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Izvleček. avna podtipa kronično vnetne črevesna bolezni (KVČB) sta Crohnovovo bolezen (CB), za katero so značilna kronična vnetja v celotni prebavni cevi vključno s tankim črevesom, in ulcerativni kolitis (UC), kjer je vnetje omejeno pretežno na široko črevo in danko. Za nastanek KVČB so pomembni genetski dejavniki, dejavniki okolja in struktura črevesne mikroflore. Namen študije je na osnovi rezultatov genskih analiz, ki smo jih izvedli pri slovenskih bolnikih s KVČB in genskih analiz opisanih v literaturi, z uporabo orodij bioinformatike opisati strukturne značilnosti genetskega dejavnika za nastanek KVČB ter ugotoviti uporabno vrednost genetskih profilov za napovedi tveganja za KVČB in kot bio označevalcev za spremljanje kliničnega poteka bolezni. Analiza literature z orodjem HuGE Navigator (http://www.hugenavigator.net/HuGENavigator/startPagePedia.do) je pokazala, da je bilo s pristopom analize kandidatnih genov potrjena povezava v vsaj eni študiji z 274 geni z Crohnovo boleznijo in 168 geni z ulcerativnim kolitisom. Večina genov je bila povezana z obema podtipoma bolezni, del genov pa je bil značilen samo za CB in del samo za UC. Za nadaljnje bioinformatske in statistične analize smo izbrali 50 kandidatnih genov, za katere je bila povezava s KVČB potrjena v največ neodvisnih študijah, vključno z geni, kjer je bila povezava potrjena pri slovenskih bolnikih s KVČB. Analiza genske ontologije je pokazala, da večina KVČB genov pripada genom vključenim v biološke procese imunskega odziva, avtofagocitoze, prepoznavanje mikroorganizmov in regulacije genske ekspresije. Značilno je, da se samo dobra polovica polimorfizmov oziroma mutacij, ki so kazale statistično najbolj prepričljivo povezanost z boleznijo, nahaja v kodirajočem delu genov, ostali pa so v nekodirajočih delih genov oziroma celo v nekodirajočih področjih med geni, t.i. »genskih puščavah«. Večina posamičnih polimorfizmov SNP le malo prispeva k tveganju za nastanek bolezni (povečuje tveganje od 1.1-1.5. 
Ključne besede: Prosimo avtorje, da se pri pripravi rokopisov držijo naslednjih navodil:

Uvod 

Glavna podtipa kronično vnetne črevesna bolezni (KVČB) sta Crohnovovo bolezen (CB), za katero so značilna kronična vnetja v celotni prebavni cevi vključno s tankim črevesom, in ulcerativni kolitis (UC), kjer je vnetje omejeno pretežno na široko črevo in danko. Za nastanek KVČB so pomembni genetski dejavniki, dejavniki okolja in struktura črevesne mikroflore. Študije dvojčkov so ugotovile, da genetski dejavnik prispeva več kot 50% k nastanku CB in več kot 30% k nastanku UC. Več kot 15 študij analize genetske vezave z označevalci v celotnem genomu je pokazalo da vsaj 10 različnih genov pomembnih za nastanek KVČB, določena pa so bila tudi širša področja kromosomov, na katerih se nahajajo kandidatni geni. Številne asociacijske študije kandidatnih genov so analizirale več sto genov in odkrile povezavo KVČB z več kot 50 različnimi geni, večina teh genov pa je bila dokazana samo v eni ali največ dveh neodvisnih študijah. Prvi odkriti gen za CB, ki je bil konsistentno dokazan v skoraj vseh študijah je bil gen NOD2/CARD15 na kromosomu 16, ki je vključen v prepoznavanje bakterij in prenos signala za stimulacijo apoptoze 1. V  zadnem časuj pa so intenzivne genetske raziskave KVČB s pomočjo tehnologije biočipov za sočasno analizo več tisoč genskih polimorfizmov, ki omogočajo asociacijsko študijo bolniki:kontrole z preiskavo DNA polimorfizmov v celotnem genomu (ang GWA genome wide association study) bistveno povečale konsistenco študij in privedle do odkritja vsaj še petih genov pomembnih za nastanek KVČB, vključno ATG16L1, IL23R, SLC22A4, IRGM in PTGER4, ki so bili dokazani v več neodvisnih študijah. GWA študije so odkrile tudi mnogo novih KVČB genov, ki jih na osnovi poznavanja njihove molekularne oziroma biološke funkcije predhodno niso analizirali kot kandidatne gene in na ta način nakazali pomen novih molekularnih mehanizmov in biološih procesov, npr. avtofagocitoza bakterij (gen ATG16L1) 2, ki jih predhodno nismo povezovali s KVČB. Kljub napredku pa ostajajo odprta vprašanja, koliko in kateri geni dejansko prispevajo k nastanku KVČB, kateri so bistveni molekularni in biološki mehanizmi vključeni  v patogenezo bolezni in kakšne so možnosti uporabe genetskih odkritij za diagnostične in prognostične namene. 

