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Vpliv polimorfizmov v celotnem genomu na profile mascobnih kislin pri
bolnikih s kroni¢no vnetno ¢revesno boleznijo

Povzetek

V magistrskem delu smo s intenzivno bioinformacijsko analizo preucevali povezave med
profili mascobnih kislin in polimorfizmi posameznega nukleotida (SNP-ji), ki so bili
genotipizirani na SNP mikromreZi, ki obsega ve¢ kot 200.000 SNP-jev celotnega genoma.
Namen tega dela je bil najti genetske regije, ki vplivajo na deleze mascobnih kislin v
membranah rde¢ih krvnih celic bolnikov s kroniéno vnetno &revesno boleznijo (KVCB) in
razloziti, kako s tem prispevajo k patogenezi bolezni ali njenemu poteku. Pri
bioinformacijski analizi smo uporabili ve¢ programskih orodij, med njimi PLINK, R in
Haploview.

Bioinformacijska analiza je pokazala mocan statisti¢no znacilen signal v FADS regiji, ki
vpliva na delez dihomo-y-linolenske kisline (p = 6.84 x 107). Signal je del ve&jega
haplotipskega bloka, katerega vpliv na kinetiko metabolizma mascobnih kislin in
eikozanoidov je Zze dobro opisan. Haplotip D namre¢ poveéa sintezo daljsih mascobnih
kislin. V prisotnosti moderne zahodnjaske diete bogate s krajS§imi m-6 mas¢obnimi kislinami
vodi do proizvodnje velikih koli¢in arahidonske kisline, katere derivati delujejo vnetno. Ta
mehanizem je lahko patogen za kroniéno vnetno &revesno bolezen. Haplotip D v KVCB
deluje negativno tudi s porabo esencialnih mascobnih kislin v ¢asu hudega vnetja in s tem
vpliva na potek bolezni.

Rezultati te asociacijske $tudije kaZejo na vlogo mascobnih kislin v poteku KVCB.
Nadaljnje raziskave na tem podro¢ju bi prispevale k napovedovanju poteka bolezni in
uspesnosti terapij ter odkrivanju novih terapevtskih tarc.

Klju¢ne besede: kroni¢na vnetna Crevesna bolezen, profil masc¢obnih kislin, asociacijska
Studija, Studija celotnega genoma

UDK: 612.336(043.2)
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Influence of genome wide polymorphisms on fatty acid profiles in patients
with Inflammatory bowel diseases

Abstract

In this thesis we performed a comprehensive bioinformatical analysis between the fatty acids
profiles and single nucleotide polymophisms (SNP), which were genotyped on a genome-
wide human SNP microarray consisting of more than 200.000 SNP. The aim of this work
was to find genetic regions that affect the fatty acids profile in red blood cell membranes of
patients with inflammatory bowel disease and explain how they contribute to the
pathogenesis of the disease or its progression. We used several software tools in the
bioinformatical analysis, including Plink, R and Haploview.

The bioinformatics analysis showed a strong statistically significant signal in the FADS gene
region (p = 6.84 x 10”), which affects the proportion of dihomo-y-linolenic acid. The signal
is part of a larger haplotype block whose effect on the kinetics of fatty acids metabolism and
eicosanoids has been well described. Haplotype D increases the synthesis of long chain fatty
acids. In the presence of the modern western diet rich in shorter m-6 fatty acids, it leads to
the production of large amounts of arachidonic acid, which produces inflammatory
derivatives. This mechanism can be pathogenic for inflammatory bowel disease. Haplotype
D in IBD also acts negatively by consuming essential fatty acids during severe colon
inflammation and thus influences the course of the disease.

The results of the association studies highlight the role of fatty acids in the disease course of
IBD. Further research in this field could contribute to better prediction of disease course and
therapy success and potential discovery of new therapeutic targets.

Key words: inflammatory bowel disease, fatty acids profile, association study, genome wide
study

UDK: 612.336(043.2)
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DPA dokozapentaenoinska kislina
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GXE interakcija gen-okolje

HDL lipoprotein visoke gostote

KVCB kroni¢na vnetna ¢revesna bolezen
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LDL lipoprotein nizke gostote

MUFA enkrat nenasi¢ene mascobne kisline
NCBI National Center for Biotechnology Information
PUFA veckrat nenasi¢ene mascobne kisline
QASSOC kvantitativna asociacija

SA nasic¢ene mascobne kisline

SNP polimorfizem posameznega nukleotida
ucC ulcerozni kolitis

VI



Vpliv polimorfizmov v celotnem genomu na profile mascobnih kislin pri bolnikih s kroni€no vnetno ¢revesno boleznijo







Vpliv polimorfizmov v celotnem genomu na profile mascobnih kislin pri bolnikih s kroni¢no vnetno €revesno boleznijo

1 Uvod

Za patogenezo kompleksnih bolezni je =znacilna vpletenost genetskih in okoljskih
dejavnikov. Genetika teh bolezni je kompleksna, kar pomeni, da vzrok obolenja ni en sam
gen, ampak interakcija ve¢ genetskih dejavnikov, ki v prisotnosti okolja izzovejo bolezen.
Med kompleksne bolezni spadajo motnje metabolizma, avtoimunske bolezni kot tudi motnje
homeostaze, fizicnih in mentalnih funkcij. Raziskovanje genetike teh bolezni prinaSa
potencialne terapevtske tar¢e za farmakologijo, kot tudi moznost napovedovanja tveganja za
nastanek obolenja in tar¢no predpisovanje zdravil.

Lipidi in njihovi derivati imajo v telesu raznolike funkcije. V osnovi so vir energije in
sestavni del celicne membrane, prav tako pa transportirajo nepolarne molekule, regulirajo
imunski odziv, vnetja in druge telesne funkcije, npr. nevroloske. Profili mas¢obnih kislin v
razlicnih krvnih frakcijah se raziskujejo v sklopu kardiovaskularnih, imunsko pogojenih kot
tudi nekaterih nevroloskih bolezni. Znanje s tega podrocja je uporabno v predpisovanju diete
za bolnike kot tudi za namene diagnostike.

Kroniéna vnetna ¢revesna bolezen (KVCB) je kompleksna bolezen, kjer nepravilen imunski
odziv na c¢revesno floro v genetsko pogojenem gostitelju povzroca kroni¢éno napredujoce
vnetja prebavnega trakta. Klini¢no definirani sta dve podvrsti KVCB, to sta Crohnova
bolezen (CD) in ulcerozni kolitis (UC). Ve¢ studij je opazilo bistvene spremembe profila
mas¢obnih kislin v KVCB, kar bi pomenilo, da obstajajo primarne nepravilnosti v
metabolizmu mascobnih kislin in njihovih derivatov v tej bolezni.

Iz tega razloga je bila narejena intenzivna bioinformagijska analiza, katere cilj je bil odkriti
povezave med profili mas¢obnih kislin bolnikov s KVCB in polimorfizmi celotnega genoma.

Raziskovalni hipotezi sta sledeci:
e Doloceni SNP-ji povzro¢ijo spremembo v metabolizmu ma$¢ob, kar prispeva k
patogenezi.
e Doloceni SNP-ji povzrocijo spremembo v imunskem oz. vnetnem odzivu, kar
posredno vodi do spremenjenega profila mas¢obnih kislin v krvi bolnikov s KVCB.
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2 Teoreticni del

2.1 Kronic¢na vnetna crevesna bolezen [1-3]

Za kompleksne bolezni je znacilno, da patogeneza ni pogojena z enim samim genom, ampak
s ve¢jim S$tevilom genetskih dejavnikov, ki v prisotnosti okoljskih dejavnikov izzovejo
bolezensko stanje.

Kroni¢na vnetna &revesna bolezen (KVCB) je pogosta kompleksna bolezen, za katero je
znacilno kroni¢no in progresivno vnetje prebavnega trakta, ki nastane kot posledica
nepravilnosti v odzivu imunskega sistema na mikrobe v ¢revesju. V Evropi je prizadetih ve¢
kot 2,5 milijona ljudi, po podatkih iz leta 2007 je bilo v ZDA obolelih 1,5 milijona ljudi.
Stevilo prizadetih raste tudi v Aziji in drugih drzavah v razvoju.

Glavni klini¢ni znacilnosti KVCB sta driska in kroni¢ne bole¢ine v trebuhu, kot tudi
dovzetnost za raka na debelem crevesju, Krvavitve v prebavnem traktu in nenacrtovana
izguba teze. Klini¢no sta definirani dve podvrsti KVCB, to sta Crohnova bolezen (CD) in
ulcerozni kolitis (UC). Razsirjenost CD v Evropi je 1 na 310 oseb, za UC pa 1 na 198 oseb
[4]. Smrtnost v primerjavi s splosno populacijo je visja pri CD (faktor je 1,39), za UC pa je
le-ta primerljiva (faktor je 1,1) [5].

25% vseh primerov KVCB se pojavi v prvih dveh desetletjih Zivljenja. Izmed teh zgodnjih
primerov je pri vecini postavljena diagnoza v otroStvu (od 13 do 18 let). Statistika kaZe na
vse vecjo razsirjenost in pojavnost zgodnje KVCB [5].

Pri UC nastane vnetje v ¢revesni sluznici v danki, od koder se §iri po ¢revesju, medtem lahko
pri Crohnovi bolezni vnetje nastane kjerkoli v prebavnem sistemu od ust do danke, vendar se
prvic pojavi najpogosteje v spodnjem delu debelega ¢revesja. Razlog temu je verjetno visoka
koncentracija mikrobov v tem predelu prebavnega trakta, kar statistiéno poveca verjetnost
napacnega imunskega odziva.

Za CD so znadilne fistule in stenoze, kot tudi pogosti sekundarni simptomi, ki zmanjSujejo
kvaliteto zivljenja. Vnetje se lahko $iri tudi skozi tkivo prebavnega trakta, pri UC pa se
vnetje $iri skoraj izklju¢no po ¢revesni sluznici. Pri CD se redkeje pojavi krvava driska, ki je
pogost pojav pri UC. Pri obeh podvrstah bolezni se lahko okuzbe oz. zastrupitve Crevesja
zapletejo, za kar je potreben kirurski poseg. Za bolnike s CD je odstranitev obolelega tkiva
zacCasna resitev, v primeru UC pa lahko pomeni popolno ozdravitev.
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2.1.1 Genetski dejavniki v KVCB

Kroni¢na vnetna Crevesna bolezen je poligenska, kar pomeni da je v genetiko te bolezeni
vkljucenih ve¢ genov oz. genskih regij. KVCB se obigajno pojavi sporadi¢no, le 5% do 10%
vseh primerov je druzinske oblike. Obstajajo redke monogenske oblike KVCB, za katere so
znacilne variante v IL10, IL10RA ali IL10RB genih [6].

Enojaj¢ni dvojcki s CD imajo fenotipsko konkordanco med 50 in 75%, kar pomeni, da e
zboli prvi dvojcek, je verjetnost, da zboli tudi drugi za identi¢no boleznijo med 50 in 75%;
novejSe Studije omenjajo nizje vrednosti (med 27% in 56%) [7]. Tveganje za nastanek te
bolezni pri enojajénih dvojckih s druzinsko obliko CD je 800-krat ve¢ja kot v splosni
populaciji. Studije enojajénih dvojékov s UC so pokazale bistveno manj$o fenotipsko
konkordanco, ki je med 10 in 20%. Iz tega se sklepa, da je dednost manj pomemben faktor v
UC, bolj pomembni so drugi dejavniki, to so okoljski in epigenetski. [8]

Asociacijska Studija celotnega genoma iz leta 2012 izpostavlja 163 genskih regij, nadgradnja
Studije iz 2015 pa $e dodaja 38 dodatnih genskih regij, ki prispevajo k dovzetnosti za KVCB
[1, 2]. 1zmed 201 izpostavljenih genskih regij je 37 vezanih izklju¢no na CD in 27 izklju¢no
na UC. Kljub velikemu $tevilu genov v preseku obeh podvrst KVCB ni nujno, da so
genetske variante v teh obmogjih funkcionalno, strukturno in po pomembnosti identi¢ne.

Tako v preseku ne najdemo znacilnih CD genov, kot so npr. doloCeni receptorski geni
(NOD2), geni citoplazemske celi¢ne smrti (ATG16L1 in IRGM) in intelektini (ITLNZ1). Pri
UC so kot faktorji tveganja posebej izpostavljene variante v regulatornih poteh (npr. 1L10 in
ARPC2), nekaterih ligazah (npr. HERC2) in celic ¢revesnega krovnega tkiva (ECM1).

HLA/MHC gensko podrodje ima vlogo pri nastanku KVCB, posebej v UC. To gensko
podrocje je povezano z avtoimunimi boleznimi, med katere je po klasiénem razumevanju
spadala tudi KVCB. Moderno razumevanje KVCB poudarja zapletene motnje v funkcijah
sluznice in krovnega tkiva, avtoimunosti pa ne poudarja kot kljuénega dela patogeneze [4].

Dologene genske regije povezane s KVCB so patogene tudi v velikem stevilu drugih
bolezenskih stanj, pogosteje v imunskih boleznih [9]. Med njimi so:

sladkorna bolezen tipa | (PTPN22, PTPN2)
sladkorna bolezen tipa Il (CDKAL1, ITLN1)
astma (ORMDL3, ITLN1)

luskavica (CDKALL in GCKR)

lupus (PTPN22)

revmatoidni artritis (PTPN22, PTGER4)
Gravesova bolezen (PTPN22)

shizofrenija (GNA12)

rak na dojkah (CDH1, PARD3)

miomi maternice (LAMB1)

celiakija (MAGI2, PARD3, PTPN2)
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V splosnem imajo genske variante povezane s KVCB zmerni oz. nizek faktor tveganja, ki je
pogosto med 1,1 in 1,3. Izjema temu so nekatere NOD?2 variante v evropski populaciji, ki
imajo faktor tveganja od 1,5 do 4,3 in so povezane z izgubo funkcije gena [6].

Do danes odkriti in opisani genetski dejavniki skupaj tvorijo od 10% do 20% celotnega
tveganja za nastanek KVCB. Za veliko izpostavljenih genskih obmocij Se ni znana kljucna
varianta, v nekaterih primerih pa Se ni jasno, kateri izmed genov v regiji je patogen.

