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ABSTRAK

Rawatan anti-integrin merupakan salah satu rawatan pilihan untuk penyakit radang usus
(IBD). Vedolizumab (VDZ) merupakan antibodi monoklonal IgGl yang
dihumanisasikan yang bertindak menghalang lekatan leukosit kepada endotelium
dengan mensasar terhadap integrin-a4f7. Pada masa ini, sebilangan besar pesakit IBD
sedang menerima terapi VDZ secara intensif, namun tidak semua daripada mereka
menunjukkan peningkatan terapeutik yang ketara. Peratusan tinggi rintangan terhadap
terapi VDZ mungkin disebabkan oleh disfungsi rintangan usus. Kajian ini bertujuan
untuk menyiasat peranan rintangan usus pada pesakit IBD yang menerima terapi VDZ.
Satu kajian kohort prospektif telah dijalankan di Pusat Perubatan Universiti
Kebangsaan Malaysia di Kuala Lumpur terhadap pesakit IBD yang menerima terapi
VDZ dipantau, dengan pemeriksaan endoskopi yang konsisten dalam tempoh tiga dan
enam bulan. Biopsi kolon telah diambil daripada 25 pesakit IBD (14 kolitis ulseratif
(UC), 11 penyakit Crohn (CD)), dengan penambahan sampel pada tempoh tiga dan
enam bulan selepas rawatan daripada- 11 pesakit (termasuk responden dan bukan
responden), dengan sepuluh individu dengan mukosa usus yang sihat sebagai kumpulan
kawalan. Berdasarkan statistik-demografi,-44%daripada-pesakit_berbangsa India,
diikuti dengan 28% Melayu dan 28% Cina. Analisis gPCR gen rintangan usus
menunjukkan individu yang memberikan respons secara efektif kepada rawatan VDZ
menunjukkan peningkatan 5.94 kali ganda dalam ekspresi CLDNS berbanding dengan
kumpulan kawalan (p < 0.05). Sebaliknya,/peséikit yang tidak memberi respons
menunjukkan penurunan signifikan eksprési “CLDNS sebanyak 0.18 kali ganda
berbanding dengan kumpulan kawalan (p < 0.05). Walau bagaimanapun, tidak ada
perbezaan yang signifikan Sef‘ara~statlst1k dalam ekspresi MUCI dan OCLN antara
semua kumpulan dengan kumpulan kawalan. Kajian perubahan ultrastruktur kompleks
sambungan apical mendedahkan bahawa lebar jurang persimpangan ketat (TJ) dan
persimpangan jarak (GJj adalah lebih luas secara signifikan dalam pesakit yang tidak
memberirespons‘pada 462.67 nm dan 603 nm masing-masing, berbanding dengan
pesakit memberi respons pada 325.67 nm dan 365 nm masing-masing (p < 0.05). Kajian
- mendapati keluasan desmosom tidak berbeza secara signifikan di antara semua
kumpulan. Penjujukan sasaran mendapati jumlah keseluruhan mutasi di 51 kawasan
“intron, 7 ekson, dan 40 kawasan tidak translasi (UTR) di dalam semua sampel. Mutasi
frameshift jarang dikesan, tetapi mutasi missense dan sinonim menunjukkan taburan
yang hampir sama antara pra-rawatan VDZ dan pos-rawatan VDZ. Walau
bagaimanapun, pesakit yang tidak memberi respons VDZ mempunyai mutasi sinonim
pada dua lokus gen CLDN2 (rs762830328 dan rs368168388). Kajian kebolehtelapan
rintangan usus melalui analisis ujian rintangan menunjukkan kepekatan zarah nano
perak yang melepasi rintangan usus adalah lebih tinggi secara signifikan dalam tempoh
24 jam dan 48 jam pada pesakit tidak memberi respons VDZ selepas rawatan
berbanding kumpulan sebelum rawatan dan kumpulan kawalan (p < 0.05). Ini
menunjukkan kehadiran kebocoran usus pada pesakit ini. Secara keseluruhan, kajian ini
berjaya menunjukkan bahawa tindak balas suboptimal yang diperhatikan terhadap VDZ
mungkin berkait rapat dengan disfungsi rintangan usus. Perkaitan ini disahkan oleh
perubahan dalam ekspresi gen utama rintangan usus, perubahan ultrastruktur yang
nyata, dan bukti rintangan usus yang terjejas.



