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POPIS OZNAKA I SKRACENICA

95% CI — 95% interval pouzdanosti (engl. 95% confidence interval)
ATP — adenozin-trifosfat

CD - Crohnova bolest (engl. Crohn's disease)
FRET — prijenos energije fluorescentnom rezonancijom (engl. fluorescence resonance energy

transfer)

GWAS — asocijacijske studije s obuhvacanjem cijelog genoma (engl. genome-wide

association study)

IBD — upalne bolesti crijeva (engl. inflammatory bowel diseases)

IBDU — neklasificirana upalna bolest crijeva (engl. inflammatory bowel disease unclassified)
IL-23 — interleukin 23

IL23R — IL-23 receptor

LRR — ponavljajuéi slijedovi leucina (engl. leucine rich repeats)

MDR1 — gen visestruke otpornosti na lijekove 1 (engl. multidrug resistance 1 gene)

NF-kB — nuklearni faktor kB

OR — omjer vjerodostojnosti (engl. odds ratio)

PAMP — molekularni uzorci povezani s patogenima (engl. patogen-associated molecular

patterns)
Pgp — P-glikoprotein

RT-PCR — lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (engl. real time polymerase

chain reaction)
SNP — polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
TNF-a — faktor nekroze tumora a

UC — ulcerozni kolitis (engl. ulcerative colitis)



1.Uvod



Uvod

1.1. Upalne bolesti crijeva

Upalne bolesti crijeva (IBD, engl. inflammatory bowel disease) kroni¢ne su upalne bolesti
gastrointestinalnog trakta nepoznate etiologije i patogeneze. Dva glavna oblika upalnih
bolesti crijeva su Crohnova bolest (CD, engl. Crohn's disease) i ulcerozni kolitis (UC, engl.
ulcerative colitis) koji su definirani svojim klini¢kim, endoskopskim, radioloskim i
histoloskim karakteristikama (1). Ponekad, u oko 10 % bolesnika, na temelju klini¢kih,
radioloskih, endoskopskih 1 histoloskih karakteristika, ne moze se pouzdano utvrditi o kojem
se obliku bolesti radi te se tada govori o neklasificiranoj upalnoj bolesti crijeva (IBDU, engl.

inflammatory bowel disease unclassified).

1.1.1. Crohnova bolest

Crohnova bolest je kroni¢na upalna bolest gastrointestinalnog trakta koja moze zahvatiti bilo
koji dio probavne cijevi od usne Supljine do anusa no naj¢es$¢e zahvaca terminalni ileum.
Crohnova bolest karakterizirana je diskontinuiranom upalom pri ¢emu se izmedu segmenata
probavne cijevi zahvacene upalom nalaze podrucja zdrave sluznice stvarajuci, na taj nacin,
,.skip* lezije karakteristicne za ovu bolest. Histoloski, upala je transmuralna te zahvaca sve
slojeve stijenke crijeva, a karakterizirana je nakupljanjem makrofaga uz ¢esto formiranje
granuloma bez kazeozne nekroze koji predstavljaju tipi¢an histoloski nalaz u bolesnika s

Crohnovom bolescu (2).

1.1.2. Ulcerozni kolitis
Ulcerozni Kkolitis karakteriziran je upalnim procesom koji poc¢inje u rektumu odakle se Siri
prema proksimalno te u kontinuitetu zahvaca pojedine dijelove debelog crijeva ili cijelo

debelo crijevo. Za razliku od Crohnove bolesti, u ulceroznom kolitisu upala je ogranic¢ena na
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sluznicu te u manjoj mjeri na submukozu uz infiltraciju sluznice neutrofilima i formiranje

karakteristi¢nih kriptalnih apscesa uz depleciju mucina.

1.2. Epidemiologija

Do sad je proveden niz epidemioloskih istrazivanja u svrhu definiranja incidencije i
prevalencije upalnih bolesti crijeva. Rezultati tih istrazivanja jasno pokazuju postojanje
razlika u ucestalosti upalnih bolesti crijeva u razli¢im dijelovima svijeta. Na temelju rezultata
postojecih istrazivanja incidencija upalnih bolesti crijeva najvisa je U visoko razvijenim
zemljama zapadne Europe te Sjeverne Amerike dok se znatno nize stope biljeze u Aziji,
Japanu i1 JuZnoj Americi. Na temelju rezultata populacijskih studija provedenih u podru¢jima
visoke incidencije, incidencija Crohnove bolesti krece se u rasponu od 2.3-9.8 slu¢ajeva na
100 000 stanovnika dok se incidencija ulceroznog kolitisa kre¢e u rasponu od 1.5-15.1 na 100
000 stanovnika (3,4). Zanimljivo je da su geografske razlike u ucestalosti ovih bolesti
zamjecene i unutar podrucja visoke incidencije. Incidencija upalnih bolesti crijeva u Europi
pada idu¢i od sjevera prema jugu stvaraju¢i gradijent sjever-jug pri ¢emu je incidencija
Crohnove bolesti na sjeveru 80% visa u odnosu na incidenciju na jugu, a isti efekt postoji i u
ulceroznom kolitisu sa 40% ve¢om incidencijom bolesti na sjeveru Europe (5). Sli¢ne razlike
opazene su i u SAD-U (6). Uzrok ove pojave nije razja$njen no najvjerojatnije se radi o
utjecaju vise ¢cimbenika poput klimatskih prilika, nacina prehrane, ekonomskog stanja te
genetske sklonosti.

Epidemioloska istrazivanja ucestalosti upalnih bolesti crijeva u razli¢itim rasnim i etnickim
skupinama ukazala su na znac¢ajno visu ugestalosti upalnih bolesti crijeva u Askhenazi Zidova
u usporedbi s bijelackom populacijom (7). Takoder, ucestalost upalnih bolesti crijeva niza je u

crnackog i latinoamerickog stanovnistva u usporedbi s bijelcima (6,8).
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Upalne bolesti crijeva mogu se javiti u bilo kojoj dobi Zivota no tipi¢no pokazuju bimodalnu
distribuciju s najve¢om incidencijom izmedu 15-30 godine zivota te joS jednim, manjim
vrskom, izmedu 50-80 godine zivota. Obje bolesti podjednako zahvacaju oba spola. U
literaturi se mogu naci podaci o ve¢oj ucestalosti ulceroznog kolitisa u muskaraca te
Crohnove bolesti u Zena, no ti podaci nisu potvrdeni drugim istrazivanjima te se ne moze

govoriti 0 ve¢oj ucestalosti neke od ovih bolesti u osoba odredenog spola.

1.3. Etiologija i patofiziologija

Upalne bolesti crijeva bolesti su nepoznate etiologije. Patogeneza bolesti nije u potpunosti
poznata, no smatra se da obje bolesti nastaju kao rezultat sloZenih interakcija izmedu
genetskih faktora, imunoloskih poremecaja i ¢imbenika okoliSa. Pri tome se glavno mjesto u
patogenezi upalnih bolesti crijeva pripisuje abnormalnom imunoloskom odgovoru na antigene
uobicajene intestinalne flore u osoba sa specificnim genetskim promjenama koje stvaraju

predispoziciju za nastanak bolesti (1).

1.3.1. Cimbenici okolisa

Brojna istrazivanja proucavala su utjecaj razli¢itih ¢cimbenika okolisa na pojavu i tijek upalnih
bolesti crijeva. Usprkos ¢injenici da su istrazivani brojni ¢imbenici okolisa, rezultati
istrazivanja potvrdili su povezanost svega njih nekoliko sa upalnim bolestima crijeva. Na
temelju dosadasnjih istrazivanja, najznacajniji ¢imbenik okolisa za razvoj upalnih bolesti
crijeva jest puSenje. Zanimljivo, puSenje je faktor rizika za pojavu Crohnove bolesti gdje
osobe koje puse imaju oko 1,7 puta veci rizik pojave bolesti, a istovremeno ima zastitno
djelovanje na pojavu ulceroznog kolitisa s 40% manjim rizikom pojave bolesti u pusaca
(9,10). Takoder osobe koje su prestale pusiti imaju povecani rizik pojave ulceroznog kolitisa u

odnosu na nepusace, a taj je rizik posebno visok u periodu neposredno nakon prestanka
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pusenja (9,10). Nacin na koji pusenje ostvaruje svoje ucinke nije razjasnjen no pretpostavlja
se da se radi o utjecaju na sastav sluzi u kolonu, utjecaju na vaskularne elemente sluznice uz
moguce izravno proupalno djelovanje komponenata duhanskog dima. Izuzev utjecaja na
pojavu bolesti, pusenje ima i modulirajuci efekt na tijek bolesti. Tako bolesnici s Crohnovom
hospitalizacijama i veCom stopom postoperativnog recidiva bolesti u odnosu na nepusace (11-
13). Rezultati brojnih istrazivanja sugeriraju da je apendektomija zastitni ¢imbenik za razvoj
ulceroznog kolitisa (14,15). Rizik razvoja ulcerozog kolitisa manji je za 55% posto u osoba u
koji je apendektomija ucinjena prije 20-te godine zivota (15). Mehanizam protektivnog
djelovanja apendektomije nije poznat. Nasuprot tomu, apendektomija nema nikakav utjecaj na
incidenciju Crohnove bolesti (16).

Brojna su istrazivanja proucavala povezanost upalnih bolesti crijeva i specifi¢nih uzro¢nika
zaraznih bolest. Naime, prema danas prihvacenom shvacanju fizioloska crijevna flora
pridonosi pojavi upalnih bolesti crijeva u osoba sa genetskom sklonoS¢u uz utjecaj ¢imbenika
okolisa. Neizravna potvrda ove hipoteze ogleda se u €injenici da se u eksperimetalnih
zivotinja, u kojih je sklonost razvoju upale gastrointestinalnog trakta stvorena genetskim
inZinjeringom, bolest ne razvija ukoliko se Zivotinje nalaze u sterilom okoliSu, ali se brzo
javlja u prisutnosti luminalne flore (17,18). Nadalje, u nekoliko je istrazivanja opazena veca
ucestalost pojave upalnih bolesti crijeva u osoba koje su preboljele akutni gastroenteritis (19).
Brojne studije pokusale su uzrocno povezati pojavu upalnih bolesti crijeva s infekcijom
specificnim uzro¢nikom. U literaturi se nalaze podaci o povezanosti pojave Crohnove bolesti
s infekcijom razli¢im uzroénicima poput virusa morbila, Mycobacterium paratuberculosis ili
paramyxovirusima no navedene asocijacije nisu adekvatno potvrdene istrazivanjem na
nezavisim kohortama bolesnika te za sada nema znanstvenih dokaza o infektivnom agensu

kao uzro¢niku upalne bolesti crijeva.
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Povezanost s upalnim bolestima crijeva istrazivana je i za brojne druge ¢imbenike okolisa
poput upotrebe oralnih kontraceptiva, upotreba nesteroidnih antireumatika, dojenjem,
intolerancije na bjelancevine kravljeg mlijeka u dojenackoj dobi, potrosnje rafiniranih Secera
te upotrebe izotretionina. Rezultati navedenih istrazivanja su kontradiktorni te je stvarna uloga

navedenih ¢imbenika okoli$a u razvoju upalnih bolesti crijeva nejasna.

1.3.2. Genetika

Opazanje da se upalne bolesti crijeva javljaju s ve¢om ucestalosti u bijelaca i Askhenazi
Zidova otvorilo je pretpostavku o utjecaju genetskih ¢imbenika u patogenezi bolesti. Na ulogu
genetskih faktora u patogenezi bolesti dodatno su upucivali i rezultati istraZivanja u obiteljima
oboljelih od upalnih bolesti crijeva koja su pokazala da se upalne bolesti crijeva ¢esto javljaju
unutar vise ¢lanova jedne familije. Tako 20-25% oboljelih ima srodnika u prvom koljenu koji
boluje od Crohnove bolesti ili ulceroznog kolitisa (20,21). Sukladno tomu, srodnici u prvom
koljenu oboljelih od Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa imaju oko 10 puta ve¢i rizik od
razvoja bolesti u odnosu na opé¢u populaciju (20). Zanimljivo je da se fenotip bolesti u pravilu
ne mjenja unutar jedne familije tako da ukoliko jedan ¢lan oboli od Crohnove bolesti tada ¢e
najvjerojatnije i drugi oboljeli ¢lanovi iste obitelji imati Crohnovu bolest. Dodatno, unutar
jedne obitelji postoji 1 konkordantnost u pogledu lokalizacije bolesti izmedu pojedinih
oboljelih ¢lanova (20). Medutim, glavnu potvrdu uloge genetskih faktora u patogenezi bolesti
dala su istraZivanja na parovima monozigotnih i dizigotnih blizanaca. U tim istraZivanjima
nadena je znatno viSa konkordantnost bolesti u monozigotnih blizanaca nego u dizigotnih (22-
25). Konkordatnost za Crohnovu bolest krece se u rasponu od 20%-50% dok se
konkordantnost za ulcerozni kolitis kreée od 6%-16%. Istovremeno, konkordantnost u
dizigotnih blizanaca kre¢e se u rasponu od 0%-7% za Crohnovu bolest te od 0%-5% za

ulcerozni kolitis.Zaklju¢no, ova su istrazivanja potvrdila pretpostavku da je sklonost pojavi
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bolesti nasljedna te da je uloga genetskih faktora u patogenezi bolesti znacajnija u Crohnovoj
bolesti nego u ulceroznom kolitisu. Medutim, izostanak jednostavnog mendelovskog
naslijedivanja uputio je na ¢injenicu da u ovim bolestima utjecaj multiplih gena utjece na rizik
pojave bolesti u odredene osobe. Na temelju ovih spoznaja zapocela su istrazivanja genetskih
faktora u upalnim bolestima crijeva. U 90-tim godinama proslog stoljeca u istrazivanju
povezanosti genetskih ¢imbenika s pojavom upalnih bolesti crijeva koristila se ,,linkage*
metoda. Ova metoda se koristi za identifikaciju kromosomalnih regija ¢ije naslijedivanje
koincidira sa prisutnoséu ili odsutno$c¢u odredene karakteristike. U svrhu ovakvih istrazivanja
koriste se obitelji s vise oboljelih ¢lanova te se u tih ¢lanova analizira naslijedivanje odredenih
kromosomalnih regija te u koliko je stupanj naslijedivanja veéi od onog oc¢ekivanog na
temelju slucajnosti tada se moguée u navedenom podrucju nalazi genetski ¢imbenik koji igra
ulogu u pojavi bolesti. Koriste¢i se ovim pristupom naposlijetku se iskristaliziralo 7 regija
repliciranih u nezavisnim kohortama bolesnika. Neke od ovih regija bile su povezane
iskljuc¢ivo se Crohnovom bolesé¢u, neke isklju¢ivo s ulceroznim kolitisom no vecina je
pokazivala asocijaciju s oba fenotipa upalnih bolesti crijeva §to je potvrdilo ranija ocekivanja
da ¢e odredeni geni nositi sklonost pojavi odredenog fenotipa dok ¢e drugi biti ,,zajednicki*
za obje bolesti (IBD geni). Nadalje, rezultati linkage studija odnose se na kromosomalne
regije unutar kojih se nalaze brojni geni potencijalno povezani uz pojavu bolesti (Tablica 1).
Sljedeci korak u istrazivanju bila je identifikacija gena od kojih potjece signal dobiven linkage
studijama. Godine 2001. dvije grupe istrazivaca, jedna koristeci se pozicijskim kloniranjem i
druga koriste¢i “candidate gene* pristup, identificirale su NOD2/CARD15 gen kao izvor
signala iz IBD1 regije (27,28). Povezanost NOD/CARD15 gena s Crohnovom bolesti vrlo je
brzo potvrdena u brojnim replikacijskim studijama. Dosadasnje studije identificirale su tri
glavne mutacije u NOD2/CARD15 genu povezane s Crohnovom bolesti.U dvije se radi o

nesinonimskim polimorfizmima jednog nukleotida (SNP; engl. single nucleotide
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polymorphism) (R702W-SNP8; G908R-SNP12) dok se u posljednjem slucaju radi o
frameshift mutaciji (3020insC, SNP13) u podrucju regije NOD2/CARD15 proteina bogate
ponavljajué¢im slijedovima leucina (LRR; engl. leucin rich repeats) (27,28). NOD2/CARD15
do danas je najsnazniji genetski ¢imbenik otkriven u Crohnovoj bolesti te objasnjava oko 20%
genetske podloge ove bolesti. Heterozigoti za mutacije NOD2/CARD15 gena imaju 2-3x veci
rizik obolijevanja od Crohnove bolesti dok homozigoti imaju oko 20x veci rizk u odnosu na
nosioce divljeg tipa. Daljna istrazivanja ukazala su da NOD2/CARD15 ima utjecaja i na
lokalizaciju 1 tijek boelsti te je tako povezan sa ilealnom lokalizacijom, strikturirajuéim
fenotipom te pojavom bolesti u ranijoj zivotnoj dobi (29,30). Znacaj ovog otkri¢a nije samo u
tome $to je to prvi gen povezan s upalnim bolestima crijeva ve¢ je ovim otkri¢em definitivno

potvrdena uloga imunoloskih poremecaja u patogenezi bolesti.

