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»Science is a way of trying not to fool yourself.  

The first principle is that you must not fool yourself  

and you are the easiest person to fool.«  

- Richard P. Feynman 

»The capacity to blunder slightly is the real marvel of DNA.  

Without this special attribute,  

we would still be anaerobic bacteria  

and there would be no music.« 

 

          - Lewis Thomas 
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POVZETEK 

 

V preteklih desetletjih je bil v raziskave in razumevanje patogeneze KVČB vložen 

precejšen napor, vendar natančni vzroki nastanka bolezni še niso povsem pojasnjeni. Po 

zdaj najbolj uveljavljeni hipotezi se bolezen pojavi zaradi pretiranega imunskega odziva 

na normalno črevesno mikrofloro pri gensko dovzetnih posameznikih. Bolniki s KVČB 

zbolijo za eno od dveh precej podobnih oblik kroničnega vnetja črevesja: ulceroznim 

kolitisom (UK) ali Crohnovo boleznijo (CB). V 10−15 odstotkih primerov pa bolniki ne 

kažejo jasnih kliničnih, endoskopskih in histoloških značilnosti CB ali UK, in govorimo o 

intermediarnem kolitisu (IK). Največjo pogostost bolezni so ugotovili v Kanadi in Severni 

Evropi, najmanjšo pa v deželah v razvoju in v Aziji, pri čemer je UK pogostejši kot CB. 

Za slovensko populacijo sicer ni konkretnih epidemioloških podatkov, vendar je bilo ob 

koncu 90. let v Sloveniji 1150 bolnikov s KVČB, kar nas uvršča na dno evropske lestvice. 

Na nastanek bolezni vplivajo različni dejavniki okolja, iz epidemioloških raziskav družin 

in dvojčkov pa nedvomno izhaja, da k tveganju za KVČB prispevajo tudi genski 

dejavniki. Kljub številnim dokazom o genskem ozadju bolezni se je natančno določanje 

genskih determinant začelo šele v zadnjih petnajstih letih. Temeljilo je na številnih 

raziskovalnih pristopih. Asociacijske študije na celotnem genomu (GWAS) so z odkritjem 

povezav med KVČB in 99 lokusi največ prispevale k razumevanju genskega ozadja 

bolezni. Med pomembnejše izzive v obdobju po GWAS spadata odkrivanje vzročnih 

variant in analiza njihovih funkcionalnih posledic, s tem pa posledično tudi rešitev 

problema manjkajočega dednostnega deleža pri kompleksnih boleznih. Zaradi tega so 

bili predlagani številni pristopi, kot so npr. fino kartiranje, analiza eQTL-ov in GWAS pri 

družinah obolelih, vključno s preučevanjem učinkov starševskega izvora (angl. parent of 

origin − POO) na izražanje genov. Ob tem pa so številne raziskovalne skupine, ki se 

ukvarjajo z genetiko KVČB, pod okriljem konzorcija International Inflammatory Bowel 

Disease Consortium (IIBDGC) združile moči v projektu ImmunoChip (iCHIP), ki 

predstavlja tarčno mikromrežo DNK za analiziranje imunsko posredovanih bolezni. V 

raziskavi smo izvedli z iCHIP-om prvo tarčno študijo GWAS pri 227 bolnikih s KVČB in 210 

zdravih posameznikih. Zaradi razmeroma omejenega števila preiskovancev sicer nismo 

imeli zadostne statistične moči za odkrivanje statistično značilnih povezav, vendar smo 

nakazali na nominalne povezave z boleznijo na kromosomih 1, 5, 8, 13 in 16. V 

sodelovanju z drugimi člani projekta iCHIP, ki je v metaanalizi vključeval približno 

75.000 bolnikov s KVČB in zdravih posameznikov, smo prispevali k odkritju 71 novih 

statistično značilnih povezav z boleznijo, tako da se je skupno število bolezenskih 
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lokusov z 99 povzpelo na 163. Glede odkrivanja skupnih mehanizmov kompleksnih 

bolezni je pomembna tudi ugotovitev, da je več kot dve tretjini lokusov KVČB 

impliciranih v patogenezi drugih imunsko posredovanih bolezni, kot so ankilizirajoči 

spondilitis, psoriaza in mikobakterijske okužbe. V raziskavi smo ločeno izvedli tudi 

asociacijsko analizo SNP-jev genov NOD2 in IL23R ter prvič povezali omenjena gena s 

patogenezo KVČB pri slovenskih bolnikih. Genotipske podatke smo pridobili z 

optimizacijo metode analize DNK s talilnimi krivuljami visoke ločljivosti (HRMA), ki se je 

izkazala kot hitra, preprosta, natančna in cenovno ugodna metoda za odkrivanje redkih 

mutacij in za gensko tipizacijo. V študiji smo s kartiranjem cis-eQTL-ov v regiji s tremi 

kandidatnimi geni (IL18R1, IL18RAP in IL1RL1) ugotovili, da polimorfizma rs10178214, 

rs1041973 in redka varianta ccc-2-102248784-A-G statistično značilno vplivajo na 

izražanje gena IL1RL1 v periferni venski krvi. Nismo pa opazili statistično značilnega 

izražanja tarčnih genov v črevesnih biopsijah bolnikov s CB. V raziskavi smo pri 

nizozemskih bolnikih s KVČB odkrili omejen učinek POO genov IL12B, PRDM1 in NOD2, ki 

pa nam ga v večji neodvisni kohorti ni uspelo replicirati. Nominalno značilen učinek POO 

smo opazili tudi za gen IL10 pri Indijcih. S kombinacijo strojnega učenja s podpornimi 

vektorji in bioinformatske analize smo odkrili enega od genov (NCAM1), ki najverjetneje 

vpliva na raznolikost odziva bolnikov s CB na zdravljenje s kortikosteroidi. 

 

Rezultati naše študije so delno osvetlili zapleten genski sestav pri KVČB. Za potrditev 

nekaterih rezultatov so potrebne dodatne asociacijske analize in metaanalize z večjim 

številom preiskovancev. Pojasnitev mehanizmov in sprožilcev, s katerimi so posamezni 

kandidatni geni udeleženi v patogenezi KVČB, pa zahteva dodatne funkcijske študije na 

molekularni ravni. V prihodnjih raziskavah bo najverjetneje več pozornosti namenjene 

raziskavam interakcij mukusnega imunskega sistema in črevesne mikroflore. 

 

Ključne besede: kronična vnetna črevesna bolezen, asociacijska analiza na  

   celotnem genomu, ImmunoChip 

 

UDK:    616.34-002-056.7:601.4.008.7(043.3) 
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SUMMARY 

 

Genome-wide association analysis of Slovenian inflammatory bowel disease 

patients 

 

Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are the two main forms of chronic 

relapsing inflammatory bowel diseases (IBD). The etiology of IBD has been extensively 

studied in the past few decades however, disease pathogenesis is not fully understood. 

It is a chronic disease characterized by recurring inflammation of the gut, and is 

thought to arise in response to the commensal microflora in a genetically susceptible 

host. IBD is believed to be associated with industrialization of nations, with the highest 

incidence rates and prevalence of IBD in North America and Northern Europe. There are 

no precise epidemiological data available for Slovenians, yet in the late 90. there were 

1.190 individuals affected with IBD. The abundance of epidemiological data is 

suggesting influence of different environmental and genetic determinants in the disease 

pathogenesis. Complex disease genetics has been revolutionised in recent years by the 

advent of genome-wide association (GWA) studies. The chronic inflammatory bowel 

diseases (IBDs), Crohn's disease and ulcerative colitis have seen notable successes 

culminating in the discovery of 99 published susceptibility loci/genes to date. One of 

the future challenges in this post-GWAS era is to identify potential sources of the 

remaining heritability. Such sources may include common variants with limited effect 

size, rare variants with higher effect sizes, or even more complicated mechanisms such 

as epistatic and epigenetic interactions. Many approaches to meet these challenges 

have been suggested, including fine-mapping, eQTL mapping and family studies, 

focused on parent of origin (POO) analysis. To fully unravel the hidden heritability of 

IBD, collaborations between genome research centers are crucial, since the solutions to 

identify the hidden heritability are either costly or require a huge number of cases and 

controls. The IIBDGC is a good example of what can be achieved by performing large 

metaanalyses, and it is currently joining forces in the ImmunoChip project (iCHIP), a 

custom made array encompasing loci from GWAS of 12 immune-mediated diseases. We 

conducted iCHIP based association analysis on 227 IBD patients and 210 healthy 

controls. Unfortunately, due to small sample size we did not have sufficient power to 

detect significant associations. However we show a trend towards association on 

chromosomes 1, 5, 8, 13 and 16. In collaboration with other IIBDGC members we 
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expanded on the knowledge of relevant pathways by undertaking a meta-analysis of 

Crohn’s disease and ulcerative colitis genome-wide association scans, followed by 

extensive validation of significant findings, with a combined total of more than 75,000 

cases and controls. We identify 71 new associations, for a total of 163 IBD loci, that 

meet genome-wide significance thresholds. Many IBD loci are also implicated in other 

immune-mediated disorders, most notably with ankylosing spondylitis and psoriasis. We 

also observe considerable overlap between susceptibility loci for IBD and mycobacterial 

infection. We also conducted a separate association analysis for SNPs in genes NOD2 and 

IL23R, which were associated with Slovenian IBD patients for the first time. Genotypes 

were obtained by high-resolution melting analysis (HRMA). The results of this study 

suggest that HRMA yields significant savings on analysis time and costs and has proven as 

a simple high-throughput technique for screening for polymorphisms. In this study, we 

also conducted eQTL mapping of IL18RAP locus, which contains 3 candidate genes 

IL18R1, IL18RAP in IL1RL1. Polymorphisms rs10178214, rs1041973 and a rare variant ccc-

2-102248784-A-G, were influencing expression of IL1RL1 in whole-blood samples. We did 

not observe any changes of gene expression of the candidate genes when intestinal 

biopsies were taken into consideration. We identified POO effects for NOD2 for Dutch 

CD trios; these results could not be replicated in an independent cohort. A POO effect 

in IBD was observed for IL12B and PRDM1. In the Indian trios the IL10 locus showed a 

nominal POO effect. With a combination of Support vector learning machines and 

bioinformatic analysis we identified a compelling candidate (NCAM1) for future follow-

up functional studies. This will improve our knowledge of this complex disease and 

hopefully provide future strategies of disease prevention and treatment. Collectively, 

our findings begin to shed light on these questions and provide a rich source of clues to 

the pathogenic mechanisms underlying this archetypal complex disease. Some of the 

results presented here will need replication in functional follow-up studies. Most of the 

future efforts will be focused on the interaction between the host mucosal immune 

system and microbes. In particular, they raise the question, in the context of this 

burden of IBD-susceptibility genes, of what triggers components of the commensal 

microbiota to switch from a symbiotic to a pathogenic relationship with the host. 

 

Key words: inflammatory bowel disease, targeted genome-wide association analysis, 

  ImmunoChip 

 

UDK:   616.34-002-056.7:601.4.008.7(043.3) 
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1 UVOD 
 

Človeške dedne bolezni so vse večji problem sodobne družbe. Zato ne preseneča, da 

ima preučevanje genskih nepravilnosti osrednjo vlogo v sodobni medicini. Skupino 

dednih bolezni, ki nastanejo kot posledica nepravilnih sprememb večjega števila genov, 

imenujemo večgenske (poligenske) bolezni. Večina jih je tudi večfaktorskih, kar 

pomeni, da so bolezenski procesi posledica spleta genskih in drugih dejavnikov, npr. 

dejavnikov iz okolja. Med omenjene bolezni prištevamo npr. bolezni osrednjega 

živčevja, rak in imunsko posredovana stanja, tj. kronične vnetne in avtoimunske 

bolezni. Za obe skupini je značilen iztirjen imunski odziv na telesu lastne celice in tkiva. 

Imunski odziv je lahko omejen le na določeno vrsto celic, kot so npr. beta celice 

Langerhansovih otočkov pri diabetesu tipa 1 ali oligodendrociti pri multipli sklerozi. 

Lahko pa je usmerjen na širši spekter celic in tkiv, kot so npr. jedrni antigeni pri 

sistemskem eritematoznem lupusu ali bakterijska mikroflora in črevesne epitelijske 

celice pri kronični vnetni črevesni bolezni (KVČB).  

 

V preteklih desetletjih je bil v raziskovanje in razumevanje patogeneze KVČB vložen 

precejšen napor, vendar natančni vzroki nastanka bolezni še niso povsem pojasnjeni. Po 

za zdaj najbolj uveljavljeni hipotezi se bolezen pojavi zaradi pretiranega imunskega 

odziva na normalno črevesno mikrofloro pri gensko dovzetnih posameznikih.1 Pretiran 

imunski odziv naj bi bil posledica povečane prepustnosti črevesne bariere, ki sicer 

preprečuje vdor vsebine črevesnega lumna (večinoma bakterij) v globlje plasti črevesne 

stene. Zaradi povečane prepustnosti črevesne bariere lahko bakterijski antigeni pridejo 

v intenziven stik s celicami sluzničnega imunskega sistema, kar sproži silovit imunski 

odziv, ki posledično pripelje do vnetja in poškodb črevesne sluznice.2 

 

Odkrivanje in določanje genskih dejavnikov KVČB sta temeljili na številnih raziskovalnih 

pristopih. V uvodnem poglavju so podane osnove za razumevanje širšega konteksta 

področja epidemioloških in genskih raziskav te bolezni. V drugem poglavju so opisane 

metode in postopki, ki smo jih uporabili za odkrivanje genov in variant, povezanih s 

KVČB. V poglavju z rezultati so strnjene ugotovitve in nove domnevne povezave 

polimorfizmov in genov s KVČB, do katerih smo prišli z asociacijsko študijo, meritvami 

genskega izražanja in različnimi bioinformatskimi pristopi. Interpretacije rezultatov in 

uporabljenih pristopov so predstavljene v četrtem poglavju, njihov vpliv na 
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razumevanje zapletene patogeneze bolezni in prihodnji izzivi v genetiki KVČB pa so 

orisani v petem poglavju. 

 

1.1 Bolezenski fenotipi in zdravljenje KVČB 

 

Bolniki s KVČB zbolijo za eno od dveh precej podobnih oblik kroničnega vnetja črevesja: 

za ulceroznim kolitisom (UK) ali Crohnovo boleznijo (CB). V 10−15 odstotkih primerov pa 

bolniki ne kažejo jasnih kliničnih, endoskopskih in histoloških značilnosti CB ali UK.3 

Takrat je postavitev dokončne diagnoze težavna in se praviloma diagnosticira 

nedoločena oblika KVČB, t. i. intermediarni kolitis (IK). Pri nekaterih bolnikih z IK je 

natančnejša diagnoza mogoča šele ob poznejšem napredovanju bolezni, bodisi do CB ali 

do UK.3  

 

1.1.1 Crohnova bolezen 

 

Čeprav se CB lahko pojavi pri kateri koli starosti, sta značilna dva vrha obolevnosti. 

Najpogosteje se pojavlja med 15. in 30. letom življenja, drugi, manjši, vrh obolevnosti 

pa se giblje med 50. in 70. letom.4 Pri približno 25 odstotkih bolnikov bolezen nastopi v 

otroštvu in adolescenci.5 Tak zgodnji nastop je običajno povezan s hudimi in hitro 

napredujočimi oblikami bolezni.6  

 

Vnetje lahko zajame katerikoli del prebavnega trakta (od ustne votline do zadnjične 

odprtine), čeprav najpogosteje prizadene terminalni ileum. Pri tem je značilno 

menjavanje vnetih in nevnetih, zdravih delov črevesne sluznice.7 Sprva je vnetni proces 

omejen na sluznico, kjer se kmalu pojavijo majhne razjede, ki jih običajno spremlja 

tudi infiltracija nevtrofilcev in makrofagov. Pozneje, ko se vnetje razširi in prodre v vse 

sloje črevesne stene, pa ga občasno spremljajo abscesi (ognojki), strikture in fistule od 

črevesja do kože, mehurja ali drugih predelov črevesja. Razpon simptomov je odvisen 

od oblike bolezni in je temu primerno širok: od bolečin v trebuhu in izgube telesne teže 

do povišane temperature, krvi v blatu, malabsorbcije in motenj v razvoju.7  

 

Odziv bolnikov na zdravljenje je raznolik, tako kot pri večini bolezni, ki zahtevajo 

dolgotrajno zdravljenje. Najbolj uveljavljen pristop pri zdravljenju KVČB je t. i. 

okrepitveni (angl. step-up) pristop, pri katerem se glede na (ne)odzivnost in (ali) 

slabšanje stanja postopoma prehaja na zdravljenje z učinkovitejšimi zdravili (npr. 
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imunosupresivi, biološkimi zdravili).8 Prvi korak pri zdravljenju blagih in zmernih oblik 

CB so praviloma aminosaliciati (npr. sulfasalazin in mesalamin) ter antibiotiki (npr. 

metronidazol in ciprofloksacin).9 Kortikosteroidi (npr. prednison in budesonid) se 

uporabljajo pri zdravljenju hudih oblik CB in se zaradi stranskih učinkov dajejo občasno, 

zlasti ob nenadnih zagonih bolezni. Kadar kortikosteroidi ne zadostujejo, se preide na 

zdravljenje z imunosupresivi, kot so azatioprin, 6-merkaptopurin in metotreksat.9 V 

zadnjih letih se hude oblike CB, pri katerih ne zadostujejo niti kortikosteroidi niti 

imunosupresivi, zdravijo s kombinacijo imunosupresivov in zaviralcev dejavnika 

tumorske nekroze alfa (TNF-α), kot sta infliksimab in adalimumab.7 Kirurški poseg se 

praviloma izvede, ko bolezen napreduje od vnetne oblike do obsežnih kompliciranih 

oblik s fistulami in z abscesi.10 Novejše klinične raziskave pa kažejo, da je v določenih 

primerih ustreznejše zdravljenje z učinkovitimi zdravili v zgodnjih fazah poteka bolezni 

(angl. top-down).9 Med omenjene primere uvrščamo zgodnji nastop bolezni, agresivne 

oblike CB z obsežnimi anatomskimi poškodbami črevesja in CB s hudimi zunajčrevesnimi 

zapleti.9 

 

1.1.2 Ulcerozni kolitis 

 

UK se praviloma pojavi med 20. in 30. letom življenja, lahko pa prizadene tudi precej 

mlajše ali starejše posameznike.4 Vnetni proces je omejen na kolon, pri bolnikih s 

hudimi oblikami pankolitisa pa včasih zajame tudi terminalni ileum.7 Vnetje poteka 

neprekinjeno, prizadeti sta sluznica in podsluznica; pri blagih in zmernih oblikah bolezni 

se na sluznici kažejo pordečitve in manjše krvavitve, medtem ko so za hude oblike 

značilni obsežna ulceracija (razjedenost) in psevdopolipi.11 Pri večini bolnikov se 

simptomi kažejo kot bolečine v spodnjem delu trebušne votline in kri v blatu z velikimi 

količinami izločene sluzi.7 Dolgotrajna izpostavljenost vnetju lahko izzove maligno 

displazijo sluznice, pri približno desetih odstotkih bolnikov s pankolitisom pa se razvije 

karcinom debelega črevesa.12  

 

V okviru standardne terapije (angl. step-up) se za sprožanje in vzdrževanje remisije 

(mirovanja bolezni oz. popuščanja bolezenskih znakov) blagih in zmernih oblik UK 

najpogosteje uporabljata mesalazin in sulfazalin, če je treba, pa tudi kortikosteroidi.9 

Imunosupresivi se uporabljajo pri zdravljenju akutnih oblik UK in ob ponovnih zagonih 

bolezni.7, 9, 12 Kirurško zdravljenje se izvaja pri hitro napredujočih oblikah bolezni, 

neodzivnosti na standardno zdravljenje in pri pojavu displazije.13,14 Pri tem gre običajno 
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za poseg v dveh korakih, začenši s proktokolektomijo z ileostomijo. V drugem koraku pa 

se iz zadnjega dela tankega črevesa oblikuje vrečka, katere odprtina se prišije na 

anus.13,14 Ker je UK praviloma omejen le na kolon, lahko popolno ozdravitev dosežemo s 

proktokolektomijo.13,14 

 

1.2 Epidemiološke raziskave in prvi znaki genske pogojenosti KVČB 

 

Pogostost (prevalenca) in pojavnost (incidenca) KVČB se med populacijami na različnih 

zemljepisnih območjih zelo razlikujeta. Največjo pogostost so ugotovili v Kanadi in 

Severni Evropi, najmanjšo pa v deželah v razvoju ter v Aziji.15 UK je s povprečno 

pogostostjo 235 primerov na 100.000 prebivalcev v zahodnih državah in 20 na 100.000 v 

državah v razvoju pogostejši kot CB.15 V Severni Ameriki se pogostost CB giblje okoli 200 

na 100.000, v deželah v razvoju pa okoli 10 na 100.000.15  

 

Tudi pojavnost KVČB sledi podobnim trendom kot pogostost, saj so najvišje letne 

vrednosti izmerili v zahodnih državah, najnižje pa v Aziji.15 Pojavnost narašča v veliki 

večini držav po svetu, kar nakazuje na zaskrbljujoče dejstvo, da KVČB postaja globalni 

problem (slika 1-1).16 V zahodnih državah se je v zadnjih letih stopnja letne pojavnosti 

ustalila, stalno in strmo naraščanje pa beležijo v Južni Evropi, deželah v razvoju ter v 

Aziji.16 

 

Za slovensko populacijo sicer ni konkretnih epidemioloških podatkov, vendar so Ferkolj 

in sod. ugotovili, da je bilo ob koncu 90. let v Sloveniji 1150 bolnikov s KVČB.17 Slednje 

nas, s približno prevalenco 50 na 100.000, uvršča na dno evropske lestvice.16 
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Slika 1–1: Pregled pojavnosti KVČB po svetu. Države so razvrščene v skupine glede na 

stopnjo letne pojavnosti: rdeča 10 na 100.000, oranžna 5−10 na 100.000, zelena > 4 na 

100.000, rumena − nizka pojavnost, ki stalno narašča. Za države, obarvane belo, ni bilo 

mogoče pridobiti ustreznih podatkov. (Prirejeno in objavljeno z dovoljenjem Jacquesa 

Cosnesa.)18 

 

Raziskave pogostosti in pojavnosti torej pričajo o naraščajočem številu obolelih za KVČB 

po vsem svetu, zlasti v industrializiranih, t. i. visokorazvitih družbah. Še presenetljiveje 

je, da se pogostost bolezni določenih etničnih skupin po migraciji v urbanizirano in 

razvitejše okolje izenači z lokalno pogostostjo bolezni v eni do dveh generacijah.15 Pri 

tem je v prvi generaciji potomcev migrantov tveganje za KVČB povečano.19 Omenjeni 

pojavi torej jasno kažejo, da določeni dejavniki iz »zahodnjaškega« načina življenja in 

okolja (npr. zaradi industrializacije in prehrane) povečujejo tveganje za KVČB.  

 

Med najbolje raziskane dejavnike iz okolja spadata kajenje in apendektomija (kirurška 

odstranitev slepiča).20 Vpliv kajenja je paradoksalen: opustitev kajenja je povezana z 

razvojem UK, medtem ko kajenje vpliva na nastanek in potek CB.21 Na drugi strani pa 

apendektomija deluje zaščitno pri UK, pri CB pa zaradi nasprotujočih si rezultatov slika 

ni povsem jasna.22,23 Tudi vloga drugih dejavnikov okolja, kot so npr. okužba s 

Helicobacter pylori, velikost družine (v večjih družinah je pogostost bolezni manjša), 

odraščanje v urbanem okolju, prehrana, dojenje in uporaba antibiotikov, ostaja zaradi 

nasprotujočih si rezultatov in neskladno zasnovanih raziskav za zdaj nejasna 

(preglednica 1–1).20  
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Preglednica 1–1: Vpliv dejavnikov iz okolja na tveganje za KVČB 

Dejavnik tveganja Ulcerozni kolitis Crohnova bolezen 

Kajenje   

   Kadilec − + 

   Nekdanji kadilec + + 

   Nekadilec + − 

   Pasivni kadilec (prenatalni) 0? 0? 

   Pasivni kadilec (v otroštvu) 0 0 

Apendektomija − +? 

Prehrana   

   Sladkorji +? +? 

   Maščobe +? +? 

   Sadje in zelenjava −? −? 

   Vlaknine 0 −? 

Dojenje − − 

Okužba/cepljenje   

   Mycobacterium avium paratuberculosis 0 +? 

   Helicobacter pylori −? −? 

   Ošpice 0? 0? 

   Cepljenje proti ošpicam 0? 0? 

   Adherentna invazivna Escherichia Coli 0? +? 

   Psihrotrofne bakterije 0? +? 

   Perinatalne okužbe +? +? 

Antibiotiki +? +? 

Nesteroidna protivnetna zdravila (NSAID) +? +? 

Velikost družine −? −? 

Urbano okolje +? +? 

Kontracepcijska sredstva + + 

 

V preglednici 1-1 so povzeti učinki večine doslej preiskovanih dejavnikov iz okolja, ki 

naj bi vplivali na tveganje za KVČB. S + so označeni dejavniki, ki večajo tveganje za 

KVČB, zaščitni (ti zmanjšujejo tveganje) so označeni z −, pri tistih, ki so označeni z 0, 

pa ni znanih vplivov na tveganje. ? označuje, da vpliv določenega dejavnika zaradi 

nasprotujočih si rezultatov še ni potrjen. 

 

Že dolgo je znano, da med pomembne dejavnike, ki povečujejo tveganje za KVČB, 

spada tudi pozitivna družinska anamneza. Začetno zanimanje za molekularnogenetske 
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raziskave bolezni je temeljilo ravno na rezultatih epidemioloških raziskav družin in 

dvojčkov, obolelih za KVČB. Iz teh namreč nedvomno izhaja, da ob dejavnikih iz okolja 

k tveganju za KVČB prispevajo tudi genski dejavniki.  

 

Raziskave družin so pokazale, da je obolevnost za KVČB večja pri sorodnikih obolelih kot 

pa pri sorodnikih zdravih posameznikov. Halme in sod. so ugotovili, da je bilo 2−14 

odstotkov bolnikov s CB tudi s pozitivno družinsko anamnezo CB, v 5−16 odstotkih 

primerov pa UK.24 Delež bolnikov z UK, pri katerih je ta bolezen tudi v družini, je 7−11 

odstotkov, v 8−14 odstotkih primerov pa so družinski člani oboleli za CB.24 

 

Družinsko kumulacijo bolezni lahko kvantitativno izrazimo kot razmerje med stopnjo 

tveganja bratov ali sester in pogostostjo bolezni v populaciji, tj. kot relativno tveganje 

bratov ali sester (λs). Vrednosti λs so za KVČB (preglednica 1-2), zlasti za CB, podobne 

ali večje kot za druge kompleksne bolezni, kot so npr. diabetes tipa 1 (λs = 15), diabetes 

tipa 2 (λs < 10), shizofrenija (λs < 10) in celiakija (λs = 7−30).24  

 

Preglednica 1–2: Epidemiološki podatki za KVČB, CB in UK 

Epidemiološki parameter Vrednost Referenca 

Pogostost KVČB 8−294/100.000 prebivalcev* 18 

Pojavnost KVČB 4−10/100.000 prebivalcev/leto* 15 

Konkordanca enojajčnih dvojčkov − CB 37−58 % 25 

Konkordanca dvojajčnih dvojčkov − CB 4−12 % 25 

Konkordanca enojajčnih dvojčkov − UK 6−17 % 25 

Konkordanca dvojajčnih dvojčkov − UK 0−5 % 25 

Relativno tveganje bratov ali sester (λs) − CB 25−42 26 

Relativno tveganje bratov in sester (λs) − UK 8−15 26 

* Povprečna vrednost v Evropski uniji 

 

Čeprav maloštevilne, so se raziskave dvojčkov izkazale kot pomembno orodje pri 

razlikovanju prispevanja okoljskih in genskih dejavnikov k tveganju za razvoj bolezni, 

kar najlažje ponazorimo z naslednjima skrajnima primeroma:  

 

i) nastanek in razvoj bolezni pogojujejo le genski dejavniki; v tem primeru bi bilo 

fenotipsko ujemanje oz. konkordanca enojajčnih (identičnih) dvojčkov blizu 100 

odstotkov, dvojajčnih dvojčkov pa 50 odstotkov;  
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ii) nastanek in razvoj bolezni pogojujejo le zunanji dejavniki; v tem primeru pa bi bili 

konkordanci obeh tipov dvojčkov podobni.  