Da bi osvetlili nekaj teh vprašanj, je namen naše študije na osnovi rezultatov genskih analiz, ki smo jih izvedli pri slovenskih bolnikih s KVČB in genskih analiz opisanih v literaturi, z uporabo orodij bioinformatike opisati strukturne značilnosti genetskega dejavnika za nastanek KVČB ter ugotoviti uporabno vrednost genetskih profilov za napovedi tveganja za KVČB in kot biooznačevalcev za spremljanje kliničnega poteka bolezni.
 Materiali in metode 

Analizo asociacijskih študij smo izvedli z bioinformatskim orodjem HuGE Navigator (http://www.hugenavigator.net/HuGENavigator/startPagePedia.do) in bioinformatskim orodjem Genetic association database (GAD) http://geneticassociationdb.nih.gov/ 3. 
V študijo smo vključili 540 slovenskih bolnikov s kronično vnetno črevesno boleznijo (KVČB), od tega 300 bolnikov s Crohnovo boleznijo in 240 bolnikov z ulcerativnim kolitisom. Crohnova bolezen in ulcerativni kolitis sta glavni obliki KVČB. Kot kontrolno skupino za primerjavo smo vključili 300 zdravih prostovoljnih krvodajalcev. Študijo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko. Za izolacijo DNK in RNK smo potrebovali 12 ml krvi iz katere smo najprej s centrifugiranjem z reagentom Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare) izolirali levkocite nato pa iz levkocitov DNK in RNK s pomočjo TRI reagenta po navodilih proizvajalca (Sigma, ZDA). Za izolacijo DNK in RNK iz črevesnih tkivnih biopsij smo uporabili TRI reagent po predhodni homogenizaciji tkiva. Za določanje genotipov v kandidatnih genih pri slovenskih bolnikih in kontrolni skupini zdravih posameznikov smo uporabili metodi Taqman in analizo dolžin restrikcijskih fragmentov (RFLP). Rezultate smo statistično ovrednotili z testi hi-kvadrat in Fisher exact z uporabo statističnega programskega paketa SPSS. Za statistično signifikantno smo smatrali povezavo, kjer je p<0,05.
Rezultati 

Analiza literature z bioinformatskima orodjema dostopna na spletni strani HuGE Navigator (http://www.hugenavigator.net/HuGENavigator/startPagePedia.do) in orodjem Genetic association database (GAD) http://geneticassociationdb.nih.gov/ je pokazala, da je bilo s pristopom analize kandidatnih genov potrjena povezava v vsaj eni študiji z 274 geni z Crohnovo boleznijo (CB) in 168 geni z ulcerativnim kolitisom (UC). V preglednici 1 je navedenih 11 genov, ki so bili potrjeni v največ neodvisnih študijah. Nekateri izmed teh genov so bili potrjeni tudi z asociacijskimi študijami v celotnem genomu (ang GWA za Genome wide association). Zanimivo je, da nekaterih genov, ki so med najbolj potrjenimi v neodvisnih študijah, kot je npr. gen TNF-alfa, GWA študije niso potrdile. Skupno je bilo do sedaj izvedenih 17 GWA študij pri bolnikih s KVČB, od tega 14 za CB bolnike in 3 za UC bolnike.Večina genov je bila povezana z obema podtipoma bolezni, del genov pa je bil značilen samo za CB in del samo za UC. Za nadaljnje bioinformatske in statistične analize smo izbrali 50 kandidatnih genov, za katere je bila povezava s KVČB potrjena v največ neodvisnih študijah, vključno z geni, kjer je bila povezava potrjena pri slovenskih bolnikih s KVČB. Nekatere izmed genov, za katere je bila potrjena povezava z boleznijo v največ neodvisnih študijah, smo analizirali tudi pri slovenskih bolnikih s KVČB. V preglednici 1 so označeni tudi geni, ki smo jih že potrdili pri slovenskih KVČB bolnikih. Podrobnejši rezultati asociacijske analize potrjenih kandidatnih genov pri slovenskih KVČB bolnikih so podani v preglednici 2. Tudi v naših asociacijskih študijah smo za nekatere gene ugotovili povezave samo s Crohnovo boleznijo ali samo z ulceroznim kolitisom, pri nekaterih pa z obema podtipoma bolezni KVČB. Zanimiv je primer gena ABCB1/MDR1, kjer smo potrdili povezavo z ulcerativnim kolitisom, za Crohnovo boleznijo pa samo z podskupino bolnikov, ki je neodzivna na standardno zdravljenje (refraktorni Crohn) in razvije težke oblike bolezni s fistulami. 4.

