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1. WSTEP

Choroba Lesniowskiego — Crohna (ChLC), obok wrzodziejacego zapalenia jelita
grubego (WZJG), nalezy do nieswoistych chorob zapalnych jelit (NChzJ).
Charakteryzuje jg stan zapalny $cian przewodu pokarmowego z owrzodzeniami,
ropniami (15-20% przypadkow) oraz przetokami miedzypetlowymi lub jelitowo-
skornymi (20-40%). Objawami wystepujgcymi u pacjentdw dotknietych tg chorobg
sg: krwawienie z przewodu pokarmowego, utrata masy ciata, biegunka, béle brzucha,
a takze zmiany okotoodbytnicze i niedroznosé. Przedstawienie tylko niektorych
objawéw Klinicznych typowych dla ChLC daje pojecie o ucigzliwosci przebiegu tego
schorzenia. Sytuacja wyglada znacznie powazniej, kiedy mamy do czynienia z
pacjentami pediatrycznymi. Stanowig oni niewielkg grupe sposrod wszystkich
chorujgcych — okoto 10-15% - ale to wkasnie u nich przebieg choroby jest najbardziej
dramatyczny. Zie wchtanianie skfadnikdw pokarmowych w przebiegu choroby
prowadzi bardzo czesto do standéw skrajnego niedozywienia a w konsekwencji do
niedorozwoju fizycznego i wycienczenia organizmu. Ustalenie zaleznosci miedzy
wystepowaniem okreslonych objawdéw Klinicznych a posiadanym genotypem datoby
mozliwos¢ wczesnej diagnostyki i prewencji zanim jeszcze choroba sie rozwinie.
Czesto zdarza sie, ze pacjenci trafiajgcy na oddziat szpitalny majg juz bardzo
zaawansowane stadium choroby. Gdyby mozna bylo za pomocg prostych badan
genetycznych przewidzie¢ rozwdj choroby, to, jaki zajmie ona odcinek przewodu
pokarmowego lub gdyby badania te umozliwityby okreslenie ryzyka wystgpienia
choroby u dzieci 0s6b nig dotknietych, leczenie mozna by rozpoczg¢ nie tylko duzo
wczesniej, ale takze mogtoby ono by¢ efektywniejsze i mniej kosztowne. By¢ moze
wyniki otrzymane w ramach badan przeprowadzonych na potrzeby tej pracy
doktorskiej pozwolg rozwing¢é diagnostyke a takze profilaktyke choroby
Lesniowskiego - Crohna.

Niniejsza praca doktorska zostata zaopatrzona w czes$¢ wstepng, majacg na
celu wprowadzenie w specyfike ChLC. Nie jest ona przegladem catej literatury, jaka
w danym temacie zostata opublikowana. Stanowi raczej probe wybrania i
przegladowego pokazania licznych aspektéw choroby, poczawszy od obrazu
klinicznego choroby, wystepowania, réznic epidemiologicznych, a skonczywszy na

uwarunkowaniu genetycznym i srodowiskowym. Celem niniejszego wstepu jest
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raczej ukazanie dlaczego zdecydowano sie na przeprowadzenie badan
genetycznych, pokazanie szerokiego spektrum probeméw z jakimi muszg borykac
sie pacjenci i ewentulanych sposobdw rozwigzania tego powaznego probelmu.

2. STRESZCZENIE

Choroba Lesniowskiego-Crohna (ChLC), obok wrzodziejgcego zapalenia jelita
grubego (WZJG), nalezy do nieswoistych choréb zapalnych jelit (NChzJ). W ChLC
najczesciej obserwuje sie takie objawy kliniczne jak: biegunka, bole brzucha i spadek
masy ciala. Zdarzajg sie takze krwawienia, zmiany okotoodbytnicze, przetoki
wewnetrzne i zewnetrzne, niedroznosc jelit. Wystepuje tez szereg objawéw, ktore nie
sg zwigzane z przewodem pokarmowym, np.: zapalenie stawow, choroby watroby i
drég zoiciowych, pierwotne stwardniajgce zapalenie drég zoOiciowych, kamica
z6tciowa, choroby oczu (np.: zapalenie teczowki lub spojowki, nieostre widzenie,
fotofobia) oraz skory (np. rumieh guzowaty). ChLC — podobnie jak WZJG — przebiega
w postaci nawrotow i remisji. Pomimo tego, iz choroba znana jest od wielu
dziesiecioleci, nadal zagadkg pozostaje jej etiologia. Wiadomo natomiast, ze ChLC

jest chorobg wieloczynnikowg i wielogenowa.

Celem niniejszej pracy byta analiza typu multilocus, czyli okreslenie 10
genotypow w grupie 160 pacjentow ze zdiagnozowang ChLC (DLG5 R30Q, OCTN1
1672 C/T, CARD15/NOD2 G908R, ATG16L1 rs2241879, ATG16L1 rs2241880,
IL23R rs7517847, IL23R rs1004819, TNFalfa (-857C/T), TNFalfa (420C/T), TNFalfa
(720A/T). Wyniki zostaly odniesione do grupy poréwnawczej. Starano sie takze
okresli¢ ewentualny zwigzek genotypéw Ilub alleli z konkretnymi symptomami

chorobowymi zarbwno z obszaru przewodu pokarmowego, jak i spoza niego.

Zastosowano analize genetyczng DNA pacjentdow wyizolowanego z
leukocytow krwi obwodowej, a nastepnie przy uzyciu metody PCR (ang. polymerase
chain reaction), metod elektroforetycznych oraz pirosekwencjonowania (czyli
sekwencjonowania w czasie rzeczywistym) okreslono genotyp kazdego pacjenta i
0s6b z grupy populacyjnej. Nastepnie zbadano zaleznosci pomiedzy konkretnym
genotypem a obrazem klinicznym choroby. Wszystkie dane zostaly takze poddane

analizie statystyczne,.



Otrzymane wyniki wskazywaly na brak wyraznych réznic w czestosci
wystepowania poszczegoblnych genotypdw w grupie pacjentdw i populacyjnej.
Analiza alelli wykazata jednak, ze dla genu ATG16L1 (rs2241880) allel C byt istotnie
czestszy w grupie chorych (p=0.0017, dla allelu T p=0.0775), natomiast dla genu
IL23R (rs7517847) allel T byt istotnie czestszy w grupie chorych (p=0.0011, dla allelu
G p=0.0987). Wskazuje to, ze allele C (dla ATG16L1 Thr300Ala(rs2241880) oraz T
dla genu IL23R rs7517847) moga wigza¢ sie z podwyzszonym ryzykiem

zachorowania na ChLC.

Udatlo sie takze zaobserwowaé pewne tendencje odnosnie zwigzku z
lokalizacjg objawéw chorobowych a genomem pacjentow. Zaobserwowano zwigzek z
manifestacjg jelitowg objawow chorobowych a genami DLG5, OCTNI1,
CARD15/NOD2, ATG16L1 oraz IL23R.

Jedynym genem, ktéry w wyniku niniejszej analizy wykazywat zwigzek z
leczeniem byt gen ATG16L1. W zakresie obu badanych polimorfizmow (rs 2241879
oraz rs2241880) wykazano, ze uzyskany uktad genotypdw nie jest przypadkowy i ma

istotny statystycznie zwigzek z leczeniem metylprednizolonem pacjentéw z ChLC.

Pomimo, iz dowiedziono pewnych zaleznosci genetycznych, nie moga one
jednak stanowi¢ jedynej podstawy diagnostycznej. Powinny one by¢ raczej
traktowane jako swoista predyspozycja do ewentualnego rozwoju choroby u
pacjenta. Nadal jednak podstawowym zrédiem stawianej diagnozy pozostaje badanie
przedmiotowe, podmiotowe oraz badania kolonoskopowe, histopatologiczne oraz

badania obrazowe.

Warto jednak zaznaczyé, ze chociaz nadal nie poznano istotnych
zaleznosci genetycznych lezgcych u podtoza ChLC, nie oznacza to, ze nie jest to
mozliwe w przysziosci. Na Swiecie trwajg analizy zmierzajgce do ustalenia przyczyn
choroby i wydaje sie, ze w miare mozliwosci polscy badacze beda prébowali
odnalez¢ sie w tym nurcie. Choroba Lesniowskiego-Crohna jest przeciez chorobg

bardzo ztozonag, a niniejszy projekt badawczy pokrywa tylko pewng czesc¢ hipotez.



3. SUMMARY

Crohn’s disease (CD), similar to ulcerative colitis (UC), is one of the non-
specific inflammatory bowel diseases. The most frequent clinical symptoms
observed in CD include: diarrhea, abdominal pain and weight loss. Also observed
are bleeding, peri-rectal changes, external and internal fistulas and bowel
obstruction. Several symptoms not directly related to the alimentary tract may be
present, such as, arthritis, liver and bile tract diseases, primary sclerosing cholangitis,
bile stones, eye diseases (e.g., iritis or conjunctivitis, decreased visual acuity,
photophobia) and skin diseases (e.g., erythema nodosum). CD, similar to UC, is a
relapsing and remitting disease. Although the condition has been recognized for
decades, its etiology remains unknown. It is known, however,ithat CD is a

multifactorial and polygenic disease.

The goal of this dissertation was to conduct a multilocus analysis, that is, to
describe 10 genotypes in a group of 160 patients with confirmed CD (DLG5 R30Q,
OCTN1 1672 C/T, CARDI15/NOD2 G908R, ATG16L1 rs2241879, ATG16L1
rs2241880, IL23R rs7517847, IL23R rs1004819, TNFalfa (-857C/T), TNFalfa
(420C/T). The results were compared to healthy controls. The study also attempted
to assess the possible relationship between genotypes or allele and specific

alimentary tract or extra-alimentary tract clinical symptoms.

The study involved a genetic analysis in which the patients’ DNA was isolated
from peripheral leucocytes. Then, individual genotypes and the genotypes of the
healthy control group were determined using PCR (polymerase chain reaction),
electrophoresis and real-time sequencing, . Next, the relationship between specific
genotypes and clinical characteristics of the disease was examined using statistical

analysis.

Our results indicated a lack of specific genotypic differences between the
patient and the healthy control groups. The analysis of alleles showed that for the
ATG16L1 (rs2241880) gene the allele C occurred more frequently in the diseased
population (p=0.0017; p=0.0775 for allele T), while for IL23R (rs7517847) gene allele
T occurred, in fact, more frequently in the diseased group (p=0.0011, p=0.0987 for
allele G). These results indicate that allele C (for ATG16L1 Thr300Ala(rs2241880)
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and allele T for the gene IL23R rs7517847) may be associated with an increased risk
for CD.

We also observed certain tendencies between the symptom distribution and
the genome. We observed a relationship between genes DLG5, OCTN1,
CARD15/NOD2, ATG16L1 and IL23R and the presence of alimentary tract

symptoms.

Despite the fact that we have shown certain genetic relationships, these
relationships cannot be used for diagnostic purposes. Currently, the diagnosis is
made on the basis of the clinical examination, colonoscopy, tissue pathology and

imaging.

It is important to note that although the genetic basis of CD is currently
unknown, it does not mean that it will not be identified in the future. All around the
world research to identify the etiology of the disease is ongoing, and Polish
researchers are attempting to be a part of this effort. CD is a complex disease, and
the current project examines only a few plausible hypotheses regarding the etiology

of the disease.



4. NIESWOISTE CHOROBY ZAPALNE JELIT

4.1. RYS HISTORYCZNY

Nieswoiste choroby zapalne jelit (NChZJ) to termin odnoszacy sie do
przewlektych schorzen przewodu pokarmowego o nadal nieznanej etiologii. NChZJ
dzieli sie na dwie jednostki chorobowe: chorobe Lesniowskiego — Crohna (ChLC) i
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego (WZJG). Choroba Lesniowskiego-Crohna
zostata pierwszy raz scharakteryzowana przez polskiego chirurga, profesora
Antoniego Le$niowskiego w 1904 roku. Pelen opis choroby zawdzieczamy jednak
zespotowi badawczemu, w sktad ktérego wchodzili Crohn, Ginzburg i Oppenheimer.
Wyodrebnili oni w 1932 roku ChLC jako osobng jednostke kliniczng. Do dzis choroba
ta nazywana jest na calym sSwiecie chorobg Crohna, a w Polsce — chorobg

Les$niowskiego — Crohna.

Poczatki badan nad genetycznym uwarunkowaniem NChZJ, w tym ChLC
mozna datowac¢ na 1994 rok, kiedy to Yang i Rotter (Yang i Rotter, 1994) pierwszy
raz opisali zwiekszone wystepowanie NChZJ w rodzinach. Kolejne doniesienia
(Duerr, 1996) potwierdzity, ze posiadanie w rodzinie osoby chorujgcej na NChzJ
zwieksza ryzyko wystgpienia choroby. Dane jednoznacznie wskazywaty jednak na to,
ze ryzyko to jest zdecydowanie wieksze dla ChLC niz dla WZJG.

Kolejny przetom stanowity badania z 1996 roku, prowadzone przez Hugota
(Hugot et al, 1996) ktére zlokalizowaty region IBD1 na chromosomie 16. Od tego
momentu rozpoczat sie swoisty wyscig zmierzajacy do okreslenia konkretnego genu
odpowiedzialnego za chorobe. Zakonczyty go sukcesem dwa laboratoria badawcze,
kierowane przez Ogure i Hugota (Ogura i wsp., 2001, Hugot i wsp., 2001),
lokalizujgce gen CARD15/NOD2 w locus 16g12. Udalo sie takze zidentyfikowac trzy
giébwne mutacje w obrebie tego genu zwiekszajace znacznie ryzyko zachorowania:
dwie mutacje punktowe G908R, R702W, oraz mutacje typu insercyjnego polegajgca
na obecnosci dodatkowej cytozyny w pozycji 3020. Gen CARD15/NOD2 zostanie

omowiony szczego6towo w osobnym rozdziale.



Do momentu ztozenia niniejszej pracy doktorskiej poznano 28 regionow w
genomie cztowieka, w ktérych zlokalizowane sg geny podatnosci na zachorowanie.
Badania w zakresie genetycznego poditoza NChZJ prowadzone sg jednak bardzo
preznie i nalezy spodziewa¢ sie, ze w najblizszych latach obecny stan wiedzy

zostanie znacznie poszerzony.

