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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A velesziiletett immunitas

A velesziiletett immunrendszer az elsé védelmi vonal a szervezetet érd karos
behatasokkal szemben, mely a sajat és nem-—sajat struktirdk megkiilonboztetése révén
gyulladas indukalasaval valdésul meg. Az immunvalasz aktivalasa és kivitelezése szamos
molekularis és sejtes komponens halozatszeri interakcidjan  keresztiil  zajlik.
Egyiittmiikodésiik eredménye az akut gyulladas, mely fontos szerepet tolt be a szdveti
homeosztazis fenntartdsaban. Osszetettsége miatt azonban a szabalyozas barmely szintjén
bekdvetkezd hiba az immunvalasz tulzott mikodéséhez, elnyulasahoz, kronikus gyulladés

kialakulasahoz vezet/het [1].

2.1.1. A velesziiletett immunvalasz aktivalasa

A velesziiletett immunitas egyik elsddleges feladata a szervezetet éré karos hatasok
érzékelése: utobbiakat valtozatos molekularis mintazatok jellemezik, amelyeket specifikus
mintazat felismeré receptorok (pattern recognition receptor, PRR) ismernek fel. Az
immunvalaszt aktivaldo molekularis mintazatok szarmazhatnak akar egy patogén
baktériumbol (pathogen-associated molecular pattern/patogén asszocialt molekularis
mintdzat, PAMP) vagy a szervezet karosodasa folytan létrejéovo sajat molekulabodl (danger-
associated molecular pattern/veszély asszocialt molekularis mintazat, DAMP) [2]. A sejtbeli
lokalizaciojuk alapjan tobbféle PRR csoportot kiilonboztethetiink meg: C-tipusu lektinek,
Toll-szerti receptorok (Toll-like receptor, TLR), RIG1-szerii receptorok (RIG1-like receptor,
RLR), NOD-szerti receptorok (NOD-like receptor, NLR) és AIM-szerti receptorok (AIM-
like receptor, ALR) [3].

A TLR-ek a sejtfelszinen (pl.: TLR-1, 2, 4, 5, 6 és 10), vagy az endoszémak felszinén
(pl.: TLR-3, 7, 8 és 9) elhelyezkedé transzmembran fehérjék, melyek a PAMP/DAMP
felismerését kovetden molekuléris kaszkad beinditasaval gyulladaskelté molekulak, példaul

citokinek és kemokinek kifejez6dését indukaljak (1. abra).
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1. abra A TLR jelatvitel attekintése. Az extracellularis vagy endoszomakban tarolt
ligandok kotését kovetden a TLR receptorok jelatviteli kaszkddot inditanak be, ami
gyulladaskeltd citokinek és kemokinek expresszidjat eredményezi. A TLR3 kivételével,
mindegyik TLR jelatvitel torténhet MyD88 adaptor molekulan keresztiil is. A TLR1/2/4/6
receptorok ezen kiviil transzmembran doménjiik révén a TIRAP fehérjével is interakcidba
léphetnek. A TLR3 a TRIF jeltovabbitd6 molekulat aktivalja, ami a TLR4 jelatvitelben a
TRAM fehérjével kapcsolodva MyD88 fiiggetlen utvonal aktivalast teszi lehetové. A
jelatvitel utolsd lépéseként az IRF3/7, NFkB stb. beinditjdk a gyulladaskelté gének
transzkripciojat ([4] alapjan modositva).

A TLR-ek altal szabalyozott immunvalasz célja a betolakodé mikroorganizmusok
elpusztitasa illetve a szOveti homeosztazis helyreallitdsa. Jellegzetes TLR2 ligand a
peptidoglikan (PGN), mely a Gram-pozitiv baktériumok sejtfalalkotoja; ezzel ellentétben a
legtobb Gram-negativ baktériumra jellemz6 lipopoliszacharid (LPS) felismerése TLR4-en
keresztiil torténik [5] (1. abra).

Az NLR receptorok népes csaladjaba citoplazmatikusan elhelyezkedd PRR-ek
tartoznak, melyek osztalyozasa hasonldo NATCH doménjiik és leucinban gazdag ismétl6do
szekvenciaik alapjan torténik [6]. Valtozatos szubsztrat specificitassal és funkcidval
rendelkeznek; tobbek kozott nélkiilozhetetlenek az antimikrobialis és antiviralis valasz

végrehajtasaban (2. abra) [7, 8].
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2. abra: Az NLR receptorok mikrobialis agensek altali aktivacioja. (A) Az
extra/intracellularis baktériumokbol vagy vezikulumokbdl szdrmazé MDP és iE-DAP
ligandok NOD1/2 éltali felismerése NFKB vagy MAPK jelatvitelt aktivél ami

crer

Az inflammaszoma alkoté NLR receptorok aktivalasat szamos exogén vagy endogén eredetu
ligand kivalthatja, mely a komplex dsszeszerelddését eredményezi. Az inflammaszoma a pro-
kaszpaz-1 enzimatikus hasitasaval funkcioképes kaszpaz-1-et hoz Iétre, ami a citoplazmaban
inaktiv formaban tarolt citokinek (pl.: IL1pB) érését segiti el6 ([7] alapjan modositva).

A sejtbe bejutdé PAMP-ok felismerésén kiviil az NLR-ek fontos feladatot latnak el a
gyulladaskelté interleukinek (IL; pl.: IL1B, IL18 és 1L33) aktiv konformacidjanak
kialakitasaban inflammaszoma komplexekként [9]. Az inflammaszomat alkotd6 NLR-ek az
NLRP3, NLRP6, NLRP12, NLRC4, NLRCS5 ¢és az NLR-szeri AIM2, a ligand kotését
kovetéen az PYCARD (vagy ASC) adaptor fehérje segitségével a citoplazmatikus pro-
kaszpdz-1 hasitasat végzik, ami végrehajtd kaszpazként a citokin prekurzorok érését segiti
elé (2B. abra) [9, 10]. Ismert ligandjaik a mikrobialis eredetli PAMP-ok mellett a sajat
sejtekb6l szarmazo DAMP-ok, mint példaul az SI00A8 és S100A9 [11]. Egyes NLR-ek,
példaul az NLRP6, negativan szabalyozzak a gyulladast és hatassal vannak a bél
mikrobiomjanak Osszetételére [12, 13]. Ezzel szemben masok, példaul a NOD?2,

kiemelked6en fontosak a bél homeosztazisanak fenntartasaban, ami a muramil dipeptid
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(MDP) felismerésén keresztiil képes az NF-xB altal szabalyozni a gyulladas-kelt6 és/vagy -
gatlo effektor molekulak kifejez6dését (2A. abra). Az NLR-ek hibas miikodését
Osszefliggésbe hoztak az immunsejtek abnormalis aktivalddasaval, tovabba a NOD2-t kodolo
genomi lokuszban Iétrejott mutaciok hajlamositd tényezok a tdpcsatorna gyulladasos és

daganatos elvaltozasaiban [14-16].

2.1.2. A velesziiletett immunrendszer végrehajtéinak toborzasa

A PRR-¢k aktivalasa szamos jelatviteli utat indit be, melyek gyulladasos effektor
molekulak, féként citokinek és kemokinek kifejez6dését indukaljak. Ezen kis molekulasulyu,
szekretalt kemotaktikus fehérjék alapvetd szerepe az immunvalasz sejtes komponenseinek
az érintett szoveti régidba vald toborzasa. A folyamat soran megkiilonboztethetiink
gyulladas-kelté, masnéven proinflammatorikus és -gatld, azaz antiinflammatorikus
citokineket és kemokineket. Jellegzetes gyulladas-kelté citokinek tobbek kozott a TNFa
(tumor necrosis factor o), az IL6 és az IL1p; ezzel szemben gyulladas-gatlé példaul az 1L10
[17]. A proinflammatorikus kemokinek kozé tartozik az CXCL8 (Chemokine (C-X-C motif)
ligand; korabban IL8), melynek ragcsalokban a CXCL1 (Chemokine (C-X-C motif) ligand
1) felel meg [18].

Az immunvalasz hatékony és gyors kialakitasa érdekében a gyulladaskeltd TNFa és
IL1B inaktiv pro-TNFa és pro-IL1p formaban halmozodik fel a sejtekben. Az immunvalasz
aktivalodasat kovetden a de novo citokin expresszio fokozasan kiviil, a pro-TNFa és pro-
ILIB érése is megvalosul. Az NLR fehérjékbdl felépiild inflammaszéma komplex
enzimatikus hasitas utjan hozza létre az aktiv IL1p-t [9], mig a funkcioképes TNFa érését

matrix metalloproteinazok (MMP-k), példaul MMP13 segiti el6 [19].

2.1.3. A velesziiletett immunvalasz sejtes komponensei

A gyulladésos valasz végrehajtoi az immunsejtek, melyek a szervezet védelmére és a
homeosztazis fenntartasara specializalodott sejttipusok. A velesziiletett immunités sejtjei
koz¢ tartoznak a mieloid sejtek és a limfoid eredeti ILC sejtek (innate lymphoid cells, ILCs)
[20]. A szerzett immunitasban szerepet jatszo T- és B-sejtekhez hasonldan, az ILC-k kdzos

limfoid progenitor sejtbdl fejlddnek, azonban nem expresszdlnak antigén specifikus
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receptorokat. Az egy-sejt izolalasi modszerek fejlédésének kdszonhetéen az ILC-k tovabbi
harom alcsoportjat irtak le a kiilonbozd sejtfelszini markerek és eltérd génexpresszios
mintazatuk alapjan, aminek megfeleléen az ILC szubpopulaciok (ILC1, ILC2, ILC3) eltérd
feladatok ecllatasara specializalodtak [21]. Az ILC1 sejtek az intracellularis parazitak
érzékelését kovetden TNFa és IFNy termelésével mieloid sejteket toboroznak, mig az ILC2
sejtek féreg fertdzés esetén IL13 révén fokozzak a simaizom kontrakciot és a goblet sejtek
granulocitak toborzasaval és antimikrobialis fehérjék kifejez6désének novelésével szallnak
szembe a patogén gombakkal és extracellularis baktériumokkal [20]. A mieloid sejtek kozé
tartoznak a monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek €s granulocitak, melyek aktivalodasat
a PAMP-ok és DAMP-ok széles skalaja képes eldidézni. Ezek a sejttipusok tobbek kozott
részt vesznek a betolakodok elpusztitisaban, fagocitozisdban, a sériilt sejtekbdl szarmazo

tormelékek eltakaritasaban, a szoveti homeosztazis helyreallitasaban [22].

Az immunreakci6 soran elengedhetetlen més szovetalkotok, tobbek kozott a vérerek
belsd falat alkotd endotél sejtek €s a felszineket boritd epitélsejtek kozremiikodése is. A
szoveti homeosztazis felborulasa soran aktivalodott, gyulladt endoltél sejtek az immunsejtek
vérarambol val6 kihorgonyzasara alkalmas molekulékat expresszalnak a felsziniikon €s n6 a
vérerek ateresztOképessége. Az endotél sejtek ¢és leukocitdk adhézios molekuldkat
(szelektinek, integrinek) és kemokin receptorokat expresszalnak, melyekhez mint
kihorgonyz¢ struktirdhoz kapcsolddnak ligandjaik (szelektin ligandok pl.: PSGLI;
immunoglobulinok pl.: ICAMI; és kemokinek pl.: CCL2) [23]. A szelektinek és ligandjaik
kozotti kapesolat kialakitasaban nélkiilozhetetlenek a ligandok szénhidrat egységei. A
funkcidképes szelektin ligandok és mas glikoproteinekre jellemzd szénhidrat antigének
kialakitasaért tobbek kozott a fukoziltranszferazok (FUT) a felelések. Leukocitakban példaul
az al,3/4-FUT alcsaladba tartozé FUT4, FUT7 és FUT9 végzik a Lewis antigének koziil a
sLe* antigén szintézisét [24, 25]. Emellett még a Lewis antigének kozé tartoznak a Lewis-
X/I-Y/-al-b (LeX, LeY, Le?, Leb) ¢és az un. szialil-Lewis-X/a tetraszacharid antigének (sL,
sLe?) is [24]. A 1étrejové adhézios molekula/ligand interakcio segiti eld az agranulocitak

crcr

gyulladt széveti allomanyba [26].
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A velesziiletett immunvélasz sejtes komponensei koziil kulcsfontossaguiak az
epitélsejtek is, melyek a kozottiik kialakulo sejt-sejt kapcesolatok révén egy szorosan zarddod
védoréteget, egy elhatarold strukturat, az epitéliumot alakitjdk ki. Szdveti
elhelyezkedésiiknek megfelelden képesek tovabbi funkcidk ellatdsara is adaptalddni.
Specialis felszini struktarak kialakitdsaval példaul novelhetik a felszint, mely hatékonyabb
felszivodast tesz lehet6vé a tapcsatornaban, de ezen kiviil szekréciora képes sejttipussa is
differencialodhatnak. A sejteket 0sszekotd horgonyzé strukturak Osszekapcsoljak a sejtek
citoszkeletonjat és az extracellularis matrix alkotohoz is csatlakoznak, ezzel segitik az epitél
sejtekre jellemzd apikalis-bazalis polaritas kialakitasat. Ennek kdszonhetden az epitélium
egy szigoruan szabalyozott kommunikacids csatornanak is tekinthetd a kiilvilag és a belso,
szoveti kornyezet kozott. Az epitélsejtek a veszEly jel érzékelése révén, vagy sériilésiik
kovetkeztében maguk is képesek gyulladaskeltd fehérjéket szekretalni, amivel aktivalhatjak

az immunvalaszt [27].