THE ROLE OF GENETIC VARIANTS AND INTESTINAL BARRIER
DYSFUNCTION IN INFLAMMATORY BOWEL DISEASE PATIENTS
TREATED WITH VEDOLIZUMAB

ABSTRACT

Anti-integrin therapy is one of the current treatment options for inflammatory bowel
disease (IBD). Vedolizumab (VDZ) is a humanised monoclonal IgG1 antibody that
blocks leukocyte adhesion to the endothelium by targeting a4f7-integrin. Currently, a
large number of IBD patients are receiving intensive VDZ therapy, yet not all of them
exhibit significant therapeutic improvement. The high percentage of VDZ treatment
resistance may be due to intestinal barrier dysfunction. This study aimed to investigate
the roles of the intestinal barrier in patients with IBD undergoing VDZ therapy. A
prospective cohort study was conducted at Universiti Kebangsaan Malaysia Medical
Centre in Kuala Lumpur, where individuals with IBD receiving VDZ therapy were
followed up with consistent endoscopie. examinations every three and-six menths.
Colonic biopsies were obtained from 25 IBD patients (14 ulcerative colitis (UC), 11
Crohn's disease (CD)), with additional sample at three- and six-months post-treatment
from 11 patients (both responders and non-responders), along with a control group of
ten individuals with healthy colorectal mucosa. The demographic statistics showed that
44% of all patients were Indian, followed by 28% Maldy and 28% Chinese. According
to qPCR analysis of intestinal barrier genes, those who responded effectively to
Vedolizumab treatment had a 5.94-fold higher levels of claudin 8§ (CLDNS) than the
control group (p < 0.05). On the other hand, non-responders showed a significant 0.18-
fold decrease in CLDNS expre@sid@compared to the control group (p < 0.05). However,
there was no statistically Significant difference was noted in the expression of mucin I
(MUCI) and occludin (QCLN) between all of the groups and the control. The study of
the apical junctional complexes’ ultrastructural changes revealed that the tight junctions
and gap_junctions’(GJ) gap width were significantly wider in non-responders at 462.67
nm and 603-fim respectively, than in responders at 325.67 nm and 365 nm, respectively
- (p-< 0.05). There was no significant differences in the gap width of desmosomes
between groups. Targeted sequencing discovered mutations in 51 intronic, 7 exonic,
and 40 untranslated regions (UTR) across all samples. The prevalence of missense and
synonymous mutations was similar between pre-treatment and post-treatment VDZ,
although frameshift mutations were extremely rare. It was discovered that non-
responders VDZ had synonymous mutations in two CLDN?2 gene loci (rs762830328
and rs368168388). The study of intestinal barrier permeability showed that a
significantly higher concentration of nano silver particles passed through the barrier
obtained from non-responder post-treatment VDZ for 24 hours and 48 hours than in
pre-treatment and control (p < 0.05). This implies the presence of leaky gut. Overall,
our study managed to show that the observed suboptimal response to VDZ may be
intricately linked to intestinal barrier dysfunction. This association is validated by
concomitant alterations in the expression patterns of key intestinal barrier genes,
apparent ultrastructural changes, and the evidence of a compromised gut barrier.
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BAB I

PENGENALAN

1.1 PENDAHULUAN

-

Penyakit radang usus (inflammatory bowel disease) (IBD) semakin meningkat di
seluruh dunia, termasuk di-negara Malaysia. la merupakan keradangan k/r/(;nik dalam
sistem  gastrousus, yang.-biasanya.berkembang. antaradekad - kedua -dan keempat
kehidupan (Jarmakiewicz-Czaja et al. 2023). Ia juga meru/pal/ian penyakit keradangan
yang dicirikan oleh disfungsi imunologi yang dlsebabkan oleh interaksi kompleks
antara pembolehubah genetik dan persekitafan, )et yang tidak seimbang, penggunaan
alkohol, tekanan hidup, kekurangﬁan ﬁdl/lr, darﬁuga disbiosis usus (Haneishi et al. 2023).
Kambuhan kronik dan r/emi?j//kéfa(iangan gastrointestinal merupakan ciri-ciri IBD
(Pisani et al. 2022}:‘/13?ny2fki‘[/ Crohn (CD) dan kolitis ulseratif (UC) adalah dua
gangguan yang bgrbeza dengan patofisiologi, tanda, simptom, komplikasi, perjalanan

penyakit: dan pendekatan rawatan yang berbeza (Kotla et al. 2023).