4.2. OGOLNA CHARAKETRYSTYKA NIESWOISTYCH CHOROB ZAP ALNYCH
JELIT

4.2.a. PODZIAt NA CHOROB E LESNIOWSKIEGO - CROHNA | WRZODZIEJ ACE
ZAPALENIE JELITA GRUBEGO

Nieswoiste choroby zapalne jelit (NChzJ) dzieli sie na dwie podjednostki
chorobowe: wrzodziejgce zapalenie jelita grubego (WZJG) oraz na chorobe
Lesniowskiego — Crohna (ChLC). Istnieje jednak grupa pacjentow (okoto 10-15%),
ktérych ze wzgledu na niejednoznacznos¢ objawdw nie mozna zakwalifikowaé do
zadnej z powyzszych grup; tworzg oni odrebng kategorie zwang indeterminate colitis.
Zazwyczaj jednak szereg objawow klinicznych pozwala na rozréznienie ChLC od
WZJG. Obraz kliniczny choroby jest dos¢ zr6znicowany. W WZJG proces zapalny
obejmuje zazwyczaj btone sluzowg i podsluzowg jelita grubego, natomiast w ChLC
obejmuje wszystkie warstwy Scian jelita i moze wystepowaé na catej jego ditugosci:
poczgwszy od jamy ustnej a skonczywszy na odbycie. Najczesciej jednak ChLC
zajmuje jelito cienkie i katnice (40% pacjentow), wylgcznie jelito cienkie (30%) oraz
wytgcznie jelito grube (25%) (Yamada 2006).

U pacjentow chorujgcych na WZJG najczesciej obserwowanym objawem jest
biegunka, czesto krwista. Stolce oddawane sg dos$¢ czesto, co spowodowane jest
zmianami chorobowymi odbytnicy. Poniewaz wyproznienia sg liczne, czesto
charakteryzuje je mala objetos¢. Biegunkom towarzyszy zazwyczaj bol brzucha,
nierzadko potaczony z utratg masy ciata, goraczka i ogélnym ostabieniem organizmu.
Okoto 30% pacjentow ma forme choroby o $redniej aktywnosci, ale 20% chorych

charakteryzuje ciezki przebieg choroby, ktéremu towarzyszy¢ mogg nawet takie



objawy jak: tachykardia, hipotonia, znaczna tkliwos¢ w obrebie jamy brzusznej,
niedokrwistos¢, oddawanie ponad 6 krwistych stolcbw na dobe czy toksyczne
rozdecie jelita grubego (Yamada 2006).

Zazwyczaj WZJG poczatkowo przebiega fagodnie, z nasileniem objawéw w
przeciggu kilku tygodni. Zdarza sie jednak, ze w sporadycznych przypadkach
choroba zaczyna sie w tempie piorunujgcym. U takich pacjentéw, w zwigzku z
brakiem efektu leczenia zachowawczego, wdraza sie zazwyczaj leczenie
chirurgiczne juz na poczatku choroby. Jednak w 90% przypadkéw po pierwszym
rzucie choroby przechodzi ona w stan remisji, po ktérym ponownie dochodzi do

zaostrzenia. W tym rytmie choroba moze trwa¢ nawet kilkanascie lat.

Drugg formg NChZJ jest choroba Lesniowskiego — Crohna. Obejmuje ona
najczesciej jelito cienkie i katnice (40% przypadkow), wytacznie jelito cienkie (30%)
oraz wyigcznie jelito grube (25%). W przypadkach, gdy zajete jest wylgcznie jelito
grube rozpoznaje sie dwie formy choroby: pierwsza polega na zajeciu stanem
chorobowym catej dtugosci jelita grubego (pancolitis) — dotyczy ona dwoch trzecich
przypadkow; druga forma polega na wystepowaniu zmian odcinkowych — jedna
trzecia zachorowan. Rzadziej zdarza sie, aby choroba zajmowata goérny odcinek

przewodu pokarmowego.

Najczesciej obserwuje sie takie objawy kliniczne jak: biegunka, bdle brzucha i
spadek masy ciata. Zdarzajg sie takze krwawienia, zmiany okotoodbytnicze, przetoki
wewnetrzne i zewnetrzne, niedroznosc¢ jelit. Wystepuje tez szereg objawdw nie
zwigzanych z przewodem pokarmowym, np.: zapalenie stawow (takze
zesztywniajace zapalenie stawow kregostupa - zwtaszcza w WZJG: 30 razy czesciej
niz w populacji ogoélnej), choroby watroby i drog zotciowych, pierwotne stwardniajgce
zapalenie drog zotciowych (10-15% przypadkéw), kamica zotciowa, choroby oczu
(np.: zapalenie teczowki lub spojéwki, nieostre widzenie, fotofobia) oraz skory (np.

rumien guzowaty).

ChLC — podobnie jak WZJG — przebiega w postaci nawrotow i remisji. Okresy
remisji mogq pojawiac sie samoistnie — jak to ma miejsce u 30% chorych — i moga

trwa¢ nawet 2 lata. Niestety, 60% chorych wymaga zabiegdéw chirurgicznych w
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okresie 10 lat od postawienia diagnozy, a prawie 45% kolejnych interwencji

chirurgicznych.

Obraz diagnostyczny NChZJ jest dos¢ specyficzny i w wiekszosci przypadkow
(z wyjatkiem grupy indeterminata) pozwala na postawienie rozpoznania. | tak np. w
badaniach radiologicznych choroby Lesniowskiego-Crohna obserwuje sie
charakterystyczne obrazy zwezen jelita a nawet jego niedroznosci (Rycina 1),
podczas gdy we wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego wida¢ wyraznie tzw.
,Sztywng rure” przewodu pokarmowego, ktora jest wynikiem ditugotrwatego stanu
zapalnego powodujgcego usztywnienie scian jelita (Rycina 2). Charakterystyczne dla
obrazu choroby jest takze jednoczesne wystepowanie tkanki zmienionej chorobowo

w wyniku ciggtego stanu zapalnego na zmiane z tkanka zdrowg (Rycina 3).

Rycina 1. Choroba Lesniowskiego-Crohna — obraz
radiologiczny choroby: charakterystyczne
zZwezenia jelita, prowadzace do

niedroznosci.Zrédto: http://images.google.pl

Rycina 2. Wrzodziejgce zapalenie jelita grubego
— obraz radiologiczny choroby: charakterystyczna
tzw. ,sztywna rura” przewodu pokarmowego, stan
jelita po dtugotrwatym procesie zapalnym. Zrodio:
http://images.google.pl
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Rycina 3. Charakterystyczny obraz
jelita w chorobie Le$niowskiego —
Crohna: zdrowa tkanka
poprzeplatana jest tkankg zmieniong
chorobowo (po resekcji). Zrédto:

http://images.google.pl

Diagnoze NChZJ opiera sie m.in. na obrazie histopatologicznym choroby. Dla
ChLC charakterystyczne jest wystepowanie zmian chorobowych obejmujacych
wszystkie warstwy $cian jelita. Cechg typowg dla choroby jest wystepowanie
gtebokich szczelin, dajacych niekiedy obraz charakterystycznej kostki brukowe,;.
Diagnoze umozliwia takze obecnos¢ guzkdéw sarkoidalnych (obecnych rowniez w
innych chorobach, takich jak sarkoidoza czy gruzlica, stad koniecznos¢ badan
réznicowych), ktére czesto zlokalizowane sa w bliskiej lokalizacji naczyn
krwionosnych. We WZJG natomiast owrzodzenie jest ptaskie i dotyczy tylko btony
Sluzowej i podsluzowe|. Obserwuje sie takze ropnie krypt, ktGre moga tez czasami
pojawi¢ sie w przebiegu ChLC. Podstawowg roznicg jest jednak lokalizacja zmian
zapalnych: w ChLC zmiany pojawiajg sie odcinkowo i mogg dotyczy¢ catej rury
przewodu pokarmowego, podczas gdy w WZJG choroba lokalizuje sie tylko w rejonie

okreznicy.

Dla nieswoistych choréb zapalnych jelit charakterystyczny jest takze obraz
endoskopowy choroby. Ponizej przedstawione zostaly przyktadowe zdjecia Swiatta
jelita w WZJG (Rycina 4) oraz ChLC (Rycina 5). Wida¢ wyraznie zmieniong zapalnie
Sluzéwke jelita, ropnie, zaczerwienienia oraz krwawe wybroczyny. Cechg roznigcq
ChLC od WZJG jest objecie przez proces zapalny nie tylko btony sluzowej, ale catej

grubosci jego Sciany jelita (od btony sluzowej do btony surowicze)).
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Rycina 5. Choroba Leéniowskiego-Crohna. Zrédto: http://images.google.pl.

Zaréwno WZJG jak i ChLC réznig sie miedzy sobg zaréwno w aspekcie
epidemiologii (Tabela 1), jak i obrazu klinicznego choroby. Nieswoiste choroby
zapalne jelit wystepujg np. czesciej u rasy biatej niz u rasy czarnej i Azjatow. Co
wiecej, w ostatnich latach obserwuje sie okoto 5-krotny wzrost czestosci zachorowan
na ChLC w stosunku do WZJG (Okabe, 2001). Ciekawym zjawiskiem jest takze
zapadalno$é na tg chorobe w populacji zydowskiej, zwlaszcza wsérod Zydow
Aszkenazyjskich — tutaj pojawia sie ona kilkakrotnie razy czesciej niz w innych
grupach populacyjnych.
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Tabela 1 Czestos¢ wystepowania i epidemiologia NChzZJ wg zrodia: habilitacja Prof.
UM dr hab. Agnieszka Doborowolska-Zachwieja / w USA (na 100 000 oso6b) wg
Yamada, 2006.

WZJG ChLC
Czesto $¢ wyst epowania 6-8/2-10 2/1-6
Zachorowalno $¢é 70-150/35-100 20-40/10-100

Ciekawg cechg charakterystyczng dla NChZJ jest wystepowanie objawow
spoza przewodu pokarmowego towarzyszacych objawom gastroenterologicznym.
Pacjenci bardzo czesto uskarzajg sie na bdle oczu, pieczenie pod powiekami,
uczucie ,piasku” w oku oraz zapalenie spojéwek. Inne objawy dotyczg stawow;
pacjenci cierpig z powodu bolu stawéw tokciowych i kolanowych oraz skokowych i
nadgarstkowych. Inng grupe dolegliwo$ci stanowig zmiany skérne; zaliczamy do nich
wysypki, swigd skéry oraz rumien guzowaty. Powyzej opisane objawy nie sg
czynnikiem determinujgcym rozpoznanie, nie muszg one bowiem wystepowaC w
kazdym przypadku, ale dotykajg one duzg grupe pacjentow i czesto sg dodatkowym
czynnikiem pogarszajgcym jakos¢ ich zycia. Ponadto, u chorych moga wystepowac:
gorgczka, spadek masy ciata, meczliwos¢, zahamowanie wzrostu (zwilaszcza u
dzieci), wyniszczenie organizmu spowodowane niedozywieniem oraz o0golne

ostabienie.

4.2.b. WIEK ZACHOROWANIA

Choroba Lesniowskiego Crohna to choroba tzw. ,miodych dorostych”.
Pierwsze objawy pojawiajg sie zazwyczaj miedzy 15 a 25. rokiem zycia. Drugi okres
zwiekszonej zachorowalnosci przypada na okres okoto 50 roku zycia. Zdarzajg sie
jednak — cho¢ rzadko — przypadki zachorowan w podesztym wieku (Rysunek 6). Z
tego tez powodu niemozliwe jest stworzenie grupy kontrolnej dla badan a wszystkie

otrzymane rezultaty zostaty odniesione do grupy populacyjnej.
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Rycina 6. Wiek rozpoznania NChZJ /100,000 os6b. Zrodio: Am J Gastroenterol, 2006,

Blackwell Publishing /www.medscape.com/

Pokazng grupe pacjentdbw odwiedzajgcych Kliniki gastroenterologiczne
stanowig takze dzieci (okoto 10-15% wszystkich pacjentow z rozpoznang ChLC). U
nich przebieg choroby jest zazwyczaj ciezszy — choroba dzieci przed lub w trakcie
okresu rozwojowego przyczynia sie znaczaco do zaburzen proceséw rozwojowych.
Przewlekte zapalenie $luzéwki przewodu pokarmowego uposledza wchtanianie
pokarméw a tym samym nie pozwala na wystarczajgce zaopatrzenie miodego,
rozwijajgcego sie organizmu w substancje budulcowe. Dzieci z ChLC sg zazwyczaj
drobniejszej budowy, nierzadko wyniszczone i niedostatecznie rozwiniete fizycznie a

uboga dieta pogtebia czesto istniejgce juz niedobory.

Nie obserwuje sie zwigzku pomiedzy picig a zachorowaniem na NChZJ.

4.2.c. ROZNICE POPULACYJNE

Nieswoiste choroby zapalne jelit (NChzJ) charakteryzuje ciekawe zjawisko
réznej czestosci wystepowania w zaleznosci od tego, jakg badamy populacje. W
rozdziale 4.2.a. wspomniano juz o pewnych podstawowych réznicach w

zachorowalnosci na NChZzJ, jak chociazby nasilenie ryzyka w populacji Zydow
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Aszkenazyjskich, ale w niniejszym rozdziale problem zr6znicowanego wystepowania

tej choroby w r6znych grupach etnicznych zostanie oméwiony obszerniej.

Pierwszym ciekawym zjawiskiem jest wystepowanie zasadniczej roznicy w
zachorowaniach na NChZJ w zaleznosci od stopnia uprzemystowienia kraju i rozwoju
spoteczenstwa. Generalnie, w krajach gorzej rozwinietych obserwuje sie znacznie
mniejszy odsetek chorujgcych na NChZJ. Np., w krajach Ameryki Pétnocnej oraz w
Europie odnotowuje sie zdecydowanie wiekszg ilos¢ zachorowan niz w krajach
azjatyckich. Obserwuje sie takze ciekawg zaleznos¢: w krajach, ktére przechodzg
proces uprzemystowienia i rozwoju obserwuje sie wzrost zachorowan na WZJG,
ktéry z biegiem czasu przeradza sie we wzrost zachorowan na ChLC (Cho, 2008).
Wida¢ wiec, ze komponenta wptywow srodowiskowych jest w ChLC znaczaca, ale
jak dowiodty liczne badania, nie jest to jedyny typ roznic, jakie charakteryzujg tg

chorobe.

Kwestia zréznicowanego wystepowania czestosci zachorowan w zaleznosci
od populacji pozostaje nadal nieznana, ale wiadomo juz, ze w réznych populacjach
choroba moze mie¢ rézne podioze genetyczne, rézng czestos¢ wystepowania

poszczegolnych polimorfizmow i mutacji, pomimo zblizonego obrazu klinicznego.

Dlatego tak wazne jest, aby wyniki badan odnosi¢ do okreslonej populacji, na
ktorej zostaly one wykonane, poniewaz w innym wypadku przy tak zr6znicowanym

podtozu choroby ustalenie jej przyczyn moze okazaé sie niezwykle trudne.