 

Pri CB se konkordanca enojajčnih dvojčkov giblje med 37 in 58 odstotki, dvojajčnih pa 

med 4 in 12 odstotki. Pri UK je konkordanca nekoliko manjša in pri enojajčnih dvojčkih 

znaša 6−17 odstotkov, pri dvojajčnih dvojčkih pa 0−5 odstotkov, kar kaže na nekoliko 

večji vpliv oz. penetranco genskih dejavnikov pri CB kot pri UK.27 Konkordanci 

enojajčnih dvojčkov v nobenem od podtipov KVČB ne presegata 50 odstotkov, kar 

nakazuje na to, da vloga dejavnikov iz okolja v patogenezi KVČB ni zanemarljiva. 

 

Spoznanja epidemioloških raziskav, ki so jih izvajali v preteklih desetletjih, so 

nedvomno prispevala k boljšemu poznavanju dejavnikov, ki privedejo do nastanka KVČB. 

Kljub številnim neovrgljivim dokazom o genskem ozadju bolezni pa se je natančno 

določanje genskih determinant začelo šele v zadnjih petnajstih letih. 

 

1.3 Študijski pristopi pri odkrivanju genskih vzrokov KVČB 

 

Odkrivanje in določanje genskih dejavnikov KVČB je temeljilo na številih raziskovalnih 

pristopih. Med temi so k razumevanju genskega ozadja bolezni največ prispevale 

asociacijske študije na celotnem genomu (angl. genome-wide association studies − 

GWAS). Zaradi njihovega pomena v raziskavah kompleksnih bolezni in učinka »snežne 

kepe« ločimo v kronološkem smislu različna raziskovalna obdobja. 

 

1.3.1 Raziskave in izsledki v obdobju pred pojavom GWAS 

 

Večja obolevnost posameznikov iz družin s KVČB je privedla do prepričanja, da bi lahko 

vzročne gene z večjim vplivom na tveganje za KVČB odkrili z analizo genske povezanosti 

(angl. linkage analysis).28 Prav tako se je analiza genske povezanosti izkazala kot zelo 

uspešen pristop pri odkrivanju bolezenskih oz. vzročnih genov monogenskih bolezni.29 

Zato so v devetdesetih letih 20. stoletja začeli iskati vzročne gene kompleksnih bolezni 

s študijami genske povezanosti na celotnem genomu (angl. genome–wide linkage studies 

− GWLs).  

 

GWLs je metoda, s katero preiskujemo genom in lokaliziramo gene glede na hkratno 

dedovanje genskih označevalcev in bolezni v družinah z več obolelimi člani. Temeljni 
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princip metode je, da si bodo družinski člani s KVČB delili skupne gene pogosteje kot po 

naključju, kar se pokaže statistično z logaritmom obetov (angl. logarithm of odds − 

LOD). Za statistično značilno povezana področja je dogovorjen LOD ≥ 2,2.30 V enajstih 

neparametričnih GWLs so za KVČB odkrili devet kromosomskih področij (IBD1−IBD9) z 

LOD ≥ 2,2, ki so si jih oboleli družinski člani delili pogosteje kot po naključju (slika 1–

2).31 
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Slika 1–2: Kromosomska področja IBD1−IBD9. S KVČB so jih povezali v devetdesetih letih 

20. stoletja v študijah genske povezanosti na celotnem genomu (GWLs). Na vsakem od 

področij je od nekaj deset do več sto potencialnih kandidatnih genov. Ta kromosomska 

področja se raztezajo čez več deset milijonov baznih parov (bp). Posledično je na 

posameznem področju lahko tudi več sto potencialnih kandidatnih genov. Zato je 

primarnim odkritjem sledilo t. i. pozicijsko kloniranje. Pri tem gre za iskanje vzročnega 

gena s postopnim oženjem širših kromosomskih področij s kombinacijo različnih 

kliničnih, laboratorijskih in statističnih analiz. 

 

S tem postopkom so leta 2001 tri skupine raziskovalcev neodvisno odkrile povezavo med 

CB in variantami v genu NOD2 na kromosomu 16q12 (IBD1).32-34 NOD2 kodira 

znotrajcelični receptor, ki ga aktivira minimalno biološko aktivna komponenta 

peptidoglikana − muramildipeptid (MDP). Ta je v celični steni tako po Gramu pozitivnih 

kot po Gramu negativnih bakterij. NOD2 je v največji meri izražen v monocitih in 

Panethovih celicah črevesnega epitelija.35,36  

 

Omenjene variante gena NOD2 so polimorfizmi posameznega nukleotida (angl. single 

nucleotide polymorphism − SNP), in sicer: dve drugačnosmiselni mutaciji R702W 

(Arg702Trp) in G908R (Gly908Arg) ter premik bralnega okvirja L1007fs (Leu1007fs). Ti 

SNP-ji so na C–terminalnem koncu levcinsko bogatih ponovitev (angl. leucine-rich 

repeats − LRR), ki je domena za zaznavanje bakterijskih produktov.37 Zato se zdi, da ti 

SNP-ji zmanjšujejo odzivnost proteina pri zaznavanju bakterijskih produktov, kar 

posledično vpliva na prirojeni imunski odziv.37  

 

Čeprav vloga NOD2 v imunopatogenezi CB še ni povsem pojasnjena, je znano, da je pri 

heterozigotnih nosilcih katerega koli od treh vzročnih alelov omenjenih SNP-jev 2−4-krat 

večje tveganje za CB, medtem ko je tveganje pri homozigotih in sestavljenih 

heterozigotih 17-krat večje.38, 39  

 

Lesage in sod. so ugotovili, da vzročni aleli omenjenih SNP-jev zastopajo več kot 80 

odstotkov celotnega prispevanja gena NOD2 k tveganju za CB.40 Zato je toliko 

presenetljiveje, da so ti vzročni aleli v znatni meri prisotni tudi pri zdravih Kavkazcih.41 

Iz tega izhaja, da omenjene mutacije niso niti zadostne niti nujne za razvoj CB, kar pa 

nakazuje na poligensko in kompleksno ozadje bolezni. 

 



UVOD  19 
 

 
Mitrovič, M. Asociacijska analiza na celotnem genomu pri slovenskih bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo 

Doktorska disertacija, Medicinska fakulteta Univerze v Mariboru, 2013 

Na drugih kromosomskih področjih (IBD2−IBD9) pa se iskanje vzročnih genov s 

kombinacijo GWLs in pozicijskega kloniranja ni obneslo tako kot v primeru NOD2.42 Zato 

je bil glavni izsledek GWLs, da KVČB ne povzroča malo mutacij z visoko penetranco, 

temveč več vzročnih genov (oz. alelov) s šibkim vplivom na tveganje za KVČB.30 Vzročne 

alele gena NOD2 so namreč uspešno zaznali predvsem zaradi njihove pozicije na 

splošnem haplotipskem bloku SNP5.43 V primerjavi s splošnimi mutacijami bi za 

odkrivanje redkih mutacij (tj. z majhno penetranco in s šibkim vplivom) na drugih 

kromosomskih področjih potrebovali zelo veliko število obolelih družin.30, 44  

 

Slednje je raziskovalce spodbudilo k preizkušanju novih pristopov in paradigem pri 

iskanju vzročnih genov in posledično privedlo k izvajanju asociacijskih študij 

kandidatnih genov (angl. candidate gene association study − CGAS).28  

 

V CGAS gre za iskanje povezave med določenim genom s primerjavo alelnih, genotipskih 

ali haplotipskih frekvenc med bolniki in zdravimi posamezniki iz splošne populacije, v 

t. i. študijah primerov in kontrol.45 Pri tem gre za statistični prikaz sopojavnosti 

določenega alela in bolezni. Povedano drugače, nek alel bo povezan z boleznijo 

(asociacija), če bo statistično značilno bolj (ali manj) zastopan med bolniki kot med 

zdravimi posamezniki. 

 

Kmalu po prvem valu CGAS se je izkazalo, da so za tovrstni pristop značilne številne 

pomanjkljivosti.42 Glavna težava je bila neponovljivost oz. nekonsistentnost rezultatov. 

Novo odkritih asociacij neke raziskovalne skupine ni uspelo replicirati v drugih 

raziskovalnih skupinah ali pa so celo prišli do nasprotujočih zaključkov.46-56 Metaanaliza 

več kot tristotih objav o 25 najpogosteje preučevanih asociacijah pri enajstih različnih 

boleznih, ki so jo izvedli Lohmueller in sod., je pokazala, da je bila ustrezno ponovljiva 

le ena tretjina asociacij. Razlogi za to izvirajo iz zasnove CGAS, saj so rezultati v 

največji meri odvisni od izbora preiskovanih polimorfizmov, raznolikosti genskih in 

okoljskih ozadij preiskovancev, števila bolnikov ter zdravih posameznikov in 

vključitvenih kriterijev bolnikov in zdravih posameznikov.28,57,58  

 

Med najuspešneje replicirane objave CGAS spada asociacija med KVČB in vzročnimi aleli 

poglavitnega histokompatibilnega kompleksa (angl. major histocompatibility complex − 

MHC).59 Satsangi in sod. so odkrili povezavo med hudo obliko UK in redkim alelom 

DRB1*0103, Silverberg in sod. pa so ta alel povezali tudi s CB, omejenim na kolon.60,61 
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Obe objavi sta bili uspešno replicirani v številnih študijah, ki so jih izvedli na kavkaški 

populaciji.62-68 

 

1.3.2 GWAS in ključne ugotovitve 

 

Napredovanje pri odkrivanju vzročnih genov KVČB je pospešila združitev ugodnih 

lastnosti dotlej uporabljenih pristopov, tj. »genomske širine« GWLs in statistične moči 

za iskanje vzročnih alelov s šibkim vplivom CGAS (zasnovanih kot študije primerov in 

kontrol). K prehodu od GWLs in CGAS do prvih asociacijskih študij na celotnem genomu 

(angl. genome-wide association studies − GWAS) so prispevali tudi nekatera spoznanja iz 

molekularne biologije in napredek genske tehnologije:  

  

i) Razkritje človeškega genoma s projektoma »Human Genome Project« in 

»HapMap«.69-72 Pri tem je bila ključna katalogizacija SNP-jev in razkritje 

široko razširjene korelacije med njimi, t. i. vezavnega neravnotežja (angl. 

linkage disequlibrium − LD). SNP-ji, ki so v LD, se dedujejo skupaj (v t. i. 

haplotipskih blokih) pogosteje kot po naključju. Moč korelacije običajno 

izrazimo s korelacijskim koeficientom r2, pri čemer r2 = 0 pomeni, da 

korelacije ni, r2 = 1 pa popolno ujemanje med SNP-ji. Ko želimo analizirati 

nek haplotipski blok, zadostuje, da genotipiziramo le enega od SNP-jev, ki je 

v korelaciji r2 > 0,8 z drugimi SNP-ji. 

 

ii) Hiter razvoj nove tehnologije mikromrež visokih zmogljivosti, s katerimi je 

mogoče genotipizirati več 100.000 SNP-jev naenkrat.73 

 

iii) Razvoj statističnih metod, ki omogočajo posredno pripisovanje genotipov za 

SNP-je, ki niso na mikromreži (angl. imputation methods).74 

 

V običajno zasnovani študiji GWAS testiramo več 100.000 polimorfizmov pri večjem 

številu bolnikov (primeri) in zdravih posameznikov (kontrole), kot je prikazano na sliki 

1–3. Ta zasnova je najpreprostejša in najpogostejša, glede na izbor preiskovancev pa je 

mogoče GWAS zasnovati tudi kot študijo triov (bolnik in njegovi starši) ali kot kohortno 

študijo.75 
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Ker v GWAS testiramo več SNP-jev naenkrat, je temu primerno treba prilagoditi prag 

statistične značilnosti, in sicer tako, da običajno mejo (P = 0,05) delimo s številom 

testov (tj. Bonferronijeva korekcija). Po dogovoru je prag statistične značilnosti na 

celotnem genomu postavljen pri P = 5 x 10-8.76 

 

 

 

Slika 1–3: Asociacijska študija na celotnem genomu (GWAS). GWAS je običajno zasnovan 

kot študija primerov in kontrol, v kateri genotipiziramo več SNP-jev na celotnem 

genomu. Na sliki A je kratek segment kromosoma 9, kjer sta SNP-ja SNP1 in SNP2, ki ju 

želimo genotipizirati za posameznike 1, 2 in 3. Zaradi poenostavitve sta tukaj prikazana 

dva SNP-ja treh posameznikov, v pravi študiji genotipiziramo več 100.000 polimorfizmov 

na več tisočih primerov in kontrol. Na sliki B je shematsko prikazana moč asociacije med 

SNP-jema in boleznijo. Pogostost SNP-jev se med kontrolami in primeri izmeri za vsak 
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SNP na mikromreži. V tem primeru se statistično značilno razlikuje, kar je izraženo s P-

vrednostma PSNP1 = 10-12 in PSNP2 = 10-10. Na sliki C je t. i. diagram Manhattan s prikazom 

P-vrednosti vseh genotipiziranih SNP-jev na celotnem genomu, ki so prestali kontrolo 

kakovosti. Posamezni kromosomi so zaradi preglednosti obarvani različno. (Prirejeno in 

objavljeno z dovoljenjem Teri Manolio.77) 

 

Izvedba študije GWAS običajno poteka v štirih osnovnih korakih:  

 

i) izbor večjega števila bolnikov in zdravih posameznikov, pri čemer se morata obe 

skupini preiskovancev ujemati v spolu in starosti ter drugih kliničnih značilnostih, 

ki jih želimo testirati; 

ii) izolacija DNK, genotipizacija na izbrani mikromreži in kontrola kakovosti;  

iii) asociacijska analiza polimorfizmov in preiskovancev, ki so prestali kontrolo 

kakovosti; 

iv) replikacija odkritih asociacij pri drugi neodvisni populaciji in (ali) potrditev s 

funkcijsko analizo.  

 

Yamazaki in sod. so leta 2005 izvedli prvo študijo GWAS za KVČB. Testirali so 80.000 

SNP-jev na japonskih primerih in kontrolah ter odkrili povezavo med CB in variantami v 

genu TNFSF15, ki kodira citokin iz družine dejavnikov tumorske nekroze (TNF).78 To 

povezavo so pozneje uspešno potrdili tudi pri evropski populaciji.79 Kakuta in sod. pa so 

v funkcijski študiji ugotovili, da je pri nosilcih vzročne variante povečano izražanje 

TNFSF15 po stimulaciji T-celic.80  

 

Iz kataloga objavljenih študij GWAS81 lahko razberemo, da jih je bilo doslej za KVČB 

izvedenih dvajset (šest za UK,82-87 deset za CB88-97 in štiri za KVČB98-101). S povezovanjem 

posameznih raziskovalnih skupin in centrov v mednarodne konzorcije, kot je npr. 

International Inflammatory Bowel Disease Genetics Consortium (IIBDGC), in z izvajanjem 

metaanaliz se je število preiskovancev občutno povečalo, kar je še posebej ugodno pri 

odkrivanju redkih variant z alelno frekvenco < 1 odstotka.102  

 

Pred prvima metaanalizama GWAS je bilo znanih 32 lokusov z vplivom na tveganje za CB 

in 18 za UK.87,94 Franke in sod. so v nedavni metaanalizi za CB, v katero je bilo v okviru 

konzorcija IIBDGC vključenih > 20.000 primerov in > 28.000 kontrol, odkrili 39 novih 

lokusov, tako da za zdaj poznamo skupaj 71 lokusov z vplivom na tveganje za CB.103 
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Anderson in sod. so na začetku leta 2011 v metaanalizi za UK, v katero je bilo v okviru 

konzorcija IIBDGC vključenih > 15.000 primerov in > 30.000 kontrol, povečali število 

lokusov z vplivom na tveganje za UK na 47.104 Obema podtipoma bolezni je skupnih 28 

lokusov (slika 1-4). 

 

Slika 1–4: Pregled lokusov KVČB iz zadnjih metaanaliz študij GWAS.103, 104 Za zdaj je 

znanih 99 lokusov z vplivom na tveganje za KVČB, od tega jih je 71 je specifičnih za CB, 

47 za UK, 28 pa je skupnih obema podtipoma bolezni. 
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Kljub številčnosti s KVČB povezanih lokusov (in kandidatnih genov) je doslej znanih 

presenetljivo malo pravih vzročnih variant ali celo vzročnih genov. Večina povezanih 

SNP-jev je namreč v nekodirajočih, tj. intra- oziroma intergenskih regijah ali pa celo v 

regijah brez znanih genov (t. i. genskih puščavah): pri CB 60/71, pri UK 39/47.81 

Približno polovica vseh povezanih SNP-jev je cis- ali transekspresijskih kvantitativnih 

lokusov (angl. expression quantitative trait locus − eQTL), kar pomeni, da 

alelnospecifično izražanje genov precej prispeva k tveganju za nastanek bolezni105 (slika 

1-5). 

    

Slika 1–5: Porazdelitev SNP-jev iz intergenskih regij, povezanih s KVČB, glede na 

funkcijo genotipa oz. vpliv na izražanje genov (eQTL) 

 

V lokusih z večjim številom potencialnih kandidatnih genov je bilo s funkcijskimi 

analizami ugotovljeno, da so ti geni vključeni v ključne biološke poti za vzdrževanje 

črevesne homeostaze (preglednica 1–3).38,106 

 

Preglednica 1–3: Biološke poti, povezane s KVČB in z vzdrževanjem črevesne  

 homeostaze 

S KVČB povezani 

procesi 

CB-geni UK-geni KVČB-geni 

Integriteta 

črevesne bariere 

MUC19, ITLN1✚¢ GNA12✚¢, HNF4A, 

CDH1, ERRFI1 

/ 

Obnavljanje 

epitelija 

STAT3 ERRFI1, HNF4A, 

PLA2G2A/E 

REL, PTGER4¢, 

NKX2-3 

Ionski prenašalci SLC9A4, SLC22A5¢, SLC22A4✚ AQP12A/B, SLC9A3, 

SLC26A3 

/ 

Panethove celice ITLN1✚, NOD2✚, ATG16L1✚ / XBP1✚ 
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Preglednica 1–3: Biološke poti, povezane s KVČB in z vzdrževanjem črevesne  

 homeostaze (nadaljevanje) 

S KVČB povezani 

procesi 

CB-geni UK-geni KVČB-geni 

Prirojeni mukusni 

imunski odziv 

NOD2✚, ITLN1✚ SLC11A1, 

FCGR2A✚/B¢ 

CARD9✚¢, REL 

Pridobivanje/priklic 

novih imunskih celic 

CCL11/CCL2/CCL7/CCL8, 

CCR6 

 IL8RA/IL8RB¢ MST1✚¢ 

Prikaz antigena ERAP2✚, LNPEP, DENND1B / / 

Biološka pot 

IL23/Th17 

STAT3 IL21 IL23R✚, JAK2, 

TYK2✚, ICOSLG, 

TNFSF15✚ 

Regulacija T-celic NDFIP1, TAGAP, IL2RA IL2, TNFRSF9, PIM3¢, 

IL7R✚¢, TNFSF8¢, 

IFNG, IL21 

TNFSF8, IL12B, 

IL23R✚, PRDM1, 

ICOSLG 

Regulacija B-celic IL5, IKZF1, BACH2 IL7R✚¢, IRF5 / 

Imunotoleranca IL27✚, SBNO2, NOD2✚ IL1R1/IL1R2¢ IL10, CREM¢ 

Celični odzivi    

Avtofagija ATG16L1✚, IRGM, NOD2✚, 

LRRK2 

PARK7, DAP¢ CUL2 

Stres ER CPEB4¢ SERINC3¢ ORMDL3¢, XBP1✚ 

Znotrajcelični 

transport 

VAMP3, FGFR1OP TTLL8, CEP72, TPPP KIF21B 

Celična migracija / ARPC2¢, LSP1¢, 

AAMP¢ 

/ 

Apoptoza FASLG, THADA✚ DAP¢ PUS10, MST1¢✚ 

Metabolizem 

ogljikovih hidratov 

GCKR✚ / SLC2A4RG¢ 

Oksidativni stres PRDX5, BACH2, ADO, GPX4, 

GPX1✚, SLC22A4, LRRK2, 

NOD2✚ 

HSPA6¢, DLD, PARK7 CARD9¢✚, UTS2✚, 

PEX13 

 

Črevesna homeostaza zahteva usklajeno delovanje epitelijskih celic ter celic 

prirojenega in pridobljenega imunskega odziva. V preglednici 1–3 so geni z visoko 

korelacijo LD (r2 > 0,8) s SNP-ji iz GWAS za KVČB. Znak ✚ pomeni gene, kjer je z 

boleznijo povezan SNP v eksonu (kodirajoča varianta), znak ¢ pa gene, na katere 

vplivajo cis-eQTL-i. 
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Ob omenjeni funkcijski porazdelitvi SNP-jev in povezavah KVČB z različnimi biološkimi 

potmi, ki so del črevesne homeostaze, lahko iz študij GWA in metaanaliz za KVČB 

strnemo še naslednje ugotovitve: 

 

i) Povezave med komponentami biološke poti IL23/Th17 (IL23R, IL12B, STAT3, JAK2 

in TYK2) in KVČB so postavile v ospredje pomen pridobljenega imunskega odziva 

v patogenezi bolezni in pri vzdrževanju črevesne homeostaze.107 

 

ii) Nedavne raziskave funkcijskih variant v genih IL10R1 in IL10R2, ki se 

manifestirajo kot primarna imunodeficienca in hude oblike KVČB, kažejo, da ima 

osrednjo vlogo signalna pot IL10 v patogenezi KVČB.108 

 

iii) Povezave med SNP-ji v genih NOD2, ATG16L1 in IRGM ter CB so izpostavile 

prirojeni imunski odziv v patogenezi CB.90,91,97 Posebej presenetljiva je bila 

raziskava Riouxa in sod., v kateri so prvič povezali CB in avtofagijo, ki je pred 

tem sploh niso prištevali med CB-procese.89 Pri avtofagiji gre za razgradnjo 

poškodovanih organelov in proteinov ter odstranjevanje patogenih organizmov iz 

celic. Iniciacija avtofagije je odvisna od NOD2, ki nato prek RIPK2, ATG5 in ATG7 

prikliče ATG16L1 do mesta bakterijskega vdora na celični membrani. Zato imajo 

dendritske celice pri bolnikih s CB, pri katerih sta mutirana NOD2 in (ali) 

ATG16L1i, okvarjeno avtofagijo, zaznavanje bakterij in prezentacijo 

antigenov.37,109 Ob tem je zanimivo, da variante NOD2 in drugih genov, povezanih 

z avtofagijo in s prepoznavanjem patogenih bakterij, ne vplivajo na tveganje za 

UK. 

 

iv) Povezave med SNP-ji v genih ECM1, CDH1, HNF4A, LAMB1 in GNA12 ter UK 

izpostavljajo pomen okvar črevesne epitelijske bariere v patogenezi UK.84,104,110 

 

v) Na lokusih KVČB so odkrili več kot deset miRNK (angl. micro RNA − miRNA) in 

približno 40 velikih interferenčnih nekodirajočih RNK (angl. large intervening 

non-coding RNA − lincRNA). Nekatere od omenjenih molekul RNK reagirajo s 

histonskim kompleksom »polycomb« (PRC2), ki ima pomembno vlogo pri utišanju 

genov, kar najverjetneje pomeni, da imajo tudi miRNK in lincRNA vlogo v 

patogenezi KVČB.111 



UVOD  27 
 

 
Mitrovič, M. Asociacijska analiza na celotnem genomu pri slovenskih bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo 

Doktorska disertacija, Medicinska fakulteta Univerze v Mariboru, 2013 

 

vi) Doslej odkriti SNP-ji so v območju zmernega vpliva na tveganje za KVČB (slika 1-

6). Presenetljivo je, da je z njimi mogoče razložiti le približno 23 odstotkov 

dednostnega deleža (heritabilitete) za CB in 16 odstotkov za UK.103,104 V raziskavi 

Parka in sod. so avtorji z ekstrapolacijo doslej zbranih rezultatov napovedali, da 

bi bilo tudi z metanalizo s 125.000 preiskovanci (tj. z desetkrat večjo, kot je 

trenutna) mogoče odkriti največ 142 neodvisnih lokusov, ki bi razložili »le« 

dodatnih 20 odstotkov dednostnega deleža za CB.112 Danes bi se morda zdelo 

naivno, vendar GWAS v osnovi temelji na hipotezi splošna bolezen − splošna 

(skupna) varianta (angl. common disease − common variant).113 Zadnjo zavrača 

prej omenjeni problem manjkajočega dednostnega deleža, saj se je pri 

kompleksnih boleznih brez izjeme izkazalo, da je mogoče s skupnimi oz. 

splošnimi variantami razložiti le manjši dednostni delež.114 Problem 

manjkajočega dednostnega deleža je izzval burne razprave, zato zdaj 

predvidevajo, da lahko manjkajoči genski prispevek k tveganju za nastanek 

bolezni pripišemo: a) večjemu številu redkih variant z velikim vplivom na 

tveganje (model redkih alelov),115 ki so slabo zastopane na trenutnih platformah 

GWAS, b) večjemu številu preostalih skupnih variant, ki pokrivajo celoten 

spekter alelnih frekvenc in je značilen majhen vpliv na tveganje za bolezen 

(infinitezimalni model)116 ali kombinaciji genotipskih, epistatskih in epigenetskih 

interakcij (splošni model dednosti).117,118 Na drugi strani je lahko problem 

manjkajočega dednostnega deleža tudi posledica neustrezne metodologije in 

precenjenih ocen dednostnega deleža pri tveganju za nastanek bolezni.119 
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Slika 1–6: Lastnosti variant, povezanih z boleznijo, in njihov vpliv na izvedljivost GWAS  

 

Večina variant, odkritih z GWAS, je skupnih oz. je njihov najmanj pogost alel v 

populaciji zastopan s frekvenco enega odstotka ali več. Ob tem je za te variante 

značilen šibek oz. zmeren vpliv na tveganje za KVČB (razmerje obetov < 1,5). Le v 

redkih primerih take variante zelo vplivajo na tveganje za razvoj bolezni. Slednje so 

Glocker in sod. odkrili v genih IL10RA in B ter jih povezali s hudimi oblikami CB pri 

otrocih iz konsangvinih družin.108 Za skupne variante, povezane s kompleksnimi 

boleznimi, je velik vpliv na tveganje za nastanek bolezni prej izjema kot pravilo. Tako 

izjemo predstavlja npr. povezava med starostno degeneracijo očesne mrežnice (angl. 

age-related macular degeneration − AMD) in nekaterimi aleli v genu CFH, ki kodira 

dejavnik H komplementa.120  
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vii) Na podlagi za zdaj dostopne literature lahko ugotovimo, da se približno polovica 

lokusov KVČB prekriva tudi z lokusi 23 različnih bolezenskih stanj, kot so 

gastrointestinalna stanja (celiakija, kolorektalni rak, primarni sklerozni 

kolangitis), avtoimunske bolezni (multipla skleroza, revmatoidni artritis, 

psoriaza, atopični dermatitis, sistemski lupus eritematozus, diabetes T1 in 

vitiligo), astma, mikobakterijske okužbe (gobavost in verjetno tuberkuloza) ter 

neimunske bolezni (diabetes T2, dislipidemija, debelost in osteoporoza) (slika 1-

7).87,104,121-123 Zato ne preseneča dejstvo, da so geni, ki so skupni največjemu 

številu bolezni (IL2RA, PTPN22 (petim), FCGR2A (štirim), IRF5, IL10, IL23R, 

IL2/IL21 in ORMDL3 (trem)), ključni dejavniki v imunskem odzivu.124,125 Vendar je 

ob tem treba poudariti, da prekrivanje genov ne pomeni tudi enakih učinkov na 

bolezen. Za nekatere gene se je izkazalo, da na različne bolezni učinkujejo 

različno. Kodirajoča varianta R620W v genu PTPN22 na primer močno prispeva k 

tveganju za diabetes tipa 1, revmatoidni artritis in sistemski eritematozni lupus 

(SLE), medtem ko pri CB deluje zaščitno.126 Podobno je tudi v primeru variante 

H131R v genu FCGR2A, ki povečuje tveganje za UK in deluje zaščitno pri SLE in 

multipli sklerozi.85,124,127 
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Slika 1–7: Prekrivanje lokusov, povezanih s KVČB in z drugimi bolezenskimi stanji. Na 

sliki A je prikazano prekrivanje 71 lokusov CB, na sliki B 47 lokusov UK in na sliki C 99 

lokusov KVČB. Zaradi preglednosti prikaza smo upoštevali le lokuse pod pragom 

statistične značilnosti na celotnem genomu (P = 5 x 10-8). (Pomen kratic: AD − atopični 

dermatitis, AS − ankilozirajoči spondilitis, AST − astma, BS − Bechetov sindrom, CEL − 

celiakija, GOB − gobavost (lepra), MS − multipla skleroza, PS − psoriaza, PSC − primarni 

sklerozantni holangitis, RA − revmatoidni artritis, SLE − sistemski eritematozni lupus, 

T1D − diabetes tipa 1 (juvenilni tip), T2D − diabetes tipa 2, VIT − vitiligo.) 
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Prekrivanje genskih lokusov dodatno potrjuje predhodne epidemiološke raziskave o 

pogostosti ene bolezni v drugi, v katerih so pri bolnikih s KVČB zabeležili povečano 

pogostost astme, ankilozirajočega spondilitisa, atopičnega dermatitisa, psoriaze, 

multiple skleroze, revmatoidnega artritisa in miastenije gravis.128,129 

 

1.3.3 Raziskave in pristopi po prvem valu GWAS 

 

Z odkritjem povezav med KVČB in 99 lokusi, ki vplivajo na tveganje za nastanek in 

razvoj bolezni, je bil v razumevanju nekaterih temeljnih značilnosti genskega in 

biološkega ozadja te bolezni dosežen velik napredek. Med pomembnejše izzive v 

obdobju po GWAS spadata razrešitev problema manjkajočega dednostnega deleža ter 

odkrivanje in raziskovanje funkcionalnih posledic vzročnih variant in bolezenskih genov.  