12
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Tablica 1.

Geni kandidati unutar

Lokusi Kromosomske regije | Povezanost s fenotipom
lokusa
IBD1 16p11-g21 CD NOD2/CARD15
VDR, NRAMP,
STAT6, MMP18,
IBD2 12p13.2-024 uc
AVIL, Interferon vy, B-
integrin
Glavni kompleks
tkivne podudarnosti
IBD3 6p21-p23 CDiuUC
(MHC) klasa I i Il,
TNF
TCRaivy,
IBD4 14911-gq12 CD Proteasomski cluster,
Leukotrien B, receptor
IBD5 5931-g35 CD IL4, IL6, CD14, OCTN
ICAML1, C3, TBXAZ2,
IBD6 19p13-q13 CD
LTB4H
TNF-R obitelj, HSPG2,
IBD7 1p36.2-p32 CDiuUC
UBE1L

Modificirano prema Brant et al. Inflamm Bowel Dis (26).
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NOD2/CARD15 dio je Ced4-APAF1 superobitelji proteina i ima ekspresiju u razli¢itim
stanicama ukljucuju¢i monocite, dendriticke stanice, Panethove stanice i stanice intestinalnog
epitela. NOD2/CARD15 protein smjesten je intracelularno i sluzi kao senzor za molekularne
uzorke povezane s patogenima (PAMP; engl. patogen- associated molecular pattterns).
Toc¢nije, NOD2/CARDI1S5 je senzor za muramil-dipeptid (MDP), najmanji strukturni dio
peptidoglikana koji je gradevna jedinica bakterijske stijenke Gram pozitivnih i Gram
negativnih bakterija. Vezanje MDP-a na NOD2/CARD15 dovodi do aktivacije signalne
kaskade koja rezultira aktivacijom nuklearnog faktora kB (NF-«kB) §to dovodi do produkcije
proinflamatornih citokina (31). Interesantno je da je jos uvijek nejasno je li ekspresija NF-xB
povisSena ili smanjena u bolesnika s Crohnovom bolesti. Primjerice, in vitro studije ukazuju na
smanjenu aktivnost NOD/CARD15 proteina te time na efekt gubitka funkcije (32). S druge
strane, aktivacija NF-«xB regulirana je LRR regijom NOD2/CARD15 proteina i u teoriji
delecija u ovom podruc¢ju mogla bi dovesti do nekontrolirane aktivacije NF-xB. Sukladno
tomu, nadena je povecana aktivacija NF-kB u prisutnosti jedne od mutacija u
NOD2/CARD15 genu povezanih s Crohnovom bolesti nakon stimulacije MDP-om $to bi
moglo objasniti povecanu razinu NF-kB u tkivima bolesnika s Crohnovom bolesti (33,34).
Nadalje, nosioci mutacije u NOD2/CARD15 genu imaju smanjeno oslobadanje a-defenzina iz
Panethovih stanica nakon prepoznavanja komponenata stani¢nog zida bakterija (35).
Defenzini su sastavni dio lokalnog imunoloskog sustava crijeva te iz stanica intestinalnog
epitela izlucuju u lumen gdje djeluju kao antimikrobni proteini. Smanjena aktivnost
NOD/CARDI15 u osoba s mutacijom dovela bi do smanjenog oslobadanja defenzina $to bi
posljedi¢no dovelo do smanjenja mogucnosti obrane od bakterija i perzistentne upale (36).
Otkrice NOD2/CARD15 gena dovelo je do velikog interesa u podru¢ju IBD genetike te je u
sljede¢im godinama publiciran veliki broj studija u kojima je mnoStvo gena povezano s

Crohnovom bolesti no nadene asocijacije nisu uvjerljivo potvrdene u nezavisnim kohortama.
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Veliki napredak u podrué¢ju IBD genetike zapocinje krajem 2006. godine provodenjem
asocijacijskih studija koje obuhvacaju ¢itav genom (GWAS; engl. genome -wide association
studies). U ovim se studijama istovremeno testira veliki broj SNP-ova, od 300 000 — 500 000
tisu¢a, na velikom uzorku bolesnika pri cemu se SNP-ovi biraju tako da omogucéuju
pokrivanje cijelog genoma. Velika je prednost ovih studija §to nisu vezane uz hipotezu dok im
je glavni ogranicavajuci faktor ¢injenica da je potrebno ukljuciti veliki broj bolesnika zbog
velikog broja testiranih markera. Do sada je provedeno vise GWAS-ova u Crohnovoj bolesti
te nekoliko u ulceroznom kolitisu. Rezultati navedenih istrazivanja uz meta-analize ucinjenih
GWAS-ova dovele su do velikog broja gena povezanih s obje bolesti (IBD geni) ili pak gena
ekskluzivno povezanih uz ulcerozni kolitis ili Crohnovu bolest. Medutim, usprkos velikog
broja asocijacija koje se nalaze ovim studijama svega ih je nekoliko uvjerljivo replicirano u
nezavisnim kohortama i od vise autora. Vise autora potvrdilo je povezanost mutacija u 2 gena
za autofagiju, ATG16L1 i IRGM s Crohnovom bolesti te mutacija u genu za receptor za
interleukin-23 (IL23R; engl. interleukin-23 receptor) s Crohnovom bolesti i ulceroznim
kolitisom (37-39). Autofagija je fundamentalan homeostatski stani¢ni proces koji se nalazi u
svim eukariotskim stanicama koje su do danas proucavane. Osnovno obiljezje autofagije je
dopremanje sastojaka citoplazme do lizosoma u specificnim vakuolama s dvostrukom
membranom koje se nazivaju autofagosomima. Istrazivanja su pokaza da osim dopremanja
sastojaka citoplazme poput stani¢nih organela ili velikih proteina, autofagija sudjeluje u
prirodenoj 1 steCenoj imunosti ograni¢avajuci Zivot intracelularnih patogena te sudjelujuci u
prezentaciji citosolnih antigena putem molekula MHC klase 11 (40-43). U vise je istrazivanja
potvdena i asocijacija izmedu Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa te mutacija unutar IL23R
(38,39). Interleukin-23 (IL-23) smatra se danas klju¢nim citokinom koji dovodi do
diferencijacije i odrzavanja Th-17 stanica koje se pak smatraju klju¢nima u podrzavanju

kroni¢ne intestinalne upale koja karakterizira ove bolesti (44). Skupno, potvrdene asocijacije
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upucuju na centralno mjesto disregulacije imunoloskog odgovora u patogenezi upalnih bolesti

crijeva.

1.3.3. MDR1

Termin ,,viSestruka otpornost na lijekove® (MDR; engl. multidrug resistance) opisuje
fenomen u kojem stanice tumora u stani¢noj kulturi pri razvoju rezistencije na jedan
citotoksicni lijek kojem su izloZene istovremeno razvijaju rezistenciju na veliki broj
strukturno i funkcionalno razli¢itih spojeva (45). Istrazivanja su pokazala da MDR stanice
imaju prekomjernu ekspresiju P-glikoproteina (Pgp), proteinskog produkta gena visestruke
otpornosti na lijekove 1 (MDRL1; engl. mutidrug resistance 1 gene) jos nazvanog i ABCB1
(engl. ATP-binding cassete subfamily B member 1) (46). U ljudi opisana su dva MDR gena,
MDR1 i MDR3. Medutim, ¢ini se da je samo MDR1 gen u ljudi ukljuéen u transport i
stvaranje otpornosti na lijekove (47). MDR1/ABCB1gen smjesten je na dugom kraku
kromosoma 7 i kodira integralni transmembranski protein Pgp. Pgp je 170 kDa protein,
graden od 1280 aminokiselina i sadrzi 2 homologne polovice, svaka od 610 aminokiselina
spojenih fleksibilnom poveznicom od 60 aminokiselina (48). Svaka polovica ima N
terminalnu hidrofobnu domenu koja sadrzi 6 transmembranskih domena nakon koje slijedi
hidrofilna domena unutar koje se nalazi vezno mjestoza adenozin-trifosfat (ATP) (slika 1).
Pgp djeluje kao 0 ATP-u ovisan membranski transportni protein $iroke specifi¢nosti koji
odstranjuje substrate iz stanice prije nego $to dospiju u citoplazmu. Visoka ekspresija ovog
proteina nadena je na epitelnim povrSinama crijeva, Zuénih vodova, proksimalnih tubula

bubrega i srediSnjeg zivéanog sustava gdje tvori osnovu hematoencefalne barijere (46,49,50).
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Slika 1. Hipotetska dvodimenzionalna struktura P-glikoproteina 170

) POINT MUTATIONS
(= ) PHOTOAFFINITY LABELED REGIONS
{(F)) PHOSPHORYLATION SITES

Preuzeto iz Ho et al. Inflamm Bowel Dis 2005 (48)

Takoder, u stanicama imunoloskog sustava, poput mononuklearnih stanica periferne krvi,
makrofaga, NK stanica, dendritickih stanica te T i B limfocita, postoje razli¢iti stupnjevi
ekspresije Pgp-a (51). Unutar probavne cijevi ekspresija Pgp-a najvisa je u kolonu te
distalnim dijelovima tankog crijeva (52). Takoder, u tankom crijevu, razina ekspresije Pgp-a
najvisa je u ileumu s postupnim padom prema proksimalno uz najnize razine u Zelucu (52,53).
lako do danas nije poznata fizioloSka uloga Pgp-a u probavnom traktu, ¢injenica da se u
probavnoj cijevi nalaze visoke razine ekspresije ovog proteina na apikalnoj povrsini epitelnih
stanica kolona i distalnog tankog crijeva otvaraju pretpostavku da Pgp igra ulogu u zastiti od
ksenobiotika te sprijeCavanju prodora bakterijskih produkata u intestinalne epitelne stanice.
Na taj nacin Pgp moguce igra ulogu u moduliranju kontakta izmedu domacina i bakterija u
probavnom traktu ¢ime pridonosi odrzavanju homeostaze. Na moguc¢u ulogu MDR1 gena u
patogenezi upalnih bolesti crijeva upucuje nekoliko znanstvenih otkri¢a. Prvo, knock-out
misevi za mdrla gen razvijaju kolitis histoloski vrlo nalik ulceroznom kolitisu u specifi¢cnom,

od patogena slobodnom okolisu (54). Nastanak kolitisa uspjesno je preveniran i lijeCen
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primjenom antibiotika §to posredno ukazuje na ulogu intestinalne flore u nastanku i
podrzavanju kolitisa u ovom modelu upalnih bolesti crijeva. U istom je istrazivanju dokazano
da do razvoja kolitisa dolazi zbog deficita mdr-1 u epitelnim, a ne u limfoidnim stanicama $to
sugerira ulogu mdr-1 gena u moduliranju interakcije izmedu bakterijske flore i domacina.
Nadalje, MDR1 gen nalazi se na dugom kraku kromosoma 7 u podruc¢ju 7q22. Ista regija
povezana je s pojavom upalnih bolesti crijeva u linkage studiji koja je obuhvatila cijeli
genom, a ta je povezanost potvrdena u kasnijoj meta-analizi svih linkage studija s
obuhvacanjem cijelog genoma (55,56). U istom podru¢ju nadena je i asocijacija s ulceroznim
kolitisom u nedavno objavljenom GWAS-u (57). Dodatan interes za ulogu MDR1 gena u
patogenezi upalnih bolesti crijeva pobudilo je otkri¢e niskih razina ekspresije MDR1 gena u
bolesnika s upalnim bolestima crijeva s posebno niskom ekspresijom u kolonu u bolesnika s
aktivnim ulceroznim kolitisom (58).

MDR1 gen dugacak je 209 kilobaza i sastoji se od 28 egzona. Unutar MDR1 gena opisano je
ukupno 29 SNP-ova (59-61). Za dva je polimorfizma, C3435T u egzonu 28 i G2677T/A u
egzonu 21, utvrdena korelacija s aktivnos¢u odnosno ekspresijom Pgp-a i upravo su ta dva
najekstenzivije istrazivana u podrucju upalnih bolesti crijeva.Prvo istrazivanje koje je ukazalo
na vezu C3435T polimorfizma u MDR1 genu i upalnih bolesti crijeva je ono Schwaba i sur. u
kojem je naden znacajno veci broj nosioca T alela i TT genotipa u osoba s ulceroznim
kolitisom u usporedbi s kontrolama. U istom istrazivanju nije nadena povezanost s
Crohnovom bolesti (62). Iste godine objavljeno je istrazivanje Branta i sur. u kojem se nalazi
povezanosti izmedu G2677T SNP-a i upalnih bolesti crijeva pri ¢emu nosioci G alela imaju
povecani rizik razvoja upalnih bolesti crijeva (63). Nakon ovih studija koje su sugerirale
povezanost SNP-ova u MDR1 genu i upalnih bolesti crijeva uslijedio je veci broj
replikacijskih studija (64-77) (Tablica 2). Navedene studije dale su kontradiktorne rezultate

pri ¢emu su pojedini autori potvrdili povezanost ovih SNP-ova i upalnih bolesti crijeva (bilo
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Crohnove bolesti ili ulceroznog kolitisa) dok drugi nisu nasli povezanost upalnim bolestima
crijeva. Zanimljivo je da su i one studije u kojima je nadena pozitivna asocijacija kao i one
bez asocijacije dobro dizajnirane te su ukljucivale velik broj bolesnika. Uzimajuci u obzir
C3435T SNP-a i ulceroznog kolitisa. Ovu opservaciju potvdile su i dvije objavljene meta-
analize koje su ukljucile prvih 6 odnosno 8 objavljenih istrazivanja i u kojima je nadena
asocijacija 3435T alela i 3435TT genotipa s ulceroznim kolitisom. S druge strane, povezanost
s Crohnovom bolesti nije nadena niti za C3435T niti za G2677T SNP (70,78). Medutim, od
publikacije navedenih meta-analiza objavljeno je nekoliko studija s opre¢nim rezultatima te je
stoga uloga polimorfizama MDR1 gena u patogenezi upalnih bolesti crijeva i dalje upitna. U
prilog mogucoj ulozi MDR1 gena u patogenezi upalnih bolesti crijeva govori i ¢injenica da je
izuzev povezanosti pojedinih alela u nekoliko je studija nadena i povezanost haplotipova
navedena 2 lokusa s rizikom pojave upalnih bolesti crijeva. Tako su primjerice Ho i sur.
objavili povezanost ulceroznog kolitisa sa 2677G/T3435 haplotipom, dok su Urcelay i sur.
nasli povezanost 2677T/C3436 haplotipa 1 Crohnove bolesti. Nadalje, Poto¢nik i sur. u
istrazivanju koje je ukljucivalo veliki broj SNP-ova MDR1 gena pored C3435T i G2677T
SNP-a, objavili su 3 haplotipa povezana s poveéanim rizikom za razvoj ulceroznog kolitisa i
jedan haplotip povezan s smanjenim rizikom pojave ulceroznog kolitisa. U sva se Cetiri
haplotima nalazi G2677T SNP dok se u C3435T nalazi u dva haplotipa koji nose rizik pojave
ulceroznog kolitisa.