43. CZYNNIKI SRODOWISKOWE W NIESWOISTYCH CHOROBACH
ZAPALNYCH JELIT

Wiadomo, ze NChZJ sg warunkowane wieloczynnikowo: sugeruje sie udziat
czynnikdw srodowiskowych (takich jak: palenie, dieta, zazywane leki, stres, wolne
rodniki, itp.), ktére wspotdziatajgc z czynnikami genetycznymi oddziatujg na uktad
immunologiczny powodujgc przewlekly stan zapalny $luzéwki przewodu
pokarmowego. Ponizej omoéwiono wybrane, najczesciej wymieniane czynniki

Srodowiskowe biorgce udziat w w patogenezie choroby.
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4.3.a. PALENIE

Palenie tytoniu jest jednym =z najlepiej przebadanych czynnikow
Ssrodowiskowych w odniesieniu do NChZJ. Jednakze, badania prowadzone zaréwno

na grupie pacjentéw z WZJG, jak i tych z ChLC wykazaly zasadnicze réznice.

Na przestrzeni ostatnich lat dowiedziono, ze ryzyko zachorowania na WZJG
wzrasta, jezeli pacjent nie jest palaczem, lub jesli palit ale niedawno natdg porzucit.
W odniesieniu do ChLC sprawa wyglada dokiadnie odwrotnie — palenie wzmaga
ryzyko zachorowania, zwieksza ryzyko nowotworzenia oraz prawdopodobienstwo
zabiegu operacyjnego (Russel, Wilson i Satsangi 2004). Udziat nikotyny zostat takze
udowodniony w odniesieniu do przebiegu klinicznego choroby: pacjenci z ChLC,
ktorzy byli czynnymi palaczami, ale w zwigzku z chorobg przestali pali¢, przechodzili
chorobe tagodniej (Karban, Eliakim i Brant, 2002, Cummings i Rubin 2006, Cho
2008). Natomiast odstawienie papierosow przez osoby z WZJG pogarszato ich stan
zdrowia. Odnotowano nawet préby stosowania plastréw nikotynowych u pacjentéw z
WZJG celem ztagodzenia przebiegu choroby, bez istotnego efektu leczniczego.

4.3.b. DIETA; NUTRIGENETYKA JAKO NOWA OPCJA TERAPEU TYCZNA W

LECZENIU NCHZJ

Dieta to jeden z kluczowych czynnikow srodowiskowych wptywajgcych na
NChZzJ. Juz od czaséw Hipokratesa wiadomo, ze zywienie i stosowana dieta majg
znaczacy wptyw na stan zdrowia cztowieka. Nauki zywieniowe dostarczajg informacji,
ktére pozwalajg na wykorzystanie skladnikdbw pokarmowych w celu osiggniecia
optymalnego rozwoju organizmu. Majg one na celu zdefiniowanie btedéw
dietetycznych i taki dobor parametréow i wskazéwek zywieniowych, aby
zminimalizowa¢ ryzyko choréb spowodowanych nieprawidiowg dieta, ale
jednoczesnie zwiekszyé korzysci ptynace z roznorodnosci dostepnych skitadnikow

pokarmowych.

Warto zauwazyC, ze pierwsze doniesienia na temat leczenia choréb za

pomocgq restrykcji dietetycznych nie sg nowoscig ostatnich lat, ale zostaty okreslone
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juz dawno i z powodzeniem stosuje sie je do dzis w leczeniu choréb zywieniowych,

np. fenyloketonurii czy galaktozemii.

Nie wszystkie choroby sg jednak warunkowane w prosty, jednogenowy
sposOb. Istnieje szereg schorzen, o ktérych wiadomo, ze sg spowodowane w sposéb
bardziej ztozony, jak np. nieswoiste choroby zapalne jelit, kitére sg chorobg
poligeniczng, co oznacza, ze pojedyncza mutacja nie jest wystarczajgca do ich
zaistnienia, ale dopiero wspotdziatanie grupy gendw objawia sie choroba.
Szczegbdtowo wielogenowe podioze NChZJ zostanie opisane w rozdziale 4.d.iii. pt:

.Podloze genetyczne NChzJ".

Dieta, jako jeden z czynnikéw srodowiskowych, w potaczeniu ze specyficznym
wariantem genetycznym moze okaza¢ sie waznym elementem terapii pacjenta.
Badania, ktore starajg sie potaczy¢ aspekty genetyczne z zywieniowymi nazywane
sg nutrigenetyka i nutrigenomikg. Badajg one wplyw bioreaktywnych komponentéw
zywnosci na organizm cztowieka na poziomie komorkowym i tkankowym. Wg Davida
Mutcha (Mutch i wsp.2005) nutrigenomika skierowana jest na okre$lenie wptywu
sktadnikbw pokarmowych na genom, identyfikacje gendéw odpowiedzialnych za
zwiekszenie ryzyka choréb zwigzanych z dietg oraz mechanizméw lezacych u
podioza czynnikbw regulujacych predyspozycje do zachorowania na okreslone
jednostki chorobowe. Nutrigenetyka bada efekt konkretnych wariantow genowych na
interakcje miedzy dietg, a zachorowaniem, w tym na role okreslonych polimorfizméw,
oraz zapotrzebowanie badanego organizmu na sktadniki zywieniowe. Bada tez
ryzyko rozwoju okreslonych choréb u poszczegdélnych osobnikéw. Nauki te majg na
celu okreslenie w jaki sposob sktadniki odzywcze wpltywajg na genom oraz jak
poszczegolne geny wplywajg na metabolizm sktadnikow zywieniowych. Wazny jest tu
aspekt zréznicowanej ekspresji genéw (czyli m.in. produkcji poszczegolnych biatek w
ludzkim organizmie) modyfikowanej poprzez diete, jak rowniez kwestia wptywu na
metabolizm skfadnikdéw zywieniowych poszczegoélnych form polimorficznych danego
genu. Mechanizmy te nie sg jeszcze w petni poznane, ale sg juz pierwsze badania,
ktére udowadniajg istnienie interakcji pomiedzy genami a sktadnikami zywieniowymi.
Przeprowadzone dotychczas badania wskazujg np. na wplyw roéznych grup
wielonienansyconych kwasow ttuszczowych na ekspresje cytokin i stan zapalny w

organizmie, co moze w przysztosci skutkowa¢ zmianami w leczeniu np. miazdzycy
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(Anderle i wsp. 2004). Inne badania wskazujg na mozliwos¢ modyfikacji biatek
histonowych przez sktadniki diety. Wiadomym jest, ze struktura DNA uwarunkowana
jest stopniem metylacji i ma wplyw na ekspresje gendw. Biorac pod uwage
mozliwosé dostarczania grup metylowych z pozywieniem wida¢ wyraznie, ze dieta
daje mozliwosci metylacji struktury DNA, a tym samym ekspresji. Co wiecej, zasieg
tych modyfikacji moze by¢ dalekosiezny — stopien metylacji odtwarzany jest bowiem
w procesie kopiowania DNA i tym samym moze zosta¢ odwzorowany w kolejnym
pokoleniu (Nowicka, 2007). Jak widac¢, dieta moze mie¢ zatem wplyw na ekspresje
DNA w kolejnych pokoleniach. W swietle tych badan teoria uwarunkowania chorob
poprzez diete przodkéw wydaje sie dos¢ odwazna, ale nie niemozliwa (Omen i wsp.
2005, Zeisel 2007).

Prowadzone sg takze liczne badania z zakresu zmiennos$ci polimorficznej
organizmow. Badania genetyczne nad SNP (ang. single nucleotide polymorphism)
pozwalajg na dzieh dzisiejszy na okre$lenie m.in. zmiennosci genetycznej
osobnikow. Bada sie polimorfizmy i mutacje w celu okreslenia genotypow/haplotypow
zwigzanych z zachorowaniem lub podwyzszonym ryzykiem zachorowania na dang
chorobe. Procesy metaboliczne mogg by¢ takze modyfikowane w zaleznosci od
wariantu polimorficznego u danego pacjenta. Istniejg nawet pierwsze wytyczne
zywieniowe oparte na badaniach genetycznych. Ryzyko rozwoju chorob ukitadu
krgzenia jest wyzsze u os6b spozywajgcych zwiekszone ilosci PUFA (ang. poli-
unsaturated-fatty-acids — wielonienasycone kwasy tluszczowe) i bedacych
jednoczesnie homozygotami AA w obrebie genu APOAI (-75G/A). U homozygot GG
jest doktadnie odwrotnie. Co wiecej, wariant A allelu jest silniej zwigzany z
zachorowalnoscig u kobiet niz u mezczyzn spozywajacych duze ilosci PUFA
(Nowicka, 2007; Omen i wsp., 2005).

Podobnie, jesli w genie PPARalfa (polimorfizm Leul62Val) chorzy sg
homozygotami ValVal, to wzrost spozycia PUFA bedzie dla nich korzystny i obnizy
ryzyko zachorowania na choroby niedokrwienne serca, ale juz u homozygot LeulLeu i
heterozygot LeuVal/ValLeu moze on sie wigza¢ z pogorszeniem gospodarki lipidowej
organizmu (Nowicka, 2007).
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Ciekawe sg takze doniesienia zwigzane z otytlo$cig. Wedlug najnowszych
badan ilos¢ gendéw zaangazowanych w procesy zwigzane z masg ciata i regulacje
metabolizmu wynosi ponad 600 (Deram, Villares 2009). Odnotowuje sie zwigzek
otytlosci z genem ADRBS3 (polimorfizm Trp64Arg), ktory zwigzany jest z procesami
energetycznymi w organizmie (Yoshida i wsp. 1995,Shiwaku i wsp. 2003, Nakamura i
wsp.2000, Xinli, Xiaomei i Meihua 2001). U homozygotycznych nosicieli wariantu
Arg64 trudniej osigga sie redukcje masy ciata, choc istnieje takze grupa badaczy
ktéra takiego zwigzku nie zaobserwowata (Fumeron i wsp. 1996, Rawson i wsp.
2002). Inne badania prowadzi sie nad leptyng (gen LEP, polimorfizm C-2549A,
region 5°) i jej receptorem (gen LEPT, polimorfizm Ser343Ser,T/C), zaangazowanych
w procesy kontroli taknienia. Trudnosci z pozbyciem sie nadmiernej masy ciata,
zwlaszcza u kobiet stosujgcych niskokaloryczng diete, posiadali ci pacjenci, u ktorych
wystepowat wariant A w pozycji C-2549A w genie LEP. Gen receptora LEPr
charakteryzowata zmiana polimorficzna w pozycji Ser343Ser (T/C), ktéra u kobiet z
wariantem C powodowata wieksze sukcesy w odchudzaniu niz u nosicieli T
(Mammes i wsp. 1998, Mammes i wsp. 2001, Luis i wsp. 2006). Z kolei, o
zaangazowanie w gospodarke lipidowg podejrzewa sie geny ApoEe4 (nosiciele
wariantu e4 trudniej tracg mase ciata mimo stosowania niskokalorycznej diety) i
ApoB/VNT, ApoA-IV-1/2 oraz APO A5 (T1131C) (nosiciele wariantu c tatwiej
redukowali mase ciata) (Lefevre i wsp. 1998, Heilborn i wsp. 2000, Aberle i wsp.
2005).

Ciekawym aspektem jest takze to, ze istnieje pewna grupa pacjentow, ktérzy
pomimo choroby nie wykazujg utraty masy ciata, a wrecz przeciwnie — cechuje ich
nadwaga i otytos¢. Zazwyczaj liczne biegunki sprzyjajg spadkowi masy ciata - wedtug
Yamady (2006) okoto 10-20% pacjentéw utraci nawet do 20% masy ciata z powodu
NChZJ, ale istnieje grupa pacjentow z NChZzJ, ktérzy pomimo zaawansowanej
choroby bedg mieli nadwage lub otytlos¢. Wedlug Mendalla i wsp. (2011) otytos¢
moze byC¢ czynnikiem prozapalnym, sprzyjajacym rozwojowi choroby. Co wiecej,
skiania sie on nawet do wyodrebnienia pewnego rodzaju ,podtypu” ChLC
charakteryzujgcego sie nadwaga. Inne doniesienie z 2010 roku (Long i wsp., 2010)
badajace amerykanska grupe pediatryczng z NChZJ wskazuje nawet, ze jedno na

piecioro dzieci z ChLC oraz jedno na troje z WZJG sg otyte lub majg nadwage. Dla
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dzieci ze zdiagnozowang ChLC wigzalo sie to ponadto z ciezszym przebiegiem

choroby i czestszg potrzebg interwencji chirurgicznej.

W przypadkach choréb, gdzie istotng role odgrywajg zaburzenia odzywiania,
jak np. w nieswoistych chorobach zapalnych jelit (NChZJ) ustalenie optymalnej diety,
ktéra dziata np. poprzez modulacje odpowiedzi cytokin zmieniajgc srodowisko jelita,
ma w ten sposob wplyw na nasilenie stanu zapalnego w jelicie. W NChZJ cechg
charakterystyczng jest wzrost stezenia cytokiny prozapalnej TNFalfa. Istniejg liczne
pokarmy, ktore w skladzie posiadajg czastki o aktywnosci przeciwzapalnej, np.
flawonoidy obecne w warzywach czy owocach. Mogtyby one by¢ wykorzystywane do
ttumienia stanu zapalnego w bardzo naturalny sposéb — poprzez umieszczanie jej w
jadtospisie pacjenta — jako uzupetnienia stosowanej farmakoterapii steroidami oraz
tiopurynami (Azatiopryna, 6-Merkapatopuryna). Odpowiednio dobrana dieta jest juz
od dawna znanym aspektem leczenia NChZJ. Przewlekly stan zapalny w Scianie
przewodu pokarmowego doprowadza do ostabionej absorpcji sktadnikow
odzywczych, a w konsekwencji do stanéw niedoboréw pokarmowych i niedozywienia.
Sytuacja jest tym bardziej powazna, jesli dotyczy pacjentéw pediatrycznych, u
ktérych tylko odpowiednia interwencja zywieniowa moze zapobiec ewentualnym
konsekwencjom nieodzywienia i niedorozwoju fizycznego. Stosowane w takich
wypadkach zywienie parenteralne pomaga zminimalizowa¢ negatywne skutki

choroby i odcigzy¢ przewdd pokarmowy.

Poniewaz NChZJ, a szczegdlnie ChLC, nalezg do schorzen o podiozu
genetycznym, zaczeto sie interesowac, czy okreslona reakcja pacjenta na stosowane
zywienie moze mie¢ zwigzek z poszczegolnymi wariantami np. polimorfizmow
genetycznych. Badano m.in. interakcje miedzy terapig probiotyczng a wariantem
genu CARD15/NOD2 (Cukovic-Cavka i wsp. 2006). Inne badania poszukujg zwigzku
ChLC z genem TLR4 poprzez wptyw na szlak metaboliczny kwasoéw tluszczowych
(Lee Joo i wsp, 2003). Istniejg takze dane na temat badan prowadzonych w zakresie
nietolerancji zywnosciowych a zmian SNP w regionie genomu kodujacego uktad
HLA.

