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I. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A tapcsatornat érintd kronikus gyulladassal jar6 gyulladasos bélbetegségek (Inflammatory
Bowel Disease, IBD) multifaktoridlis eredetli betegségek, melyek pontos patomechanizmusa
mindezidaig ismeretlen. Az IBD kialakulasanak hatterében szamtalan genetikai kockazati tényezo6t
azonositottak, azonban az ikertanulmanyok viszonylag alacsony konkordanciat allapitottak meg a
genetikai faktorok megléte és a betegség manifesztalodasa kozott (Bernstein és Shanahan 2008).
A teljes genom asszociacids vizsgalatok talan legfontosabb mondanivaldja éppen az, hogy a
legtobb genetikai riziko faktorként elfogadott mutacio, olyan géneket érint melyek a szervezet és a
kiils6- valamint mikrobialis kornyezet kozotti interakciok fenntartasaban és szabalyozasdban
fontosak (pl.: NOD2, FUT2). Az IBD patomechanizmusaban tehat vitathatatlan a mikrobiom
Osszetételének és az ¢letmodnak a jelentdsége, de ezek a tényezdk csak genetikailag fogékony
egyénekben eredményezik a betegség megnyilvanulasast (Bernstein és Shanahan 2008).

Az IBD egy ¢lethosszig tartd betegség, melynek tiinetei jelentdsen csokkentik az
¢letmindséget és novelik a vastagbélrak kialakuldsanak kockdzatat; eléfordulasa vilagszerte
novekvd tendencidt mutat. A betegség kezelését és a tiinetek enyhitését célzo 1) terapias
lehetdségek kifejlesztéséhez elengedhetetlen a betegség molekularis hatterének minél pontosabb
megértése in vivo €s in vitro rendszerek, valamint IBD-s paciensekbdl szarmazo6 mintak vizsgalatan

keresztiil. A fentieket szem el6tt tartva, munkank soran a kovetkez6 célokat tiztik ki:

1. A gyulladasos bélbetegségek tanulmanyozasara alkalmas in vivo rendszer finomhangolésat,
melyben az IBD-s betegeknél tapasztalt allapot minél pontosabb modellezése a cél.

2. Az in vivo modellbdl szarmaz6 mintacsoportok teljes transzkriptoma vizsgalatat, majd az
azonositott megvaltozott kifejez0désti és az IBD patogenezisében relevans fehérje kodold
mRNS-ek és miRNS prekurzorok validalasat QPCR modszerrel; valamint fehérje szinten
immunfluoreszcens festéssel.

3. A transzkriptoma analizis soran azonositott transzkriptumok kozott funkcionalis
kapcsolatok vizsgalatat, a gyulladéasra jellemzé molekularis mintdzatok és jelatviteli
utvonalak meghatarozasat utvonal elemzd szoftver segitségével.

4. A patologias folyamtokban potencidlisan szerepet jatszo gének és az azokat szabalyozd

miRNS-ek azonositasat és vizsgalatat IBD-s betegekben.



II. ALKALMAZOTT MODSZEREK

In vivo kisérleti modell és mintagyiijtés

Az IBD-s betegek vastagbelében fennalld gyulladdas modellezésére him Wistar patkdnyok
egyik csoportjdnak vastagbelében gyulladast indukaltunk trinitrobenzén szulfon sav (TNBS)
rektalis befecskendezése altal, mig a kontroll csoporthoz tartozo allatok semmilyen kezelésben nem
részesliltek. 72 oraval a kezelés utan a patkanyokat felaldoztuk, a disztalis vastagbél szakaszokat
eltavolitottuk. A belek jéghideg fiziologids sdoldattal tortént atmosésa utan, a TNBS kezelt allatok
esetében mintat gyijtottiink a gyulladt (1€zids) és az attdl legalabb 1 cm tavolsagra elhelyezkedd
nem-gyulladt teriiletekbdl; mig a kontroll allatok esetében véletlenszertien tértént a mintavétel a
vastagbélbdl. A mintdkat TRIzol (Thermo Fischer) reagensbe helyeztiik és a tovabbi feldolgozasig
-80 °C-on taroltuk.