Kes IBD semakin meningkat di seluruh dunia, tetapi prevalens dan insiden IBD
berbeza secara ketara antara negara dan kawasan, termasuk Malaysia (Mokhtar et al.
2019; Ng et al. 2017). Penyakit IBD dilihat sebagai penyakit yang jarang berlaku serta
data mengenai insiden, kliniko-epidemiologi, dan sosiodemografi IBD di Malaysia
adalah terhad. Insiden tahunan IBD di Malaysia dilaporkan sebanyak 0.94 bagi setiap
100,000 tahun-orang (Ng, Tang, et al. 2013). Kajian pertama bagi kadar prevalens IBD
di Malaysia pada tahun 2015 menunjukkan insiden IBD sebanyak 0.68 bagi setiap
100,000 tahun-orang (Hilmi et al. 2015). Selain itu, trend kejadian IBD juga
menunjukkan peningkatan sepanjang dua dekad yang lalu (0.07 meningkat kepada 0.69
bagi setiap 100,000 tahun-orang). Kadar prevalens IBD menunjukkan variasi

berdasarkan etnik, bahkan dalam sempadan satu negara. Malaysia merupakan contoh



utama negara yang terdiri daripada pelbagai etnik, di mana Melayu, Cina, dan India
hidup bersama. Sub-populasi India menunjukkan kadar prevalens tertinggi iaitu 73.4
bagi setiap 100,000, diikuti oleh Melayu dengan 24.8 bagi setiap 100,000, dan Cina
dengan 14.6 bagi setiap 100,000 (Mokhtar et al. 2019).

Intervensi terapeutik dan strategi semasa kebanyakannya tertumpu kepada
simptom individu IBD, dengan penekanan terhadap pemulihan epitelium mukosa,
homeostasis rintangan, atau disbiosis usus yang terhad (Kotla et al. 2023).
Imunosupresan dan biologi telah lama diketahui mempunyai beberapa kelemahan,
seperti ketahanan terapeutik, kesan sampingan berkaitan dadah, penindasan imunologi
yang teruk, dan kebimbangan keselamatan dalam jangka masa yang panjang (Ashjbn et
al. 2019; Shmidt et al. 2018; Yeshi et-al. 2020). Rawatan biologi pér:[ama “yang
digunakan untuk merawat-IBD-adalah-agen-anti-tumor nekrosis- faktor (TNF), seperti
infliksimab dan adalimumab (Park et al. 2015). Cara rflwa@n IBD telah berubah secara
drastik kerana keberkesanan ubat-ubat ini dalap menetapkan dan mengekalkan remisi
pada sebahagian besar pesakit. Walau bag/ aimanapun, tidak semua pesakit bertindak
balas atau bertoleransi terhadap dadah ariti- TNF (Cui et al. 2021). Sesetengah orang
mungkin tidak bertindak bzﬂ/a»s/sama sekali, manakala yang lain mungkin menjadi
kurang responsif dari ] masa ke Semasa serta mengalami konsekuensi negatif
yangmemaksa mereka untuk berhenti (Khoury et al. 2019). Oleh itu, pesakit yang tidak
beytinde{k/ balas atau tidak bertoleransi terhadap rawatan anti-TNF memerlukan rawatan

“ tambahan.

Baru-baru ini, Pentadbiran Makanan dan Ubatan Amerika Syarikat telah
meluluskan Vedolizumab (VDZ), sebagai terapi anti-penempelan yang biasanya
digunakan untukmerawat IBD secara biologi (Crooks et al. 2020). Sandborn et al.
(2013) mendapati bahawa rawatan VDZ secara signifikan meningkatkan simptom
klinikal CD dan UC (Sandborn et al. 2013). Beberapa orang tidak mendapat manfaat
daripada terapi induksi, walaupun penyelidikan menunjukkan bahawa sehingga 50%
pesakit IBD yang dirawat bertindak balas dengan baik terhadap rawatan ini (Favale et
al. 2019).



Fungsi rintangan usus memainkan peranan penting dalam IBD (Schoultz et al.
2019). Namun, masih belum jelas bagaimana pemulihan homeostasis mukosa sebagai
respons kepada keadaan keradangan dibantu oleh rintangan usus yang sihat. Rintangan
usus mempertahankan tuan rumah dari mikroorganisma usus, antigennya makanan, dan
toksin yang hadir dalam saluran pencernaan (Gierynska et al. 2022) . Sistem pertahanan
fizikal yang berkaitan dengan permukaan mukosa, kompleks simpangan yang
menghubungkan sel epitelium yang bersebelahan, dan sel-sel sistem keimunan
penyuasaian dan turunannya semuanya bekerja secara sinergi untuk mengekalkan
penghalang dalam keadaan yang utuh (Chaplin 2010). Walau bagaimanapun, beberapa
faktor, termasuk kecenderungan genetik, diet Barat, antibiotik, alkohol, gangguan ritma
sirkadian, tekanan psikologi, dan penuaan boleh mempengaruhi integriti rintangan /usus
(Martel et al. 2022). Gangguan yang berpanjangan terhadap rintangan/ _usus Boleh
menyebabkan translokasi komponen mikrob ke dalam badan, yang Beleh ‘menyebabkan
keradangan usus yang tersebar luas (Fukui 2016). /P/atoﬁsiologi IBD mungkin
melibatkan keradangan yang berterusan padal/mﬁ}gosé usus, kecederaan epitel, dan
disbiosis usus, yang akhirnya menyebe/lbka( Een:'hgkatan kebolehan penembusan usus

yang mengakibatkan usus bocor, Justeru itu, ini boleh mengakibatkan kehilangan

A >

»