Podsumowujac, badania interdyscyplinarne z pogranicza nauk zywieniowych

oraz genetyki dajg nam niespotykane dotgd mozliwosci dedykowania zalecen
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zywieniowych w zaleznosci od wariantow genetycznych poszczegdlnych gendw u
kazdego pacjenta. Nie istniejg bowiem pojedyncze produkty pokarmowe, ktére mogag
wywiera¢ korzystny lub negatywny wpltyw na wszystkich pacjentow w ten sam
sposob, tak wiec opracowanie indywidualnych diet elementarnych mogtoby
doprowadzi¢ do pokrycia zapotrzebowania kazdego pacjenta w sposob indywidualny.
Jednoczesne rozpoznanie genetycznego problemu lezgcego u podioza zmiennej
tolerancji roznych produktow pozwolitoby na stworzenie lepszej strategii do
wdrozenia terapii zywieniowej. Cho¢ na dzien dzisiejszy wydaje sie, ze do
zastosowania tych procedur jest jeszcze daleka droga, to w dobie szybkiego rozwoju
nauki i technik badawczych mozna spodziewa¢ sie, ze w niedalekiej przysztosci
osiggniecia naukowcOow skrywane przez czysto badawcze laboratoria znajdg
zastosowanie takze w rutynowej terapii. Optymizm w takim postrzeganiu tej
nowopowstatej dyscypliny naukowej opiera sie bowiem na wcze$niejszych
doswiadczeniach z inng gatezig nauki jakg jest farmakogenetyka. Dzis bowiem
farmakogenetyka jest juz coraz czesciej wykorzystywana do przewidywania i
optymalizacji odpowiedzi pacjentow na postepowanie lecznicze (farmakologiczne), a
nutrigenetyka, jako stosunkowo mioda specjalnos¢, ma szanse wykazac sie nawet

wiekszym potencjatem.

Opublikowano:  Ludwika Jakubowska-Burek, Krzysztof Linke, Agnieszka
Dobrowolska-Zachwieja ,Nutrigenetyka i nutrigenomika jako nowe opcje
terapeutyczne w nieswoistych chorobach zapalnych jelit” Gastroenterologia Polska,
2010, 17(1): 59-62
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4.4. CZYNNIKI GENETYCZNE W NIESWOISTYCH CHOROBACH ZAPALNYCH
JELIT

4.4.a. RODZINNE WYSTEPOWANIE NIESWOISTYCH CHOROB ZAPALNYCH
JELIT

Od dawna obserwowano czestsze wystepowanie NChzZJ wsréd rodzin
pacjentéw. Juz w 1963 roku Kirsner i Spencer (Kirsner i Spencer 1963) donosili o
czestszym rodzinnym wystepowaniu NChZJ. Udziat czynnika genetycznego w
NChZJ zostat udowodniony rowniez w kolejnych badaniach rodzin pacjentéw, dla
ktérych dowiedziono wiekszego ryzyka zachorowalnosci jesli posiadali oni w rodzinie
kogo$ z tym schorzeniem. Nie zawsze czionkowie rodzin chorowali na NChZJ, ale
zdecydowanie czesciej cierpieli z powodu pokrewnych schorzen ze strony uktadu
pokarmowego (inne formy zapalenia $luzowki, choroby o podobnym obrazie
klinicznym, itp.). W pracy Hugh J. Freedmana (Freedman 2002) opublikowano
badania przeprowadzone na 1000 pacjentdw przez okres ponad 20 lat. Az 14%
badanych deklarowato minimum jednego krewnego z ChLC. Koreluje to z wynikami
innych badaczy, ktore przewaznie definiujg grupe pacjentow z wywiadem NChZJ na
10-20% (Duerr 2002). Ciekawe jest jednak to, ze przedstawiong zaleznos$¢
obserwuje sie czesciej dla pacjentdow ze zdefiniowang ChLC niz z WZJG (Yang i
Rotter 1995). Badania z 2006 roku (Leedham 2006) definiujg jednoznacznie, ze
posiadanie krewnego w pierwszej linii z rozpoznang ChLC zwieksza ryzyko
zachorowania od 15 do 35 razy, podczas gdy dla WZJG ryzyko to jest od 6 do 9 razy
wieksze.

4.4b. NIESWOISTE CHOROBY ZAPALNE JELIT U BLI ZNIAT MONO- |

DIZYGOTYCZNYCH

Drugim modelem badan chorob genetycznych cztowieka jest model blizniaczy
(mono — i dizygotyczny). Jako naturalnie wystepujace w populacji ludzkie klony
bliznieta monozygotyczne dajg mozliwos¢ badania zréznicowanego wplywu
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czynnikdw zewnetrznych na taki sam genotyp. Wtasnie takie badania dowiodty, ze
wsréd bliznigt  monozygotycznych zachorowalnos¢ na ChLC wynosita 58.3%,
podczas gdy u bliznigt dizygotycznych nie roznita sie od zachorowalnosSci
obserwowanej dla rodzenstw nieblizniaczych. Dla WZJG zaleznosci te okazaly sie
duzo stabsze — 6.3-18.2% dla bliznigt monozygotycznych (Tysk i wsp. 1988, Orholm i
wsp. 2000).

Przedstawione powyzej dane wskazujg wyraznie, ze NChZJ sg schorzeniem
bardzo ztozonym, u podioza ktérych nie lezy prosta zaleznos¢ genetyczna. Co
wiecej, badania przeprowadzone na bliznietach wskazujg wyraznie, ze choroba
nawet u bliznigt monozygotycznych nie wystepuje w 100%, ale w okoto 60%. Musi
zatem istnie¢ powazna komponenta srodowiskowa badz immunologiczna definiujgca
pozostate 40%. Prawdopodobnie dopiero wspoétwystepowanie wszystkich tych

czynnikdw powoduje zaistnienie wypadkowej w postaci choroby.

4.4.c. PODLOZE GENETYCZNE NIESWOISTYCH CHOROB ZAPALNYCH JELIT

NChZJ nalezg do choréb wielogenowych, co oznacza, ze u ich podtoza nie
lezy prosta mendlowska zalezno$¢ (lub: prosta cecha dziedziczona w sposob
mendlowski), a zlozony zespét interakcji miedzygenowych. Na dzien dzisiejszy
uwaza sie, ze NChZJ warunkowane sg przez 30-35 gendw. Wedtug powadzonych
badan wynika takze, ze udziat czynnika genetycznego jest zdecydowanie wiekszy dla
ChLC niz dla WZJG (co potwierdzajg badania na bliznietach opisane w poprzednim

rozdziale).

Pierwsze badania poszukujgce w ludzkim genomie locus zwigzanego z
NChZJ przeprowadzono w 1996 roku. Hugot i wsp. zdefiniowat wtedy region IBD,
ktoremu w pOzniejszym okresie nadano numer 1, na chromosomie 16q12 (Hugot i
wsp. 1996). Najwiekszym sukcesem bylo jednak zawezenie obszaru IBD1 do
konkretnego genu zwigzanego z ChLC w roku 2001. Ponownie zespo6t Hugota
zdefiniowat gen NOD2, przemianowany pozniej na CARD15 (Hugot i wsp. 2001).
Udato im sie takze zdefiniowaé trzy podstawowe mutacje zwigzane z ChLC: R702W,
G908R oraz 1007fs. Posiadanie takich mutacji moze zwiekszac¢ ryzyko zachorowania

nawet 40-krotnie. W tym samym roku Ogura i wsp. dowiedli, ze mutacje polegajgce
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na zmianie ramki odczytu w genie CARD15/NOD2 sg zwigzane ze zwiekszonym
ryzykiem zachorowania na ChLC (Ogura i wsp. 2001). Ponadto, mutacja inercyjna
wigzana jest ze zwiekszonym ryzykiem nowotworzeni u pacjentéw z ChLC po 50.

roku zycia, a takze przyczynia sie do powstawania zmian ropnych.

Od czasu zidentyfikowania genu CARD15/NOD2 obserwuje sie zakrojone na
szerokg skale badania przeprowadzane na calym Swiecie w réznych zespotach
badawczych. Poczatkowa nadzieja zwigzana z genem CARDI15/NOD2 ustepuje
badaniom innych genéw, tak samo jak zwiekszone zainteresowanie ChLC zaczyna
powoli ustepowac na rzecz badania czynnikdw genetycznych warunkujgcych WZJG.
Do dzis udalo sie zdefionowa¢ 27 obszaréw, w ktorych poszukuje sie genow

zwigzanych ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na NChZJ (Tabela 2).

Tabela 2. Regiony IBD w genomie czlowieka (Zrédto: baza NCBI - opracowanie wiasne).

IBD Region NChZzJ Gen majace lub mogacy mieé zwigzek z danym
regionem IBD
IBD1 16912 ChLC CARD15/NOD2
IBD2 12p13.2- ChLC, WZJG VDR, IFN-y
g24.1
IBD3  6p21.3 ChLC, WZJG MHCI i MHCII, TNF-a
IBD4 14911-q12 ChLC TCR
IBDS 5031 ChLC IL-3, IL-4, IL-5, IL-13, CSF-2, OCTN1, OCTN2
IBD6 19p13 ChLC, WZJG ICAM-1, C3, TBXA2R, LTB4H
IBD7 1p36 ChLC, WZJG Rodzina TNF-R, CASP-9
IBD8 16p WzJG
IBD9  3p26 ChLC, WZJG
IBD10 2g37.1 ChLC ATG16L1
IBD11 7922 ChLC, WZJG MUCS3A
IBD12 3p21 ChLC, WZJG MST1, BSN, HGFR, EGFR, GNAI2
IBD13 79g21.1 ChLC, WZJG ABCA1, MDR1
IBD14 7q32 ChLC, WZJG IRF5
IBD15 10921 ChLC, WZJG
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IBD16 9032 ChLC, WZJG TNFSF15

IBD17 1p31l.1 ChLC, WZJG IL23R
IBD18 5pl13.1 ChLC, WZJG
IBD19 5@33.1 ChLC

IBD20 10924 ChLC, WZJG
IBD21 18pll ChLC, WZJG
IBD22 17921 ChLC

IBD23 1932 ChLC, WZJG
IBD24 20913 ChLC, WZJG
IBD25 21922 ChLC, WZJG
IBD26 12qg15 WZzZJG

IBD27 13913.3 ChLC

Skréty wykorzystane w tabeli (ang.): EGFR-epidermal growth factor, GNAI2-ingibitory guanine
nucleotide binding protein, HGFR-hepatocye growth factor, ICAM-intercellular adhesion molecule,
IFN-interferon, IL-interleukin, LTBH4H-leukotriene B4 hydroksylase, MHC-major histocompatibility
complex, MUC3-mucine3, TBXA2R-thromboxane A2 receptor, TCR-T-cell receptor, TNF-R-tumor
necrosis factor receptor, VDR-vitamin D receptor, MDR1-multiple drug resistance 1.

Poza genami wskazanymi w Tabeli 2. jako mogacymi lub majgcymi zwigzek z
NChZzJ bada sie ostatnio rowniez takie geny jak: DLG5 zlokalizowany na 10p22-23
(koduje biatko szkieletowe odpowiedzialne za utrzymanie struktury komorki, reguluje
jej wzrost oraz odpowiada za interakcje komorka-komorka), geny TLRs (ang. toll-like
receptors), np. TLR4 (9p33.1), TLR5 (1942.11), TLR9 (3p21.2), kodujgce biatka
btonowe odpowiedzialne za wrodzong odpowiedz immunologiczng. Ponadto, istniejg
doniesienia o roli genu PHOX2B, zlokalizowanego na chromosomie 4p13 majacego
swoj udziat w funkcjonowaniu komorek endokrynnych nabtonka jelitowego oraz o roli
genu NCF4 (22q12.3) waznym w produkcji reaktywnych form tlenu oraz odpowiedzi
antybakteryjnej. Innym genem wigzanym z zachorowaniem na ChLC jest PTGER4
(5p13.1), kodujgcym receptor prostaglandyn. Innym genem podejrzewanym o zwigzki
z zachorowaniem na WZJG jest PADI4 (ang. peptidylarginine deiminase type 4) oraz
MIF-173 (ang. macrophage migration inhibitory factor). Najnowsze badanie z 2009
roku z kolei wskazuje na zwigzek interleukiny 10 (IL10) z ChLC, zwlaszcza w

odniesieniu do przypadkow pediatrycznych tej choroby (Arme i wsp. 2009).
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Opublikowano: ,Leczenie biologiczne w dermatologii, gastroenterologii i
reumatologii”, pod red. Zygmunta Adamskiego, Krzysztofa Linke i Wiodzimierza
Samborskiego, Termedia Wydawnictwo Medyczne 2010.

Rozdziat: Podtoze genetyczne w nieswoistych chorobach zapalnych jelit. Ludwika
Jakubowska-Burek, Agnieszka Dobrowolska — Zachwieja. Str. 127-140

4.4.c.1. GEN CARD15/NOD2

W 1996 roku Hugot i wsp. zdefiniowali w ludzkim genomie obszar zawierajgcy
geny zaangazowane Ww podioze NChZzZJ. Zdefiniowali ten obszar jako
pericentromerowy region chromosomu 16 i nazwali go IBD1. Piec¢ lat pézniej (2001
rok) dwoch niezaleznych badaczy: Hugot i Ogura odkryli ten sam gen w regionie
IBD1, zwigzany z zachorowalnoscig na NChzZJ. Poczatkowo gen nazwany zostat
NOD?2, ale w p6zniejszym okresie zostat przemianowany przez HUGO Nomenclature

Committee na CARD15. Dzi$ stosowang nazwg pozostato jednak CARD15/NOD2.

Liczne badania z zakresu podioza genetycznego NChZJ wykazaly, ze
polimorfizmy obecne w CARDI15/NOD2 sg zwigzane z chorobg Lesniowskiego-
Crohna, ale wykazano takze, ze podatnos¢ na chorobe zalezy takze od
pojawiajgcych sie jednoczesnie zmian w innych genach. Obecnie szacuje sie, ze w
podioze genetyczne NChZJ zaangazowanych jest okoto 35 genow, przy czym

wiekszy udziat czynnika genetycznego przypisuje sie ChLC niz WZJG.

W obrebie genu CARD15/NOD?2 zidentyfikowano wiele polimorfizmow, ale jak
dotad trzy okazujg sie mie¢ najwiekszy zwigzek z podatnoscig na chorobe. Sa to
polimorfizmy okres$lane mianem R702W, G908R oraz 1007fs (Lesagne i wsp., 2002)
(Rycina 7). Co ciekawe, w populacjach azjatyckich nie zaobserwowano tych
polimorfizméw, co moze potwierdza¢ zaréwno teorie o wielogenowym podiozu
choroby, jak i 0 zr6znicowanym jej uwarunkowaniu w réznych populacjach (Russel i
wsp., 2004).