Med populacijami so precejsnje razlike v pomembnosti doloc¢enih genskih obmocij tveganja.
Tako je npr. v belski populaciji med vodilnimi patogenimi geni NOD2, ki pa nima iste
statisti¢ne signifikance v azijskih bolnikih. Kljub temu so okoljski dejavniki (npr. prehrana,
kajenje itd.), ki so povezani z nastankom KVCB med populacijami prakti¢no identiéni. Pri
bolnikih razli¢nih etni¢nih izvorov se razvijejo isti simptomi, prav tako se na zdravila
odzovejo zelo podobno. Iz teh opazanj sledi, da KVCB kljub raznolikemu genetskemu
ozadju konvergira na isti fenotip v prisotnosti dolo¢enih okoljskih dejavnikov. [8]
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2.1.2 Patogeneza KVCB

Kroni¢na vnetna Crevesna bolezen je po sodobnem razumevanju kompleksna bolezen
crevesne pregrade, kjer genetski in okoljski faktorji povzrocijo spremembe v ¢revesni flori,
motnje v propustnosti crevesne sluznice kot tudi nepravilnosti imunskega sistema. Te
spremembe so najbolj opazne v debelem ¢revesu in ileumu (kon¢nemu delu tankega
¢revesa), Kjer je koncentracija mikrobov najvisja [4].

Na Slika 1 - Tlustracija ¢revesne sluznice v zdravem tkivu, Crohnovi bolezni in ulceroznem
kolitisu; povzeto po [4] je ilustrirana ¢revesna sluznica in mikrobna flora v zdravem tkivu,
pri CD in UC.

Crohn’s disease Ulcerative colitis

Intestinal
lumen:
(an)aerobic
bacteria

Bacterially
contaminated

Outer mucus layer
(700 pm)

mucins and
antibacterial
peptides
(defensins,
cathelicidins)

Thinned mucus layer

Inner mucus layer

(100 pm) Defensins
tightly adherent, reduced
rich in defensins

Colonic crypts

(200 pm) Bacterial
epithelial-cell barrier, invasion

secretion of mucus

Slika 1 - Tlustracija ¢revesne sluznice v zdravem tkivu, Crohnovi bolezni in ulceroznem
kolitisu; povzeto po [4]

Bakterije se lahko v zdravi ¢revesni sluznici nahajajo le v zgornjem sloju, ker je notranjost
zasCitena s mucini in drugimi protibakterijskimi peptidi, kot so npr. defensini. CD in UC je
skupno, da je ¢revesna sluznica kontaminirana po celotni dolzini in da slaba integriteta
SCetkastega obrobka omogo¢i invazijo bakterij v notranjost. Za UC je znacilno tudi, da je
Crevesna sluznica tanjsa. [4]

Podvrsti KVCB se na podobne fiziologke spremembe ¢revesne sluznice odzoveta razli¢no.
Za CD je predvsem znacilna motena proizvodnja zasc¢itnih peptidov in aktivacija specificne
imunosti zaradi manjSih defektov v avtofagiji, nespecifi¢ni imunosti, funkciji monocitov in
prepoznavanju bakterijskinh patogenov (NOD2) [4, 6]. V UC ima pomembnejSo vlogo
motena regulacija limfocitov, povecana aktivacija T celic in moteno delovanje le-teh [6].
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Spremembe profila mikrobov v ¢revesni flori so nekoliko bolj izrazite v CD [6, 10].

Razlog hudim bolezenskim stanjem je invazija bakterij v $¢etkast obrobek oziroma imunski
odziv tkiva na mikrobe. Slika 2 - Potek patogeneze KVCB v krovnem tkivu in notranjosti
Creva; povzeto po prikazuje okolje celic krovnega tkiva in natancen biokemijski odziv
imunskih celic na invazijo mikrobov.
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Slika 2 - Potek patogeneze KVCB v krovnem tkivu in notranjosti éreva; povzeto po [11]

Pri normalnih pogojih bi v primeru bakterijske kontaminacije celice ¢revesnega krovnega
tkiva sprozile vnetje po prepoznavanju komponent bakterij (npr. flagelin, peptidoglikan in
lipopolisaharidi). V KVCB je motena integriteta tesnega stika med celicami, ki omogogi
bakterijskim patogenom vstop v notranjost, kjer antigen prezentirajoce celice sprozijo Se eno
vrsto imunskega odziva. Interakcija obeh odzivov vodi do patogenega stanja.
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2.1.3 Imunske celice v KVCB

V KVCB so znatilne spremembe delovanja celic imunskega sistema, npr. hiperaktivne B
celice [12], makrofagi [13] in APC oz. dendritske celice [14, 15]. Za CD so znacilne tudi
spremembe v Thl in Th17 celicah in visoki nivoji IFN-y, IL-17 in IL-22, medtem ko so za
UC posebej izpostavljene Th2 in naravne celice ubijalke ter nivoji IL-4, IL-5, IL-10 in IL-13
molekul.

2.1.3.1 Makrofagi [13]

Makrofagi so imunske celice, ki so sestavni del nespecificne imunosti. Prisotne so po vsem
telesu, v ¢revesju opravljajo pomembno funkcijo zascite telesa pred mikrobi in patogenimi
snovmi. Za makrofage je znacilna visoka plasti¢nost, tj. sposobnost integracije okoljskih
signalov in odziv na nje s spremembo celi¢nih procesov.

Najve¢ makrofagov v ¢revesju se nahaja tik pod krovnim tkivom scetkastega obrobka. V
splo$nem so makrofagi prisotni v debelem in tankem ¢revesu bolj tolerantni za antigene kot
tisti, ki se nahajajo v drugih tkivih. Tako sprozijo vnetje le v primerih, ko je koncentracija
antigenov v hrani dovolj visoka. 1z tega razloga je zmanjSana njihova ekspresija receptorjev
za prepoznavanje tujkov in so bolj odvisni od drugih aktivacijskih faktorjev.

Kroni¢no vnetje v KVCB bistveno spremeni raznolik profil érevesnih makrofagov, kot tudi
njihovo Stevilo. Napake v tesnem stiku povzrocijo, da makrofagi prehajajo v druga tkiva.
Posledica mesanja makrofagov iz razli¢nega tkivnega okolja so motnje v regulaciji in odzivu
imunskega sistema. Za UC je znacilno delovanje makrofagov v ¢revesni sluznici, v CD pa
prihajajo makrofagi tudi iz mas¢obnega tkiva, ki obdaja Crevo.

Makrofagi iz mas¢obnega tkiva so posebej znacilni po delovanju na vnetja preko poviSanega
metabolizma mascobnih kislin in njihovih derivatov, kot tudi po ve¢ji dovzetnosti za proste
mascobne kisline [16]. Mascobne kisline na makrofage delujejo preko PPARy [17], TLR2 in
TLR4. To se kaze v protivnetnem delovanju nenasi¢enih mas¢obnih kislin [18] in vnetnem
delovanju nasic¢enih mascobnih kislin [19]. Proste mascobne kisline v teh makrofagih prav
tako sprozijo sintezo vnetnega levkotriena C4 [20] in sodelujejo v procesih s TNF-a [21].

2.1.3.2 T celice

T celice, imenovane tudi T limfociti, so podvrsta belih krvnick, ki opravljajo mnoge funkcije
v vseh podroc¢jih imunskega sistema. V ¢revesni sluznici uravnavajo toleranco na mikrobe
kot tudi odziv na patogene molekule, v ¢revesnem tkivu pa delujejo predvsem v vnetjih.

Delovanje T celic je spremenjeno v KVCB, v aktivnem vnetju so tudi kljuéen faktor za
Sirjenje vnetja in ohranjevanje vnetnega stanja. Motena je homeostaza T regulatornih celic,
njihovo Stevilo je zmanjSano tako v krvi kot v tkivih, s tem pa je zmanjSana sposobnost
imunskega telesa za uravnavanje vnetja [22, 23]. Prav tako je v KVCB spremenjena
plasti¢nost Th17 celic, v CD pa je spremenjeno tudi razmerje med Thl in Th17 celicami [24,
25].
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2.1.3.3 Biokemijsko delovanje izbranih KVCB genov [9]

Kljucen del patogeneze KVCBVSO spremembe v Crevesni sluznici in $¢etkastem obrobku
Tabela 1 - Pregled izbranih KVCB genov prikazuje izbrane KVCB gene, ki sodelujejo v teh
celi¢nih sistemih.

Tabela 1 - Pregled izbranih KVCB genov

CDH1

Nahaja se v 16q22 lokusu. Znacilen je za CD in UC.

CDHL1 kodira E-kadherin, ki sodeluje pri oblikovanju tesnega stika med celicami.
Variante v tem genu povzro¢ijo moteno delovanje proteina in s tem nepravilnosti v
tesnem stiku. To omogoca invazijo bakterij v krovno tkivo. Nekatere patogene

bakterije so sposobne razgradnje E-kadherina, kar dodatno oslabi tesen stik in pospesi
Sirjenje infekcije. Genetske variante tega gena so tudi povezane z ¢revesnimi tumorji.

LAMB1

Nahaja se v 7q31 lokusu. Znacilen je le za UC.

LAMBL1 kodira laminin B1, tj. podenota laminin membranskih glikoproteinov, ki
sodelujejo v migraciji in diferenciaciji celic kot tudi oblikovanju stika med njimi.
Zaradi defektov v tej podenoti se ti glikoproteini ne vgrajujejo pravilno v membrane,
kar vodi do oslabitve stika celica-celica pri UC. Na podobnem principu defekti v tem
genu pospesijo nastanek miomov maternice.

PARD3

Nahaja se v 10p11 lokusu. Znaéilen je za UC v nekaterih populacijah.

PARD3 sodeluje pri polarizaciji celic, kot tudi pri organizaciji tesnega stika. Veze se
namrec¢ na direktno adhezijske molekule in omogo¢i vezavo drugih proteinov.

Moteno delovanje tega gena oslabi sposobnost vezave dolo¢enih proteinov v tesnem
stiku, kar bi naj imelo posledice pri signalizaciji in celjenju ran.

GNA12

Nahaja se v 7p22 lokusu. Znacilen je le za UC.
GNA12 kodira Ga12 protein, ki spada med G proteine. Gal2 je GTPaza vezana na
membrano in direktno regulira propustnost krovnega tkiva.

Variante GNA12 povzro€ijo nepravilno regulacijo propustnosti krovnega tkiva v UC.
Iz zivalskih modelov se sklepa, da je GNAI12 vpleten tudi v moteno regulacijo
imunskega sistema v eksperimentalnih modelih UC.

MAGI2

Nahaja se v 721 lokusu. Znacilen je za CD in UC kot tudi za celiakijo.

MAGI2 je membranska kinaza, ki deluje kot "gradbeni oder" za medceli¢ne strukture,
med drugim tudi za tesen stik; vlogo ima tudi pri celi¢ni migraciji in proliferaciji.
Funkcija variant v tem genu $e ni to¢no razlozena. Defekti povezani s CD in UC so
najverjetneje tisti, ki prizadenejo integriteto "gradbenega odra" in s tem testni stik.

MYO9B

Nahaja se v 19p13 lokusu. Znacilen je za CD in UC.

MYO9B kodira enega izmed ¢lanov miozinske druzine razreda IX. Protein deluje tudi
kot rho-GTPaza, le-te pa regulirajo rho-odvisne signalne poti, preoblikovanje aktinskih
filamentov kot tudi integriteto tesnih stikov.

Podatki o povezavi s CD in UC so nasprotujoéi, predvsem zaradi populacijskih razlik.
Sklepa se, da so v patogenezo potencialni defekti vpleteni preko slabe integritete
tesnega stika in s tem povezanih poskodb krovnega tkiva.

PTPN2

Nahaja se v 18p11 lokusu. Znacilen je za CD in UC.

PTPN2 je tirozinska fosfataza tipa 2 brez receptorja, ki ima mnogo funkcij. Za KVCB
je predvsem pomembna interakcija PTPN2 s IFN-y.

Genetske variante v PTPN2 spremenijo ekspresijo tega gena s tem pa posredne
spremembe v sistemih, kjer deluje INF-y.
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HNF4A

Nahaja se v 20g13. Znacilen je za CD in UC.
HNFA4A je transkripcijski faktor. Sodeluje predvsem pri celi¢ni diferenciaciji.

Za patogenezo KVCB se poudarja njegova vloga pri homeostazi ¢revesne sluznice,
transportu ionov, interakcija s LAMB1 in vloga pri nastanku raka na debelem ¢revesu.

ECM1

Nahaja se v 1q21.2. Znacilen je predvsem za UC.

ECMI1 kodira zunajceli¢ni matri¢ni protein 1. Pomemben je predvsem pri integriteti
koze, saj deluje kot "lepilo" za strukturne proteine med celicami. V €revesju naj bi imel
podobno funkcijo za zagotavljanje strukturne integritete crevesne stene.

Funkcijski defekti in spremembe v ekspresiji bi dodatno oslabile ¢revesno steno in s
tem povecale tveganje za okuzbo in nastanek KVCB.

MUC3A

Nahaja se v 7q22. Znacilen je za CD in UC.

MUCS3A je transmembranski mucin v notranjem za$¢itnem sloju sluznice.

RedkejSe variante v tem genu so povezane z zmanjSano glikolizacijo kodirajocega
proteina in s tem lazjo degradacijo v ¢revesni sluznici. Podobno kot v primeru cisti¢ne

fibroze bi lahko spremembe v ekspresiji tega gena vplivale na patogenezo KVCB
preko interakcij z dolocenimi membranskimi receptorji.

MUC19

Nahaja se v 12q12. Znacilen je predvsem za CD.
MUC19 je mucin v zunanjem delu sluznice. Nahaja se v zgornjem prebavnem traktu.

Razlaga obstojeCe povezave z patogenezo CD je otezena, ker se MUCI19 ne pojavi v
spodnjem delu Crevesju, kjer je bolezen najbolj aktivna. Do sedaj se sklepa, da pride do
interakcij med nepravilnostmi v ustih in spodnjih delih prebavil.

ITLN1

Nahaja se v 1¢23. Znacilen je predvsem za CD.

ITLNI je intelektin 1. Ta protein §Citi $§¢etkasti obrobek pred paraziti in ima vlogo pri
transportu laktoferina, ki ima protivnetne lastnosti. Njegova struktura je prav tako
100% homologna z adiponektinom omentin, ki deluje protivnetno v ozilju.