IBD-s betegek

A human mintdk begylijtése az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs, Tudomanyos ¢és
Kutatasetikai Bizottsag (ETT TUKEB) altal kiadott 427-1/2012/EKU (13/P1/12.) tligyiratszamt
szakmai-etikai engedélyben foglaltak szerint tortént. A human vastagbél biopszidkat a Pécsi
Tudoményegyetemen, a Klinikai Kozpont IL.sz. Belgyogyaszati Klinik4jan tapasztalt
gasztroenterologusok  gyujtotték be a Magyar Egészségligyi Tudomanyos Tandacs
iranymutatasainak megfelelden és a tovabbi feldolgozasig -80 °C-on taroltak. A vastagbél mintak
15 IBD-s paciensbdl szarmaznak (atlag + SD életkor 41 £ 10; 10 nd, 5 férfi). A mintdk gyijtése és
csoportositasa a betegség aktualis statusza, vagyis aktiv/relapszald vagy inaktiv/remisszios fazis
szerint tortént. A szovet allapotdnak megfeleléen, az aktiv fazisban 1évé betegek esetén a

gyulladt/1ézids és a nem-gyulladt/ép vastagbél régidkbol is szarmaznak mintak.

RNS tisztitas

A TRIzol reagensben tarolt patkdny vastagbél mintdkat ULTRA-TURRAX T-18 (IKA)
homogenizator segitségével homogenizaltuk. A patkany vastagbél homogenizatumokbol
kloroformos kicsapast kdvetden a felsd, vizes fazisbol RNeasy Plus Mini (Qiagen) kit, mig a human
mintakbol Macherey-Nagel NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel GmbH) kit felhasznalasaval total
RNS-t izolaltunk a gyartoi leirdsoknak megfelelden. Az RNS-ek mennyiségének €s mindségének
meghatarozasa 2 eszkdzzel tortént: a) TapeStation 2200-as berendezéssel RNA Screen Tape-ek és
reagensek hasznalataval (mind Agilent) illetve b) Qubit Fluorometer késziilékkel a Quant-iT RNA

Assay kit (mind Thermo Fisher) hasznalataval.



Reverz transzkripcio és valos ideji kvantitativ polimeraz lancreakcio

A cDNS szintézist reverz transzkripcid soran SuperScript VILO Master Mix (Thermo
Fisher) segitségével hajtottuk végre a gyarto altal javasolt protokollt betartva. Az mRNS-ek és pri-
miRNS-ek kifejezddését valds idejii kvantitativ polimeraz lancreakcioval (real-time/quantitative
polymerase chain reaction, QPCR) mértiik StepOne és StepOnePlus PCR Systems (Thermo Fisher)
berendezések segitségével. SybrGreen technologia alapat QPCR reakciok esetén SYBR Select
Master Mix-et (Thermo Fisher) alkalmaztunk exon-exon hatarra tervezett specifikus primer parok
hasznalataval. TagMan alapt reakciok esetén TagMan Fast Advanced Master Mix-et (Thermo
2-AACT

Fisher) ¢s TagMan Gene Expression Assay-ket alkalmaztunk. A génexpresszio valtozéasat a

modszerrel allapitottuk meg, a 18S rRNS-hez mint normalizal6 kontrollhoz viszonyitva.

miRNS QPCR

A miRNS-ek reverz transzkripcidja TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit és
miRNS specifikus primerekkel (mind Thermo Fisher) tortént a gyartéi protokoll szerint, majd a
miRNS-ek kifejezddését TagMan Universal PCR Master Mix €s TagMan Small RNA Assays-kel
mértiik StepOne és StepOnePlus PCR Systems (Thermo Fisher) berendezések segitségével. A
miRNS expresszi6 valtozasat 2" 22T modszerrel szamitottuk ki, az U6 vagy RNU48 snRNS-ekhez

mint normalizalé kontrollokhoz viszonyitva.

Teljes transzkriptoma szekvenalas (RNS szekvenalas; RNS-Seq) és
bioinformatikai kiértékelése

Az RNS-Seq SOLiD Total RNA-Seq Kit (Thermo Fisher) felhasznalasaval SOLiD 5500
XL System szekvenald berendezésen tortént a gyartdi utasitasok betartasaval, 50 bp szekvanaléasi
kémiat kovetve. A nyers szekvencia adatok méret szelekcidja soran az 50 bp-nal révidebb
leolvasasokat elhagytuk. CLC Genomic Workbench (Qiagen) program hasznalataval a
génexpresszios értékek kiszamitasa érdekében, meghataroztuk minden mintdban az egyes annotalt
génekre térképezddd leolvasasok szamat. A gének sziirése sordn csak azokat tartottuk meg,
melyekbe legaldbb 5 leolvasas térképezddott a vizsgalt mintdk legaldbb 25 %-aban. Az adatok
normalizalasat kovetéen a legalabb kétszeres expresszids kiilonbséget mutaté és 0,05-nél
alacsonyabb FDR (False Discovery Rate) értékkel rendelkezd génexpresszios adatokat tekintettiik
szignifikans valtozasnak. A tobbdimenzids skalazas hasznalataval (“plotMDS” funkci6 az edgeR-
ben) az egyes mintak kozotti transzkripcids hasonlosagok és kiilonbségek vizualis megjelenitését
hajtottuk végre, majd klaszter analizist kdvetéen hétérképen abrazoltuk a szignifikansan valtozo

normalizalt adatok eloszlasat.