2.1.4. A velesziiletett immunvalasz szabalyozasa

Negativ regulatorok: a TAM receptorok

A TAM receptor csalad tagjai a TYRO3, az AXL és a MERTK, sejtfelszini
receptorok, melyek konzervalt KWIAIES szekvencia motivumuk alapjan kiilon csaladba
sorolhatoak a protein-tirozin-kindzok (PTK) csoportjan beliill [28]. Ligandjaik a Growth
arrest-specific (GAS6) és a Protein S (PROS1), melyek kotodésiikkel a receptorok
dimerizéciojat ezaltal aktivacidjat idézik eld. A TAM receptoroknak és ligandjaiknak fontos
szerepe van az apoptotikus sejtek fagocitozisaban, ezen kivill az immun-, ideg- és
reproduktiv-rendszer megfeleld6 mitkodésében nélkiilozhetetlen szignalizacios utvonalakat
aktivalnak (3. abra). Ismert tovabba, hogy a TAM receptorok dendritikus sejtekben és
makrofagokban a TLR-indukalt gyulladdsos valasz inhibitorai. A gatlas az 1. tipusu IFN
receptor (IFNAR) aktivalasaval, SOCS1 és SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling-1, -3)
molekulakon keresztiil valosul meg [29, 30]. A TYRO3 gyulladas gatlo hatasa allergias

reakciokban és a parazitak elleni 2-es tipustt immunvalaszban is igazolt [31].
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3. abra: A TAM receptorok szerepe a gyulladisos folyamatok szabalyozasaban. A TLR
és citokin receptorok aktivalodasa a TAM receptorok expresszidjat indukalja, melyek STAT1
jeltovabbito molekula segitségével - tobbek kozott - a gyulladas-gatlo SOCS1 és SOCS3
transzkripciojat idézik eld. A SOCS fehérjék a TLR és citokin jelatviteli kaszkadban szerepet
jatszo molekulak degradacioja altal csokkentik a gyulladasos valaszt ([32] alapjan

modositva).
A TAM receptorok funkcidjanak vizsgalatara hasznalt in vivo egér knock-out
rendszerekben az autoimmun betegségekre jellemz6 tiineteket figyelték meg mint példaul a
periférias limfoid szervek, a 1ép, a nyirokcsomok és az iziiletek duzzanatat, valamint a
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dendritikus sejtek és makrofagok fokozott proinflammatorikus citokin termelését [32]. Ezen
kiviil a TAM jelatvitelben fontos molekulakat kodold génekben bekovetkezé mutaciokat
kapcsolatba hoztak tobb autoimmun betegséggel is, mint példaul a reumatoid artritisz és a

szisztémas lupus erythematosusz, melyekre szintén kronikus gyulladas jellemz6 [33].

Matrix metalloproteindzok

A matrix metalloproteindzok, mint azt neviik is tiikrozi, az extracellularis matrix
(ECM) dinamikus formalasban, az ECM alkotodinak lebontasaban vesznek részt, ezen kiviil
a citoplazmaban inaktiv formaban tarolt citokinek és kemokinek enzimatikus hasitasat
végzik. Emldsokben 24 metalloproteinaz tartozik az MMP csalddba: 1éteznek membranko6tott
(pl.: MMP-14, -15, -16, -17, -23, -24, -25) és szekretalt (pl: MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -10, -
11,-12, -13, -20, -21 -26, -28 ) MMP-k, mig tovabbi csoportositasuk domain szerkezetiik és
szubsztrat specifitdsuk alapjan torténik. Az MMP-k részt vesznek tobbek kozott az ECM
alkoto ¢és sejt-sejt kapcsolatok kialakitasaért felelds fehérjék, példaul a kollagének, az E-
cadherin ¢és fibrin bontasdban. Ismert szubsztratjaik még a CCL2, -7, -8, -13, a CXCL1, a
CXCLI11 kemokinek valamint az IL1B és TNFa citokinek [34, 35].

2.1.5. A tapcsatorna immunrendszere

Az emésztdszervrendszer feladata a taplalék felvétele, emésztése és a tapanyagok
felszivodasanak lebonyolitasa. Mindekdzben szamos mikroorganizmus, koztik
baktériumok, virusok és gombak is bekeriilnek a bélbe, melyek egy része a szervezet szamara
néven normal flora alkotoi a szervezet szamara hasznos, kommenzalista mikroorganizmusok,
melyek segitik a kdros, patogén baktériumok féken tartasat. A tapcsatornat béleld epitélsejtek
(intestinal epithelial cells, IECs) fizikai illetve kémiai barrierek 1étrehozasaval hozzajarulnak
a mikrobiom és a gazda szervezet kozotti szimbiotikus egyensuly fenntartasahoz. Ezek a
sejtek a nyalkahartya alkotoiként egyrészt fizikai hatart szabnak a betolakodokkal szemben,
masrészt a mikrobiom Osszetételétdl fliggden citokineket és kemokineket szekretalva tartjak

a kapcsolatot az immunrendszerrel [36].
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Fizikai hatart jelentenek a szoros sejt-sejt kapcsolatok, az abszorbtiv sejtek
mikrovillusait borit6 glikokalix, tovabba a goblet sejtek altal termelt viszkozus réteget alkoto
glikoproteinekben gazdag ,,mucus-nyak” réteg [37]. A vékonybélhez képest a vastagbélben
nagysagrendekkel tobb mikroorganizmus kolonizal, tovabba a goblet sejtek szama is sokkal
magasabb, ami lehetdvé teszi egy siirtibb belsd és egy lazabb kiilsé rétegbdl felépiild bevonat
létrehozasat a vastagbél felszinén (4. abra). A gél-formalé mucin 2 (MUC2) erésen O-
glikolizalt fehérje, polimerizacidja révén kialakitja a tomor belsO réteget, ami a kiilsOvel
ellentétben mikroorganizmusoktél mentes ¢és tavol tartja a bél lumenében ¢élo

kommenzalistakat és patogéneket a nyalkahartyatol [38].

Apikalis

Bazolateralis

Goblet
sejt

4. abra: A vastaghél epitélium barrier szerepe. Az epitélium kialakitdsaban résztvevo
kiilonb6z6 IEC alpopulaciok a sejtek kozott 1étrejovo szoros kapesolatok altal egy folytonos,
apikalis-bazalis polaritasu sejtréteget hoznak létre. Az abszorptiv sejtek a tapanyagok
felvétele mellett, a mikrobiota 0sszetételére reagalva antimikrobidalis fehérjéket szekretalnak.
A goblet sejtek altal kivalasztott mucin alakitja ki a keresztkotésekben gazdag proteoglikan
gel réteget az IEC-k felszinén, melynek belsd siirlibb polimer rétege tavol tartja a
mikroorganizmusokat, mig a lazabb kiils6 réteg atjarhaté a mikrobiom szamara ([39] alapjan
modositva).

A mucinok két f6 csoportja a membran kotott, apikalis felszinhez horgonyzott és a

szekretalt/gél-formalo tipusok, melyeket nagymértékii glikolizaltsag jellemez. A vastagbél
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kronikus gyulladdsdval jaro colitis ulcerosaban szenveddk esetén, példdul a MUC2
glikolizacidjanak valtozasat figyelték meg: az Osszetettebb glikan szarmazékok helyett a

rovidebb lancok voltak jellemzéek, ami fokozott gyulladassal tarsult a vastagbélben [40].

A sejtek felszini tulajdonsagait meghatarozo és a nyalkahartya védelmét biztositd
glikokalix kialakitdsa a glikoziltranszferazok, koztik fukoziltranszferazok bonyolult
egyiittmiikodésének az eredménye [37]. A 1IEC sejtek altal expresszalt fukoziltranszferaz 2
(Fut2) a gazda-kommenzalista kdzotti szimbidzis fenntartasa érdekében részt vesz a fizikai
barrier kialakitasaban [41]. Ezen kiviil a Fut2 kulcsfontossagu a bakterialis virulenciaért
felelos gének kifejezodésének szabalyozasaban is, azaltal hogy az altala fukozilalt, a bél
lumenébe szekretalt fehérjék fukdz egységeinek emésztése soran megvaltoztatja az ott
kolonizal6 baktériumok metabolikus folyamatait, igy csokkentve a virulenciat [42]. Az IEC
sejtek Fut2 termelését az ILC3 sejtek altal expresszalt IL22 idézi eld, amit a kommenzalista
baktériumok indukalnak. Ismert tovabba, hogy egér modellben a Fut2 hianya néveli a

patogének altal kivaltott gyulladast a tapcsatornaban [41].

A szovetek védelmére az IEC-k altal termelt antimikrobialis peptidek kémiai barriert
képeznek - amik foként a vékonybélben fejezddnek ki — ezen kiviil a mintdzat felismerd
receptoraik és az altaluk szekretalt citokinek riadoztatjak az immunsejteket és immunreakciot

valtanak ki a betolakoddk elpusztitasa céljabol.

A fizikai és kémiai barrierek mellett elengedhetetlen, hogy a szervezet szdmara
hasznos mikroorganizmusokkal szemben tolerancia alakuljon ki. A tolerancia egy aktiv
folyamat, ami megakadalyozza, hogy immunvalasz induljon a kommenzalistdkkal szemben,
igy azok a tapanyagokért valdo versengés sordn visszaszoritjadk a patogén
mikroorganizmusokat [39]. A normal flora a velesziiletett immunitassal egyiittmiikodve
hozzé4jarul a homeosztazis fenntartdsahoz ¢és a sebgydgyulds eldsegitéséhez, igy tobbek

kozott védelmet nyujt a vastagbélgyulladas kialakulasa ellen [41].

A velesziiletett immunrendszer miikodésében fontos géneket érintdé muticiok
felboritjak ezt az egyensulyt, hatassal vannak az epitélsejtek képzddésére és a nyalkahartya

regeneralodasara, ami noveli a kronikus gyulladas kialakulasat €s a karcinogenezist a bélben.
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kommenzalista mikrobiommal szemben, ami felerdsiti a gyulladasos valaszt [43].

2.2. Immunmedialt gyulladasos betegségek

Az immunmedialt gyulladasos betegségek (Immune-mediated inflammatory
diseases, IMIDs) csoportjaba olyan defektusok tartoznak, melyek kozos jellemzdje a
szervezet valamely szovetét érint6, vagy akar a teljes szervrendszerre kiterjedé kronikus
gyulladas. lde sorolhat6 tobbek kozott a pikkelysomor (psoriasis), a reumatoid artritisz és a
gyulladasos bélbetegségek (Inflammatory Bowel Disease; IBD). Habar kiilonb6z6
szervrendszereket érintd kronikus gyulladas jellemzi ket (bor, iziiletek, tapcsatorna),
patomechanizmusuk hatterében azonos, a gyulladas szabalyozasaban fontos jelatviteli
utvonalak hibds miikodése és/vagy a gyulladasos citokinek egyenstlydnak felboruldsa all.
Kezelésiikre Gjabban a leggyakrabban TNFa gatld készitményeket hasznalnak, de az IMID
betegségek multifaktorialis jellegébdl adododan, a betegek csak bizonyos hanyadanal értek el
javulast ezzel a terapiaval [44]. Az IMID csoportba sorolt betegségek eléfordulasa foként a

nyugati tarsadalmakra jellemz0, ahol a populacio 5-7 % érintett [45].

2.3. A gyulladasos bélbetegségek - IBD

A gyulladasos bélbetegségek (Inflammatory Bowel Disease; IBD) két f6 tipusa a
Crohn-betegség (Crohn-disease; CD) és a colitis ulcerosa (ulcerative colitis; UC). Kozos
jellemz6jiik a kronikus gyulladas, mely CD esetén a szajliregtdl a végbélnyilasig a
tapcsatorna barmely szakaszan, mig colitis ulcerosaban szenvedd betegeknél foként a
vastagbélben kialakulo 1éziok, fekélyek megjelenésével jar. Az IBD élethosszig tartd
betegség, mely soran aktiv és remisszios periodusok kovetik egymast. Fébb tiinetei: az
id0szakosan visszatér6 hasi fajdalom, a hasmenés, véres széklet, valamint az ezek
kovetkeztében fellépd felszivodasi zavarok, melyek vérszegénységhez, faradtsaghoz,
sulyvesztéshez vezetnek. UC esetén a gyulladas a mukozat €s szubmukozat, CD esetén
mélyebb szoveti rétegeket is érinthet; jellemzd, hogy a gyulladt szakaszokat latszolag
érintetlen, nem-gyulladt teriiletek valtjak [46]. Habar némely jellegzetesség alapjan altalaban

elkiilonithetd a két betegség tipus, azonban jelentds atfedés tapasztalhatd klinikai, kortani
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megjelenésiikben, tiineteikben, valamint genetikai hatteriikben. A teljes genom asszociacios
vizsgélatok (genom-wide association studies; GWAS) segitségével mar tobb mint 160 IBD-
re hajlamosit6 10kuszt azonositottak, melyek jelent6s része azonos CD-ben és UC-ben [47].
A genetikai faktorok mellett, fontos szerepe van a kérnyezeti, immunologiai és mikrobialis
tényez6knek, melyek komplex interakcioja idézi elé a heterogén tiinetekkel megnyilvanulo

gyulladasos bélbetegségek kialakulasat [48].

Az IBD el6forduldsanak gyakorisaga vilagszerte folyamatos novekedést mutat, a
legmagasabb eléfordulasi arany az észak-eurdpai és észak-amerikai orszagokban élokre
jellemz6 [49]. Hazai tanulmanyok szerint, a magyarorszagi lakossag esetén is folyamatos
emelkedés tapasztalhato az IBD-s betegek szamaban [50, 51]. Habar a halalozasi rata IBD-S
betegeknél nem tér el nagy mértékben a normdl populéciotol, a vastag- és végbélrak
kockazatat jelentésen noveli az IBD-re jellemzd kronikus, elhtizodd gyulladas és az

immunszuppressziv készitményekkel torténé kezelés [52].

2.4. A gyulladasos bélbetegségek és a vastagbélrak kialakulasa kozotti
osszefiiggés

Napjainkban a keringési rendszert érinté megbetegedések mellett, a rosszindulata
daganatok jelentik messze a leggyakoribb halalokot. A legtobb daganat harom f6bb
csoportba sorolhatd a kiindulasi sejttipus alapjan. Az epitélsejt eredetli karcinomaék, a
tumoros elvaltozasok 90 %-aért felelosek, ezzel ellentétben a kotdszoveti eredetii szarkdémak
ritkan fordulnak el6. A harmadik csoporthoz tartoznak a limfomak, amelyek a vér sejtes

alkotoinak, elsdsorban az immunsejteknek a rosszindulati megbetegedése.