V pacientih z CD je stopnja intelektina oz. omentina zmanj$ana, kar ovira delovanje
protivnetnega laktoferina v kljucnih tkivih v ¢revesju in prispeva k kardiovaskularnim
stranskim simptomom v Casu aktivne bolezni.

PTGER4

Nahaja se v 5p13.1. Znacilen je za CD in UC.

PTGERA4 je receptor za prostaglandin E,. Najpogostejsa funkcija je sproZitev vnetnega
odziva, vendar ima PTGER4 tudi vlogo pri rehabilitaciji tkiva po prenehanju vnetja.

Variante povezane z KVCB so v obmoéju vezave transkripcijskega faktorja NF-kB in
so najverjetneje razlog za povisano ekspresijo v bolnikih z KVCB.

CARD15
[26]

Nahaja se v 5q31. Znacilen je izkljuc¢no za CD.
CARD15 o0z. NOD?2 je receptor, ki prepoznava patogene molekule.

Izguba funkcije tega proteina pomeni, da se ¢revesje na bakterije ne odzove takoj in se
lahko le-te Sirijo nekontrolirano. S tem se imunski odziv mo¢no zakasni.

10
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2.1.4 Okoljski dejavniki

Raznolikost okoljskih dejavnikov vpletenih v patogenezo KVCB oteZuje razumevanje
bolezni in oblikovanje preventivnih ukrepov za zmanjsanje tveganja nastanka bolezni [27].

Do zdaj so Studije opisale pomembno vlogo profila ¢revesnih mikrobov, infekcije s
dolo¢enimi vrstami bakterij [28], prehrane, uporabe antibiotikov v otrostvu, kajenje [29, 30],
odstranitev slepi¢a kot tudi pretirana ali zanemarjena higiena [7]. Manj raziskovani faktorji
so stres, fizi¢na aktivnost [31], alkoholne pijace [32, 33], dojenje in uporaba prehranskih
dopolnil [7].

Raziskave poudarjajo povecan vpliv okoljskih dejavnikov v otrostvu. Ta vpliv je najbolj
opazen v $tudijah na priseljencih, ki so emigrirali v drzave s ve&jo razsirjenostjo KVCB.
Prva generacija priseljencev ni imela povianega tveganja za nastanek KVCB, v drugi
generaciji pa je tveganje primerljivo s domaco populacijo, kljub razlicnemu genetskemu
ozadju [5, 27].

2.1.4.1 Crevesni mikrobi [7]

Clovesko &revesje je gostitelj velikemu Stevilu bakterij, glivic in virusov, ki pri normalnih
pogojih zivijo v sozitju s ¢lovekom. S svojo raznovrstnostjo lahko ¢revesna flora razgradi
neprebavljive snovi, proizvaja vitamine in druga esencialna hranila, deluje lahko tudi kot
dodaten sloj zas¢ite pred okoljskimi vplivi in patogenimi mikrobi pa tudi kot kompenzator za
spremembe v prehrani.

Dosedanje raziskave ne morejo opredeliti, ali so spremembe posledica KVCB ali del njene
patogeneze. Znano je, da genetski profil oblikuje profil ¢revesne flore [34], mikrobi pa
vplivajo na epigenetiko gostiteljskih celic [7]. To vzajemno in zapleteno delovanje obeh
sistemov oteZuje pojasnitev kaj je vzrok in kaj je posledica.

Profil &revesne flore je spremenjen v KVCB, s tem pa so poslediéno motene funkcije flore v
Crevesju. Slaba integriteta tesnega stika, motena obramba ¢revesne sluznice in spremenjena
toleranca na mikrobe omogocijo flori prodor v krovno tkivo $Cetkastega obrobka, kar
dodatno pospesi nepravilen vnetni odziv na simbiozne mikrobe in potencira spremenjen
profil ¢revesne flore.

Motnje profila érevesne flore v KVCB se kaZejo predvsem v visji koncentraciji invazivnih
Escherichia coli sevov [5], kot tudi sevov Clostridium bakterij [10]. Prav tako se zazna vecje
Stevilo invazivne Fusobacterium v ustih in debelem Erevesju, ki je znacilna v tumorskih
tvorbah [35]. VV CD so prisotni tudi sevi psihotropskih bakterij rodu Yersinia spp in Listeria
spp [36], ki so najverjetneje prisle v ¢revesje iz zamrznjene in hlajene hrane.

Analize kazejo tudi na signifikantno manjso prisotnost Roseburia in Phascolarctobacterium
bakterij [10]. Nekateri sevi, ki spadajo v rodove Bifidobacterium, Lactobacillus in
Faecalibacterium, delujejo protektivno proti KVCB [35], prisotnost teh pa je znacilno
manjSa v bolezenskem stanju [28]. Infekcija s Helicobacter pylori prav tako deluje zas¢itno
proti KVCB in nekaterim avtoimunim boleznim, najverjetneje s svojo sposobnostjo
spreminjanja mikrobne tolerance gostitelja [37]. Primerjava raziskav v razli¢nih populacij
kaze zelo podobne spremembe profilov mikrobov v KVCB; npr. med ZDA/EU in Juzno
Korejo [38].

NovejSe raziskave Crevesne flore kazejo na pomembno vlogo bakteriofagov (virusi ki prezijo
na bakterijah) v oblikovanju profila mikrobov v érevesju. Profil bakteriofagov je spremenjen
v KVCB, spremenjeno je tudi njihovo stevilo. V $e neobolelem tkivu je teh virusov veg, v
vnetem tkivu pa jih je mnogo manj kot v tkivu zdrave populacije [39].
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2.1.4.2 Dieta

Dieta vpliva na patogenezo in potek KVCB preko direkinega delovanja hranil na telesne
funkcije ali posredno s spreminjanjem profila ¢revesnih mikrobov [7, 40]. V sploSnem je
dieta povezana s KVCB bogata s proteini in preprostimi ogljikovimi hidrati ter mag¢obami,
vendar pa revna z vlakninami in ®-3 masc¢obnimi kislinami [5].

Raziskave so v povezavi s KVCB preiskovale skoraj celoten spekter hranil.

Ogljikove hidrate delimo na dva nacina. Glede na njihovo dolzino razlikujemo monosaharide
in disaharide (glukoza, saharoza), oligosaharide (fruktooligosaharidi) in polisaharide (Skrob,
celuloza). Lahko jih delimo tudi po bioloski dostopnosti v ¢revesju. Prebavljive ogljikove
hidrate je mozno hidrolizirati in absorbirati, neprebavljive lahko fermentirajo le bakterije v
debelem ¢revesu, netopni pa se izlo¢ijo skoraj nespremenjeni [40].

V KVCB je tanko &revo preobremenjeno z absorpcijo prebavljivih ogljikovih hidratov,
posledi¢no visje koncentracije hranil pa povzro¢ijo prekomerno rast crevesne flore, tudi v
notranjost Crevesne sluznice. Nizki vnos probiotikov (neprebavljivi ogljikovi hidrati), Ki
spodbujajo raznolikost flore v debelem ¢revesu, vpliva na spremembe profila mikrobov.
Probiotiki pospesijo tudi proizvajanje kratkih mascobnih kislin v bakterijah, ki imajo
pomembno vlogo v homeostazi prebavil, pomanjkanje teh pa je znagilno za KVCB [40, 41].

Prvotne raziskave so pokazale povezavo med dieto bogato s mas¢obami in tveganjem za
KVCB, novejse $tudije pa posebej izpostavljajo le dolotene vrste maséob. Tako so v
ospredju ®-3 in ®-6 mascobne kisline. V splosnem imajo te esencialne mas¢obne kisline in
njihovi derivati kljuéno vlogo pri vnetnih procesih. Za ®-3 posploseno velja da so
protivnetne, ®-6 pa delujejo vnetno, predvsem z arahidonsko kislino. [40, 42]

Zahodnjaska dieta je bogata z w-6 mascobnimi kislinami, vsebuje pa manj ali le zmerne
koli¢ine ®-3 maScobnih kislin. To bi pomenilo, da maScobni profil skrajno tezi k vnetnim
procesom. Iz tega razloga so bile v preteklosti za KVCB bolnike predpisane prehranske
intervencije s zelo visoko vsebnostjo ®-3 mascobnih kislin. Novejse terapije so osredotocene
na ohranjevanje razmerja med ®-3 in ®-6 mascobnimi kislinami. Vpliv prehranskih -3
masobnih kislin na KVCB je podrobno raziskan [43-51]. Poleg protivnetnih lastnosti imajo
pozitiven u¢inek na psiholosko stanje [52-54], ta pa posredno izboljsa potek KVCB [55-57].

Vloga prehranskih proteinov v patogenezi KVCB je bila preiskana vzporedno s drugimi
hranili. Raziskave kaZejo na dologeno stopnjo vpletenost Zivalskih proteinov v KVCB,
vendar je ta zanemarljiva v primerjavi s Zzivalskimi ©-6 mascobnimi kislinami. Profil
prehranskih proteinov najverjetneje deluje le posredno na potek bolezni s spreminjanjem
¢revesne flore. [40]

Studije vpliva diete na prebavila so raziskovale tudi vpliv vnosa alkohola. Alkoholne pijage
delujejo na aktivnost imunskih celic in ¢revesne flore predvsem z etanolom, dolo¢ene sladke
alkoholne pijace pa tudi z visoko vsebnostjo topnih ogljikovih hidratov [33]. V splosnem
delujejo na prebavila vnetno. Visji vnos alkoholnih pija¢ je povezan z vecjimi prebavnimi
tezavami pri KVCB, ne pa tudi s patogenezo [32].
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2.1.4.3 Kajenje

Kajenje spada med najpomembnej$e in najbolje raziskane okoljske dejavnike za KVCB,
vendar mehanizem patogeneze ni popolnoma jasen. Dosedanje razumevanje vlioge kajenja v
patogenezi KVCB izpostavlja zmanjSano raznolikost &revesne flore, ki je opaZzena pri
kadilcih kot tudi pri pasivnem kajenju [30, 58]. Rezultati raziskav kazejo, da je Kkajenje
povezano z vecjim tveganjem za CD, v primeru UC pa deluje zascitnisko. [27]

52% bivsih kadilcev, pri katerih se pojavi UC, zboli v prvih treh letih po prenehanju kajenja.
Bivsi kadilci imajo viSje tveganje za UC, prenehanje kajenja v ¢asu aktivne bolezni pa
negativno vpliva na njen potek. Analogno ima ponoven zacetek kajenja pozitiven ucinek na
bolezenske simptome. V splosnem so bolezenski simptomi kadilcev blazji, prav tako je
znacilno manjsa verjetnost hospitalizacije in operativnih posegov. Opazanja kazejo tudi, da
je pozitivni u¢inek kajenja pri UC signifikatno bolj izrazen pri moskih. [27, 59]

Tveganje za nastanek CD je dvakrat ve¢je pri kadilcih kot pri nekadilcih [60]. Kajenje je
povezano tudi z bolj agresivnimi bolezenskimi simptomi, frekvenco komplikacij (npr.
fistule), visjo potrebo po steroidih kot tudi z verjetnostjo operativnega posega [29, 60].
Rezultati Studij kaZejo, da je ponovitev bolezni manjsa pri pacientih, ki so prenehali s
kajenjem, prav tako je izid kirurskih posegov ugodne;jsi. Iz tega razloga je opuscanje kajenja
del terapevtskih strategij. Vpliv kajenja na CD je bolj izrazit pri zenskah. [27]
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2.1.5 Profili mas¢obnih kislin pri KVCB

Ve¢ raziskav je opisalo opazne spremembe v profilih magcobnih kislin pri KVCB.
Spremembe so opazne tako v krvni plazmi, membranah eritrocitov, mas¢obnem tkivu kot
tudi v Crevesni sluznici. Spremenjeni profili so produkt slabe absorpcije hranil v ¢revesju,
vnetij in primarnih abnormalnosti v metabolizmu mascobnih kislin. Pregled literature vezane
na profile mas¢obnih kislin v KVCB je zbran v Tabela 2 - Pregled $tudij ma3¢obnih kislin

pri bolnikih s KVCB.

Tabela 2 - Pregled $tudij mas¢obnih kislin pri bolnikih s KVCB

Analiza prostih fosfolipidov in
holesterola v krvnem serumu.
KVCB je aktivna. [61]

V raziskavi so opazili statisti¢no signifikantno manj celokupnega
holesterola in posebej manj LDL pri bolnikih s KVCB. Pri
posameznih mascobnih Kislinah so bili opazeni le statisti¢ni trendi.

Med opazanji so bile tudi signifikantne interakcije med parametri.
HDL je v obratni korelaciji s vsemi merjenimi vnetnimi indikatorji.
Delez arahidonske kisline je v obratnem sorazmerju z rezultati
vprasalnika kvalitete Zivljenja, predvsem pri UC. Delez DPA je v
obratnem sorazmerju s C-reaktivnim proteinov. Nasi¢ene mas¢obne
kisline so v direktni povezavi s CRP in IL-6.

Analiza fosfolipidov v krvnem
serumu in ma$cobnem tkivu.
KVCB je v remisiji ali pa se je
prvi¢ pojavila. [62]

V KVCB vzorcih je statisti¢no signifikantno manjsi delez o-3
mascobnim kislin, arahidonske kisline in DHA, medtem ko je bilo
opazeno ve¢ DPA kot v zdravih kontrolah.

Analiza prostih fosfolipidov v

krvnem serumu. KVCB je
aktivna. [63]

Analize so v KVCB vzorcih pokazale signifikantno vegji delez
DHA in alfa-linolenske kisline kot tudi manjsi delez DGLA.

Raziskava je pokazala korelacijo med delezem -6 mas¢obnih
Kislin in trajanjem bolezni. Delezi dolo¢enih mas¢obnih kislin so
torej ¢asovno odvisni.

Analiza prostih fosfolipidov v
krvnem serumu. KVCB je
neaktivna. [64]

Raziskava je nadaljevanje zgornje raziskave [63].

Tudi pri bolnikih z neaktivno KVCB so bili opaZeni signifikantno
vi§ji delezi DHA kisline. Tokrat je bil signifikanten tudi delez
nasi¢enih mascobnih kislin.

Primerjava aktivnih in neaktivnih vzorcev je pokazala, da imajo
bolniki s aktivno KVCB vigji deleZ vseh w-6 mas¢obnih kislin v
krvnem serumu.