 

Za soočenje z omenjenimi izzivi so bile predlagane številne strategije, npr. fino 

kartiranje, analiza eQTL-ov in GWAS pri družinah obolelih, vključno s preučevanjem 

učinkov starševskega izvora na izražanje genov.118,130 

 

Fino kartiranje bolezenskih lokusov 

Pri finem kartiranju gre za določanje vzročnih variant, ki temelji na genski tipizaciji s 

po meri narejenimi mikromrežami ali na sekvenciranju (eksonskem ali genomskem) 

bolezenskih lokusov.131 K temu bodo zagotovo prispevali tudi izsledki projekta 1000 

genomov (angl. 1000 Genomes project), s katerim skušajo zajeti skupne in redke 

variante različnih etničnih skupin s kombinacijo sekvenciranja genoma in tarčnega 

sekvenciranja eksonov.131-133 

 

Sekvenciranje bolezenskih lokusov 

V nedavnih študijah so s tarčnim sekvenciranjem genov CARD9, NOD2 in IL23R odkrili 

neodvisne redke variante z enakim učinkom na tveganje za bolezen (npr. zaščitni v 

primeru variante R381Q v IL23R), kot ga povzročajo splošne variante, odkrite v 

GWAS.133,134 Kmalu za tem so zaščitni učinek variante R381Q potrdili tudi v funkcijski 

študiji na ex vivo celicah Th-17, saj so celice z omenjeno varianto izločale manj vnetnih 

citokinov.135 To je dober zgled, kako lahko tarčno sekvenciranje in funkcionalne 

raziskave podkrepijo predhodna odkritja iz GWAS.  
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Študije na populacijah neevropskega izvora 

Vzorci LD se med različnimi etničnimi skupinami zelo razlikujejo.71,136 Če redke variante 

precej prispevajo k manjkajočemu dednostnemu deležu KVČB, so razlike med 

populacijami še posebej informativne, saj so redke variante v večji meri populacijsko 

specifične.130 Genotipiziranje oz. sekvenciranje npr. afriških populacij, ki so gensko 

najbolj raznolike in pri katerih so haplotipski bloki v primerjavi z Evropejci bolj 

razdrobljeni, bi lahko prispevalo k oženju bolezenskih lokusov in zmanjšanju števila 

potencialnih vzročnih variant.71,136 Doslej je bil ta pristop uspešno uporabljen pri 

diabetesu tipa 2 in raku dojke.137,138 Študije na populacijah neevropskega izvora so 

pokazale tudi na razlike pri nekaterih lokusih, ki prispevajo k tveganju za bolezen. Tako 

so npr. NOD2, IL23R in ATG16L1 povezani s CB pri Afroameričanih, ne pa tudi v 

vzhodnoazijskih populacijah.139-141 Zaradi 2−4-krat večje pogostosti KVČB v primerjavi z 

drugimi populacijami in velike homogenosti alelov, ki je posledica visoke stopnje 

sokrvja, je bilo veliko zanimanja za raziskave skupnosti aškenaških Judov.142 Kenny in 

sod. so v nedavni študiji GWAS potrdili že znane CB-regije, hkrati pa odkrili pet novih, in 

sicer na kromosomih 2p15, 5q21.1, 8q21.11, 10q26.3 in 11q12.1.143  

 

Analiza izražanja genov in kartiranje eQTL-ov  

Ker je večina s KVČB povezanih SNP-jev v nekodirajočih intra- oziroma intergenskih 

regijah, je očitna potreba po kartiranju alelov, ki posredno vplivajo na izražanje 

genov.105,144 Spremembe genskega izražanja, ki jih povzročajo SNP-ji, so lahko 

kvalitativne ali kvantitativne. Primer kvalitativne spremembe je alternativno 

izrezovanje intronov. Rivas in sod. so z odkritjem alternativne spojitvene variante v 

CARD9, ki povzroči nastanek zaščitne spojitvene oblike gena, pokazali, da igra 

alternativno izrezovanje intronov pomembno vlogo v patogenezi KVČB.133 Labbe in sod. 

so najprej s finim kartiranjem regije 19p (IBD6) s KVČB povezali gen MAST3, nato pa z 

genomsko analizo genskega izražanja ugotovili, da je ta gen ključni modulator vnetnega 

odziva pri bolnikih z UK.145,146  

 

Na drugi strani je učinek eQTL-ov na izražanje genov primer kvantitativne spremembe. 

Fransen in sod. so z analizo cis-eQTL-ov v regijah, ki so bile v študiji GWAS nominalno 

povezane s CB (5 x 10-8 < P < 0,05), odkrili dva nova potencialna gena, UBE2L3 in 

BCL3.147 Nedavno je bilo ugotovljeno tudi, da SNP-ji, ki so povezani s kompleksnimi 

boleznimi, v večji meri tkivno specifično vplivajo na izražanje genov.148 Fu in sod. so 
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pokazali, da slednje velja zlasti za kodirajoče istosmiselne SNP-je kot tudi za SNP-je v 

regulatornih regijah transkripcijskih faktorjev ter v 3’- in 5’-neprevedljivih regijah.148 

 

Vpliv eQTL-ov pa ni omejen le na molekule mRNK, temveč tudi na nekodirajoči RNK, 

mikro RNK (miRNK) in daljše nekodirajoče molekule RNK (lncRNK).38 Zwiers in sod. so na 

primer ugotovili, da SNP rs10889677, ki je v 3'-neprevedljivi regiji gena IL23R, povzroči 

spremembo v vezavnem mestu miRNK (Let-7), kar posledično vodi do povečane 

produkcije IL23R.149 Bolj kontroverzni primer je istosmiselna varianta rs10065172 v genu 

IRGM. Sprva je prevladovalo mnenje, da je varianta v popolnem LD (r2 = 1) z različico v 

številu kopij (angl. copy number variant − CNV), ki povzroči delecijo 20 kb pred genom, 

kjer so tudi vezavna mesta nekaterih transkripcijskih dejavnikov.150,151 To naj bi zaviralo 

izražanje samega gena in vodilo do okvar v avtofagiji pri bolnikih s CB.150,151 Nedavna 

študija pa je pokazala, da istosmiselna varianta povzroči spremembo vezavnega mesta 

miR-196, ki uravnava izražanje IRGM.152 To vodi do zmanjšanega izražanja gena in do 

okvar ksenofagije (tj. posebne oblike avtofagije), kar posledično pripelje do trdovratnih 

bakterijskih okužb in vnetja črevesne stene.153 Najnovejše raziskave so pokazale, da se 

ekspresijska profila molekul miRNK med CB in UK jasno razlikujeta.154,155 Te razlike in 

vse pomembnejša vloga miRNK v patogenezi KVČB bodo v prihodnje najverjetneje 

pomembno prispevale k izdelavi biooznačevalcev za napoved zagonov in posledic 

bolezni.156 

 

Študije družin, obolelih za KVČB 

Ena od ugotovitev, ki izhaja iz študije GWAS KVČB je, da družinske kumulacije bolezni 

ni mogoče v celoti pojasniti le z doslej odkritimi bolezenskimi aleli, saj ti bolj ali manj 

enako vplivajo na tveganje tako za družinske kot tudi za sporadične oblike KVČB. Zato 

se zdi, da bi lahko večje relativno tveganje pri družinskih oblikah KVČB v primerjavi s 

sporadičnimi pojasnili z upoštevanjem epigenetskih in (ali) paragenetskih dejavnikov 

(starost matere ob rojstvu otroka, število že rojenih otrok, spol otroka ipd.). Mehanizmi 

delovanja teh dejavnikov za zdaj ostajajo neznani, lahko pa sklepamo, da bi z njihovim 

razumevanjem pomembno prispevali tudi k reševanju problema t. i. manjkajočega 

dednostnega deleža.114,157 Akolkar in sod. so namreč ugotovili, da je bilo pri potomcih 

staršev s CB povečano tveganje za bolezen le, kadar so za njo bolehale matere.158 

Slednjo ugotovitev so pred nedavnim podkrepili tudi Zelinkova in sod., ki so hkrati 

predpostavili, da v razvoju vzpostavljen vzorec metilacije DNK precej prispeva k 

tveganju za CB v družinah obolelih.159 Fenomen, pri katerem se epigenetske spremembe 
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kažejo v neenakomernem, od spola odvisnem izražanju genov, imenujemo učinek 

starševskega izvora (angl. parent-of-origin effect − POO).160,161 Povečano obolevnost 

žensk za družinskimi oblikami CB bi lahko pojasnili z vsaj dvema mehanizmoma POO: i) z 

genskim vtisnjenjem in deaktivacijo očetovega alela ii) z materinim vplivom − 

prehranjevalne navade in genotip matere vplivajo na okolje razvijajočega se zarodka, in 

sicer tako, da njeni proteini in (ali) cirkulirajoče RNK-molekule prehajajo skozi 

posteljico in spreminjajo epigenom zarodka, s čimer vplivajo na fenotip. 

 

1.4 Cilji in teze doktorske disertacije 

 

Študije GWAS so prispevale k boljšemu razumevanju patogeneze in genskega sestava pri 

KVČB. Ključna pomanjkljivost standardnih študij GWAS je v tem, da omogočajo 

detekcijo variant z MAF > 1 odstotka, ki pa niso nujno tudi resnične vzročne variante, ki 

prispevajo k nastanku in razvoju kompleksnih bolezni, ali pa je z njimi mogoče razložiti 

le majhen delež t. i. manjkajočega dednostnega deleža (heritabilitete). Po za zdaj 

uveljavljeni hipotezi bodo k razrešitvi problema manjkajoče heritabilitete kompleksnih 

bolezni precej prispevale redke variante (MAF < 1 %). S trenutnim tehnološkim znanjem 

je mogoče redke variante detektirati in analizirati s sekvenciranjem (eksonov ali 

celotnega genoma) ali s finim kartiranjem (angl. fine-mapping) s tarčnimi DNK-

mikromrežami. Ena takih je tudi »po meri« izdelana DNK-mikromreža Immunochip 

(iCHIP), ki vključuje redke variante iz projekta 1000 Genomes26 in drugih projektov 

resekvenciranja in SNP-je iz GWAS 12 imunsko posredovanih bolezni (tudi KVČB). Za 

iCHIP je v primerjavi s standardnimi DNK-mikromrežami (npr. Hap550, Illumina) značilna 

20−30-krat večja gostota variant v kandidatnih bolezenskih lokusih. Slednje bo bistveno 

prispevalo k izboljšanju genske ločljivosti za natančno določanje vzročnih variant v 

doslej s KVČB povezanih lokusih. Ker so v iCHIP-u zbrane variante 12 imunsko 

posredovanih bolezni, bo mogoče prvič enovito in natančno preiskati skupne in 

specifične bolezenske regije ter patogenetske mehanizme kompleksnih bolezni sploh. 

 

Glavni namen te študije je izvedba standardnega asociacijskega testa primerov in 

kontrol (test hi-kvadrat z eno prostostno stopnjo), s katerim bomo primerjali alelne 

frekvence variant iz iCHIP-a med slovenskimi bolniki s KVČB in zdravimi posamezniki. 

Potencialne statistično značilne variante iz slovenske populacije bomo primerjali z 

rezultati iz nizozemske študije iCHIP pri KVČB. S to primerjavo želimo potrditi ali 

zavreči obstoj za slovensko populacijo specifičnih lokusov KVČB. Ločeno bomo izvedli 
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tudi asociacijsko analizo SNP-jev genov NOD2 in IL23R z najvišjim faktorjem vpliva v 

patogenezi KVČB.10, 11 V ta namen bomo razvili in optimizirali metodo analize DNK s 

talilnimi krivuljami visoke ločljivosti (angl. high resolution melting analysis − HRMA), ki 

se je izkazala kot hitra, preprosta, natančna in cenovno ugodna metoda za odkrivanje 

redkih mutacij in za gensko tipizacijo.27, 28, 29 

 

Kljub številčnosti s KVČB povezanih lokusov (in kandidatnih genov) je bilo doslej odkritih 

presenetljivo malo pravih vzročnih variant ali celo vzročnih genov. Večina povezanih 

SNP-jev je namreč v nekodirajočih, tj. intra- oziroma intergenskih regijah ali pa celo v 

regijah brez znanih genov. Zato bomo za izbrane, statistično značilne intergenske SNP-

je, ki so v lokusih z več kandidatnimi geni, izvedli kartiranje eQTL-ov. S tem bomo 

skušali ugotoviti, kateri od kandidatnih genov je posredno povezan z boleznijo, in 

podkrepili vlogo cis-eQTL-ov v patogenezi KVČB. 

 

V tej študiji nameravamo dokazati obstoj fenomena POO s predpostavljenima 

mehanizmoma delovanja pri bolnikih s KVČB in njihovih starših (klasični trio, tj. bolniki 

z eno od oblik KVČB in zdravi starši). Ker med slovenskimi preiskovanci ni bilo na voljo 

družin s KVČB ali pa je eden od staršev manjkal, bo ta raziskava potekala v sodelovanju 

s kolegi iz Univerzitetnega kliničnega centra Groningen, ki so v ta namen zbrali zadostno 

število klasičnih triov. Učinek starševskega izvora nameravamo dokazati s testom 

razmerja verjetij (angl. likelihood ratio test), ki so ga razvili Weinberg in sod.162 Z 

omenjenim testom je bil učinek starševskega izvora uspešno dokazan pri diabetesu 

T1.163 

 

Z metodo podpornih vektorjev nameravamo dokazati, da lahko na osnovi izbranih SNP-

jev, povezanih s KVČB, tj. genskega profila, znotraj skupine bolnikov s CB ločimo 

podskupino bolnikov z refraktorno obliko CB. Analiza slednjih je poseben izziv, saj se ti 

bolniki ne odzivajo na standardno terapijo in razvijejo težko obliko bolezni s fistulami, 

zaradi česar so primerni kandidati za zdravljenje z biološkimi zdravili, ki delujejo kot 

antagonisti TNF-α. Ugotovitve nameravamo podkrepiti z analizo in silico z ustreznimi 

bioinformatskimi orodji (npr. DAPPLE164 in GRAIL165). 
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1.4.1  Pričakovani izvirni znanstveni prispevki 

 

Po za zdaj dostopni literaturi in poizvedbah bo naša raziskava prva tarčna GWA-študija, 

izvedena pri slovenski populaciji. Pričakujemo, da bomo z rezultati dobili podroben 

katalog variant, povezanih s KVČB pri slovenski populaciji. Glede na to, da v okviru 

študije sodelujemo tudi v projektu iCHIP mednarodnega konzorcija IIBDGC, prav tako 

pričakujemo, da bomo prispevali k odkrivanju novih bolezenskih regij in zapletenega 

genskega sestava pri KVČB.  

 

Na podlagi ugotovitev kartiranja eQTL-ov pričakujemo, da nam bo v izbranih regijah 

uspelo določiti ali vsaj zožiti nabor resničnih bolezenskih genov.  

 

Pričakujemo, da bomo z razvojem in optimizacijo metode HRMA poenostavili in pocenili 

prenos genskih testov za gena NOD2 in IL23R v klinično prakso.  

 

Pričakujemo, da nam bo z rezultati testiranja starševskega izvora (POO) uspelo dokazati 

obstoj fenomena POO z vsaj enim od predpostavljenih mehanizmov delovanja. 

 

Na podlagi analize podpornih vektorjev bolnikov z refraktorno obliko CB pričakujemo, 

da bomo lahko na osnovi genskega profila predvideli, kateri bolniki se ne bodo odzivali 

na standardno terapijo. Na podlagi testiranja s takim prediktivnim modelom bi jih lahko 

vključili v terapijo z biološkimi zdravili že v zgodnjih fazah razvoja bolezni. 

 

1.4.2  Predpostavke in morebitne omejitve 

 

Iz zasnove preteklih GWA-študij je razvidno, da je treba za odkrivanje novih povezav v 

raziskavo vključiti več tisoč posameznikov. Ferkolj in sod.166 so na podlagi poizvedbene 

ankete po zdravstvenih domovih ugotovili, da je bilo leta 1998 v Sloveniji približno 1150 

bolnikov s KVČB. V okviru te raziskave, ki poteka v Centru za humano molekularno 

genetiko in farmakogenomiko na Medicinski fakulteti Univerze v Mariboru, nam je v 

sodelovanju s specialisti iz Univerzitetnega kliničnega centra Maribor in Univerzitetnega 

kliničnega centra Ljubljana uspelo zbrati biološke vzorce 588 bolnikov s KVČB in 256 

zdravih posameznikov. Iz lastnih in tujih izkušenj upravičeno predpostavljamo, da 

manjšega deleža vzorcev DNK ne bo mogoče uspešno hibridizirati v iCHIP. Ob tem 

predpostavljamo, da določen delež preiskovancev ne bo prestal strogih kriterijev 
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protokola kontrole kakovosti genotipskih podatkov, zaradi česar bo okrnjena statistična 

moč asociacijske analize in drugih analiz, ki izhajajo iz slednje. Posledično bomo za 

nekatere polimorfizme, ki prispevajo k tveganju za KVČB, lahko dokazali le nominalno 

povezavo z boleznijo, za polimorfizme z nižjo pojavnostjo (MAF < 1 %) pa to zaradi 

premajhnega vzorca najverjetneje ne bo mogoče. 
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2 PREISKOVANCI IN METODE 
 

2.1 Preiskovanci 

 

V sodelovanju s specialisti iz Univerzitetnega kliničnega centra Maribor in 

Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana smo v študijo vključili 588 bolnikov s KVČB, 

od tega 354 s CB, 197 z UK in 37 z nedoločeno obliko KVČB. Diagnoza je bila postavljena 

v skladu s standardnimi kliničnimi kriteriji (endoskopija, radiologija, histopatologija).167 

V študijo smo kot kontrolno skupino vključili 256 zdravih posameznikov, biološke vzorce 

pa so jim odvzeli specialisti v Univerzitetnem kliničnem centru Maribor.  

 

Med 354 bolniki s CB smo posebej obravnavali skupino 92 bolnikov, ki se ne odzivajo na 

standardno terapijo in razvijejo težko obliko bolezni s fistulami, zaradi česar so 

primerni kandidati za zdravljenje z biološkim zdravilom adalimumab (Humira), ki deluje 

kot antagonist TNF-α. 

 

Vsi preiskovanci so podpisali izjavo o zavestni privolitvi k sodelovanju v raziskavi. 

Raziskava je bila izvedena v skladu z etičnim kodeksom Svetovne medicinske 

organizacije168 in jo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (KME 

št. 77/09/11). 

 

Za testiranje učinka starševskega izvora (POO) smo uporabili 249 klasičnih triov, od tega 

115 s CB in 134 z UK. Vseh 115 triov s CB je bilo zahodnoevropskega izvora (vzorci so bili 

odvzeti na Nizozemskem v Univerzitetnem kliničnem centru Groningen). Od 134 triov z 

UK jih je bilo 72 zahodnoevropskega, 62 pa indijskega izvora (vzorci so bili odvzeti v 

Dayanand Medical College and Hospital, Ludhiana, Punjab, Indija). Podrobnejše 

informacije so podane v razdelku 6.6.4 o materialih in metodah v izvirnem znanstvenem 

članku 3. 

 

S študijo sodelujemo tudi v projektu iCHIP pod okriljem mednarodnega konzorcija 

IIBDGC. Podrobnejše informacije o preostalih 75.000 preiskovancih metaanalize so v 

razdelku 6.6.5 o materialih in metodah v izvirnem znanstvenem članku 4. 
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2.2 Metode  

 

2.2.1 Izolacija DNK, RNK in genska tipizacija 

 

Prvi del raziskave je zajemal izolacijo DNK in RNK iz periferne krvi in črevesnih biopsij. 

Za potrebe te raziskave je zadostovalo 12 mL venske krvi oziroma majhna biopsija 

črevesnega tkiva (~ 0,25 cm2).  

 

Izolacija DNK in RNK iz krvi 

Kri je bila najprej odvzeta v epruveto z antikoagulantom EDTA, nato pa smo jo prenesli 

v sterilno centrifugirko, ji dodali 12 mL pufra PBS in vsebino rahlo premešali. Zatem smo 

v novo sterilno centrifugirko nalili 12 mL raztopine Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) 

ter dodali suspenzijo krvi in pufra PBS. Pri tem smo poskrbeli, da se kri in Ficoll nista 

pomešala, kot je prikazano na sliki 2–1.  

 

 
Slika 2–1: Nanašanje mešanice krvi in pufra PBS na raztopino Ficoll-Paque PLUS 

 

Sledi 30-minutno centrifugiranje pri 18 °C in s hitrostjo 1800 obr./min. Po 

centrifugiranju se je vzorec ločil v štiri sloje, kot je prikazano na sliki 2–2. 

 

 

Slika 2–2: Sloji različnih krvnih celic krvi po centrifugiranju 

 

Po centrifugiranju smo najprej odpipetirali plazmo, nato pa limfocite prenesli v novo 

sterilno centrifugirko. Nato smo k limfocitom ponovno dodali pufer PBS. Sledilo je 15-

minutno centrifugiranje pri 18 °C in s hitrostjo 1400 obr./min. Po centrifugiranju smo 
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odpipetirali supernatant, dodali 5 mL pufra PBS, preostalo raztopino močno premešali s 

stresalnikom in ponovno 15 min centrifugirali pri 18 °C in s hitrostjo 1400 obr./min. Po 

centrifugiranju smo odpipetirali supernatant in izolirali limfocite. 

 

Limfocitom smo nato dodali 1500 µL TRI reagenta (Sigma-Aldrich). Celično vsebino smo 

homogenizirali s ponavljajočim hitrim pipetiranjem in z inkubacijo 5 min pri sobni 

temperaturi. Nato smo homogenat prenesli v mikrocentrifugirke, dodali 300 µL 

kloroforma in močno premešali s stresalnikom. Sledila sta inkubacija pri sobni 

temperaturi 2−15 min in centrifugiranje pri 4 °C 15 min in s hitrostjo 12.000 x g. Pri tem 

se je mešanica ločila v sloj s proteini, sloj z DNK in sloj z RNK. Raztopino z RNK smo 

prenesli v svežo sterilno mikrocentrifugirko ter dodali 750 µL 2-propanola in premešali z 

obračanjem. Nato smo mešanico z vzorcem RNK inkubirali pri sobni temperaturi 5−10 

min. Sledilo je desetminutno centrifugiranje pri 4 °C in s hitrostjo 12.000 x g. Nato smo 

dekantirali supernatant in dodali 1500 µL 75-odstotnega etanola, premešali z 

obračanjem in 5 min centrifugirali pri 4 °C in s hitrostjo 12.000 x g. Ponovno smo odlili 

supernatant, vzorec sušili na zraku pri sobni temperaturi in ga raztopili v 60 µL 

prečiščene vode brez ribonukleaz. Vzorec z RNK smo takoj uporabili v nadaljnji analizi. 

V nasprotnem primeru pa smo ga shranili v zamrzovalniku pri temperaturi −80 °C. 

 

Za izolacijo DNK smo uporabili sloj, iz katerega smo predhodno odstranili RNK. DNK smo 

precipitirali tako, da smo najprej dodali 450 µL absolutnega etanola. Nato smo mešanico 

premešali z obračanjem in inkubirali 2−3 min pri sobni temperaturi. Sledilo je 

petminutno centrifugiranje pri 4 °C in s hitrostjo 2000 x g. Za tem smo dekantirali 

supernatant, pelet DNK pa dvakrat sprali v 1500 µL 0,1 M natrijevega 

citrata/10 odstotkov etanola. Med vsakim spiranjem smo pelet DNK z občasnim 

mešanjem inkubirali 30 min pri sobni temperaturi. Sledilo je petminutno centrifugiranje 

pri 4 °C in s hitrostjo 2000 x g. Pelet DNK smo resuspendirali v 1500 µL 75-odstotnega 

etanola in inkubirali 10−20 min pri sobni temperaturi. Sledilo je ponovno petminutno 

centrifugiranje pri 4 °C in s hitrostjo 2000 x g, supernatant smo dekantirali, DNK pa 

sušili na zraku in ga končno raztopili v 400 µL vode. Tako izoliran vzorec DNK smo 

uporabili v nadaljnji analizi ali pa shranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. 

Koncentracijo in čistost izoliranih RNK- in DNK-vzorcev smo izmerili s 

spektrofotometrom NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, ZDA). 
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Izolacija DNK in RNK iz črevesnih biopsij 

RNK in DNK smo izolirali tudi iz črevesnih biopsij bolnikov s KVČB. Košček tkiva je bil 

odvzet med endoskopskim pregledom črevesa ter je bil takoj po odvzemu shranjen v 

raztopini RNAlater (Ambion). Nato smo biopsije najprej homogenizirali, nato pa z 

reagentom TRI reagent, v skladu s prej opisanim protokolom, izolirali DNK in RNK. 