A tumorgenezis egy Osszetett folyamat, mely legtobbszor egyetlen 0sztddo sejtbol
indul, ami elkeriili a differencialodast végiil sejthalalt és kialakit egy sejttomeget, melyben a
daganatsejtek egyre tobb mutdciot halmoznak fel. A daganat a bazélis lamina atlépését
kovetden megtamadja a kornyez6 szoveteket, fokozott tapanyagsziikséglete miatt (1j vérerek
kialakulasat indukalja, ez pedig elésegiti a szervezet tavolabbi pontjaiba valé attétképzést, a
metasztazist. A tumor mikrokdrnyezetének (tumour microenvironment, TME) kialakitasa a
daganatképzddés elengedhetetlen feltétele, mely effektor molekulak (citokinek, kemokinek,

transzkripcios faktorok) és sejtes komponensek egyiittmiikddésével valosul meg [53].
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A daganatok kialakulasanak csupan 10 %-at okozzak csiravonalban megjelend
mutaciok, a fennmarado nagyobb hanyadot olyan szomatikus mutaciok idézik eld, melyek
kornyezeti tényezOk hatdsara alakulnak ki. Sok esetben kronikus fertézés, UV sugarzas,
elhizas, szélsdséges étkezési szokasok, belélegzett szennyezO anyagok, dohanyzas vagy
autoimmun folyamatok allnak a karcinogenezis hatterében. Ezen faktorok kozos vondsa,
hogy kronikus gyulladast idéznek eld, és ez az abnormalis védekez6 mechanizmus felboritja
a szoveti homeosztazist [54]. Az els6 megfigyelés, ami a kronikus gyulladas és a
tumorgenezis kozotti kapcsolatot irja le, Rudolf Virchow nevéhez fiizodik, aki 1863-ban az
es években szamos tanulmany igazolta a gyulladasban kulcsfontossdgi immunsejtek,

citokinek, kemokinek ¢és ndvekedési faktorok jelentdségét a rdkos elvaltozasok

kialakulasaban [56].

Nem minden kronikus gyulladassal jar6 korkép vezet tumorgenezishez, fontos az
érintett szovet tipusa. Mig a vastagbél és a maj hosszantarté gyulladdsa jelentdsen ndveli a
rak kockdzatot, addig az iziileti és izomszoveti gyulladds ritkdn vezet daganatos
elvaltozashoz. Masrészt maga a tumor is el6idézi a gyulladast az iniciaciés fazisban, a nem
megfeleld vérellatas miatt nekrozissal elpusztulo sejtekbdl felszabadulo DAMP-ok altal, ami
tovabb fokozza a daganatképzddést azaltal, hogy a sériilt szovetek helyreallitisa soran
kialakitja a megfeleld mikrokornyezetet és fokozza az angiogenezist [57]. A TME
kialakitasaban résztvevé sejtes komponensek elsdsorban az immunsejtek, koztiikk tumor —
asszocialt makrofagok, DC-k, mieloid-eredetii sejtek, tovabba elengedhetetlenek a
fibroblasztok és az endotélsejtek is [58].

A gyulladt szovetben felhalmoz6dd immunsejtek citokineket és kemokineket
szekretalnak, melyek az NF-kB transzkripcios faktor aktivalasa révén szamos jelatviteli utat
aktivalnak. A Kklasszikus NF-kB jelatviteli utvonal aktivalasat tobbek kozott TNFa, IL1a/p
¢s TLR ligandok idézik eld és ezaltal a gyulladdsban, sejtosztddasban, epitelidlis-
mezenhimalis tranzicidban, angiogenezisben és metasztazisban szerepet jatszo gének

expresszalast indukaljak [58].
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Az immunvalasz a daganat fejlédésének minden stadiumaban, igy a primer tumor
iniciacigjdban, az invazidban és a metasztazisban is jelentds szereppel bir. Klinikai
szempontbol a legkritikusabb aspektus, a bazalis membran attérésére képes invaziv tumor

kialakulasa, melyben az epitelialis-mezenhimalis tranzicié kulcsfontossagu 1épés [57].

2.4.1. Az epitelialis-mezenhimalis tranzicio

Az epitelidlis-mezenhimalis tranzicid (epithelial-mesenchymal transition, EMT)
soran az epitélsejtek elveszitik apikalis-bazalis polaritasukat, fellazulnak kozottiik a sejt-sejt
kapcsolatok és epitelialis markerek helyett, mezenhimalis markereket kezdenek expresszalni.
A sejtek mozgékonnya valnak, matrix metalloproteinazok termelése altal lebontjak az
extracellularis matrix alkotdit és invaziv mezenhimalis sejtekké alakulnak, melyek
ellenalléak az oOregedéssel és apoptozissal szemben. A folyamat ellenkezd irdnyba is
végbemehet, amit mezenhimalis-epitelialis tranzicionak neveziink, és végeredményeként
visszaall az epitelialis fenotipus. Az EMT fiziologias koriilmények kozott elengedhetetlen az
embriogenezisben és a szOvetregeneracioban, de jelentdés szerepe van a daganatos

elvaltozasok kialakulasaban, a metasztazis képzésben [59].

Az EMT sordn a sejt-sejt kapcsolatok fellazulasa a claudin és occludin
kifejez6désének csokkenésével, tovabba a plazmamembranban talalhatd E-cadherin
(epithelial cadherin / cadherinl, CDH1) lebontasaval valosul meg [59]. Az epitelialis
markerek kifejez6désének csokkenése és a mezenhimalis markerek fokozott expresszalasa,
a SNAI (snail family transcriptional repressor, SNAI1/2), a TWIST (twist family bHLH
transcription factor 1, TWIST1) és a ZEB (zinc finger E-box binding homeobox, ZEB1/2)
transzkripcios faktorok altal szabalyozott [59]. Az EMT soran a mezenhimalis marker MMP9

az ECM ujrarendezésével noveli a sejtek motilitasat [59].

Az EMT-ben szamos jelatviteli utvonal érintett, melyek a gyulladasos valasz
szabalyozasaban is fontosak. Ilyenek a JAK-STAT és NOTCH utvonalak, a TGFf altal
indukalt MAPK kaszkad és a tirozin kindz receptorokon (receptor tyrosin kinase, RTK)
keresztiil szabalyozott novekedési faktorok [59]. Az FGF-ek (fibroblast growth factor)
mezenhimalis iranyba toljak a tranziciot, a dezmoszomakat destabilizaljak és fokozzak az
integrinek és az MMP13 kifejez6dését [59]. Mig az EGR1 (early growth respons 1) a SNAI
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promoterét aktivalva segiti az atmenetet, addig a jellemzden hipoxias gyulladt szovetekben

kifejez6dé HIF 1a, a TWIST aktivalasa altal idézi el6 az EMT-t [59].

A koradbban bemutatott TAM receptorok gyulladas gatlé hatdsuk mellett, jelentds
szerepet toltenek be a daganatos elvaltozasok kialakulasdban. Koziiliik az AXL fokozott
kifejez6dését irtak le tobb daganat tipusban is, mint példaul tiid6, mell, fej, nyak és vastagbél
rakban is [28]. Tovabba, az AXL kifejezddésének szintje forditottan korrelal az
élettartammal és emelkedett szintje a rossz klinikai kimenetel eldrejelzéje lehet daganatos
megbetegedések, példaul mellrak esetén [60, 61]. Az AXL megnevezés, a gorog eredetii
»anexelekto” szobol szarmazik, ami kontrollalatlant jelent [62]. Az AXL altal szabalyozott
jelatviteli utvonalak, mint az NF-kB és a JAK-STAT, befolyasolhatjak az immunvélaszt,
gatoljak a gyulladast és az antivirdlis reakcidt. Masrészt az AXL fontos szerepet tolt be a
tumor fejlodésben: a SNAIL/2, ZEB2 vagy TWIST transzkripcios faktorok aktivalasan
keresztiil epitelialis-mezenhimalis tranzicidt indukal és az MMP9 altal fokozza a sejtek
motilitasat és invaziojat [63, 64]. A gyulladt szovetekre és a tumor mikrokdrnyezetére
jellemz6 limitalt oxigén ellatas emelkedett HIF 1o termelédéshez vezet, ami nemcsak a
NOTCH jelatviteli Giton at, hanem az AXL szabalyozasan keresztiil is eldidézheti az EMT-t
[65-67]
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2.5. A mikroRNS-ek szabalyozé szerepe

A tumoros elvaltozasok molekularis hatterének kutatasaban az elmult két évtizedben
jelentds figyelmet kaptak a nem-kodolé RNS-ek csoportjaba tartozé mikroRNS-ek (miRNS),
melyek megvaltozott kifejez0dését irtdk le szamos daganatféleség, tobbek kozott
vastagbélrak esetén is [68]. A miRNS-ek olyan nem-kodold RNS-ek, amelyek kozvetlen
funkcidja a mRNS-ek poszttranszkripcionalis szabalyozasa, ezaltal kozvetett szerepiik van a

sejtek differencialodasaban, osztddasaban és fennmaradasaban [69].

2.5.1. A miRNS-ek biogenezise

A miRNS-ek olyan 21-23 nukleotid (nt) hosszasagu, evoluciésan konzervalt
molekulak, melyek vagy sajat génrél vagy egy fehérjét kodolo gén introni régidjabol irddnak
at. Az elsédleges transzkriptum, a pri-miRNS (primary-miRNA) néhany ezer nukleotid
hosszu és jellemzdek ra a hajtli-szerli masodlagos struktirak. A pri-miRNS kifejezddése, az
MRNS-ekéhez hasonldan sok szinten szabalyozott, tobbek kozott transzkripcios faktorok és
kromatin modositasok altal. A pri-miRNS-eket a sejtmagban egy fehérje komplex, a
masodlagos struktirak hataran talalhato egyes és kettds szala RNS régioknal hasitja, ezzel
létrehozva a pre-miRNS-eket. A komplex fébb alkotdi az RNaz 111 tipust DROSHA, amely
az RNS hasitasat végzi, mig a DGCRS8 felelos az SSDNS-dsDNS (single-stranded DNA-
double-stranded DNA) hatar felismeréséért. A pre-miRNS 70-100 nt hosszusagu hajtii-szerti
struktura, melynek dsRNS részét alkoto szalai kozott nem tokéletes a komplementaritas. A
pre-miRNS-ek a sejtmagb6l a citoplazmaba a Ran-GTP-fiiggd exportin 5 segitségével
keriilnek, ahol egy ijabb RNaz III tipust enzim, a DICER lehasitja rola a loop régiot, igy
1étrehozva a 21-23 nt hosszisaga MIRNS-miRNS duplexet. A duplexet a RISC komplex
(RNA-induced silencing complex) veszi fel és az AGO2 segitségével széttekeri a két szalat,
melyek kozil a vezetd szal (guide) a RISC-ben marad, a passanger szal pedig a
citoplazmaban degradalodik. Az érett miRNS-t tartalmazo RISC ezutan az mRNS-ek 3° UTR
abra). Amennyiben tokéletes az illeszkedés, a komplex kettévagja az mRNS-t, ami RNazok
altal lebomlik. Ha nem teljes a komplementaritds az mRNS deadenilalasa el6zi meg a
degradaciot, vagy a transzlacioé gatlasan keresztiil valosul meg a poszt-transzkripcionalis

gatlas [70, 71].
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crer

komplex hasitja az mRNS-t, ami ezutan lebomlik. Ha nem teljes a komplementaritas a RISC
az mRNS deadenilaciojat indukalja és gatolja a transzlaciot ([72] alapjan modositva).

A miRNS-ek target felismeréséért elsé sorban a seed régio felelds, mely a miRNS 2-
7 nt pozicidiban elhelyezkedd 6 nt-os, erésen konzervalt szekvencidja. A seed szekvenciak
alapjan a miRNS-ek miRNS gén csaladokba sorolhatok, melyek hasonld szekvencidjukbol
adodoan hasonlé vagy azonos mRNS alloméany célzott gatlasaban vesznek részt. Szamos
miRNS klaszterekbe rendezddve helyezkedik el a genomban, melyek kdzos pri-miRNS-ként
irodnak at, igy kifejez6désiik szabalyozasa is parhuzamosan zajlik. A miRNS-ek hatasa
redundans, hiszen egy mRNS csendesitésében tobb miRNS is részt vehet, ugyanakkor egy
MIRNS-nek szamtalan mRNS lehet a célpontja. A miRNS-ek altali szabalyozas tehat nem

kapcsolo jellegii, hanem inkabb a génexpresszio finomhangolasat teszi lehetdvé [73].
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2.5.2. A miRNS-ek biogenezisének kapcsolata a daganatokkal

A miRNS-ek biogenezisében résztvevo enzimek jelentésége a tumorok fejlodésében
vitathatatlan. A DROSHA ¢és DICER kifejez6désének csokkenése és a betegség rossz
kimenetele kozotti egyértelmii parhuzam figyelheté meg [74]. A tumor onkogénként
funkcionald transzkripcios faktor MYC csokkenti a Drosha kifejez6dését és igy a pri-miRNS
hasitast, mig a tumor szupresszor TAp63 transzkripcios faktor hibaja esetén elmarad a
DICER promoéterének aktivacioja, igy a DICER nem képes ellatni a feladatat a miRNS
érésben [75, 76]. A DICER és AGO2 epigenetikus csendesitését is megfigyelték a hipoxias,
daganatos szovetekben, tehat a miRNS biogenezis folyamata a daganatos sejtekben tobb

szinten érintett [77].