Analiza prostih fosfolipidov v
krvnem serumu. KVCB je
aktivna. [65]

Bolniki s KVCB so imeli statisti¢no signifikantno manj arahidonske
kisline v krvnem serumu, delez je bil v korelaciji s trajanjem
bolezni. Med bolniki, ki so prejemali razlicna zdravila, niso bile
opazene bistvene razlike.

Delezi ®-3 ma$¢obnih kislin so ostali normalni ne glede na trajanje
bolezni in druge parametre.

Analiza fosfolipidov membran
rde¢ih krvni¢k. KVCB se je
pojavila prvi¢. [66]

Zaradi blagih simptomov in nedavne diagnoze so vzorci
enakovredni tistim z neaktivno KVCB.

V eritrocitih bolnikov s KVCB je bilo signifikantno ve¢
arahidonske kisline in manj linolne kisline. Spremenjen profil je
bolj opazen pri CD kot pri UC.

Analiza fosfolipidov membran
rde¢ih krvnick. KVCB je
zmerno aktivna. [67]

V raziskavo so bili vklju¢eni KVCB bolniki z nizko ali zmerno
aktivnostjo bolezni.

Opazene so bili signifikantno visji deleZi vseh ®-6 ma$¢obnih
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kislin. Visji delez linolne kisline je bil opazen le v UC vzorcih.

Analiza fosfolipidov v celicah
&revesne sluznice. KVCB je
aktivna. [68]

Celice &revesne sluznice v KVCB vzorcih so imele signifikantno
ve¢ji delez arahidonske kisline. Od 75% do 95% arahidonske
kisline se nahaja v membranskih fosfolipidih. OpazZen je bil tudi
trend nizjih delezev oleinske kisline v KVCB.

Jemanje zdravil ni vplivalo na profile mas¢obnih kislin.

Analiza fosfolipidov v celicah

&revesne sluznice. KVCB je
aktivna. [69]

KVCB vzorci imajo signifikanto vije deleze daljsih -6 magéobnih
kislin (arahidonska kislina, DPA in DHA) in manjsi delez oleinske
kisline.

Analiza fosfolipidov v celicah
¢revesne sluznice v ¢loveku in
v migjih modelih. KVCB je
aktivna. [70]

Skladno z prejsnjimi raziskavami so imeli bolniki s KVCB
signifikantno vecje deleze arahidonske kisline, DPA in DHA ter
zmanjsan delez oleinske kisline. Raziskava je pokazala tudi
povezave med KVCB in nasi¢enimi ma§¢obnimi kislinami.

Dodatna analiza tkiva bolnikov z neaktivno KVCB je pokazala, da
so mascobni profili po vrednostih med kontrolami in aktivnimi
vzorci. Razlike med CD in UC so bile opazne a ne signifikantne.

Analiza fosfolipidov v krvni
plazmi in ¢revesni sluznici
bolnikov s UC pred in po
operacijskem posegu. [71]

Krvni mas&obni profil povezan s KVCB izgine po operacijskem
posegu v UC, vendar so $e vedno opazne spremembe v Crevesni
sluznici, znacilne za to bolezen. Tako je v ¢revesni sluznici
signifikantno vecji delez ®-3 kot tudi vseh dalj$ih mas¢obnih kislin.

Analiza prostih fosfolipidov in
vitaminov v krvnem serumu.

Vzorci so imeli razliéno
aktivnost KVCB. [72]

Raziskava je pokazala, da je ve¢ji masni delez enkrat nenasi¢enih
mascobnih kislin in nizje koncentracije karotenoidov in vitamina C
v krvni plazmi bolnikov s KVCB neodvisen od bolezenske
aktivnosti in prehrane.

Iz rezultatov raziskav citiranih v zgornji tabeli sledi, da so opazne signifikantne razlike v
metabolizmu mag&obnih kislin v bolnikih s KVCB tako v ¢asu aktivne bolezni kot tudi v
¢asu remisije.

Raziskave vezane na plazemske fosfolipide oz. masc¢obne kisline so pokazale, da je v €asu
aktivne bolezni ve¢ proste arahidonske kisline, v ¢asu remisije ali nizke aktivnosti pa je le-te
manj kot v zdravih vzorcih. Analize eritrocitov so pokazale, da je v ¢asu neaktivne ali manj
aktivne bolezni delez arahidonske kisline signifikantno visji. Najverjetnejsi razlog temu je
mobilizacija in migracija arahidonske kisline k tarénim tkivom za sintezo njenih derivatov.
Ne glede na aktivnost bolezni se KVCB vzorci v splognem razlikujejo od zdravih po nizjih
delezih krajSih esencialnih mascobnih kislin (to sta linolna in alfa-linolenska) in vi§jem
delezu dalj$ih mas¢obnih kislin, z izjemo linolne kisline v UC v japonski populaciji. Glede
vloge in trendov sprememb ®-3 mascobnih kislin so rezultati studij nasprotujoci.
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2.1.6 Mascobno tkivo

Adipozno oz. mascobno tkivo deluje kot centralni metabolni organ. Belo mascobno tkivo je
pomembni energijski rezervoar za druge organe, rjavo mascobno tkivo pa ohranja telesno
temperaturo. Z izlo¢anjem hormonov, citokinov in adipokinov regulira energijsko
ravnovesje Vv telesu. Razli¢ni okoljski dejavniki lahko sprozijo preoblikovanje mas¢obnega
tkiva, npr. sprememba dieta [73]. Moderno razumevanja mascobnega tkiva poudarja tudi
vlogo pri vnetjih in regulaciji dolo¢enih poti imunskega sistema preko lastnih makrofagov
[74].

Znadilen indikator aktivnosti KVCB je postopno ovijanje vnetega ¢revesja z maséobnim
tkivom. To je povezano z mi$i¢no hipertrofijo, transmuralnim vnetjem in lokalno tesnenje
prebavnega trakta. Kljub temu, da je bil simptom opisan ze v zacetku prej$njega stoletja Se ni
pojasnjen vzrok za migracijo trebusnega mas¢obnega tkiva k prebavnemu traktu pri KVCB.
[75, 76]

Mascobno tkivo ovito okrog ¢revesja se razlikuje od zdravega mezenteri¢nega mas¢obnega
tkiva v trebuhu. Adipociti (masc¢obne celice) so bistveno manjsi, njihovo Stevilo pa je do
Stirikrat vecje kot v zdravem tkivu. Na molekularnem nivoju imajo spremenjen ekspresijski
profil, v sploSnem proizvajajo povecane koli¢ine citokinov in kemokinov (npr. leptin in
adiponektin) in zmanjsane koli¢ine protivnetnih mediatorjev, prav tako so manj dovzetni za
signale iz okoljskih tkiv. V CD je znacilno tudi kopicenje makrofagov asociiranih z
adipoznim tkivom. Razlog temu je visoka koncentracija kemokinov, ki povec¢ajo migracijo
monocitov in makrofagov v mas¢obno tkivo, kot tudi sposobnost preoblikovanja adipocitov
v makrofage. [75]

Citokini in kemokini, ki jih proizvaja ovito maScobno tkivo, imajo direktni vpliv na potek
bolezni. Adipociti okrog ¢revesja proizvajajo velike koli¢ine leptina in adiponektina. Leptin
direktno regulira sintezo ve¢ citokinov, posebej v T celicah, preko regulacije INF-y in
nekaterih interlevkinov pa vpliva posredno na razmerje med Thl in Th2 celicami, kar
prispeva k patogenezi KVCB. Adiponektin kot tudi leptin povecata stopnjo vnetja v bliznjih
tkivih [77, 78], opazene visoke koncentracije adiponektina in leptina v krvnem serumu pa
poveca splosno stopnja vnetja v ozilju in drugih delih telesa [79].
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2.1.7 Kardiovaskularnimi simptomi v KVCB

Povezave med kardiovaskularnimi tezavami in KVCB so Ze dolgo znane in veé $tudij je bilo
objavljenih na to temo [80-83].

Najpogostejsi simptom je ateroskleroza, tj. postopno nalaganje holesterola na stene zil. Pogoj
za nastanek ateroskleroze je zmanjSana strukturna integriteta sten krvnih zil, kar je posledica
visokih koncentracij citokinov, CRP in homocisteina, kar je znadilno za aktivno KVCB.
Genetsko nagnjenje k motnjam tesnega stika krovnega tkiva ¢revesja v KVCB lahko delno
prispeva k slabemu stiku med celicami sten krvnih zil [80].

Stopnja koagulacijskih faktorjev je prav tako povecana ob hudih vnetjih v telesu, kar vodi do
patogenega nalaganja holesterola na stene zil [81]. Opazanja kazejo tudi na dolocene
podobnosti med krvnim profilom bolnikov s kardiovaskularnimi boleznimi in aktivno
KVCB [80].

Ateroskleroza s oZenjem zil povzroca povisan krvni pritisk, posredno pa poveca tveganje za
sréni infarkt, tromboembolijo, koronarno arterijsko bolezen in cerebrovaskularne bolezni, v
KVCB pa tudi tveganje za mezsenteri¢no ishemijo [80]. Med nastetimi bolezenskimi stanji
je v KVCB posebej pogosta tromboembolija v venah in pljucih. 1z tega razloga so redni
pregledi stanja ozilja in uporaba zmernih koli¢in antikoagulansov del modernih terapevtskih
strategij za KVCB [83].

Dodaten razlog za povecano tveganje za kardiovaskularne tezave povezane s koagulacijo so
najverjetneje opazene spremembe v tromocitim pri bolnikih s KVCB; te so nepopolna oblika
diska, prisotnost presvdopodija, povecana velikost, gostota in vi§ja koncentracija prostih
trombocitov. Na molekularni ravni proizvajajo preve¢ molekul, ki so specificne za
trombocite, prav tako je opazena povisana gostota receptorjev [84]. Ker so te spremembe
signifikantne, so $tudije preudevale KVCB kot posledico vzajemnih nepravilnosti v imunosti
in koagulaciji [85].
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2.2 Metabolizem mascobnih kislin

Mascobne kisline so karboksilne kisline, ki jih po lastnostih njihovih alifatskih verig lo¢imo
na nasicene in nenasicen. V biokemiji se dodatno delijo po zadnjem mestu dvojne verige oz.
kjer so nazadnje nenasi¢ene, pogoste SO0 ®-3, -6 in ®-9 mascobne kisline (npr. ®-3 pomeni,
da je zadnja dvojna veriga tri ogljikove atome pred koncem). Pomembna lastnost je tudi
Stevilo dvojnih verig oz. kolikokrat so nenasicene, v grobem tako lo¢imo enkrat- in veckrat-
nenasi¢ene mas¢obne kisline. [86-89]

Clovesko telo uporablja razliéne mas¢obne kisline (in mas¢obe) kot osnovni gradnik celiénih
membran (fosfolipidni dvosloj), vir energije, transport snovi in za sintezo bioaktivnih snovi,
veéina teh spada med eikozanoide. Eikozanoidi so derivati arahidonske, dihomo-y-linolenske
in eikosapentanojske kisline, ki delujejo kot signalne molekule v velikem Stevilu telesnih
procesov, posebej pa v vnetnih. [90, 91]

Slika 3 - Shema elongacije in desaturacije -3 in ®-6 masc¢obnih kislin; povzeto po [92]
prikazuje osnovni metabolizem ®-3 in ®-6 esencialnih mas¢obnih kislin. Najpomembnejsa
procesa sta podaljSevanje z elongazami (geni ELOVL) in oblikovanje novih dvojnih vezi oz.
nastanek nenasi¢enih mest s mas¢obno kislinskimi desaturazami (geni FADS).

o-linolenska kislina linolna kislina
18:3 ®-3 18:2 »-6
A6 desaturaza
e >
A 4 h 4
stearidonska kislina v- linolenska kislina
18:4 -3 18:3 w-6
elongaza
0 >
A 4 A 4
eikozatetraenoinska kislina dihomo 7- linolenska kislina
20:4 ©-3 20:3 -6
AS desaturaza
e oo e oo >
A 4 A 4
eikozapentaenojska kislina arahidonska kislina
20:5 @-3 20:4 -6
3 elongaza 7y
e »

A 4 A 4
dokozapentaenoinska kislina dokozatetraenoinska kislina
22:5 w-3 22:4 w-6
7y A4 desaturaza ry
e e >
A 4 A 4
dokozaheksaenoinska kislina dokozapentaenoinska kislina
22:6 ®-3 22:5 w-6

Slika 3 - Shema elongacije in desaturacije ®-3 in ®-6 mascobnih kislin; povzeto po [92]
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Arahidonska kislina (vkljuéno z njenimi derivati) je izmed vseh mas¢obnih kislin, ki delujejo
v Cloveskem telesu najpomembnejsa za iniciacijo in propagacijo vnetij [93, 94]. Predela se
namreC v:

e prostaglandine

e levkotriene

e tromboksane

e lipoksine

e eoksine

e hepoksiline

e anandamid
Izmed zgoraj nasStetih eikozanoidov so v raziskavah patogeneze pogostih kroni¢nih bolezni
najpogosteje omenjeni prostaglandini in levkotrieni, predvsem zaradi njihovega vnetnega in
imunskega delovanja. Tako delujejo oboji na imunski sistem preko npr. Thl (ang. T helper
1) in Th17 (ang. T helper 17) celic, tudi z modulacijo razmerja med njimi [95-99].
Slika 4 - Shema sinteze derivatov arahidonske Kkisline; povzeto po [100] prikazuje
poenostavljeno shemo metabolizma arahidonske kisline do njenih kon¢nih derivatov in
encime, ki sodelujejo v teh procesih.

! CITOKROM P450 ' ARAHIDONSKA KISLINA \ >

| siox | | LIPOKSIGENAZE | |
ooy N k
Bt e / ; | sHPETE | [8.111215-HPETE| |
5-6.8-9,11-12,14-15
EET LTA4 | 8,11,12,15-HETE |
DHET | LIPOKSINI | | LIPOKSINI |
{LTC4S |

LTE4
Slika 4 - Shema sinteze derivatov arahidonske kisline; povzeto po [100]

Analogni in sorodni encimi po vzporednih poteh predelujejo druge mascobne kisline (npr.
dihomo-y-linolensko in eikosapentanojsko kislino) v bioaktivne molekule, ki prav tako
sodelujejo pri razli¢nih procesih [88, 90, 91].
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V Tabela 3 - Pregled -3 in ®-6 mas¢obnih kislin so zbrani podatki 0 ®-3 in -6 mas¢obnih

kislinah v ¢loveskem telesu. [90, 92]

Tabela 3 - Pregled ®-3 in ®-6 mas¢obnih kislin

Linolna kislina
C18:2 (9,12)c

Kratka esencialna m-6 maséobna kislina.