 

Genska tipizacija 

Za gensko tipizacijo izbranih SNP-jev smo uporabili DNK bolnikov in zdravih 

posameznikov. Genotipe smo pridobili na več načinov: a) s kombinacijo verižne reakcije 

s polimerazo (angl. polymerase chain reaction − PCR) in tehniko polimorfizmov dolžin 

restrikcijskih fragmetov (angl. restriction length polymorphism − RFLP), ki jima je 

sledilo odčitavanje fragmentov z agarozno gelsko elektroforezo, b) z analizo talilnih 

krivulj visoke ločljivosti in c) s hibridizacijo v iCHIP-u v skladu s protokolom proizvajalca 

(Illumina) v laboratorijih Univerzitetnega kliničnega centra Groningen na Nizozemskem.  

 

Podroben protokol genske tipizacije s PCR-RFLP in gelsko elektroforezo ter za to 

uporabljeni reagenti in instrumenti so predstavljeni v razdelkih 6.6.1 in 6.6.2 o 

materialih in metodah v izvirnih znanstvenih člankih 1 in 2. 

 

2.2.2 Optimizacija in genska tipizacija s HRMA 

 

Optimizacija qPCR-HRMA je potekala z instrumentom LightCycler 480 (Roche), in sicer z 

variiranjem parametrov, kot so npr. koncentracija MgCl2, temperatura prileganja in 

koncentracija začetnih oligonukleotidov, število ciklov in volumen dodanega 

dimetilsulfoksida (DMSO), pri čemer so bili drugi parametri pri konstantnih vrednostih. 

Optimalne parametre smo določili s primerjavo ujemanja rezultatov PCR-RFLP in qPCR-

HRMA; optimalen parameter smo izbrali, ko smo dosegli 99-odstotno ujemanje 

rezultatov med metodama genske tipizacije. Podrobnejši protokol optimizacije, 

dobljeni optimalni parametri, protokol genske tipizacije ter za to uporabljeni reagenti 

in instrumenti so predstavljeni v razdelkih 6.6.1 in 6.6.2 o materialih in metodah v 

izvirnih znanstvenih člankih 1 in 2. 
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2.2.3  Zasnova DNK-mikromreže ImmunoChip 

 

Immunochip (iCHIP) je po meri izdelana DNK-mikromreža (proizvajalec podjetje 

Illumina, tehnologija izdelave Infinium BeadChip), ki zajema 196.524 SNP-jev ter kratkih 

insercij in delecij, izbranih na osnovi predhodnih GWAS 12 avtoimunskih bolezni 

(avtoimunske bolezni ščitnice, ankilozirajočega spondilitisa, Crohnove bolezni, 

celiakije, imunodeficience IgA, multiple skleroze, primarne biliarne ciroze, psoriaze, 

revmatoidnega artritisa, sistemskega lupusa eritematozusa, diabetesa T1 in ulceroznega 

kolitisa). iCHIP je namenjen finemu kartiranju 187 različnih lokusov in replikaciji 

domnevno povezanih SNP-jev iz predhodnih GWAS. Posamezna kandidatna regija za fino 

kartiranje je definirana tako, da se razteza 0,1 cM okoli najbolj statistično značilnega 

SNP-ja iz GWAS in zajema vse SNP-je, kratke insercije in delecije iz pilotne faze 

projekta 1000 genomov26 (1000 Genomes project) in variante iz različnih eksperimentov 

resekvenciranja. Preostale SNP-je v iCHIP-u predstavljajo replikacijski kandidati 12 

avtoimunskih bolezni in 3120 SNP-jev iz GWAS shizofrenije, psihoze in bralno-pisalnih 

sposobnosti (slednji se uporabljajo za kontrolo kakovosti genske tipizacije). 

 

Gensko tipizacijo smo izvedli s programskim orodjem Genome Studio Data Analysis 

(Illumina) in podatkovno zbirko s pozicijami genotipskih klastrov, posebej prirejeno za 

slovensko in nizozemsko populacijo. Genomske pozicije SNP-jev smo odčitali iz 

manifestne datoteke proizvajalca (Immuno_BeadChip_11419691_B.bpm), temeljijo pa 

na NCBI-različici 36 (hg18). 

 

2.2.4 Kontrola kakovosti genotipskih podatkov iz iCHIP-a 

 

iCHIP vključuje precej variant, ki niso izpolnjevale kakovostnih standardov proizvajalca. 

Hkrati pa so bili v študijo vključeni tudi vzorci DNK slabše kakovosti. Zaradi tega je bilo 

treba najprej izdelati protokol z rigoroznimi kriteriji kontrole kakovosti (KK). Protokol 

KK smo izvedli z bioinformatskim orodjem PLINK v1.07169 in s statističnim programskim 

paketom R.170 Ker z iCHIP-om testiramo več SNP-jev, lahko tudi majhna napaka v genski 

tipizaciji odločilno vpliva na rezultate. Vpliv izločitve neustreznih posameznikov na 

statistično moč (in rezultate) je manjši kot vpliv izločitve neustreznih SNP-jev, saj vsak 

izločeni SNP predstavlja potencialno spregledano povezavo med boleznijo in določenim 

lokusom. Zato smo protokol KK razdelili na dva dela in najprej izvedli KK posameznikov, 

nato pa KK SNP-jev. 
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Kontrola kakovosti preiskovancev 

 

i) Preverjanje ujemanja spola 

Odkrivanje in izločanje posameznikov z nepravilno določenim spolom smo izvedli z 

analizo SNP-jev na kromosomu X. Ker imajo moški le eno kopijo kromosoma X, ne 

morejo biti heterozigoti, razen za SNP-je v psevdoavtosomni regiji kromosoma Y. 

Običajno bodo posamezniki moškega spola za izbrane SNP-je na kromosomu X v celoti 

homozigoti (delež homozigotnih SNP-jev ~ 1), medtem ko pri ženskih posameznicah 

pričakujemo manj kot 20 odstotkov homozigotnih SNP-jev. Primer: moški z napačno 

določenim spolom bo imel večji delež homozigotnih SNP-jev, kot bi pričakovali za 

vzorec DNK ženske (> 20 %). 

 

ii) Delež napačno določenih genotipov in delež heterozigotnih SNP-jev 

Vzorci DNK slabše kakovosti in (ali) nižjih koncentracij bodo z nadpovprečnim deležem 

napačno določenih in (ali) manjkajočih genotipov (angl. call rate − CR). Mejno vrednost 

določimo na osnovi porazdelitve manjkajočih genotipov pri vseh preiskovanih 

posameznikih. Preiskovance z deležem manjkajočih genotipov pod mejno vrednostjo 

izločimo iz analize. Pri običajnih GWAS se mejna vrednost giblje med tremi in sedmimi 

odstotki, medtem ko smo jo za iCHIP določili pri dveh odstotkih.  

 

Kontaminacijo DNK ali sorodstvene vezi lahko zaznamo z nenavadno velikim 

odstopanjem od povprečnega deleža heterozigotnih SNP-jev iz avtosomnih kromosomov. 

Povprečni delež heterozigotnih SNP-jev je podan z naslednjo enačbo: 

 

Hpovp. = (N – O)/N, 

 

pri čemer je N število SNP-jev z nemanjkajočimi genotipi, O pa število homozigotnih 

SNP-jev pri določenem posamezniku. Hpovp. se bo razlikovala tako med populacijami kot 

med različnimi mikromrežami. 

 

iii) Preverjanje sorodstvenih vezi 

Ena od temeljnih predpostavk GWAS je, da preiskovanci niso v sorodu (v praksi 

zadostuje, da je katerikoli par preiskovancev v sorodu do največ tretjega kolena 

(tretjestopenjska sorodnost)). Izločanje preiskovancev z bližjimi sorodstvenimi vezmi je 

pomembno zato, ker bodo pri takih posameznikih določeni aleli zastopani pogosteje kot 
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v preostali populaciji. Duplikate in bližnje sorodnike odkrivamo z metodo enakosti po 

stanju (angl. identity by state − IBS), in sicer tako, da primerjamo povprečni delež 

enakih alelov avtosomnih SNP-jev med pari preiskovancev. Povprečni delež IBS alelov 

populacije je funkcija alelne frekvence testiranih SNP-jev. Metoda deluje najbolje, 

kadar jo uporabimo v zbirki neodvisnih SNP-jev, ki jo dobimo tako, da izključimo regije 

z visokim LD in redke variante z MAF < 5 odstotkov. V študiji smo izdelali zbirko 8858 

SNP-jev, ki so imeli na intervalu 50 kb LD r2 < 0,2 (r2 = 1 nakazuje, da sta SNP-ja v 

popolni korelaciji, 0 pa, da sta neodvisna drug od drugega). S tako zbirko SNP-jev za 

vsak par preiskovancev izračunamo vrednost IBS, ki narašča premosorazmerno s stopnjo 

sorodnosti, tako da je za duplikate IBS ~ 1.  

 

Iz podatkov IBS lahko v PLINK-u169 izračunamo delež nedavno skupnih alelov z metodo 

enakosti po izvoru (angl. identity by descent − IBD). Pričakovane teoretične vrednosti 

IBD so naslednje:  

 

- duplikati in enojajčni dvojčki IBD = 1,  

- prvostopenjski sorodniki IBD = 0,5 (bratje–sestre; starši-otroci),  

- drugostopenjski sorodniki IBD = 0,25 (stari starši-vnuki/-nje), strici, tete–nečaki/-

nje); polbratje–polsestre), 

- tretjestopenjski sorodniki IBD = 0,125 (bratranci–sestrične; prastarši–pravnuki/-

nje). 

 

Zaradi napak v genski tipizaciji, LD in raznolikosti sestave preiskovane populacije 

prihaja do odstopanj od teoretičnih vrednosti IBD. Po dogovoru iz analize izločimo 

posameznike z IBD > 0,1875. 

 

iv) Preverjanje izvora 

Posameznike z divergentnim izvorom (tj. kadar posameznikovo gensko ozadje precej 

odstopa od povprečja preiskovane/referenčne populacije) zaznamo z večrazsežnim 

skaliranjem (angl. multidimensional scaling − MDS). Z MDS smo v PLINK-u169 izračunali 

principalne komponente iz podatkovne matrice (N x N), sestavljene iz vrednosti IBD vseh 

parov preiskovancev za 8858 SNP-jev. Prva komponenta je zajela največ variance dane 

podatkovne zbirke. Izvor preiskovancev smo ugotavljali z referenčnimi populacijami iz 

projekta HapMap 3.72 Posamezne komponente smo grafično prikazali v programskem 

paketu R.170 
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Kontrola kakovosti SNP-jev 

 

Podobno kot pri KK posameznikov smo tudi v tem primeru arbitrarno določili mejno 

vrednost napačno določenih in (ali) manjkajočih genotipov (angl. call rate − CR) in 

izločili SNP-je s CR < 0,98. Prevelika odstopanja od HWE lahko kažejo na napake v 

genski tipizaciji, zato smo SNP-je, ki so statistično značilno (p < 0,0001) odstopali od 

HWE, izločili iz nadaljnje analize. Pri tem smo upoštevali le odstopanja v kontrolni 

skupini, saj so odstopanja od HWE pri bolnikih pričakovana in kažejo na selekcijo (zlasti 

pri SNP-jih v bolezenskih lokusih). Iz analize smo izločili tudi SNP-je s precejšnjimi 

razlikami v CR med primeri in kontrolno skupino (p < 0,00001), saj bi se lahko kazali kot 

lažno pozitivne povezave z boleznijo.  

 

Validacija kontrole kakovosti 

 

Uspešnost KK smo ocenili z diagrami QQ (kvantil-kvantil) in izračunom faktorja 

genomske inflacije (λ).169 QQ-diagrame smo uporabili kot metodo za grafično analizo 

pričakovane in opažene porazdelitve p-vrednosti testiranih SNP-jev. Na diagramih so 

kvantili dotičnih porazdelitev p-vrednosti. Če dani SNP ni povezan z boleznijo, bosta 

pričakovana in opažena p-vrednost približno enaki (na diagramu se to vidi kot premica y 

= x). Za merodajno oceno KK je slovenska populacija premajhna, zato smo v analizo 

vključili še nizozemsko populacijo. Diagrame smo načrtovali s statističnim paketom R.170 

 

2.2.5 Merjenje genskega izražanja 

 

Vzorce RNK bolnikov s KVČB in zdravih posameznikov smo uporabili pri meritvah 

genskega izražanja z metodo kvantitativnega PCR (qPCR) v realnem času na instrumentu 

LightCycler 480 (Roche). Vzorce RNK (γ = 0,1 mg/µL) smo s kitom High Capacity Reverse 

Transcription (Applied Biosystems) najprej z reverzno transkripcijo prepisali v cDNK. 

Sestava reakcijske mešanice za prepis je prikazana v preglednici 2–1. Prepisovanje je 

potekalo po naslednjem temperaturnem protokolu v cikličnem termostatu T1 

(Biometra): 10 min pri 25 °C, 120 min pri 37 °C, 5 s pri 85 °C in hlajenje pri 4 °C. 
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Preglednica 2–1: Sestava reakcijske mešanice za reverzno transkripcijo 

Reagent Volumen/reakcijo [mL] 

10 x RT Buffer 2 

25 x dNTP Mix (100 mM) 0,8 

10 RT Random Primers 2 

MultiScribeTM Reverse Transcriptase 1 

Nuclease-free H2O 4,2 

RNK* 10 

Skupaj 20 

*	  Začetna	  koncentracija	  RNK	  je	  bila	  0,1	  mg/µL.	  
  

Preliminarni rezultati asociacijskega testa pri slovenskih bolnikih s CB in zdravih 

posameznikih so pokazali na statistično značilno povezavo s SNP-jem rs7600901, ki je v 

neposredni bližini treh kandidatnih genov (IL18R1, IL18RAP in IL1RL1). Prav tako so ta 

lokus na kromosomu 2q11.2 povezali s CB v nedavni metaanalizi.103 Zato smo z 

multipleksno reakcijo qPCR v realnem času izmerili izražanje genov s TaqMan (Applied 

Biosystems) IL18R1 (Hs00977691_m1), IL18RAP (Hs00977695_m1) in IL1RL1 

(Hs00545033_m1) v 369 vzorcih RNK iz krvi in v 52 črevesnih biopsijah. Vsak vzorec smo 

ponovili v duplikatih in pri izračunih upoštevali povrečno vrednost obeh ponovitev. 

Sonde kandidatnih genov so bile označene z barvilom FAM. Kot referenčni gen smo 

uporabili B2M, ki je konstantno izražen v vseh celicah (angl. housekeeping gene). Sonda 

gena B2M je bila označena z barvilom VIC. Reakcijo smo izvedli z Maxima Probe qPCR 

Master Mix (Fermentas). Reakcijski pogoji za qPCR v realnem času so bili: začetna 

denaturacija pri 95 °C 10 min, nato pa 40 ciklov pri 95°C 15 sekund in pri 60°C 1 min. 

Nato smo po t. i. Ct-metodi, ki sta jo opisala Livak in Schmittgen,72 izračunali izražanje 

IL18R1, IL18RAP in IL1RL1 relativno z izražanjem referenčnega gena. 

 

Po tej metodi potrebujemo za izračun relativnega izražanja vrednost Ct (angl. za 

threshold cycle). Gre za število ciklov, pri katerem količina pomnoženega tarčnega gena 

doseže prag fluorescence. Nato smo izračunali razliko med Ct(kandidatni gen) in 

Ct(referenčni gen) oz. vrednost ΔCt. Tako dobljene vrednosti smo kalibrirali s 

povprečjem vseh meritev, tako da smo v naslednjem koraku izračunali vrednost ΔΔCt 

kot razliko med ΔCt in ΔCt(povprečni). Relativno količino izraženega gena smo nato v 

tretjem koraku izrazili kot 2-
 ΔΔ

Ct. 
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2.2.6 Statistične metode 

 

Del statističnih analiz smo izvedli s programskim paketom SPSS 17.0, del pa z 

bioinformatskim orodjem PLINKv1.07169 in s statističnim paketom R.170 Asociacijsko 

študijo primerov in kontrol ter razlike v frekvencah genotipov in alelov smo statistično 

ovrednotili s testoma hi-kvadrat (1 prostostna stopnja) in s Fischer exact. Za izračune in 

ugotavljanje zadovoljive statistične moči pri asociacijski analizi smo uporabili 

bioinformatski program Quanto.171  

 

Izražanje kandidatnih genov smo izmerili z omenjeno metodo ddCp, ki sta jo opisala 

Livak in Schmittgen,72 statistično pa smo ga ovrednotili z neparametričnima testoma 

Mann-Whitney in Kruskal-Wallis. 

 

Za testiranje učinka starševskega izvora (POO) smo uporabili test razmerja verjetij 

(angl. likelihood ratio test), ki so ga razvili Weinberg in sod.162 

 

Genske profile, s katerimi smo ločili bolnike z refraktorno obliko CB od drugih bolnikov s 

CB, smo dobili s klasifikacijskimi in z regresijskimi algoritmi po metodi podpornih 

vektorjev (SVM). Pri tem smo uporabili programski paket CARET 5.15.172 Podrobnejši opis 

paketa in delovanje algoritmov sta predstavljena v razdelku 6.6.6 o statističnih 

metodah v izvirnem znanstvenem članku 5. Ugotovitve smo podkrepili z analizo in silico 

z bioinformatskima orodjema DAPPLE164 in GRAIL.165  

 

Statistične metode, uporabljene v metaanalizi iCHIP konzorcija IIBDGC, so opisane v 

razdelku 6.6.5 o materialih in metodah ter dodatnih informacijah v izvirnem 

znanstvenem članku 4.  
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3 REZULTATI 
 

3.1 Rezultati kontrole kakovosti podatkov iz iCHIP-a 

 

Od 588 slovenskih bolnikov s KVČB (354 s CB, 197 z UK in 37 z IK) ter 256 zdravih 

posameznikov smo v iCHIP-u uspešno hibridizirali 256 bolnikov in 236 zdravih 

posameznikov, ki so bili nato vključeni v protokol kontrole kakovosti (KK). Specifičnost 

in občutljivost nekaterih testov protokola KK sta odvisni od statistične moči, tj. od 

velikosti preiskovanega vzorca. Zaradi tega smo slovenskim preiskovancem pridružili še 

4068 nizozemskih (2262 bolnikov s KVČB in 1806 zdravih posameznikov) ter izvedli KK. 

Število preiskovancev pred in po KK je povzeto v preglednici 3–1. 

 

Preglednica 3–1: Pregled preiskovancev pred kontrolo kakovosti in po njej  

Populacija Pred KK Po KK 

CB UK IK Kontrole CB UK IK Kontrole 

Slovenci 202 39 15 236 179 37 11 210 

Nizozemci 1370 892 2 1806 1050 671 2 1374 

Skupaj 1572 931 17 2042 1229 708 13 1584 

 

Skupno smo izločili 55 (11 %) slovenskih in 971 (24 %) nizozemskih preiskovancev. 

Posamezno pa smo iz skupine slovenskih preiskovancev izločili pet z neustrezno 

določenim spolom, 15 s CR < 0,98, 37 z IBD > 0,1875 in tri z divergentnim izvorom. 

(Opomba: Nekateri preiskovanci so bili označeni za izločitev v več testih hkrati.) 

 

Izvor preiskovancev smo najprej preverili z globalno različico MDS z referenčnimi 

populacijami iz projekta HapMap 3,72 kot je prikazano na sliki 3–1. 
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Slika 3–1: Globalna različica MDS. Za preverjanje izvora smo uporabili populacije iz 

projekta HapMap 3.72 Vsaka točka predstavlja enega preiskovanca, različne barve pa 

različne populacije (črna Slovence). Komponenti MDS globalnih populacij tvorita 

»trikotnik«, in sicer tako, da so v levem oglišču zbrane evropske populacije, okoli 

desnega afriške, ob zgornjem pa azijske. Na sliki so lepo vidni tudi trije slovenski 

preiskovanci z divergentnim izvorom, ki so načrtani med evropskimi populacijami in 

dvema indijskima populacijama (modra in rumena).  

 

Z lokalno različico MDS, ki smo jo izvedli le na nekaterih evropskih populacijah, nismo 

zaznali slovenskih preiskovancev z divergentnim izvorom (slika 3–2). 
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Slika 3–2: Lokalna različica MDS. Na sliki je prikazano sovpadanje slovenske z 

nekaterimi drugimi evropskimi populacijami. Vsaka točka predstavlja enega 

preiskovanca, različne barve pa različne populacije (črna Slovence). 

 

Pri slovenskih in nizozemskih preiskovancih, ki so prestali KK, smo izvedli KK SNP-jev, 

pri čemer smo od 196.524 variant izločili 26.975 neustreznih. Posamezno smo izločili 

17.442 variant z neustreznimi genotipskimi klastri, 8329 variant zaradi različnih CR med 

primeri in kontrolami, 19 s CR < 0,98 in 1190 zaradi odstopanj od HWE v kontrolah. Tako 

nam je po KK za asociacijsko analizo ostalo 169.549 variant. 

 

Validacijo KK smo izvedli s QQ-diagrami. Porazdelitev pričakovane in opažene 

porazdelitve p-vrednosti za 169.549 variant pri 1950 bolnikih s KVČB in 1584 zdravih 

posameznikih (slovenskih in nizozemskih) je prikazana na sliki 3–3. 
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Slika 3–3: QQ-diagram 169.549 variant pri 1950 bolnikih s KVČB in 1584 zdravih 

posameznikih (slovenskih in nizozemskih). Faktor genomske inflacije je znašal λ = 1,53, 

kar je precej nad pričakovano zgornjo mejno vrednostjo (λ = 1,05). Vendar slednje ne 

preseneča, saj je inflacija posledica zasnove iCHIP-a, ki ga sestavljajo regije, povezane 

z imunsko posredovanimi boleznimi. 

 

KK smo ustrezno validirali z 2583 SNP-ji iz GWAS shizofrenije, psihoze in bralno-pisalnih 

sposobnosti, ki niso povezani z imunsko posredovanimi boleznimi, in smo jih uporabili 

kot negativne kontrole. 

 

Slika 3–4: QQ-diagram 2583 SNP-jev iz GWAS neimunskih bolezni pri 1950 bolnikih s 

KVČB in 1584 zdravih posameznikih (slovenskih in nizozemskih). Faktor genomske 

inflacije je v tem primeru znašal λ = 1,01, kar pomeni ustrezno izvedbo KK.  

0 1 2 3 4 5 6 7

0

1

2

3

4

5

6

7

Expected (−logP)

O
bs

er
ve

d 
(−

lo
gP

)

●

●

●

●

●
●

●●

●●●
●●●●●●●

●●

●●●
●

●●●●●●●●●●●●●●●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●



REZULTATI  52 
 

 
Mitrovič, M. Asociacijska analiza na celotnem genomu pri slovenskih bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo 

Doktorska disertacija, Medicinska fakulteta Univerze v Mariboru, 2013 

3.2 Asociacijska analiza 

 

Rezultati metaanalize, v kateri smo sodelovali pod okriljem konzorcija IIBDGC, so 

predstavljeni v razdelku 6.6.5 o rezultatih v izvirnem znanstvenem članku 4. 

 

3.2.1 Asociacijska analiza slovenskih preiskovancev 

 

Asociacijsko analizo po KK smo izvedli pri 227 bolnikih s KVČB in 210 zdravih 

posameznikih za 169.549 variant iz iCHIP-a. Rezultati so grafično prikazani na diagramu 

Manhattan na sliki 3–5. 

 

Slika 3–5: Diagram Manhattan za 227 bolnikov s KVČB in 210 zdravih posameznikov 

 

S slike 3–5 je razvidno, da testirane variante niso dosegle praga statistične značilnosti, 

ki je po dogovoru določen pri p = 5 x 10-8. K temu je prispevalo premajhno število 

preiskovancev, kar smo potrdili tudi z izračuni statistične moči, ki jo lahko dosežemo s 

436 slovenskimi preiskovanci. Za detekcijo variante z MAF = 0,02 in OR = 1,5 na primer 

dosežemo le pribl. 30 odstotkov statistične moči. Minimalna zahtevana statistična moč 

se giblje nad 80 odstotkov, kar bi dosegli pri SNP-jih z MAF > 0,3 in OR = 1,5. Kljub 

dejstvu, da nismo imeli zadostne statistične moči za detekcijo statistično značilnih 

povezav med testiranimi variantami in boleznijo, pa na sliki 3–5 izstopajo nekateri 
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klastri variant in nakazujejo na domnevne (nominalne) povezave na kromosomih 1, 5, 8, 

13 in 16. Variante, ki so se po statistični značilnosti v asociacijski analizi bolnikov s 

KVČB in zdravih posameznikov uvrstile najvišje, so prikazane v preglednici 3–2. 

 

Preglednica 3–2: Deset statistično najbolj povezanih variant iz asociacijske analize 227 

bolnikov s KVČB in 210 zdravih posameznikov 

SNP Kr. Alelna fr.* p-vrednost OR Regija Lokacija SNP-ja 

rs7110733 11 0,2679 5,73E-05 1,807 GRAMD1B INTRON 

1kg_13_41875439 13 0,1851 6,40E-05 1,916 AKAP11 | TNFSF11 INTERGENSKI 

imm_16_11371833 16 0,1507 0,0001077 1,961 LOC388210 INTRON 

rs11254394 10 0,4282 0,0001197 1,701 CUBN | TRDMT1 INTERGENSKI 

imm_1_7932572 1 0,004808 0,0001388 10,1 TNFRSF9 | PARK7 INTERGENSKI 

imm_1_67507948 1 0,05981 0,0001389 0,1841 IL23R | IL12RB2 INTERGENSKI 

1kg_8_10824467 8 0,07416 0,0001554 2,332 XKR6 | LOC100129441 INTERGENSKI 

rs11255182 10 0,2512 0,0001769 1,754 LOC728777 | ITIH5 INTERGENSKI 

rs1424121 16 0,1522 0,0001989 0,4307 LOC100129334 | A2BP1 INTERGENSKI 

imm_2_102282003 2 0,2033 0,00037 1,762 IL1RL2 | IL1RL1 INTERGENSKI 

* Alelna frekvenca v skupini zdravih posameznikov 

 

Najvišji signal prihaja s kromosoma 11, in sicer iz introna kandidatnega gena GRAMD1B. 

Pri tem gre najverjetneje za lažno pozitivni signal, saj gre za osamljen signal, in ne več 

signalov v klastru, kot je vidno v primeru druge uvrščene regije na kromosomu 13. 

 

V nadaljevanju analize smo skupino 227 bolnikov s KVČB razdelili na klinične podskupine 

(CB, UK, CB refraktorni) in jih ločeno primerjali z 210 zdravimi posamezniki. Na sliki 3–7 

so prikazani rezultati asociacijske analize 179 bolnikov s CB in 210 zdravih 

posameznikov. 
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Slika 3–6: Diagram Manhattan za 179 bolnikov s CB in 210 zdravih posameznikov 

 

Variante, ki so se po statistični značilnosti v asociacijski analizi bolnikov s CB in zdravih 

posameznikov uvrstile najvišje, so prikazane v preglednici 3–3. 