2.5.3. MiRNS-ek a daganatos megbetegedésekben és az EMT-ben

A tumor szuppresszor miRNS-ek kifejezodésének gatlasa, mig az oncomiR-ek, azaz
onkogén hatasi miRNS-ek fokozott expresszidja is jellemzé a daganatokra. A tumor
szupresszor miRNS-ek egyik legjobban jellemzett csaladja a miR-34 csalad, melynek tagjai,
a miR-34a/b/c kritikus szerepet toltenck be a sejtciklus szabalyozasaban, a metasztazis
folyamataban és a kemoterapias szerek elleni rezisztencia kialakulasaban [77]. A miR-34a
expresszigjat a pS3 transzkripcids faktor szabalyozza, kdzdsen hozzdjarulnak az apoptozis
fokozasahoz. A miR-34 tumor gatld szerepe az altala szabdlyozott mRNS expresszidjan
keresztiil érvényesiil, példaul az anti-apoptotikus BCL2, illetve a Notchl és Notch2 direkt
gatlasan at, melyek kulcsfontossagiiak az EMT szabalyozasaban. A miR-34 tovabba
csokkenti a tumorfejlédésben kritikus szerepet betolto c-Myc és c-Met kifejezodését [78]. A
proto-onkogénként is ismert, azaz a tumor fejlodést serkenté AXL szabalyozasaban a miR-
34a mellett, a vele azonos seed régioval rendelkez6, erésen konzervalt miR-199a is részt vesz
[79-81]. A tumorszuppresszor PPARYy altal aktivalt miR-92b fibroblaszt sejtekben csokkenti
az AXL mRNS és ezaltal fehérje szintjét is [82, 83]

Ismert tovabbd, hogy az EMT-ben jelentds szerepe van a MIR-8 csalad tagjainak
(miR-200a/b/c,-141,-429), melyek a ZEBI1 és ZEB2 transzkripcios faktorok gatlasan

keresztiil lassitjdk a tranzicid folyamatat [84]. Negativ visszacsatolas figyelhetd meg

25



kozottiik, ugyanis a ZEB2 képes gatolni a miR-200b promoterén keresztiil a transzkripciot
[85]. Mas tumor-szuppresszor miRNS-ek, példaul a miR-let-7 csalad tagjainak, tovabba a
miR-143-nak és miR-145-nek a csokkent kifejez6dését irtak le tobbek kozott tiido-,

hasnyalmirigy, prosztata-, petefészek-, mell- és vastagbélrakban [77].

A daganatos megbetegedések vizsgalata soran az egyik legtobbet tanulmanyozott
oncomiR, a miR-155, mely példaul a VHL (von Hippel-Lindau tumor supressor) gatlasan
keresztiil fokozza az angiogenezist és a rakos sejtek talélését [86]. Ezen kiviil ismert

oncomiR-ek még példaul a miR-10b, a miR-221 és a miR-222 [77].

2.5.4. miRNS-ek a gyulladasos folyamatok szabalyozasaban

Ahogy a fehérje kodold6 mRNS-ek esetén, gy a miRNS-ek csoportositasa soran sem
lehet szigort hatart htizni a tumoros és gyulladdsos folyamatok szabalyozasaban résztvevo
molekulak kozott. A gyulladds és az epitelidlis-mezenhimadlis tranzicidé molekuléris
komponensei kozott atfedés és egylittmiikodés figyelheté meg. Az EMT-t aktivalo
transzkripcios faktor, a TWIST1 a mir-192 gatlasaval fokozza annak targetje, az EGR1
kifejez0dését, ami gyulladaskelt6 citokinek és novekedési faktorok, pl. az IL6, IL8, CXCL1
¢s FGF2 szintjének emelkedéséhez vezet [87]. Az IL6 ezutan tovabb erdsiti a gyulladasos
valaszt azaltal, hogy a MIR-8 géncsaladba tartozé mir-200c csokkent expressziojat idézi eld
[88]. Az EMT-t aktivald masik transzkripcios faktor, a SNAI1 a miR-375 gatlasaval néveli
a gyulladaskelt6 jelatvitel kulcsszerepldinek, a JAK2, MAP3K8 és TP53 kifejezodését [89-
92]. Ennek a kaszkdd mechanizmusnak a kovetkez$ 1épésében, a TP53 a miR-107
inhibitoraként, fokozza a NOTCH2, NES és MMP12 gének expressziojat [93-95]. Végiil a
miR-199a a SNAII és NFKBI transzkripcios faktorok mellett, a HIF1a és az N-cadherin
(CDH2) gatlasban is részt vesz, ezzel zarja a szamtalan visszacsatolassal finomhangolt

szabalyoz6 haldzatot [96-103].

A TLR receptorok altal kézvetitett immunvalasz sordn nemcsak a gyulladasos gének
expresszidja, hanem szamos miRNS kifejezédése is megvaltozik. Koziilik a legtdbbet
tanulmanyozott miRNS-ek, a mar korabban emlitett miR-155, valamint a miR-146a ¢s miR-
21 megvaltozott kifejezodését szamos gyulladassal Osszefliggd allapotban megfigyelték
[104]. A miR-155 fokozza az immunvalaszt, elsésorban a gyulladas negativ regulatorainak
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gatlasan keresztiil. Targetjei pl. a SHIP1 és a SOCS1, melyek az AKT és az IFN valasz
inhibitorai és a sejtek tulélését, ndvekedését, mozgékonysagat szabalyozzak, valamint
kulcsfontossagiak az antiviralis valaszban. A miR-155 taltermel6édése tehat kronikus

gyulladashoz vezet, mig gatlasaval enyhiil az immunvalasz [104].

A miR-155-tel ellentétben, a miR-146a és miR-21 gatoljak az immunvalaszt aktivald
molekulak kifejez6dését. A miR-146a a gyulladasos valasz negativ regulatora, amit a TLR
jelatvitelben kulcsfontossagi TRAF6 és IRAK1 poszttranszkripcionalis gatlasaval ér el. A
miR-146a expresszidjat csakigy, mint szamos proinflammatorikus citokin kifejez6dését NF-
kB idézi eld. Azaltal, hogy a miR-146a gatolja az NF-kB aktivalasban szerepet jatszo
TRAF6 és IRAK1 szignal tovabbité molekuldk transzlaciojat, meggatolja a tovabbi NF-kB
altal kivaltott proinflammatorikus citokin termelést [104]. Ez a negativ visszacsatolas a
gyulladasos valasz késleltetett csokkenését eredményezi. A miR-21 a miR-146a-hoz
hasonl6an NF-kB hatasara indukalodik, targetje a proinflammatérikus PDCD4, ami 6nmaga
is képes az NF-kB aktivalasara [104]. Ebben az esetben is egy késleltetett visszahato gatld
mechanizmus figyelheté meg az PDCD4 - NF-kB - miR-21 - PDCD4 tengely mentén.

A velesziiletett immunvalasz kialakitasaban kulcsfontossagii TLR2/TLR4 jelatviteli
utvonal gatlasaban szamos miRNS vesz részt, ilyenek példaul a teljesség igénye nélkiil, a
miR-145-t és miR-let7i-t [105], valamint a TNFa és az IL6 inhibitorai a miR-125b és a miR-
let7 [104]. A gyulladasos folyamatok szabalyozasanak fontos résztvevéje még a miR-223. A
csontvel6bdl szarmazé makrofagok (bone marrow-derived macrophages, BMDM) LPS
kifejezddését, igy a makrofagok polarizacioja a klasszikus M1 tipus helyett a gyulladéas-gatlo
alternativ M2 tipus iranyaba tolodik el [106]. Szivmtétek soran a megemelkedett TNFa, IL6
és IL8 expresszid mellett a vérben jelentésen megné a miR-223 tartalmi exoszémak
mennyisége: a beldliik izolalt miR-223 monocitakban képes az IL6 és a TNFa, valamint az

IL8 érésében fontos Szerepet jatszd NLRP3 expresszidjanak visszaszoritasara [107].

Osszességében elmondhatod, hogy a mMiRNS-ek szabalyozo szerepe végigkovethetd az
immunvalasz folyamatanak minden egyes lépésében kezdve a gyulladds aktivalasatol

egészen a sejtek differencialodasaig és motilitasaig.
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2.5.5. MiRNS-ek alkalmazasa a gyogyaszatban

A mikroRNS-ekkel kapcsolatos terapias elképzelések azon az elven alapulnak, mely
szerint a miRNS-ek mennyiségének befolyasolasaval megvaltoztathaté a cél mRNS-ek
kifejez6désének mértéke. Ez kétféleképpen valdsithatd meg; egyrészt a miRNS-ek
szintetikusan 1étrehozott masolatainak bejuttatasaval (MiRNA mimics), vagy az endogén
moédon, a szervezetben termel6dé miRNS-ek gatlasaval (AntimiRs). A miRNS-ek
gyogyaszati felhasznalasahoz elengedhetetlen a potencialis MIRNS-mRNS jeloltek
felkutatasa és funkcionalis kapcsolatuk jellemzése. Ennek érdekében a beteg és egészséges
mintapopulaciok vizsgalta mellett sziikséges in vivo rendszerek és in vitro sejtkultarak

alkalmazasa, mellyel definialhatok a miRNS-ek és targetjeik kozotti interakciok [73, 77].

A Klasszikus terapias készitményekkel szemben, a miRNS-ek kifejez6désének
megvaltoztatasa alternativ megoldasnak tekinthetd, hiszen azok a szervezetben természetes
kortilmények kozott is jelen vannak, igy az immunrendszer nem érzékeli Oket
betolakodoként. A miRNS-ek tovabbi eldnye, hogy egyszerre tobb target molekula célzott
szabalyozasara is képes lehet egyetlen miRNS, igy parhuzamosan akar t6bb szignalizacios

utvonal aktivitasa is befolyasolhat6 altaluk.

A miRNS-ek terapias alkalmazasat célzé kutatasok az alapkutatas illetve a klinikai
tesztelés kiilonbozd fazisaiban tartanak. A rendkiviil alaposan jellemzett miR-34 tumor
szupresszor exogén taltermeltetését példaul lipid nanopartikulumokba zart, szintetikusan
eldallitott miRNS-ek bejuttatdsaval mar sikeresen tesztelték maj-, prosztata- €s tiidérakos
egér modell rendszerekben, ¢és jelenleg a fazis 1. klinikai vizsgalatok elvégzésénél tart a
modszer tesztelése [77]. Masrészt az EGFR receptort célzo exogén miR-16 kezelés
szignifikansan csokkentette a tumor ndvekedést rdgesalokban, klinikai tesztelése szintén elsd

fazisban tart [77].

A daganatos megbetegedések kezelése mellett, a mikroRNS-ek mas korképek,
példaul 2-es tipusu diabétesz, gomba és virus fert6zések gyogyitasara is alkalmas lehet [77].
Cukorbetegség esetén az antimiR-103/107 kezelés az inzulin jelatvitelben és érzékenységben
szerepet jatszd caveolin 1 szintjének emelkedését, igy fokozott inzulin érzékenységet

eredményezhet, amit egér modellben mar sikeresen igazoltak is [77].
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Emellett, a hepatitisz C fertézések kezelésére is tobb miRNS alapu terapias modszer
iranyul. A miRNS-ek jol ismert mRNS gatl6 hatasaval ellentétben, a miR-122 képes fokozni
a hepatitisz C virus RNS genomjanak replikaciojat [108]. Tehat a fert6zés visszaszoritasa
érdekében a miR-122 gatlasat antimiR-122 bejuttatasaval érik el, mellyel csokkenthetd a

virus terjedése [77].
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3. CELKITUZESEK

Az immunmedialt gyulladasos betegségek multifaktorialis eredetli korképek,
kialakuldsukban szerepe van a kornyezeti, mikrobidlis, immunologiai és genetikai
faktoroknak és az ezek kozott 1étrejovo interakcidknak. A tapcsatorna kronikus gyulladasaval
jaro, gyulladéasos bélbetegségek (IBD) Osszes kivaltd okat mindezidaig nem sikertlt feltarni,
ami els6ésorban a betegség komplex jellegébdl adddhat. Az IBD egy élethosszig tartd
betegség, melynek tiinetei jelentdsen csokkentik az életmindséget. A betegség kezelését és a
tiinetek enyhitését célzo ) terapias lehetdségek kifejlesztéséhez elengedhetetlen a betegség
molekularis hatterének minél pontosabb megértése in vivo és in vitro rendszerek, valamint

IBD-s paciensekbdl szdrmazo mintak vizsgalatan keresztiil.

A fentieket szem el6tt tartva, a kdovetkezo6 célokat tiiztiik ki:

1. A gyulladasos bélbetegségek tanulmanyozasara alkalmas in vivo rendszer
finomhangolasat, melyben az IBD-s betegeknél tapasztalt allapot pontosabb

modellezése a cél.

2. Az in vivo modellbdl szarmazé mintacsoportok teljes transzkriptoma vizsgalatat,
majd az azonositott megvaltozott kifejez6désii és az IBD patogeneziségen relevans
fehérje kodoldo mRNS-ek és MIRNS prekurzorok validalasat QPCR modszerrel;

valamint fehérje szinten immunfluoreszcens festéssel.
3. A transzkriptoma analizis sordn azonositott transzkriptumok kozott funkcionalis
kapcsolatok vizsgalatat, a gyulladasra jellemz6 molekularis mintazatok és jelatviteli

utvonalak meghatarozasat titvonal elemz06 szoftver segitségével.

4. A patologias folyamtokban potencialisan szerepet jatszo gének és az azokat

szabalyozd miRNS-ek azonositasat és vizsgalatat IBD-s betegekben.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Invivo Kisérleti modell és mintagyiijtés

Az IBD-s betegek vastagbelében fennallo gyulladas modellezésére him Wistar
patkanyok (250-300 @) egyik csoportjanak vastagbelében gyulladast indukaltunk
trinitrobenzén szulfon sav (TNBS) rektalis befecskendezése altal, mig a kontroll csoporthoz
tartozo allatok semmilyen kezelésben nem részesiiltek. 72 oraval a kezelés utin a
patkanyokat felaldoztuk, a disztalis vastagbél szakaszokat eltavolitottuk. A belek jéghideg
fiziologias sooldattal tortént atmosasa utdn, a TNBS kezelt allatok esetében mintat
gyljtottiink a gyulladt (1€zios) és az attdl legalabb 1 cm tavolsagra elhelyezkedé nem-
gyulladt teriiletekb6l; mig a kontroll allatok esetében véletlenszeriien tortént a mintavétel a
vastagbélb6l. A mintakat TRIzol (Thermo Fischer) reagensbe helyeztiik és a tovabbi

feldolgozasig -80 °C-on taroltuk.

4.2. 1BD-s betegek

A humén minték begyiijtése az Egészségiligyi Tudomanyos Tanacs, Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsag (ETT TUKEB) altal kiadott 427-1/2012/EKU (13/P1/12.)

ligyiratszamu szakmai-etikai engedélyben foglaltak szerint tortént.