Hugot i wsp. (2001) wykazali takze, ze w uktadach homozygotycznych dla
mutacji zmieniajgcej ramke odczytu 3020insC w exonie 11 genu CARD15/NOD2
ryzyko zachorowania na ChLC moze wzrosng¢ nawet 20-krotnie, podczas gdy w
uktadach heterozygotycznych ryzyko to wzrasta tylko 3-krotnie. Podejrzewa sie

takze, ze mutacja 3020fs powoduje wzrost ryzyka nowotworzenia, zwlaszcza u
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pacjentow powyzej 50 roku zycia. Nosiciele tej mutacji majg takze wieksze szanse
rozwiniecia zmian ropnych. Omawiana mutacja powoduje skrécenie biatka NOD2
powstajgcego na bazie genu CARD15/NOD2 o 33 aminokwasy na koncu C-
terminalnym domeny LRR. Powoduje to zmniejszenie aktywnosci NF-kB. Aby proces
rozpoznawania bakteryjnego lipopolisacharydu pozostat prawidlowy domena LRR
powinna zosta¢ nienaruszona. Co wiecej, wg badan Russela i wsp. (2004) az 93%
wszystkich  mutacji odnotowywanych ~w  populacjach  europejskich  jest

zlokalizowanych w domenie LRR.

Produktem genu CARD15/NOD?2 jest biatko NOD2, nalezgce do rodziny biatek
NOD-LRR, ktorej cechg charaktersytyczng jest region bogaty w leucyny. Wszystkie
trzy mutacje wymienione powyzej (R702W, G908R oraz 1007fs ) znajdujg sie w
domenie LRR lub jej niedalekim sgsiedztwie. Moze to sugerowac, ze wptywajg one
na proces rozpoznawania bakteryjnego lipopolisacharydu i tym samym wpisujq sie w

teorie bakteryjnego podtoza ChLC.

Lokalizacja genu CARD15/NOD2 zostata potwierdzona dla locus 16g12. Gen
ten jest zbudowany z 12 exonow, ma 163319 par zasad i koduje biatko o diugosci
1040 aminokwaséw (Ogura i wsp. 2001). Najwiekszg polimorficznoscig wykazujg sie
exony 2,4,6,8,9i11.

50731050 50766987
—

5 —# t T 3 ;—-I &
Arg702Trp lf Gly908Arg 3020insC (1007aa){
N [ | | ﬁj c

Biatko 1040aa

I Eksony l CARD I LRR-leucine rich repeats

‘ Region nie ulegajacy translacji D NBD-nucleotide binding domain

Rycina 7. Budowa genu CARD15/NOD2 oraz biatka NOD2. Zaznaczono dwa najczestsze
polimorfizmy (w tym badany Gly908Arg) i jedng mutacje wystepujgce najczesciej w

odniesieniu do ChLC. Opracowanie wiasne.
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BIALKO NOD2

Biatko NOD2/CARD15 nalezy do rodziny biatek wewnatrzkomorkowych,
cytozolowych, biorgcych udziat w odpowiedzi na antygeny bakteryjne. Innym
cztonkiem tej rodziny biatek jest NOD1/CARD4 bedace apoptotycznym aktywatorem
czynnika 1(ang. apoptotic protease activating factor 1 - APAF1).

Biatko NOD2 zaangazowane jest zarbwno w apoptoze (tzw. programowang
Smier¢ komorki), jak i w aktywacje NF-kB (rodzina czynnikow transkrypcyjnych NF-kB
reguluje m.in. transkrypcje wielu gendéw kodujgcych cytokiny zaangazowane w
metaboliczne szlaki zapalne (Cho, 2001). Jego ekspresja zachodzi w monocytach
obwodowych, komdrkach btony sluzowej jelita, a zwtaszcza w komérkach Panetha,
zlokalizowanych w nabtonku jelita, ktérych zadaniem jest produkowanie substanciji

antybakteryjnych w reakcji na muramylodipeptyd (MDP) i inne produkty bakteryjne.

Gram-dodatnie bakterie posiadajg grubg sciane komorkowg zbudowang z
wielu warstw peptydoglikanu i kwaséw teichoinowych. Z kolei bakterie Gram-ujemne
majg stosunkowo cienka sciane, rowniez ztozong z kilku warstw peptydoglikanu, ale
jest ona otoczona drugg btong lipidowg zawierajgcq lipopolisacharydy (LPS) oraz
lipoproteiny. To wiasnie czes¢ peptydoglikanowej $ciany komorkowe) -
muramylodipeptyd (MDP) — stuzy do wigzania biatkowej domeny LRR z bakterig. Z
kolei ekspresja biatka NOD2 jest regulowana przez cytokiny TNF-a i IFN-y. Zaréwno
TNF-a jak i INF-y majg wptyw na jadrowy czynnik kappa B (NF-kB), powodujac
wzrost jego reaktywnosci na bakteryjny LPS. TNF-a jest odpowiedzialny za wigzanie
NF-kB w regionie promotorowym CARD15/NOD2. Jakakolwiek zamiana w sekwencji

w tym regionie powoduje zmniejszenie aktywnosci TNF- a.

Biatko NOD2 zbudowane jest z dwoch domen N-terminalnych, domeny
wigzacej nukleotydy (ang. nucleotide-binding domain (NBD), oraz konca C-
terminalnego zawierajagcego 10 powtérzen LRR (ang. leucine rich repeats, obszary
bogate w leucyne) zbudowanych z 27 aminokwasow. Fizycznie domena LRR jest

zdolna do interakcji z bakteryjnymi lipopolisacharydami i aktywacji NF-kB.

Badania prowadzone na modelach mysich NChZJ w National Institute of

Allergy and Infectious Diseases pod przewodnictwem doktora Warrena Strobera
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dowiodty, ze myszy z knock-outem NOD2 wykazywaly bardzo silne stany zapalne
zwigzane z innym receptorem TLR2 (ang. toll-like receptors). Receptor TLR2 to
biatko obecne w Sscianie jelita; jest ono odpowiedzialne za rozpoznawanie
patogennych bakterii i rozpoczecie kaskady reakcji informujgcych organizm o infekciji.
W normalnych warunkach stan zapalny zapoczatkowany sygnatami z TLR2 jest pod
kontrolg biatka NOD2, ale gdy biatko NOD2 jest zmutowane i nie funkcjonuje
prawidtowo, stan zapalny staje sie chroniczny i nie ma czynnika, ktory moégtby go

wyciszyc.

W niniejszym projekcie przeprowadzono analize polimorfizmu typu SNP
zlokalizowang w pozycji 2827 C>G (G908R) w obrebie genu CARD15/NOD2.

4.4.c.2.GEN | BIALKO DLG5

Gen DLG5 zostat zmapowany na chromosomie 10 w roku 1998 przez zespdl
Nagase. Jeszcze tego samego roku Nakamura i wsp. zdefiniowali loci tego genu jako
10923, co potwierdzity badania Hampe i wsp. w 1999 roku. Gen DLG5 zbudowany
jest z 135800 par zasad (Rycina 8), 32 eksondw koduje natomiast transkrypt
wielkosci 7.2 KB. Zdefinowano dwa warianty ,splicingu” (,sktadania”) tego genu.
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Rycina 8. Budowa genu i biatka DLG5. Zaznaczono badany polimorfizm. Opracowanie

wiasne.
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Biatko DLG5 kodowane przez gen DLG5 sktada sie z 1809 aminokwasow i
jest czionkiem rodziny biatek MAGUK (ang. Membrane Associated Guanylate
Kinases). Bialkka te sg odpowiedzialne za przekazywanie sygnatow
miedzykomorkowych. Zawierajg motyw PDZ, domeny SH3 i region homologiczny
GUK (ang. guanylate kinase (GUK) homologous region). Zarbwno domeny PDZ i
GUK sg odpowiedzialne za interakcje miedzybiatkowe. Poprzez przeszukiwanie bazy
danych EST w celu zidentyfikowania homologéw sekwencyjnych drosophilowego dlig
naukowcy (Nakamura i wsp. 1998) zidentyfikowali cDNA kodujacy nowy ludzki
homolog. Analiza northern-blot wykryta transkrypt o wielkosci 9.4 kb o wysokiej
ekspresji w tozysku, prostacie i kilku innych tkankach. Tym samym zdefiniowano gen
PDLG (ang. placenta (fozysko) and prostate (prostata) DLG). Dodatkowo, odkryto
MRNA wielkosci 8.8-kb nalezacy do PDLG. Wykazywat on ekspresje w tarczycy.
Jego 859-aminokwasowe biatko PDLG zbudowane bylo z trzech domen PDZ,
domeny SH3 i regionu GUK. Ponadto, biatko PDLG wykazuje homologie do DLG1 i
Drosophila dlg w odpowiednio 45% i 40%. Analiza western-blot ludzkich ekstraktow
tkankowych wykazata, ze PDLG ma mase 105kD. Z kolei doswiadczenia
immunofluorescencyjne wskazaty lokalizacje tego biatka w cytoplazmie i btonie
komorkowej, oraz wykazaly jego ekspresje w gruczotach nabtonkowych normalnej

tkanki prostaty, ale nie byly one juz obecne w liniach komérkowych prostaty.

W roku 1998 Nakamura i wsp. odkryli, ze PDLG reaguje z domeng GUK
biatka p55. Autorzy sugerujg, ze te dwa biatka tworzg heterodimeryczny kompleks
MAGUK w btonie komorkowej i wigzg molekuly odgrywajace role w utrzymywaniu
struktur komorek nabtonkowych. Biatko DLG5 koduje struktury cytoszkieletowe
odpowiedzialne za utrzymywanie integralnosci komérek. Jeden z wariantow DLG5
zawierajacy polimorfizm G/A w pozycji 113 powoduje substytucje aminokwasowg
Arg30GIn (R30Q) w domenie DUF622 biatka DLG5 (Stoll i wsp. 2004). Mutacja ta

uposledza proces zwijania biatka.

Ciekawe jest takze to, ze jednoczesna obecnos¢ wariantéw ryzyka w genie
CARD15/NOD2 (3020insC; G908R; R702W) i wariantu 113A powodowata znaczny
wzrost ryzyka zachorowania na NChzJ. Jest to dowod na istnienie oddziatywania

gen-gen i wielogenowy charakter choroby.
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W niniejszym projekcie przeprowadzono analize polimorfizmu typu SNP

zlokalizowang w pozycji 113 G>A (R30Q) w obrebie genu DLG5.

4.4.c.3. GEN | BIALKO ATG16L1

Gen ATG16L1 (ang. Autophagy 16-like 1) jest potozony w locus 2g37.1. Jest
on skiadnikiem duzego kompleksu zaangazowanego w procesy autofagocytozy.
Mizushima i wsp. (Mizushima i wsp. 2003) sklonowat mysi Atgl6l1l, ktory koduje
bialko zbudowane z 623 aminokwasow. Odkryt on takze 2 izoformy tego biatka
(Rycina 9).
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Rycina 9. Budowa genu ATG16L1. Zaznaczono badane polimorfizmy. Opracowanie wlasne.

Region N-terminalny genu Atgl6ll wykazuje homologie do genu Apgl6 u
Saccharomyces cerevisiae, podczas gdy region C-terminalny nie wykazuje juz
zbieznosci z biatkami S. cerevisiae. Kolejne analizy przeprowadzone przez ten sam
zespot badaczy zidentyfikowaly ludzki transkrypt genu ATG16L1 kodujacy 588 —
aminokwasowe biatko, korespondujgce z krétszg izoformg mysiego genu Atgl6ll.
Analiza western-blott mysich tkanek wykazata obecnos¢ 63-kD oraz 71-kD biatka
Atg16l1w watrobie, nerkach, sledzionie, tarczycy, jadrach i embrionalnych komérkach
macierzystych, natomiast wersje 75-kD tego biatka zaobserwowano w tkankach

mozgu, miesni szkieletowych oraz serca.

Rok pdzniej (2004) Zheng i wsp. zdefiniowali cDNA dla genu ATG16L1.

Wykryli, ze 607-aminokwasowe biatko o masie 68.2 kD wykazuje zgodnosc¢ z jedng z
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mysich izoform Atgl6l1 w 90%. Kolejne analizy wykazaty, ze gen ATG16L1 moze
kodowa¢ trzy warianty biatkowe zbudowane odpowiednio z 470, 504 i 523

aminokwasow.

Gen ATG16L1, razem z innym kluczowym genem zaangazowanym w procesy
autofagocytozy — ATG5 — jest niezmiernie wazny dla prawidtowego funkcjonowania
komérek Panetha. Komorki Panetha to wyspecjalizowane komorki nabtonka
jelitowego, ktére petnig funkcje wydzielnicze substancji antybakteryjnych oraz
szeregu czynnikdw majacych za zadanie zmienianie srodowiska jelitowego (Kubala i
wsp. 2008, Cadwell i wsp. 2009).

Komérki Panetha wykazujgce deficyt Atgl6L1 i Atg5 charakteryzujg znaczne
nieprawidtowosci w szlakach egzocytozy. Co wiecej, analiza transkrypcyjna ujawnita
niespodziewany wzrost ekspresji gendéw zaangazowanych w szlaki sygnatowe PPAR
(ang. peroxisome proliferator-activated receptor) i metabolizm lipidow, czynniki ostrej
fazy i dwie adipocytokiny: leptyne i adiponektyne (Cadwell i wsp. 2008). Okazuje sie
takze, ze pacjenci z ChLC homozygotyczni dla allelu ryzyka w genie ATG16L1
wykazujg nieprawidtowosci w funkcjonowaniu komorek Panetha podobne do tych
obserwowanych w modelach mysich pozbawionych biatek autofagocytozy, jak
rébwniez obserwuje sie u nich zwiekszony poziom leptyny (Grant, Baldassano i
Hakonarson, 2008). Wedlug Cadwella i wsp. gen ATG16L1 odgrywa
prawdopodobnie kluczowa role w podiozu ChLC wplywajgc na wihkasciwosci

regulatorowe komérek Panetha.

W niniejszym projekcie analizowano polimorfizmy typu SNP oznaczone w
nomenklaturze ,rs” jako rs2241880 (znany takze jako Thr300Ala) oraz rs2241879.