 

Preglednica 3–3: Dvajset statistično najbolj povezanih variant iz asociacijske analize 

179 bolnikov s CB in 210 zdravih posameznikov 

SNP Kr. Alelna fr.* p-vrednost OR Regija Lokacija SNP-ja 

1kg_13_41875439 13 0,1851 1,79E-05 2,057 AKAP11 | TNFSF11 INTERGENSKI 

rs1547226 6 0,2297 2,75E-05 0,4338 RAB23 INTRON 

imm_1_7932572 1 0,004808 6,63E-05 11,02 TNFRSF9 | PARK7 INTERGENSKI 

rs11254394 10 0,4282 8,39E-05 1,769 CUBN | TRDMT1 INTERGENSKI 

rs7110733 11 0,2679 0,0001012 1,817 GRAMD1B INTRON 

imm_19_10352706 19 0,09569 0,0001268 0,2716 TYK2 | CDC37 INTERGENSKI 

rs2839591 21 0,5168 0,0001288 0,5711 WDR4 INTRON 

rs10160994 12 0,08612 0,000184 2,266 E2F7 | NAV3 INTERGENSKI 

rs12503254 4 0,3756 0,0002012 1,719 LOC729551 | LOC646316 INTERGENSKI 

1kg_8_10824467 8 0,07416 0,0002938 2,315 XKR6 | LOC100129441 INTERGENSKI 

rs4737297 8 0,04306 0,0002965 0,06225 LOC100129092 | XKR4 INTERGENSKI 

rs6072091 20 0,3254 0,0002991 0,5495 DHX35 | MAFB INTERGENSKI 

rs2610112 8 0,3636 0,0003209 1,692 KHDRBS3 | FLJ45872 INTERGENSKI 

rs2613841 8 0,3636 0,0003209 1,692 KHDRBS3 | FLJ45872 INTERGENSKI 
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Preglednica 3–3: Dvajset statistično najbolj povezanih variant iz asociacijske analize 

179 bolnikov s CB in 210 zdravih posameznikov (nadaljevanje) 

SNP Kr. Alelna fr.* p-vrednost OR Regija Lokacija SNP-ja 

rs2255407 8 0,3636 0,0003209 1,692 KHDRBS3 | FLJ45872 INTERGENSKI 

1kg_X_12837680 23 0,284 0,0003382 0,4849 TLR8 INTRON 

imm_2_102282003 2 0,2033 0,0003476 1,807 IL1RL2 | IL1RL1 INTERGENSKI 

imm_12_2290787 12 0,122 0,000349 2,005 CACNA1C INTRON 

imm_1_67507948 1 0,05981 0,0003697 0,1776 IL23R | IL12RB2 INTERGENSKI 

imm_1_67503956 1 0,05981 0,0003904 0,1786 IL23R | IL12RB2 INTERGENSKI 

* Alelna frekvenca v skupini zdravih posameznikov 

 

Z ločeno obravnavo bolnikov s CB smo odstranili domnevno lažno pozitivni signal na 11. 

kromosomu. Najvišji signal je na kromosomu 13, in sicer v intergenski regiji med 

genoma AKAP11 in TNFSF11. Slednji je bil v nedavni metaanalizi povezan s CB in 

domnevno pleiotropsko vpliva na tveganje različnih imunsko posredovanih bolezni.103,173  

 

Z ločenim obravnavanjem 37 bolnikov z UK smo dodatno okrnili statistično moč. Čeprav 

so rezultati na sliki 3–7 videti celo statistično značilnejši v primerjavi s predhodnima 

analizama, pa gre v tem primeru najverjetneje za lažno pozitivne povezave zaradi 

premajhnega števila bolnikov z UK. 

 

Slika 3–7: Diagram Manhattan za 37 slovenskih bolnikov z UK in 210 zdravih 

posameznikov 
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Z ločeno analizo bolnikov z refraktorno obliko CB smo želeli ugotoviti, ali se bodo 

statistično najbolj povezane regije razlikovale od tistih, ki smo jih odkrili pri vseh 

bolnikih s CB (slika 3-8). 

 

Slika 3–8: Diagram Manhattan za 92 slovenskih bolnikov z refraktorno obliko CB in 210 

zdravih posameznikov 

 

Variante, ki so se po statistični značilnosti v asociacijski analizi bolnikov z refraktorno 

obliko CB in zdravih posameznikov uvrstile najvišje, so prikazane v preglednici 3–4. 

 

Preglednica 3–4: Dvajset statistično najbolj povezanih variant iz asociacijske analize 92 

bolnikov z refraktorno obliko CB in 210 zdravih posameznikov 

SNP Kr. Alelna fr.* p-vrednost OR Regija Lokacija SNP-ja 

imm_1_113885628 1 0,04306 8,35E-06 3,822 LOC100131737 | MAGI3 INTERGENSKI 

imm_3_58509590 3 0,2909 2,74E-05 2,139 ACOX2 | FAM107A INTERGENSKI 

imm_1_114163293 1 0,02153 3,09E-05 4,928 PTPN22 INTRON 

imm_20_61798924 20 0,0601 7,63E-05 3,041 TNFRSF6B EKSON 

rs4789241 17 0,4689 9,74E-05 0,4829 SRP68 INTRON 

imm_2_102030110 2 0,002392 0,0001298 18,95 IL1R2 | LOC100131131 INTERGENSKI 

imm_5_55460169 5 0,002392 0,0001298 18,95 ANKRD55 | LOC727984 INTERGENSKI 

1kg_8_10772091 8 0,11 0,0001555 2,392 PINX1 | XKR6 INTERGENSKI 

rs10040899 5 0,2967 0,0001706 0,4256 GRAMD3 | ALDH7A1 INTERGENSKI 

rs11255182 10 0,2512 0,0001889 2,005 LOC728777 | ITIH5 INTERGENSKI 
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Preglednica 3–4: Dvajset statistično najbolj povezanih variant iz asociacijske analize 92 

bolnikov z refraktorno obliko CB in 210 zdravih posameznikov (nadaljevanje) 

SNP Kr. Alelna fr.* p-vrednost OR Regija Lokacija SNP-ja 

rs9402255 6 0,1077 0,0001991 2,377 FBXL4 INTRON 

imm_20_44204972 20 0,4436 0,0002009 1,951 CD40 | CDH22 INTERGENSKI 

rs7078243 10 0,4498 0,0002026 1,947 KIF11 UTR 

rs6668463 1 0,1531 0,0002063 2,179 TMCO4 INTRON 

imm_16_11371884 16 0,2249 0,0002239 0,3738 LOC388210 INTRON 

rs2706807 2 0,01914 0,0002347 4,549 HEATR5B INTRON 

1kg_13_41875439 13 0,1851 0,0002552 2,078 AKAP11 | TNFSF11 INTERGENSKI 

rs7284040 21 0,2847 0,0002748 0,4321 C21orf91 | CHODL INTERGENSKI 

imm_10_6472283 10 0,0311 0,0002773 3,587 DKFZp667F0711 | PRKCQ INTERGENSKI 

rs1547226 6 0,2297 0,0002785 0,3862 RAB23 INTRON 

* Alelna frekvenca v skupini zdravih posameznikov 

 

Primerjava najvišjih signalov med bolniki z refraktorno obliko CB in drugimi bolniki s CB 

kaže na tranzicijo signala na kromosom 1. Najvišji signal je dosegla varianta 

imm_1_113885628 med genoma LOC100131737 in MAGI3. V neposredni bližini je tudi 

signal, ki ga izpostavlja 3. uvrščena varianta imm_1_114163293 in sovpada z regijo 

kandidatnega gena PTPN22. Slednji je ključni igralec v imunskem odzivu in v patogenezi 

večine imunsko posredovanih bolezni.124 Zanimiv je tudi četrtouvrščeni signal 

(imm_20_61798924), ki sovpada z drugim eksonom gena TNFRSF6B. Ta varianta povzroča 

drugačnosmiselno spremembo, in sicer iz stopkodona v triptofan. Gen TNFRSF6B kodira 

receptor, ki skrbi za nevtralizacijo citotoksičnih ligandov in je bil v predhodnih 

raziskavah povezan s CB, z lupusom, revmatoidnim artritisom in zdravljenjem diabetesa 

T2.174-177 

 

V nedavni metaanalizi CB so Franke in sod.103 s CB povezali 71 neodvisnih variant in 

opisali domnevne kandidatne gene v njihovi bližini. Od 71 variant jih je 59 prestalo 

protokol KK. Za slednje smo za slovenske bolnike s CB in zdrave posameznike izračunali 

p-vrednosti in OR, ki so podani v preglednici 3–5. 
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Preglednica 3–5: Replikacija 59 variant iz uveljavljenih lokusov CB pri slovenskih 

bolnikih s CB 

SNP Kr. p-meta OR Kandidatni gen(i) p-slo CB OR 

rs11209026 1p31 1,00 × 10−64 2,66 IL23R 0,003265 0,2784 

rs2476601 1p13 4,47 × 10−9 1,26 PTPN22 0,2969 1,31 

rs4656940 1q23 6,17 × 10−7 1,15 CD244, ITLN1 0,534 1,114 

rs7517810 1q24 1,51 × 10−15 1,22 TNFSF18, TNFSF4, FASLG 0,2136 1,239 

rs7554511 1q32 1,58 × 10−7 1,14 C1orf106, KIF21B 0,1529 0,776 

rs3792109 2q37 6,76 × 10−41 1,34 ATG16L1 0,1755 0,8223 

rs3197999 3p21 6,17 × 10−17 1,22 MST1, GPX1, BSN 0,5326 1,105 

rs11742570 5p13 7,08 × 10−36 1,33 PTGER4 0,1684 0,8155 

rs12521868 5q31 1,41 × 10−20 1,23 SLC22A4, SLC22A5, IRF1, IL3 0,08142 1,288 

rs7714584 5q33 7,76 × 10−19 1,37 IRGM 0,01977 1,822 

rs6556412 5q33 5,37 × 10−14 1,18 IL12B 0,1578 1,235 

rs6908425 6p22 1,41 × 10−8 1,17 CDKAL1 0,07487 0,7283 

rs1799964 6p21 3,98 × 10−11 1,19 LTA, HLA-DQA2, TNF, LST1, LTB 0,03225 0,6863 

rs415890 6q27 2,51 × 10−12 1,17 CCR6 0,08184 0,7763 

rs1456896 7p12 1,20 × 10−8 1,14 IKZF1, ZPBP, FIGNL1 0,7604 0,9517 

rs4871611 8q24 1,51 × 10−12 1,17  0,02824 1,386 

rs10758669 9p24 1,00 × 10−13 1,18 JAK2 0,0359 1,363 

rs3810936 9q32 1,00 × 10−15 1,21 TNFSF15, TNFSF8 0,4985 1,113 

rs12242110 10p11 1,10 × 10−9 1,15 CREM 0,05575 1,347 

rs10761659 10q21 4,37 × 10−22 1,23 ZNF365 0,5845 0,9225 

rs4409764 10q24 2,29 × 10−20 1,22 NKX2-3 0,8155 0,9669 

rs7927997 11q13 5,62 × 10−13 1,17 C11orf30 0,2287 1,198 

rs11564258 12q12 6,17 × 10−21 1,74 MUC19, LRRK2 0,2612 1,888 

rs3764147 13q14 1,41 × 10−10 1,17 C13orf31 0,5612 0,9059 

rs2076756 16q12 3,98 × 10−69 1,53 NOD2 0,8942 0,9783 

rs2872507 17q21 1,51 × 10−9 1,14 GSMDL, ZPBP2, ORMDL3, IKZF3 0,4567 0,8968 

rs1893217 18p11 1,29 × 10−14 1,25 PTPN2 0,9427 0,9858 

rs1736020 21q21 9,33 × 10−12 1,16  0,8904 0,98 

rs2838519 21q22 2,09 × 10−14 1,18 ICOSLG 0,6451 1,07 

rs2797685 1p36 2,69 × 10−10 1,05 VAMP3 0,2581 1,25 

rs1998598 1q31 4,90 × 10−9 1,04 DENND1B 0,6948 0,9417 

rs3024505 1q32 8,32 × 10−9 1,12 IL10, IL19 0,05357 1,453 

rs13428812 2p23 1,41 × 10−8 1,06 DNMT3A 0,4056 1,136 

rs10495903 2p21 7,70 × 10−8 1,14 THADA 0,8239 0,9545 

rs10181042 2p16 6,61 × 10−9 1,14 C2orf74, REL 0,1025 1,266 

rs2058660 2q12 1,58 × 10−12 1,19 IL18RAP, IL12RL2, IL18R1, IL1RL1 0,197 1,234 

rs6738825 2q33 1,82 × 10−7 1,06 PLCL1 0,5266 0,9127 

rs13073817 3p24 8,20 × 10−7 1,08  0,7494 0,951 

rs11167764 5q31 1,10 × 10−9 1,06 NDFIP1 0,6124 1,093 

rs359457 5q35 5,25 × 10−8 1,08 CPEB4 0,2249 1,192 

rs17309827 6p25 6,16 × 10−7 1,1  0,3078 0,8552 
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Preglednica 3–5: Replikacija 59 variant iz uveljavljenih lokusov CB pri slovenskih 

bolnikih s CB (nadaljevanje) 

SNP Kr. p-meta OR Kandidatni gen(i) p-slo CB OR 

rs1847472 6q15 3,63 × 10−6 1,07 BACH2 0,662 0,9355 

rs212388 6q25 1,41 × 10−7 1,1 TAGAP 0,7801 1,044 

rs6651252 8q24 2,29 × 10−6 1,23  0,7929 0,9446 

rs4077515 9q34 4,37 × 10−19 1,18 CARD9, SNAPC4 0,3234 1,156 

rs12722489 10p15 8,51 × 10−6 1,11 IL2RA 0,05769 0,6639 

rs1250550 10q22 2,00 × 10−10 1,19 ZMIZ1 0,3478 1,159 

rs102275 11q12 7,24 × 10−8 1,08 FADS1 0,7142 1,059 

rs694739 11q13 3,38 × 10−7 1,1 PRDX5, ESRRA 0,696 1,061 

rs2062305 13q14 2,00 × 10−6 1,1 TNFSF11 0,1081 1,261 

rs8005161 14q35 1,29 × 10−8 1,23 GALC, GPR65 0,5085 0,84 

rs17293632 15q22 1,41 × 10−13 1,12 SMAD3 0,1108 1,301 

rs151181 16p11 1,10 × 10−10 1,07 IL27, SH2B1, EIF3C, LAT, CD19 0,1623 1,223 

rs3091315 17q12b 1,70 × 10−13 1,2 CCL2, CCL7 0,168 0,7952 

rs12720356 19p13 9,20 × 10−10 1,12 TYK2, ICAM1, ICAM3 0,2473 1,386 

rs281379 19q13 8,60 × 10−10 1,07 FUT2, RASIP1 0,1085 1,264 

rs4809330 20q13 2,51 × 10−12 1,12 RTEL1, TNFRSF6B, SLC2A4RG 0,4375 0,8818 

rs713875 22q12 5,70 × 10−9 1,08 MTMR3 0,3998 1,129 

rs2413583 22q13 1,70 × 10−10 1,23 MAP3K7IP1 0,9584 1,011 

 

Iz preglednice 3–5 je razvidno, da smo z asociacijsko analizo slovenskih bolnikov s CB 

statistično značilno (nominalno) replicirali štiri variante oz. naslednje kandidatne 

regije: IL23R, IRGM, HLA-DQA, 8q24 in JAK2. Pri tem je zanimivo, da je učinek variant 

ob genih IL23R in IRGM pri slovenskih bolnikih s CB nasproten (OR) kot pri drugih 

kohortah iz metaanalize. 

 

3.2.2 Asociacijska analiza slovenskih in nizozemskih preiskovancev 

 

Skupno asociacijsko analizo smo izvedi s testom Cochran-Mantel-Haenszel, ki upošteva 

morebitne razlike v klastrih med slovenskimi in nizozemskimi preiskovanci. Na sliki 3-9 

in v preglednici 3–6 so rezultati asociacijske analize 1229 bolnikov s CB in 1584 zdravih 

posameznikov. 
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Slika 3–9: Diagram Manhattan za 1229 bolnikov s CB in 1584 zdravih posameznikov 

 

Na sliki 3–9 so vsi lokusi nad mejo nominalne statistične povezanosti (p < 10−5) označeni 

z najverjetnejšim kandidatnim genom. V preglednici 3–6 pa so podane le variante nad 

pragom statistične značilnosti GWAS (p < 10−8). 

 

Preglednica 3–6: Statistično značilne variante iz asociacijske analize 1229 bolnikov s CB 

in 1584 zdravih posameznikov 

SNP Kr. Alelna fr.* p-vrednost OR Regija Lokacija SNP-ja 

imm_16_49303427 16 0,03311 1,59E-22 3,25 NOD2 EKSON 

rs2066844 16 0,03311 1,59E-22 3,25 NOD2 EKSON 

rs2066847 16 0,02693 9,01E-22 3,503 NOD2 EKSON 

imm_1_67454257 1 0,4534 3,13E-13 0,658 IL23R INTRON 

imm_5_40434853 5 0,3861 9,69E-12 0,6668 PTGER4 INTERGENSKI 

ccc-10-101272594-C-A 10 0,46 5,26E-08 1,357 NKX2-3 INTERGENSKI 

imm_10_101264048 10 0,4596 5,39E-08 1,357 NKX2-3 INTERGENSKI 

rs10136056 14 0,4189 9,50E-08 1,351 HNRNPC | RPGRIP1 INTERGENSKI 

* Alelna frekvenca v skupini zdravih posameznikov 

 

S slike 3–9 in iz preglednice 3–6 je razvidno, da smo s skupno asociacijsko analizo 

replicirali najpomembnejše lokuse, ki so bili v predhodnih raziskavah povezani s CB. 

Vseeno pa tudi s 3813 preiskovanci nismo imeli dovolj statistične moči za odkrivanje 
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novih bolezenskih lokusov. Pri varianti rs10136056 iz preglednice 3–6 gre najverjetneje 

za lažno pozitiven signal. 

 

Na sliki 3-10 in v preglednici 3–7 so rezultati asociacijske analize 708 bolnikov z UK in 

1584 zdravih posameznikov. 

 

 

Slika 3–10: Diagram Manhattan za 708 bolnikov z UK in 1584 zdravih posameznikov 

 

Na sliki 3–10 so vsi lokusi nad mejo nominalne statistične povezanosti (p < 10−5) označeni 

z najverjetnejšim kandidatnim genom. V preglednici 3–7 pa so podane le variante nad 

pragom statistične značilnosti GWAS (p < 10−8). 

 

Preglednica 3–7: Statistično značilni varianti iz asociacijske analize 708 bolnikov z UK in 

1584 zdravih posameznikov 

SNP Kr. Alelna fr.* p-vrednost OR Regija Lokacija SNP-ja 

rs2097431 6 0,3372 6,82E-09 1,449 HLA-DRB1 | HLA-DQA1 INTERGENSKI 

imm_1_205006527 1 0,1642 5,1E-09 1,494 L10 INTRON 

imm_1_20044447 1 0,4778 6,51E-08 0,7112 RNF186 | OTUD3 INTERGENSKI 

* Alelna frekvenca v skupini zdravih posameznikov 
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S slike 3–10 in iz preglednice 3–7 je razvidno, da smo s skupno asociacijsko analizo 

replicirali nekatere pomembnejše lokuse, ki so bili v predhodnih raziskavah povezani z 

UK. 

 

3.3 Optimizacija HRMA in asociacijska analiza kandidatnih genov IL23R in 

 NOD2 

 

Optimizacijo HRMA smo izvedli pri 295 bolnikih s KVČB (159 CB in 136 UK) in 345 zdravih 

posameznikih. Z izborom optimalnih parametrov smo na podlagi različnih temperatur 

taljenja amplikonov ločili obe skupini homozigotov (GG in TT) polimorfizma gena IL23R 

(rs7517847). Na podlagi različnih oblik talilnih krivulj pa nam je uspelo ločiti obe skupini 

homozigotov od heterozigotov. Referenčne genotipe vseh preiskovancev smo dobili z 

metodo PCR-RFLP. Primerjava referenčnih genotipov z genotipi iz HRMA je pokazala na 

98,6-odstotno ujemanje. Z asociacijsko analizo s testom Fischer exact smo potrdili 

povezavo med CB in polimorfizmom gena IL23R (p < 0,001, OR = 0,588) v slovenski 

populaciji. 

 

Optimizacija HRMA za tri polimorfizme gena NOD2 (rs2066844, rs2066845 in rs2066847) 

je potekala podobno kot za IL23R, vendar smo v primeru polimorfizma rs2066845 morali 

načrtovati in uporabiti neoznačeno sondo, s čimer smo izboljšali ločevanje homozigotov 

(GG in CC). Referenčne genotipe vseh preiskovancev smo dobili z metodo PCR-RFLP. 

Primerjava referenčnih genotipov z genotipi iz HRMA je za vse preiskovane polimorfizme 

pokazala na 100-odstotno ujemanje. V asociacijski analizi s testom Fischer exact smo 

potrdili povezavo CB s polimorfizmoma rs2066847 (p = 0,001, OR = 3,011) in rs2066845 

(p = 2,62 × 10−4 , OR = 14,117) v slovenski populaciji. Podrobnejši pregled rezultatov je  

v razdelkih 6.6.1 in 6.6.2 o rezultatih v izvirnih znanstvenih člankih 1 in 2. 

 

3.4 Rezultati kartiranja eQTL-ov 

 

Med variantami, ki so v asociacijskem testu pri slovenskih bolnikih s CB in zdravih 

posameznikih pokazali na najmočnejšo nominalno povezavo, je tudi SNP 

imm_2_102282003 (p = 3,476 x 10-4, OR = 1,807), ki je v neposredni bližini treh 

kandidatnih genov: IL18R1, IL18RAP in IL1RL1. Prav tako so ta lokus na kromosomu 

2q11.2 s CB povezali v nedavni metaanalizi.103 
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V iCHIP-u je v tem tarčnem lokusu 779 variant, od tega 130 LD neodvisnih variant (r2 < 

0,2). Za 12 od 130 variant, ki so bile v asociacijskem testu slovenskih bolnikov s CB in 

zdravih posameznikov nominalno statistično povezane (p < 0,05) s CB, smo izmerili in 

statistično ovrednotili vpliv na izražanje tarčnih kandidatnih genov v 369 vzorcih RNK iz 

periferne venske krvi. Rezultati so v preglednici 3–8. 

 

Preglednica 3–8: Rezultati kartiranja eQTL-ov v lokusu IL18RAP (periferna venska kri) 

SNP p-vrednost* OR IL18RAP IL18R1 IL1RL1 

   M-W p-
vrednost 

K-W p-
vrednost 

M-W p-
vrednost 

K-W p-
vrednost 

M-W p-
vrednost 

K-W p-
vrednost 

imm_2_102282003 0,0003476 1,807 0,764 0,909 0,245 0,019 0,167 0,102 

imm_2_102225353 0,006225 0,6171 0,117 0,263 0,341 0,3 0,026 0,001 

imm_2_102245323 0,01457 1,424 0,455 0,749 0,03 0,065 0,406 0,646 

imm_2_102321900 0,001714 0,5998 0,718 0,689 0,902 0,527 0,004 0,001 

imm_2_102239801 0,01751 1,41 0,431 0,721 0,031 0,075 0,44 0,571 

ccc-2-102248784-A-G 0,02094 0,6345 0,048 0,137 0,339 0,004 0,243 0,003 

imm_2_102277489 0,045 1,392 0,093 0,073 0,587 0,844 0,983 0,976 

imm_2_102286017 0,02735 0,5843 0,254 0,128 0,064 0,006 0,829 0,366 

imm_2_102286469 0,001265 1,594 0,972 0,805 0,943 0,986 0,019 0,034 

imm_2_102326078 0,03302 1,614 0,284 0,486 0,184 0,335 0,883 0,984 

imm_2_102328782 0,02547 0,5973 0,106 0,084 0,021 0,02 0,734 0,597 

imm_2_102382648 0,04302 0,7446 0,184 0,34 0,559 0,868 0,052 0,12 

M-W − Mann-Whitney, K-W − Kruskal-Wallis 

* p-vrednost iz asociacijskega testa slovenskih bolnikov s CB in zdravih posameznikov 

 

Iz preglednice 3–8 so razvidne tri s CB povezane variante (imm_2_102225353, 

imm_2_102321900, ccc-2-102248784-A-G), za katere smo izmerili statistično značilen 

vpliv na izražanje gena IL1RL1. Mejna vrednost statistične značilnosti je bila pri p < 

0,004. 

 

V predhodnih raziskavah je bil ugotovljen večji tkivno specifični vpliv na izražanje genov 

pri SNP-jih, povezanih s kompleksnimi boleznimi.148 Zato smo izražanje tarčnih genov 

izmerili tudi v 52 črevesnih biopsijah bolnikov s CB, vendar nismo odkrili statistično 

značilnih razlik. Dodatno smo preverili, ali so razlike v izražanju tarčnih genov med 

RNK-vzorci 22 biopsij z znaki vnetja in 30 normalnimi biopsijami, vendar nismo odkrili 

statistično značilnih razlik v izražanju tarčnih genov. 
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3.5 Rezultati analize učinka starševskega izvora (POO) 

 

Z analizo učinka starševskega izvora pri nizozemskih triih smo odkrili povezavo med 

varianto gena NOD2 (L1007fs; OR = 21, p-vrednost = 0,013) in CB, ki pa nam je ni uspelo 

replicirati v neodvisni kohorti (OR = 0,97, p-vrednost = 0,95). S skupno analizo triov s CB 

in UK smo zaznali tudi povezavo med genoma IL12B (OR = 3,2, p-vrednost = 0,019) in 

PRDM1 (OR = 5,6, p-vrednost = 0,04). Z analizo indijskih triov nam je uspelo dokazati 

povezavo z lokusom IL10 (OR = 0,2, p-vrednost = 0,03). Podrobnejši pregled rezultatov 

analize je podan v razdelku 6.6.4 o rezultatih v izvirnem znanstvenem članku 3. 

 

3.6 Rezultati analize prediktivnih modelov 

 

Z metodo podpornih vektorjev smo najboljšo ločitev 92 bolnikov z refraktorno obliko CB 

od drugih bolnikov s CB dosegli z 59 SNP-ji (AUC = 0,64). Z asociacijsko analizo teh 59 

SNP-jev smo odkrili povezavo s statistično značilnima SNP-jema (rs9592040 in rs346818). 

SNP-ja sta v bližini genov PHACTR2 in KIR3DL3, ki sta vpletena v patogenezo drugih 

imunsko posredovanih bolezni. V analizi z bioinformatskima orodjema DAPPLE in GRAIL 

smo dokazali statistično značilno funkcijsko povezavo s petimi geni rs395561 (EFNA5), 

rs2690262 (UNCX), rs9720889 (SCXB), rs10992979 (BARX1), rs7127817 (NCAM1). Z analizo 

in silico genskega izražanja smo ugotovili, da je gen NCAM1 precej in specifično izražen 

v celicah NK. Te ugotovitve smo podkrepili s poizvedbami po literaturi in ugotovili, da je 

gen NCAM1 nenormalno izražen v mukusu debelega črevesa pri bolnikih s CB in da igra 

vlogo pri zdravljenju multiple skleroze. Iz tega izhaja, da smo s kombinacijo strojnega 

učenja (podporni vektorji) in bioinformatske analize odkrili enega od genov, ki 

najverjetneje vpliva na raznolikost odziva bolnikov s CB na zdravljenje s kortikosteroidi. 

Podrobnejši opis je podan v razdelku 6.6.6 o rezultatih v izvirnem znanstvenem članku 

5. 



RAZPRAVA  65 
 

 
Mitrovič, M. Asociacijska analiza na celotnem genomu pri slovenskih bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo 

Doktorska disertacija, Medicinska fakulteta Univerze v Mariboru, 2013 

4 RAZPRAVA 
 

Raziskava spada v obdobje raziskav po prvem valu GWAS, v katerem so napori 

raziskovalcev po vsem svetu v glavnem usmerjeni v odkrivanje vzročnih variant in 

analizo njihovih funkcionalnih posledic, s tem pa posledično k iskanju rešitev problema 

manjkajočega dednostnega deleža kompleksnih bolezni, kakršna je tudi KVČB. V ta 

namen so številne raziskovalne skupine, ki se ukvarjajo z genetiko KVČB pod okriljem 

konzorcija International Inflammatory Bowel Disease Consortium (IIBDGC), združile moči 

v projektu ImmunoChip (iCHIP). S sodelovanjem v tem projektu, ki je v metaanalizi 

vključeval približno 75.000 bolnikov s KVČB in zdravih posameznikov, smo prispevali k 

odkritju 71 novih statistično značilnih povezav z boleznijo, tako da se je skupno število 

bolezenskih lokusov z 99 povzpelo na 163. Večina novo odkritih lokusov (110) je 

povezana z obema podtipoma bolezni, manjši del pa je specifičen za CB (30) in UK (23). 