Konjugirana linolna
kislina

Izomeri linolne kisline. Cloveska &revesna flora jo sintezira v debelem
¢revesu, prisotna je tudi v mle¢nih izdelkih. Sodeluje pri regulaciji vnetnih
sistemov in imunske tolerance na érevesno floro. [101-104]

y-linolenska kislina
C18:3 (6,9,12)c

®-6 mascobna kislina. Nastane iz linolne kisline. Vi§je koncentracije te
mascobne kisline so povezane zZ zmanjSanimi levkotrieni, najverjetneje
preko delovanja na 5-lipoksigenazo. [105]

Dihomo-y-linolenska
kislina
C20:3(8,11,14)c

®-6 mascobna kislina. Nastane iz y-linolenske kisline. 1z nje se
sintetizirajo eikozanoidi, ki delujejo primarno protivnetno.

Arahidonska kislina
C20:4 (5,8,11,14)c

Esencialna ®-6 mas¢obna kislina. Nastane iz dihomo-y-linolenske kisline.
1z nje se sintetizirajo Stevilni eikozanoidi, ki delujejo primarno vnetno.
Kot metabolit je pomembna tudi pri nevroloskih procesih.

Adrenska kislina
C22:4 (7,10,13,16)c

-6 mascobna kislina. Nastane iz arahidonske kisline, v katero se lahko
pretvori tudi nazaj. Njena vloga v razvoju in funkciji mozganov $e ni
podrobno raziskana. [52, 54, 106, 107]

Oshondova kislina
C22:5 »-6

-6 mascobna kislina. Nastane iz adrenske kisline, v katero se lahko
pretvori tudi nazaj. Njena bioloska vloga ostaja nejasna.

a-linolenska kislina
C18:3(9,12,15)c

Kratka esencialna -3 maséobna kislina.

Stearidonska kislina
C18:4 (6,9,12,15)c

®-3 mascobna kislina. Nastane iz a-linolenske kisline. Zaradi ugodnih
kemijskih lastnosti in bioloske dostopnosti je dober vir ®-3 mascobnih
kislin.

Eikozatetraenoinska
kislina
C20:4 (8,11,14,17)c

®-3 mascobna kislina. Nastane iz stearidonske kisline. S delovanjem na
lipoksigenazo in ciklooksigenazo arahidonske Kisline ima protivneten
znacaj.

Eikozapentaenoinska
kislina

C20:5 (5,8.11.14,17)c

-3 masc¢obna kislina. Nastane iz eikozatetraenoinske kisline. 1z nje se
sintetizirajo eikozanoidi, ki imajo znacilen protivneten ucinek.

kislina

Dokozapentaenoinska

C22:5 (7,10,13,16,19)c

®-3 mascobna kislina. Nastane iz eikozapentaenoinske Kisline, v katero se
lahko pretvori tudi nazaj. 1z nje se sintetizira prva skupina resolvinov, ki
razresijo procese, povzrocene zaradi eikozanoidov.

kislina

Dokozaheksaenoinska

C22:6 (4,7,10,13,16,19)c

®-3 mascobna kislina, nekateri viri jo navajajo kot esencialno. Nastane iz
dokozapentaenoinske Kisline, v katero se lahko pretvori tudi nazaj. 1z nje
se sintetizira druga skupina resolvinov, ki razresijo procese, povzrocene
zaradi eikozanoidov. DHA deluje tudi samostojno na imunske celice,
predvsem na dendritske. [108-110]

20



Vpliv polimorfizmov v celotnem genomu na profile mascobnih kislin pri bolnikih s kroni¢no vnetno €revesno boleznijo

2.2.1 Direktno delovanje prostih mascobnih kislin

Proste masc¢obne kisline lahko samostojno delujejo na potek ¢loveskih zivljenjskih procesov
preko dolocenih receptorjev, npr. PPARy, TLR4 in FFARA4. V nadaljevanju so na kratko v
sploSnem opisani PPAR, TLR in FFAR receptorji.

2.2.1.1 PPAR

Peroksisom-profilator-aktivirani receptorji so jedrni receptorji. PPAR so proteini, ki delujejo
tako kot transkripcijski faktorji sposobni vezave na DNK in regulacije genske ekspresije;
delujejo tudi kot receptorji znotraj celice z vezavo ligandov. Za PPAR so ligandi mascobe,
predvsem mascobne kisline in derivati. Sprva je bila dokazana le vloga PPAR receptorjev v
sintezi lipidov in energijski bilanci, pozneje so raziskave pokazale, da imajo vlogo v vnetnih
procesih, kjer delujejo mascobne kisline in njihovi derivati. [111]

Pri ¢loveku poznamo tri takSne receptorje, to so:

e PPARa
e PPARB, imenovan tudi PPARS
] PPAR’Y

Ti trije receptorji se razlikujejo predvsem po vrsti ligandov, na katere se odzovejo. Tako se
npr. na levkotrien B4 odzove le PPARa, PPARY pa se ne veze zZ nasi¢enimi mas¢obnimi
kislinami, za razliko od ostalih dveh. [111]

PPARY je izmed teh treh najbolj preiskovan, ker ima ve¢jo vlogo v vnetnih procesih in je
povezan s patogenezo dolo¢enih kompleksnih bolezni. Povezan je s KVCB preko
sodelovanja z NF-kB (nuklearni faktor kB) in vlogo v sintezi in regulaciji nekaterih
interlevkinov in tumor nekroznega faktorja o [112, 113]. V KVCB lahko pojasnimo
terapevtsko delovanje konjugirane linolne kisline z njenim inhibitorskim delovanjem na
PPARy v makrofagih [101, 102, 104].

Pri drugih bolezenskih stanjih je poudarjeno njegovo delovanje v makrofagih in adipocitih,
kjer regulira sintezo kemokinov; PPARY je povezan tudi s stopnjo stresa na endoplazemskem
retikulumu in ekspresijskimi potmi, v katerih delujejo TLR receptorji [17, 114].

21



Vpliv polimorfizmov v celotnem genomu na profile masc¢obnih kislin pri bolnikih s kroni¢no vnetno ¢revesno boleznijo

2.2.1.2 TLR

TLR (ang. Toll-like receptor) so receptorji v celicni membrani, katerih primarna funkcija je
prepoznavanje patogenov, predvsem mikrobnih. Pri ¢loveku poznamo deset razli¢nih TLR
receptorjev. Najbolj so izrazeni v Crevesju, kjer prepoznavajo patogene mikrobne molekule v
¢revesni sluznici in tako sproZzijo imunski odziv v primeru kontaminacije ¢revesne flore. V
patogenem smislu so genetski defekti v genih, ki kodirajo TLR, povezani predvsem s
KVCB. Raziskani so slede¢i vplivi [115]:

defekti v TLR4 povecajo tveganje za KVCB
defekti v TLRS zmanjsajo tveganje za KVCB
defekti v TLRY povecajo tveganje za CD

defekti v TLR1 in TLR2 povecajo tveganje za UC

Izmed izpostavljenih TLR genov je posebej zanimiv TLR4, saj se njegova signalna pot
moc¢no prekriva z ostrimi vnetnimi in imunskimi odzivi, prav tako pa ima pomembno viogo
pri oblikovanju tolerance na ¢revesno floro [115, 116]. TLR4 se odzove na bakterijske
lipopolisaharide, kot tudi na nasi¢ene mascobne kisline, ki preko njega aktivirajo
ciklooksigenazo (COX-2) in s tem sintezo vnetnih prostaglandinov [117].

Slika 5 - Proteinska struktura skupna TLR receptorjev; povzeto po [118] prikazuje skupno
proteinsko strukturo TLR receptorjev.

Slika 5 - Proteinska struktura skupna TLR receptorjev; povzeto po [118]
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2.2.1.3 FFAR

FFAR (ang. free fatty acid receptor) so skupina celi¢nih receptorjev, katerih ligandi so proste
mascobne kisline. Pojavljajo se v razli¢nih tkivih in sodelujejo v procesih, kot so npr. sinteza
in regulacija sinteze mas¢ob in maScobnih kislin, vnetja, inzulinski signalizaciji, regulaciji
dolo¢enih Zelod¢énih procesov (npr. sproscanje zelod¢énih peptidov) kot tudi v procesu
okusanja [119].

V tej skupini celi¢nih receptorjev je najpogosteje raziskan FFAR4 zaradi vloge v vnetjih v
Stevilnih celi¢nih linijah. Nanj delujejo ®-3 mascobne kisline, predvsem a-linolenska kislina,
eikozapentaenoinska kislina (EPA) in dokozaheksaenoinska kislina (DHA).

V makrofagih DHA vpliva na ekspresijo ciklooksigenaze preko FFAR4, s tem zavira
proizvodnjo vnetnih prostaglandinov iz arahidonske kisline [109, 120]. V krovnem tkivu
tankega ¢reva se FFAR4 odzove na mascobne kisline iz hrane in regulira imunost in vnetja v

¢revesni sluznici, kar bi razloZilo samostojno protivnetno delovanje -3 mascobne kisline v
KVCB [121].
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3 Eksperimentalni del

3.1 Precizen pregled literature

Za nacrtovanje poteka magistrske naloge, potrditve smiselnosti rezultatov bioinformacijske
analize in oblikovanje razlage rezultatov je bil potreben precizen pregled obstojece literature
in ciljno iskanje klju¢nih Studij, Ki upravi¢ijo raziskovanje v izbrano smer. Pri iskanju sem
najveckrat uporabil sledece kljucne besede in njihove logi¢ne kombinacije:

e kroni¢na vnetna &revesna bolezen (KVCB) (ang. inflammatory bowel disease - IBD)
o Crohnovova bolezen (ang. Crohn's disease)
o ulcerozni kolitis (ang. ulcerative colitis)
e mascobne kisline (ang. fatty acids)
o proste mascobne kisline (ang. free fatty acids)
o profil mas¢obnih kislin (ang. fatty acid profile)
o krvne mascobe (ang. blood lipids)
arahidonska kislina (ang. arachidonic acid)
o dihomo-y-linolenska kislina (ang. dihomo-y-linolenic acid)
e eikozanoidi (ang. eicosanoids)
o prostaglandini (ang. prostaglandins)
o levkotrieni (ang. leukotriene)

O

3.2 Bioinformacijska analiza

Bioinformacijska analiza je katerakoli statisti¢na analiza, ki uporablja bioloSke parametre. V
primeru te magistrske naloge so bili bioloSki parametri genotipski podatki s SNP
mikromreze Immunochip in delezi mascobnih kislin v membranah rdecih krvni¢k (Zdenka
Cenci¢ Kodba, Dolo¢evanje sestave mascobnih kislin in njihovih profilov v membranah
rde¢ih krvnih celic bolnikov z razlicnimi boleznimi z metodo plinske kromatografije,
Maribor, junij 2011) zdrave kontrolne skupine in bolnikov s KVCB.

Analiza je potekala v ve¢ stopnjah:

priprava pravilnega formata podatkov

avtomatizacija analiznih postopkov

kvantitavna asociacijska analiza

groba orientacijska meta analiza podatkov

oblikovanje signalnih Sopov na osnovi LD-ja
preverjanje ustreznosti podatkov s permutacijami

izbira tar¢nih signalov s pomocjo literature in heuristike

3.2.1 Immunochip

Immunochip je SNP mikromreZa, ki jo je podjetje Illumina Infinitum leta 2009 oblikovalo na
osnovi genskih podrocij povezanih z imunsko-posredovanimi boleznimi. Med njimi so
primarna bilijarna ciroza, diabetes tipa 1, avtoimunska bolezen §¢itnice, revmatoidni artritis,
Crohnova bolezen, luskavica in ankilozirajuci spondilitis. Cip obsega ve¢ kot 200.000 SNP-
jev po celotnem genomu. S tem cCipom je bilo genotipiziranih ve¢ kot 200 slovenskih
bolnikov s KVCB in 200 zdravih posameznikov.
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3.2.2 Programska oprema

3.2.2.1 PLINK

PLINK je brezplacen odprt set programskih orodij za Studije celotnega genoma. V c¢asu
izvajanja bioinformacijskih analiz je bila najnovej$a dostopna razli¢ica v1.90b3.33, ki sem jo
tudi uporabljal. PLINK je zelo moc¢no in optimirano orodje, ki opravi tudi SirSe preproste
analize v sekundah, redkeje minutah. Izjema so analize z ve¢ permutacijami, ki so
dolgotrajne tudi za trenutno zelo zmogljive procesorje.

Kvantitativne asociacijske S$tudije celotnega genoma v PLINK so v osnovi nekoliko
modificirani Wald testi. Primerjalna regresijska kvantitativna asociacijska Studija celotnega
genoma je le preprosta primerjava regresijskih koeficientov dveh ali ve¢ skupin, uporablja se
s namenom iskanja razlik med skupinami vzorcev.

3.2.2.2 Haploview

Haploview je brezpla¢na odprta programska oprema napisana v Java jeziku, ki nudi $irsi
spekter orodij, pogosto uporabljenih v molekularni biologiji in genetiki. Za namen te
magistrske naloge se je uporabljal za orientacijski izris Manhattan grafov in tudi za risanje
LD trikotnikov za konéne izbrane signale.

3.223 R

R je brezpla¢no programsko okolje za statisticno racunanje in risanje. Znotraj njega sem
uporabil paket "qgman", s katerim sem risal precizne Manhattan grafe iz dobljenih rezultatov
kvantitativne asociacijske Studije celotnega genoma.
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4 Rezultati in diskusija

4.1 Presek literature

Taréni &lanki pri iskanju literature so bile raziskave celotnega genoma, vezane na KVCB
in/ali mascobne kisline oz. mas¢obe. Prva obsezna GWA $tudija je identificirala 163 genskih
obmodij povezanih s patogenezo KVCB, naslednja $tudija je nagla $e 38 novih obmodij, tako
da je stevilo KVCB genov 201 [1, 2].