Az RNS-Seq funkcionalis analizise Ingenuity Pathway analysis (IPA)
alkalmazassal

A transzkriptoma szekvenalds sordn meghatdrozott génexpresszios adathalmazban a
molekuldk kozotti funkciondlis kapcesolatok azonositdsara az Ingenuity Pathway Analysis (IPA)
webes alkalmazast hasznaltuk (http://www.ingenuity.com), melynek Knowledge Base nevi
adatbazisa a szakirodalomban publikalt eredményeken alapul. A bioinformatikai feldolgozés soran
azonositott, a valtozas mértékét mutatd log fold change és a statisztikai relevanciat tiikkr6z6 FDR
értékek hasznalataval a ,,core” analizis soran meghataroztuk a jelentdsen aktivalodott kanonikus
szignalizacios Utvonalakat a patkany vastagbél mintak mindharom csoportjanak 6sszehasonlitdsa

esetén.

Metszetkészités és immunfluoreszcens festés

A patkéany vastagbelek bedgyazasa Technovit 7100 protokoll alapjan tértént. A blokkokbol
Reichert Jung 1140 Autocut mikrotémmal 7 pm-es metszeteket készitettliink. A patkdny vastagbél
metszetek 200 pl 0,1% TritonX-et (Sigma) €és 5% szérumot (Fetal bovine serum (FBS); Thermo
Fisher) tartalmazé PBS-el (egységesen PBT) blokkoltuk 20 percig, szobahdémérsékleten. A
blokkolast kovetden a mintakat egér anti-Axl (1:100; Santa Cruz) ellenanyagot tartalmazé PBT
oldattal inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-on. Ezutan a metszeteket haromszor 5 percig PBT-vel
mostuk, majd 90 percig sotétben inkubaltuk FITC-el konjugalt anti-egér IgG (1:250; Sigma)
masodlagos ellenanyaggal. Haromszor 5 perces PBT-s mosas utan, a metszeteket 5 percig
inkubaltuk DAPI-t (1:10000; 4',6-diamidino-2-phenylindole) tartalmazé PBT-vel. 5 perces PBT-s
mosast kovetden a metszeteket Citifluor-ral (Citifluor) fedtiikk, amely megakadalyozza a
fluorescens jel kioltasat. Az igy elkészitett mintakat Zeiss Axio Observer Z1 epifluoreszcens

mikroszkdppal elemeztiik.
III. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Az IBD tanulmanyozasara altaldnosan elfogadott in vivo TNBS indukalt patkany
vastagbélgyulladds modellben, a TNBS a nyalkahartya integritdsit megbontva
szorvanyosan elhelyezkedé 1ézidkat hoz Ilétre a vastagbél mentén, melyeket
makroszkopikusan ép szoveti régiok valtanak. Ez a tagoltsag jellemzd az IBD-s betegek
tapcsatornajara is, ahol a fekélyes részeket fenotipusosan normalis szovetszakaszok
tagoljak. A patkany modell hasznalatakor alkalmazott hagyomanyos mintavétel a

vastagb¢lbdl hosszanti iranyba torténik, ennek eredményeképpen a kiilonbozo allatokbol -