	Gen
	lokacija najbolj povezanega polimorfizma SNP
	št. študij, ki so potrdile povezavo gena z boleznijo
	št. študij, ki so ovrgle povezavo gena z boleznijo
	potrditev gena v GWA študijah
	potrditev gena pri slovenskih CB bolnikih
	potrditev gena pri slovenskih UC bolnikih

	NOD2/CARD15
	exon 3
	59
	0
	da
	da
	ne

	IL23R
	
	13
	2
	da
	da
	ne

	TNF-alpha
	promotor
	12
	4
	ne
	na
	na

	ABCB1/MDR1
	intron 13
	10
	3
	ne
	da (refraktorni Crohn)
	da

	SLC22A4/SLC22A5
	promotor
	10
	1
	da
	da
	ne

	HLA-DRB1
	ekson
	8
	3
	da
	na
	na

	IL1F5
	inron 6
	6
	4
	ne
	na
	na

	DLG5
	exon 2
	5
	2
	da
	ne
	ne

	TLR4
	exon 4
	5
	2
	ne
	ne
	ne

	CTLA-4
	5˝ upstream
	4
	2
	ne
	da
	da

	ICAM-1
	ekson 6
	4
	1
	da
	ne
	da


Preglednica 1: Pregled najbolj raziskanih genov v asociacijski študijah pri bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo; GWA=asociacijska študija v celotnem genomu

	gen
	SNP
	Alelna frekvenca kontrolna skupina
	Alelna frekvenca Crohn
	Alelna frekvenca ulcerativni kolitis
	p (Crohn vs kontrolna)
	p (ulcerativni kolitis vs kontrolna)

	NOD2/CARD15
	rs2066847 (L1007fsn)
	0,006
	0,071
	0,008
	0,001 (OR=2,10)
	0,815

	NOD2/CARD15
	rs2066845 (G908R)
	0,006
	0,016
	0,009
	0,035 (OR=1,45)
	0,745

	NOD2/CARD15
	rs2066844 (R702W)
	0,017
	0,062
	0,015
	0,041 (OR=1,24)
	0,656

	IL23R
	rs7517847 (int6G/T)
	0,459
	0,330
	0,400
	0,001 (OR=0,58)
	0,130

	CTLA4
	rs3087243 (CT60)
	0,443
	0,367
	0,299
	0,047 (OR=0,68)
	0,014 (OR=0,69)

	PTGER4
	rs10512734 (5p13A/G)
	0,365
	0,324
	0,345
	0,048 (OR=1,10)
	0,032

	SLC22A4
	rs272893
	0,405
	0,462
	0,500
	0,068
	0,016 (OR=1,47)

	ICAM1
	rs2542151
	0,418
	0,461
	0,495
	0,071
	0,002 (OR=0,587)

	ABCB1/MDR1
	INTR 13
	0,410
	0,229  (refraktorni Crohn)
	0,324
	0,014 (OR=0,43)
	0,005 (OR=0,66)


Preglednica 2: Frekvence alelov za polimorfizme v kandidatnih genih pri slovenskih bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo in zdravih posameznikih; p vrednosti v poudarjenem tisku označujeta signifikantno razliko v alelni frekvenci med posamezno podskupino bolnikov in zdravimi posamezniki;  OR=razmerje obetov; 