GWA studije, ki so proucevale deleze mascobnih kislin v zvezi z genomom so velikokrat
vezane na kardiovaskularne bolezni, npr. ateroskleroza. NaSel sem devet takSnih GWA
Studij. Skupino genov, ki so jih povezale z mas€obnimi kislinami oz. mas¢obami, sem
primerjal s 201 KVCB geni. Geni v preseku so prikazani v Tabela 4 - Presek med 201
KVCB geni in izbranimi GWA $tudijami.

Tabela 4 - Presek med 201 KVCB geni in izbranimi GWA $tudijami

RAZISKAVA GEN p vrednost in signifikanten bioloski paramater

p (trigliceridi) = 5.68 x 107

GCKR p (holesterol) = 7.31 x 10%
p (holesterol) = 1.18 x 10™

ABCGS p(LDL)=1.11x 10%

SLC39A8 p (HDL) =7.20 x 10™*
p (trigliceridi) = 1.60 x 10™

o o _ HLA p (LDL) =240 x 10™
Biological, cllnlca! and pOpuli?.tI_On p (holesterol) = 3.96 x 10
relevance of 95[I102c;]for blood lipids. p (holesterol) = 2.08 x 1072

_ -21

FADS p (LDL)=1.17 x 10

p (HDL) = 1.50 x 10%

100184 vzorcev; zdrave kontrole in p (trigliceridi) = 5.41 x 1 02

bolniki s kardiovaskularni boleznimi. STARD3 0 (HDL) = 2.84 x 10

Bioloski parametri so trigliceridi,
holesterol in delez LDL in HDL.
Identificiranih 95 genov. TRIB1
Verjetnost naklju¢nega pokrivanja 11

p (holesterol) = 5.02 x 10
p (LDL)=2.59 x 10
p (HDL) =6.35 x 10™°

p (trigliceridi) = 3.29 x 10™°

med skupinama z 201 in 95 geni:

D = 6.69 x 10710 p (holesterol) = 4.90 x _112'41
USP1 p (LDL)=2.63 x 10
p (trigliceridi) = 8.84 x 10
CEP250 p (holesterol) = 3.82 x 10
p (holesterol) = 5.72 x 10"
HNF4A p (HDL)=1.05 x 10
p (HDL) =1.90 x 10*
NEURL2 p (trigliceridi) = 4.69 x 10™
Discovery and refinement of loci ABCG5 p(LDL)=3x 10"
associated with lipid levels. [123] HLA p (holesterol) =1 x 10
CEP250 p (trigliceridi) =5 x 10™
Vet kot 196000 vzorcev; zdrave GCKR p (trigliceridi) = 3 x 107
kontrole in bolniki s kardiovaskularni TRIB1 p (trigliceridi) = 1 x 107"
boleznimi. Bioloski parametri so FADS p (trigliceridi) = 2 x 10
trigliceridi, holesterol in delez LDL in
HDL. Identificiranih 157 genov. 17
STARD3 p (HDL) =3 x 10

Verjetnost naklju¢nega pokrivanja 7
med skupinama z 201 in 157 geni:
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p=23.99x 10"

Genetics meets metabolomics: a
genome-wide association study of
metabolite profiles in human serum.
[124]

1644 vzorcev iz KORA Studije.
Bioloski parametri so 363 metabolitov,
med njimi 208 mas¢obnih.

Po statisticni obdelavi je ostal
signifikanten le FADSL1 gen za
mascobne parametre.

FADS1

p (arahidonska kislina) = 5.30 x 10

Genome-wide association study of
plasma polyunsaturated fatty acids in
the INCHIANTI Study. [92]

1075 vzorcev iz InCHIANTI $tudije in
1076 vzorcev iz GOLDN Studije.
Bioloski parametri so delezi veCkrat
nenasic¢enih mascobnih kislin v krvni
plazmi.

Po statisti¢ni obdelavi sta ostala
signifikantna dva signala.

FADS

p (arahidonska kislina) = 5.95 x 10

Genetic loci associated with plasma
phospholipid n-3 fatty acids: a meta-
analysis of genome-wide association
studies from the CHARGE Consortium.
[125]

8866 vzorcev iz CHARGE Sstudije.
Bioloski parametri so delezi -3 vecCkrat
nenasi¢enih mascobnih kislin v krvni
plazmi.

Po statisti¢ni obdelavi so ostali
signifikantni trije signali.

FADS

p (a-linolenska kislina) = 3 x 10
p (eikozapentaenoinska kislina) = 5 x 10

GCKR

p (dokozaheksaenoinska kislina) =1 x 10"

AGPAT3

p(dokozapentaenoinska kislina) = 2.4 x 10”7

Genome-wide association study of
plasma N6 polyunsaturated fatty acids
within the cohorts for heart and aging

research in genomic epidemiology

consortium. [126]

8631 vzorcev; po izvoru:

3269 iz ARIC, 1507 iz CARDIA, 2404 iz
CHS, 1075 iz InCHIANTI in 707 iz
MESA Studije
Bioloski parametri so delezi m-6 veckrat
nenasi¢enih masc¢obnih kislin v krvni
plazmi.

FADS

p (y-linolenska kislina) = 2.3 x 1072
p (dihomo-y-linolenska kislina) =2.6 x 10
p (adrenska kislina) = 6.3 x 10"

-151

27




Vpliv polimorfizmov v celotnem genomu na profile mascobnih kislin pri bolnikih s kroni¢no vnetno €revesno boleznijo

Po statisti¢ni obdelavi je ostalo
signifikantnih pet signalov.
A genome-wide association study of
saturated, mono- and polyunsaturated
red blood cell fatty acids in the
Framingham Heart Offspring Study.[89]
2633 vzorcev iz Framingham Heart FADS p (dihomo-y-linolenska kislina) = 3.29 x 10
Offspring studije. Bioloski parametri so
delezi mascobnih kislin v membranah
rdecih krvnih celic.
Identificiranih je 191 SNP-jev.
Genome-wide association study KCNH7 p (fosfolipidi) = 2.27 x 10°%
identifies novel loci associated with
circulating phospho- and sphingolipid
concentrations. [127]
4034 vzorcev; zdrave kontrole in bolniki
svkarQ|ova§Ifularn| bqlveznlm.l iz ved GCKR o (fosfolipidi) = 1.72 x 1 0%
$tudij razli¢nega etni¢nega izvora.
Bioloski parametri so fosfolipidov v
plazmi. Identificiranih je 14 genov.
Verjetnost naklju¢nega pokrivanja 2
med skupinama z 201 in 14 geni:
p=6.23x10°
Abundant genetic overlap between USP1 FOSfOIIpIqI;. L.DL
blood lipids and immune-mediated FOSL2 Fosfol!p!d!
diseases indicates shared molecular BRE Fosfol!p!d!
genetic mechanisms. [128] SLC39A8 Fosfolipidi
1L22 Fosfolipidi
Vec kot dvesto tiso€ vzorcev; zdrave GCKR Fosfolipidi
kontrole in bolniki s kroni¢no vnetno Céorf15 Fosfolipidi
¢revesno boleznijo, revmatoidnim HLA Fosfolipidi; LDL; HDL
artritisom, diabetesom tipa 1, celiakija, | _C60rf10 Fosfolipidi
luskavico ali sarkoidozo. TRIB1 Fosfolipidi; LDL; HDL
Bioloski parametri so trigliceridi, FADS Fosfolipidi; LDL; HDL
holesterol in delez LDL in HDL ter MMP9 Fosfolipidi; HDL
nekateri imunoloski parametri. SLC22A1 LDL
Identificiranih je bilo 88 trigliceridnih | CDKN2D LDL
lokusov, 87 LDL lokusov in 52 HDL SLC44A2 LDL
lokusov. FUT?2 LDL
Verjetnost naklju¢nega pokrivanja 12 HNF4A LDL
med skupinama s 201 in 88 geni: BTNL2 LDL
p=156x10" RFT1 HDL
Verjetnost nakljuénega pokrivanja 10 RSPO3 HDL
med skupinama s 201 in 87 geni: IKZF1 HDL
_ p=4ZEx10° PCNXL3 HDL
Verjetnost n_akljucnega p_okrlvanja_ 11 RPAP1L HDL
med skupinama s 201 |lr; 52 geni: SMPD3 HDL
p=7.40x% 10
STARD3 HDL
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Geni oz. genska obmocja, ki se v preseku nabora genov iz GWA $tudij veckrat pojavljajo, SO
sledeci: FADS regija, HLA regija, GCKR, TRIB1 in AGPATS3.
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4.2 Bioinformacijska analiza

Pred bioinformacijsko analizo sem naredil preprosto statisticno primerjavo med kontrolnimi
in bolezenskimi vzorci. Statisticno najbolj signifikantne razlike so opazne pri arahidonski
kislini kot tudi pri vsoti vseh ®-6 mascobnih kislin. Ugotovitve se skladajo s tujimi
$tudijami, ki so proucevale krvne profile ma$¢obnih kislin v bolnikih s KVCB.

Zaradi velike koli¢ine podatkov (169548 SNP-jev s Cipa; 46 bioloskih parametrov za 132
oseb) je pravilno formatiranje osnova uspesne bioinformacijske analize. Podatki bioloskih
parametrov izvirajo direktno iz doktorskega dela Zdenke Cenci¢ Kodbe [129] ali pa so
izraCunane iz njih. Oblikovanih je bilo ve¢ vzporednih datotek, tako je program vsakic¢
opravil to¢no eno analizo za en set podatkov. V Tabela 5 - Seznam bioloskih parametrov so
zbrani uporabljeni bioloski parametri.

Tabela 5 - Seznam bioloskih parametrov

ST. BIOLOSKI PARAMETER

1 Miristinska kislina

2 Pentadekanojska Kislina

3 Palmitinska kislina

4 Palminat

5 Palmitoleinska kislina

6 Margarinska kislina

7 Stearinska kislina

8 Stearat

9 Vsota vseh enkrat nenasi¢enih trans mas¢obnih kislin
10 Oleinska kislina

11 cis-Vakcenska kislina

12 Linolna kislina

13 Arahidinska kislina

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

16 Gondoinska kislina

17 alfa-Linolenska kislina

18 Stearidonska kislina

19 Eikozadienoinska kislina

20 Behenska kislina

21 dihomo-y-linolenska kislina

22 Erukinska kislina

23 Arahidonska kislina

24 Eikozapentaenoinska kislina

25 Lignocerinska kislina

26 Nervonska kislina

27 Adrenska kislina

28 Osbondova kislina

29 Dokozapentaenoinska kislina (DPA)
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30 Dokozaheksaenoinska kislina (DHA)

31 Nasi¢ene mascobne kisline (SA)

32 Enkrat nenasi¢ene mascobne kisline (MUFA)

33 Veckrat nenasi¢ene masc¢obne kisline (PUFA)

34 Trans-mascobne kisline

35 Razmerje med enkrat nenasi¢enimi in nasi¢enimi masc¢obnimi kislinami

36 Razmerje med enkrat in vec¢krat nenasi¢enimi mas¢obnimi kislinami

37 ®-3 mascobne kisline

38 ®-6 mascobne kisline

39 Razmerje med o -3 in ® -6 mas¢obnimi kislina

40 Vsota vseh esencialnih mas¢obnih kislin

41 Ocena aktivnosti FADS?2 oz. razmerje med dihomo-y-linolensko in linolno kislino
42 Ocena aktivnosti FADS1 oz. arahidonsko in dihomo-y-linolensko kislino

43 Ocena aktivnosti SCD oz. razmerje med palmitoleinsko in palmitinsko kislino
44 Alternativna ocena aktivnosti SCD oz. razmerje med oleinsko in stearinsko kislino
45 Ocena aktivnosti ELOVL oz. adrensko in arahidonsko kislino

46 Alternativna ocena aktivnosti FADS2 oz. razmerje med y-linolensko in dihomo-y-linolensko kislino

Stevilo naértovanih kvantitativnih asociacijskih analiz je bilo 184, zato sem ob velikem
Stevilu komandnih vrstic oblikoval BAT datoteke, s katerimi sem proces poenotil in pospesil.
V Tabela 6 - Ponavljajoc¢i se vzorec komandnih vrstic za kvantitativne asociacijske Studije je
prikazan ponavljajoci se vzorec komandnih vrstic za program PLINK, s katerimi so bile
opravljene kvantitativne analize.

Tabela 6 - Ponavljajoci se vzorec komandnih vrstic za kvantitativne asociacijske Studije

Vrsta Studije Vzorec komandnih vrstic brez poti datotek

Kvantitativna asociacijska Studija (QASSOC) plink --fam --bed --bim --assoc --qt-means

Primerjalna regresijska kvantitativna | plink --fam --bed --bim --gxe --covar
asociacijska Studija (GXE)

Opravljene so bile tri preproste kvantitativne asociacijske Studije, ena za kontrolno skupino,
ena za KVCB skupino in ena za vse vzorce skupaj. Cetrta $tudija je bila primerjalna
regresijska kvantitativna asociacijska Studija, ki preprosto primerja regresijske koeficiente
med vzorci, v tem primeru razlike med kontrolami in KVCB vzorci.