melyekben eltérd mértékben és pozicioban taldlhatok gyulladt és nem-gyulladt
szovetrégiok — szarmazo mintdkban eltérd aranyban lesznek jelen a 1€zids és ép részek.
Ebbdl addédoan a gyulladt/nem-gyulladt részek kozotti feltételezett génexpresszids
kiilonbségek miatt a valodi valtozasok elmosddhatnak, kiegyenlitddhetnek, tehat a gyulladt
vagy a nem-gyulladt teriiletekre jellemzd valds génexpresszids mintdzatok egyikét sem
tikkrozik majd az eredmények. A TNBS indukalt patkany vastagbélgyulladas modell
hasznalatakor hagyomanyosan alkalmazott hosszanti iranyba torténd mintavételt kovetoen
a biologiai parhuzamosokbol szarmazo mintakban eltéré aranyban lesznek jelen a 1€zids
¢és ép részek. Az ebbdl adodo bizonytalansagok kikiiszobolése érdekében mddositottuk a
mintavétel modjat a TNBS altal kivaltott vastagbélgyulladas patkany modelljének
alkalmazasakor: a TNBS kezelt allatok makroszkopikusan jol megkiilonboztethetd
gyulladt és nem-gyulladt szovetrégioibol is izolaltunk mintakat, mig a kontroll patkanyok
vastagbeleibdl véletlenszerlien gyiijtottiik be a mintdkat. A mintacsoportok, azaz a
kontroll, TNBS kezelt nem-gyulladt és TNBS kezelt gyulladt mintdk kozotti globalis
génexpresszids  kiilonbségek  feltérképezésére RNS-Seq alkalmazasaval teljes
transzkriptoéma vizsgalatot végeztiink. A transzkriptdbma analizis bioinformatikai
feldolgozasa utan 1étrejovo adathalmaz teljes kori értelmezése érdekében tobbdimenzids
skalazassal (MDS) csoportositottuk az egyéni mintakat a koztiikk 1évo transzkripcionalis
kiilonbségek €és hasonlosagok alapjan. Az MDS egyértelmiien igazolta azon feltevésiinket
miszerint a TNBS kezelt nem-gyulladt és gyulladt vastagbél régiok kozott jelentds a
génexpresszids kiilonbség. A koradbban csak makroszkopikus megfigyelések alapjan
besorolt izolatumok génexpresszidos mintazatuk szintjén is egy-egy csoportba
klaszterezddtek, tovabba a harom csoport egymastdl teljesen elkiiloniilt. A szignifikdnsan
valtoz6 transzkriptek hoétérképen vald abrazolasa is aldtdmasztotta az MDS soran
megfigyelt eredményeket: a kiillonb6zd csoportok kozotti génexpresszids kiilonbséget,
illetve az egy csoportba sorolt mintdk kozdotti globalis transzkripcids hasonlosagot. Mivel
két fliggetlen modszerrel is arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a nem-gyulladt és
gyulladt szakaszok transzkripcionalis szinten teljesen kiilonbozdek, ezért a modositott
mintagytijtési eljarast a TNBS altal kivaltott vastagbélgyulladds vizsgalata soran
indokoltnak és relevansnak talaljuk a hagyomanyos mddszerrel szemben.

Eredményeink szamszerusitése érdekében Osszehasonlitottuk az egyes

mintakat/mintacsoportokat. Az Gsszes azonositott transzkriptum koziil megkozelitdleg



3800 valtozott szignifikansan valamely két mintacsoport kozott. A szignifikdnsan valtozo
expresszioju gének kozotti lehetséges funkcionalis kapcsolatok egyszeriibb értelmezése
c€ljdbol in  silico Utvonal elemzést végeztiink. Megallapitottuk, hogy a
legszignifikansabban valtoz6 kanonikus utvonalak a gyulladt teriileteken az immunsejtek
kozotti kommunikdcioval, az immunsejtek toborzasaval, a veszély jelek felismerésével, a
gyulladasos valasz szabalyozasaval, valamint a szovetek védelmével és regeneralasaval
kapcsolatosak. Jelentdsen megvaltozott a leukocitak, koztik az agranulocitak és
granulocitdk vérarambol a gyulladt szoveti allomanyba vald vandorlasat segitd
molekuldkat magédba foglald szignalizacids utvonalak aktivitdsa valamint szdmos a
gyulladasban kulcsfontossagu szignalizacids utvonalat 6sszesité NF-«xB jelatvitel.

A velesziiletett immunvalasz a mikrobialis sejtalkotok vagy sajat sériilt sejtekbdl szarmazo
molekulak mintdzatfelismerd receptorok (PRR) altali felismerését kovetden indukalodik
(Akira, Uematsu ¢s mtsai 2006). A PRR jelatviteli utvonal aktivaldédasat, tovabba a
mintazatfelismerd TLR és NLR receptorok szignifikdnsan megvaltozott kifejezddését
figyeltilk meg a TNBS kezelt patkany vastagbelek gyulladt szakaszaiban. Az elsOként
azonositott IBD-re hajlamositdé mutaciot egy NLR receptorban, a NOD2-ben
azonositottak, mely a bakteridlis eredetli molekulak felismerését kdvetden gyulladaskeltd
gének kifejezddését idézi eld (Hugot, Chamaillard és mtsai 2001, Ogura, Bonen és mtsai
2001, Elinav, Strowig ¢és mtsai 2011). A transzkriptdbma analizis soran a Nod2
megemelkedett expressziojat figyeltiik meg a TNBS kezelt patkany vastagbél gyulladt
teriiletein, mig a nem-gyulladt mintdkban nem valtozott a kifejezodése. RNS-Seq
eredményeinket QPCR modszerrel is validaltuk, melyek a Nod2 esetében és a dolgozatban
bemutatott tovabbi 37 fehérjekodold gén esetében is teljes mértékig korrelaltak. A
gyulladaskeltd citokinek érését segitd inflammaszoma alkoté NLR receptorok koziil az
NLRP3 ¢és szubszratjai az IL1B és IL33 szintje szignifikdnsan megemelkedett a gyulladt
teriileteken; ellenben a gyullad4sgatld hatasi NLRP6 és az azt szabalyoz6 PPARy
expresszidja szignifikdnsan csokkent. A mintazatfelismerd receptorok génexpressziods
mintazatara jellemz6 a gyulladaskeltd gének fokozott, és a gyulladdsgatldo molekuldk
csokkent kifejez6dése a TNBS kezelt patkdnyok gyulladt szovetrégioiban.