A human vastagbél biopszidkat a Pécsi Tudomanyegyetemen, a Klinikai Kozpont
I.sz. Belgyogyaszati Klinikajan tapasztalt gasztroenterologusok gyiijtotték be a Magyar
Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs irdnymutatasainak megfeleléen és a tovabbi

feldolgozasig -80 °C-on taroltak.

A vastagbél mintak 15 IBD-s paciensbdl szarmaznak (atlag = SD életkor 41 + 10; 10
n6, 5 férfi). A mintdk gylijtése és csoportositisa a betegség aktualis statusza, vagyis
aktiv/relapszald vagy inaktiv/remisszios fazis szerint tortént. A szdvet allapotdnak
megfelelden, az aktiv fazisban 1€vd betegek esetén a gyulladt/Iézids és a nem-gyulladt/ép

vastagbél régiokbol is szarmaznak mintak.
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4.3. RNS tisztitas

A TRIzol reagensben tarolt patkany vastagbél mintdkat ULTRA-TURRAX T-18
(IKA) homogenizator segitségével homogenizaltuk. A homogenizatumbol 0,3 ml-t 0,1 ml
kloroformmal alaposan 0Osszekevertiink, majd 13000 rpm-en 4 °C-on 10 percig
centrifugaltunk. A felsd, vizes fazisbol RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) segitségével
tisztitottunk total RNS-t. Ehhez, a kloroformos kicsapast kovetéen fennmaradd vizes fazist
elegyitettiik RLT pufferrel. A genomi DNS-t oszlopos modszerrel tavolitottuk el, majd etanol
hozzéadasat kovetéen RNeasy oszlopon kotottiik meg az RNS-t, amit RW1 és RPE

pufferekkel mostunk, végiil kétszer 10 pl nukleaz mentes vizzel elualtuk a total RNS-eket.

A human izolatumokbdl a total RNS izolalasa Macherey-Nagel NucleoSpin RNA

(Macherey-Nagel GmbH) kit felhasznalasaval tortént a gyart6 leirasanak megfeleléen.

Az RNS-ek mennyiségének és mindségének meghatarozasa 2 eszkozzel 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.

4.4. Reverz transzkripcio

A cDNS szintézist reverz transzkripcid soran SuperScript VILO Master Mix (Thermo
Fisher) segitségével hajtottuk végre a gyarto altal javasolt protokollt betartva Veriti Thermal
Cycler (Thermo Fisher) PCR berendezés segitségével az 1. tablazatban feltiintettet h6profil

szerint.

1. tablazat: Reverz transzkripci6 héprofilja

Héfok Inkubacioés id6
Primer hibridizécio 25°C 10 perc
Reverz transzkripcid 42 °C 60 perc
Enzim inaktivacio 85 °C 5 perc
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4.5. Valos ideju kvantitativ polimeraz lancreakcio

Az mRNS-ek és pri-miRNS-ek kifejez6dését valos idejii kvantitativ polimeraz
lancreakcidval (real-time/quantitative polymerase chain reaction, QPCR) mértiik StepOne és
StepOnePlus PCR Systems (Thermo Fisher) berendezések segitségével. SybrGreen
technologia alapt QPCR reakciok esetén SYBR Select Master Mix-et (Thermo Fisher)
alkalmaztunk a 2. tablazatban feltlintetett héprofil szerint az exon-exon hatarra tervezett

specifikus primer parok hasznalataval, melyeket a 3. tablazat tartalmaz.

2. tablazat: SybrGreen alapi QPCR reakciok héprofilja

Hoéfok Inkubacios idé6 Ismétlés
UDG aktivacio 50 °C 2 perc 1x
AmpliTag DNS polimeraz UP aktivacio 95 °C 2 perc
Denaturacid 95 °C 15 mésodperc 40x
Primer hibridizacié és szintézis 60 °C 1 perc
Denaturacio 95 °C 15 masodperc 1x
Olvadaspont gorbe felvétele 60 °C-t6l 90 °C-ig 0,5 °C-onként 1x
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3. tablazat: SybrGreen alapi QPCR soran hasznalt patkany (A.) és human (B.) primerparok

A.

Gén Forward primer (5’ - 3°) Reverse primer (5’ - 3°) Terme’(elr:tr)nérete
Adgnt AATACCAGCAGCTACCCAGC CCAGATAATAGCCAGGCGGG 186
cdhl CCACCAGATGACGATACCCG GAATCACTTCCGGTCTGGCA 124
Cxcll CATTAATATTTAACGATGTGGATGCGTTTCA GCCTACCATCTTTAAACTGCACAAT 75
Dmbt1 ATCTTGTACAGAGGCTCTTGGGTA CCTGAACCCTGACCAAACCAA 137
Egrl AACAACCCTACGAGCACCTG AAAGGGGTTCAGGCCACAAA 183
Fgf2 GCGACCCACACGTCAAACTA CCGTGACCGGTAAGTGTTGTA 188
Fgf7 TGTGGCAATCAAAGGGGTGG AAGGCCACGAACATTTCCCC 180
Futl AGGACCCGTTTCTCAAGCTG CTATCCGGAGCCCACTCAAC 141
Fut2 ACTTCCACCATCATCCACCTC CTCTGGGCTTTCTGTGTTTCC 111
Fut4 AAGCTACAGCATGAGAGCCG AGAGGAGGTCCGGGGTAATC 147
Fut9 CAACAAATCCCATGCGGTCC CAATGCCACTCTTTTGGGGG 146
Hiflo CTCATCCAAGGAGCCTTAACCT TAACGTTCCAATTCCTGCTGC 161
nip CAGGAAGGCAGTGTCACTCA AGACAGCACGAGGCATTTTT 231
116 TCTCCGCAAGAGACTTCCAG CTGGTCTGTTGTGGGTGGTAT 123
Jak2 AGTGTGCTACAGTGCTGGTC TTCCTTGTTGCCAGATCCCG 198
Lox AGGGCGGATGTCAGAGACTA CATCCAGCAGGTCGTAGTGG 175
Mmp13 ACCCAGCCCTATCCCTTGAT TCTCGGGATGGATGCTCGTA 178
Mmp9 GCCGGGAACGTATCTGGAAA GGTTGTGGAAACTCACACGC 177
Muc2 ACCTACGGAGTCCACTACCC TTGGCCCTGTTGTGGTCTTT 194
Naip6 GCATGGAGAATTGGAAGGAA CAGACTCCTGGCCTCTTGAC 247
Nirc4 GCGAAACCTGAAGAAGATGC AACGCTCAGCTTGACCAAAT 195
NIrp3 GCTGCTCAGCTCTGACCTCT AGGTGAGGCTGCAGTTGTCT 164
NIrp6 TACCTGGTCATTGTGCTCCA TCAGAGGCTGAGGATGTGTG 249
Nod1 GCTCATCCGGACCAAAACTA CTGCCCAGGTTTTCATTGTT 188
Nod?2 TCCTTGCACACAAGCAGAAC TGATCAGCCACAACTTCAGC 180
Notch1 ACAGTGCAACCCCCTGTATG CCAGTCCATCCCACTCACAC 101
Notch2 AACTGCACCTCCTCACTTCG CTCCTCGTTGTTGCATCCCT 186
Snail CGGAAGCCCAACTATAGCGA AGAGTCCCAGATGAGGGTGG 147
Tnfo ATGGGCTCCCTCTCATCAGT GCTTGGTGGTTTGCTACGAC 106
Vim CATGCGGCTGCGAGAAAAAT GGTCAAGACGTGCCAGAGAA 113
Zeb?2 AAAGCAGTTCCCTTCTGCGA AGGAGCCCGAGTGTGAAAAG 180
pre-miR-27b  CCTCTCTAACAAGGTGCAGAGC GCAGAACTTAGCCACTGTGAAC 80
pri-miR-27b  TCACATTGCCAGGGATTACCA AGCTAAGCTCTGCACCTTGTT 210




Termék mérete

Gén Forward primer (5’ - 3°) Reverse primer (5’ - 3°) (nt)
CDH1 AGCCTGTCGAAGCAGGATTG AGTCCTGGTCCTCTTCTCCG 204
EGR1 ACCTGACCGCAGAGTCTTTT GAGTGGTTTGGCTGGGGTAA 84
FGF2 GCAAAAACGGGGGCTTCTTC AACGGTTAGCACACACTCCT 144
FGF7 TGGCAATCAAAGGGGTGGAA CCCTCCGTTGTGTGTCCAT 161
HIFla GCCGCTGGAGACACAATCAT CGTTTCAGCGGTGGGTAATG 168
JAK2 GGAGTATGTGTCTGTGGAGACG GCCCATGCCAACTGTTTAGC 140
LOX ACTGCACACACACAGGGATT AGCTGGGGTTTACACTGACC 130
MMP13 AGGAGCATGGCGACTTCTAC AGACCTAAGGAGTGGCCGAA 181
MMP9 TCTATGGTCCTCGCCCTGAA GCACAGTAGTGGCCGTAGAA 198
MUC2 CTGCTATGTCGAGGACACCC GAGTTGGTACACACGCAGGA 84
NOTCH2 GGATGGGCTGGTGCCTATTG ACAGTAATGCGTGTTGCCAG 132
pre-miR-192 AGGGCTCTGACCTATGAATTGAC CATTGAGGCGAACATACCTGTG 88
pre-miR-223 CGCTCCGTGTATTTGACAAGC TGACAAACTGACACTCTACCACA 60
pre-miR-27b CCTCTCTAACAAGGTGCAGAGC GCAGAACTTAGCCACTGTGAAC 80
pri-miR-27b TCACATTGCCAGGGATTACCA AGCTAAGCTCTGCACCTTGTT 210
SNAI1 ACCCCAATCGGAAGCCTAAC GGACAGAGTCCCAGATGAGC 159
VIM GGACCAGCTAACCAACGACA AAGGTCAAGACGTGCCAGAG 178
ZEB2 CCAAGGAGCAGGTAATCGCA ACGTTTCTTGCAGTTTGGGC 133

TagMan alapt reakciok esetén TagMan Fast Advanced Master Mix-et (Thermo

Fisher) és TagMan Gene Expression Assay-ket (5. tablazat; Thermo Fisher) alkalmaztunk a

4. tdblazatban feltiintetett hdprofil szerint.

4. tablazat: TagMan alapi QPCR reakcidk héprofilja

Héfok Inkubaciés id6  Ismétlés
UDG aktivacio 50 °C 2 perc 1x
Polimeraz aktivacio 95 °C 20 masodperc
D o o 1 mé
enaturacio 95 °C masodperc 40x

Primer hibridizacio és szintézis

60 °C 20 masodperc




5. tablazat: TagMan alapi QPCR soran hasznalt assay-k (Rn = Rattus norvegicus - patkany;

Hs = Homo sapiens - ember)

Gén

Assay szam

18S rRNS
AxI

AXL
Ccl3
Gasb
IL1la
IL6
Mertk
MERTK
Prosl
TNFa
Tyro3
TYRO3

Hs99999901_s1
Rn01457771_m1l

Hs00242357_m1
Rn01464730_g1
Rn00588984 _m1
HSs00174092_m1

Hs00174131_m1
Rn00576094_m1

Hs01031979 _ml
Rn01527321_m1
Hs00174128_ml
Rn00567281_m1
Hs00170723_ml

Minden kisérletet legalabb 3 bioldgiai ¢és két technikai parhuzamossal végeztiink,

melyekbdl a génexpresszio valtozasat a 22T modszerrel allapitottuk meg, a 18S rRNS-hez

mint normalizald kontrollhoz viszonyitva.

4.6. mIiRNS valés idejii kvantitativ polimeraz lancreakcio

A miRNS-ek reverz transzkripcidja TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit

¢s miRNS specifikus primerekkel (mind Thermo Fisher) tortént a gyartoi protokoll szerint,

melynek héprofiljat a 6. tdblazat tartalmazza.

6. tablazat: miRNS reverz transzkripcié héprofilja

Héfok Inkubicios id6
Primer hibridizacio 16 °C 30 perc
Reverz transzkripcio 42 °C 30 perc
Enzim inaktivacio 85 °C 5 perc

A miRNS-ek kifejezodését TagMan Universal PCR Master Mix és TagMan Small
RNA Assays-kel (mind Thermo Fisher, 8. tablazat) mértiik StepOne ¢és StepOnePlus PCR



Systems (Thermo Fisher) berendezések segitségével a 7. tablazatban talalhatdo hdprofil

szerint. A miRNS expresszid valtozasat 22T modszerrel szamitottuk ki, az U6 vagy

RNU48 snRNS-ekhez mint normalizalé kontrollokhoz viszonyitva.