Koli¢ina rezultatov je bila precejsSnja, iz tega razloga groba orientacijska meta analiza, ki p
vrednosti vzporednih raziskav zdruzi, ni zadostovala za izbiro klju¢nih signalov. Tudi
Manhattan grafi, ki jih je izrisal Haploview 0z. pozneje R, niso dovolj natanéni za izbiro
klju¢nih signalov. 1z tega razloga sem znotraj programske opreme PLINK uporabil ukaz "--
clump", ki na osnovi izraCunanega vezavnega neravnovesja (LD, ang. linkage
disequilibrium) oblikuje Sope SNP-jev, ki so po lokaciji blizu in se zelo pogosto skupaj
dedujejo. Podobno kot za kvantitativne analize sem oblikoval BAT datoteke, katerih
ponavljajoci se vzorec je prikazan v Tabela 7 - Ponavljajoci se vzorec komandnih vrstic za
oblikovanje Sopov SNP-jev.
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Tabela 7 - Ponavljajoci se vzorec komandnih vrstic za oblikovanje Sopov SNP-jev

Vrsta Studije

Vzorec komandnih vrstic brez poti datotek

Kvantitativna asociacijska Studija (QASSOC)

plink --fam --bed --bim --clump --clump-verbose

Primerjalna regresijska kvantitativna
asociacijska Studija (GXE)

plink --fam --bed --bim --clump --clump-field P_GXE --
clump-verbose

Za dodatno potrditev veljavnosti podatkov (predvsem p vrednosti) sem ponovil analize s
permutacijami, ki so dale p vrednosti z minimalno in dopustno razliko. Nato sem $e preveril
ali je PLINK pravilno izracunal LD in oblikoval Sope; to sem storil s Haploview programsko
opremo, ki je izrisala LD trikotnike, primer je na Slika 6 - LD graf za FADS regijo.

rs174535
rs174537
rs102275
rs174547

rs174550
rs968567
rs1535

rs174579

Block 1 (54 kb)
1 2

(&3]
o

()]

T
0,::

Slika 6 - LD graf za FADS regijo

Izbira klju¢nih signalov je bila opravljena na osnovi heuristike in s pomoc¢jo pregledane
literature. Izlocili so se osamljeni SNP-ji, Ki niso oblikovali $opa, nato so bili razvrsceni po p
vrednostih, po biokemijski relevanci in po raziskanih haplotipskih blokih, ¢e ti obstajajo.
Kon¢ni seznam SNP-jev je zbran v Tabela 8-Tabela 24.
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Tabela 8 - Seznam SNP-jev v FADS regije pri DGLA in vseh vzorcih; QASSOC

EFEKT REDKEJSEGA
SNP GEN p VREDNOST ALELA
rs174535 MYRF 8.85 % 107
rs174537 MYRF 6.84 x 107
rs102275 TMEM258 29x%10°
rs174547 FADS1 8.85x 107 e
rs174550 FADS1 8.85 x 107 vedji delez DGLA
rs968567 FADS?2 8.98 x 107’
rs1535 FADS2 6.84 x 107
rs174579 FADS?2 3.35x%10°

Tabela 9 - Seznam SNP-jev v prvem PTGER4 signalu pri oleinski Kislini in vseh vzorcih; GXE

EFEKT REDKEJSEGA
SNP GEN p VREDNOST ALELA
rs115113641 PTGER4 2.46 x 107
rs74372174 PTGER4 1.88 x 10™ manjsi deleZ oleinske
rs74570089 PTGER4 1.88 x 10™

Tabela 10 - Seznam SNP-jev v drugem PTGERA4 signalu pri DPA in vseh vzorcih; GXE

SNP GEN p VREDNOST EFEKTEEIE)&EJSEGA
rs16870224 PTGER4 8.05 x 107
rs79272198 PTGER4 3.33x 10™
rs6451534 PTGER4 3.33x 10 vedit delez DPA
rs4957341 PTGER4 3.33x 10

Tabela 11 - Seznam SNP-jev v PTGERA4 signalu pri DHA in vseh vzorcih; GXE

EFEKT REDKEJSEGA
SNP GEN p VREDNOST ALELA
rs115113641 PTGER4 2.46 x 10°
1s74372174 PTGER4 1.88 x 10™ vedji delez DHA
rs74570089 PTGER4 1.88 x 10™
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Tabela 12 - Seznam SNP-jev v SPRED?2 signalu pri y-linolenski Kislini in vseh vzorcih; GXE

EFEKT REDKEJSEGA
SNP GEN p VREDNOST ALELA
rs268120 SPRED?2 6.52 x 10°
rs7583793 SPRED? 4.26 x10°
rs34158596 SPRED? 257 x 10
rs13022819 SPRED2 212 x10°
rs12623455 SPRED?2 212 x10° , ) .
1511687598 SPRED? 212 % 10° zmanjsan delez y-linolne Kisline
rs268134 SPRED? 6.52 x 10°
rs59173238 SPRED?2 212 x10°
rs3732102 SPRED?2 2.12 x10°
rs6740462 LOC440867 1.88 x 10

Tabela 13 - Seznam SNP-jev v SPRED?2 signalu pri y-linolenski Kislini in kontrolnih vzorcih;

QASSOC
EFEKT REDKEJSEGA
SNP GEN p VREDNOST ALELA
rs1876518 SPRED? 2.32 % 10°
rs2271198 SPRED?2 5.18 x 10
rs7581149 SPRED?2 5.18 x 10
rs10188563 SPRED2 1.01x 107
rs10186240 SPRED? 5.18 x 10™
rs7559283 SPRED? 5.18 x 10™
rs1396210 SPRED2 8.38 x 10°
rs6738087 SPRED2 5.18 x 10
rs906578 SPRED? 154 x 10
rs268122 SPRED? 154 x 10
rs174847 SPRED? 2.32x10°
rs11689314 SPRED2 2.32x10° zmanjsan delez y-linolne kisline
rs1194849 SPRED? 154 x 10
rs268139 SPRED? 154 x 10
rs198478 SPRED? 154 x 10
rs268138 SPRED2 5.18 x 10
rs268132 SPRED? 154 x 10
rs268131 SPRED?2 154 x 10
rs1039764 SPRED? 154 x 10
rs4303705 SPRED2 154 x 10
rs2661796 SPRED? 154 x 10
rs2661797 SPRED?2 154 x 10
rs2661798 SPRED? 154 x 10
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Tabela 14 - Seznam SNP-jev v SPRED2 signalu pri y-linolenski kislini in kontrolnih vzorcih;
GXE

SNP GEN o VREDNOST EFEKT ESEFEJSEGA

rs1876518 SPRED?2 2.32x10°

rs2271198 SPRED2 5.18 x 10

rs7581149 SPRED2 5.18 x 10
rs10188563 SPRED2 1.01x 103
rs10186240 SPRED2 5.18 x 10

rs7559283 SPRED2 5.18 x 10

rs1396210 SPRED2 8.38 x 10 povecan delez y-linolne kisline
rs6738087 SPRED2 5.18 x 10™
rs71398630 SPRED?2 1.54 x 10

rs268122 SPRED2 1.54 x 10™

rs174847 SPRED2 2.32x10°
rs11689314 SPRED?2 2.32x10°

rs1194849 SPRED2 1.54 x 10™

rs268139 SPRED2 1.54 % 10™

rs198478 SPRED2 1.54 x 10™

rs268138 SPRED?2 5.18 x 10™

rs268132 SPRED2 1.54 x 10™

rs268131 SPRED2 154 x 10

rs1039764 SPRED? 154 % 10" povecan delez y-linolne kisline
rs4303705 SPRED?2 1.54 x 10™

rs2661796 SPRED2 1.54 x 10™

rs2661797 SPRED2 154 x 10

rs2661798 SPRED?2 1.54 x 10™

Tabela 15 - Seznam SNP-jev v LTBP1 signalu pri DHA in vseh vzorcih; GXE

SNP GEN p VREDNOST EFEKT ALELOV
rs2290449 LTBP1 1.98 x 107 ;irzzijD;HAA
rs6728094 LTBP1 3.72 x 10 ﬁ’n:zsj%i/;
rs17641906 LTBP1 230 x 10 éinzzsjl?;/:
12290448 LTBPL 2.47 % 10° é’nl’zsj%i/;
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Tabela 16 - Seznam SNP-jev v LTBP1 signalu pri SA in vseh vzorcih; GXE

SNP GEN p VREDNOST EFEKT ALELOV
(52290449 LTBP1 230 x 107 Té:i?;f‘
: j SA
16728094 LTBP1 8.22 x 10 i;T/ZQJsSA
A: manj SA
517641906 LTBP1 3,08 x 10° GZT:Q’SA
A: manj SA
(52290448 LTBP1 5.82 x 107 GZT}:’ on

Tabela 17 - Seznam SNP-jev v LTBP1 signalu pri PUFA in vseh vzorcih; GXE

SNP GEN p VREDNOST EFEKT ALELOV

. T: manj PUFA

7
rs2290449 LTBP1 5.60 x 10 C: vet PUEA
(56728094 LTBP1 2,57 x 107 G: manj PUFA
A: ve¢ PUFA
) A: manj PUFA

17641 LTBP1 4. 10°
rs17641906 85 x 10 G- vet PUEA
. A: manj PUFA

6
rs2290448 LTBP1 8.64 x 10 G- vot PUEA

Tabela 18 - Seznam SNP-jev v LTBP1 signalu pri arahidonski kislini in vseh vzorcih; GXE

SNP GEN p VREDNOST EFEKT ALELOV
12290449 LTBPL 117 x 10° T: vet arahidonske kisline
C: manj arahidonske Kisline
1s6728094 LTBP1 291 x 10 G: vec_arahl(_ionske k1_sl1T1e
A: manj arahidonske kisline

A: vec arahidonske kisli
rs17641906 LTBP1 6.59 x 10 VEC araidonske KISTne
G: manj arahidonske kisline

A: vec arahidonske kisli
rs2290448 LTBPL 1.88 x 10° Ve aranidonsie KISne

G: manj arahidonske kisline

Tabela 19 - Seznam SNP-jev v LTBP1 signalu pri adrenski kislini in vseh vzorcih; GXE

SNP GEN p VREDNOST EFEKT ALELOV

T: vet ke kisli
(s2290449 LTBP1 7.84 x 10° vet adrenske kisline
C: manj adrenske Kisline
156728094 LTBP1 5.87 x 107 G: ve€ adrenske kisline
A: manj adrenske Kisline

A: vet ke Kisli
rs17641906 LTBPL 2.89 % 10 vet adrenske kisline
G: manj adrenske Kisline

A: vet adrenske kisli
(52290448 LTBP1 9.65 x 10°° vec adrenske Kisiine

G: manj adrenske kisline
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Tabela 20 - Seznam SNP-jev v MCCC1 signalu in oleinski kislini pri KVCB vzorcih; QASSOC

EFEKT REDKEJSEGA
SNP GEN p VREDNOST ALELA
rs1502762 MCCC1 5.49 x107°
rs11928508 MCCC1 6.68 x 10™
rs7640612 MCCC1 6.68 x 10
rs2292057 MCCC1 6.68 x 10™
rs1604586 MCCC1 9.38 x 107°
rs2314737 MCCC1 5.47 x 10
rs7624867 MCCC1 5.47 x 10
159823766 MCCCl 3.16 x 10° manj oleinske kisline
rs9822789 MCCC1 3.16 x 10
rs16833689 MCCC1 3.16 x 10™
rs11711441 MCCC1 2.07 x10°
rs73178990 MCCC1 2.07 x10°
rs73178993 MCCC1 2.07 x 107
rs11716740 MCCC1 2.07 x 107

Tabela 21 - Seznam SNP-jev v MCCC1 signalu in arahidonski kislini pri KVCB vzorcih;

QASSOC
EFEKT REDKEJSEGA
SNP GEN p VREDNOST ALELA
rs1502762 MCCC1 477 x107°
rs11928508 MCCC1 7.18 x 10™
rs7640612 MCCC1 7.18 x 10™
rs2292057 MCCC1 7.18 x 10
rs1604586 MCCC1 122 x10™
rs2314737 MCCC1 1.68 x 10°
rs7624867 MCCC1 1.68 x 10°
rs9823766 MCCC1 3.06 x 10" ved arahidonske kisline
rs9822789 MCCC1 3.06 x 10*
rs16833689 MCCC1 3.06 x 10
rs11711441 MCCC1 136 x10°
rs73178990 MCCC1 136 x10°
rs73178993 MCCC1 136 x10°
rs11716740 MCCC1 136 x 10°
rs73178998 MCCC1 8.02 x 107
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Tabela 22 - Seznam SNP-jev v MCCC1 signalu in adrenski kislini pri KVCB vzorcih; QASSOC

EFEKT REDKEJSEGA
SNP GEN p VREDNOST ALELA
rs1502762 MCCC1 3.04 x107°
rs11928508 MCCC1 572 x 10
rs7640612 MCCC1 572 x 10
rs2292057 MCCC1 572 x 10
rs1604586 MCCC1 2.35 x 10
rs2314737 MCCC1 6.49 x10™
rs7624867 MCCC1 6.49 x10™
rs9823766 MCCC1 3.38 x 107 vet adrenske kisline
rs9822789 MCCC1 3.38 x 10
rs16833689 MCCC1 338 x 107
rs11711441 MCCC1 1.06 x 10°
rs73178990 MCCC1 1.06 x 10°
rs73178993 MCCC1 1.06 x 10°
rs11716740 MCCC1 1.06 x 10°
rs73178998 MCCC1 535 x107°

Tabela 23 - Seznam SNP-jev v MCCC1 signalu in Oshondovi kislini pri KVCB vzorcih;

QASSOC
EFEKT REDKEJSEGA
SNP GEN p VREDNOST ALELA
rs1502762 MCCC1 4.03 x10°
rs11928508 MCCC1 1.06 x 10™
rs7640612 MCCC1 1.06 x 10
rs2292057 MCCC1 1.06 x 10™
rs1604586 MCCC1 6.07 x10°
rs2314737 MCCC1 6.65 x107°
rs7624867 MCCC1 6.65 x 107
rs9823766 MCCC1 120 x 10 ve¢ arahidonske kisline
rs9822789 MCCC1 1.20 x 10
rs16833689 MCCC1 1.20 x 10™
rs11711441 MCCC1 1.51 x10°
rs73178990 MCCC1 1.51 x10°
rs73178993 MCCC1 1.51 x10°
rs11716740 MCCC1 1.51 x10°
rs73178998 MCCC1 8.63 x 107
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Tabela 24 - Seznam SNP-jev v MCCC1 signalu pri DGLA in vseh vzorcih; QASSOC

EFEKT REDKEJSEGA
SNP GEN p VREDNOST ALELA
rs1502762 MCCC1 9.58e-05
rs11928508 MCCC1 0.00976
rs7640612 MCCC1 0.00976
rs2292057 MCCC1 0.00976
rs1604586 MCCC1 0.00535
rs2314737 MCCC1 0.00142 vec DGLA
rs7624867 MCCC1 0.00212
rs9823766 MCCC1 0.00804
rs9822789 MCCC1 0.00804
rs16833689 MCCC1 0.00804

Razen FADS in HLA regije bioinformacijska analiza ni nasla statisti¢no signifikantnih (p <
10™) signalov pri genih, ki so se vetkrat pojavljali v preseku 201 KVCB genov in GWA
Studij, ki so preucevale mascobe. Tako ni bilo statisticno signifikantnega signala za gene
GKCR, TRIB1 in AGPAT3. KVCB geni, na novo povezani s ma$¢obnimi kislinami v tem
magistrskem delu so PTGER4, SPRED2, LTBP1 in MCCCL.