A PRR-ek ligand kotése kemotaktikus molekuldk, citokinek és kemokinek expressziojat

crer

1997). A gyulladas markereiként is ismert Tnfao, 111, 116, 1110, Ccl3 és Cxcll kifejezodése



szignifikansan ndtt a gyulladt szovetekben, azonban a TNBS kezelt nem-gyullat
teriileteken nem valtozott az expresszidjuk. Az in vivo modellben azonositott valtozasok
relevanciajanak igazolasara IBD-s betegek vastagbeleinek gyulladt és nem-gyulladt
részeir6l  begyljtott szovetmintdkat, inaktiv betegekbdl szarmazé mintdkhoz
hasonlitottunk. Ahogy a ragcsald rendszerben is lathattuk, a gyulladaskeltd citokinek
kifejezodése szignifikansan megemelkedett az IBD-s betegek gyulladt mintaiban, mind az
inaktiv, mind a relapszalo betegek nem-gyulladt mintaihoz viszonyitva, ami egyértelmu
bizonyitéka az aktiv gyulladas jelenlétének. Az IBD-s paciensek tiineteinek enyhitésére
kifejlesztett terapids modszerek foként a fent emlitett pro-inflammatorikus citokinek,
leginkdbb a TNFo gatlasan alapulnak (Silva, Ortigosa és mtsai 2010). Ez a mddszer
azonban nem minden betegnél eredményez javulast, és csak a gyulladas tiineti kezelésére
alkalmas, de nem jelent tartos gyogymodot az IBD-vel szemben.

Miutén az IBD patomechanizmusédval mar korabban kapcsolatba hozott gének expresszios
mintazatdit megvizsgaltuk a TNBS indukalt patkédny vastagbélgyulladds rendszerben,
valamint IBD-s paciensekbdl szarmazé szovetmintak segitségével is igazoltuk a modell
hitelességét, a betegség kezelésére alkalmas 11j célmolekuldk azonositaséra torekedtiink.
A gyulladésos valasz sordn a sériilt sejtekbdl felszabadulo fehérjék jelatviteli kaszkadot
inditanak be. Annak érdekében, hogy ez az Ongerjeszté folyamat ne véljon
iranyithatatlanna €s a sajat szervekre, szovetekre karossa, sziikségesek a gyulladast gatlo
visszacsatolasok. A TLR-ek altal kivaltott gyulladas negativ szabalyozoiként ismert TAM
receptorok (Rothlin, Ghosh és mtsai 2007) ¢és ligandjaik kiilonb6z0 iranya génexpresszios
valtozasat figyeltik meg a TNBS indukalt patkany IBD modellben: amig az AxI
kifejezddése szignifikdnsan megemelkedett mRNS és fehérje szinten is a gyulladt
bélszakaszokban, addig a Mertk és Tyro3 szintje csokkent az azonos szovetrégiokban. Az
IBD-s betegek vastagbeleiben csak az AXL kifejez8dése valtozott szignifikansan, ahol az
aktiv-gyulladt mintakban emelkedett expressziojat detektaltuk. A pleiotrop hatasi AXL
megemelkedett kifejezddésének tobb funkcidja is lehet a gyulladt teriileteken: negativ
regulatorként és a fagocitozis eldsegitése altal (Lemke €s Rothlin 2008) a szoveti
homeosztazis helyreallitasat tdimogathatja; masrészt, mint az epitelialis — mezenhimalis
tranzicid inducere (Asiedu, Beauchamp-Perez és mtsai 2014) az IBD-s betegeknél gyakran

kialakul6 vastagbélrak kockazatat novelheti.