4.4.c.4. GEN | BIALKO IL23R

Gen IL23R potozony jest w locus 1p31.1 i zbudowany jest z 10 eksondéw
(Rycina 10). IL23 jest heterodimerem zbudowanym z dwdéch podjednostek: p19
(IL23A) i p40 (IL23B). Podjednostka p40 moze oddziatywa¢ z p35 (IL12A) tworzac
IL12. 1L23, podobnie jak IL12, wigze sie z IL12RB1, ale tylko IL12 ma zdolnos¢
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wigzania sie z IL12RB1. IL23R nie wykazuje interakcji z IL12, ale moze parowac sie

z IL12RB1 nadajacy jej cechy reaktywnosci (Parham i wsp. 2002).
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Rycina 10. Budowa genu IL23R. Zaznaczono badane polimorfizmy. Opracowanie wiasne.

Dzieki analizie PCR biblioteki cDNA Parham i wsp. (2002) zdotali
zidentyfikowa¢ cDNA o wielkosci 2.9kb kodujacy IL23R. Biatko transmembranowe o
wielkosci 629 aminokwaséw powstajgce na bazie tej sekwencji wykazuje pewng
homologie do IL12RB1. Analiza western-blott oraz RT-PCR ujawnity ekspresje 2.9-kb
transkryptu w komdrkach Thl, ThO, NK oraz nieco mniejszg ekspresje w

monocytach, dendrytach i limfocytach B.

Gen IL23R zostat takze zidentyfikowany jako jeden z gendw podatnosci na
ChLC przez zespot badawczy prowadzony przez Duerra w 2006 roku (Duerr i wsp.
2006). Wykazali oni znaczng asocjacje pomiedzy chorobg Lesniowskiego — Crohna a
genem IL23R, przy czym jeden z wariantéw kodujacych (R381Q) byt zdecydowanym
czynnikiem ochronnym przed zachorowaniem na ChLC. Zidentyfikowano takze inne
warianty niekodujace w sekwencji IL23R wykazujgce asocjacje z ChLC. Rok p6zniegj
Libioulle i wsp. (Libioulle i wsp. 2007) wykonali zakrojony na szerokg skale projekt
badawczy analizujgc ponad 300,000 polimorfizméw typu SNP u ponad pdl tysigca
pacjentow z ChLC nalezacych do populacji kaukaskiej. Badania wykazaty
najsilniejszy zwigzek markerow z rejonu IL23R, m.in. rs11209026 (R381Q).

W 2007 roku Rioux i wsp. zdefiniowali kolejny polimorfizm zwigzany ze
zwiekszonym zachorowaniem na ChLC — rs7517847 (Rioux i wsp. 2007). W tym
samym roku Glas i wsp. (Glas i wsp. 2007) przeanalizowali 10 wariantéw IL23R
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wykazujgcych asocjacje z ChLC w innych badaniach i potwierdzili dotychczasowe
doniesienia. Co wiecej, 8 z 10 polimorfizméw wykazywato réwniez asocjacje dla
colitis ulcerosa. Nie udato im sie jednak wykazac¢ epistazy pomiedzy badanym genem
a CARD15/NOD2, OCTN1 czy OCTN2. Ponadto (Babtista i wsp. 2008), w populacji
brazylijskiej dowiedziono zalezno$ci miedzy CARD15 a IL23R.

Wedtug niektorych badan gen IL23R wykazuje takze zwigzek z tuszczycqg
(Cargill i wsp. 2007, Capon i wsp. 2007). Poniewaz zaréwno ChLC jak i tuszczyca
wydajg sie mie¢ chociaz w pewnym stopniu podobng geneze, poznanie pewnych
mechanizméw lezgcych u podioza zachorowan na oba schorzenia moze okazac¢ sie

kluczowe.

W niniejszym projekcie przeprowadzono analize polimorfizmow typu SNP
zlokalizowanych w pozycjach oznaczonych wg nomenklatury systemem ,rs” jako
rs7517847 oraz rs1004819 w obrebie genu IL23R.

4.4.c.5. GEN | BIALKO OCTN1

Gen OCTN1, znany jest takze jako SLC22A4 (ang. solute carrier family
(organic cation transporter 1), member 4). Koduje on 551-aminokwasowe biatko
zbudowane z 11 domen transbtonowych, domeny wigzgcej nukleotydy,
konserwatywnego fragmentu transportera cukrowcow, 4 miejsc N-glikozylowanych
oraz 5 fosorylowanych miejsc biatkowej kinazy C. Zbudowany jest z 49 755 par

zasad (Rycina 11).
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Rycina 11. Budowa genu OCTN1. Zaznaczono badany polimorfizm (1672C/T, L503F).

Opracowanie wiasne.
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OCTNL1 jest w 33% identyczny z OCT2 (SLC22A2) i w 31% identyczny z
OCTN1 (SLC22A1). Analiza Northern-blott wykazata obecnos$¢ 2,5-kb transkryptu
OCTN1 w kilku tkankach zaréwno ptodowych jak i u dorostych osobnikéw.
Najwiekszy poziom biatka powstajacego na bazie genu OCTN1 wykazano w
ptodowej watrobie, oraz nerkach, tchawicy i szpiku kostnym dorostych osobnikow.
Ekspresje na wysokim poziomie zanotowano takze w niektorych ludzkich liniach
nowotworowych. W 1997 roku Tamai i wsp. (Tamai i wsp. 1997) zaproponowali
teorie, w ktorej OCTN1 jest nerkowym protonowym antyporterem jonéw organicznych

funkcjonujacym w wierzchniej warstwie nabtonka.

W 2000 roku Rioux i wsp. zidentyfikowali trzy regiony w ludzkim genomie (3p,
5031-933, oraz 6p) zwigzane z ChLC. Szczegdtowa analiza wykazata, ze w locus
5031-33 zlokalizowany jest czynnik odpowiedzialny za wczesny poczatek choroby.
Dalsze badania zawezity wczesniejszy region do locus 5931. W 2003 roku (Mirza i
wsp. 2003) wykazano, ze region ten nie ma zwigzku z zachorowalnoscig na WZJG,
ale udowodniono, ze ryzyko zachorowania na ChLC wzrastato znacznie u 0sdéb, ktore
wykazywaty obecno$¢ minimum jednego z wariantbw chorobowych w genie
CARD15/NOD?2 (obecnosc 1 lub 2 mutaciji). Ryzyko wzrastato jeszcze bardziej, kiedy
chory z mutacjg w genie CARD15/NOD2 wykazywat uktad homozygotyczny dla
allelu ryzyka w locus 5g31. W tym samym roku (Giallourakis i wsp. 2003, vanHeel i
wsp. 2003, McGovern i wsp. 2003) pojawity sie doniesienia, ze gen OCTN1 moze
mie¢ jednak zwigzek z zachorowalnoscig na WZJG. Co wiecej, wykazano, ze cho¢
oba te geny wplywajg na ryzyko zachorowania na NChZJ niezaleznie, to mogg one
wykazywac swoistg epistaze w dziataniu. Autorzy teori sugeruja, ze region IBD5, w
ktérym miesci sie gen OCTN1, moze odgrywac kluczowg role w zachorowaniu na
NChZzZJ, przy jednoczesnym wptywie genu CARD15/NOD2 na obraz Kkliniczny
choroby.

W 2004 roku Peltekova i wsp. (Peltekova i wsp. 2004) wskazali genotypy
1672C-T (L503F) oraz -207G-C (region promotorowy) zwigzany ze zwiekszong
zachorowalnoscig na ChLC w genie OCTN1. Obecnos¢ tych wariantow wpltywa na
zmiane transkrypcji oraz tym samym na zmiane funkcjonowania transportera
kodowanego przez gen OCTNL1. Potwierdzono takze zwigzek genotypdéw obecnych w
genie OCTN1 z wariantami genu CARD15/NOD?2 i zwiekszong zachorowalnoscig na
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ChLC. Badania przeprowadzone przez Wellcome Trust Case Control Consorium w

2007 roku potwierdzity dotychczasowe doniesienia.

W niniejszym projekcie przeprowadzono analize polimorfizmu typu SNP
zlokalizowang w 1672 C>T (F503L) w obrebie genu OCTNL1.

4.4.c.6. GEN | BIALKO TNFalfa

Czynnik martwicy nowotworéw (ang. tumor necrosis afpha, TNF) jest
wielofunkcyjng cytoking prozapalng wydzielang gtéwnie w monocytach/makrofagach,
wplywa na metabolizm lipidéw, koagulacje, odpornos¢ na insuline i funkcje

srodbtonka. Zlokalizowany jest w locus 6p21.3, zbudowany z 4 eksonow (Rycina 12).

Pierwotnie zidentyfikowany w mysim serum, zostat potwierdzony w licznych
badaniach jako czynnik zaangazowany w warunkowanie wielu chorob cztowieka,
m.in. autoimmunologicznych, np. tuszczycy, reumatycznego zapalenia stawow,
zesztywniajacego zapalenia stawdw kregostupa, NChzJ, ale takze gruZzlicy,
torbielowatosci nerek, oraz procesach nowotworowych. Zaangazowany w procesy
podziatu i réznicowania komorek oraz apoptozy. Syntetyzowany jest jako 26-kD
biatko btonowe (pro-TNF) ciete enzymatycznie z uwolnieniem 17-kD czastki,
wykazujgcej zdolnos¢ do wigzania z receptorami TNFR1 i TNFR2. Badania knock-
out prowadzone na modelach zwierzecych sugerujg funkcje neuroprotekcyjng
TNFalfa.
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Rycina 12. Budowa genu TNFalfa. Zaznaczono badane polimorfizmy. Opracowanie wiasne.
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W 2000 roku Koss i wsp. (Koss i wsp. 2000) zaobserowowali, ze polimorfizm
G/A w regionie promotorowym genu TNFalfa w pozycji -308 wystepuje znacznie
czesciej u kobiet z dystalng formg NChZJ niz u mezczyzn dotknietych tg samg formg
choroby. Asocjacja byta wrecz silniejsza jesli u tych samych kobiet zaobserwowano
jednoczesnie wariant A (polimorfizm A/C) w pozycji 720 w genie LTA (gen ten jest
bardzo podobny w budowie do TNFalfa, budujg go takze 4 eksony, a wiekszos¢, bo
okoto 80% biatka budowanego na bazie tego genu wykazuje homologie w 56%
pomiedzy oboma tymi genami). Polimorfizm ten wykazywat takze asocjacje ze
zwieszong produkcje TNF zaobserwowang takze wsréd pacjentéow z ChLC, podczas
gdy u chorujgcych na WZJG w pozycji -238 genu TNFalfa obserwowano znacznie
czesciej wariant nukleotydowy A zamiast G, co skutkowato obnizeniem produkciji
cytokiny TNF. W obrebie tego genu badano liczne polimorfizmy, miedzy innymi w
regionie promotorowym tego genu (m.in. -238G/-238A, -308G/-308A, i -376G/-376A),
w odniesieniu do bardzo réznych choréb cziowieka, m.in. tuszczycy, tuberkulozy,
reumatycznego zapalenia stawdw, zesztywniajgcego zapalenia stawOw kregostupa,
NChZzJ, gruzlicy, torbielowatosci nerek, procesach nowotworowych, otytosci, chorob

serca, malarii i jej powiktan mozgowych, osteoporozy, astmy czy zottaczki typu B.

W niniejszym projekcie postanowiono sprawdzi¢ wybrane trzy polimorfizmy i
ich ewentualny zwigzek z zachorowalnoscig i przebiegiem ChLC, oraz obrazem
klinicznym choroby. Wybor polimorfizméw typu SNP zostat wykonany na bazie
istniejgcej w tym zakresie literatury. Do analizy typu multilocus w obrebie genu
TNFalfa zostaty wybrane polimorfizmy w pozycji ¢.-857C>T, ¢.420C>T(Leu84Pro),
oraz c.750A>T (Asnl194lle).

Opublikowano: Ludwika Jakubowska-Burek, Marcin A. Kucharski, Marta Kaczmarek,
Justyna Hoppe-Gotebiewska, Oliwia Zakerska, Krzysztof Linke, Ryszard Stomski,
Michat Drews, Ryszard Marciniak, Agnieszka Dobrowolska-Zachwieja ,Evaluation of
the prognostic usefulness of 420C/T, 750A/T, -857C/T polymorphisms in the
TNFalpha gene among Polish patients with Crohn’s disease — original paper” -
Przeglad Gastroenterologiczny 2009; 4(6), 298-301
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4.4.d. POLIMORFICZNOSC JAKO CECHA WYSTEPUJACA NATURALNIE W
POPULACJI — POLIMORFIZM POJEDYNCZEGO NUKLEOTYDU (SN P)

W obrebie wszystkich przedstawionych w poprzednim rozdziale genow bardzo
czesto mozna zaobserwowaé obecnos¢ cech polimorficznych oraz mutaciji.
Polimorfizmy to naturalnie wystepujgce w ludzkim genomie roznice w sekwencji
nukleotydowej warunkujgce zmiennos¢ genetyczng. Badania nad polimorfizmami
pojedynczych nukleotydow (SNPs — ang. single nucleotide polymorphisms) w
sekwencji nici DNA dajg ham odpowiedz na trzy podstawowe pytania: po pierwsze,
okreslajg czestos¢ wystepowania poszczegolnych wariantéw alleli w roéznych
populacjach, po drugie, dajg Iinformacje na temat ewentualnych zmian
funkcjonalnych  spowodowanych  substytucjg (zmiana kodonu kodujgcego
aminokwas) i po trzecie, okre$lajg zalezne potozenie poszczegblnych wariantow w
genomie i ich ewentualne zaleznosci (Cho i Weaver 2007). W odniesieniu do ChLC
wiele osrodkéw badawczych zajmuje sie tematykg wystepowania okreslonych zmian
polimorficznych w odniesieniu do NChzJ, prébujgc okresli¢ cechy podatnosci na

zachorowanie, przebieg choroby oraz podatnos$¢ na leczenie farmakologiczne.

Polimorfizmy typu SNP nie zawsze muszg powodowac¢ zmiane aminokwasu w
sekwencji biatka powstajacego na bazie sekwencji DNA; bardzo czesto zdarza sie,
ze sg to zmiany ,nieme” — nie powodujgce zmian funkcjonalnych. Z jakis powoddéw
wystepujg one jednak w sekwencji i sg przekazywane na kolejne pokolenia. Uwaza
sie, ze mogg one by¢ swoistym markerem, ktory definiuje np. podatno$é¢ na
zachorowanie, podatnos¢ na leczenie farmakologiczne czy predyspozycje do

zaistnienia okreslonych objawow klinicznych choroby.