Osim asocijacije s fenotipom upalnih bolesti crijeva, u navedenim je istrazivanjima
analizirana povezanost polimorfizama MDR1 gena i brojnih subfenotipskih karakteristika koja
su takoder ponudila zanimljive rezultate. Tako je primjerice C3435T SNP povezan s
ekstenzivim kolitisom i ileokoloni¢kom lokalizacijom u Crohnovoj bolesti dok je G2677T

SNP povezan s pojavom ekstraintestinalnih manifestacija, ekstenzivnim i teSkim ulceroznim
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kolitisom i pozitivnom obiteljskom anamnezom (68-71,76).Nadalje, Fiedler i sur. su
analizirajuci povezanost haplotipova i subfenotipskih karakteristika ovih bolesti objavili
povezanost 2677GG/3435TT haplotipa i pojave ulceroznog kolitisa u ranoj zivotnoj dobi i s
teskim klinickim tijekom u ovoj podgrupi bolesnika. Zaklju¢no, MDR1 gen interesantan je
kandidat za ulogu u patogenezi upalnih bolesti crijeva zbog visoke razine ekspresije ovog
proteina u crijevu kao i ¢injenice da se njegova uloga kao ¢imbenika modulacije kontakta
izmedu crijevne mikroflore i domacdina moze uklopiti u danas prihvaceni model patogeneze
ovih bolesti. lako su dosadasnja istrazivanja povezanosti MDR1 gena i upalnih bolesti crijeva
dala kontradiktorne rezultate, ¢injenica da su pojedina istrazivanja dala pozitivne rezultate
kako u pogledu povezanosti s pojavom bolesti tako i u pogledu povezanosti s pojedinim
subfenotipskim karakteristikama, upucuje na nuznost daljnjih istrazivanja u ovom podrucju u

svrhu definiranja uloge MDR1 gena u patogenezi upalnih bolesti crijeva.
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Tablica 2. Sazetak genetskih istrazivanja povezanosti polimorfizama MDR1 gena i upalnih

bolesti crijeva

Autor Ispitanici SNP Populacija Rezultati
Schwab et al 149 UC; C3435T Njemacka T alel i TT genotip povezani s UC
126 CD (p=0.049)
Croucher et al 307 UC; C3435T Njemacka i Bez povezanosti s CD i UC
562 CD Velika
Britanija
Brant et al 119 UC, C3435T, USA* Povezanost IBD-ai G alela
409 CD G2677T G2677T SNP-a (p=0.003)
Glas et al 123 UC, C3435T Njemacka Bez povezanosti s CD i UC
135CD
Potocnik et al 144 UC, C3435T, Slovenija Povezanost T alela G2677T SNP-a
139 CD G2677T, s UC (p=0.02)
C1236T
Gazzouli et al 85 UC; C3435T Grcka Bez povezanosti s CD i UC.
120 CD
Ho et al 335 UG; C3435T, Skotska Povezanost 3435T alela (p=0.02) i
268 CD G2677T TT genotipa (p=0.04) s UC.
Povezanost s ekstenzivnim
kolitisom (p=0.003).
Palmieri et al 468 UC, C3435T, Italija Bez povezanosti s CD i UC
478 CD G2677T
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Tablica 2. Sazetak genetskih istrazivanja povezanosti polimorfizama MDR1 gena i upalnih

bolesti crijeva

Autor Ispitanici SNP Populacija Rezultati
580 UC; C3435T, Velika Povezanost 2677T alelas UC
Onnie et al
828 CD G2677T Britanija (p=0.03)
330 UC, C3435T; 5 Povezanost CC genotipa C3435T
Urcelay et al Spanjolska
321 CD G2677T SNP-a s CD-om (p=0.007).
224 UC;
Oostenbrug et al C3435T  Nizozemska Bez povezanosti s UC i CD
533 CD
112 UG, Povezanost 3435T alela i CD
Lal et al C3435T Kanada*
247 CD (p=0.02)
144 UC,; C3435T,
Fiedler et al Njemacka Bez povezanosti s CD i UC.
244 CD G2677T
149 UC, C3435T;
Fischer et al Madarska Bez povezanosti s CD i UC
265 CD G2677T
97 UC, 211 C3435T;
Ardizzone et al Italija Bez povezanosti s CD i UC
CD G2677T
401 UC; Heterozigoti za G2677T SNP
Huebner et al G2677T  Novi Zeland
483 CD imaju maniji rizik za UC (p=0.02)

* Studije ukljuduju i populaciju Askenazi Zidova
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1.4. Lijecenje upalnih bolesti crijeva

Temelj uspjesnog lijeCenja upalnih bolesti crijeva je to¢na dijagnoza bolesti budu¢i da postoje
razlike u lijeCenje ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti. Prilikom stvaranja plana lijeCenja
temeljne odrednice u odabiru nacina lije¢enja su lokalizacija i aktivnost bolesti. U slucaju
Crohnove bolesti nacin lijeCenja, osim o aktivnosti i lokalizaciji, ovisiti ¢e i 0 ponasanju
bolesti (2). Cilj lijeCenja je postizanje i odrzavanje remisije bolesti. LijeGenje upalnih bolesti
crijeva moze biti medikamentozno i kirurSko pri ¢emu se kirursko lije¢enje u pravilu odgada
do onog ¢asa kad viSe ne postoji moguénost kontrole aktivnosti bolesti lijekovima ili je
nastupila jedna od komplikacija bolesti koja zahtjeva kirurski pristup. U medikamentoznom
lijeCenju ovih bolesti na raspolaganju imamo razli¢ite formulacije aminosalicilata,
glukokortikoide, imunomodulatore poput azatioprina i metotreksata, imunosupresiv poput
ciklosporina i takrolimusa, te naposljetku biolosku terapiju u vidu monoklonskih protutjela na
faktor nekroze tumora o (TNF-a). Dvije su osnovne strategije lijecenja: ,,step up* pristup i
,»top-down* pristup (2). U prvom se pristupu lije¢enje zapocinje manje potentnim lijekovima
te se u slucaju njihove terapijske neucinkovitosti dodaju lijekovi druge odnosno trece linije. S
druge strane, ,,top-down* pristup zagovara ranu primjenu najpotentnijih lijekova s postupnim
uvodenjem manje u¢inkovitih lijekova u fazi remisije bolesti. Trenuta¢no, u lijeCenju
prevladava ,,step-up® pristup uz modifikacije u vidu ranog uvodenja imunomodulatorne

terapije u odabranih bolesnika.

1.4.1. Glukokortikoidi u lijeenju upalnih bolesti crijeva

Glukokortikoidi su snazni inhibitori aktivacije T limfocita i sekrecije citokina, a svoje
protuupalno djelovanje ostvaruju vezuci se na specifi¢ne citoplazmatske glukokortikoidne
receptore. Nakon vezivanja na receptor dolazi do njegove aktivacije i stvaranja homodimera

dva aktivirana glukokortikoidna receptora koji potom ulazi u jezgru stanice i utjece na
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transkripciju velikog broja gena. Rezultat je Siroki spektar djelovanja na imunoloski sustav
ukljucujudi inhibiciju proliferacije i regrutiranja limfocita, monocita i makrofaga, migracije
neutrofila na mjesta upale te smanjenje produkcije proinflamatornih citokina, prostanglandina
i leukotriena (79).

Budu¢i da vedina stanica ima glukokortikoidne receptore, glukokortikoidi ostvaruju svoj
ucinak na velikom broju stanica ukljucujuéi i upalne stanice ukljucene u patogenezu upalnih
bolesti crijeva. Sukladno tomu, istrazivanja su potvrdila u¢inkovitost glukokortikoida u
indukciji remisije u Crohnovoj bolesti i ulceroznom kolitisu (80-82). Nasuprot tomu,
glukokortikoidi se nisu pokazali ué¢inkovitima u odrzavanju remisije u upalnim bolestima
crijeva (83). U skladu s tim, europski konsenzus o dijagnozi i lije¢enju Crohnove bolesti
preporuca primjenu glukokortikoida kao lijek prvog izbora za postizanje remisije bolesti
izuzev vrlo blagih oblika bolesti (84). Isto tako, europski konsenzus o lije¢enju ulceroznog
kolitisa preporuca primjenu glukokortikoida u indukciji remisije u umjereno aktivnoj i jako
aktivnoj bolesti (85). Usprkos djelotvornosti glukokortikoida u postizanju remisije bolesti,
upotreba ovih lijekova povezana je s brojnim nuspojavama ukljucujuci osteoporozu |
povecani rizik pojave bolesti kardiovaskularnog sustava (86,87). 1z tih razloga kao i ¢injenice
da glukokortikoidi nisu uc¢inkoviti u odrZavanju remisije nastoji se ograni€iti njthova primjena
na najkrac¢e moguce vrijeme u bolesnika s upalnim bolestima crijeva. U tu svrhu, na temelju
europskih konsenzusa o dijagnostici i lijeCenju Crohnove bolesti te europskog konsenzusa o
lijecenju ulceroznog kolitisa bolesnici lije¢eni glukokortikoidima klasificiraju se u one s
dobrim odgovorom, ovisne o glukokortikoidima i refraktorne na glukokortikoide (84,85).
Navedena klasifikacija pruza jasne kriterije na temelju kojih se primjena glukortikoida
ogranicava na bolesnike s jasnim pozitivnim uc¢inkom terapije te omogucava pravovremeno
prepoznavanje nedostatne djelotvornosti ili nedjelotvornosti terapije. Na taj nacin izbjegava se

neprimjereno dugacka primjena terapije s visokim rizikom nastanka nuspojava, a malo koristi
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za bolesnika. S obzirom na centralno mjesto glukokortioida u postizanju remisije upalnih
bolesti crijeva jasno je da njihova nedostatna djelotvornost ili nedjelotvornost prestavlja veliki
klini¢ki problem. Uvid u veli¢inu problema pruzaju rezultati dosadasnjih istrazivanja. Na
temelju tih rezultata izmedu 16-25% odraslih bolesnika s Crohnovom bolesti biti ¢e
refraktorno na terapiju glukokortikoidima (88-90). Nakon godinu dana od zapoc€injanja
glukokortikoidne terapije 32-38 % bolesnika ¢e i dalje imati dobar odgovor na terapiju
glukokortikoidima dok ¢e izmedu 24-28% bolesnika razviti ovisnost o glukokortikoidima
(89,90). U odraslih bolesnika s ulceroznim kolitisom 16-18% biti ¢e refraktorno na terapiju
glukokortikoidima (88-90). Nakon godinu dana od zapoc¢injanja terapije, dobar odgovor na
terapiju biti ¢e prisutan u oko 50% bolesnika dok ¢e 17-22% razviti ovisnost o
glukokortikoidima (89,90).

Razlozi zbog kojih pojedini bolesnici imaju dobar odgovor na terapiju dok drugi razvijaju
ovisnost ili su refraktorni na terapiju su nepoznati. Medutim, nekoliko znanstvenih spoznaja
upucuje na mogucnost da je odgovor pojedinca na glukokortikoide genetski determiniran.
Prvo, Hearing i sur. dokazali su in vitro smanjenu osjetljivost na glukokortikoide T limfocita
izoliranih iz periferne krvi bolesnika s ulceroznim kolitisom refraktornih na terapiju
glukokortikoidima kao i u onih s parcijalnim odgovorom na terapiju (91). Sli¢na korelacija
izmedu osjetljivosti limfocita na glukokortikoide in vitro i odgovora na terapiju
glukokortikoidima in vivo nadeni su i u drugim upalnim bolestima poput astme, sistemskog
lupusa i reumatoidnog artritisa. Kona¢no, u zdravih je dobrovoljaca nadena velika
varijabilnost u osjetljivosti limfocita na glukokortikoide te bi oko 30% zdravih osoba
neadekvatno odgovorilo na primjenu glukokortikoida u slucaju potrebe lijecenja neke upalne
bolesti (92). Ova opaZanja upucuju na ¢injenicu da odgovor na glukokortikoide ne ovisi 0
samoj bolesti ve¢ se radi o intriziénom svojstvu pojedinca te je stoga najvjerojatnije genetski

determiniran (93).
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1.5. MDR1 i farmakogenetika

Proteinski produkt MDR1 gena je Pgp koji funkcionira kao membranska transportna pumpa
ovisna o ATP-u. Visoka ekspresija Pgp-a na epitelnim povrSinama crijeva, zu¢nih vodova,
proksimalnih tubula bubrega i srediSnjeg ziv€anog sustava sugeriraju njegovi mogucu zastitnu
ulogu gdje Pgp stiti organizam od djelovanja $tetnih ksenobiotika izlu¢ujuéi ih u Zuc,
mokracu ili lumen crijeva (46,49,50). Upravo lokalizacija ovog proteina upucuje na
mogucnost njegove vazne uloge u zastiti od ksenobiotika, ali i u dispoziciji i uc¢inku lijekova.
Naime, iako fizioloski supstrat Pgp-a nije poznat, za brojne, strukturno razli¢ite lijekove,
dokazano je da su supstrat ovog proteina (48). Budué¢i da se Pgp nalazi na apikalnoj povrsini
intestinalnih epitelnih stanica moguce je da ¢e njegovo djelovanje u vidu transporta lijeka iz
stanice natrag u lumen crijeva ograniciti apsorpciju pa samim time i u¢inkovitost lijeka.
Nadalje, MDR1 gen je visoko polimorfan, te je unutar njega do danas opisano 29 SNP-ova
(59-61). Prvi dokaz povezanosti SNP-a unutar MDR1 gena i ekspresije Pgp-a dolazi iz rada
Hoffmeyera i suradnika u kojem je nadena povezanost izmedu C3435T polimorfizma i razine
ekspresije Pgp-a pri ¢emu su nosioci CC genotipa (divlji tip) imali gotovo dvostruko vecu
razinu ekspresije Pgp-a u odnosu na nosioce TT genotipa (mutant) (60). Istrazivanje koje je
uputilo na moguéi utjecaj G2677T SNP-a na ekspresiju Pgp-a bilo je ono Tanabe i sur. u
kojem je nadena korelacije izmedu razine ekspresije Pgp-a i G2677T SNP-a (94). U tom su
istrazivanju nosioci divljeg tipa imali viSu razinu ekspresije u odnosu na nosioce mutacije N0
razlika izmedu grupa nije dosegla prag statisticke znacajnosti. lako u ovom istraZivanju nije
nadena statisticki znacajna razlika u razini ekspresije Pgp-a u ovisnosti 0 C3435T genotipu,
rezultati jasno ukazuju na trend u kojem nosioci CC genotipa imaju visu razinu ekspresije u
odnosu na nosioce TT genotipa $to je u skladu s rezultatima Hoffmeyera i sur. Daljnja
istrazivanja koja su se prvenstveno fokusirala na povezanost C3435T polimorfizma i

ekspresije Pgp-a ponudila su kontradiktorne rezultate u pogledu utjecaja ovog SNP-a na
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ekspresiju Pgp-a (95-97). Cinjenica da polimorfizmi MDR1 gena utjeu na ekspresiju Pgp-a
otvorila je mogucnost da razliita razina ekspresije Pgp-a dovodi i do razlicite razine lijekova,
supstrata Pgp-a, u serumu/plazmi. Ova je teorija potvrdena u inicijalnom istrazivanju
Hoffmeyera i suradnika u kojem su, izuzev dokaza povezanosti ekspresije Pgp-a s C3435T
SNP-om, autori dokazali i povezanost izmedu C3435T polimorfizma i serumskih razina
digoksina, poznatog supstrata Pgp-a (60). Nosioci TT genotipa imali su zna¢ajno vise
serumske razine digoksina u usporedbi s nosiocima CC genotipa $to je u kombinaciji s
nalazom nize ekspresije Pgp-a u tih bolesnika upucuje na znacajnu ulogu ovog proteina u
ograniCavanju apsorpcije lijekova iz probavnog trakta. Daljnja istrazivanja potvrdila su
mogucu ulogu C3435T SNP-a u dispoziciji lijekova no jednako tako postoje znatne
diskrepance izmedu rezultata razli¢itih studija kako u pogledu pronalazenja povezanosti
izmedu polimorfizama i razine lijekova tako i u pogledu utjecaja pojedinih genotipova na
koncentracije lijeka (59,60,97-100). Primjerice, Hoffmeyer i suradnici nasli su povezanost
izmedu TT genotipa C3435T SNP-a 1 visokih razina digoksina u serumu dok je u istraZzivanju
Sakaede i suradnika najvisa razina digoksina u serumu nadena u nosioca CC genotipa ovog
SNP-a (60,98). U istrazivanju u kojem je proucavana koncentracija fexofenadina, supstrata
Pgp-a, u ovisnosti 0 polimorfizmima MDR1 gena takoder je nadena zna¢ajno niza razina
lijeka u nosioca TT genotipa C3435T SNP-a u usporedi s nosiocima CC genotipa (59). U istoj
je studiji opisan trend u smislu nize razine fexofenadina u nosioca TT genotipa G2677T SNP-
a u usporedbi s nosiocima CC genotipa te je opisan i haplotip povezan sa znacajno nizim
razinama fexofenadina (1236TT, 2677TT i 3435TT). Ulogu MDR1 polimorfizama na
dispoziciju lijekova dodatno je potvrdio nalaz znacajno visih razina nelfinavira, inhibitora
proteaza koji se koristi u lijeCenju HIV infekcije, u nosioca CC genotipa C3435T SNP-a u

usporedbi s nosiocima CT i TT genotipa (97).
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Ukupno gledajuéi, dosadasnja istrazivanja potvrdila su u¢inak polimorfizama MDR1 gena na
ekspresiju Pgp-a. S druge strane, razliCite razine ekspresije PGP-a utjecu na koncentraciju
njegovih supstrata u serumu/plazmi. Interes za utjecaj polimorfizama MDR1 gena na ucinak
terapije glukokortikoidima u upalnim bolestima crijeva pobudila je ¢injenica da su svi
glukokortikoidi koji se standardno koriste u lijeenju ovih bolesti (metil-prednisolon,
prednison, hidrokortizon, budesonid) supstrati Pgp-a (48,101). Sukladno prethodnim
istrazivanjima, u bolesnika s visokim razinama Pgp-a oc¢ekuje se niska serumska
koncentracija glukokortikoida i posljedi¢ni neuspjeh terapije. Ovu teoriju potvrdilo je
istrazivanje Farrella i suradnika u kojem su u bolesnika s aktivnom Crohnovom bolesti i
ulceroznim kolitisom refraktornih na terapiju nadene znacajno vise razine Pgp-a u limfocitima
periferne krvi u usporedbi s bolesnicima u remisiji (102). Pri tomu je razina ekspresije Pgp-a
bila stabilna u periodu od 3 mjeseca $to sugerira da je razina ekspresije genetski
determinirana. Nadalje, blokiranje funkcije Pgp-a humanih intestinalnih epitelnih stanica i T
limfocita dovodi do znacajno viSe intracelularne koncentracije kortizola $to je jos$ jedna
potvrda vazne uloge ovog proteina u dispoziciji lijekova (103). Daljnju potvrdu ulozi
polimorfizama MDR1 gena u razvoju refraktornosti na terapiju dalo je istrazivanje Poto¢nika i
sur. u kojem je identificiran haplotip povezan s refraktornom Crohnovom bolesti (67).
Takoder, na temelju dosadasnjih istrazivanja nosioci T alela zna€ajno su ¢e$¢i medu
bolesnicima s ekstenzivnim ulceroznim kolitisom te u grupi bolesnika koji su zahtjevali
terapiju kortikosteroidima (68,70-71). Takoder, istrazivanje grupe iz Leuvena pokazalo je da
jeunosioca T alelai TT genotipa C3435T lokusa znacajno rijede bilo moguée prekinuti
glukokortikoide ili znac¢ajno smanjiti dozu usporedbi s nosiocima C alela i CC genotipa (104).
Nadalje, visoke razine ekspresije MDR1 gena u biopsijama rektuma bolesnika s ulceroznim

kolitisom povezane su s odgovorom na terapiju i dugotrajnom remisijom bolesti (105). S
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druge strane druga istrazivanja nisu potvrdila povezanost izmedu polimorfizama MDR1 gena i
ucinka terapije glukokortikoidima (69,106).