5. A transzkriptoma vizsgalat sordn a legjelentdsebb expresszios valtozasok a gyulladt

szoveteket jellemezték, mig a nem-gyulladt mintdkban joval kevesebb szignifikdnsan
valtozo transzkriptet azonositottunk. Erdekes modon, ha a nyalkahértya védelméért felel6s
mucinok és azok glikolizacigjaban szerepet jatszd fehérjéket kodold gének expresszidjat
kovettiik nyomon, akkor szignifikans eltérést tapasztaltunk a TNBS kezelt nem-gyulladt
patkany vastagbelekben. Az epitél sejtek felszinét boritd kettds nyakréteg kialakitasaért
felelés Muc2 expresszidja szignifikansan emelkedett a TNBS kezelt patkany vastagbél ép
teriiletein. Korabbi tanulméanyok emlitik a MUC2 jelentdségét IBD-s betegeknél - melynek
kifejez6désben nem taldltak jelentds valtozdst - azonban vizsgalataik sordn nem
kiilonboztették meg a relapszald betegek gyulladt és nem-gyulladt teriileteit (Larsson,
Karlsson és mtsai 2011). Az altalunk feldolgozott, IBD-s paciensekbdl szarmazo biopsziak
vizsgalatakor a MUC2 kifejezddése az aktiv stadiumban 1év6 betegek gyulladt €és nem-
gyulladt vastagbé¢l teriiletein eltéré volt, a patkdny vastagbélhez hasonldan, a
makroszkopikusan normalis teriileteken magasabb, mint a fekélyes részeken.
Feltételezhetd, hogy az emberi és a patkdny mintak esetén is a gyulladt teriiletek mellett
elhelyezkedd, még ép teriileteken megfigyelt magasabb MUC2 expresszio fokozott
védelmet jelenthet a tovabbi szdveti kdrosodassal szemben.
A tapcsatornat béleld epitélium védelmében fontos szerepe van a glikokalix szintézisét
végzd glikoziltrasnzferazoknak, koztik fukoziltranszferazoknak is (Pu és Yu 2014),
melyek jelentds expresszid valtozasat azonositottuk a nem-gyulladt és gyulladt patkany
vastagbél teriileteken is. A Muc2 és Dmbtl mRNS-ekhez hasonloan szignifikdnsan nott a
kifejezddése az Adgnt, a B4galnt2, a Fut4 és a Fut9 géneknek a TNBS kezelt nem-gyulladt
szovetrégiokban; veliik ellentétben a Futl és Fut2 kifejezddése szignifikansan csokkent a
gyulladt terlileteken. A glikolizacioért felelds fehérjéket kodold gének expresszids
mintazatanak TNBS kezelést kdvetd valtozasa arra utal, hogy a nem—gyulladt teriileteken
a szervezet probalja fenntartani a szoveti homeosztazist és megdvni a nyalkahartyat az
esetleges sériilésektol.

6. A TNBS indukalt vastagbélgyulladds in vivo patkdny modelljének transzkriptoma
vizsgalata soran szamos olyan molekulat is azonositottunk, melyek szerepe nemcsak a
gyulladés szabalyozasaban, hanem a daganatos elvaltozasok kialakuldséban is ismert. Ezek
vizsgalatat azért tartottuk fontosnak, mert az IBD-s betegekre jellemzd elhtizodo, kronikus

gyulladas jelentésen noveli a vastagbélrak kialakulasanak kockazatat (Saleh és Trinchieri



2011), melynek kifejlédésében a metasztazis képzodést eldsegitd epitelidlis-mezenhimalis
tranzicid (EMT) kulcsfontossdgi folyamat (Lamouille, Xu és mtsai 2014). Az EMT
molekularis komponensei szignifikasan aktivalodtak a TNBS altal kivaltott
vastagbélgyulladas és az IBD-s paciensek vastagbelében egyarant. A mezenhimalis
fenotipus kialakitasaért is felelés novekedési faktorok (FGF2, FGF7, EGRI1) és
szignaltranszducer molekulak (NOTCH1/2, JAK2, HIF1a) kifejezddése szignifikansan
megemelkedett a TNBS kezelt patkanyok ¢és az IBD-s Dbetegek gyulladt
vastagbélrégioiban; akarcsak az EMT-t indukalo transzkripcids faktorok (ZEB2, SNAII)
¢s az extracellularis matrix atalakitasban szerepet jatszo MMP9, valamint a VIM ¢és LOX
expresszioja. Ellenben az epitelialis marker, CDH1 kifejezddése szignifikansan csokkent
a gyulladt teriileteken.