P
respons terhadap VDZ. . [«

P I
1.2 PERMASALAHAN KAJIAN
P / A

-

) Wéléupun ‘;érdapat kemajuan dalam terapi seperti VDZ, yang menghalakan laluan
_imunologi usus, sebahagian besar pesakit IBD menunjukkan tindak balas rawatan yang
tidak memuaskan. Peranan dan pengaruh fungsi rintangan usus dalam konteks terapi
VDZ masih kurang difahami, menimbulkan kesenjangan kritikal dalam

mengoptimumkan strategi pengurusan IBD.

Rintangan usus berperanan penting sebagai mekanisme pertahanan utama
menentang antigen lumen, patogen, dan mengekalkan homeostasis usus. Gangguan
dalam penghalang ini, yang diperhatikan dalam patofisiologi IBD, mungkin memberi
sumbangan yang besar kepada penghalang rawatan atau keberkesanan yang
berkurangan pada VDZ. Walau bagaimanapun, impak spesifik dan mekanisme
bagaimana gangguan fungsi rintangan usus mempengaruhi respons VDZ masih tidak

jelas, memerlukan penyelidikan menyeluruh.



Kajian terkini mengakui sifat multifaktorial gangguan rintangan usus dalam
IBD, melibatkan kecenderungan genetik, disbiosis, pemicu alam sekitar, dan
pengawalan imun yang terganggu. Namun, penerokaan menyeluruh yang
menghubungkan faktor-faktor ini dengan hasil rawatan VDZ dalam konteks integriti

rintangan usus masih kurang.

Kajian ini bertujuan untuk menangani kesenjangan ini dengan menyiasat secara
sistematik korelasi antara integriti rintangan usus, disbiosis mikrob, dan keberkesanan
VDZ pada pesakit IBD. Dengan menggunakan teknik analisis terkini dan penilaian
klinikal yang disahkan, penyelidikan ini bertujuan untuk menerangkan mekanisme asas
yang menentukan interaksi antara fungsi rintangan usus dan respons VDZ “dalam

-

kumpulan pesakit IBD.

Dengan menyelesaikan masalah ini, penyelidikan ini bermatlamat untuk
memberikan wawasan yang penting terhadal)/pénanda ramalan berpotensi, sasaran
terapeutik, atau strategi rawatan yang dipe/rson;llisasikan bagi memanfaatkan fungsi
rintangan usus untuk mengoptimumkan keberkesanan VDZ dalam pengurusan IBD

LAy
o ) v,
< Ve

1.3 OBJEKTIF/KA/J%AN\

1.3.1 Objekiif Umum

" Menganalisis pengawalan gen yang berkaitan dengan rintangan usus dan fungsi

rintangan pada pesakit IBD yang dirawat dengan terapi VDZ.

1.3.2  Objektif Khusus

a) Menentukan ekspresi gen rintangan usus dalam pesakit yang tidak memberi respons

berbanding dengan pesakit yang memberi respons terhadap rawatan VDZ.

b) Menentukan perubahan ultrastruktur rintangan usus pesakit IBD yang tidak memberi

respons berbanding dengan pesakit yang memberi respons terhadap rawatan VDZ.



c¢) Menjelaskan integriti dan kebolehtelapan fungsi rintangan usus dalam model ex vivo

penyakit IBD.

d) Menentukan mutasi somatik gen terpilih yang berkaitan dengan fungsi rintangan usus

dalam rawatan VDZ terhadap pesakit IBD.

1.4

a)

b)

d)

HIPOTESIS KAJIAN

Pengekspresan gen rintangan usus dalam pesakit yang tidak memberi respons

adalah berkurangan berbanding dengan pesakit yang memberi respons terhadap

rawatan VDZ. (

P

-
-

Perubahan persimpangan rintangan usus pesakit IBD yang tidak memberi

respons adalah ketara berbanding dengan pesakit “yang memberi respons
/\\

terhadap rawatan VDZ. -

/VA,
'

Integriti dan kebolehtelapan Afungsi-rintangan usus adalah rendah dalam

v

kalangan pesakit yang tidak irfemberi respons berbanding dengan pesakit yang
s o A
memberi respons terhadap VDZ.
-~ !

/Mu't/a/s;i sgmatik gen (CLDN2, CLDN3, CLDN4, dan CLDNY) berkaitan dengan

fungsi rintangan usus dalam rawatan VDZ terhadap pesakit IBD
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