Na temelju dosadasnjih spoznaja razvidno je da je MDR1 gen odlican kandidat za moguce
predvidanje uspjeha terapije glukokortikoidima.Razvoj ovisnosti ili rezistencije na terapiju
glukokortikoidima veliki je klini¢ki problem, medutim rezultati dosadasnjih istrazivanja su
proturjecni te su potrebna dodatna istrazivanja u svrhu definiranja uloge polimorfizama

MDR1 gena u predikciji odgovora na glukokortikoide.
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HIPOTEZA

Pretpostavka ovog istrazivanja je da polimorfizmi MDR1 gena igraju ulogu u patogenezi
upalnih bolesti crijeva. O¢ekujemo da ¢e analiza povezanosti izmedu pojedinih fenotipskih
karakteristika bolesti i alelnih varijanta MDR1 gena u skupini bolesnika oboljelih od upalnih
bolesti crijeva omoguciti formiranje genotip — fenotip korelacija. O¢ekujemo da planiranim
istrazivanjem potvrdimo utjecaj polimorfizama MDR1 gena na uspje$nost terapije

glukokortikoidima u bolesnika s upalnim bolestima crijeva.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Obzirom na proturjecne rezultate dosadasnjih istrazivanja utjecaja polimorfizama MDR1 gena
u patogenezi upalnih bolesti crijeva te odgovoru na terapiju glukokortikoidima primarni cilj
ovog istraZivanja biti ¢e utvrditi u€estalost polimorfizama MDR1 gena u podrucju egzona 21
(G2677T/A) i egzona 26 (C3435T) u skupini bolesnika s upalnim bolestima crijeva uz
usporedbu s rezultatima u kontrolnoj skupini. Cilj je dokazati ulogu MDR1 gena u patogenezi
upalnih bolesti crijeva i identificirati polimorfizme MDR1 gena koji nose predispoziciju za
pojavu upalnih bolesti crijeva. Potom ¢e se detaljno analizirati eventualna povezanost izmedu
genetskih promjena i fenotipskih karakteristika bolesti s ciljem formiranja genotip — fenotip
korelacija. Analizom u¢inka terapije glukokortikoidima u ovisnosti o alelnim varijantama
MDR 1 gena u populaciji bolesnika s upalnim bolestima crijeva utvrditi ¢e se uloga MDR 1
gena u odgovoru na glukokortikoidnu terapiju s krajnjim ciljem identificiranja genotipa koji

nosi visok rizik ovisnosti ili refraktornosti na terapiju glukokortikoidima. To ¢e u buduénosti
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omoguciti individualiziran terapijski pristup bolesniku s pravodobnim uvodenjem
imunomodulatorne ili bioloske terapije.

Dakle, ciljevi istrazivanja su:

Odredivanje ucestalosti alelnih varijanata MDR1 gena u skupini bolesnika s upalnim

bolestima crijeva te u kontrolnoj skupini zdravih ispitanika odgovarajuce dobi i spola

1.a. Analiza razlike ucestalosti alelnih varijanata MDR1 gena u skupini ispitanika s upalnim

bolestima crijeva i u kontrolnoj skupini zdravih ispitanika odgovarajuce dobi i spola

1.b. Analiza povezanosti izmedu alelnih varijanata MDR1 gena i lokalizacije bolesti u

ispitanika s upalnim bolestima crijeva

1.c. Analiza povezanosti izmedu alelnih varijanata MDR1 gena i ponaSanja bolesti u

ispitanika s Crohnovom bolesti

1.d. Analiza povezanosti izmedu alelnih varijanata MDR1 gena i ekstraintestinalnih

manifestacija bolesti u ispitanika s upalnim bolestima crijeva

1.e. Analiza povezanosti izmedu alelnih varijanata MDR1 gena i potrebe za operativnim

zahvatom u bolesnika s upalnim bolestima crijeva

Analiza u€inka terapije glukokortikoidima u ovisnosti o prisutnosti alelnih varijanata MDR1

gena u ispitanika s upalnim bolestima crijeva
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2.a. Analiza povezanosti izmedu prisutnosti alelnih varijanata MDR1 gena u ispitanika s

upalnim bolestima crijeva i razvoja ovisnosti na glukokortikoide.

2.b. Analiza povezanosti izmedu alelnih varijanata MDR1 gena u ispitanika s upalnim

bolestima crijeva i refraktornosti na glukokortikoidnu terapiju.

ZNANSTVENI DOPRINOS ISTRAZIVANJA

Upalne bolesti crijeva su bolesti nepoznate etiologije i nerazjasnjene patogeneze. Na temelju
dosadasnjih istrazivanja smatra se da je za nastanak bolesti odgovoran neadekvatan
imunoloski odgovor na antigene uobicajene crijevne flore u genetski predisponiranih osoba.
Takoder, u osoba oboljelih od upalnih bolesti crijeva glukokortikoidi su standardna terapija za
postizanje remisije bolesti. Medutim, iz nedovoljno poznatih razloga, pojedini bolesnici
razviti ¢e ovisnost o terapiji glukokortikoidima dok ¢e neki biti u potpunosti rezistentni na
glukokortikoide. Rana identifikacija ovih bolesnika te pravovremeno uvodenje
imunomodulatorne terapije za sada nije moguce. Dosadasnja istraZivanja o ulozi MDR1 gena
u patogenezi upalnih bolesti crijeva pokazala su proturjeéne rezultate pri ¢emu pojedine
studije potvrduju, a druge opovrgavaju ulogu pojedinih polimorfizama u patogenezi upalnih
bolesti crijeva. Obzirom da do danas sli¢no istrazivanje nije u¢injeno u Republici Hrvatskoj
predlozeno istrazivanje biti ¢e prvo koje ¢e nam pruziti uvid u prevalenciju pojedinih
polimorfizama MDR1 gena u populaciji bolesnika s upalnim bolestima crijeva i u populaciji
zdravih osoba. Takoder, predloZenim istrazivanjem pridonijeti ¢e se definiranju uloge MDR1
gena u patogenezi upalnih bolesti crijeva. Upalne bolesti crijeva karakterizirane su
varijabilnim 1 nepredvidljivim klini¢kim tijekom $to dodatno oteZava lijeenje ovih bolesnika.

Dodatne analize povezanosti pojedinih polimorfizama i odredenih fenotipskih karakteristika
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bolesti unaprijediti ¢e se znanje o genotip — fenotip korelacijama s ciljem da se u budu¢nosti
omoguci individualizirani terapijski pristup u ovih bolesnika. Analiza ovisnosti
polimorfizama MDR1 gena i odgovora na terapiju glukokortikoidima u bolesnika s upalnim
bolestima crijeva takoder do sada nije ucinjena u Republici Hrvatskoj. Istrazivanje ¢e
definirati utjecaj polimorfizama MDR1 gena na uspjeh terapije glukokortikoidima.
Identifikacija MDR1 genotipa koji nosi povecani rizik od razvoja ovisnosti ili neuspjeha
kortikosteroidne terapije omogucio bi rano prepoznavanje tih bolesnika s razvojem
individualiziranog pristupa lijeCenju s krajnjim ciljem izbjegavanja komplikacija bolesti i

lije¢enja te poboljsanja kvalitete zivota ovih bolesnika.
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3.1. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 308 bolesnika, 199 s Crohnovom bolesti i 109 s
ulceroznim kolitisom, u kojih je dijagnoza upalne bolesti crijeva postavljena na temelju
klinickih, endoskopskih, radioloskih i histoloskih karakteristika. Bolesnici s neklasificiranom
upalnom bolesti crijeva (IBDU) su iskljuceni iz istrazivanja. Pri uklju¢ivanu u studiju u svih
bolesnika ucinjena je detaljna evaluacija dotadasnjeg tijeka i ekstenzije bolesti te su
prikupljeni podaci o: dobi, spolu, dobi pri postavljanju dijagnoze bolesti, lokalizaciji i
ponasanju bolesti, prisutnosti ekstraintestinalnih manifestacija, broju operativnih zahvata,
dobi pri operativnom zahvatu te terapiji glukokortikoidima. Na temelju prikupljenih podataka
o lokalizaciji 1 ponaSanju bolesti bolesnici su prilikom ukljucivanja klasificirani prema
Montrealskoj klasifikaciji upalnih bolesti crijeva (107). Prema Montrealskoj klasifikaciji
bolesnici s Crohnovom bolesti klasificiraju se prema lokalizaciji 1 ponaSanju bolesti. Na
temelju lokalizacije bolesti svrstavaju se u jednu od Cetiri skupine: L1 skupinu ukoliko bolest
zahvaca terminalni ileum, L2 skupinu ukoliko bolest zahvaca kolon, L3 skupinu ukoliko
postoji zahvacenost i terminalnog ileuma i kolona te L4 skupinu ukoliko postoji izolirana
zahvadéenost gornjeg probavnog trakta. Na temelju ponasanja bolesti svrstavaju se u jednu od
3 skupine: B1 skupinu ukoliko je bolest inflamatornog fenotipa, B2 skupinu ukoliko je bolest
strikturirajuceg fenotipa 1 B3 bolest u slu€aju penetrantnog fenotipa bolesti pri ¢emu je u sve
tri skupine moguca prisutnost perianalne bolesti. Za razliku od Crohnove bolesti, bolesnici s
ulceroznim kolitisom Klasificiraju se samo na temelju lokalizacije bolesti u tri skupine: L1
skupinu ukoliko je bolest ograni¢ena na rektum, L2 skupinu ukoliko je bolest ograni¢ena na
lijevi kolon odnosno ukoliko se upalne promjene ne nalaze prokismalno od lijenalne fleksure

kolona 1 L3 skupinu ukoliko se bolest proteze proksimalno od lijenalne fleksure.
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U svih bolesnika je pri ukljucenju u studiju prikupljen podatak o terapiji glukokortikoidima za
vrijeme trajanja bolesti. Odgovor bolesnika na terapiju glukokortikoidima klasificiran je na
temelju Europskog konsenzusa o dijagnozi i lijeCenju Crohnove bolesti te Europskog
konsenzusa o lijecenju ulceroznog kolitisa (83,84). Na temelju spomenutih konsenzusa
bolesnici klasificirani u one s dobrim odgovorom na glukokortikoide, ovisne o
glukokortikoidima i one refraktorne na terapiju glukokortikoidima. Ovisnost na terapiju
glukokortikoidima postoji ukoliko nije moguce smanjiti dnevnu dozu prednizolona ispod 10
mg zbog aktivacije bolesti ili ukoliko unutar tri mjeseca od prekida terapije glukokortikoidima
dolazi do relapsa bolesti. Na glukokortikoide su refraktorni oni bolesnici u kojih ne dolazi do
adekvatnog smanjenja aktivnosti bolesti nakon Cetiri tjedna terapije glukokortikoidima u dozi

od 0.75 mg/kg.

U kontrolnu skupinu ukljuceno je 120 zdravih ispitanika bez simptoma ili pozitivne obiteljske
anamneze za upalnu bolest crijeva. Ispitanici u kontrolnoj skupini izabrani su tako da prema

dobi i spolu odgovaraju ispitanicima s upalnom bolesti crijeva.

Po ukljucivanju u studiju u svih je ispitanika jednokratno izvadeno 10 ml krvi iz koje je

ucinjena ekstrakcija DNA te potom analiza polimorfizama MDR1 gena.

Svi ispitanici upoznati su sa protokolom i svrhom istrazivanja, a prije ukljucivanja potpisali su
informirani pristanak. Istrazivanje je provedeno u skladu s etickim nacelima i1 Deklaracijom iz
Helsinkija iz 2000 godine. Istrazivanje je provedeno u Zavodu za gastroenterologiju i
Klini¢kom zavodu za molekularnu dijagnostiku KBC Zagreb. Istrazivanje je odobreno od
etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Zagreb 1 etickog povjerenstva Medicinskog

fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
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3.2. Genotipizacija MDR1 polimorfizama

Izdvajanje DNA iz 5 ml pune krvi sa Na-EDTA antikoagulansom provedeno je na aparatu
KingFisher (Njemacka), s kitom za izdvajanje DNA (Qiagen, Njemacka). Umnazanje
ulomaka gena MDR1/ABCB1 provodilo se metodom temeljenom na lancanoj reakciji
polimerazom u stvarnom vremenu (RT-PCR; engl. real time polymerase chain reaction), na
aparatu LightCycler®- Roche Diagnostics, Njemacka. LightCycler®(LC) tehnologija kombinira
brze temperaturne cikluse s mjerenjem fluorescencije dobivenih produkata na principu FRET-
a (eng. fluorescence resonance energy transfer, prijenos energije fluorescentnom
rezonancijom). Zeljeni odsje¢ak DNA se umnaza i kvantificira u stvarnom vremenu, §to znadi
da se umnazanje procjenjuje nakon svakog ciklusa. Uporabom hibridizacijskih proba
otkrivaju se mutacije gena u samo jednoj bazi i to na temelju temperature taljenja (Tm; eng.
melting temperature).

Za analizu polimorfizama MDR1 2677G>T/A u egzonu 21 primijenjena je metoda opisana u
literaturi (108,109). Za analizu polimorfizma MDR1 3435C>T u egzonu 26, primijenjena je
metoda PCR u stvarnom vremenu prema opisu von Ahsen i suradnika (110).

Reakcijska smjesa za PCR u stvarnom vremenu, u volumenu od 10ul sadrzava:

Fast Start DNA Master HybProbe master mix 1x; 2,5 mM MgCl,. 0,5 uM svake pocetnice;

0,1 uM anchor probe; 3 nM sensor probe; 0,5uL bovin serum; 0,5uL DMSO; 75 ng DNA.

Pocetnice 1 hibridizacijske probe:
G2367T/A T 5’-GCAGGAGTTGTTGAAATGAAAATG-3’
r 5’-CGCCTGCTTTAGTTTGACTCA-3’
G2367T/A:anchor 5’- LCRed640-CTTTCTTATCTTTCAGTGCTTGTCC-ph
sensor5’- TTCCCAGTACCTTCT-fluorescein

C3435T f 5-TGT TTTCAGCTGCTTGATGG-3’
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r 5>-AAGGCATGTATGTTGGCC TC-3’
C3435T sensor5’- LCRed640-GGAAGAGATCGTGAGGGCAG-ph

anchor5’- GACAACAGCCGGGTGGTGTCA —fluorescein

Oprema

Aparat za brzo izdvajanje DNA (KingFisher, Njemacka)

Instrument za umnazanje DNA, LightCycler 1.2 (Roche Diagnostics, Njemacka)
Centrifuge (Eppendorf, Njemacka)

Tresilice (Koetterman, Njemacka)

Hladnjak (Gorenje, Slovenija)

Kupelj (Koetterman, Njemacka)

Pribor

Kapilare za PCR u stvarnom vremenu, Roche Diagnostics, Njemacka
Epruvetezamalekoli¢ineuzorka, 0,2 mL; 0,5 mL; 1 mL (Eppendorf, Njemacka)
Automatske pipete 1-100 uL (Eppendorf, Njemacka)

Nastavci za automatske pipete 1-100 uL (Eppendorf, Njemacka)

Reagensi

Kit za brzo izdvajanje DNA (BioSprint 15 DNA Blood Kit: proteaza, puferiAL, AW1, AW?2,
AE, suspenzijaMagAttract) Qiagen, Njemacka

Izopropanol (Sigma, Njemacka)

Smjesa za umnazanje ulomaka DNA,LightCycler ® Fast Start DNA Master plus HybProbe
master mix (Roche, Njemacka)

Pocetnice 1 hibridizacijske probe (TIB MOLBIOL, Njemacka)
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Slika 1. Analiza MDR1 C3435T:

CC 65°C
CT 55°C, 65°C

TT 55°C
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Slika 2. Analiza MDR1 G2677T/A : TT 39°C
GT 39°C, 46°C
GG 46°C

TA 39°C, 51°C

3.3. Statisticka obrada podataka

U svim obradama podataka koriSteni su dvosmjerni (eng. two-tailed) testovi statisticke
znacajnosti. UcCestalosti svakog od genotipova izmedu skupina usporedena je putem
Fisherovog egzaktnog testa, a za statistiCku obradu koristen je program SPSS 17.0.1 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Ovaj test koristi se u slucaju 2x2 klasifikacijskih tablica u kojima je
broj slucajeva u jednoj ili vise ¢elija manji od 5 budu¢i da koristenje hi-kvadrat testa

podrazumijeva zadovoljenje tog preduvjeta. Ucestalost alela svakog SNP-a je odredena i
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usporedena putem statistickog programa Haploview 4.1, pri ¢emu u obradu nisu ukljuceni
rijetki 2677A aleli. Haplotipovi u razli¢itim skupinama sudionika procijenjeni su putem EM
algoritma (expectation-maximization) implementiranog u Haploview. Ovaj algoritam stvara
populacijske procjene na osnovi maksimalne vjerojatnosti za dani haplotip koju odreduje na
temelju podataka iz uzorka. Ucestalost pojedinog haplotipa odredena je zbrajanjem
vjerojatnosti (odredene putem EM algoritma) za taj haplotip u slucaju svakog pojedinca te su
ucestalosti u razli¢itim skupinama usporedene putem hi-kvadrat testa. U slucajevima
statistiCki znacajnih razlika odreden je omjer vjerodostojnosti (OR; eng. odds ratio) te njegov
95% interval pouzdanosti (95% ClI).