. Az RNS-Seq soran azonositott transzkriptek kozott a mRNS-ek mellett pri-miRNS-eket is
detektaltunk, melyek kettés szala RNS szakaszai magukban hordozzdk a késobbi érett
miRNS-eket. A miRNS-ek bonyolult, tobb szinten szabalyozott biogenezise miatt, a
valtozo6 expresszidju pri-miRNS-ek érett miRNS szarmazékainak kifejezédését QPCR-rel
kovettiik nyomon. A szignifikdnsan valtozo kifejezddésii pri-miRNS-ek tobbsége csokkent
a gyulladt szovetekben, és ezeket a valtozasokat az érett miRNS-ek mennyiségében is
azonositottuk. Jelentésen csokkent a kifejez6dése tobbek kozott a MIRS és MIR192
miRNS géncsalad tagjainak (miR-200a/b/c, -141, -429; miR-192, -215), a kozos
klaszterben elhelyezkedé miR-143/-145-nek, valamint miR-375-nek. K6z6s jellemzdjiik
ezeknek a miRNS-eknek, hogy mindegyikiikk az EMT-t indukalé gén/ek inhibitora
(Zaravinos 2015). A miR-200b és ZEB2 kozott negativ visszacsatolas figyelheté meg, azaz
gatoljak egymas kifejezddését (Bracken, Gregory és mtsai 2008). Tovabba a ZEB2
inhibitora a miR-192 is, melyet az EMT-t aktival6 TWIST1 transzkripcios represszor
szabalyoz (Wu, Rupaimoole és mtsai 2016). A miR-192 csokkent kifejezddését az IBD-s
betegek gyulladt vastagbélrégioiban is megfigyelhettiik, ahol tovabbi targetjei, a mar
bemutatott EGR1 ¢és FGF2 kifejezddése forditottan valtozott, azaz szignifikdnsan
emelkedett. Szintén fontos EMT indukalo transzkripcids faktor, a SNAII pedig a miR-375
kifejez0désének gatlasaval jarul hozza targetje (Ding, Xu és mtsai 2010, Xu, Jin és mtsai
2014) a JAK2 expresszidjanak novekedéséhez. Ezeken feliil olyan érett miRNS-ek
mennyiségi valtozasat is megmértiikk, amelyek prekurzorait az RNS-Seq sordn nem

azonositottuk, de ismert, hogy az EMT kialakitdsaban szerepet jatsz6 gének inhibitorai.



Ilyen példéul a miR-199a, ami nemcsak a SNAII (Suzuki, Mizutani és mtsai 2014), hanem
tobbek kozott az AXL gatlasaban is részt vesz (Mudduluru, Ceppi és mtsai 2011). Inverz
expresszios mintazatukat nemcsak a TNBS kezelt patkany vastagbél gyulladt teriiletin,
hanem az IBD-s paciensek gyulladt szovetmintdiban is megfigyeltik. Az EMT
poszttranszkripciondlis szabalyozdsa szempontjdbdl fontos miR-30 ¢és miR-107
expresszioja is szignifikdnsan csokkent a gyulladt szovetrégiokban, melyek a VIM (Liu,
Chen ¢és mtsai 2014) ¢és HIFla (Yamakuchi, Lotterman €s mtsai 2010) inhibitorai. Az
altalunk vizsgalt 6sszes EMT-t indukalé miRNS-mRNS target par expresszios mintazatara
igaz, hogy ahol a gatld6 miRNS mennyisége lecsokken, ott a célmolekula kifejezddése

megemelkedik.

. Az in vivo vastagbélgyulladas modell teljes transzkriptoma vizsgélata soran azonositott

pri-miRNS-ek a gyulladas féken tartadsaban is jelentds szereppel birnak. A gyulladaskeltd
citokinek és kemokinek inhibitoraként ismert miR-223 kifejezdése mind a patkany mind
a human vastagb¢lbdl szarmazd mintdkban pri- €s érett miRNS szinten is megemelkedetten
expresszalodott a gyulladt szovetekben. Az immunvalasz soran a vastagbélbe infiltrald
immunsejtek altal expresszalt miR-223 a CXCL2 és CCL3 kemotaktikus fehérjéket kodolod
gének (Johnnidis, Harris és mtsai 2008) és a gyulladaskelté TNFa, IL1B, IL6 és NLRP3
(Poon, Palanisamy és mtsai 2017) gatlasan keresztiil részt vesz a szoveti homeosztazis
helyreallitdsdban és a gyulladas féken tartasaban.