Signalov v HLA regiji je bilo 13, med njimi 10 ni v LD-ju med sabo in so tako unikatni.
Pojavljajo se pri vseh stirih tipih raziskav in razliénih mascobnih kislinah, med njimi
stearidonska, DGLA, arahidonska, adrenska, Osbondova in DPA, torej vedinoma pri ®-6
mascobnih kislinah dalj$ih od DGLA.

4.2.1 FADS regija

FADS regija je gensko obmodje, kjer se tesno skupaj nahajajo geni FADS1, FADS2 in
FADS3. Nekateri viri $e navajajo gene MYRF, TMEM258 in FEN1 kot del te regije, saj se v
njih nahajajo promotorji kot tudi SNP-ji, ki vplivajo na gensko ekspresijo. Natanéneje so del
haplotipskega bloka, ki vpliva na kinetiko metabolizma mas¢obnih kislin [88]. Signal se je
pojavil pri DGLA, ki je najbolj dovzetna na genotipe v FADS regiji [87-89, 92, 126].
Haplotipska bloka sta imenovana D s frekvenco 62.1% (pri nas: 63.24%) in A s frekvenco
37.9% (pri nas: 36.76%). 4.9% predstavlja stiri redke rekombinacije, ki so funkcionalno
identi¢ne haplotipskemu bloku A, zato se Stejejo kot le-ta. Haplotipski blok D poveca
biosintezo daljsih ®-3 in -6; to so arahidonska, adrenska, Oshondova, eikozapentaenoinska
kislina, DPA in DHA, s tem posledi¢no zmanj$a vrednosti kraj$ih ®-3 in ®-6 mascobnih
kislin. Haplotipski blok A se je pojavil nekje v ¢asu migracije ¢loveka skozi Sirijo v druga
obmocja. Spremenjena dieta z vecjo koli¢ino esencialnih mascob je ob migraciji v Evropo in
Azijo favorizirala haplotip A, saj je ta z ve¢jo sintezo daljsih mascobnih kislin omogo¢il
boljse nevroloske, vnetne in druge funkcije. Danes je haplotip A povezan s kardioloskimi
problemi, saj je koli¢ina zauzitih mascob v povprecju prevelika, kar skoraj patolosko poveca
koncentracije arahidonske kisline [88]. Tako je za SNP-je, ki so del haplotipa D znacilno, da
so povezani tudi s spremembami v proizvodnji eikozanoidov, natan¢neje vecjo proizvodnjo
tistih, ki nastanejo z encimom ALOX5 [86].

Obratno velja za haplotip A, za katerega je metabolizem visjih mascobnih kislin zmanjSan,
vpliv na eikozanoide pa $e ni to¢no preiskan oz. potrjen.

39




Vpliv polimorfizmov v celotnem genomu na profile mascobnih kislin pri bolnikih s kroni¢no vnetno €revesno boleznijo

4.2.2 Preostale genske regije s signifikantimi signali

PTGER4 je med 201 geni, povezanimi s KVCB. Gen kodira enega izmed tirih receptorjev,
na katerega direktno deluje prostaglandin E2. V ¢loveskem telesu predvsem aktivira faktorje
za T-celice in s tem sodeluje pri imunskih procesih. Misi brez tega gena so imele zmanj$ano
ekspresijo oz. aktivacijo LDL gena, ki prenasa trigliceride iz krvne plazme v periferna tkiva,
iz tega razloga so imele misi povisan skupni holesterol in niso normalno pridobivale telesne
mase [130]. Na PTGER4 deluje inhibitorni protein EPRAP, ki ga izraZajo le makrofagi. Misi
s deficitom EPRAP so razvile vnetje debelega ¢revesja kot tudi polipe, kar se skladna s
opazenimi motnjami proizvodnje EPRAP v UC [131]. Iz tega razloga je EPRAP s
farmakoloskega vidika dobra taréna molekula za zdravljenje KVCB kot tudi polipov
debelega Crevesa.

PTGER4 se izraza tudi v trombocitih, kjer regulira agregacijo le-teh, iz tega razloga je
zanimiva farmakoloska tarCa za zdravila proti strjevanju krvi [132]. Opazene spremembe v
trombocitih pri KVCB (poveéana koagulacija, proizvodnja vnetnih faktorjev [84, 85]) so
lahko posledica ve&je koncentracije prostaglandina E2 opazene pri KVCB kot tudi
sprememb v ekspresiji PTGER4 receptorja.

Opazene povezave med genotipom PTGER4 in oleinsko kislino ni mozno razloziti z
literaturo. Signal je morda povezan s inverzno korelacijo med delezi oleinske in arahidonske
kisline, opazene tako v splo$nih $tudijah eritrocitov [133], kot tudi raziskavah na tkivih in
eritrocitih pri KVCB [68-70]. Tako bi lahko bil deleZ oleinske kisline posredno povezan z
inverznim deleZem arahidonske Kisline, ki je predstopnja prostaglandina E2, ki deluje na
PTGER4. Povezavi med PTGER4 in DPA ter DHA lahko razlozimo le z njihovim
delovanjem znotraj makrofagov, kjer je PTGER4 poviSano izrazen [17, 20, 113, 114, 120].

SPRED?2 sodi v druzino SPRED proteinov, ki regulirajo aktivacijo MAP kinazne kaskade
inducirane z rastnimi faktorji. Do zdaj je edina raziskana povezana z lipidi oz. njihovimi
derivati opaZena sposobnost SPRED2, da aktivira ERK metabolno pot pod vplivom
dolocenih eikozanoidov [134].

Opazeno povezavo med genotipom SPRED?2 in y-linolensko kislino je mo¢ razloziti le z
delovanjem te mascobne kisline v prosti obliki. Vi§je koncentracije y-linolenske kisline
delujejo na zmanjsanje levkotrienov, verjetno z delovanjem na 5-lipoksigenazo [105]. To bi
pomenilo, da manjsi delezi eikozanoidov proizvedenih s 5-lipoksigenazo pomeni man;jsi
vpliv na SPRED?2 in s tem redkeje aktivirano ERK metabolno pot.

LTBP1 spada v druzino latentnih TGB- vezajoc¢ih proteinov. Produkti tega gena se vezejo
na latentne faktorje TGB-f (ang. transforming growth factor beta; slo. transformirajoci rastni
faktor beta) v zunajceli¢ni matrici, kjer latentni citokini aktivirajo druge procese. Do danes
ni opisane povezave med LTPB1 in lipidi. Glede na to, da delno sodeluje tudi pri
aterosklerozi, kjer ima pomemben vpliv tudi holesterol, lahko sklepamo le na skupno
delovanje obeh faktorjev, torej genotip LTBP1 in profil holesterola.

Signal LTBP1 je bil opazen pri arahidonski in adrenski kislini ter DHA, kot tudi pri vsoti
nasi¢enih mascobnih kislin in vsoti veckrat nenasi¢enih mascobnih kislin. Slednji dve sta
povezani s profilom holesterola, kar bi lahko razlozijo biokemijsko ozadje signala [89, 123].
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MCCC1 kodira veliko podenoto 3-metilkrotonoil-KoA karboksilaza (kr. MCC), ki v
mitohondrijih procesira levcin. Razen avtosomno recesivnega sindroma povezanega s MCC
deficitom gen ni signifikantno povezan s drugimi patoloskimi odkloni. Signalov se ne da
razloziti s smiselno biokemijsko razlago.

Signifikantni rezultati v HLA genski regiji so razprsSeni po tipih raziskav (QASSOC-CON,
QASSOC-IBD, QASSOC-ALL in GXE), pojavljajo se pri mas¢obnih kislinah daljSih od
DGLA, med sabo se zelo razlikujejo, prav tako pa nobeden izmed njih ni v delu HLA regije,
ki je edina dobro povezana s KVCB v belski populaciji. Posamié¢ni SNP-ji v teh signalih in
sosednji geni niso bili do zdaj povezani s delezi mascobnih kislin, le s holesterolom. Iz tega
razloga ni bilo mozno sestaviti jasne slike o tem, kako so ti signali povezani med sabo, s
KVCB in/ali s mag¢obnimi kislinami.

4.3 Statisticne analize
Vse statisti¢ne analize so potekale v programu PLINK, signali so ze prikazani kot rezultati.

Tudi pri razsiritvi na vse bolezenske vzorce (astma, miomi maternice, polipi debelega Creva)
obravnavane v diplomskem delu Urosa Veselica [135] je povezava med haplotipom D oz. A
in spremenjenimi vrednosti DGLA visoka (p = 2.83 x 10™), tudi efekt alelov je identicen
(haplotip D je povezan z nizjo vrednostjo DGLA).
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5 Zakljucek

Oblikovani raziskovalni hipotezi sta bili sledeci:

e Doloceni SNP-ji povzro¢ijo spremembo v metabolizmu mascob, kar prispeva k
patogenezi.

e Doloceni SNP-ji povzro¢ijo spremembo v imunskem 0z. vnetnem odzivu, kar
posredno vodi do spremenjenega profila mas¢obnih kislin v krvi bolnikov s KVCB.

Delovanje haplotipa D v FADS regiji potrjuje prvo raziskovalno hipotezo. SNP-ji znotraj
tega haplotipa povzrocijo spremembo kinetike metabolizma mascobnih kislin in prispevajo k
patogenezi s biokemijskem spremembami celicnega okolja.

Drugo raziskovalno hipotezo lahko potrdim le posredno s PTGER4 signalom, ki ima vlogo v
vnetnem odzivu. Povecana ekspresija tega gena lahko vodi do spremenjenega profile v Krvi
bolnikov s KVCB s spremenjenim delovanjem vnetnega odziva makrofagov in trombocitov.

Rezultati bioinformacijske analize so potrdili pomembnost in funkcijo specificnega haplotipa
v FADS regiji, kot tudi nekaj novih signalov. FADS haplotip D je povezan s povecano
proizvodnjo daljsih ®-3 in ®-6 mascobnih kislin iz krajsih esencialnih, posredno je haplotip
A povezan s normalnimi oz. zmanjSanimi vrednostmi. V ¢asu migracije ¢loveka v Evropo in
Azijo je bil haplotip D zelo koristen, saj je zagotovil zadostno koli¢ino daljsih mas¢obnih
Kislin ob spremembi diete.

Moderna dieta z visoko koli¢ino ®-6 masc¢ob je povezana z zdravstvenimi tezavami. Ob
upostevanju vpliva haplotipa D imamo visek arahidonske kisline, ki izvira iz biosinteze kot
tudi direktno iz hrane. Visok delez te mas¢obne kisline ob spremenjenem razmerju med ®-3
in ®-6 mas¢obnimi kislinami pomeni, da je okolje v telesu nagnjeno k vnetjem. SNP-ji v
haplotip D so povezani tudi s povecano proizvodnjo dolo¢enih vnetnih eikozanoidov [105].
To je eden izmed moznih patogenih mehanizmov, ki bi lahko deloval v KVCB.

Drug potencialni patogen mehanizem FADS haplotipa D ni povezan z nastankom bolezni,
ampak z njenim potekom. V ¢asu hudega vnetja prebavnega trakta namre¢ nastopi slaba
absorpcija hranil, med njimi tudi mascobnih kislin. Slabo absorbirane kratke esencialne
mascobne kisline se v primeru haplotipa D hitro porabijo za nastanek tako vnetnih kot
protivnetnih eikozanoidov. Pri pomanjkanju esencialnih mascobnih kislin pri¢ne telo
kompenzirati s proizvodnjo Mead kisline, katere derivati delujejo Sibko protivnetno; to je
posebej opazno pri otrocih s KVCB [136].

Prihodnost raziskav na FADS regiji bi bilo smotrno opravljati s §irSim pogledom na sintezo
mascobnih kislin in eikozanoidov. Tako bi v sklopu karakterizacije pacienta preverili Se gene
ELOVL, ALOX5, COX2, LTA4H in druge, ki so del te metabolne poti in imajo dokazan
vpliv na kinetiko tega sistema [137]. Vzporedno bi se predpisovale dietarne intervencije,
predvsem za zagotavljanje razmerja med ®-3 in -6 mascobnih kislin. Prav tako bi bilo
smotrno, da bi medicinska praksa pricela uporabljati intravenozne emulzije z esencialnimi
mas¢obnimi kislinami za laj$anje simptomov KVCB v epizodah vnetja &revesja [138].
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Med Studijem literature sem sestavil hipotezo o potencialnem razlogu za obdajanje Crevesja s
mezenteriénim abdominalnim adipoznim tkivom pri bolnikih s KVCB. Crevesje potrebuje za
normalno energijsko bilanco kratke mascobne kisline, npr. masleno in konjugirano linolno
kislino. Le-te proizvajajo simbioti¢ne bakterije. Moten profil ¢revesne flore, opazen pri
KVCB poslediéno povzroéi moteno oskrbo s temi ma$tobnimi kislinami. Telo to
kompenzira z migracijo mas¢obnega tkiva k ¢revesju, ki potrebuje mascobe. Vzporedno so
raziskave na adipoznem tkivu pri KVCB opazile spremembe v njenih makrofagih in v
sploSnem v izlo¢anju citokinov, to so molekule, ki povzrocijo migracijo celic. Ali sta ta
procesa vzporedna ali vzro¢no zaporedna bi lahko pokazali le eksperimenti [21, 73, 74, 139].

Druga hipoteza, ki sem jo sestavil med Studijem literature, se navezuje na opazene motnje v
koagulaciji pri KVCB. V &asu aktivne bolezni je namre¢ povetano tveganje za
aterosklerozo, ki napreduje skoraj identi¢no kot pri bolnikih s kardiovaskularnimi beleznimi.
Trombociti pri KVCB imajo prav tako spremenjeno koagulacijo, ki lahko vodi v tromboze.
V obeh procesih sodelujejo mascobne kisline posredno (ateroskleroza) ali neposredno
(lastnosti membrane trombocitov), med njimi najbolj trans-maséobne kisline [81, 84, 85,
132, 140, 141]. Lastnosti trombocitov so tudi odvisne od sestave membrane, v tem primeru
bi bil signal PTGERA4, opazen v tej raziskavi, vezan na to hipotezo.
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