Za približno polovico (50) od 110 skupnih lokusov je značilen enak faktor vpliva pri obeh 

podtipih bolezni, 60 pa jih vpliva tako, da pri enem podtipu deluje zaščitno, pri drugem 

pa veča tveganje in nasprotno. Glede odkrivanja skupnih mehanizmov kompleksnih 

bolezni je pomembna tudi ugotovitev, da je več kot dve tretjini lokusov KVČB (113 od 

163) impliciranih v patogenezi drugih imunsko posredovanih bolezni, kar je kar 8,6–krat 

več, kot bi pričakovali po naključju.178 Prekrivanje lokusov KVČB je bilo največje z 

lokusi, ki so povezani z ankilozirajočim spondilitisom in s psoriazo. Zanimivo je, da 

precejšnje število lokusov KVČB vsebuje gene, vpletene v patogenezo primarnih 

imunodeficienc. Slednjim sta skupna deregulacija imunskega sistema in zmanjšano 

število T-celic, kar pa lahko vodi do resnih infektov.179 Največje prekrivanje genov je 

bilo z geni, ki večajo tveganje za razvoj mikobakterijskih okužb, kot je gobavost 

(leprosija).180 Na domnevni vpliv okužb na razvoj KVČB lahko sklepamo tudi na podlagi 

tega, da so bile okvare KVČB genov STAT3181,182 in CARD9183 povezane s kožnimi 

okužbami s stafilokoki in s kandidozami. 

 

V raziskavi smo z iCHIP-om izvedli prvo tarčno študijo GWAS pri slovenski populaciji, pri 

čemer smo izdelali podroben katalog variant, povezanih s KVČB. Zaradi relativno 

omejenega števila preiskovancev sicer nismo imeli zadostne statistične moči za odkritje 

statistično značilnih povezav, vendar so klastri variant na kromosomih 1, 5, 8, 13 in 16 

nakazovali na nominalne povezave z boleznijo. V asociacijski analizi bolnikov s CB je 

največji signal prihajal iz intergenske regije med genoma AKAP11 in TNFSF11. Slednji je 

bil v nedavni metaanalizi povezan s CB in domnevno pleiotropsko vpliva na tveganje 
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različnih imunsko posredovanih bolezni.103,173 Asociacijska analiza bolnikov z refraktorno 

obliko CB je izpostavila regiji kandidatnih genov TNFRSF6B in PTPN22. Slednji je ključni 

dejavnik v imunskem odzivu in v patogenezi večine imunsko posredovanih bolezni.124 

Drugačnosmiselna mutacija v genu TNFRSF6B povzroča spremembo iz stopkodona v 

triptofan. Gen TNFRSF6B kodira receptor, ki skrbi za nevtralizacijo citotoksičnih 

ligandov in je bil v predhodnih raziskavah povezan s CB, z lupusom, revmatoidnim 

artritisom in zdravljenjem diabetesa T2.174-177 Še bolj preseneča dejstvo, da je 

TNFRSF6B eden od ključnih prediktivnih genov za razvoj in zdravljenje KVČB in je bil 

leta 2011 tudi zaščiten s patentom (US 2011/0177502 A1). Z asociacijsko analizo 

slovenskih bolnikov s CB smo nominalno replicirali povezavo s 4/59 kandidatnimi 

regijami (IL23R, IRGM, HLA-DQA, 8q24 in JAK2). Ko smo slovenskim preiskovancem 

pridružili več nizozemskih, smo v ločenih asociacijskih analizah CB in UK repilicirali 

večino uveljavljenih oz. predhodno znanih povezav s KVČB. Slednje ponovno kaže, da 

smo bili v raziskavah slovenskih preiskovancev omejeni z velikostjo vzorca, zato bodo za 

potrditev naših rezultatov potrebne nadaljnje asociacijske študije z večjim številom 

preiskovancev in (ali) metaanalize. 

 

V raziskavi smo ločeno izvedli tudi asociacijsko analizo SNP-jev genov NOD2 in IL23R, za 

katera je značilen največji faktor vpliva v patogenezi KVČB,10, 11 in prvič povezali 

omenjena gena s patogenezo KVČB pri slovenskih bolnikih. Genotipske podatke smo 

pridobili z optimizacijo metode analize DNK s talilnimi krivuljami visoke ločljivosti 

(HRMA), ki se je v izkazala kot hitra, preprosta, natančna in cenovno ugodna za 

odkrivanje redkih mutacij in za gensko tipizacijo.27, 28, 29 Duerr in sod. so polimorfizem 

rs7517847 (int6G/T) v genu IL23R prvi povezali s CB.98 To povezavo je potrdila tudi 

sočasna študija GWAS, ki so jo izvedli Rioux in sod.89 IL-23 prek svojega receptorja IL23R 

spodbuja sekrecijo interferona gama in proliferacijo celic Th, provnetno pa deluje tudi 

na podlagi spodbujanja sinteze IL-17 v aktiviranih limfocitih Th.142 Kaskadna pot IL-

23/IL-17 je vpletena v patogenezo nekaterih drugih imunsko posredovanih bolezni, kot 

so psoriaza, multipla skleroza in revmatoidni artritis.124 V tej asociacijski študiji smo pri 

slovenski populaciji prvič potrdili povezavo med CB in polimorfizmoma gena NOD2 

rs2066847 in rs2066845. Prvo povezavo med CB in NOD2 so sočasno odkrile tri skupine 

raziskovalcev.32-34 NOD2 kodira znotrajcelični receptor, ki ga aktivira minimalno biološko 

aktivna komponenta peptidoglikana − muramildipeptid (MDP). Ta je v celični steni tako 

po Gramu pozitivnih kot po Gramu negativnih bakterij. NOD2 je v največji meri izražen 

v monocitih in Panethovih celicah črevesnega epitelija.35,36 Omenjene vzročne variante 
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gena NOD2 so polimorfizmi posameznega nukleotida (angl. single nucleotide 

polymorphism − SNP), in sicer dve drugačnosmiselni mutaciji R702W (Arg702Trp) in 

G908R (Gly908Arg) ter skrajševalna mutacija L1007fs (Leu1007fs). Ti SNP-ji so na C–

terminalnem koncu levcinsko bogatih ponovitev (angl. leucine-rich repeats − LRR), ki je 

domena za zaznavanje bakterijskih produktov.37 Zato se zdi, da ti SNP-ji zmanjšujejo 

odzivnost proteina pri zaznavanju bakterijskih produktov, kar posledično vpliva na 

prirojeni imunski odziv.37  

 

V študiji smo s kartiranjem cis-eQTL-ov v regiji s tremi kandidatnimi geni (IL18R1, 

IL18RAP in IL1RL1) ugotovili, da polimorfizma rs10178214, rs1041973 in redka varianta 

ccc-2-102248784-A-G statistično značilno vplivajo na izražanje gena IL1RL1. To je v 

nasprotju z rezultati raziskave, v kateri so Franke in sod. ugotovili, da polimorfizem 

rs2058660 vpliva na izražanje gena IL18RAP.103 Z omenjenim polimorfizmom pri 

slovenskih bolnikih s CB nismo odkrili nikakršne statistično značilne povezave. Nedavno 

je bilo ugotovljeno tudi, da SNP-ji v večji meri tkivno specifično vplivajo na izražanje 

genov.148 Vendar v raziskavi nismo opazili statistično značilnega izražanja tarčnih genov 

v črevesnih biopsijah bolnikov s CB.  

 

V raziskavi smo pri nizozemskih bolnikih s KVČB prvič ugotavljali učinek POO v 

bolezenskih regijah in pri tem odkrili omejen učinek genov IL12B, PRDM1 in NOD2, ki pa 

nam ga v večji neodvisni kohorti ni uspelo replicirati. Nominalno značilen učinek POO 

smo opazili tudi za gen IL10 pri Indijcih. Kljub temu da dopuščamo možnost lažno 

pozitivnih rezultatov, pa naše ugotovitve nesporno nakazujejo na utišanje očetovskega 

alela, s čimer izključujemo njegov vpliv na tveganje za bolezen pri omenjenih genih. To 

je skladno z epidemiološkimi študijami, ki kažejo, da se KVČB pogosteje prenaša na 

potomce z matere kot z očeta. Izvor učinkov POO za zdaj ostaja nepojasnjen. Človek 

lahko kot diploidni organizem preživi tudi kot nosilec, v povprečju, 500 recesivnih 

mutacij, saj izbris nekega alela kompenzira njegov homolog.184 Genomsko vtisnjenje pa 

z inaktivacijo enega od starševskih haplotipov precej vpliva na redukcijo diploidnosti, 

posledično pa tudi na kompenzacijski reševalni mehanizem. Ta fenomen opisuje tudi za 

zdaj najbolj uveljavljena hipoteza t. i. hipoteza starševskega konflikta (angl. parental 

conflict hypothesis), po kateri oba spola tekmujeta v prenašanju genskega materiala v 

naslednjo generacijo. Vendar s tem na primer ne moremo razložiti genomskega 

vtisnjenja genov imunskega sistema.185 Hipotetično je lahko tako zato, ker je s tem 

preprečen vpliv škodljivih imunskih odzivov matere na zarodek, oz. ker je za preživetje 
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zarodka pomembno, da sta si imunska odziva obeh čim podobnejša, so preferenčno 

izraženi le geni matere, očetovi pa so utišani. Za neponovljivost naših odkritij v 

neodvisni in večji kohorti so na voljo vsaj tri razlage: i) omejena velikost našega vzorca; 

ii) pri človeku za zdaj še ni znano, pri koliko zaporednih generacijah lahko še zaznamo 

stabilen učinek genomskega vtisnjenja (raziskave pri miših so pokazale, da je bil učinek 

genomskega vtisnjenja stabilen vsaj tri generacije185); iii) na genomsko vtisnjenje 

vplivajo tudi dejavniki okolja, kar bi lahko pomenilo, da bodo v različnih populacijah 

vtisnjeni različni geni.186,187 

 

V študiji smo z metodo podpornih vektorjev izdelali genski profil, ki ga je sestavljalo 59 

SNP-jev. Po za zdaj dostopni literaturi in poizvedbah je to prvi primer uporabe takega 

pristopa za ločevanje bolnikov z refraktorno obliko CB od drugih bolnikov s CB. V 

asociacijski analizi smo odkrili statistično značilno povezavo s SNP-jema, ki sta v bližini 

genov PHACTR2 in KIR3DL3. PHACTR2 deluje kot regulator aktina ter je bil povezan s 

Parkinsonovo boleznijo in z multiplo sklerozo.188,189 KIR3DL3 kodira imunoglobulinski 

receptor celic NK in je bil vpleten v patogenezo ankilizirajočega spondilitisa in multiple 

skleroze.190,191 Zanimivo je, da so Vidal-Castineira in sod.192 ugotovili, da so se bolniki z 

virusom hepatitisa C, ki so bili hkrati nosilci določenih genotipov KIR, slabše odzivali na 

zdravljenje z biološkimi zdravili. V bioinformatski analizi smo dokazali statistično 

značilno funkcijsko povezavo s petimi geni rs395561 (EFNA5), rs2690262 (UNCX), 

rs9720889 (SCXB), rs10992979 (BARX1), rs7127817 (NCAM1). Z in silico analizo genskega 

izražanja smo ugotovili, da je gen NCAM1 precej in specifično izražen v celicah NK. Te 

ugotovitve smo podkrepili s poizvedbami po literaturi in ugotovili, da je gen NCAM1 

nenormalno izražen v mukusu debelega črevesa pri bolnikih s CB in da igra vlogo pri 

zdravljenju multiple skleroze z biološkim zdravilom natalizumab.176,177 Na podlagi tega 

ugotavljamo, da smo s kombinacijo strojnega učenja s podpornimi vektorji in 

bioinformatske analize odkrili enega od genov, ki najverjetneje vpliva na raznolikost 

odziva bolnikov s CB na zdravljenje s kortikosteroidi. Našo ugotovitev bo treba 

podkrepiti v prihodnjih funkcijskih študijah. 

 

Če povzamemo, so rezultati predstavljene študije delno osvetlili zapleten genski sestav 

pri KVČB. Za potrditev nekaterih rezultatov so potrebne dodatne asociacijske in 

metaanalize z večjim številom preiskovancev. Pojasnitev mehanizmov in sprožilcev, s 

katerimi so posamezni kandidatni geni udeleženi v patogenezi KVČB, pa zahteva tudi 

dodatne funkcijske študije na molekularni ravni. V prihodnjih raziskavah bo 
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najverjetneje treba več pozornosti posvetiti raziskavam interakcij mukusnega 

imunskega sistema in črevesne mikroflore, zlasti pa ugotoviti, kako bolezenski geni 

vplivajo na imunski sistem, da se ta v danem trenutku začne odzivati sovražno do 

simbiotskih mikroorganizmov. 
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Preglednica 2–1: Sestava reakcijske mešanice za reverzno transkripcijo, str. 46 

Preglednica 3–1: Pregled preiskovancev pred kontrolo kakovosti in po njej, str. 48 

Preglednica 3–2: Deset statistično najbolj povezanih variant iz asociacijske analize 

227 bolnikov s KVČB in 210 zdravih posameznikov, str. 53 

Preglednica 3–3: Dvajset statistično najbolj povezanih variant iz asociacijske 

analize 179 bolnikov s CB in 210 zdravih posameznikov, str. 54, 55 

Preglednica 3–4: Dvajset statistično najbolj povezanih variant iz asociacijske 

analize 92 bolnikov z refraktorno obliko CB in 210 zdravih 

posameznikov, str. 56, 57 

Preglednica 3–5: Replikacija 59 variant iz uveljavljenih lokusov CB pri slovenskih 

bolnikih s CB, str. 58, 59 

Preglednica 3–6: Statistično značilne variante iz asociacijske analize 1229 bolnikov 

s CB in 1584 zdravih posameznikov, str. 60 

Preglednica 3–7: Statistično značilni varianti iz asociacijske analize 708 bolnikov z 

UK in 1584 zdravih posameznikov, str. 61 

Preglednica 3–8: Rezultati kartiranja eQTL-ov v lokusu IL18RAP    

  (periferna venska kri), str. 63 
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6.2 Kazalo slik 

 

Slika 1–1: Pregled pojavnosti KVČB po svetu, str. 13 

Slika 1–2: Kromosomska področja IBD1−IBD9, str. 17 

Slika 1–3: Asociacijska študija na celotnem genomu (GWAS), str. 21 

Slika 1–4: Pregled lokusov KVČB iz zadnjih metaanaliz študij GWAS, str. 23 

Slika 1–5: Porazdelitev SNP-jev iz intergenskih regij, povezanih s KVČB, glede na 

funkcijo genotipa oz. vpliv na izražanje genov (eQTL), str. 24 

Slika 1–6: Lastnosti variant, povezanih z boleznijo, in njihov vpliv na izvedljivost 

GWAS,  str. 28 

Slika 1–7: Prekrivanje lokusov, povezanih s KVČB in z drugimi bolezenskimi stanji, 

str. 29, 30 

Slika 2–1: Nanašanje mešanice krvi in pufra PBS na raztopino Ficoll-Paque PLUS, str. 

  39 

Slika 2–2: Sloji različnih krvnih celic krvi po centrifugiranju, str. 39 

Slika 3–1: Globalna različica MDS, str. 49 

Slika 3–2: Lokalna različica MDS, str. 50 

Slika 3–3: QQ-diagram za 169.549 SNP-jev pri 1950 bolnikih s KVČB in 1584 zdravih  

  posameznikih (slovenskih in nizozemskih), str. 51 

Slika 3–4: QQ-diagram 2583 SNP-jev iz GWAS neimunskih bolezni pri 1950 bolnikih s 

KVČB in 1584 zdravih posameznikih (slovenskih in nizozemskih), str. 51 

Slika 3–5: Diagram Manhattan za 227 bolnikov s KVČB in 210 zdravih posameznikov, 

str. 52 

Slika 3–6: Diagram Manhattan za 179 bolnikov s CB in 210 zdravih posameznikov, 

str. 54 

Slika 3–7: Diagram Manhattan za 37 slovenskih bolnikov z UK in 210 zdravih 

posameznikov, str. 55 

Slika 3–8: Diagram Manhattan za 92 slovenskih bolnikov z refraktorno obliko CB in 

210 zdravih posameznikov, str. 56 

Slika 3–9: Diagram Manhattan za 1229 bolnikov s CB in 1584 zdravih posameznikov, 

str. 60 

Slika 3–10: Diagram Manhattan za 708 bolnikov z UK in 1584 zdravih posameznikov, 

str. 61 
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6.3 Seznam krajšav 

 

APC                antigen predstavitvene celice 

AMD  starostna degeneracija očesne mrežnice 

AUC  površina pod krivuljo 

bp  bazni par 

CEPH  Center za študijo polimorfizmov v človeškem genomu 

CB  Crohnova bolezen 

CR  angl. call rate 

cDNK  komplementarni DNK 

CGAS  asociacijska študija kandidatnih genov 

cM  centimorgan, enota za merjenje genske vezanosti 

CNV  različica v številu kopij 

DNK  deoksiribonukleinska kislina 

DC  dendritska celica 

dNTP  deoksinukleozid trifosfat 

EDTA  etilendiamin tetraocetna kislina  

ER  endoplazemski retikulum 

eQTL  ekspresijski kvantitativni lokus 

GWAS  asociacijska študija na celotnem genomu 

GWLs  študija genske povezanosti na celotnem genomu 

HCl  klorovodikova kislina 

HLA  humani levkocitni antigen 

HRMA  analiza talilnih krivulj visoke ločljivosti 

iCHIP  ImmunoChip, tarčna DNK-mikromreža 

IBS  enakost po stanju 

IBD  enakost po izvoru 

IFN  interferon 

Ig  imunoglobulin 

IK  intermediarni kolitis 

IL  interlevkin 

KCl  kalijev klorid 

KK  kontrola kakovosti 

KVČB  kronična vnetna črevesna bolezen  

LD  vezno neravnotežje  



PRILOGE  86 
 

 
Mitrovič, M. Asociacijska analiza na celotnem genomu pri slovenskih bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo 

Doktorska disertacija, Medicinska fakulteta Univerze v Mariboru, 2013 

LOD  logaritem obetov 

MAF  frekvenca najmanj pogostega alela 

MDS  večrazsežno skaliranje 

MDP  muramil dipeptid 

MHC  poglavitni histokompatibilnostni kompleks 

MgCl2  magnezijev klorid  

mRNK  informacijski RNK 

miRNK  mikro RNK 

NaCl  natrijev klorid 

ncRNK  nekodirajoči RNK 

NFKB  nuklearni dejavnik kappa B 

NK  naravne celice ubijalke 

OR  razmerje obetov 

PCR  verižna reakcija s polimerazo 

POO  učinek starševskega izvora  

QQ  kvantil-kvantil 

RE  restrikcijski encim 

RFLP  polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov 

RNK  ribonukleinska kislina 

SDS  natrijev dodecilsulfat  

SNP  polimorfizem posameznega nukleotida  

SVM  metoda podpornih vektorjev 

Th  T-celica pomagalka 

TNF  dejavnik tumorske nekroze 

Treg  regulatorna celica T 

TRIS  2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiol 

UK  ulcerozni kolitis 

UTR  neprevedljiva regija 
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6.4 Seznam simbolov 

 

Oznaka Veličina Enota 

M molska masa g/mol 

a dolžina cm 

T temperatura °C 

m masa g; mg 

V volumen L; mL; µL 

γ masna koncentracija mg/mL; µg/µL 

c množinska koncentracija mol/L; mM 

f število obratov vrt./min; g 

w masni delež % 

t čas s; min; h 

U napetost V 

ρ gostota g/L 

θ količnik rekombinacije / 

λs valovna dolžina nm 

λ valovna dolžina nm 

Uporabljeni simboli so v skladu z mednarodnim standardom ISO/IEC 80000. 
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6.5 Seznam in krajšave aminokislin 

 

Ime Enočrkovna oznaka Tričrkovna oznaka 

Alanin A Ala 

Cistein C Cys 

Asparaginska kislina D Asp 

Glutaminska kislina E Glu 

Fenilalanin F Phe 

Glicin G Gly 

Histidin H His 

Izolevcin I Ile 

Lizin K Lys 

Levcin L Leu 

Metionin M Met 

Asparagin N Asn 

Prolin P Pro 

Glutamin Q Gln 

Arginin R Arg 

Serin S Ser 

Treonin T Thr 

Valin V Val 

Triptofan W Trp 

Tirozin Y Tyr 
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6.6.1 Izvirni znanstveni članek 1 
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6.6.2 Izvirni znanstveni članek 2 

 
 

Disease Markers 30 (2011) 2651274 265
DOI 10.3233/DMA-2011-0783
IOS Press

High-resolution melting curve analysis for
high-throughput genotyping of
NOD2/CARD15 mutations and distribution
of these mutations in Slovenian inammatory
bowel diseases patients

Mitja Mitrovica and Uros Potocnika,b,∗
aFaculty of Medicine, Center for Human Molecular Genetics and Pharmacogenomics, University of Maribor,
Maribor, Slovenia
bFaculty of Chemistry and Chemical Engineering, University of Maribor, Maribor, Slovenia

Abstract. Inammatory bowel diseases (IBD) are usually classied into CrohnTs disease (CD) and ulcerative colitis (UC).
NOD2/CARD15 was the rst identied CD-susceptibility gene and was conrmed as the most potent disease gene in CD patho-
genesis. Three NOD2/CARD15 variants, namely two missense polymorphisms R702W (rs2066844) and G908R (rs2066845),
and a frame shift polymorphism L1007fs (rs2066847), were associated with CD in Caucasian populations. High resolution
melting analysis (HRMA) with saturation LCGreen dyes was previously reported as a simple, inexpensive, accurate and sensitive
method for genotyping and/or scanning of rare variants. For this reasons we used qPCR-HRMA for genotyping NOD2/CARD15
variants in 588 Slovenian IBD patients and 256 healthy controls. PCR-RFLP was used as a reference method for genotyping of
clinical samples. The optimization of an HRM experiment required careful design and adjustment of main parameters, such as
primer concentration, MgCl2 concentration, probe design and template DNA concentration. Different HRMA approaches were
tested and used to develop a reliable and low-cost SNP genotyping assays for polymorphisms in NOD2/CARD15 gene. Direct
HRMA was the fastest and cheapest HRMA approach for L1007fs and R702W polymorphisms, yet for G908R polymorphism
sufcient reliability was achieved after introduction of unlabeled probe. In association analysis, we found statistically signicant
association of L1007fs (p = 0.001, OR = 3.011, CI95% = 1.49416.071) and G908R (p = 2.62 × 10−4, OR = 14.117, CI95% =
1.8841105.799) polymorphisms with CD patients. At least one of NOD2/CARD15 polymorphisms was found in 78/354 (22.03%)
in CD patients, 25/197 (12.69%) in UC patients and in 26/256 (10.15%) in healthy controls. We have successfully implemented
NOD2/CARD15 HRMA assays, which may contribute to the development of genetic proles for risk prediction of developing
CD and for differential diagnosis of CD vs. UC.

Keywords: High-resolution melting analysis, NOD2/CARD15, inammatory bowel diseases

List of abbreviations

CD CrohnTs disease
DMSO Dimethyl sulfoxide
DSA Disease-susceptibility allele
∆Tm Difference in melting temperatures (e.g. between

C/C and T/T)
HPLC High-performance liquid chromatography

∗Corresponding author: Assoc. Prof. Uros Potocnik, PhD, Tel.:
+38 623305874; Fax: +38 623305861; E-mail: uros.potocnik@uni-
mb.si.

HRMA High resolution melting analysis
IC Indeterminate colitis
IBD Inammatory bowel disease
MAF Minor allele frequency
OR Odds ratio
PCR Polymerase chain reaction
qPCR Quantitative (real-time) PCR
RFLP Restriction fragment length polymorphism
SNP Single nucleotide polymorphism
Tm Melting temperature
UC Ulcerative colitis

ISSN 0278-0240/11/$27.50 � 2011 1 IOS Press and the authors. All rights reserved
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6.6.3 Pregledni znanstveni članek 
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6.6.4 Izvirni znanstveni članek 3 

 

 

 

 

 

Limited Evidence for Parent-of-Origin Effects in
Inflammatory Bowel Disease Associated Loci
Karin Fransen1,2., Mitja Mitrovic1,3., Cleo C. van Diemen1, Thelma B. K.4, Ajit Sood5, Andre Franke6,

Stefan Schreiber6,7, Vandana Midha5, Garima Juyal4, Uros Potocnik3,9, Jingyuan Fu1, Ilja Nolte8,

Rinse K. Weersma2*

1 Department of Genetics, University of Groningen, University Medical Centre Groningen, Groningen, The Netherlands, 2 Department of Gastroenterology and

Hepatology, University of Groningen, University Medical Centre Groningen, Groningen, The Netherlands, 3 Center for Human Molecular Genetics and Pharmacogenomics,

Medical Faculty, University of Maribor, Maribor, Slovenia, 4 Department of Genetics, University of Delhi, South Campus, New Delhi, India, 5 Department of Medicine,

Dayanand Medical College and Hospital, Ludhiana, India, 6 Institute for Clinical Molecular Biology, Christian-Albrechts-University, Kiel, Germany, 7 Department of General

Internal Medicine, University Clinic Schleswig-Holstein, Kiel, Germany, 8 Department of Epidemiology, University of Groningen, University Medical Centre Groningen,

Groningen, The Netherlands, 9 Faculty of Chemistry and Chemical Engineering, University of Maribor, Maribor, Slovenia

Abstract

Background: Genome-wide association studies of two main forms of inflammatory bowel diseases (IBD), Crohn’s disease
(CD) and ulcerative colitis (UC), have identified 99 susceptibility loci, but these explain only ,23% of the genetic risk. Part of
the ‘hidden heritability’ could be in transmissible genetic effects in which mRNA expression in the offspring depends on the
parental origin of the allele (genomic imprinting), since children whose mothers have CD are more often affected than
children with affected fathers. We analyzed parent-of-origin (POO) effects in Dutch and Indian cohorts of IBD patients.

Methods: We selected 28 genetic loci associated with both CD and UC, and tested them for POO effects in 181 Dutch IBD
case-parent trios. Three susceptibility variants in NOD2 were tested in 111 CD trios and a significant finding was re-evaluated
in 598 German trios. The UC-associated gene, BTNL2, reportedly imprinted, was tested in 70 Dutch UC trios. Finally, we used
62 independent Indian UC trios to test POO effects of five established Indian UC risk loci.

Results: We identified POO effects for NOD2 (L1007fs; OR = 21.0, P-value = 0.013) for CD; these results could not be
replicated in an independent cohort (OR = 0.97, P-value = 0.95). A POO effect in IBD was observed for IL12B (OR = 3.2, P-
value = 0.019) and PRDM1 (OR = 5.6, P-value = 0.04). In the Indian trios the IL10 locus showed a POO effect (OR = 0.2, P-
value = 0.03).

Conclusions: Little is known about the effect of genomic imprinting in complex diseases such as IBD. We present limited
evidence for POO effects for the tested IBD loci. POO effects explain part of the hidden heritability for complex genetic
diseases but need to be investigated further.
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Introduction

Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are the two
main forms of chronic relapsing inflammatory bowel diseases
(IBD). With a cumulative prevalence of up to 800 per 100,000 in
Europe and 570 in North America [1], it is considered one of the
most common immune-related diseases worldwide. Typically,
from their second or third decade on, patients suffer from a
chronic relapsing inflammation of the gut, which is often
accompanied by extra-intestinal manifestations and complications
that can be extremely debilitating and severe. Treatments are
costly and often insufficient and can be accompanied by severe

side-effects [2]. Hence, there is an urgent need for new therapeutic
targets and curative medication. The pathogenesis is largely
unknown and it is currently thought that an aberrant immune
response to commensal microflora in a genetically susceptible host
underlies the disease [3].