4.4.e. PORADNICTWO GENETYCZNE W NIESWOISTYCH CHOROBACH
ZAPALNYCH JELIT

Wraz ze statym wzrostem zachorowan na NChZJ w ostatnich latach pojawit
sie problem poradnictwa dla os6b z tym schorzeniem. Pomimo tego, ze nie ma
ustalonego doktadnego modelu przenoszenia sie choroby z rodzicéw na dzieci, to

wiadomo, ze ryzyko to jest dla nich wieksze (nawet 40-krotnie). Wzrasta ono
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dodatkowo, jesli oboje rodzicow choruje na NChZzJ, jesli majg oni w rodzinie inne
osoby cierpigce na te chorobe, jesli choroba pojawita sie w trzeciej dekadzie zycia
lub jesli rodzice majg przodkéw wywodzacych sie z populacji Zyddéw Aszkenazyjskich
(Karban, Eliakim i Brant, 2002). Z danych bazujacych na praktyce klinicznej mozna
stwierdzi¢, ze u chorych dzieci, ktére majg obojga rodzicow z NChZJ, diagnoza
zostanie postawiona szybciej niz w przypadkach, gdy wywiad rodzinny nie jest
obcigzony. Ponadto, czesciej choroba zajmie obszar jelita cienkiego niz grubego i
bedzie mozna zaobserwowaC wiecej objawow chorobowych spoza przewodu
pokarmowego. Istnieje takze wieksze ryzyko perforacji, jako powiktania choroby.
(Cummings i Rubin, 2006).

Pacjenci, ktorzy spetniajg kryteria podwyzszonego ryzyka zachorowania na
NChzJ powinni by¢ informowani o udziale czynnikbw $rodowiskowych
(dodatkowych), mogacych wptynaé na pogorszenie ich stanu zdrowia, np. palenia
tytoniu. Nie mozna jednak na dzien dzisiejszy zaproponowac¢ im testow (np.
genetycznych), ktére pozwolityby jednoznacznie okresli¢ stopien ryzyka rozwiniecia
sie u nich choroby.

Wszelkie dzialania prowadzone przez liczne grupy badaczy zmierzajg do
coraz doktadniejszego okreslenia ryzyka oraz czynnikbw odpowiedzialnych za
pojawienie sie choroby, ale poniewaz pozostajg one wcigz w sferze badan, osoby z

NChZJ powinny by¢ przede wszystkim objete opieka kliniczna.
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5. METODYKA

5.1. CHARAKTERYSTYKA GRUPY BADANEJ

Badana grupa sktadata sie tylko z oséb dorostych (najmtodszy badany miat 18
lat, najstarszy 82). Do badan zakwalifikowano 160 pacjentdw z rozpoznang chorobg
Les$niowskiego-Crohna. Wszyscy byli poddani analizie typu multilocus, czyli kazdego
z badanych przeanalizowano w zakresie 10 zmian polimorficznych typu SNP (ang.
single nucleotide polymorphism) obecnych w genomie. Wszyscy chorzy - 80 kobiet i
80 mezczyzn - wyrazili zgode na udziat w projekcie badawczym. Do poréwnywania
wynikéw uzyto odpowiednio dobranej grupy populacyjnej w ilosci od 100 do 150

0s06b (zawsze po rowno kobiet i mezczyzn).

Pacjenci, ktérzy wzieli udziat w badaniu, byli pod opiekg Katedry i Kliniki
Gastroenterologii, Zywienia Cziowieka i Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. W wiekszosci pochodzili z obszarow Wielkopolski. Chetnie
brali udziat w projekcie badawczym, gdyz obejmowat ich dodatkowg opieka, dawat
mozliwos¢ bezptatnego wykonania szeregu badan, ktére nie sg standardowo
wykonywane w ramach oddziatéw szpitalnych. Wielu z nich prosito takze o objecie
programem ich bliskich, zwlaszcza dzieci. W ten sposob objeliSmy programem
badawczym cale rodziny i nadal tworzymy rodzinny bank DNA pacjentow dotknietych
ChLC. W ramach niniejszego opracowania zaprezentowane zostaty jednak tylko
wyniki uzyskane dla zdiagnozowanych pacjentow z ChLC. Analize rodzin chorych

planujemy wykonaé w ramach innego projektu.

Mam jednoczesnie nadzieje, ze prowadzac badania o tak szerokim zakresie
analizowanych czynnikdw cho¢ w niewielkim stopniu przyczynie sie do poprawy
jakosci zycia Naszych Pacjentow. Czesto wykazujg oni che¢ uzyskania wiedzy na
temat wariantéw genetycznych, ktérych sg nosicielami. Chcg mie¢ swiadomos¢, jaki
wariant — ryzykowny czy ochronny — noszg ich dzieci, aby méc w odpowiednim
momencie zareagowac i nie przeoczy¢ pierwszych objawow. Pacjenci zawsze byl
informowani o tym, ze badania genetyczne na dzien dzisiejszy nie mogg stanowi¢
jednoznacznej diagnozy i, jako ze sg badaniami naukowymi, nie mogg byc¢
traktowane jako badanie diagnostyczne, ale w znakomite] wiekszosci zawsze

wyrazali che¢ wziecia w nich udzialu. Sadze, ze taka postawa Naszych Pacjentow
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jest takze wskaznikiem tego, ze $wiadomo$¢ chorych w ostatnich latach znaczaco
wzrosta i ze w niedalekiej przysziosci badania genetyczne bedg jednymi z tych,
ktorych chorzy beda oczekiwaé od prowadzacych ich lekarzy. Mam zatem nadzieje,
ze niniejszy projekt bedzie swoistym poczatkiem wspotpracy, ktora przyniesie

wymierne korzysci nie tylko dla nauki, ale, a moze zwlaszcza, dla samych pacjentow.

5.2. MOLEKULARNE METODY BADAWCZE

Z pacjentami zostaly przeprowadzone szczegétowe wywiady lekarskie
dotyczacy objawow choroby, zaréwno tych z obszaru przewodu pokarmowego jak i
spoza niego. U kazdego chorego aktywnos¢ choroby oceniono za pomocg CDAI
(ang. Crohn Disease Activity Index). Od kazdego z badanych pacjentéw zostata
pobrana krew do szerokiego spektrum badan laboratoryjnych oraz badan
genetycznych, ktore przeprowadzono w Instytucie Genetyki Cztowieka Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu. Do badan wykorzystano najnowsze metody
diagnostyczne, w tym jeden z nielicznych w Polsce sprzet do pirosekwencjonowania.

Ponadto, wszystkie dane zostaly przeanalizowane statystycznie.

Wszyscy byli poddani analizie typu multilocus, czyli kazdego z badanych
przeanalizowano w zakresie 10 zmian polimorficznych typu SNP (ang. single
nucleotide polymorphism) obecnych w genomie. Dla grupy okoto 60 chorych nie
udato sie zebra¢ szczegdétowego wywiadu lekarskiego wystarczajacego kryteriom
postawionym temu projektowi badawczemu, i dlatego zostali oni wigczeni tylko do
analizy genetycznej. Pozostala grupa zostata poddana analizie genetycznej w
poréwnaniu z konkretnymi objawami klinicznymi choroby, zastosowanym leczeniem
itp. Wszyscy badani wyrazili zgode na udziat w projekcie badawczym, wielu do dzis
pozostaje z nami w stalym kontakcie i zglasza sie na ochotnikbw do kolejnych
projektdow. Dowodzi to duzego zainteresowaniu chorych tg problematyka, checi
pogtebiania przez nich wiedzy na temat wiasnego organizmu i choroby, ktora ich
dotkneta. Rodzi to nadzieje, ze w niedalekiej przysziosci badania genetyczne bedg
wykonywane rutynowo, takze na wyrazne zyczenie i zapotrzebowanie samych

chorych. To dla nich bowiem i dla ich rodzin powstat ten projekt, majacy na celu

42



przyczyni¢ sie do poprawienia diagnostyki i przewidywania przebiegu choroby

pacjentow poznanskich szpitali i ich dzieci.

5.2.a. IZOLACJA WYOKOCZ ASTECZKOWEGO DNA Z KRWI

Badania genetyczne zaplanowane dla tego projektu naukowego zostaty
przeprowadzone na DNA (kwas deoksyrybonukleinowy) izolowanym z leukocytow
krwi obwodowej pacjentéw zakwalifikowanych do badan w Katedrze i Klinice
Gastroenterologii, Zywienia Cztowieka i Choréb Wewnetrznych Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. DNA zostalo rowniez
wyizolowane od 0s6b stanowigcych grupe poréwnawczg dla otrzymanych rezultatow.
Gtownym celem izolacji jest otrzymanie wysokoczasteczkowych izolatbw DNA o
maksymalnej czystosci. lzolacja powinna byé przeprowadzona tak, aby w miare
mozliwosci oczysci¢ preparat z bialek oraz inhibitorow enzymow, ktére w
pozniejszych etapach pracy z materialem genetycznym mogq zaktdécac wyniki. Krew
pobierana jest do probéwki z EDTA (ang. EthyleneDiamineTetraaceticAcid - kwas
etylenodiaminotetraoctowy), chelator dwuwartosciowych jonéw wapnia, co zapobiega

pozaustrojowemu krzepnieciu krwi.

Wybrano metode izolacji DNA z zastosowaniem izotiocyjanianu guanidyny
(GTC), (Stomski i wsp. 2008). Do wykonania petnych badan tg metodg wystarcza juz
1 ml krwi, ale badanie dla kazdego pacjenta wykonywano z 5 ml krwi obwodowej,
zapewniajgc sobie tym samym wysokie stezenie preparatu wystarczajgce na szereg

analiz.

Izolacja zostata przeprowadzona wedtug nastepujgcego schematu (Stomski i
wsp. 2008).

1. Pobra¢ krew obwodowag w ilosci 5 ml na 50 ul 10% EDTA (stezenie koncowe
0,1 %).

2. Dodac¢ 25 ml buforu do lizy (155 mM NH4CI, 10 mM KHCOS3, 0.1 mM EDTA,
pH 7,4). Mieszac, inkubowac na lodzie przez 30 minut. Bufor do lizy (1000 ml):
8,28 g NH4Cl, Ig KHCO3, 0,034g EDTA, pH 7,4)

43



8.

9.

Wirowa¢ w wirowce Srovall RT6000B: 2500 rpm, 15 min, 4 st. C
Odrzuci¢ supernatant.

Osad zawiesi¢ w 500 ul buforu do lizy, doktadnie wymieszac i inkubowac¢ w

temperaturze 0 st. C przez 10 minut.

Doda¢ 2 ml GTC (4M izotiocyjanian guanidyny, 34 mM cytrynian sodu, 0,5%
sarkosyl, 0,78% 2-merkaptoetanol, pH 7,0), doktadnie wymiesza¢, inkubowac
15 minut na lodzie. GTC (100 ml): 47, 26g GTC, 0,735g cytrynianu sodu, 0,5g
sarkosylu, 0,78 ml 2-merkaptoetanolu, pH 7,0)

Doda¢ 2,5 ml mieszaniny fenol-chloroform-alkohol izoamylowy (25:24:1), pH

8.0. Doktadnie wymieszac.
Wirowac¢ 3000 rpm przez 15 minut w 4 st. C. Zebra¢ supernatant.

Doda¢ 2,5 ml chloroformu, doktadnie wymieszac.

10. Wirowac¢ 3000 rpm przez 15 minut w 4 st. C. Zebra¢ supernatant.

11. Doda¢ 5 ml 96% etanolu (-20 st. C). Delikatnie wybuja¢ probowke az pojawi

sie osad. Zebra¢ osad.

12. Przemy¢ osad dwukrotnie po 500 ul 80% alkoholu etylowego.

13.Wysuszy¢ osad, a nastepnie rozpusci¢ w 200 ul sterylnej wody.

Tak otrzymane izolaty DNA nalezy nastepnie doprowadzi¢ do wspoélnego stezenia.

Stezenie bylo mierzone w aparacie Nanodrop, a nastepnie ustalane do wartosci

wyjsciowej 500 ng/ul w stocku.

5.2.b. AMPLIFIKACJA DNA PRZY ZASTOSOWANIU REAKCJI £ ANCUCHOWEJ]
POLIMERAZY

Reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR) to

metoda pozwalajgca na namnozenie interesujgcego nas fragmentu bedgcego

przedmiotem dalszej analizy. Polega na ograniczeniu badanego fragmentu sekwencji
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nukleotydowej poprzez startery F (ang. forward) i R (ang. reverse), ograniczajace
nasz badany fragment z obu koncow (5’ i 3’) nici DNA. Nastepnie, w odpowiednio
dobranej temepraturze przytgczania tych starterébw prowadzi sie od 20-50 cykili
powielajgcych badang sekwencje. Tym sposobem w mieszaninie reakcyjnej w
znakomitej wiekszosci znajduje sie tylko nasz badany fragment DNA. Temperature
najefektywniejszego przylaczania starterow do matrycy DNA ustala sie

doswiadczalnie, co zostato szczeg6towo omowione w kolejnym rozdziale.

Schemat reakcji PCR przedstawia rycina 13.

Temperatura

Denaturacja 94 °C

Wiazanie starteréow ~60°C 25-50 cykli

Rycina 13. Schemat reakcji PCR. Opracowanie wlasne.

5.2.b.1. USTALANIE WARUNKOW REAKCJI

Dla kazdego badanego SNP zostaly doswiadczalnie ustalone parametry
rekacji PCR. W tym celu przeprowadzono gradientowy PCR. Reakcja zostata
przeprowadzona z zachowaniem takich samych warunkow dla kazdej badanej proby
przy jedynej zmiennej — temperaturze przytaczania starterow (reakcja zostata
przeprowadzona dla wszystkich préb na tej samej matrycy, z takg samag polimeraza
Tag i dNTP’ami, w objetosci 20ul). Wizualizacja gradientéw zostata przedstawiona na

zelach agarozowych w $wietle UV (Rysunki 14-18).
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Rycina 14. Gradient PCR. Gorny rzadek, od lewej: ATG16L1 rs2241879, marker M (DNA
faga lambda trawione enzymami restrykcyjnymi Hindlll i EcoRI), ATG16L1 rs2241880
Dolny rzadek od lewej: IL23R rs1004819Marker M, IL23R rs7517847

Temp. od lewej: 48,9; 52,0; 54,4; 56,8; 59,1; 61,5; 63,9; 66,1 st. Celsjusza. Zel agarozowy
1,2%.

Rycina 15. Gradient PCR. Od lewej: Marker M, gradient dla genu DLG5 R30Q. Temp. od
lewej: 48,9; 52,0; 54,4, 56,8; 59,1; 61,5; 63,9; 66,1 st. Celsjusza. Zel agarozowy 1,2%

Rycina 16. Gradient PCR. Garny rzadek od lewej: marker M, gen OCTN1 (1672C/T). Dolny
rzadek od lewej: marker M, gen TNFalfa (-857). Temp. od lewej: 48,9; 52,0; 54,4; 56,8; 59,1,
61,5; 63,9; 66,1 st. Celsjusza. Zel agarozowy 1,2%

Rycina 17. Gradient PCR. Od lewej: marker M, gen CARD15/NOD2 G908R
Temp. od lewej: 48,9; 52,0; 54,4: 56,8; 59,1; 61,5; 63,9; 66,1 st. Celsjusza. Zel agarozowy
1,2%
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Rycina 18. Gradient PCR. Od lewej: gen TNFalfa 420, marker M, gen TNFalfa 750
G908R Temp. od lewej: 48,9; 52,0; 54,4; 56,8; 59,1; 61,5; 63,9; 66,1 st. Celsjusza. Zel
agarozowy 1,2%.