7. tablazat: miRNS QPCR hdéprofilja

Héfok Inkubacios idé6 Ismétlés
Polimeraz aktivacio 95 °C 10 perc 1x
Denaturacid 95 °C 15 masodperc 40x
Primer hibridizacié és szintézis 60 °C 1 perc

8. tablazat: miRNS specifikus TagMan assay-k

miRNS

Assay szam

mir-107
mir-125a
miR-141
mir-143
mir-145
mir-192
miR-199a
miR-200a
mir-200b
mir-200c
miR-215
miR-223
mir-27b
mir-30a
mir-375
miR-429
mir-let7i
RNUA48
U6 snRNA

tm000443
tm002198
tm000463
tm463509-mat
tm002278
tm000491
tm002304
tm000502
tm002251
tm002300
tm464058 mat
tm000526
tm000409
tm000417
tm000564
tm001077
tm002221
tm001006
tm001973
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4.7. Teljes transzkriptoma szekvenalas (RNS szekvenalas; RNS-Seq)

Az RNS-Seq SOLID Total RNA-Seq Kit (Thermo Fisher) felhasznalasaval SOLiIiD
5500 XL System szekvenalo berendezésen tortént a gyartoi utasitdsok betartasaval. Roviden,
az rRNS depletalasat a patkany vastagbél total RNS mintakbol RiboMinus Eukaryote Kit-tel
(Thermo Fisher) hajtottuk végre, majd a maradvany RNS fragmentéaladsat RNaz 111 enzimmel
végeztik. Az RNS fragmentek méreteloszlasat Bioanalyzer 2100 (Agilent) késziilék
segitségével ellendriztiik. SOLID adaptor mix-szel hibridizaltuk és ligaltuk az RNS
fragmenteket, majd SOLID RT primer és ArrayScript Reverse Transcriptase enzim
segitségével cCDNS-¢ irtuk at a konstruktokat. A cDNS tisztitdsdhoz €és méret szerinti
elvalasztasahoz Agencourt AMPure XP reagenst (Beckman Coulter) hasznaltunk. A ¢cDNS
amplifikaci6 AmpliTaq DNS polimerazzal tortént SOLID 5° és Barcoded SOLID 3° PCR

crer

crer

gyongyok felhasznalasaval emulzios PCR-rel (ePCR) hajtottuk végre. Ezutan a butanollal
feltort emulziokbol a templatot tartalmazé ePCR gyongydket magneses gyongyok
segitségével dusitottuk. A klondlisan felamplifikalt DNS konyvtarakat tartalmazo
gyongyoket szekvenalo lemezre helyeztiik és Gjgeneracios szekvenalasi modszerrel (SOLiID

5500 XL System, Life Technologies) 50 bp szekvanalasi kémiaval megszekvenaltuk.

4.8. A RNS-Seq bioinformatikai kiértékelése

A nyers szekvencia adatok méret szelekcidja sordn az 50 bp-nal rovidebb
leolvasasokat elhagytuk. CLC Genomic Workbench (Qiagen) program hasznalataval a
génexpresszios értekek kiszamitdsa érdekében, meghataroztuk minden mintdban az egyes
annotalt génekre térképez0dd leolvasdsok szamat a kovetkez6 CLC RNS-Seq analizis
paraméterek szerint: az adott leolvasason beliili eltérések maximuma 2, a hasonldsagi frakcio
értéke 0,8. Az igy meghatarozott adatokat az R programba importaltuk (R Core Team, 2014;
http://www.R-project.org/). A gének szlirése soran csak azokat tartottuk meg, melyekbe
legalabb 5 leolvasas térképezddott a vizsgalt mintak legalabb 25 %-aban. Ezek utan az edgeR
programcsomag “calcNormFactors” alkalmazasaval [109], a “trimmed mean of M-values”

(TMM) [110] modszer szerint normalizaltuk az adatokat. A log transzformaciot és a kvantilis
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normalizalast a “limma” csomag “voom” funkcidjaval hajtottuk végre [111]. A legalabb
kétszeres expresszios kiilonbséget mutatd és 0,05-nél alacsonyabb FDR (False Discovery
Rate) értékkel rendelkezd génexpresszios adatokat tekintettiik szignifikdns valtozasnak. A
tobbdimenzids skalazas hasznalataval (“plotMDS” funkcio az edgeR-ben) az egyes mintak
kozotti transzkripcids hasonldsagok ¢€s kiilonbségek vizualis megjelenitését hajtottuk végre,
majd klaszter analizist kovetden az R programcsomag “heatmap.2” funkcidjaval hétérképen
abrazoltuk a szignifikansan valtozo normalizalt adatok eloszlasat

(https://rdrr.io/cran/gplots/).

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

A transzkriptoma szekvenalas soran meghatarozott génexpresszios adathalmazban a
molekulak kozotti funkcionalis kapcsolatok azonositasara az Ingenuity Pathway Analysis
(IPA) webes alkalmazast hasznaltuk (http://www.ingenuity.com), melynek Knowledge Base
nevii adatbazisa a szakirodalomban publikalt eredményeken alapul. A bioinformatikai
feldolgozas soran azonositott, a valtozas mértékét mutatd log fold change és a statisztikai
relevanciat tiikr6z6 False Discovery Rate (FDR) értékek hasznalataval a ,,core” analizis soran
meghataroztuk a jelentdésen aktivalodott kanonikus szignalizacids utvonalakat a patkany
vastagbél mintdk mindharom csoportjanak Osszehasonlitasa esetén. A meghatarozas a
Reight-Tailed Fischer’s Exact formula alapjan tortént, ami a hasonldosagot tiikkrozi egy
adathalmaz szignifikansan valtozo6 elemei, jelen esetben a gének kozotti kapcsolati halo és
egy korabban definidlt folyamat vagy szignalizacids tutvonal kozott. Az interakcidok
leirasanak masik modja a z-érték alapjan torténhet, amely > 2 vagy < -2 esetén tekinthetd
szignifikansnak ¢és lehetOséget biztosit arra, hogy meghatarozzuk a valdszinliségét a

kapcsolatok irdnya és az abbol adodé génexpresszid valtozas kozotti korreldcionak.

4.10. Metszetkészités és immunfluoreszcens festés

A patkény vastagbelek bedgyazasa Technovit 7100 protokoll alapjan tortént. A
blokkokbdl Reichert Jung 1140 Autocut mikrotommal 7 pm-es metszeteket készitettiink.
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A patkany vastagbél metszetek koré Daco Pen S2002 (Agilent) segitségével a
folyadékok szamara atjarhatatlan, vizallo, alkoholban és acetonban oldhatatlan réteget
hoztunk 1étre. A mintakat 200 pl 0,1% TritonX-et (Sigma) és 5% szérumot (Fetal bovine
serum (FBS); Thermo Fisher) tartalmazé PBS-¢l (egységesen PBT) blokkoltuk 20 percig,
szobahémérsékleten. A blokkolast kovetéen a mintakat egér anti-AxI| (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 kdvetéen a metszeteket Citifluor-
ral (Citifluor) fedtiik, amely megakadalyozza a fluorescens jel kioltasat. Az igy elkészitett

mintakat Zeiss Axio Observer Z1 epifluoreszcens mikroszkoppal elemeztiik.

4.11. Statisztikai analizis és abrazolas

A feltiintetett adatok minden esetben legalabb harom fliggetlen bioldgiai mintdn mért
értékek atlagai + SEM. Az abrakat GraphPad Prism 6 programmal készitettiik; a statisztikai
analizishez IBM SPSS 19 Statistics szoftvert hasznaltunk. Az adatok feldolgozésa, a
szignifikancia megallapitasa ANOVA analizissel tortént LSD-, valamint Bonferroni-tesztek
alkalmazaséaval. Az egyes értékek kozotti kiillonbséget szignifikansnak a p<0,05 teljesiilése

esetén tekintettik.
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5. EREDMENYEK

5.1. A gyulladasos bélbetegségek vizsgalatara alkalmazott rendszerek
5.1.1. Invivo TNBS indukalt patkany IBD modell

A gyulladasos bélbetegségek molekularis hatterének tanulmanyozasara a 2.,4,6-
trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS) altal indukalt in vivo patkany modellt hasznaltuk, melyet
elséként Morrison és munkatéarsai irtak le ¢és az IBD altalanosan elfogadott ragcsalo
modelljévé valt [112, 113]. A kezelés soran a rektalisan beinjektalt etanolban oldott TNBS,
megbontja a nyalkahartya integritasat, tovabba a TNBS mint haptén vegyiilet, a szoveti
fehérjékkel komplexet alkotva immunreakciot valt ki. A kezelt allatokra jellemzd a
sulyvesztés, a véres széklet, a mukdza, a szubmukdza és akar mélyebb szoveti rétegek
gyulladasa is. A legnagyobb szovettani és génexpresszios hasonldsag az IBD-s betegekkel,
a patkanyok harom napos TNBS kezelése esetén tapasztalhato [114].

A TNBS kezelt allatok vastagbelében gyulladt és nem-gyulladt szakaszok valtjak
egymast, épp ugy ahogy az IBD esetén is megfigyelhetd, ahol a tdpcsatorna mentén szintén
felvaltva helyezkednek el a gyulladt, 1ézids teriiletek és a makroszkdpikusan érintetlen, ép
szoveti régiok [46]. A mintagylijtés hagyomanyos modon hosszanti iranyban torténik a
TNBS kezelt patkany vastagbelekbdl. Fontos kiemelni azonban, hogy a kezelést kovetéen a
biologiai parhuzamosok vastagbelei eltéré aranyban tartalmaznak gyulladt és nem-gyulladt
szovetrégiokat. Ennek kovetkezményeként a hagyomanyos hosszanti mintagytijtési
eljarassal izolalt mintakban kiilonb6zé mértékben vannak jelen az ép, azaz nem-gyulladt
valamint a gyulladt szakaszok, ami akar azt is eredményezheti, hogy a kisebb mértékben
valtozo kifejezddésti gének esetében a szovetrégiok kozotti transzkripeionalis kiilonbségek

elfedik a valodi expresszios eltéréseket.

Munkahipotézisiink szerint a heveny gyulladasban 1év szovetek mellett, a latszolag
intakt vastagbél szakaszokban is bekovetkezhetnek az immunvalaszt befolyasolo valtozasok,
ezért a mintagyljtés soran ezeket megkiilonboztettiik. A TNBS kezelt allatok vastagbelébol
a sériilt, tehat gyulladt (6. abra, piros keret) illetve az attdl jol elkiiloniilé tehat nem kdzvetlen

a gyulladas mellett elhelyezkedd, fenotipusosan normalis, azaz nem-gyulladt teriiletekrol (6.
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abra, kék keret) is gyijtottiink szovetmintakat. A Kkontroll csoportba tartozd patkanyok

vastagbelébdl ezzel szemben véletlenszerlien tortént a mintavétel (6. abra, zold keret).

-__ B

kontroll TNBS

V-

vastagbél vastagbél

6. abra: A Kkisérletesen Kkivaltott vastagbélgyulladas in vivo patkiny modellje. Az
intrarektalisan beinjektalt TNBS 72 6ras inkubacid utdn markans gyulladast eredményezett a
kezelt allatok vastagbelében. A TNBS kezelt allatok vastagbelének 1ézios — gyulladt (piros
keret) és makroszkopikusan ép — nem-gyulladt (kék keret) szakaszaibol, mig a kontroll
patkanyok vastagbeléb6l random modon tortént a mintavétel az ép szovetbdl (zold keret).

A szovetmintakbol total RNS-t izolaltunk, melyet RNS-Seq és QPCR eljarasok soran
a teljes transzkriptdémaban bekovetkezd valtozasok azonositasara és validalasara hasznaltunk
fel. Ezen kiviil szoveti metszeteket is készitettlink, melyek immunofluoreszcens festését
kovetden fehérje szinten is nyomon kdvettilk a TNBS kezelés hatasara eltérd expresszidju

molekuldk mennyiségi valtozasat a vastagbélben.

5.1.2. IBD-s betegek vastagbélmintainak vizsgalata

A kisérletesen kivaltott vastagbélgyulladas transzkriptoma analizise sordn a szoveti
sejtalkotok €s az altaluk expresszalt molekuldk kozotti kolesonhatasok eredményeképpen
kialakult aktualis génexpresszios mintazatot figyelhetjiilk meg (lasd késébb). Az in vivo
rendszerek fontos elénye, hogy a kornyezeti és genetikai faktorok kontrollalhatoéak, tovabba
az egyes allatokban, a biologiai parhuzamosokban kivaltott gyulladds idében precizen
Osszehangolhatd. Azonban ez a rendszer mégiscsak egy allatmodell, amelyben nem
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lehetséges paraméterezni a vizsgalt betegséget kialakito sszes tényezot - példaul a genetikai
és ¢letmodbeli kiilonbségeket - melyek egyértelmii hatast gyakorolnak a betegség
megjelenésére és lefolyasara [47]. Ezért fontosnak tartottuk, hogy a patkany modellben
elvégzett transzkriptoma analizis soran nyert eredményeket a gyulladasos bélbetegségekben
szenvedd paciensekbdl izolalt mintdkban is megvizsgaljuk. Ahogy a patkany modellben is
tettiik, a human izolatumok begyiijtése soran is megkiilonboztettiik az aktiv/relapszalo
stadiumu betegek esetén a vastagbél gyulladt (16zids) és makroszkopikusan normalis, azaz
nem-gyulladt szakaszait, melyeket inaktiv stadiumban 1év6 betegekbdl szarmazo mintakhoz

viszonyitottunk.

5.2. TNBS altal kivaltott in vivo IBD modell teljes transzkriptéma
analizise

5.2.1. RNS-Seq és annak bioinformatikai feldolgozasa

A korabban részletezett harom elkiilonitett mintacsoportbél - amelyeket a
tovabbiakban kontroll (K), TNBS kezelt gyulladt (GY) és TNBS kezelt nem-gyulladt (NGY))
patkany vastagbél mintadkként fogok nevezni - tisztitott totdl RNS-bdl a mennyiségi és
min6ségi ellenérzése utan szekvenald konyvtarakat készitettiink, melyeket SOLID
ujgeneracids szekvenalo rendszeren szekvenaltunk meg. A nyers leolvasasok bioinformatikai
feldolgozasa soran, az annotalt patkany referencia genomra illesztett szekvencia szakaszok
mintédn beliili és a mintak kozotti mennyiségi 6sszehasonlitdsa révén meghataroztuk az egyes

gének expresszidjanak valtozasat a harom mintacsoport kozott.

Az egyes mintdk kozotti transzkripcids hasonlosdgok és kiilonbségek globalis
feltérképezését tobbdimenzios skaldzas (multidimensional scaling, MDS) segitségével
hajtottuk végre, melynek célja a vizsgalt biologiai parhuzamosok csoportositdsa és az
esetlegesen kilogd mintdk azonositdsa. Az MDS a hasonld transzkripcids mintézattal
rendelkez6 patkany vastagbél mintakat egy-egy csoportba klaszterezte (7A. abra). Az MDS-
el azonban nemcsak azt allapitottuk meg, hogy az altalunk azonos mintacsoportba
makroszkopikusan megfigyelheté tulajdonsagok alapjan besorolt egyedi szdvetmintak
transzkripcids szinten is valdban egy csoportba tartoznak, hanem azt is, hogy a harom

csoport, tehat a kontroll, nem-gyulladt és gyulladt csoport egymastol teljesen elkiilonil (7A.
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abra). A szignifikansan valtoz6 transzkriptek hotérképen vald abrazolasa esetén is
megfigyelheték a csoportok kozott kiilonbségek, illetve az egy csoportba sorolt mintak

kozotti globalis transzkripcids hasonldsagok (7B. abra).
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7. abra: A TNBS altal kivaltott patkany IBD modell vizsgalata soran létrehozott in vivo
mintacsoportok kozotti transzKkripcios hasonlésagok és Kkiilonbségek globalis
feltérképezése. (A) A tobbdimenzios skalazassal (multidimensional scaling, MDS) az egyedi
patkany vastagbél mintdk kozotti génexpresszios atfedéseket definidltuk; melyek a harom
mintacsoportnak megfelelden a kontroll (z61d), TNBS kezelt nem-gyulladt (sarga) és TNBS
kezelt gyulladt (piros) csoportokba klaszterezédtek. (B) Az egyedi mintakban szignifikansan
valtozo transzkriptek reprezentativ abrazolasa hotérképen: kontroll (zold), TNBS kezelt nem-
gyulladt (sarga) és TNBS kezelt gyulladt (piros). A minta azonositéoszamok az abrakon:
kontroll: 216, 217; nem-gyulladt: 218ngy, 219ngy, 220ngy, 221ngy, 222ngy, 223ngy;
gyulladt: 218gy, 219gy, 220gy, 221gy, 222gy, 223gy.