Prior to the introduction of genome-wide association studies
(GWAS), only three loci had been consistently associated with
either form of IBD. Over the past six years, multiple GWAS and
meta-analyses have yielded a lengthening list of variants associated
with CD (71 confirmed independent genetic risk loci) and UC (47
loci) [4,5]. Nevertheless, despite this encouraging progress, as
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much as 77% of the estimated heritability for CD and 72% for UC
is still considered to be unexplained [4,5]. Thus, one of the
challenges in the post-GWAS era is to identify potential sources of
this ‘hidden heritability’ [6], which may reside in associated
variants with lower odds ratios, gene-gene interactions, gene-
environment interactions, and/or structural variation.

In addition, parent-of-origin effects (POO) may comprise a
piece of the missing heritability puzzle in IBD, as suggested by
Akolkar et al. [7]. They show that offspring of mothers with CD
are at higher risk for CD than when fathers are affected. More
recently, Zelinkova et al. showed there was maternal imprinting
and female predominance in familial Crohn’s disease [8]. This
could be explained with at least two distinct types of POO
mechanisms (Fig. 1). If the paternal allele is inactivated by genomic
imprinting, then expression of the locus is determined only by the
maternal allele (Fig. 1a). If this effect is not taken into account,
there may be a significant loss in the statistical power of genetic
association studies [9,10]. Secondly, maternal effects such as diet
or genotype affect the environment for the developing fetus
(Fig. 1b). It is thought that maternal proteins or circulating RNA
passes the placental barrier and may cause changes in the
epigenome of fetal DNA, thereby influence its phenotype.

In this study, we tested for these two types of POO effects in
IBD by using a likelihood ratio test developed by Weinberg [11]. A
previous version of this method (parental asymmetry test) has
already successfully identified a POO effect in another complex
genetic disease, type 1 diabetes [12].

Materials and Methods

Ethical Considerations
This study was approved by the institutional review boards

(Institutional ethical committee, Dayanand Medical College and
Hospital, Ludhiana and Institutional ethical committee, University
of Delhi South Campus; Ethical Review Board of the Medical
Faculty of the Christian-Albrechts-University of Kiel; Institutional
review board, University Medical Centre Groningen, The
Netherlands) of each of the hospitals and written informed consent
was obtained from all subjects personally.

Subjects
All patients were diagnosed according to standard clinical

criteria by endoscopy, radiology and histopathology [13]. A total
of 249 classical offspring-parent trios (one affected offspring with
two unaffected parents) were included in our initial POO analysis.
Of these trios, 115 offspring had CD and 134 had UC. All 115 CD
trios were of western European descent from the Netherlands and
were collected at the IBD Center in the Department of
Gastroenterology and Hepatology, University Medical Center
Groningen (UMCG), the Netherlands. For UC there were 72 trios
of Dutch ancestry (collected at the UMCG) and 62 of Indian
ancestry (collected at Dayanand Medical College and Hospital,
Ludhiana, Punjab, India). Tables 1 and 2 show the clinical
characteristics of the studied cohorts. Genotype data of an
independent replication cohort, consisting of 598 CD parent-
offspring trios from Germany, were obtained for the NOD2
L1007fs variant from the Institute of Clinical Molecular Biology,
Christian-Albrechts-University of Kiel, Germany. These data were
available from a previous study, no phenotypic data is available
[14].

Genotyping and Quality Control
All Dutch and Indian subjects were genotyped using the

Illumina Immunochip (iCHIP) (Illumina Inc., San Diego, Cali-

fornia, United States of America), which is a custom-made
genotyping array that contains ,200,000 single nucleotide
polymorphisms (SNPs) focusing on immune-mediated diseases
[15,16]. Genotyping was performed according to the manufac-
turer’s protocol. Genotyping clusters of the SNPs included in the
current analysis were checked manually using GenomeStudio
software by Illumina Inc. [15,16]. Individuals with a call rate
,95% and/or discordant gender information, and SNPs with a
call rate ,98% were removed from further analysis. Identity-by-
descent analysis by Plink software was used to test for incorrect
family relations (Mendelian errors) in the trios, but no mismatches
were identified.

SNP Selection
For this study we used several strategies to select SNPs. First, to

gain power we pooled the Dutch UC and CD trios and tested for
POO effects in 28 established IBD loci that are both associated to
CD and UC [4]. To avoid losing significance due to multiple
testing correction we tested the 28 overlapping loci instead of all
99 associated risk loci. Variant rs736289 is not present on iCHIP
and no proxy (r2.0.5) could be found. Two variants (rs12261843,
rs181359) were also not captured by iCHIP, but we identified
perfect proxies using SNAP software: rs12261843 was represented
by rs12254167 (r2 = 1; D’ = 1) and rs181359 was represented by
rs2266961 (r2 = 1; D’ = 1) [17]. Second, we aimed to test for the
existence of POO effects in the UC risk SNPs established in
Indians [18]. In addition, we aimed to include SNPs from known
imprinted genes in our analysis. For this, a publicly available
database of known imprinted genes was compared with all 99
IBD-associated loci [19]. The associated locus was defined as the
region of r2.0.5 flanking the most significantly associated SNP,
then extended to the nearest recombination hot-spot, and from
there for an extra 100 kb. Comparison of IBD-associated genes
with the known imprinted genes resulted in the inclusion of one
extra gene, BTNL2; since this is a UC-specific locus it was only
analyzed in the Dutch and Indian UC cohorts. SNP rs9268853 is
the reported UC risk SNP in the Caucasians and was tested in the
Dutch trios, rs3763313 was tested for POO effect in the Indian
trios since this is the reported risk SNP in the Indian population.
Lastly, we included NOD2 since it is the most strongly associated
gene and is most replicated in association studies of CD in
populations of western European descent. Three common disease-
susceptibility variants (G809R, R702W, and L1007fs) were
therefore tested for POO effects in the Dutch CD trios, and
subsequently the L1007fs variant was tested in the German
replication cohort [20].

Statistical Analysis
A power analysis was performed with Quanto software [21] and

showed that in Dutch trios (n = 181) we had more than 80% power
to detect POO effects of OR $3 in variants with MAF $0.025. In
Indian trios (n = 62) we had 80% power to detect POO effects of
OR $3 in variants with MAF $0.075 (see Fig. S1). POO effects
were calculated by a log-likelihood ratio test, which is a statistical
test used to compare the fit of the null hypothesis (i.e. no evidence/
presence of POO in our case) and the alternative hypothesis. The
test is based on the likelihood ratio, which expresses how many
times more likely the data are under one model than the other and
can be used to decide whether to reject the null model in favor of
the alternative model. Weinberg et al. [11] have developed a log-
linear model when a case-parents triad is genotyped and jointly
classified according to the number of copies of a particular allele
carried by the mother, father, and child (denoted as ‘‘M,’’ ‘‘P,’’
and ‘‘C,’’ respectively), there are 15 possible outcomes (i.e. mating
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types). The family-specific outcomes (i.e., the cell into which a
particular triad is classified) are independent, provided that each
family contributes only one case. The counts based on classifica-
tion of the triads studied can therefore be thought of as distributed
according to a 15-cell multinomial. The method is based on

consideration of mating types in which the mother and father
carry unequally many copies of the variant allele, with further
stratification on the number of inherited copies of the allele, C.
This second level of conditioning (on C) effectively removes any
effects related jointly to the inherited number of copies and the

Figure 1. Distinct types of parent-of-origin mechanisms tested in this study. Fig. 1a. Genomic imprinting: Genomic imprinting is
characterized by consequent silencing of one allele, depending on the parental origin. In the example shown above a normal situation is displayed on
the left and the genomic imprinting is shown on the right; red is the risk allele and bleu is the wild type allele. The maternal genotype is
heterozygous, the father’s genotype is homozygous wild-type. Offspring in the left scenario have a normal phenotype since the paternal wild-type
allele is expressed in the heterozygous offspring and the mutated allele of the mother is thus rescued by the paternal allele. On the right genomic
imprinting is shown, reflecting the a-term in the method used to test for parent of origin effects. In this example there is a significant genomic
imprinting effect and the OR .1 so the paternal allele is silenced (see materials and methods section statistical analysis). We assume an additive or
recessive model of inheritance. Two possible outcomes are listed, if the offspring inherits the risk allele from the mother and the wild-type allele from
the father is subjected to genomic imprinting, then only the risk allele is expressed, thus the offspring is affected by the mutated allele from the
mother. Fig. 1b. Maternal effects: Maternal effects are effects of the maternal genotype on the fetal phenotype, irrespective of the fetal genotype,
these effects are reflected by the b- and c-terms in the likelihood ratio test that was used to test for parent of origin effects in our study. In the
example given above, the b- and c-terms are significant with an OR .1, meaning that the risk of disease is higher if the mother carries two or one risk
allele respectively. A recessive or co-dominant model is assumed, and higher expression of the mutant allele leads to disease. If the genotype of the
offspring is red, then maternal effects cause increased disease risk and if it is green than the normal population risk applies. If the mother is
homozygous wild-type, no maternal effects occur. If she is homozygous mutant or heterozygous for the risk allele, the offspring is subjected to
maternal effects and thus has an increased disease risk. Note that the wild-type homozygous offspring has a higher disease risk if both parents are
heterozygous.
doi:10.1371/journal.pone.0045287.g001
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parental-allele counts M, P. In short, the method is valid if
inheritance of allele is Mendelian, if there is parental symmetry
within mating types in the population studied, and if the gene
under study is not in linkage disequilibrium with another disease-
susceptibility gene. First, the relative penetration of the risk allele
of the child is established by determining the parental origin of the
risk allele. In the latter, the difference in disease risk is compared
for the varying amounts of risk alleles carried by the mothers; the
genotype of the child is not relevant. The likelihood ratio test
calculates a-, ß-, and c-terms. The a-term indicates the
significance level for genomic imprinting effects: if OR .1, the
risk allele is transmitted more often from the mother to the patient
and if OR ,1 then it is transmitted more often from the father.
The - and c-terms indicate the prenatal effect of the maternal
genotype when the mother carries two risk alleles or one risk allele,
respectively. When the ß- or c-term is significant and OR .1 then
the child has more chance of getting the disease due to maternal
effects. If OR ,1 then the child has less chance of developing the
disease as a consequence of this prenatal effect. Bonferroni
multiple testing corrections were applied to the four different
analyses.

Results

DNA of 249 complete IBD trios was available for our study, of
which four CD (4/115) and two Dutch UC trios (2/72) did not
pass the quality control. Therefore 243 IBD trios (111 CD, 70
Dutch UC & 62 Indian UC) were available for the discovery phase
of the study. Our findings were then replicated in an independent
replication cohort consisting of 598 German CD trios.

Parent-of-origin Analysis in Dutch IBD Trios
A nominally significant genomic imprinting effect was found in

the IL12B gene (a term: P = 0.019; OR = 3.2), with OR .1
indicating that the risk allele is more often transmitted from the
mother to the child. In addition, the b term was nominally
significant (p-value = 0.003; OR = 0.2) with OR ,1, indicating
that offspring have less chance of getting the disease if their
mothers carry two risk alleles. The PRDM1 gene showed a
nominally significant maternal effect if the mother carried two risk
alleles (b term: p-value = 0.04; OR = 5.6), with OR .1 indicating
that the offspring have more chance of getting the disease. The
other tests did not result in significant POO effects. However, none

of these associations were significant after the Bonferroni
correction (table 3).

NOD2 in Dutch and German CD Trios
Three established CD variants in NOD2 (G809R, R702W,

L1007fs) were tested for POO effect in the 111 CD trios [20].
After correcting for multiple testing, a significant genomic
imprinting effect was detected for the L1007fs variant (a term:
p-value = 0.013; OR = 21.0). The risk allele was transmitted more
often from the mother than the father. Given the high OR we
aimed to replicate this finding in an independent German cohort
for which NOD2 genotyping data was available. Unfortunately,
our results could not be replicated in this cohort (a term: p-
value = 0.95; OR = 0.97) (table 4).

Known Imprinted Gene BTNL2 in Dutch UC Trios
No significant POO effects were detected the established UC

SNP in the BTNL2 locus (rs9268853) in 72 Dutch UC trios
(table 5).

Indian UC Analysis
The established Indian UC SNPs were tested for POO effects in

62 Indian trios [18]. We found a nominally significant genomic
imprinting effect in the IL10 locus (p-value = 0.03; OR = 0.16)
where the OR ,1 indicates that the risk allele is more often
transmitted from the father. This association does not, however,
pass the multiple testing correction. This SNP was also tested in
the population of western European descent and we could not
detect any significant imprinting effect. The NOD2 variant that
showed association in the Indian population could not be tested for
POO effects since only homozygous wild-type fathers were
available, hence all the trios were uninformative (table 6).

Discussion

For the first time parent-of-origin effects have been tested in
IBD on a genetic level for the overlapping IBD-associated loci. We
found limited evidence that POO effects exist in IBD in the Dutch
population for IL12B, PRDM1 and NOD2 in our discovery cohort,
but the large POO effect for NOD2 could not be replicated in an
independent German replication cohort. Moreover, we found a
nominally significant POO effect in IL10 in our Indian population.
Although the results from the Dutch trios might be false-positive,

Table 1. Phenotypic characterization of subjects with Crohn’s disease.

Cohort Number of trios No. of males (%) AOO Ileal Colonic Ileocolon Upper GI

Dutch CD 115 39 (34%) 24 23 28 64 11

German CD 598 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

doi:10.1371/journal.pone.0045287.t001

Table 2. Phenotypic characterization of subjects with ulcerative colitis.

Cohort Number of trios No. of males (%) AOO Proctitis Left-sided Extended Unknown

Dutch UC 72 30 (42%) 25 8 19 38 5

Indian UC 62 45 (73%) 28 22 15 20 5

N/A not available, AOO average age of onset. Cases and disease location are given according to the Montreal classification. for CD L1, L2, L3 and L4; for UC E1, E2, E3. No
phenotypic information was available for the German cohort.
doi:10.1371/journal.pone.0045287.t002
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they imply that the paternal allele has been silenced and thus does
not increase the disease risk in all genes for which we found a
POO effect. This is consistent with results from epidemiological

studies that show that IBD is transmitted to offspring more often
from the mother than the father.

NOD2 is the most strongly associated and most consistently
replicated CD gene. Here we observed a genomic imprinting

Table 3. Results of the parent-of-origin (POO) analysis of Dutch IBD Trios (n = 181) for the 28 known SNPs shared between
ulcerative colitis and Crohn’s disease.

SNP Gene RA p-a OR-a p-ß OR-ß p-c OR-c

rs11209026 IL23R G 0.6 0.6 1.0 1.6 1.0 1.0

rs7554511 KIF21B C 0.2 1.7 0.5 0.7 0.6 0.8

rs3024505 IL10 A 0.4 1.5 0.4 0.5 0.3 1.5

rs7608910 REL G 0.4 0.7 0.7 0.8 0.8 0.9

rs2310173 IL1R2 T 0.5 1.4 0.3 0.5 0.7 0.9

rs3197999 MST1 A 0.5 0.8 0.6 1.4 0.3 1.4

rs6451493 PTGER4 T 0.1 2 0.5 1.6 0.4 1.6

rs6871626 IL12B1 A 0.019 3.2 0.003 0.2 0.2 0.6

rs6556412 IL12B1 A 1.0 1.0 0.9 1.0 0.9 0.9

rs6908425 CDKAL1 C 0.5 0.7 0.8 0.8 0.6 0.7

rs6911490 PRDM1 T 0.2 0.5 0.04 5.6 0.6 1.2

rs10758669 JAK2 C 1.0 1.0 0.2 0.5 0.8 0.8

rs4246905 TNFSF15 C 0.8 0.9 0.8 0.8 0.8 0.9

rs10781499 CARD9 A 0.8 1.0 0.5 0.7 0.4 0.8

rs12254167 CREM CCNY* N/A 0.1 0.5 0.6 1.4 0.3 1.4

rs10761659 ZNF365 G 0.4 1.4 0.8 0.9 0.9 0.9

rs6584283 NKX2-3 T 0.3 0.6 0.4 1.6 0.1 1.9

rs2155219 C11orf30 T 0.1 0.5 0.3 1.8 0.6 1.2

rs17293632 SMAD3 T 0.2 1.8 0.1 0.4 0.3 0.7

rs2872507 ORMDL3 A 0.8 0.9 0.3 1.7 0.6 1.2

rs1893217 PTPN2 G 0.1 2.1 0.7 1.2 0.3 0.7

rs12720356 TYK2 C 0.6 1.4 0.5 0.5 0.9 0.9

rs2297441 RTEL1-SLC2A4RG A 0.7 0.8 0.9 1.1 0.9 0.9

rs1297265 intergenic A 0.9 1.1 0.3 1.7 0.3 1.5

rs2836878 intergenic G 0.6 1.3 0.9 0.9 0.6 1.3

rs2838519 ICOSLG G 0.7 0.8 0.3 1.7 0.8 0.9

rs2266961 YDJC* N/A 0.9 1.0 0.8 0.8 0.5 0.8

P-value (p-a; ß; c) and odds ratio (OR-a; ß; c) of the alpha-, beta-, and gamma-terms. Alpha-term indicates the genomic imprinting effect; Beta-term and gamma-term
indicate the maternal effect in case the mother carries respectively two and one risk alleles. N/A not available. Significant associations are shown in bold. P-values
displayed in the table are not corrected for multiple testing. *reported SNP not present/captured by the Immunochip, a proxy was used, therefore no risk allele could be
reported. r2 = 1; 1r2 = 0.03; two independent hits in one gene.
doi:10.1371/journal.pone.0045287.t003

Table 4. Results of the parent-of-origin (POO) analysis for the NOD2 variants in Dutch Crohn’s disease trios (n = 111) and
replication in German Crohn’s disease trios (n = 598).

SNP Gene p-a p-a replication OR-a p-ß p-ß replication OR-ß p-c p-c replication OR-c

G908R NOD2 0.1 9.0 N/A* N/A* 0.2 0.3

R702W NOD2 0.4 2.3 1.0 0 0.2 0.4

L1007fs NOD2 0.01e 0.9 21.0 1.0 1.0 7.7 0.1 0.8 0.2

P-value (p-a; ß; c) and odds ratio (OR-a; ß; c) of the alpha-, beta-, and gamma-terms. P-value of the replication study (p- a; -ß; - c replication ) of the alpha-, beta-, and
gamma-terms. Alpha-term indicates the genomic imprinting effect; Beta-term and gamma-term indicate the maternal effect in case the mother carries respectively two
and one risk alleles. Significant associations are in bold.
eSignificant after Bonferroni multiple testing correction. P-values displayed in the table are not corrected for multiple testing.
*No homozygous mothers are available for beta-term analysis.
doi:10.1371/journal.pone.0045287.t004
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effect for the L1007fs mutation in Dutch CD trios, yet we failed to
replicate this in an independent German cohort. The results in our
initial analysis might be a false-positive finding, although we had
sufficient power to detect effects in the Dutch trios. Although both
cohorts were of western European descent, we question whether
population specific and environmental factors might play a major
role in POO effects and explain part of the lack of replication. We
will further elaborate on this later in the discussion. TheL1007fs
mutation seems to have a predominant role in CD families since
recently it has been shown in a case report that all family members
were carrying the mutation and had CD [22]. Moreover in cases
of homozygosity this variant will lead to ileal stenosis [23,24],
implying a strong effect of the L1007fs mutation on the disease
phenotype.

Our results suggest a possible contradictory effect of the two
types of POO effects we studied for the IL12B gene both with a
nominal significance. The genomic imprinting analysis (a-term)
showed inheritance of the disease risk from the mother, while the
analysis of independent maternal effect showed protection for
disease if the mother carries two risk alleles (b-term). This suggests
that the maternal risk allele is expressed and causes a higher
disease risk, but simultaneously and independently, if the mother
carries two risk alleles the child has a lower risk for IBD due to in
utero effects on the fetus. IL12B resides on the established and
consistently replicated IBD locus on chromosome 5q33 and it
encodes a sub-unit of IL23, which is involved in Th17/IL23R
signaling. This pathway has been implicated in several chronic,
immune-related diseases such as psoriasis, rheumatoid arthritis,
and ankylosing spondylitis [25,26,27].

The PRDM1 gene showed a nominally significant maternal
effect in the POO analysis in the population of western European
descent when mothers carried two risk alleles; the OR of 5.6
supports results from others that IBD is more often transmitted
from the mother than the father. The environment in which the
fetus develops causes changes that increase the risk for CD.
PRDM1 has been associated to several immune-related diseases,
but also to various types of lymphomas [28,29,30,31]. It encodes a
protein that represses the expression of the b-interferon gene.

Hypothetically, if the maternal effect causes altered expression of
PRDM1, an aberrant immune response could increase CD risk.

In the Indian trio study we found a nominally significant
genomic imprinting effect for the IL10 locus. In contrast to the
findings in the population of western European descent, the risk
allele was more often transmitted from the father to the child. No
epidemiological studies of the Indian population are available to
validate the paternal transmission. We could not replicate the
POO effects from the Dutch population in the Indian trios nor vice
versa. This might indicate that POO effects are population specific.
Later in the discussion we will discuss this in further detail.

Weinberg’s method to detect POO effect is a robust one.
Moreover it takes genomic imprinting and maternal effects into
consideration simultaneously. It therefore has less power than the
standard parental asymmetry test (PAT) that only tests for genomic
imprinting, but PAT is invalid if maternal effects are present [11].
The importance of these maternal effects has been shown in mice,
with a knockout of the serotonin 1A receptor gene leading to an
anxiety-like phenotype. Implantation of wild-type embryos into
knockout mothers and cross-fostering of the pups with wild-type
mothers showed the full anxiety-phenotype, indicating that the
maternal genotype influences the phenotype and that this effect
persists after birth [32]. This is supported by our evidence for
maternal effects in the PRDM1 and IL12B loci.

We do not know why POO effects occur. Humans are diploid
organisms and as such, can survive the, on average, 500 recessive
mutations that are present in every human being, since most
deleterious effects are rescued by the other allele [33]. Genomic
imprinting significantly deduces diploidy by consequently inacti-
vating one haplotype depending on its parental origin and thus
impairing the rescue mechanism. The most cited and best
supported hypothesis for the existence of this counter-intuitive
phenomenon is the parental conflict hypothesis, in which both
sexes have a need to pass on their genetic information to the next
generation. Yet this does not explain the existence of genomic
imprinting in immune-related genes, for example [34]. Hypothet-
ically, to prevent adverse reactions passing from mother to fetus, it

Table 5. Results of the parent-of-origin (POO) analysis in the BTNL2 locus in Dutch UC ulcerative colitis trios (n = 72).

SNP Gene RA p-a OR-a p-ß OR-ß p-c OR-c

rs9268853 BTNL2 T 1.0 1.0 0.7 0.7 0.6 0.6

P-value (p-a; ß; c) and odds ratio (OR-a; ß; c) of the alpha-, beta-, and gamma-term. Alpha-term indicates the genomic imprinting effect; Beta-term and gamma-term
indicate the maternal effect in case the mother carries respectively two and one risk alleles. Significant associations are in bold. P-values displayed in the table are not
corrected for multiple testing.
doi:10.1371/journal.pone.0045287.t005

Table 6. Results of the parent-of-origin (POO) analysis in Indian UC trios (n = 62).

SNP Gene RA p-a OR-a p-ß OR-ß p-c OR-c

rs6426833 RNF186 A 0.2 0.3 0.2 4.3 0.1 4.8

rs3024505 IL10 A 0.03 0.16 0.8 1.3 0.5 1.5

rs3763313 BTNL2 T 0.8 0.8 1.0 2.0 1.0 4.0

rs2395185 HLA-DRA A 0.3 2.3 0.8 1.3 0.4 3.0

P-value (p-a; ß; c) and odds ratio (OR-a; ß; c) of the alpha-, beta-, and gamma-term. Alpha-term indicates the genomic imprinting effect; Beta-term and gamma-term
indicate the maternal effect in case the mother carries respectively two and one risk alleles. Significant associations are in bold. P-values displayed in the table are not
corrected for multiple testing.
doi:10.1371/journal.pone.0045287.t006
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is important that the immune responses are alike and thus
preferably maternal immune genes are expressed.

In our study we had sufficient power (.80%) to detect POO
effects with an OR of three or higher for each SNP in our study.
By adding more tests the significance level must be adjusted
accordingly and the power to detect differences is lower. Therefore
we chose to only test the 28 overlapping IBD risk loci in a pooled
cohort of Dutch CD and UC trios instead of all 99 risk loci.
Consequently, bigger cohorts are needed to test the remaining
IBD loci for POO effects.

None of our findings in one population could be replicated in
another population. At least three reasons could explain this fact.
First, it might be that the initial findings are false positive findings:
the cohorts have a limited size and thus more variation around the
mean, resulting in a higher chance of false positive findings.
Second, it is unknown for how long genomic imprinting effects are
stable in humans. It has been shown from mouse studies that
genomic imprinting is stable for at least 3 generations [35]. No
data is available in human studies. Moreover, genomic imprinting
was shown to be influenced by environmental factors [36,37],
which could mean that although the imprinting mechanism is
global, distinct genes may be imprinted in different populations
because they were exposed to distinct environmental effects. The
latter two could indicate that even within populations different
imprinting effects occur.

In conclusion, we aimed to identify genomic imprinting effects
and maternal effects acting on the risk alleles of IBD and we
showed, for the first time, that IL12B, NOD2 and PRDM1 might be
involved in these phenomena in Dutch IBD trios. It has already
been shown that POO effects exist in type 1- and type 2 diabetes,
which like IBD are complex genetic disorders and show a
substantial overlap of disease susceptibility loci with IBD [10,12].
Given the high OR in NOD2 we sought to replicate our findings,
but could not confirm the POO effect for NOD2 in an independent
German replication cohort. In the Indian population we did
identify POO effects in the IL10 gene. We could neither replicate
our findings from the Dutch trios in the Indian or in the German
population nor our findings from the Indian population in the
Dutch cohort. This suggests that POO effects are either false-
positive findings or prone to be population specific. We anticipate
that future investigations, using larger, multi-ethnical cohorts will
help to shed light on these complex and currently little known
relationships. Parent-of-origin effects can take various forms and
are not restricted to imprinting, but may involve a variety of
mechanisms including gender effects, epistasis, epigenetic effects,
and environmental influences during pre- or postnatal develop-
ment. Better understanding of such effects will probably require

detailed studies of model organisms in which breeding and
environment can be carefully controlled. Given that alleles
identified through GWAS account for a relatively small fraction
of heritability, parent of origin effects may underlie some of the
missing heritability problem. With appropriate family-based study
designs data analysis methods and international collaborative
efforts it will be possible to screen for parent of origin effects across
the entire genome. In addition, epigenetic profiling on a genome
scale will likely lead to the identification of novel epigenetic marks
in a variety of disorders that may provide a bridge among the
parental genome, parental environment, and offspring phenotype.
We anticipate that the investigations of alternative models of
inheritance, appropriate study design and application of novel
technologies will enable a more complete picture of heritability in
human traits, leading to new insights in the field of genetics of
complex diseases.

Supporting Information

Figure S1 Power analysis of a. the Dutch trio analysis
(181 trios) and b. the Indian trios (62 trios). S1a. Power
calculation of the Dutch trio analysis: The power is shown on the
x-axis, the different odds ratios (OR) are shown on the y-axis. The
different lines represent SNPs with different minor allele
frequencies. In red, the regular 80% power cut-off is shown. With
an OR of 3, we have sufficient power to detect parent-of-origin
effects in SNPs with a MAF of 2.5%. S1b. Power calculation of the
Indian trio analysis: The power is shown on the x-axis, the
different odds ratios (OR) are shown on the y-axis. The different
lines represent SNPs with different minor allele frequencies. In
red, the 80% power cut-off is shown. With an OR of 4, we have
sufficient power to detect parent-of-origin effects in SNPs with a
MAF of 4.0%.
(TIF)
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Host–microbe interactions have shaped the genetic
architecture of inflammatory bowel disease
A list of authors and their affiliations appears at the end of the paper.