Osim navedenih usporedbi, ispitane su i razlike izmedu bolesnika s razli¢itim genotipovima s
obzirom na dob pri prvoj operaciji i broj operacija te vrijeme od dijagnoze do prvog
operativnog zahvata. Ova serija analiza napravljena je u SPSS-u. Budu¢i da su postojale
skupine sudionika kod kojih je raspodjela rezultata statisti¢ki znacajno odstupala od
normalne, kao mjere centralnih tendencija i rasprSenja koriSteni su medijan i interkvartilni
raspon. Genotipovi 2677AA, 2677GA i 2677TA su zbog malih ucestalosti izbaceni iz ovih
analiza. Skupine s razli¢itim genotipovima su medusobno usporedene putem Mann-
Whitneyevog U testa, pri ¢emu je razina zna¢ajnosti korigirana putem Bonferronijeve
korekcije. Budu¢i da su u svim sluc¢ajevima postojale ukupno 3 usporedbe, odnosni genotipa,
korigirana razina znacajnosti iznosila je p=0,017. Zbog moguénosti vezanih rangova koji
mogu utjecati na rezultate provedenih testova, u svim sluc¢ajevima izracunat je z-statistik koji

sadrzi korekciju za vezane rangove te je odredena njegova razina statisticke znacajnosti.
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Rezultati

4.1. Osnovne klinicke karakteristike ispitanika

U istrazivanje je uklju¢eno 199 bolesnika s Crohnovom bolesti i 109 bolesnika s ulceroznim
kolitisom. Osnovne klini¢ke karakteristike bolesnika prikazane su u tablici 3 1 tablici 4. U
istrazivanje je ukljuceno i 120 zdravih kontrola . Kontrolna skupina sastoji se od 60
muskaraca i 60 Zena te kontrolna skupina prema spolu odgovara skupinama bolesnika s
ulceroznim kolitisom i Crohnovom bolesti. Kao $to je vidljivo u tablici 3, u skupini bolesnka
s Crohnovom bolesti bilo je 53.3 % muskaraca, a medijan dobi prilikom postavljanja
dijagnoze iznosio je 25 godina s interkvartilnim rasponom od 18.5-31.1 godinu. Najc¢esca
lokalizacija bolesti u ovoj skupini bio je ileokolitis (50%), dok oko tre¢ina bolesnika ima
zahvacen samo terminalni ileum (32.7%), a 17.2% ima izoliranu zahvaéenost kolona.
Takoder, s obzirom na ponasanje bolesti, najveci broj bolesnika ima inflamatorni fenotip
(45.4%) nakon cega slijede bolesnici s strikturiraju¢im (33.2%) i penetrantnim fenotipom
(21.4%). Od ukupnog broja bolesnika 71.3% lijeceno je glukokortikoidima, a 56.3%

podvrgnuto je kirurSkom lijecenju do trenutka uklju¢ivanja u studiju.

Kao §to je vidljivo u tablici 4, u skupini bolesnika s ulceroznim kolitisom nalazi se 47.7%
muskaraca, a medijan dobi pri postavljanju dijagnoze iznosi 29.9 godina s interkvartilnim
rasponom od 26-35,7 godina. Najveéi broj bolesnika ima zahvacéenost cijelog debelog crijeva
(pankolitis, 69.4%), a slijede ih bolesnici sa zahva¢enim lijevim kolonom (20.4%) 1 oni sa
izoliranom zahvaéeno§c¢u rektuma (10.2%). U ovoj skupini bolesnika glukortikoidima je
lije¢eno 79.8% bolesnika, a u 19.8% bolesnika ucinjena je proktokolektomija sa formiranjem

poucha ili terminalnom ileostomom.

Ukupno gledajuéi, klinicke karakteristike nasih bolesnika odraz su ¢injenice da su regrutirani
u tercijarnom centru zbog cega Se U obje skupine nalazi znatan broj bolesnika s ekstenzivnom

bolesc¢u kao 1 visok postotak operiranih bolesnika s Crohnovom bolesti.
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Tablica 3. Klini¢ke karakteristike bolesnika s Crohnovom bolesti

Broj pacijenata
Spol — broj pacijenata (%)
Zenski
Muski
Operacija — broj pacijenata (%)
Dob pri dijagnozi (godine), medijan [interkvartilni raspon]
Dob pri operaciji (godine), medijan [interkvartilni raspon]
Trajanje bolesti prije operacije (godine), medijan [interkvartilni raspon]
Lokalizacija — broj pacijenata (%)
Ileum + UGI
Kolon + UGI
Ileokolon + UGI
UGI
Ponasanje — broj pacijenata (%)
Luminalni + perianal
Stenozirajuéi + perianal
Penetrantni + perianal
Perianal (bilo koji)
Ekstraintestinalne manifestacije (%)
Primljeni steroidi — broj pacijenata (%)

Dobar odgovor

Ovisni

Refraktorni

Rezultati

199

93 (46,7)

106 (53,3)
111 (56,3)
25,0 [18,50-31,10]
28,6 [22,80-36,80]
3,0 [0,40-6,67]

64+ 10 (32,7)

3440 (17,3)

98 + 17 (50,0)
29 (14,6)

89 + 28 (45,4)

65 + 25 (33,2)

42+ 16 (21,4)
70 (35,4)
92 (46,2)

42 (29,6)
91 (64,1)
9 (6,3)
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Tablica 4. Klinicke karakteristike bolesnika s ulceroznim kolitisom

Broj pacijenata 109

Spol — broj pacijenata (%)

Zenski 57 (52,3)
Muski 52 (47,7)
Operacija — broj pacijenata (%) 21 (19,8)
Dob pri dijagnozi (godine), medijan [interkvartilni raspon] 29,9 [26,0-35,70]
Dob pri operaciji (godine), medijan [interkvartilni raspon] 37,3 [31,80-43,10]

Trajanje bolesti prije operacije (godine), medijan [interkvartilni raspon] 4,4 [1,0-7,75]

Lokalizacija — broj pacijenata (%)

Proktitis 11 (10,2)
Lijevi kolon 22 (20,4)
Pankolitis 75 (69,4)
Ekstraintestinalne manifestacije (%) 22 (20,2)

Primljeni steroidi — broj pacijenata (%)

Dobar odgovor 27 (31,0)
Ovisni 46 (52,9)
Refraktorni 14 (16,1)
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4.2. Povezanost MDR1 C3435T i G2677T polimorfizma i upalnih

bolesti crijeva

Nije nadeno statisticki znacajno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze u kontrolnoj
skupini niti za G2677T/A SNP (p=0.93) niti za C3435T SNP (p=0.138). G2677T/A SNP u
egzonu 21 je trialelni polimorfizam i u ispitivanoj populaciji nadena su sva tri moguca alela.
Medutim, alel A je vrlo rijedak s ucestalosti od oko 3% u kontrolnoj skupini te u skupini
bolesnika s Crohnovom bolesti dok se u skupini bolesnika s ulceroznim kolitisom nalazi u
oko 1% ispitanika. Budu¢i da se A alel nalazi u vrlo malog broja ispitanika te da ne postoji
znacajna razlika u ucestalosti ovog alela izmedu ispitivanih skupinama, 2677A varijanta je

isklju¢ena iz daljnje statisticke analize alelnih asocijacija.

U tablici 5. prikazana je distribucija alela i genotipova u skupini bolesnika s upalnim
bolestima crijeva i kontrolnoj skupini. Kao $to je vidljivo, nema statisti¢ki znacajne razlike u
distribuciji pojedinih alela izmedu bolesnika s upalnim bolestima crijeva i kontrolne skupine.
Medutim, analiza distribucije genotipova otkriva statisti¢ki znacajnu razliku u zastupljenosti
TT i CT genotipa C3435T polimorfizma pri ¢emu postoji znacajno veca ucestalost nosioca TT
genotipa u skupini bolesnika s upalnim bolestima crijeva (p=0.02; OR 1.93, 95% CI (1.11-
3.35)) dok su nosioci CT genotipa znacajno rijede nalaze u skupini ispitanika s upalnim

bolestima crijeva (p=0.04; OR 0.63, 95% CI (0.41-0.97)).

Distribucija alela i genotipova C3435T i G2677T polimorfizama u skupini bolesnika s
Crohnovom bolesti i kontrolama prikazana je u tablici 6. Ne nalazi se statisticki zna¢ajna
razlika u distribuciji alela izmedu skupine bolesnika s Crohnovom bolesti 1 kontrolne skupine
u oba ispitivana SNP-a. Analizom distribucije genotipova, nalazi se zastitno djelovanje CT
genotipa C3435T polimorfizma, gdje je ucestalost nosioca navedenog genotipa znacajno visa

u kontrolnoj skupini u usporedbi sa skupinom bolesnika s Crohnovom bolesti (p=0.02; OR
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0.58, 95% C1(0.36-0.91). Nema razlike u distribuciji genotipova G2677T SNP-a izmedu

skupine bolesnika s Crohonovom bolesti i kontrolne skupine.

Tablica 5. Ucestalost alela i genotipa MDR1 2677G<T/A i 3435C<T polimorfizama u skupini

bolesnika s upalnim bolestima crijeva i kontrolnoj skupini

Kontrole IBD
p vrijednost
N (%) n (%)
MDR 1 2677G<T/A
T alel 83 (35.8) 246 (40.7) 0.189
G alel 149 (64.2) 358 (59.3)
AA 0 (0.0) 1(0.3) 1.0
GA 3(2.5) 3(1.0) 0.356
GG 47 (39.2) 115 (37.3) 0.740
GT 55 (45.8) 128 (41.6) 0.447
TA 1(0.8) 2 (0.6) 1.0
TT 14 (11.7) 59 (19.2) 0.085
MDR 1 3435C<T
T alel 106 (44.5) 304 (49.7) 0.179
C alel 132 (55.5) 308 (50.3)
TT 19 (16.0) 82 (26.8) 0.022
CT 68 (57.1) 140 (45.8) 0.040
CcC 32 (26.9) 84 (27.5) 1.0
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Tablica 1. Distribucija alela i genotipova MDR1 2677G<T/A i 3435C<T SNP-a u skupini

bolesnika s Crohnovom boles¢u i kontrolnoj skupini

Kontrole CD
p vrijednost
n (%) n (%)
MDR 1 2677G<T/A
T alel 83 (35.8) 149 (38.4) 0.513
G alel 149 (64.2) 239 (61.6)
AA 0 (0.0) 1(.5) 1.0
GA 3(2.5) 2 (1.0) 0.369
GG 47 (39.2) 82 (41.2) 0.726
GT 55 (45.8) 75 (37.7) 0.160
TA 1(.8) 2 (1.0) 1.0
TT 14 (11.7) 37 (18.6) 0.116
MDR 1 3435C<T
T alel 106 (44.5) 188 (47.5) 0.473
C alel 132 (55.5) 208 (52.5)
TT 19 (16.0) 51 (25.8) 0.050
CT 68 (57.1) 86 (43.4) 0.020
cC 32 (26.9) 61 (30.8) 0.525

Zanimljivo, analizom podskupine bolesnika s Crohnovom bolesti s izoliranim zahvacanjem

kolona nadena je znacajno veca ucestalost TT genotipa na C3435T lokusu u bolesnika s

Crohnovom bolesti u usporedbi s kontrolnom skupinom (p=0.015; OR 3.01, 95% CI (1.27-

7.12)). Nasuprot tomu, heterozigotnost za ovaj lokus pokazala je zastitni u¢inak pri ¢emu su

heterozigoti bili znatno ¢e$¢i u kontrolnoj skupini u usporedbi sa skupinom bolesnika s Crohn

kolitisom (p=0.01; OR 0.33, 95% CI (0.14-0.75)). Distribucija alela i genotipa u bolesnika s

Crohnovom bolesti ograni¢enoj na kolon i kontrola prikazana je u tablici 7.
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Tablica 7. Distribucija alela i genotipova MDR1 2677G<T/A i 3435C<T SNP-a u skupini

bolesnika s Crohn kolitisom i kontrolnoj skupini

MDR 1 2677G<T/A
T alel
G alel
GA
GG
GT
TA
TT
MDR 1 3435C<T
T alel
C alel
TT
CT
cC

Kontrole

n (%)

83 (35.8)
149 (64.2)
3(2.5)
47 (39.2)
55 (45.8)
1(0.8)
14 (11.7)

106 (44.5)
132 (55.5)
19 (16.0)
68 (57.1)
32 (26.9)

Crohn kolitis

N (%)

28 (42.4)
38 (57.6)
0 (0.0)
14 (41.2)
10 (29.4)
1(2.9)
9 (26.5)

34 (51.5)
32 (48.5)
12 (36.4)
10 (30.3)
11 (33.3)

p vrijednost

0.324

1.0
0.845
0.115
0.394
0.053

0.314

0.015

0.010
0.515

Distribucija alela i genotipova C3435T i G2677T/A MDRL1 polimorfizma u skupini bolesnika

s ulceroznim kolitisom i kontrolnoj skupini prikazana je u tablici 8. Analizom distribucije

alela nadena je grani¢no znacajna razlika u ucestalosti nosioca T alela G2677T polimorfizma

pri ¢emu je postotak nosioca T alela bio znatno visi u skupini bolesnika s ulceroznim

kolitisom u usporedbi s kontrolnom skupinom ( p=0.048; OR 1.46, 95% CI (1.0-2.14)).

Takoder, zamjecena je i veca ucestalost nosioca T alela C3435T polimorfizma u skupini

bolesnika s ulceroznim kolitisom u usporedbi s kontrolama no razlika nije dosegla prag

statisticke znacajnosti (p=0.051). Medutim, analiziraju¢i distribuciju genotipova izmedu
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skupina, nadena je znacajno veca ucestalost nosioca TT genotipa C3435T polimorfizma u

usporedbi s kontrolnom skupinom (p=0.015; OR 2.12, 95% CI (1.11-4.03)) sto potvrduje

trend uocen prilikom analize distribucije alela (tablica 8). Sukladno rezultatima u Crohnovoj

bolesti, nema razlike u distribuciji alela i genotipova G2677T/A SNP-a izmedu skupine

bolesnika s ulceroznim kolitisom i kontrolne skupine.

Tablica 8. Ucestalost MDR 1 2677G<T/A i 3435C<T genotipa u skupini bolesnika s

ulceroznim kolitisom i kontrolnoj skupini

Kontrole ucC
p vrijednost
n (%) n (%)
MDR 1 2677G<T/A
T alel 83 (35.8) 97 (44.9) 0.048
G alel 149 (64.2) 119 (55.1)
GA 3(2.5) 1 (0.9) 0.623
GG 47 (39.2) 33 (30.3) 0.168
GT 55 (45.8) 53 (48.6) 0.693
TA 1(0.8) 0(0.0) 1.0
TT 14 (11.7) 22 (20.2) 0.101
MDR 1 3435C<T
T alel 106 (44.5) 116 (53.7) 0.051
C alel 132 (55.5) 100 (46.3)
TT 19 (16.0) 31(28.7) 0.025
CT 68 (57.1) 54 (50.0) 0.290
cC 32 (26.9) 23 (21.3) 0.355
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4.3. Povezanost haplotipova 2 lokusa (C3435T/G2677T) i upalnih

bolesti crijeva

Budu¢i da je A alel G2677T/A polimorfizma vrlo rijedak u ispitivanoj populaciji te da nije
opazena znacajna razlika u distribuciji ovaj alel je izostavljen iz analize asocijacije
haplotipova. S obzirom na to analizirali razlike u distribuciji cetiri moguca haplotipa dva
ispitivana lokusa u skupini bolesnika s Crohovnom bolesti, ulceroznim kolitisom i u
kontrolnoj skupini. Distribucija haplotipova u bolesnika s Crohnovom bolesti i u kontrolnoj
skupini prikazana je u tablici 9. Kao §to je vidljivo, nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u

distribuciji pojedinih haplotipova izmedu ove dvije skupine ispitanika.