5.2.b.2. PROJEKTOWANIE STARTEROW

Do reakcji PCR wymagane jest zaprojektowanie starterow. Ograniczajg one
badany fragment i umozliwiajg jego namnozenie w czasie reakcji. Reakcja
pirosekwencjonowania wymaga natomiast dodatkowego  startera, tzw.
sekwencyjnego. Definiuje on badany SNP poprzez przytaczanie sie do produktu
reakcji PCR i umozliwia sekwencjonowanie skroconego fragmentu DNA,
zawierajgcego interesujacg nas zmiane polimorficzng (Rycina 19). Stratery do
analizy SNP zostaly zaprojektowane z uzyciem oprogramowania dedykonanego do

projektowania starterow dla reakcji pirosekwencjonowania.

PCR primer Sequencing primer

—
B O .

Variable positicn
defining genotype

PCR primer

Rycina 19. Dziatanie starera sekwencyjnego. Zrodto: www.pyrosequencing.com

Tabela 3. Spis starerow uzytych do analizy SNP.

Dlugos¢
Nazwa startera BN ; :
badanego SNP Sekwencja 523 znakowanie am;z::;onu
ATGrs2241879 gcttagctgecggcectagae biotyne 152
ATGrs2241879 | tggatactcatcctggttcty
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ATGrs224187-SEC ccacgcttgatatc
ATGrs2241880 ttacgaagacacacaaggcal 08
ATGrs2241880 | tgtctcttccttcccagtc biotyne
ATGrs2241880 SE tttaccagaaccagc
IL23Rrs7517847 cctcttggttttcccatttc 292
IL23Rrs7517847 tgaatttgaggggcctag biotyne
IL23Rrs7517847_SE tttcacctattcccas
IL23Rrs1004819 tagcagcacaagcattctag 195
IL23Rrs1004819 actgacctgctttatgctgt biotyne
IL23Rrs1004819 SE! cttatgagaaatgcaga
TNFalfa -857 F ggacccccccttaacg biotyne 263
TNFalfa -857 F atcacccccgggaattc
TNFalfa -857 SEC( ctggggccctctac
TNFalfa_420 | taggggggtattttctaggaa 216
TNFalfa 420 | agcgagtccttctcacattc biotyne
TNFalfa 420 SEC( tcatcttctcgaace
TNFalfa 750 | ggccaagccctggtat biotyne o4
TNFalfa 750 | atagtcgggccgattge
TNFalfa_750 SE! gacccctcccaga
CARD15 908 | gactcttttggccttttcage biotyne 243
CARD15 908 | ccaatggtcttttttccttact:
CARD15 908 SE! tcgtcacccactcte
DLG5 113(R30Q) ttattccccttccacaggcac! 107
DLG5 113(R30Q) | gccgcagctgaatgga biotyne
DLG5 113(R30Q) SE cccctectcactge
OCTN1 1672C>T acagaatgctgccctacat biotyne 92
OCTN1 1672C>T | aagagtcattcccaaactttc:
OCTN1 1672C>TSECQ gggaaaaaaaggg!

Tabela 4. Sekwencje analizowane w reakcji pirosekwencjonowania. . W zapisie

wykorzystano rozne sposoby kodowania sekwencji (patrz: Tabela 5).

L.p.

Nazwa badanego SNP

Sekwencja do analizy (zaznaczono polimorfizm)

1

ATGrs2241879

TRACAGAGCCTGGCAATTAAAGGGTCC
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2 ATGrs2241880 GAGYATCCACATTGTCCTGGGGGACTGGG
3 IL23Rrs7517847 GCCKCAGCTACACCTGTATGTAGGCTAGA
4 IL23Rrs1004819 CAYAGTAAGAATCACAGCATAAAGCAGG

5 TNFalfa_-857 TGA/GCCCTGTCTTCGTTAAGGGGGGGTCC
6 TNFalfa_420 C/ITGAGTGACAAGCCTGTAGCCCATGTT

7 TNFalfa_750 GA/ITTGGGCTCATACCAGGGCTTGGCCTC
8 CARD15_908 TGCC/GCCAGAATCTGAAAAGGCCAAAAGAG
9 DLG5_113(R30Q) CG/AGCAAGTGAATGAGAAGGTGGAGAAC
10 OCTN1_1672C>T AIGGATTCCAATCAGGACAGTCAGACTA

Tabela 5. Symbole kodow zmian polimorficznych.

Symbol w sekwencji DNA

Nukleotyd kodowany przez dany symbol

A

A

C/IGIT

AIGIT

AICIT

GIT

AIC

AICIGIT

AIG

G/C

AICIG

AT

< = <| 4 »nl =W Z =2 X T O O O w

CIT
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5.2.b.3. ANALIZA PRODUKTOW REAKCJI PCR PRZY ZASTOSO WANIU
ELEKTROFOREZY POZIOMEJ W ZELACH AGAROZOWYCH

Po kazdorazowo przeprowadzonej reakcji PCR przeprowadzano analize
produktéw reakcji w zelu agarozowym przy uzyciu elektroforezy poziomej. Stezenie
zelu agarozowego w zaleznosci od wielkosci badanych fragmentéw wahato sie od 1-
1,5%. Do analizy wybierano wyrywkowo kilkanascie prob z catej ptytki. Sprawdzenie
to miatlo na celu okreslenie, czy reakcja PCR zaszia prawidtowo i czy otrzymano
pozadany produkt. Wykluczano jednoczesnie zanieczyszczenie proby starterami
uzytymi do reakcji PCR, produktami niespecyficznymi oraz innymi
zanieczyszczeniami, np. strukturami typu ,primer-dimer” (struktura dwuniciowa,
powstaje samoistnie w wyniku potaczenia sie czesciowo komplementarnych do
siebie starterow). Ponizej zostata przedstawiona przyktadowa analiza w Zzelu

agarozowym produktéw reakcji PCR.

Rycina 20. Przyktadowe sprawdzenie reakcji PCR na 1,2% Zzelu agarozowym dla

ATG16L1 rs2241880.

5.2.b.4. SEKWENCJONOWANIE W CZASIE RZECZYWISTYM —
PIROSEKWENCJONOWANIE

Pirosekwencjonowanie to stosowana na calym Swiecie, a ostatnio takze w
Polsce, metoda badawcza pozwalajgca na zdefiniowanie z praktycznie 100%
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pewnoscig sekwencji DNA w krotkim czasie. Reakcja ta hazywana jest takze reakcjg

sekwencjonowania w czasie rzeczywistym.

Cho¢ metoda ta nie nalezy do najtanszych, to z calg pewnoscig zakup
sprzetu, oprogramowania i wymaganych odczynnikbw zwraca sie z nawigzka, jesli
wezmiemy pod uwage pewnosé otrzymywanego wyniku i komfort pracy. Daje ona
mozliwosé analizowania jednoczesnie 96 zmian polimorficznych w czasie okoto 20
minut. Wyniki otrzymujemy w postaci pirograméw oraz odczytu komputerowego (wg
ustalonych kryteriow program definiuje otrzymany wynik). Eliminowany jest tym
samym bigd czlowieka, a poniewaz reakcja zachodzi zawsze w takich samych
warunkach nie ma takze mozliwosci zaktamania wyniku z powodu czynnikdw

zewnetrznych.

Pirosekwencjonowanie to metoda oparta na dziataniu enzymoéw: polimerazy,
apyrazy, lucyferazy i sulfurylazy. Produktem wyjsciowym dla tej reakcji jest
standardowy produkt reakcji PCR, otrzymywany w osobnym etapie (opis reakcji PCR
z uwzglednieniem specyficznych warunkow dla pirosekwencjonowania opisany zostat
w osobnym rozdziale). Produkt reakcji PCR jest standardowo sprawdzany na zelu
agarozowym, celem wyeliminowania btedéw, a nastepnie jest uzyty jako matryca do

pirosekwencjonowania.

W kolejnym etapie polimeraza w trakcie reakcji PCR dotacza komplementarnie
nukleotydy, bazujgc na matrycy pojedynczej nici wyznakowanej biotyng. Jezeli
dodawany nukleotyd nie znajduje sie w sekwencji nici komplementarnej, to jest
degradowany przez apyraze. Jezeli natomiast znajduje sie on w badanej sekwencji,
zostaje przylaczony z jednoczesnym uwolnieniem difosforanu (PPi), ktéry w
nastepnym etapie przechodzi w adenozynotrifosforan (ATP) z uzyciem sulfurylazy.
ATP jest z kolei wykorzystywane przez lucyferaze do reakcji, ktorej efektem jest btysk
Swietlny odczytywany w koncowej fazie przez komputer. Taki sygnat swietlny jest
znakiem, ze dodany nukleotyd znalazt sie w sekwencji komplementarnej nici DNA i

ni¢ dobudowywana zostata wydtuzona.

Reakcja pirosekwencjonowania zachodzi w jednym etapie, do ktérego nalezy
jednak przygotowaé¢ kilka wczesniejszych elementéw. Pierwszym 2z nich jest

przygotowanie streptawidyny. Komercyjnie dostepny bufor B miesza sie w
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odpowiednich proporcjach z wodg i streptawidyng (Tabela 6), aby nastepnie

rozpipetowac¢ go do produktu PCR w ilosci po 60 ul na dotek.

Tabela 6. llosci odczynnikow potrzebne do przygotowania ztoza streptawidynowego.

lloSc na catg ptytke
lloséna jedng prébe
(96 préb + 4 zapasu)

woda 20 2000
streptawidyna 3 300
Bufor B 37 3700

Rownolegle przygotowuje sie osobng ptaskodenkowa plytke 96-dotkowg ze
starterem sekwencyjnym przygotowanym w srodowisku buforu A (Tabela 7). Do
kazdego dotka rozpipetowuje sie po 40ul mieszaniny, do ktérej w koncowym etapie

zostaje uwolniony jednoniciowy produkt PCR.

Tabela 7. llosci odczynnikow potrzebne do przygotowania startera sekwencyjnego.

_ ] llosc na catg ptytke
llosc na jedng probke )
(96 prob + 4 zapasu)

Starter sekwencyjny 0,32 32

Bufor A 39,68 3968

Proces przygotowania reakcji odbywa sie w specjalnej stacji z nastepujgcymi
stanowiskami: stanowisko z alkoholem etylowym (1), stanowisko z roztworem do
denaturacji dwuniciowej struktury DNA (2), stanowisko przemywania (3), oraz
stanowisko z miliporowang woda do przemywania stacji(4), (Rycina 21). W stacji
znajduje sie takze miejsce na ptytke 96-dotkowg z produktem PCR (PCR plate), oraz

na ptaskodenkowg ptytke z roztworem startera sekwencyjnego (PSQ plate).
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Rycina 21. Poszczegdélne stanowiska stacji podawczej w kolejnych etapach reakciji

pirosekwencjonowania. Zrédto: www.pyrosequencing.com

W pierwszym etapie nalezy zassa¢ produkt PCR z dodang wczes$niej
streptawidyng na dyszach 96-iglowej stacji, a nastepnie przechodzac kolejne etapy
zdenaturowa¢ produkt, aby otrzymacé jednoniciowg strukture DNA z biotyng na
jednym koncu sekwencji (biotyna umozliwia zwigzanie DNA z filtrem), a nastepnie
przemy¢, aby produkt byt wysoce oczyszczony w celu unikniecia zaktdécania sygnatu
odczytu. Tak przygotowany produkt uwalnia sie do startera sekwencyjnego. Plytke z
produktem oraz starterem sekwencyjnym ,zapieka sie” w temperaturze 80 st.
Celsjusza - jest to temperatura przylaczania startera sekwencyjnego do
jednoniciowej struktury zdenaturowanego DNA. Nastepnie ptytka ulega wychtodzeniu
do temperatury pokojowej i zostaje umieszczona w pirosekwenatorze. Kolejny etap
polega na automatycznym dodawaniu nukleotydéw do kazdego dotka reakcyjnego.
Jezeli nukleotyd jest komplementarny do sekwencji jednonicowego DNA to zostaje
przytaczony do startera sekwencyjnego, a kamera CCD odczytuje btysk sSwietiny
powstaty na drodze reakcji z sulfurylazg i lucyferazg i zapisuje go jako pik w okienku
odczytu sekwencji. Jezeli natomiast nukleotyd nie wystepuje w sekwenciji, to jest on
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degradowany poprzez apyraze, tak, zeby w momencie dodawania kolejnego

nukleotydu srodowisko reakcji byto czyste (Rycina 22).

Polymerase

J  CGTCCGGAGGCCAAGTTCCA ¥
T T (|

BEER e

; 111 1 [
3 _GCAGGCCT ¥

N

T PPi ‘ Sulfurylase

‘ light
ATP o,

_ ‘ Luciferase

Apyrase T

time

Rycina 22. Schemat reakcji pirosekwencjonowania. Zrédto: www.pyroseguencing.com.

5.2.c. OBJAWY KLINICZNE
5.2.c.1. LOKALIZACJA OBJAWOW Z PRZEWODU POKARMOWEGO

Choroba Lesniowskiego-Crohna (ChLC) charakteryzuje sie wystepowaniem
objawéw na catej dlugosci przewodu pokarmowego, poczgwszy od jamy ustnej a
skonczywszy na odbycie. Obraz kliniczny choroby zostat szczegotowo przedstawiony

w poczatkowych rozdziatach, dlatego nie bedzie tutaj ponownie omawiany.

Na potrzeby ninijeszej analizy objawy z przewodu pokarmowego zostaty

podzielone na:

a) objawy z obszaru jamy ustnej, przetyku, zotgdka lub dwunastnicy
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b) objawy z obszaru jelita cienkiego
c) objawy z obszaru jelita grubego
d) wystepowanie przetok okotoodbytniczych

Objawy kliniczne choroby zlokalizowane w obszarze przewodu pokarmowego
zostang poddane analizie majacej na celu wytoni¢ ewentualny zwigzek konkretnego
allelu/genotypu z objawami klinicznymi w konkretnej lokalizacji. Jezeli udatoby sie
okreslic konkretny allel/genotyp predysponujacy do rozwoju choroby w danej,
konkretnej lokalizacji, by¢é moze w przysziosci udatoby sie okresli¢ swoisty test

prognozujacy rozwoéj ch