Crohn’s disease and ulcerative colitis, the two common forms of
inflammatory bowel disease (IBD), affect over 2.5 million people of
European ancestry, with rising prevalence in other populations1.
Genome-wide association studies and subsequent meta-analyses of
these two diseases2,3 as separate phenotypes have implicated prev-
iously unsuspected mechanisms, such as autophagy4, in their
pathogenesis and showed that some IBD loci are shared with other
inflammatory diseases5. Here we expand on the knowledge of
relevant pathways by undertaking a meta-analysis of Crohn’s dis-
ease and ulcerative colitis genome-wide association scans, followed
by extensive validation of significant findings, with a combined
total of more than 75,000 cases and controls. We identify 71 new
associations, for a total of 163 IBD loci, that meet genome-wide
significance thresholds. Most loci contribute to both phenotypes,
and both directional (consistently favouring one allele over the
course of human history) and balancing (favouring the retention
of both alleles within populations) selection effects are evident.
Many IBD loci are also implicated in other immune-mediated dis-
orders, most notably with ankylosing spondylitis and psoriasis. We
also observe considerable overlap between susceptibility loci for
IBD and mycobacterial infection. Gene co-expression network ana-
lysis emphasizes this relationship, with pathways shared between
host responses to mycobacteria and those predisposing to IBD.

We conducted an imputation-based association analysis using auto-
somal genotype-level data from 15 genome-wide association studies
(GWAS) of Crohn’s disease and/or ulcerative colitis (Supplementary
Fig. 1 and Supplementary Table 1). We imputed 1.23 million single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) from the HapMap3 reference set
(Supplementary Methods 1a), resulting in a high-quality data set with
reduced genome-wide inflation (Supplementary Figs 2 and 3) com-
pared with previous meta-analyses of subsets of these data2,3. The
imputed GWAS data identified 25,075 SNPs that were associated
(P , 0.01) with at least one of the Crohn’s disease, ulcerative colitis,
or combined IBD analyses. A meta-analysis of GWAS data with
Immunochip6 validation genotypes from an independent, newly gen-
otyped set of 14,763 Crohn’s disease cases, 10,920 ulcerative colitis
cases and 15,977 controls was performed (Supplementary Fig. 1 and
Supplementary Table 1). Principal-components analysis resolved
geographic stratification, as well as Jewish and non-Jewish ancestry
(Supplementary Fig. 4), and reduced inflation to a level consistent with
residual polygenic risk, rather than other confounding effects (from a
median test statistic inflation (lGC) 5 2.00 to lGC 5 1.23 when ana-
lysing all IBD samples; Supplementary Fig. 5 and Supplementary
Methods 1b).

Our meta-analysis of the GWAS and Immunochip data identified
193 statistically independent signals of association at genome-
wide significance (P , 5 3 1028) in at least one of the three analyses
(Crohn’s disease, ulcerative colitis, IBD). Because some of these signals
(Supplementary Fig. 6) probably represent associations to the same
underlying functional unit, we merged these signals (Supplementary
Methods 1b) into 163 regions, 71 of which are reported here for the
first time (Table 1 and Supplementary Table 2). Fig. 1a shows the
relative contributions of each locus to the total variance explained in

ulcerative colitis and Crohn’s disease. We have increased the total
disease variance explained (variance being subject to fewer assump-
tions than heritability7) from 8.2% to 13.6% in Crohn’s disease and
from 4.1% to 7.5% in ulcerative colitis (Supplementary Methods 1c).
Consistent with previous studies, our IBD risk loci seem to act inde-
pendently, with no significant evidence of deviation from an additive
combination of log odds ratios.

Our combined genome-wide analysis of Crohn’s disease and ulcera-
tive colitis enables a more comprehensive analysis of disease specificity
than was previously possible. A model-selection analysis (Supplemen-
tary Methods 1c) showed that 110 out of 163 loci are associated with
both disease phenotypes; 50 of these have an indistinguishable effect
size in ulcerative colitis and Crohn’s disease, whereas 60 show evidence
of heterogeneous effects (Table 1). Of the remaining loci, 30 are classified
as Crohn’s-disease-specific and 23 as ulcerative-colitis-specific. However,
43 of these 53 loci show the same direction of effect in the non-associated
disease (Fig. 1b; overall P 5 2.8 3 1026). Risk alleles at two Crohn’s
disease loci, PTPN22 and NOD2, show significant (P , 0.005) pro-
tective effects in ulcerative colitis, exceptions that may reflect biological
differences between the two diseases. This degree of sharing of genetic
risk suggests that nearly all of the biological mechanisms involved in
one disease have some role in the other.

The large number of IBD associations, far more than reported for
any other complex disease, increases the power of network-based ana-
lyses to prioritize genes within loci. We investigated the IBD loci using
functional annotation and empirical gene network tools (Supplemen-
tary Table 2). Compared with previous analyses that identified can-
didate genes in 35% of loci2,3 our updated GRAIL8 -connectivity
network identifies candidates in 53% of loci, including increased statis-
tical significance for 58 of the 73 candidates from previous analyses.
The new candidates come not only from genes within newly identified
loci, but also integrate additional genes from previously established
loci (Fig. 1c). Only 29 IBD-associated SNPs are in strong link-
age disequilibrium (r2 . 0.8) with a missense variant in the 1000
Genomes Project data, which reinforces previous evidence that a large
fraction of risk for complex disease is driven by non-coding variation.
By contrast, 64 IBD-associated SNPs are in linkage disequilibrium with
variants known to regulate gene expression (Supplementary Table 2).
Overall, we highlighted a total of 300 candidate genes in 125 loci, of
which 39 contained a single gene supported by two or more methods.

Seventy per cent (113 out of 163) of the IBD loci are shared with
other complex diseases or traits, including 66 among the 154 loci
previously associated with other immune-mediated diseases9, which
is 8.6-times the number that would be expected by chance (P , 10216;
Fig. 2a and Supplementary Fig. 7). Such enrichment cannot be attri-
buted to the immune-mediated focus of the Immunochip (Sup-
plementary Methods 4 and Supplementary Fig. 8), as the analysis is
based on our combined GWAS–Immunochip data. Comparing over-
laps with specific diseases is confounded by the variable power in
studies of different diseases. For instance, although type 1 diabetes
shares the largest number of loci (20 out of 39; tenfold enrichment)
with IBD, this is partially driven by the large number of known type 1
diabetes associations. Indeed, seven other immune-mediated diseases

1 N O V E M B E R 2 0 1 2 | V O L 4 9 1 | N A T U R E | 1 1 9

Macmillan Publishers Limited. All rights reserved©2012



PRILOGE  126 
 

 
Mitrovič, M. Asociacijska analiza na celotnem genomu pri slovenskih bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo 

Doktorska disertacija, Medicinska fakulteta Univerze v Mariboru, 2013 

 
 

 

 

Table 1 | Crohn’s disease-specific, ulcerative colitis-specific and IBD general loci
Crohn’s disease Ulcerative colitis

Chr. Position (Mb) SNP Key genes (1 no. of additional
genes in locus)

Chr. Position (Mb) SNP Key genes (1 no. of additional
genes in locus)

1 78.62 rs17391694 (5) 1 2.5 rs10797432 TNFRSF14 (10)
1 114.3 rs6679677 | | PTPN22 " (8) 1 20.15{ rs6426833 (9)
1 120.45 rs3897478 ADAM30 (5) 1 200.09 rs2816958 (3)
1 172.85 rs9286879 FASLG,TNFSF18 (0) 2 198.65 rs1016883 RFTN2, PLCL1 (7)
2 27.63 rs1728918 UCN (23) 2 199.70* rs17229285 0
2 62.55 rs10865331 (3) 3 53.05 rs9847710 PRKCD, ITIH4 (8)
2 231.09 rs6716753 SP140 (5) 4 103.51 rs3774959 NFKB1, MANBA (2)
2 234.15 rs12994997 ATG16L1 " (8) 5 0.59 rs11739663 SLC9A3 (8)
4 48.36 rs6837335 (6) 5 134.44 rs254560 (6)
4 102.86 rs13126505 (1) 6 32.595 rs6927022 (15)
5 55.43 rs10065637 IL6ST, IL31RA (1) 7 2.78 rs798502 CARD11, GNA12 (5)
5 72.54 rs7702331 (4) 7 27.22{ rs4722672 (14)
5 173.34 rs17695092 CPEB4 (2) 7 107.45* rs4380874 DLD (9)
6 21.42 rs12663356 (3) 7 128.57 rs4728142 IRF5 " (13)
6 31.27 rs9264942 (22) 11 96.02 rs483905 JRKL, MAML2 (2)
6 127.45 rs9491697 (3) 11 114.38 rs561722 NXPE1, NXPE4 (5)
6 128.24 rs13204742 (2) 15 41.55 rs28374715 (11)
6 159.49 rs212388 TAGAP (5) 16 30.47 rs11150589 ITGAL (20)
7 26.88{ rs10486483 (2) 16 68.58 rs1728785 ZFP90 (6)
7 28.17 rs864745 CREB5, JAZF1 (1) 17 70.64 rs7210086 (3)
8 90.87 rs7015630 RIPK2 (4) 19 47.12{ rs1126510 CALM3 (14)
8 129.56 rs6651252 0 20 33.8 rs6088765 (11)
13 44.45 rs3764147 LACC1 (3) 20 43.06 rs6017342 ADA, HNF4A (9)
15 38.89 rs16967103 RASGRP1, SPRED1 (2)
16 50.66{ rs2066847 | | NOD2 " (6)
17 25.84 rs2945412 LGALS9, NOS2 (3)
19 1.12 rs2024092 GPX4, HMHA1 (20)
19 46.85{ rs4802307 (9)
19 49.2 rs516246 FUT2, (25)
21 34.77 rs2284553 IFNGR2, IFNAR1 (10)

IBD IBD

Chr. Position (Mb) SNP Key genes (1 no. of additional
genes in locus)

Chr. Position (Mb) SNP Key genes (1 no. of additional
genes in locus)

1 1.24 rs12103 TNFRSF18, TNFRSF4 (30) 10 35.3 rs110100671 CREM (3)
1 8.02 rs35675666 TNFRSF9 (6) 10 59.99 rs2790216 CISD1, IPMK (2)
1 22.7 rs125689301 (3) 10 64.51{ rs107616591 (3)
1 67.68{ rs112090261 IL23R " (5) 10 75.67 rs22275641 (13)
1 70.99 rs26512441 (3) 10 81.03 rs12505461 (5)
1 151.79 rs48456041 RORC (14) 10 82.25 rs65860301 TSPAN14, C10orf58 (4)
1 155.67 rs6705231 (31) 10 94.43 rs7911264 (4)
1 160.85 rs46569581 CD48 (15) 10 101.28 rs4409764 NKX2-3 (6)
1 161.47 rs18012741 FCGR2A, FCGR2B & FCGR3A (13) 11 1.87 rs907611 TNNI2, LSP1 (17)
1 197.6 rs2488389 C1orf53 (2) 11 58.33 rs10896794 CNTF, LPXN (8)
1 200.87 rs7554511 KIF21B (6) 11 60.77 rs11230563 CD6 (14)
1 206.93 rs30245051 IL10 (10) 11 61.56 rs42462151 (15)
2 25.12 rs65458001 ADCY3 (6) 11 64.12 rs559928 CCDC88B (23)
2 28.61 rs9252551 FOSL2, BRE (1) 11 65.65 rs22318841 RELA (25)
2 43.81 rs104959031 (5) 11 76.29 rs21552191 (5)
2 61.2 rs7608910 REL (9) 11 87.12 rs6592362 (1)
2 65.67 rs6740462 SPRED2 (1) 11 118.74 rs6309231 CXCR5 (17)
2 102.86* rs9179971 IL18RAP, IL1R1 (7) 12 12.65 rs116125081 LOH12CR1 (8)
2 163.1 rs2111485 IFIH1 (5) 12 40.77* rs115642581 MUC19 (1)
2 191.92 rs1517352 STAT1, STAT4 (2) 12 48.2 rs111682491 VDR (8)
2 219.14 rs2382817 (15) 12 68.49 rs71345991 IFNG (3)
2 241.57* rs37491711 GPR35 (12) 13 27.52 rs170850071 (2)
3 18.76 rs42561591 0 13 40.86{ rs9418231 (3)
3 48.96{ rs3197999 MST1, PFKB4 (63) 13 99.95 rs9557195 GPR183, GPR18 (6)
4 74.85 rs24726491 (11) 14 69.27 rs1947491 ZFP36L1 (4)
4 123.22 rs7657746 IL2, IL21 (2) 14 75.7 rs48995541 FOS, MLH3 (6)
5 10.69 rs2930047 DAP (2) 14 88.47 rs8005161 GPR65, GALC (1)
5 40.38{ rs117425701 PTGER4 (1) 15 67.43 rs172936321 SMAD3 (2)
5 96.24 rs1363907 ERAP2, ERAP1 (3) 15 91.17 rs7495132 CRTC3 (3)
5 130.01 rs48365191 (1) 16 11.54* rs5298661 SOCS1, LITAF (11)
5 131.19* rs21889621 IBD5 locus (18) 16 23.86 rs7404095 PRKCB (5)
5 141.51 rs68634111 SPRY4, NDFIP1 (5) 16 28.6 rs265281 IL27 (14)
5 150.27 rs117418611 IRGM " (10) 16 86 rs105213181 IRF8 (4)
5 158.8{ rs68716261 IL12B (3) 17 32.59 rs30913161 CCL13, CCL2 (5)
5 176.79 rs12654812 DOK3 (17) 17 37.91 rs12946510 ORMDL3 (16)
6 14.71 rs17119 0 17 40.53 rs129425471 STAT3 (15)
6 20.77* rs93583721 (2) 17 57.96 rs12920531 TUBD1, RPS6KB1 (9)
6 90.96 rs1847472 (1) 18 12.8 rs18932171 (6)
6 106.43 rs65684211 (2) 18 46.39 rs72400041 SMAD7 (2)
6 111.82 rs3851228 TRAF3IP2 (4) 18 67.53 rs727088 CD226 (2)
6 138 rs69202201 TNFAIP3 (1) 19 10.49* rs11879191 TYK2 (27)
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show stronger enrichment of overlap, with the largest being ankylosing
spondylitis (8 out of 11; 13-fold) and psoriasis (14 out of 17; 14-fold).

IBD loci are also markedly enriched (4.9-fold; P , 1024) in genes
involved in primary immunodeficiencies (PIDs; Fig. 2a), which are
characterized by a dysfunctional immune system resulting in severe
infections10. Genes implicated in this overlap correlate with reduced
levels of circulating T cells (ADA, CD40, TAP1, TAP2, NBN, BLM,
DNMT3B) or of specific subsets, such as T-helper cells producing
IL-17 (TH17 cells) (STAT3), memory (SP110) or regulatory T cells
(STAT5B). The subset of PID genes leading to Mendelian susceptibility
to mycobacterial disease (MSMD)10–12 is enriched still further; six of
the eight known autosomal genes linked to MSMD are located within
IBD loci (IL12B, IFNGR2, STAT1, IRF8, TYK2, STAT3; 46-fold enrich-
ment; P 5 1.3 3 1026), and a seventh, IFNGR1, narrowly missed
genome-wide significance (P 5 6 3 1028). Overlap with IBD is also
seen in complex mycobacterial disease; we find IBD associations in
seven out of eight loci identified by leprosy GWAS13, including six
cases in which the same SNP is implicated. Furthermore, genetic
defects in STAT3 (refs 14, 15) and CARD9 (ref. 16), also within IBD

loci, lead to PIDs involving skin infections with Staphylococcus and
candidiasis, respectively. The comparative effects of IBD and infectious-
disease-susceptibility-risk alleles on gene function and expression are
summarized in Supplementary Table 3, and include both opposite (for
example, NOD2 and STAT3; Supplementary Fig. 9) and similar (for
example, IFNGR2) directional effects.

To extend our understanding of the fundamental biology of IBD
pathogenesis we conducted searches across the IBD locus list: (1) for
enrichment of specific Gene Ontology terms and canonical pathways;
(2) for evidence of selective pressure acting on specific variants and
pathways; and (3) for enrichment of differentially expressed genes
across immune-cell types. We tested the 300 prioritized genes (see
above) for enrichment in Gene Ontology terms (Supplementary
Methods 4a) and identified 286 Gene Ontology terms and 56 pathways
demonstrating significant enrichment in genes contained within IBD
loci (Supplementary Figs 10 and 11 and Supplementary Table 4).
Excluding high-level Gene Ontology categories such as ‘immune sys-
tem processes’ (P 5 3.5 3 10226), the most significantly enriched term
is regulation of cytokine production (P 5 2.7 3 10224), specifically

Crohn’s disease Ulcerative colitis

Chr. Position (Mb) SNP Key genes (1 no. of additional
genes in locus)

Chr. Position (Mb) SNP Key genes (1 no. of additional
genes in locus)

6 143.9 rs12199775 PHACTR2 (5) 19 33.73 rs17694108 CEBPG (8)
6 167.37 rs18193331 CCR6, RPS6KA2 (4) 19 55.38 rs11672983 (19)
7 50.245* rs1456896 ZPBP, IKZF1 (4) 20 30.75 rs61426181 HCK (10)
7 98.75 rs9297145 SMURF1 (6) 20 31.37 rs4911259 DNMT3B (8)
7 100.34 rs17349071 EPO (21) 20 44.74 rs15697231 CD40 (13)
7 116.89 rs389041 (6) 20 48.95 rs913678 CEBPB (5)
8 126.53 rs9217201 TRIB1 (1) 20 57.82 rs259964 ZNF831, CTSZ (5)
8 130.62 rs1991866 (2) 20 62.34 rs6062504 TNFRSF6B (26)
9 4.98 rs10758669 JAK2 (4) 21 16.81 rs28232861 0
9 93.92 rs47438201 NFIL3 (2) 21 40.46 rs28368781 (3)
9 117.60{ rs4246905 TNFSF15 (4) 21 45.62 rs7282490 ICOSLG (9)
9 139.32* rs107814991 CARD9 (22) 22 21.92 rs2266959 (13)
10 6.08 rs127225151 IL2RA, IL15RA (6) 22 30.43 rs2412970 LIF, OSM (9)
10 30.72 rs10420581 MAP3K8 (3) 22 39.69* rs24135831 TAB1 (18)

The position given is the middle of the locus window, with all positions relative to human reference genome GRCh37. Bolded rs numbers indicate SNPs with P values less than 1 3 10213. Grey shading indicates
newly discovered loci. Listed are genes implicated by one or more candidate gene approaches.Bolded genes have been implicated by two or more candidate gene approaches. For each locus, the top two candidate
genes are listed. A complete listing of gene prioritization is provided in Supplementary Table 2. *Additional genome-wide significant associated SNP in the region. {Two or more additional genome-wide significant
SNPs in the region. {These regions have overlapping but distinct ulcerative colitis and Crohn’s disease signals. 1Heterogeneity of odds ratios. | | Crohn’s disease risk allele is significantly protective in ulcerative
colitis. "Gene for which functional studies of associated alleles have been reported. Chr., chromosome; Mb, megabase.
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Figure 1 | The IBD genome. a, Variance
explained by the 163 IBD loci. Each bar, ordered by
genomic position, represents an independent locus.
The width of the bar is proportional to the variance
explained by that locus in Crohn’s disease (CD)
and ulcerative colitis (UC). Bars are connected
together if they are identified as being associated
with both phenotypes, and loci are labelled if they
explain more than 1% of the total variance explained
by all loci for that phenotype. Labels are either the
best-supported candidate gene in Table 1, or the
chromosome and position of the locus if either no, or
multiple, well-supported candidates exist. b, The 193
independent signals, plotted by total IBD odds ratio
and phenotype specificity (measured by the odds
ratio of Crohn’s disease relative to ulcerative colitis),
and coloured by their IBD phenotype classification
from Table 1. Note that many loci (for example,
IL23R) show very different effects in Crohn’s disease
and ulcerative colitis despite being strongly
associated to both. c, GRAIL network for all genes
with GRAIL P , 0.05. Genes included in our
previous GRAIL networks in both phenotypes are
shown in light blue, newly connected genes in
previously identified loci in dark blue, and genes
from newly associated loci in gold. The gold genes
reinforce the previous network (light blue) and
expand it to include dark blue genes.
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interferon-c, interleukin (IL)-12, tumour-necrosis factor-a and IL-10
signalling. Lymphocyte activation was the next most significant
(P 5 1.8 3 10223), with activation of T cells, B cells and natural killer
(NK) cells being the strongest contributors to this signal. Strong
enrichment was also seen for response to molecules of bacterial origin
(P 5 2.4 3 10220), and for the Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) JAK-STAT signalling pathway (P 5 4.8 3 10215).
We note that no enriched terms or pathways showed specific evidence
of Crohn’s disease or ulcerative colitis specificity.

As infectious organisms are known to be among the strongest agents
of natural selection, we investigated whether the IBD-associated variants
are subject to selective pressures (Supplementary Table 5 and Sup-
plementary Methods 4c). Directional selection would imply that
the balance between these forces shifted in one direction over the
course of human history, whereas balancing selection would suggest
an allele-frequency-dependent scenario typified by host–microbe
co-evolution, as can be observed with parasites. Two SNPs show
Bonferroni-significant selection: the most significant signal, in
NOD2, is under balancing selection (P 5 5.2 3 1025), and the second
most significant, in the receptor TNFRSF18, showed directional selec-
tion (P 5 8.9 3 1025). The next most significant variants were in the
ligand of that receptor, TNFSF18 (directional; P 5 5.2 3 1024), and
IL23R (balancing; P 5 1.5 3 1023). As a group, the IBD variants
show significant enrichment in selection (Fig. 2b) of both types
(P 5 5.5 3 1026). We discovered an enrichment of balancing selection
(Fig. 2b) in genes annotated with the Gene Ontology term ‘regulation
of interleukin-17 production’ (P 5 1.4 3 1024). The important role of
IL-17 in both bacterial defence and autoimmunity suggests a key role
for balancing selection in maintaining the genetic relationship between
inflammation and infection, and this is reinforced by a nominal enrich-
ment of balancing selection in loci annotated with the broader Gene
Ontology term ‘defense response to bacterium’ (P 5 0.007).

We tested for enrichment of cell-type expression specificity of genes
in IBD loci in 223 distinct sets of sorted, mouse-derived immune
cells from the Immunological Genome Consortium17. Dendritic cells
showed the strongest enrichment, followed by weaker signals that
support the Gene Ontology analysis, including CD41 T cells, NK cells
and NKT cells (Fig. 2c). Notably, several of these cell types express
genes near our IBD associations much more specifically when sti-
mulated; our strongest signal, a lung-derived dendritic cell, had

Pstimulated , 1 3 1026 compared with Punstimulated 5 0.0015, consistent
with an important role for cell activation.

To further our goal of identifying likely causal genes within our
susceptibility loci and to elucidate networks underlying IBD pathogen-
esis, we screened the associated genes against 211 co-expression mo-
dules identified from weighted gene co-expression network analyses18,
conducted with large gene-expression data sets from multiple tissues19–21.
The most significantly enriched module comprised 523 genes from
omental adipose tissue collected from morbidly obese patients19, which
was found to be 2.9-fold enriched for genes in the IBD-associated loci
(P 5 1.1 3 10213; Supplementary Fig. 12 and Supplementary Table 6).
We constructed a probabilistic causal gene network using an inte-
grative Bayesian network-reconstruction algorithm22–24, which com-
bines expression and genotype data to infer the direction of causality
between genes with correlated expression. The intersection of this
network and the genes in the IBD-enriched module defined a sub-
network of genes enriched in bone marrow-derived macrophages
(P , 10216) and is suggestive of dynamic interactions relevant to
IBD pathogenesis. In particular, this sub-network featured close proxi-
mity among genes connected to host interaction with bacteria, notably
NOD2, IL10 and CARD9.

A NOD2-focused inspection of the sub-network prioritizes multi-
ple additional candidate genes within IBD-associated regions. For
example, a cluster near NOD2 (Fig. 2d) contains multiple IBD genes
implicated in the Mycobacterium tuberculosis response, including
SLC11A1, VDR and LGALS9. Furthermore, both SLC11A1 (also
known as NRAMP1) and VDR have been associated with M. tuber-
culosis infection by candidate gene studies25,26, and LGALS9 modulates
mycobacteriosis27. Of interest, HCK (located in our new locus on chro-
mosome 20 at 30.75 megabases) is predicted to upregulate expression
of both NOD2 and IL10, an anti-inflammatory cytokine associated
with Mendelian28 and non-Mendelian 29 IBD. HCK has been linked
to alternative, anti-inflammatory activation of monocytes (M2-group
macrophages)30; although not identified in our aforementioned ana-
lyses, these data implicate HCK as the causal gene in this new IBD
locus.

We report one of the largest genetic experiments involving a com-
plex disease undertaken to date. This has increased the number of
confirmed IBD susceptibility loci to 163, most of which are associated
with both Crohn’s disease and ulcerative colitis, and is substantially
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Figure 2 | Dissecting the biology of IBD.
a, Number of overlapping IBD loci with other
immune-mediated diseases (IMD), leprosy and
Mendelian PIDs. Within PID, we highlight
MSMD. b, Signals of selection at IBD SNPs, from
strongest balancing on the left to strongest
directional on the right. The grey curve shows the
95% confidence interval for randomly chosen
frequency-matched SNPs, illustrating our overall
enrichment (P 5 5.5 3 1026), and the dashed line
represents the Bonferroni significance threshold.
SNPs highlighted in red are annotated as being
involved in the regulation of IL-17 production, a
key IBD functional term related to bacterial
defence, and are enriched for balancing selection.
c, Evidence of enrichment in IBD loci of
differentially expressed genes from various
immune tissues. Each bar represents the empirical
P value in a single tissue, and the colours represent
different cell type groupings. The dashed line is
Bonferroni-corrected significance for the number
of tissues tested. d, NOD2-focused cluster of the
IBD causal sub-network. Pink genes are in IBD-
associated loci, blue are not. Arrows indicate
inferred causal direction of regulation of
expression.
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more than reported for any other complex disease. Even this large
number of loci explains only a minority of the variance in disease risk,
which suggests that other factors—such as rarer genetic variation not
captured by GWAS or environmental exposures—make substantial
contributions to pathogenesis. Most of the evidence relating to possible
causal genes points to an essential role for host defence against infec-
tion in IBD. In this regard, the current results focus ever-closer atten-
tion on the interaction between the host mucosal immune system and
microbes, both at the epithelial cell surface and within the gut lumen.
In particular, they raise the question, in the context of this burden of
IBD-susceptibility genes, of what triggers components of the com-
mensal microbiota to switch from a symbiotic to a pathogenic rela-
tionship with the host. Collectively, our findings begin to shed light on
these questions and provide a rich source of clues to the pathogenic
mechanisms underlying this archetypal complex disease.

METHODS SUMMARY
We conducted a meta-analysis of GWAS data sets after imputation to the
HapMap3 reference set, and aimed to replicate in the Immunochip data any
SNPs with P , 0.01. We compared likelihoods of different disease models to assess
whether each locus was associated with Crohn’s disease, ulcerative colitis, or both.
We used databases of expression quantitative trait loci SNPs and coding SNPs in
linkage disequilibrium with our hit SNPs, as well as the network tools GRAIL and
DAPPLE, and a co-expression network analysis to prioritize candidate genes in
our loci. Gene Ontology, the Immunological Genome Project (ImmGen) mouse
immune-cell-expression resource, the TreeMix selection software and a Bayesian
causal network analysis were used to functionally annotate these genes.
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