Tablica 9. Ucestalost MDR1 C3435T/G2677T haplotipova u skupini bolesnika s Crohnovom

bolesti i kontrolnoj skupini.

Kontrole CD
p vrijednost
n (%) n (%)
2677G<T 3435C<T
G C 126.3 (53.1) 202.2 (51.1) 0.621
T T 78.3(32.9)  144.9 (36.6) 0.344
G T 27.7 (11.7) 43.1 (10.9) 0.765
T C 5.7 (2.4) 5.8 (1.5) 0.405
T C 5.7 (2.4) 5.8 (1.5) 0.405

Za razliku od analize u bolesnika s Crohnovom bolesti, analiziraju¢i distribuciju hapolotipova
u bolesnika s ulceroznim kolitisom identificiran je haplotip koji nosi povecani rizik za razvoj
ulceroznog kolitisa. Kao $to se moze vidjeti u tablici 10, nosioci 3435T/2677T haplotipa

nadeni su znacajno ¢es¢e u skupini bolesnika s ulceroznim kolitisom te nosioci ovog haplotipa
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imaju 1.5 puta veci rizik pojave ulceroznog kolitisa u odnosu na one Kkoji isti haplotip ne nose

(p=0.02; OR 1.55, 95% CI (1.06-2.28)).

Tablica 10. Ucestalost MDR1 C3435T/G2677T haplotipova u skupini bolesnika s ulceroznim
kolitisom i kontrolnoj skupini.

kontrole ucC
p vrijednost
n (%) n (%)
2677G<T 3435C<T
G C 126.2 (53.0) 97.3 (44.6) 0.072
T T 78.2 (32.9) 94.2 (43.2) 0.023
G T 27.8 (11.7) 22.9 (10.5) 0.695
T C 5.8 (2.4) 3.6 (1.7) 0.567

4.4. Analiza povezanosti genotipa i fenotipskih karakteristika

U bolesnika s Crohnovom bolesti analizirana je distribucija alela i genotipova MDR1
G2677T/A i1 C3435T polimorfizma u ovisnosti o glavnim karakteristikama Crohnove bolesti
odnosno ovisno o lokalizaciji 1 ponasanju bolesti. Na temelju u€injene analize, ne nalazi se
znacajne povezanosti ispitivanih polimorfizama i Cetiri glavne lokalizacije bolesti. Treba
napomenuti da je opaZena znac¢ajno manja ucestalost nosioca TT genotipa C3435T
polimorfizma u bolesnika u kojih je bolest ograni¢ena na terminalni ileum gdje je zamjeceno
da svega 17% bolesnika u toj skupini nosi taj genotip u usporedbi s 30.1% bolesnika koji
nemaju isklju¢ivo zahvacen terminalni ileum. Medutim, razlika izmedu grupa nije dosegla
prag statisticke znacajnosti (p=0.058). Analiziraju¢i skupine bolesnika sa i bez perianalne
bolesti ponovno je nadeno zastitno djelovanje heterozigota C3435T polimorfizma.

Heterozigoti za ovaj lokus imaju zna¢ajno manyji rizik od pojave perianalne bolesti u
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usporedbi s homozigotima za divlji tip ili homozigotima za mutaciju (p=0.036; OR 0.51, 95%

C1(0.28-0.94)) (tablica 11). Takoder postoji i trend prema vecoj ucestalosti TT genotipa na

istom lokusu u bolesnika s perianalnom bolesti, ali razlika izmedu grupa nije dosegla

statistiCki znaCajnost (p=0.06).

Tablica 11. Ucestalost MDR 1 2677G<T/A i 3435C<T genotipa u skupini bolesnika s

Crohnovom bolesti s obzirom na perianalne komplikacije

Ne Da
p vrijednost
n (%) n (%)
MDR 1 2677G<T/A
T alel 90 (36.3) 57 (41.3) 0.331
G alel 158 (63.7) 81 (58.7)
AA 0 (0.0) 1(1.4) 0.354
GA 2 (1.6) 0(0.0) 0.541
GG 53 (41.4) 29 (41.4) 1.0
GT 52 (40.6) 23 (32.9) 0.358
TA 2 (1.6) 0 (0.0) 0.541
TT 19 (14.8) 17 (24.3) 0.123
MDR 1 3435C<T
T alel 116 (45.7) 71 (50.7) 0.337
C alel 138 (54.3) 69 (49.3)
TT 27 (21.3) 24 (34.3) 0.061
CT 62 (48.8) 23 (32.9) 0.036
CcC 38 (29.9) 23 (32.9) 0.748
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Analiziraju¢i distribuciju alela i genotipova u bolesnika s Crohnovom bolesti sa i bez
ekstraintestinalnih manifestacija uocena je povezanost G2677T 1 C3435T polimorfizma i
pojave ekstraintestinalnih manifestacija (tablica 12). Nosioci G2677 alela imaju znacajno veci
rizik od pojave ekstraintestinalnih manifestacija (p=0.025; OR 1.79, 95% CI (1.07-2.99)). Isti
trend uocCen je i analizom genotipova gdje su nosioci GG genotipa na ovom lokusu bili znatno
¢esce zastupljeni u skupini bolesnika s ekstraintestinalnim manifestacijama (54.3% vs 37.5%)
no razlika nije dosegla prag znacajnosti (0.058). Nasuprot tomu, opazeno je zastitno
djelovanje T alela na C3435T lokusu pri ¢emu su nosioci T alela imali znatno manyji rizik od
pojave ekstraintestinalnih manifestacija (p=0.03; OR 0.59, 95% CI (0.36-0.95)) (tablica 12). |
ovdje je opazen trend s znatno manjim brojem nosioca TT genotipa na C3435T lokusu u
skupini bolesnika s ekstraintestinalnim manifestacijama u odnosu na one bez no razlika

izmedu grupa nije bila statisti¢ki znacajna (15.2% vs 29.4%; p=0.08).

Ucinjenom analizom nije nadena znacajna povezanost alela i genotipova ispitivanih
polimorfizama i potrebe za kirurskim lijeCenjem kao i broja operativnih zahvata u skupini

skupini bolesnika s Crohnovom bolesti.
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Tablical2. Ucestalost MDR 1 2677G<T/A i 3435C<T genotipa u skupini bolesnika s

Crohnovom bolesti s obzirom na prisutnost ekstraintestinalnih manifestacija

ne Da
p vrijednost
n (%) n (%)
MDR 1 2677G<T/A
T alel 115 (41.4) 26 (28.3) 0.025
G alel 163 (58.6) 66 (71.7)
AA 1(0.7) 0 (0.0) 1.0
GA 2 (1.4) 0(0.0) 1.0
GG 54 (37.5) 25 (54.3) 0.058
GT 55 (38.2) 16 (34.8) 0.729
TA 2(1.4) 0 (0.0) 1.0
TT 30 (20.8) 5 (10.9) 0.189
MDR 1 3435C<T
T alel 146 (51.0) 35(38.0) 0.030
C alel 140 (49.0) 57 (62.0)
TT 42 (29.4) 7 (15.2) 0.081
CT 62 (43.4) 21 (45.7) 0.865
cC 39 (27.3) 18 (39.1) 0.142

U bolesnika s ulceroznim kolitisom nije opazena povezanost alela i genotipova ispitivanih

polimorfizama s odredenom lokalizacijom bolesti. Takoder, nije nadena povezanost izmedu

ispitivanih polimorfizama 1 pojave ekstraintestinalnih manifestacija, potrebe za kirurSkim

lijeCenje kao ni vremenu proteklom od dijagnoze do operativnog zahvata u ovoj skupini

bolesnika.
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4.5. Utjecaj MDR1 C3435T i G2677T/A polimorfizama na odgovor

na terapiju glukokortikoidima

U skupini bolesnika s Crohnovom bolesti 71.3% (n=142) bolesnika lijeceno je
glukokortikoidima u tijeku bolesti. Od bolesnika koji su lijeceni glukokortikoidima, njih
26.6% imalo je dobar odgovor na glukokortikoide, ovisnost o glukokortikoidima javila se u
64.1%, a 6.3% bolesnika bilo je refraktorno na terapiju (tablica 3). Distribucija alela i
genotipova u bolesnika s dobrim odgovorom, bolesnika s razvojem ovisnosti na
glukokortikoide te bolesnike refraktorne na terapiju prikazana je u tablici 13 i tablici 14. Na
razini alela nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji alela izmedu bolesnika s
dobrim odgovorom i bolesnika s ovisnosti 0 glukokortikoidima. Analizom distribucije
genotipova nadena je znacajno vecéa ucestalost nosioca GT genotipa G2677T polimorfizma u
skupini bolesnika s dobrim odgovorom na terapiju u usporedbi s bolesnicima ovisnima o
glukokortikoidima te nosioci ovog genotipa imaju znac¢ajno vecu Sansu da dobro odgovore na
terapiju glukokortikoidima (p=0.034; OR 2.32, 95% CI(1.11-5.0)). U skupini bolesnika
refraktornih na terapiju nije nadena razlika u distribuciji alela i genotipova u usporedbi sa

skupinom bolesnika s dobrim odgovorom na terapiju.
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Tablica 13. Odnos alela i genotipa MDR 1 2677G<T/A i MDR1 3435C<T i odgovora na

terapiju glukokortikoidima u bolesnika s Crohnovom bolesti

ovisan dobar odgovor .
n (%) n (%) p vrijednost

MDR 1 2677G<T/A

T alel 65 (36.9) 38 (45.2) 0.200

G alel 111 (63.1) 46 (54.8)

AA 1(1.1) 0 (0.0 1.0

GA 1(1.1) 0 (0.0 1.0

GG 41 (45.1) 12 (28.6) 0.087

GT 29 (31.9) 22 (52.4) 0.034

TA 1(1.1) 0 (0.0 1.0

1T 18 (19.8) 8 (19.0) 1.0
MDR 1 3435C<T

T alel 81 (45.0) 45 (53.6) 0.194

C alel 99 (55.0) 39 (46.4)

1T 25 (27.8) 12 (28.6) 1.0

CT 31 (34.4) 21 (50.0) 0.126

CcC 34 (37.8) 9 (21.4) 0.074

Tablica 142. Odnos alela i genotipova MDR 1 2677G<T/A i MDR1 3435C<T SNP-a i

refraktornosti na terapiju glukokortikoidima u bolesnika s Crohnovom bolesti

Refraktoran ~ dobar odgovor

P vrijednost

n (%) n (%)
MDR 1 2677G<T/A
T alel 6 (33.3) 38 (45.2) 0.355
G alel 12 (66.7) 46 (54.8)
GG 5 (55.6) 12 (28.6) 0.140
GT 2(22.2) 22 (52.4) 0.147
1T 2(22.2) 8 (19.0) 1.0
MDR 1 3435C<T
T alel 9 (50.0) 45 (53.6) 0.783
C alel 9 (50.0) 39 (46.4)
1T 3(33.3) 12 (28.6) 1.0
CT 3(33.3) 21 (50.0) 0.473
CcC 3(33.3) 9 (21.4) 0.424
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U skupini bolesnika s ulceroznim kolitisom glukokortikoidima je lijeceno 78.8% bolesnika
(n=87) od cega je 31% imalo dobar odgovor, 52.9% bilo je ovisno, a 16.1% bilo je
refraktorno na terapiju glukokortikoidima (tablica 4). Distribucija alela i genotipova C3435T i
G2677T/A polimorfizma u ovim skupinama bolesnika prikazana je u tablicama 15 i 16. Kao
Sto je vidljivo iz tablice 15 postoji znacajno veca ucestalost nosioca T alela G2677T
polimorfizma u skupini bolesnika s razvojem ovisnosti na terapiju glukokortikoidima gdje taj
alel nosi 55.6% ispitanika u usporedbi sa bolesnicima s dobrim odgovorom na
glukokortikoidnu terapiju gdje isti alel nosi svega 35.2% ispitanika te nosioci T alela imaju
znacajno vecu Sansu za razvoj ovisnosti na glukokortikoide (p=0.018; OR 2.30, 95% CI
(1.15-4.62)). Analizirajuci distribuciju genotipova izmedu skupina bolesnika s dobrim
odgovorom na terapiju glukokortikoidima i onih s razvojem ovisnosti na glukokortikoide nije
nadena statisti¢ki znac¢ajna razlika u distribuciji genotipova izmedu skupina. Medutim,
rezultati ukazuju na prisutnost dva trenda. Naime, nadena je veca ucestalost nosioca GG
genotipa G2677T/A SNP-a u skupini bolesnika s dobrim odgovorom na terapiju no razlika je
na pragu statisticke znacajnosti (p=0.051). Nadalje, opaZena je i veca ucestalost nosioca CC
genotipa C3435T SNP-a u skupini bolesnika s dobrim odgovorom na terapiju no razlika
izmedu skupina nije dosegla prag statisticke znac¢ajnosti (p=0.08). U skupini bolesnika
refraktornih na terapiju nije nadena razlika u distribuciji alela 1 genotipova u usporedbi sa
skupinom bolesnika s dobrim odgovorom na terapiju $to je u skladu s rezultatima u ispitanika

s Crohnovom bolesti.
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Tablica 15. Odnos alela i genotipova MDR1 2677G<T/A i MDR1 3435C<T i odgovora na

terapiju glukokortikoidima u bolesnika s ulceroznim kolitisom

ovisan dobar odgovor .
N (%) n (%) p vrijednost

MDR 1 2677G<T/A

T alel 50 (55.6) 19 (35.2) 0.018;

G alel 40 (44.4) 35 (64.8)

GA 1(2.2) 0 (0.0 1.0

GG 8 (17.4) 11 (40.7) 0.051

GT 24 (52.2) 13 (48.1) 0.811

1T 13 (28.3) 3(11.1) 0.142
MDR 1 3435C<T

T alel 53 (57.6) 25 (46.3) 0.186

C alel 39 (42.4) 29 (53.7)

1T 14 (30.4) 7 (25.9) 0.792

CT 25 (54.3) 11 (40.7) 0.334

CcC 7 (15.2) 9(33.3) 0.085

Tablical6. Odnos MDR1 2677G<T/A i MDR1 3435C<T genotipa i refraktornosti na steroide

u bolesnika s ulceroznim kolitisom

refraktoran dobar odgovor

n (%) 0 (%) p vrijednost

MDR 1 2677G<T/A

T alel 10 (35.7) 19 (35.2) 0.962

G alel 18 (64.3) 35 (64.8)

GG 6 (42.9) 11 (40.7) 1.0

GT 6 (42.9) 13 (48.1) 1.0

1T 2 (14.3) 3(11.1) 1.0
MDR 1 3435C<T

T alel 14 (53.8) 25 (46.3) 0.527

C alel 12 (46.2) 29 (53.7)

1T 4 (30.8) 7 (25.9) 1.0

CT 6 (46.2) 11 (40.7) 1.0

CcC 3(23.1) 9(33.3) 0.716
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Konaéno, analizirali smo povezanost haplotipova dva ispitivana lokusa i odgovora na terapiju
glukokortikoidima. U bolesnika s Crohnovom bolesti nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u
distribuciji haplotipova u ovisnosti o odgovoru na terapiju glukokortikoidima. Medutim, u
bolesnika s ulceroznim kolitisom identificirali smo haplotip koji nosi povecani rizik za razvoj
ovisnosti o glukokortikoidima (tablica 16). Nosioci 3435T/2677T haplotipa imaju znacajno
vecu Sansu za razvoj ovisnosti na glukokortikoide u usporedbi s nosiocima drugih haplotipova
(p=0.02; OR 2.27, 95% CI (1.13-4.56)). Nije nadena znacajna razlika u distribuciji

haplotipova u bolesnika s ulceroznim kolitisom refraktornih na glukokortikoide.