Mivel két kiilonb6zé modszerrel is arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a TNBS-
kezelt allatokban a nem-gyulladt és gyulladt szakaszok transzkripciondlis szinten teljesen
kiilonbozdek, ezért a modositott mintagytijtési eljarast indokoltnak €s relevansnak talaljuk a
hagyomanyos modszerrel szemben a TNBS altal kivaltott vastagbélgyulladas vizsgalata

soran [115].

A hérom csoportnak megfelelden igy harom kiilonb6z6 Osszehasonlitasra nyilt
lehetdségiink és ennek megfelelden el is végeztiik a nem-gyulladt vs. kontroll, gyulladt vs.
kontroll és a gyulladt vs. nem-gyulladt &sszehasonlitasokat. Az GOsszesen a mintakban
azonositott - tehat legalabb egy mintaban detektalt - tobb mint 26319 transzkriptbdl, kdzel

3800 valtozott szignifikdnsan valamely két csoport kozott (8. abra).
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8. abra: A transzkriptoma analizis soran szignifikansan valtozé transzkriptek
szazalékos eloszlasa az Osszes azonositott transzkriptbél. A nem-gyulladt vs. kontroll,
gyulladt vs. kontroll ¢és a gyulladt vs. nem-gyulladt mintdk Gsszehasonlitdsa sordn a
legnagyobb génexpresszids eltérést a gyulladt mintdkban tapasztaltuk, ellenben a kontroll és
nem-gyulladt mintak kozott csekély mértékli eltérést tapasztaltunk. (Sarga jeldli a
szignifikansan valtozo kifejez6désti transzkripteket szazalékos aranyat az 9sszes azonositott
transzkripthez viszonyitva.)

A legtobb eltérd kifejezodésii transzkriptet a gyulladt mintakban azonositottuk, ahol
a kontroll illetve a nem-gyulladt mintakhoz torténd hasonlitas esetén is, a detektalt gének
~10%-a érintett, azaz 2639 és 2731 transzkript kifejez8dése valtozott szignifikansan.
Ellenben a kontroll és TNBS-kezelt nem gyulladt mintak génexpresszidos mintazata nagyon
hasonlo, szignifikans kiilonbség csak az RNS-Seq soran azonositott gének 0,43 %-anal, azaz
113 transzkriptnél figyelhetd meg. Ez a kismértékii eltérés az Osszes transzkriptet vizsgalo
MDS esetén elegendd a kontroll és nem-gyulladt mintak kiilon klaszterezéséhez (7A. 4bra);
azonban a csak szignifikansan valtozo transzkripteket reprezentald hétérképen, a kontroll és

a TNBS kezelt nem-gyulladt mintak nem kiilonithetoek el (7B. abra).

5.2.2. A teljes transzkripcids valtozasok funkcionalis analizise

Az RNS-Seq soran azonositott génexpresszios adathalmazban a gének kozotti
funkcionalis kapcsolatok feltarasara az Ingenuity Pathway Analysis (IPA) webes alkalmazast
hasznaltuk, melynek adatbazisa a szakirodalomban publikalt eredményeken alapul, igy
alkalmas az azonositott gének kozotti globalis kapcsolatok feltardsara €s egyszeriibb

értelmezésére.

45



A bioinformatikai feldolgozas sordn szamolt, a génexpresszio valtozas mértékét

mutato log fold change (logFC) és a statisztikai relevanciat tiikr6z6 FDR (False Discovery

Rate) értékek hasznalataval a ,,core” analizis soran azonositottuk a szignifikansan valtozo

kanonikus szignalizaciés utvonalakat mindharom 6sszehasonlitas esetén. Az titvonalelemzés

soran meghatarozott jelatviteli utvonalak esetén a p-érték tiikkrozi a szignifikancia mértékét,

ami itt az attekinthet6ség érdekében - log(p-érték) formaban szerepel: tehat minél nagyobb

az érték, annal valoszinilibb, hogy a feltart kapcsolat relevans (9. tablazat).

9. tablazat: Az IPA altal azonositott szignifikansan megvaltozott kanonikus Gtvonalak. Az értékek - log(p-

érték) formaban szerepelnek a tablazatban (N/A=nem értelmezhet6 adat).

Ingenuity Kanonikus Utvonalak

Granulocita adhézié és diapedézis

Agranulocita adhézié és diapedézis

Leukocita infiltracio jelatvitel

Majfibrozis / Mdj csillagsejtek aktivacioja

Makrofagok, fibroblaszt sejtek, endotélsejtek szerepe reumatoid artritiszben
IL-10 jelatvitel

Ersziikiilet (Atherosclerosis) jel4tvitel

Fagoszoma képz6dés

Oszteoblasztok, oszteoklasztok és kondrocitdk szerepe reumatoid artritiszben
TREML1 jeldtvitel

RXR funkciok gatldsanak szabalyozdasa LPS/IL-1 dltal

Oxidativ foszforilacié

Maj kolesztazis (epepangas)

Akut fazis reakcié szabalyozasa

LXR/RXR aktivacié

Mitokondridlis mikodési zavar

Retionat bioszintézis |

Martix metalloproteindzok gatlasa

Dendritikus sejtek érése

Mintazatfelismer6 receptorok szerepe a baktériumok és virusok felismerésében
NF-kB jelatvitel

Axonalis vezérlés jelatvitel

IL-6 jelatvitel

PPAR jelatvitel

Xenobiotikus anyagcsere jelatvitel

PPARa/RXRa aktivaciod

Velesziletett és adaptivimmunsejtek kozotti kommunikacio
Megvaltozott T sejt és B sejt jelatvitel reumatoid artritiszben
C- vitamin antioxidans hatasa

FXR/RXR aktivacié

VDR/RXR aktivacio

Embrionalis 6ssejtek pluripotenciaja

STAT3 jelatviteli dtvonal

NGY - K GY-K GY - NGY
log(p-érték) log(p-érték) log(p-érték)
N/A 18,00 19,00
N/A 13,40 16,00
N/A 11,80 8,01
N/A 11,30 13,70
N/A 8,19 9,20
N/A 7,90 7,31
N/A 7,84 11,60
N/A 7,52 6,55
N/A 6,40 4,33
N/A 5,70 11,30
1,74 5,62 10,60
N/A 5,59 18,50
N/A 5,21 8,08
N/A 5,17 6,13
N/A 5,09 10,10
N/A 5,04 16,40
3,34 4,77 2,79
N/A 4,56 5,33
N/A 3,85 4,31
N/A 3,82 5,19
1,35 3,81 4,27
1,31 3,77 2,44
N/A 3,71 4,65
N/A 3,51 4,50
N/A 3,23 4,50
1,31 3,20 3,29
N/A 2,88 5,27
N/A 2,67 5,02
N/A 2,48 6,20
N/A 2,40 6,63
N/A 2,11 4,91
1,63 1,56 1,37
1,36 N/A 1,71
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Megallapitottuk, hogy a legjelentésebben aktivalodott utvonalak a gyulladt
teriileteken az immunsejtek kozotti kommunikacioval (Velesziiletett és adaptiv immunsejtek
kozotti kommunikdcio), az immunsejtek toborzasaval (Leukocita infiltrdacio jelatvitel), a
veszély jelek felismerésével (Mintdzatfelismerd receptorok szerepe a baktériumok és virusok
felismerésében), a gyulladasos valasz szabalyozasaval (Akut fazis reakcio szabdlyozasa),
valamint a szovetek védelmével (Mdrtix metalloproteindzok gatlisa) és regeneralasaval
(Fagoszoma képzddés) kapcsolatosak (9. tablazat). Akar a kontroll akar a TNBS kezelt nem-
gyulladt teriiletekhez viszonyitunk, a TNBS kezelt gyulladt teriileteken jelentosen
megvaltozott a leukocitak, koztiikk az agranulocitak és granulocitak vérarambol a gyulladt
szoveti alloméanyba vald vandorldsat segitd molekulakat magédba foglald szignalizacios
Gtvonalak aktivitasa. Erdemes kiemelni még a NF-xB és STAT3 jelatvitel aktivalodasat a
gyulladt szovetekben, melyek szamos gyulladasban kulcsfontossaga szignalizacios Gtvonalat

kapcsolnak 6ssze, koztiik példaul az IL10, IL6 és TREML1 jelatviteli Gtvonalakat (9. tablazat).

Az utvonal elemzés sordn az interakciok irdnya és az abbol adodd génexpresszid
valtozas kozotti korrelacio leirasara a legalkalmasabb a z-érték (z-score). A z-érték
segitségével ugyanis nem csak azt tudhatjuk meg, hogy egy utvonal elemeinek megvaltozott
a kifejez6dése, hanem azt is, hogy a kozottikk mar korabban kisérletesen igazolt szabalyozo
kapcsolatnak - pl.: aktivalas, gatlas - megfeleléen valtozik-e expressziojuk az aktualis
kisérleti felallasban. A z-érték alapjan a TNBS altal kivaltott vastagbélgyulladas soran az
egyik leginkabb aktivalodott interakcids halozat a TREMI szignalizacios utvonal, mig a
gyulladas- €s tumor-gatld szerepérdl ismert PPAR utvonal j6 példaja az inaktivalddott

utvonalaknak a gyulladt teriileteken (10. tablazat).

Azt mar a ,,core” analizis soran megallapitottuk, hogy az immunsejtek aktivalasaban,
toborzéasaban, valamint a gyulladas folyamataban €s a proinflammatorikus citokinek ¢és
kemokinek szabalyozasaban szerepet jatszo utvonalak szignifikdnsan megvaltoztak a
gyulladt szovetekben (9. tdblazat). A z-érték figyelembe vételével azt is megallapitottuk,
hogy ezen utvonalakat alkot6 molekulak kifejezédésének iranya is egyértelmiien tiikr6zi az
aktiv gyulladasra jellemz06 génexpresszios mintazatot (10. tablazat). A korabban emlitett IL6
¢s TREML1, tovabba a gyulladasos folyamatok szabalyozasaban szintén fontos Oncostatin M
Jjelatvitel példaul jelentdsen aktivalodott a gyulladt szovetekben, nemcsak a kontroll, hanem
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a nem-gyulladt mintakhoz képest is (10. tablazat). A komplement rendszer aktivalodasat
figyelhettiik meg a gyulladt vs. kontroll 6sszehasonlitas esetén, azonban a gyulladt vs. nem-
gyulladt mintak k6zott nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget ennél az utvonalnal (10.
tablazat). Ellenben az IL8 jelatvitel aktivitasa jelentésen emelkedett a gyulladt vs. nem-
gyulladt 6sszehasonlitas soran, mig a gyulladt vs. kontroll esetben nem érte el a szignifikans
tartomanyt. Mig a gyulladt vs. kontroll 6sszehasonlitasban az aktivalodott és inaktivalodott
kanonikus utvonalak egyensulyban vannak, addig a gyulladt vs. nem-gyulladt
Osszehasonlitas esetén az aktivalodott szignalizacios Gtvonalak talstlya figyelheté meg (10.

tablazat).
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10. tablazat: A kanonikus szignalizaciés ttvonalak z-érték alapu besorolasa. A kapcsolatok
iranya és az abbdl ad6dd génexpresszid valtozas kozotti korrelaciot leird z-érték >2 vagy < -2
teljesiilése esetén tekinthetd szignifikdnsnak, melyet szinskéla jeldl: a piros a novekedés, a kék a
csokkenést szimbolizalja, mig a sziirke a nem-szignifikans értékeket jeloli; (NaN — a mivelet

eredménye nem szam, nincs értelme). 2-érték

-
4 0 +4

Ingenuity Kanonikus Utvonalak NGY-K z-érték GY-Kz-érték GY-NGY z-érték

Akut fdzis reakcio szabdlyozasa NaN

TREM1 jeldtvitel NaN

IL-6 jelatvitel NaN

Oncostatin M jelatvitel NaN 2,65

Fcy Receptor-mediated Phagocytosis in Macrophages and Monocytes NaN 2,40

Mintazatfelismerd receptorok szerepe a baktériumok és virusok felismerésében NaN 2,36 2,24