Az IBD-s betegek tiineteinek enyhitésére gyakori terapias célpont a TNFa, mely inaktiv
formaban tarolodik a sejtekben mindaddig, amig egy matrix metalloproteinaz, példaul az
MMP13 enzimatikus hasitas révén ki nem alakitja beldle a funkcioképes alakot
(Vandenbroucke, Dejonckheere és mtsai 2013). A TNBS kezelt gyulladt patkany vastagbél
mintakban €s az aktiv stddiumban 1év6 IBD-s betegek gyulladt szoveteiben az emelkedett
TNFa expresszid, szignifikansan megndvekedett MMP13 kifejez8déssel tarsult. Az
MMP13 poszttranszkripcionalis szabalyozasaban résztvevd miR-27b (Akhtar, Rasheed és
mtsai 2010) kifejezddése ellenben szignifikdnsan csokkent a patkdny és IBD-s betegek
gyulladt vastagbelében is. Tovabbi vizsgalatokat kovetden a miR-27b potencialis terapias
célmolekuldva valhat, amennyiben ektopikus taltermeltetésével az MMPI13
mennyiségének és igy a TNFa érésének csokkenését idézné eld. Az aktiv TNFa szintjének

redukalodasa pedig a gyulladas visszaszoruldsat eredményezhetné a szovetekben.
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Az IBD-s betegek életében valtakozo remissziods, azaz inaktiv és relapszald, vagyis aktiv
periddusok sordn a 1€zios €s €p szovetrégiok elhelyezkedése valtakozd a tapcsatorna mentén. Ez a
valtakozas, a gyulladast és az EMT-t indukdldo gének ¢&s azokat szabalyozd6 miRNS-ek
kényes egyensulyt ebben a bonyolultan szabalyozott rendszerben, ami az IBD-s betegekre jellemzd
magasabb vastagbélrak incidencia egyik tényezdje is lehet. Masrészt a vérben keringo
exoszomakban szallitott vagy a vér alakos elemei altal expresszalt miRNS-ek (Poon, Palanisamy
¢s mtsai 2017) a tapcsatorna gyulladt és nem-gyulladt teriiletein talalhatd sejtekben egyarant
kifejthetik gatldé hatdsukat, ami késleltetheti/megakadalyozhatja a szoveti homeosztazis
helyreallasat.

A vastagbé¢l szoveti felépitésében szamos sejtalkotd részt vesz, melyek mindegyike mas-
mas modon jarul hozzd a homeosztazis fenntartdsdhoz ¢és sziikség esetén az immunvalasz
szabdlyozasahoz. Kisérleteink sordn a patkdny ¢és IBD-s betegek vastagbelébdl szdrmazo
szovetmintak gyulladt és nem-gyulladt teriileteit vizsgalva az adott szoveti régiora aktudlisan
jellemzd  heterogén sejtpopulacioban bekovetkezd szignifikans génexpresszios eltéréseket
azonositottuk. Tovabbi kisérleteink sordn az egysejt izolalasi technikak fejlodésének kdszonhetden
a sejttipusok elkiilonitett vizsgalataval szeretnénk az eddig feltart transzkripcids mintazatot
pontositani, mellyel lehetdségiink nyilik a gyulladasos bélbetegségek molekularis hatterének
sokkal nagyobb felbontasu ezaltal precizebb tanulmanyozasara.

A transzkriptoma analizis soran detektalt pri-miRNS-ek globalis expresszio csokkenése a
gyulladt vastagbélteriileteken egy kozos szabalyozd mechanizmus meglétét feltételezi. Ezt a
megfigyelést az érett miRNS-ek szintjén, miRNS-Seq modszer alkalmazédsaval szeretnék a
tovabbiakban vizsgédlni. Abban az esetben, ha a fiziologids koriilmények kozott konstitutivan
expresszaloddo miRNS-ek folyamatos negativ szabalyozas alatt tartjak gyulladaskelto targetjeiket,
akkor a miRNS-ek kifejezddésének gyulladds soran bekovetkezd teljes korti csokkenésével a
célmolekuldk egyszerre szabadulhatnak fel a gatlas aldl és erdteljes gyulladasos véalaszt
indukalhatnak. A feltételezett folyamat atfogd hatasat erdsitheti az a tény is, hogy egy miRNS
szamtalan mRNS szabalyozasaban is részt vehet, ami exponencialisan noveli az érintett molekulak
korét. Jovobeli vizsgalataink targyat képzi a sejttipus specifikus transzkriptoma vizsgéalat mellett

ennek a lehetséges szabalyoz6 mechanizmusnak a felderitése is.
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