Tablical6. Odnos MDR1 C3435T/G2677T haplotipova u skupini bolesnika s ulceroznim

kolitisom i ovisnosti o steroidima

ovisan dobar odgovor
p vrijednost
n (%) n (%)
2677G<T 3435C<T
T T 48.7 (52.9) 17.9 (33.2) 0.021
G C 36.8 (40.0) 27.9 (51.7) 0.167
G T 4.3 (4.7) 7.1(13.1) 0.069
T C 2.2(2.4) 1.1 (2.0) 0.859
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Upalne bolesti crijeva kroni¢ne su bolesti koje nastaju kao rezultat neadekvatne aktivacije
imunoloskog sustava u genetski predisponiranih osoba. Prema danas prihvac¢enoj teoriji,
centralno mjesto u patogenezi ovih bolesti pripada fizioloskoj crijevnoj mikroflori. 1z tog
razloga, zajednicki model za gene koji stvaraju predispoziciju za pojavu upalnih bolesti
crijeva je da mijenjaju interakciju izmedu domacina i njegovog okolisa i time pridonose
pojavi bolesti. S tog aspekta, MDR1 je odli¢an kandidat gen za upalne bolesti crijeva buduéi
da se nalazi u regiji povezanoj s upalnim bolestima crijeva na 7 kromosomu, da mdrl knock-
out misevi razvijaju kolitis u prisustvu fizioloske intestinalne flore, da njegov proteinski
produkt ima ekspresiju na apikalnoj povrsini intestinalnih epitelnih stanica te da polimorfizmi
MDR1 gena mjenjaju aktivnost njegovog proteinskog produkta koji funkcionira kao
transportna pumpa. Medutim, nakon inicijalnih istrazivanja u kojima je opisana povezanost
C3435T i G2677T polimorfizma i ulceroznog kolitisa odnosno upalnih bolesti crijeva kasnija
istrazivanja nisu uvjerljivo potvrdila ove rezultate te je uloga MDR1 gena u patogenezi
upalnih bolesti crijeva nejasna (62-78). U ovoj studiji istrazili smo povezanost polimorfizama
MDR1 gena i upalnih bolesti crijeva u kohorti dobro klini¢ki karakteriziranihbolesnika s
Crohnovom bolesti i ulceroznim kolitisom. Rezultati naseg istrazivanja potvrduju povezanost
G2677T i C3435T polimorfizma s ulceroznim kolitisom. Na temelju nasih rezultata, nosioci
2677T alela imaju znatno veci rizik pojave ulceroznog kolitisa. Brant i suradnici prvi su
objavili povezanost G2677T SNP-a s upalnim bolestima crijeva (64). Medutim, u tom
istrazivanju nije definirano s kojim je fenotipom upalnih bolesti crijeva nadena povezanost.
Nadalje, rezultat spomenutog istrazivanja upucuju na povezanost upalnih bolesti crijeva i G
alela. U kasnijim istrazivanjima jo$ su Onnie i suradnici te Potocnik i suradnici dokazali
povezanost G2677T polimorfizma s ulceroznim kolitisom (67,70). U potonja dva istrazivanja
povezanost je dokazana za nosioce T alela ovog polimorfizma §to je u skladu i S rezultatima

naseg istrazivanja. Dodatno teZinu nasim rezultatima daje i ¢injenica da je istraZivanje Onnie i
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suradnika imalo do danas najvecu statisticku snagu za detekciju povezanosti polimorfizama
MDR1 gena i upalnih bolesti crijeva. U skupini bolesnika s ulceroznim kolitisom nije nadena
statistiCki znacajna razlika u distrubuciji alela C3435T polimorfizma u usporedbi s
kontrolama. Medutim, opazili smo vecu ucestalost 3435T alela u odnosu na kontrole (53.7%
vs 44,5%) no opaZena razlika je na pragu statisticke znacajnosti (p=0.051) te je izostanak
povezanosti T alela i ulceroznog kolitisa, opisana od strane drugih istrazivac¢a, moguce
posljedica nedovoljnog broja bolesnika u nasoj kohorti (62,68). Na ulogu C3435T
polimorfizma u ulceroznom kolitisu dodatno upucuje ¢injenica da na temelju nasih rezultata,
nosioci TT genotipa ovog lokusa imaju znacajno veci rizik pojave ulceroznog kolitisa. Time
nasi rezultati potvrduju rezultate drugih istrazivacéa koji su nasli povezanost T alela i TT
genotipa ovog polimorfizma i ulceroznog kolitisa (62,68). Dosadasnja istrazivanja
haplotipova ova dva lokusa ponudila su zanimljive rezultate buduci da su u istim kohortama
identifcirani i haplotipovi koji nose rizik kao i oni koji $tite od pojave ulceroznog kolitisa §to
upucuje na kompleksno djelovanje MDR1 gena na predispoziciju za pojavu bolesti (67,68).
Sukladno ovim rezultatima, opazili smo znacajno ¢eSc¢u pojavu 3435T/2677T haplotipa u
bolesnika s ulceroznim kolitisom §to je dodatna potvrda uloge ovih polimorfizama u stvaranju
predipozicije za pojavu ulceroznog kolitisa. Vazno je napomenuti da je ovaj haplotip ukljucen
u dva od ukupno tri haplotipa, opisanih u istrazivanju Poto¢nika i suradnika, koji nose
povecani rizik pojave ulceroznog kolitisa (67). Medutim, znacajan broj istrazivanja nije
dokazao znacajnu povezanost G2677T i/ili C3435T polimorfizma i ulceroznog kolitisa
(63,65,66,69,71,72,74-76). Razlog tolikih razlika izmedu rezultata pojedinih istrazivanja nije
u potpunosti jasan. Upalne bolesti crijeva su kompleksne genetske bolesti gdje u nastanku
bolesti ulogu ima veliki broj razli¢itih gena pri ¢emu je uloga svakog pojednog gena relativno
mala, a do nastanka bolesti dolazi kombinacijom malih u¢inaka velikog broja gena. Sukladno

tomu, doprinos polimorfizama MDR1 gena predispoziciji za razvoj ulceroznog kolitisa je
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oc¢ekivano skroman (p vrijednosti od 0.02-0.04.; OR 1.23-1.4) (tablica 2), a u ove okvire se
uklapaju i nasi rezultati. S obzirom na skroman doprinos MDR1 gena predispoziciji za
ulcerozni kolitis, moguce je da su pojedine studije imale nedovoljnu snagu za detekciju
ucinka ove veli¢ine. Medutim, ovo je objasnjenje malo vjerojatno buduci da nase istrazivanje,
u kojem smo dokazali povezanost ovih polimorfizama i ulceroznog kolitisa, ukljuc¢uje 109
bolesnika §to je jedna od manjih kohorta objavljenih u literaturi. Nasuprot tomu, od Sest
istrazivanja koja su ukljucila vise od 300 bolesnika s ulceroznim kolitisom svega u tri je
nadena pozitivna asocijacija (63,68-71,77) te se razlog opazenih inkonzistentnosti rezultata ne
moze objasniti iskljucivo razlikama u broju ispitanika. U pojedinim istrazivanjima nadena je
povezanost polimorfizama MDR1 gena s ekstenzivnim kolitisom, te su autori sugerirali da je
razlika izmedu rezultata pojedinih istrazivanja posljedica razlika u subfenotipskim
karakteristikama bolesnika s ulceroznim kolitisom odnosno da ¢e ukljucivanje veceg broja
bolesnika s ekstenzivnim kolitisom dovesti do pozitivnog rezultata (68). Medutim, u nasoj
populaciji bolesnika s ulceroznim kolitisom 69.4% imalo je pankolitis no nismo dokazali
povezanost niti s C3435T niti s G2677T polimorfizmom u ove subpopulacije bolesnika.
Protiv ovog objasnjenja govore i rezultati drugih istrazivanja koji takoder nisu replicirali
povezanost s ekstenzivnim kolitisom, a 1 u samom istrazivanja Onnie i suradnika u kojem je
nadena povezanost 2677TT genotipa s ekstenzivnim kolitisom isti trend opazen je i u grupi
bolesnika s lijevostranim kolitisom sto upucuje na ¢injenicu da TT genotip nije ekskluzivno
vezan uz ekstenzivni Kolitis (70). U objavljenim istrazivanjima prisutna je znacajna
heterogenost ispitanika s ulceroznim kolitisom te posebno heterogenost kontrolne skupine s
obzirom na ucestalost alela ispitivanih polimorfizama. U dosadasnjim istrazivanjima,
ucestalost pojave T alela C3435T polimorfizma varira od 41%-65.3%, a T alela G2677T
polimorfizma od 40%-53% u bolesnika s ulceroznim kolitisom (62-77). Medutim, znatno veci

utjecaj na razliitost rezultata pojedinih istrazivaca ima heterogenost kontrolnih skupina pa
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tako ucestalost pojave T alela C3435T polimorfizma varira od 37%-63%, a T alela G2677T
polimorfizma od 39%-48% (64,67-72,75-78). Veliki utjecaj frekvencije alela u kontrolnoj
skupini na rezultate najbolje ilustrira istrazivanje Glas i suradnika (65). U tom su istrazivanju
usporedivane frekvencije alela C3435T polimorfizma izmedu skupine bolesnika s ulceroznim
kolitisom i dvije razli¢ite kontrolne skupine. Usporedbom s kontrolnom skupinom 1 u kojoj je
ucestalost T alela ispitivanog polimorfizma bila 52.8% nije nadena statisti¢ki znac¢ajna razlika
u odnosu na skupinu bolesnika s ulcerzonim koltitisom. Medutim, usporedbom s kontrolnom
skupinom 2, u kojoj je frekvencija T alela bila 43.7%, nadena je statisticki znacajna razlika.
Buduc¢i da se u slu¢aju MDRI1 gena radi o malim razlikama u ucestalosti ispitivanih alela
izmedu dviju skupina, razumljivo je da su relativno velike razlike u zastupljenosti minor alela
u kontrolnoj skupini najvjerojatniji uzrok velikih razlika u rezultatima dosadasnjih
istrazivanja. Za napomenuti je da je ucestalost T alela G2677T polimorfizma u nasoj
kontrolnih skupini 35.8% $to je najniza do sada objavljena frekvencija u Europljana. Ova
¢injenica dodatno potkrepljuje postojanje razlika izmedu razliCitih populacija unutar Europe
te upucuje na vaznost replikacije rezultata genetskih istraZivanja u razlicitih etnickih skupina.
Buduc¢i da nasi rezultati upuéuju na ulogu C3435T i G2677T polimorfizma u patogenezi
ulceroznog kolitisa postavlja se pitanje na koji nacin ovi polimorfizmi dovode do pojave
bolesti. Uzimajuci u obzir da mdrla knock out misevi razvijaju kolitis u prisutnosti fizioloske
crijevne flore o¢ekivali bismo da su aleli 1 genotipovi koji nose povecani rizik od pojave
bolesti povezani s nizom razinom ekspresije Pgp-a u odnosu na nosioce divljeg tipa (54). Ovo
dodatno potvrduje nalaz niskih razina ekspresije Pgp-a u sluznici kolona u bolesnika oboljelih
od ulceroznog kolitisa pri ¢emu je razina ekspresije obrnuto proporcionalna aktivnosti bolesti
(111-113). Rezultat G2677T polimorfizma je zamjene alanina serinom u slijedu aminokiselina
Pgp-a. Suprotno oc¢ekivanom, objavljeno je da nosioci ove mutacije imaju visu razinu

ekspresije Pgp-a (59). Nasuprot tomu, istrazivanje Kimchi-Sarfaty i suradnika nije dokazalo
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utjecaj ove mutacije niti na ekspresiju niti na lokalizaciju Pgp-a u stanici (114). Budu¢i da
G2677T polimorfizam nije povezan sa smanjenim razinama ekspresije Pgp-a, moguce ja ovaj
SNP mjenja afinitet molekule Pgp-a za odredeni produkt ili skupinu produkata ili pak utjece
na stabilnost samog Pgp-a te time ostvaruje svoj utjecaj na sklonost pojavi bolesti. S druge
strane, TT genotip C3435T polimorfizma povezan je s niskim razinama ekspresije Pgp-a u
bijelaca dok je upravo obrnuto nadeno istrazivanjima u Japanu ¢ime se jos jednom
naglaSavaju interetni¢ke razlike u djelovanju MDR1 (60,94-97). Budu¢i da je u bijelaca TT
genotip povezan s niskom razinom ekspresije Pgp-a on se mehanicisticki uklapa u model
dobiven na temelju rezultata na miSevima gdje niska razina Pgp-a dovodi do pojave bolesti.
Interesantno je da je C3435T sinonimski SNP, §to znaci da ne dovodi do zamjene
aminokiselina (nijema mutacija). Budu¢i da mutacija ne dovodi do promjene
aminokiselinskog slijeda postavlja se pitanje na koji nac¢in dovodi do smanjenja ekspresije
Pgp-a. Prethodna istrazivanja su pokazala da unutar MDR1 gena postoji znacajan linkage
disequilibirum, uklju¢ujuci i snazan linkage izmedu G2677T i C3435T polimorfizma
(59,68,115). Linkage disequilibrium oznacava pojavu zajednickog prenoSenja dva razlicita
lokusa ¢esce nego $to bi se moglo ocekivati na temelju slucajnosti. S obzirom na navedeno,
ucinili smo analizu povezanosti haplotipova dva lokusa i ulceroznog kolitisa i nasli smo
povezanost jednog haplotipa i ulceroznog kolitisa. Medutim, razina znacajnosti i rizik nisu
bili superiorni u odnosu na analizu pojedina¢nih polimorfizama. lako je moguce je da je u
nasoj populaciji za u¢inak C3435T polimorfizma u stvari odgovoran G2677T polimorfizam,
najuvjerljivije objasnjenje je da se C3435T polimorfizam nalazi u linkage disequilibriumu s
nekim drugim, za sada nepoznatim, SNP-om koji je u biti mutacija koja uzrokuje povezanost
s ulceroznim kolitisom.

Za razliku od ulceroznog kolitisa dokazi za povezanost polimorfizama MDR1 gena i

Crohnove bolesti znatno su manje uvjerljivi. Od dosadasnjih istrazivanja samo je u dva
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uocena asocijacija C3435T polimorfizma i Crohnove bolesti (tablica 2). Prvo istrazivanje u
kojem je nadena povezanost s Crohnovom bolesti bilo je ono Urcelay i suradnika u kojem je
nadena povezanost CC genotipa C3435T polimorfizma i Crohnove bolesti (71). Medutim, u
tom istrazivanju podaci nisu bili u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi $to kompromitira rezultate
tog istrazivanja. Drugo istrazivanje u kojem je nadena povezanost s Crohnovom bolesti bilo je
ono Lal i suradnika u kojem je nadena povezanost T alela i Crohnove bolesti (73). Medutim, u
ovom istrazivanju oko 30% bolesnika s Crohnovom bolesti bili su Askhenazi Zidovi te
rezultate treba uzeti s rezervom s obzirom na poznatu ¢injenicu da su upalne bolesti crijeva
znatno ¢esce javljaju u ovoj populaciji u odnosu na ostatak bijelaca (7). U nasoj kohorti
bolesnika s Crohnovom bolesti nismo opazili znac¢ajnu razliku u distribuciji alela C3435T i
G2677T polimorfizma. Medutim, na razini genotipova opazili smo zastitni u¢inak
heterozigotnosti na C3435T lokusu. Na koji na¢in heterozigotnost na ovom lokusu §titi od
pojave Crohnove bolesti je trenutno tesko objasniti. Zastitno djelovanje heterozigota ovog
lokusa nadeno je i u istrazivanju Huebner i suradnika, ali u ulceroznom kolitisu (77). U
literaturi je opisano povoljno djelovanje heterozogotnosti za CFTR gen pri ¢emu heterozigoti
imaju vecu otpornost na infekciju Salmonellom typhi (116). Takoder u anemiji srpastih
stanica heterozigotnost pruza zastitu od pojave malarije (117). Analogno ovim spoznajama,
Huebner i suradnici su postavili atraktivnu hipotezu da heterozigoti za C3435T lokus imaju
vecu otpornost na mikroorganizme te da je upravo taj u¢inak odgovoran za zastitno djelovanje
od ulceroznog kolitisa (77). Ukoliko je navedena hipoteza to¢na, to bi objasnilo nas nalaz
zastitnog djelovanje heterozigotnosti na pojavu Crohnove bolesti posebice imajuci u vidu
centralno mjesto crijevne mikroflore u patogenezi bolesti. Interesantno, usporedujuci
kontrolnu skupinu s bolesnicima s Crohn kolitisom opazili smo zna€ajno vecu ucestalost
nosioca TT genotipa C3435T polimorfizma u skupini bolesnika s Crohnovom bolesti §to je

vrlo sli¢no rezultatima u ulceroznom kolitisu. Sli¢no nasSim rezultatima, Ardizzone i suradnici
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nasli su povezanost T alela 3435T polimorfizma i ileokolitisa (76). Ova ¢injenica u
kombinaciji sa spoznajom da je TT genotip povezan s niskom razinom ekspresije Pgp-a
upucuje na ¢injenicu da niske razine Pgp-a predisponiraju za nastanak upale u kolonu. Na Kkoji
nacin niske razine Pgp-a specifi¢no predisponiraju za pojavu upale kolona je ovaj ¢as nejasan.
Cinjenica da su razine ekspresije Pgp-a najvise u kolonu u odnosu na druge dijelove
probavnog trakta sugerira vaznost ovog proteina u ovom dijelu probavne cijevi §to je moguce
u vezi s visokom koncentracijom bakterija u kolonu (52,53). Ukoliko Pgp ima kljué¢nu ulogu u
odrzavanju homeostaze u kolonu, razumljivo je da ¢e i ucinci polimorfizama koji dovode do
smanjenja ekspresije Pgp-a biti najizrazeniji upravo u ovom dijelu probavne cijevi. Medutim,
iako se povezanost TT genotipa i pojave kolitisa ¢ini logi¢nom, treba imati na umu da je nasa
skupina bolesnika s Crohn kolitisom sadrzavala svega 34 bolesnika te ove rezultate
definitivno treba potvrditi u vecoj skupini ispitanika ovog fenotipa.