Večina polimorfizmov SNP v genih povezanih s KVČB posamično le malo prispeva k tveganju za nastanek bolezni. Tako z analizo objavljenih asociacijskih študij kot tudi kot tudi z našo asociacijsko analizo pri slovenskih KVČB bolnikih (preglednica 2) smo ugotovili, da se faktor tveganja (OR) za nosilce bolezenskega alela poveča  od 1.1-1.5 z izjemo mutacije L1007fsn  v genu NOD2/CARD15, kjer je tveganje za bolezen povečano 2,1 krat. Zato smo preverili tudi faktorje tveganja v primeru, da ima posamezen bolnik prisoten bolezenski alel v večih genih. izjema je mutacija v genu NOD2/CARD15, kjer je faktor tveganja 2,1). Bolniki, ki imajo prisoten bolezenski alel v vseh petih izbranih analiziranih genih (NOD2/CARD15, IL23R, CTLA4, SLC22A4 in ICAM1) imajo 5.6 krat povečano tveganje za Crohnovo bolezen. Zanimivo pa je, da ima manjši delež. To potrjuje, da je KVČB kompleksna bolezen, za katero so potrebne mutacije v več genih in da na nastanek bolezni vpliva tudi okolje.  
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Slika 1: Delež bolnikov oziroma kontrol glede na število bolezenskih alelov v 5 analiziranih genih NOD2/CARD15, IL23R, CTLA4, SLC22A4 in ICAM1;  največji delež Crohnovih bolnikov (CB  ) ima 4 bolezenske alele, večina bolnikov z ulcerativnim kolitiom (UC) pa 3 bolezenske alele, medtem ko ima večina iz kontrolne skupine zdravih posameznikov samo 2 bolezenska alela.

Diskusija
Samo dobra polovica polimorfizmov oziroma mutacij, ki so kazale statistično najbolj prepričljivo povezanost z boleznijo, se nahaja v kodirajočem delu genov, ostali pa so v nekodirajočih delih genov oziroma celo v nekodirajočih področjih med geni, t.i. »genskih puščavah«. Nekodirajoči polimorfizmi povezani z boleznijo so najverjetneje locirani v bližini elementov za regulacijo bližnjih ali celo nekoliko bolj oddaljenih genov. Odkritje povezave med temi elementi in geni, ki jih regulirajo, je ključnega pomena za razumevanje molekularnih in bioloških procesov nastanka bolezni in za določitev molekularnih tarč za načrtovanje novih zdravil.
Analiza genske ontologije je pokazala, da večina KVČB genov pripada genom vključenim v biološke procese imunskega odziva, avtofagocitoze, prepoznavanje mikroorganizmov in regulacije genske ekspresije.
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Abstract. Inflammatory bowel diseases (IBD) are characterized by chronic inflammation in gastrointestinal tract which is usually limited to colon and rectum in ulcerative colitis subtype of IBD and is scattered throughout colon and ileum in seconed major subype of IBD disease, Crohn disease (CD). IBD are complex genetic diseases where several genes and environmental factors play role. The aim of our study was to describe genetic architecture of IBD using our association study in Slovenian IBD patients and by using available bioinformatics tools to explore association studies published in scientific literature. Finally, we aim to evaluate usefulness of IBD genetic discovery for prediction of disease risk. Using bioinformatics tools HuGE Navigator (http://www.hugenavigator.net/HuGENavigator/startPagePedia.do) and Genetic association database (GAD) http://geneticassociationdb.nih.gov/ we found 274 genes significantly associated with Crohn diseses and 168 genes associated with UC in at least one association study. Most of these genes were associated with both diseases and some genes were characteristic only for either CD or UC. We selected 50 candidate genes replicated in most independent studies for further evaluation. Gene ontology analysis according to biological processes showed most IBD genes are associated with immune response, autophagy, pathogen recognition and regulation of gene expression. Interestingly, only a half of SNPs most significantly associated with disease was located within the coding regions of genes and the rest disease associated SNPs were located within noncoding gene regions or even in nocoding regions between genes, i.e. “gene deserts”.  Most of IBD associated genes have small contribution to disease risk, odds ratio are between 1,1 and 1,5.  Genetic profiles constructed from several associated alleles could rise the power of risk prediction measured by odds ratio up to 5.6.
Keywords: gene polymorphism analysis, complex diseases, inflammatory bowel diseases, bioinformatics
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