Kako bismo utvrdili postoji li povezanost izmedu ispitivanih polimorfizama i pojedinih
subfenotipskih karakteristika upalnih bolesti crijeva svi su bolesnici Klasificirani prema danas
Siroko upotrebljavanoj Montrealskoj klasifikaciji bolesti (107). U bolesnika sa ulceroznim
kolitisom nije nadena povezanost niti sa jednom subfenotipskom karakteristikom niti je
nadena povezanost sa ekstenzivnim kolitisom koju su ranije objavili Ho i suradnici (68). U
bolesnika s Crohnovom bolesti opazili smo kompleksno djelovanje ova dva polimorfizma na
pojavu ekstraintestinalnih manifestacija. Dosada$njim istrazivanjima opazena je smanjena
ucestalost ekstraintestinalnih manifestacija u nosioca GT genotipa G2677T polimorfizma i
veca ucestalost nosioca C alela C3435T polimorfizma u bolesnika s ekstraintestinalnim
manifestacijama na zglobovima (69,76). Paradoksalno, mi smo opazili vecu ucestalost
ekstraintestinalnih manifestacija u nosioca divljeg tipa G2677T lokusa te zastitno djelovanje T
alela C3435T lokusa na pojavu ekstraintestinalnih manifestacija. Zbog ¢ega divlji tip nosi

rizik od pojave ekstraintestinalnih manifestacija dok pojava mutacije smanjuje rizik u ovom
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trenutku nije jasno. Po prvi puta dosada opazili smo povezanost C3435T polimorfizma i
pojave perianalne bolesti. Ova povezanost nije uo¢ena u dosadasnjim istrazivanjima, a
moguci razlog tomu je ¢injenica da su prethodnim istrazivanjima bolesnici mahom
klasificirani po Beckoj klasifikaciji. U toj je klasifikaciji perianalna bolest klasificirana kao
penetrantni fenotip te su ti bolesnici analizirani zajedno s bolesnicima s pravim penetrantnim
fenotipom ¢ime je moguce ,,prekrivena‘ stvarna povezanost s perianalnom bolesti.

Pgp je membranska transportna pumpa ¢iji fizioloski susptrat jos nije otkriven, a pretpostavlja
se da igra ulogu u ograni¢avanju apsorpcije toksina iz gastrointestinalnog trakta te moguce
modulira interakcije izmedu mikroorganizama i domacina (46,49,50). S obzirom da postoji
visoka razina ekspresije ovog proteina na apikalnim povr$inama intestinalnih epitelnih
stanica, ¢injenica da postoje polimorfizmi MDR1 gena koji mjenjaju aktivnost proteina te
saznanje da su brojni, strukturno razliciti lijekovi susptrat Pgp-a otvorila je mogucnost da
polimorfizmi MDR1 gena mjenjajuci razinu ekspresije utje¢u na uspjeh lijeCenja bolesti (48).
Potvrdu ovog koncepta dalo je istrazivanje provedeno u HIV pozitivnih bolesnika (97).
Saznanje da su glukokortikoidi supstrati Pgp-a pobudilo je posebno zanimanje o0 moguéem
utjecaju polimorfizama MDR1 gena na uspjeh terapije s obzirom na centralnom mjesto
glukokortikoida u terapiji upalnih bolesti crijeva (48,84,85,101). Pretpostavku da ¢e visoke
razine ekspresije Pgp-a dovesti do neuspjeha terapije zbog posljedi¢no manje intracelularne
koncentracije lijeka potvrdilo je istraZivanje Farrella 1 suradnika u kojem je nadena znacajno
visa ekspresija Pgp-a u limfocitima periferne krvi bolesnika s Crohnovom bolesti i ulceroznim
kolitisom refraktornih na terapiju u usporedbi s bolesnicima s inaktivnom boles¢u (102).
Dodatno, blokiranjem Pgp-a postignute su znacajno vise intracelularne koncentracije
glukokortikoida i ciklosporina (103). Potrebno je napomenuti da u ovim istraZivanjima razina
ekspresije Pgp-a nije korelirana s polimorfizmima MDR1 gena. Prvi dokaz o postojanju veze

izmedu polimorfizama MDR1 gena i odgovora na terapiju pruZilo je istraZzivanje Poto¢nika i
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suradnika u kojem su istrazivaci definirali haplotip povezan s refraktornom Crohnovom
bolesti i ulceroznim kolitisom (67). Takoder, istrazivanje Onnie i suradnika pokazalo je
povezanost prisutnosti T alela G2677T polimorfizma i potrebe za terapijom
glukokortikoidima (70). Nazalost, u istom istrazivanju nije evaluiran i odgovor na terapiju
glukokortikoidima. Medutim, naredna istrazivanja u kojim je proucavan ucinak
polimorfizama MDR1 gena na uspjeh terapije glukokortikoidima bila su mahom negativna
(69,75,76,106). Nasi su rezultati u koliziji sa rezultatima potonjih istrazivanja. U kohorti
bolesnika s ulceroznim kolitisom dokazali smo da nosioci T alela G2677T polimorfizma
imaju znacajno vecu Sansu za razvoj ovisnosti na glukokortikoide. U skladu s tim, veca je i
ucestalost nosioca GG genotipa istog lokusa u skupini bolesnika s dobrim odgovorom no
razlika izmedu grupa nije dosegla znacajnost. S obzirom da je T alel G2677T polimorfizma
povezan sa pojacanom ekspresijom Pgp-a nalaz povezanosti T alela i neuspjeha terapije
glukokortikoidima uklopio bi se u inicijalnu hipotezu Farrella i suradnika (59,101). Takoder,
u skupini bolesnika s ulceroznim kolitisom identificirali smo 1 haplotip koji nosi povecani
rizik od razvoja ovisnosti na glukokortikoidnu terapiju. Znacajno je i da je haplotip povezan s
povecanim rizikom razvoja ovisnosti na glukokortikoide u nasoj kohorti dio haplotipa
povezanog s refraktornom Crohnovom bolesti 1 ulceroznim kolitisom u istraZzivanju Poto¢nika
i suradnika (67). Razloge neuspjeha drugih istrazivaca u identificiranju povezanosti
polimorfizama MDR1 gena 1 uspjeha glukokortikoidne terapije dijelom se moZe nac¢iiu
razli¢itim definicijama odgovora na glukokortikoide koriStene u pojedinim istraZivanjima.
Neki od kriterija odgovora u tim istrazivanjima su proizvoljno odabrani dok se drugi razlikuju
od istrazivanja do istraZivanja ¢ime se stvara heterogenost populacije bolesnika izmedu
pojedinih studija te onemogucuje usporedba rezultata razlicitih istrazivanja. U skladu s tim,
potrebno je koristiti usuglaSene definicije odgovora na terapiju kako bi se postigla

uniformnost prou¢avanih skupina ispitanika i omogucila usporedba ili kombiniranje rezultata
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dva razlicita istrazivanja u svrhu detekcije skromin uc¢inaka. U bolesnika s Crohnovom bolesti
opazili smo zastitno djelovanje GT heterozigota G2677T lokusa na razvoj ovisnosti o
glukokortikoidima. Kako heterozigotnost stiti od razvoja ovisnosti na glukokortikoide nije
ovaj ¢as moguce objasniti.

lako smo provedenim istrazivanjem potvrdili inicijalnu hipotezu o utjecaju polimorfizama
MDR1 gena na pojavu upalnih bolesti crijeva te odgovoru na terapiju glukokortikoidima
povezanosti polimorfizama MDR1 gena i utjecaju tih polimorfizama na uspjeh terapije
glukortikoidima opisani su u populaciji bolesnika s ulceroznim kolitisom. Medutim, ukljuceni
broj bolesnika (n=109) relativno je malen u usporedbi s drugim objavljenim istrazivanjima, a
opisane razine znacajnosti i pridruzeni rizici su skromni. Nadalje, treba imati na umu da
gotovo 70% te populacije ¢ine bolesnici s pankolitisom, te je moguce da je velika
zastupljenost ovih bolesnika imala znatan utjecaj na rezultate. U pogledu rezultata u skupini
bolesnika s Crohnovom bolesti, na temelju danasnjih spoznaja vrlo je teSko objasniti opazeni
zastitni u¢inak heterozigotnosti. Takoder, kao 1 u skupini bolesnika s ulceroznim kolitisom
razine znacajnosti kao i pridruzeni rizici su skromni. Jednako tako, iako smo dokazali utjecaj
ispitivanih polimorfizama na uspjeh glukokortikoidne terapije opisani doprinos ovih
polimorfizama je takoder skroman §to upucuje na Cinjenicu da je u odgovoru na terapiju
glukokortikoidima sudjeluju brojni ¢imbenici od koji svaki pridonosi krajnjem ishodu

lijecenja.
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Ovim istrazivanjem potvrdili smo ulogu C3435T i G2677T polimorfizama MDR1 gena u
patogenezi Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa u kohorti dobro klini¢ki karakteriziranih
bolesnika

Ispitivani polimorfizmi MDR1 gena imaju skroman doprinos ukupnom riziku pojave
Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa u pojedinca pri ¢emu je taj uéinak izrazeniji u pogledu
pojave ulceroznog kolitisa

Nosioci 2677T alela 1 3435TT genotipa imaju povecani rizik za pojavu ulceroznog kolitisa
Nosioci 3435T/2677T haplotipa imaju povecani rizik pojave ulceroznog kolitisa

Nosioci 3435CT genotipa imaju manju vjerojatnost pojave Crohnove bolesti

Polimorfizmi MDR1 gena izuzev utjecaja na stvaranje predispozicije za pojavu upalnih
bolesti crijeva utjecu i na sam tijek Crohnove bolesti §to se ogleda u ¢injenici da postoji
povezanost C3435T i G2677T polimorfizma i pojave ekstraintestinalnih manifestacija bolesti
te C3435T polimorfizma i pojave perianalne bolesti

Polimorfizmi MDR1 gena utjecu na uspjeh terapije glukokortikoidima u bolesnika s
Crohnovom bolesti i ulceroznim kolitisom

Bolesnici s ulceroznim kolitisom koji su nosioci 2677T alela imaju znatno veci rizik razvoja
ovisnosti na terapiju glukokortikoidima

Nosioci 3435T/2677T haplotipa u skupini bolesnika s ulceroznim kolitisom imaju ve¢i rizik
razvoja ovisnosti na terapiju glukokortikoidima

U skupini bolesnika s Crohnovom bolesti G2677T heterozigoti imaju zna¢ajno manju

vjerojatnost razvoja ovisnosti na glukokortikoide
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Sazetak

Upalne bolesti crijeva kroni¢ne su bolesti nepoznate etiologije i patogeneze U kojih postoji
doprinos genetskih ¢imbenika pojavi bolesti. MDR1/ABCBL1 gen zanimljiv je kandidat gen za
upalne bolesti crijeva iz nekoliko razloga. Prvo, knock out misevi za mdrla gen razvijaju
kolitis nalik ulceroznom kolitisu. Nadalje, smjesten je na 7 kromosomu u regiji povezanoj s
pojavom upalnih bolesti crijeva. Konac¢no, postoje visoke razine ekspresije Pgp-a, proteinskog
produkta MDR1 gena koji funkcionira kao o ATP-u ovisna membranska transportna pumpa,
na apikalnim povrS§inama crijevnih epitelnih stanica. Nakon inicijalnih istrazivanja koja su
uputila na povezanost polimorfizama MDRL1 gena i upalnih bolesti crijeva, kasnija
istrazivanja ponudila su opre¢ne rezultate te je uloga MDR1 u patogenezi upalnih bolesti
crijeva nejasna. Dodatno zanimanje za MDR1 pobudila je i ¢injenica da su glukokortikoidi
supstrat Pgp-a, proteinskog produkta MDR1. Spoznaja da pojedini polimorfizmi MDR1 gena
utjecu na ekspresiju proteina otvorila je mogucnost da razliite razine ekspresije mogu utjecati
na uspjeh terapije glukokortikoidima. Medutim, rezultati dosadasnjih istrazivanja takoder su
proturjecni. Stoga su ciljevi ovog istrazivanja bili dokazati povezanost izmedu polimorfizama
MDR1 gena i upalnih bolesti crijeva te pronaci povezanost izmedu prisutnosti odredenog
genotipa i pojedinih klini¢kih karakteristika bolesti. Nadalje, cilj istrazivanja bilo je dokazati
povezanost polimorfizama MDR1 gena i ucinka terapije glukokortikoidima s krajnjim ciljem
identificiranja rizi¢nih faktora na razini alela odnosno genotipova za terapijski neuspjeh. U
istrazivanje smo ukljuéili ukupno 308 bolesnika s upalnim bolestima crijeva, 199 s
Crohnovom bolesti i 109 s ulceroznim kolitisom, te 120 zdravih kontrola. U svih bolesnika
ucinjena je genotipizacija za G2677T/A i1 C3435T polimorfizma metodom RT-PCR. U
bolesnika s upalnim bolestima crijeva ucinjen je studiozan pregled dosadasnje medicinske
dokumentacije te su bolesnici fenotipizirani prema Montrealskoj klasifikaciji. Takoder,

ucinjen je i pregled dosadasnjeg nacina lijeCenja posebno u pogledu uzimanja glukokortikoida
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u tijeku bolesti te su bolesnici grupirani u skupinu s dobrim odgovorom, ovisne ili refraktorne
na glukokortikoide.

Dokazali smo povezanost polimorfizama MDR1 gena i upalnih bolesti crijeva na razini alela,
genotipova i haplotipova dva lokusa. Na temelju nasih rezultata povezanost polimorfizama
MDRI gena i upalnih bolesti crijeva je skromna. Takoder smo dokazali povezanost
ispitivanih polimorfizama i fenotipskih karakteristika u bolesnika s Crohnovom bolesti.
Nadalje, dokazali smo utjecaj ovih polimorfizama na uspjeh terapije glukokortikoidima.
Opazeni utjecaj na ishod terapije je skroman te je nesto izrazeniji u bolesnika s ulceroznim
kolitisom.

Zaklju¢no, polimorfizmi MDRL1 gena igraju ulogu u patogenezi upalnih bolesti crijeva. 1zuzev
ucinka na predispoziciju na pojavu bolesti modificiraju i tijek Crohnove bolesti. Takoder,
MDR1 gen ima skroman utjecaj na uspjeh lijecenja glukokortikoidima posebno u bolesnika s

ulceroznim kolitisom.
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Summary

Inflammatory bowel diseases are chronic diseases of unknown etiology and pathogenesis in
which genetic factors contribute to development of disease. MDR1/ABCBL is an interesting
candidate gene in inflammatory bowel disease for several reasons. First, mdrla knock out
mice develop colitis that resembles ulcerative colitis. Second, it is located in the region of
chromosome 7 associated with inflammatory bowel disease. Finally, high levels of its protein
product Pgp, functioning as an ATP-dependant membrane efflux pump, are found on apical
surfaces of intestinal epithelial cells. Initial reports confirmed association of polymorphisms
of MDR1 and IBD. However, results of subsequent studies were contradictory making the role
of MDR1 gene in IBD pathogenesis and susceptibility unclear. Additional interest in these
gene arose from the fact that glucocorticoids are know substrates of Pgp. The fact that certain
polymorphisms influence expression levels of Pgp leads to the possibility that different
expression levels might influence outcome of glucocorticoid therapy. However, results of
current studies are contradictory. Thus, the aims of this research were to investigate the
association of MDR1polymorphisms and inflammatory bowel disease and to investigate the
association of these polymorphisms with certain clinical characteristics. We also aimed to
investigate the association of MDR1 polymorphisms with outcome of glucocorticoid therapy
with an attempt to identify aleles or genotypes risk conffering for therapy failure.

A total of 310 inflammatory bowel disease patients, 199 Crohn's disease and 109 ulcerative
colitis patients, and 120 healthy controls were included in the study. All subjects were
genotyped for G2677T/A i C3435T polymorphism using RT-PCR. In IBD patients review of
medical records was performed and patients were meticulously phenotyped according to the
Montreal classification. Additionaly, data regarding exposure to glucocorticoids and therapy
outcome were recorded and patients were categorised as having good response, dependant or

refractory to glucocorticoids.
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Summary

We report association of MDR1 gene polymorphisms and inflammatory bowel disease on the
level of alleles, genotypes and two locus haplotypes. Based on our findings, the observed
association of MDR1 polymorphisms and IBD is modest. We also report an association of
investigated polymorphisms and phenotypic characteristics of Crohn's disease patients.
Furthermore, we found an association with outcome of glucocorticoid therapy. The observed
effect is also modest but is somewhat more prononced in ulcerative colitis patients.

In conclusion, MDR1 gene polymorphisms are associated with inflammatory bowel disease.
Apart from their effect on disease susceptibility they also exhibit a disease-modifying effect in
Crohn's disease. Furthermore, MDR1 gene has a modest impact glucocorticoid therapy

outcome that is more pronounced in ulcerative colitis.
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