Interferon jelatvitel NaN 2,24 1,41

PI3K/AKT jelatvitel NaN 2,18

Leukocita infiltracid jelatvitel NaN 2,16

Vastagbélrdk metasztazis jelatvitel NaN 2,08

Komplement rendszer NaN 2,00 NaN

p38 MAPK jelatvitel NaN 1,96

Nitrogén-oxid és rekativ oxigén gyokok teremelése makrofagokban NaN 1,92

GM-CSF jelatvitel NaN 1,90 2,31

Hasnyalmirigy adenokarcindma jelatvitel NaN 1,60 2,50

NFAT szerepe az immunvalasz szabdlyozasaban NaN 1,53

HMGB1 jelatvitel NaN 1,40

IL-8 jelatvitel NaN 1,22

Rac jelatvitel NaN 1,07 2,71

VEGF jelatvitel NaN 1,00 2,71

eNOS jelatvitel NaN 0,85 2,84

NANOG szerepe az eml8s embrionalis 6ssejt pluripotencidban NaN 0,82 2,00

TecKinase jelatvitel NaN 0,78 2,35

PKCB jelatvitel T limofcitakban NaN 0,73 2,32

PDGF jelatvitel NaN 0,58 2,71

iCOS-iCOSL jelatvitel T helper sejtekben NaN 0,30 2,31

p53jelatvitel NaN -0,28 -2,33

PPARa/RXRa aktivacio NaN -1,15 -2,13

Hepatikus NK sejtek daganatellenes m(ikodése NaN -2,00 NaN

Gagq jelatvitel NaN -2,04 0,43

Glioblastoma Multiforme jelatvitel NaN -2,07 0,50

Neuregulin jelatvitel NaN -2,12 -0,30

CXCR4 jelatvitel NaN -2,13 0,24

Melatonin jelatvitel NaN -2,33 NaN

Neuropatids fajdalom jelatvitel a hatulsé szarvi neuronokban -2,00 -2,50 NaN

Sperma motilitds NaN

LXR/RXR aktivacio NaN

PPAR jeldtvitel NaN

Thrombin jeldtvitel NaN




5.3. A gyulladdsos valasz szabalyozasa a vastagbélgyulladds in vivo
modelljében és IBD-s betegek vastagbelében

5.3.1. Mintazat felismeroé receptorok aktivalodasa a gyulladt vastagbélben

A TNBS kezelés kovetkeztében a nyalkahartya integritisa megsziinik, igy a bél
lumenében kolonizal6 baktériumok bejuthatnak a vastagbél szovetébe, tovabba a sériilt és
elpusztult sejtekbdl felszabaduld gyulladaskelté anyagok immunvalaszt inditanak el [114,
116]. A gyulladt szovetekben, mint a TNBS altal kivaltott gyulladas esetén is, a mintazat
felismeré receptorok (Pattern Recognition Receptors PRRS) molekularis szenzorokként
érzékelik a patogén eredetli PAMP-okat vagy a sajat szovetekbdl szarmazé veszély jeleket
(DAMP). A mintazat felismerd receptorok altal szabalyozott jelatviteli utvonalak jelentdsen
aktivalodtak a TNBS kezelt allatok gyulladt teriiletein (10. tablazat), ami 6sszefiigg a PRR
csaladok (TLR és NLR; 9. abra) és DAMP-ok (példaul S100a8, S100a9, fiiggelék: F1. abra)
expresszidjanak szignifikdns valtozadsaval. A TLR csaladba jelenleg 0Osszesen 13
transzmembran glikoprotein tartozik, melyek koziil az emberben a TLR1-t61 a TLR10-ig
jelolt PRR-ek talalhatok; ragcsalokban tovabbi 3 (TLR11, -12 és -13) fordul el6. A
sejttipusok széles skaldja expresszalja dket, a mieloid-eredetli sejtektdl kezdve az endotél- és
epitélsejtekig [117]. A patkany vastagbélben kifejez6d6 TLR-ek koziil 10-nek szignifikansan
megvaltozott a kifejez6dése a TNBS kezelést kovetden (9A. abra). Aktivalodasuk NF-kB-n
vagy IRF3 és IRF7-en (interferon regulatory factor 3/7) keresztiil gyulladaskeltd citokinek

termelését idézi el6 [117].

A. Toll-like receptorok (TLR)
NGY - K o8 07 01 03 05 12 09 16 07 02 12 00 NGY - K: TNBS kezelt nem-gyulladt vs. kontroll
GY-K 0,6 03 13 _ 03 0,0 GY - K: TNBS kezelt gyulladt vs. kontroll
GY - NGY -07 08 11 1,2 07 13 -05 GY - NGY: TNBS kezelt gyulladt vs. TNBS kezelt nem-gyulladt
o2 ¥ 2 et 2 22 T ¢ ¢
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B. NOD-like receptorok (NLR)
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GY-K 2,4 06 08 02 -09 01 03 09 00 1,0 01 04 09 11 00
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9. abra: Mintazat felismero receptorok kifejezédésének valtozasa patkany vastagbélben
TNBS kezelést kovetoen. TLR (A) és NLR (B) receptor csaladok RNS-Seq altal azonositott
génexpresszios mintazata a nem-gyulladt vs. kontroll (NGY — K) , gyulladt vs. kontroll (GY
—K) és a gyulladt vs. nem-gyulladt (GY — NGY) mintak sszehasonlitasa soran. Az értékek
logaritmikus skalan kifejezett fold change, azaz log(FC) értékek, a szignifikans valtozas
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mértékét >1 vagy < -1 teljesiilése esetén szinskala jeloli, a piros a novekedés, a kék a
génexpresszid csokkenést szimbolizalja; a sziirke a nem-szignifikans értékeket jeloli.

A PRR-ek masik nagy csoportjanak, a citoplazmatikus NLR receptoroknak a kifejezédését -
csakugy mint a TLR receptorokét - kiilonbozéképpen befolyasolta a TNBS kezelés (9B.
abra). Az extra/intracelluléris vagy vezikulumokbo6l szarmazé exogén vagy endogén eredetii
ligandok felismerését kovetden egyes NLR receptorok (pl.. NOD1/2) képesek aktivalni az
NFkB vagy MAPK jelatvitelt, ami antimikrobidlis fehérjék ¢és gyulladéskeltd
citokinek/kemokinek expresszidjat indukalja; mds NLR-ek inflammaszoma alkotdként a
funkcidképes kaszpaz-1 1étrehozasaval citokinek (pl.: IL1PB) érését segiti eld, tovabbi NLR-
ek pedig (pl.: NLRP6) negativan szabalyozzak a gyulladast [7]. Valtozatos funkciojuk
valtozatos expressziés mintdzattal tarsult: mig a Nod2, Nlrp3 és Nlrpl2 expresszidja
szignifikansan emelkedett, addig a Naip5, Naip6, Nirc4 és NIrp6 mMRNS mennyisége
csokkent a gyulladt teriileteken (9B. abra).

Az RNS-Seq eredmények validalasat figgetlen kvantitativ modszerrel is elvégeztiik
azért, hogy a minta elokészitésbol, szekvenalasbol illetve bioinfomatikai analizisb6l adodo
esetleges fals eredményeket kisziirhessiik. Ennek érdekében a dolgozatban megemlitett
szamos gén kifejez6dését kovettiik nyomon QPCR modszerrel is, majd az igy mért
expresszios valtozasokat 0sszevetettiik az RNS-Seq altal azonositottakkal. Annak érdekében,
hogy megbizonyosodjunk, a felhasznalt mintak valoban tiikrozik az irodalmi adatokat elsd
korben olyan gének expressziojat vizsgaltuk meg, amelyek megvaltozott kifejez0dését mar
korabban 0Osszefliggésbe hoztak a betegség patomechanizmusaval (pl.. NOD2, NLRP3,
TNFa, stb.), igy ezek nem csupan az alkalmazott modszert (RNS-Seq), hanem a felhasznalt
bioldgiai mintak hitelességét is igazoltak.

A NOD?Z receptor - ami a bakterialis sejtfalalkotdo, MDP citoplazmatikus felismerését
betegségre hajlamosito tényez6 [15]. A patkany vastagbél gyulladt teriiletein mennyisége
szignifikdnsan megemelkedett, ellenben a TNBS kezelt nem-gyulladt szovetekben a kontroll
mintakhoz képest valtozatlan maradt az expresszidja (10A. abra). A Nod2-vel azonos
szignalizéacios kaszkadot indukaldé Nodl (10B. ébra) az iE-DAP kotését kovetden aktivalja

az immunvalaszt, mennyisége azonban nem valtozott a TNBS kezelés hatdsara; mig a
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bakteridlis eredetli flagellin felismerében szerepet jatsz6 Naip6 (10C. abra) expresszidja

egyarant szignifikdnsan csokkent a TNBS kezelt nem-gyulladt és gyulladt vastagbél

teriileteken.
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10. abra: Az NLR receptorok génexpresszio valtozasa a patkiany vastagbélben a TNBS
kezelést kovetden. A Nod2, Nod1, Naip6, Nlrp3, Nlrc4 és Nlrp6 (A-F) relativ génexpresszid
valtozasa a TNBS kezelt nem-gyulladt (NGY) és a TNBS kezelt gyulladt (GY) mintakban a
kontroll (K) mintakhoz viszonyitva. A fehér oszlopok az RNS-Seq eredményeket, mig a
fekete oszlopok a transzkriptoma analizis QPCR validalasat mutatjak (*: p < 0,05).

Az inflammaszéma komplex kialakitasara képes Nlrp3, Nlrc4 és Nlrp6 kiilonb6z6
szubsztratspecifitassal rendelkeznek, ami megmagyardzza az inverz expresszios
mintazatukat (10D-F. és 11. abra). A komplex Osszeszerelddése elengedhetetlen az inaktiv
IL1B, IL18 ¢és IL33 citokinek késobbi kaszpaz-fliggd hasitasahoz. Az NLRP3-
inflammaszoma az egyik legjobban jellemzett komplex, amely a korabban mar emlitett, a
gyulladt teriileteken szignifikdnsan megemlkedett kifejezddésti S100a8 és S100a9 (F1. abra)
DAMP-ok felismerése mellett, viralis és bakterialis sejtalkotok altal is aktivalodik [11, 118].
Az in vivo patkany IBD modellben, a szignifikansan megemelkedett Nlrp3 kifejezodése
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(10D. abra), egyidejii I11P és 1133 mRNS ndvekedéssel tarsult (11. abra). Ezzel szemben a
gyulladasos valasz negativ regulatoraként ismert Nlrp6 €s szubsztratja, az 1118 [12, 13, 119]
szintje csokkent a gyulladt teriileteken (10F. és 11. abra). Az Nlrp6 transzkripciojat a anti-
inflammatoérikus és anti-tumor aktivitasardl is ismert PPARYy transzkripcios faktor képes
indukalni [83], melynek kifejezddése szintén szignifikansan csokkent a TNBS kezelt allatok
vastagbelének gyulladt régioiban (F1. abra).

Inflammaszéma alkotok és konvertalt interleukinek
NGY - K 1,7 1,0 0,5 1,0 -0,3 -0,1 0,2 0,7 -0, 0,8 0,9

GY-K 0,5 0,6 0,9 0,8 0,8
GY - NGY 1,2 -0,9 0,6 2,1 -0,9 1,7
Pycard Caspl Nirp3 Nirp6 Nirp12 Nirc4 Nirc5 Aim2 111b 1118 1133
NGY - K: TNBS kezelt nem-gyulladt vs. kontroll log(FC)
GY - K: TNBS kezelt gyulladt vs. kontroll
GY - NGY: TNBS kezelt gyulladt vs. TNBS kezelt nem-gyulladt - 0 #4

11. abra: Inflammaszéma alkoték és az dltaluk konvertalt interleukinek expresszids
mintazata TNBS indukalt patkany vastagbélben. A nem-gyulladt vs. kontroll (NGY — K),
gyulladt vs. kontroll (GY — K) és a gyulladt vs. nem-gyulladt (GY — NGY) mintak
Osszehasonlitasa soran az inflammaszéma komponesek és szusztratjaik inverz expresszios
mintazattal jellemezhetéek. A gyulladaskeltd NIrp3 és szubsztratja az ILIP és IL33
expresszioja emelkedett, mig a gyulladasgatlo Nlrp6 és szubsztarja, az 1118 kifejezddése
csokken. Az értékek logaritmikus skalan kifejezett fold change, azaz log(FC) értékek, a
szignifikans valtozas mértékét >1 vagy < -1 teljesiilése esetén szinskala jeloli, a piros a
novekedés, a kék a génexpresszio csokkenést szimbolizalja; mig a sziirke a nem-szignifikans
értékeket jelenti.

5.3.2. A velesziiletett immunitas sejtes komponenseinek toborzasa

A mintazat felismer6 receptorok aktivalasa molekularis kaszkadot indit be, melynek
célja az immunvalasz effektorainak, az immunsejteknek a gyulladt teriiletre torténd
toborzasa. A sériilt szovetek €s a szervezet tavolabbi pontjai kdzotti hatékony kommunikécio
els6sorban kemotaktikus citokinek és kemokinek segitségével valosul meg. A gyulladas
markereinek is tekintheté Tnfa, 113, 116, Ccl3 és Cxcll kifejezédése jelentésen
megemelkedett a 1ézios szovetekben (12A, B, D-F. abra), ami egyértelm{ bizonyitéka a
fennalld gyulladasnak: hatasukra agranulocitdk és granulocitdk infiltralnak a vérbol a
szovetekbe. Fontos megjegyezni, hogy a TNBS kezelt patkanyok makroszkopikusan nem-
gyulladtként jellemezett vastagbél teriiletein nem tapasztaltunk génexpresszios valtozast

ezen markerek expresszidjaban (12. dbra).
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Az anti-inflammatorikus 1L10 szerepe a gyulladas szabalyozasaban vitathatatlan:
gyulladas-gatld citokinként részt vesz a szOveti homeosztazis fenntartdsdban és
helyreallitdsaban, tovabba kontrollalja az immunsejtek aktivalodast mikrobialis fertézések
esetén [120, 121]. A TNBS altal kivaltott vastagbélgyulladas esetén kifejezddése
szignifikansan emelkedett a gyulladt régidokban, ellenben a nem-gyulladt teriileteken

valtozatlan maradt az expresszidja (12C. abra).
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12. abra: A gyulladaskelto citokinek és kemokinek a megemelkedett expressziéja TNBS
kezelés hatasara patkany vastagbélben. Az 111, 116, 1110, TNFa, Ccl3 és Cxcll (A-F)
relativ génexpresszid valtozasa a TNBS kezelt nem-gyulladt (NGY) és a TNBS kezelt
gyulladt (GY) mintakban a kontroll (K) mintakhoz viszonyitva. A fehér oszlopok az RNS-
Seq eredményeket, mig a fekete oszlopok a transzkriptoma analizis QPCR validalasat
mutatjak (*: p <0,05).

Az IBD-s paciensekbdl izolalt mintak vizsgalata soran a TNFa, ILla és IL6
citokineket pozitiv kontrollként alkalmaztuk az aktiv gyulladas fennallasanak igazolasara.
Mindhérom altalunk vizsgélt gyulladaskeltd citokin emelkedett kifejez6dését azonositottuk
az aktiv-gyulladt csoportban, mind az inaktiv mind az aktiv-nem gyulladt csoporthoz
viszonyitva (13. abra); kovetkezésképpen a relapszalo IBD-s betegek sériilt
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vastagbélrégioiban zajlo, makroszkopikusan is megfigyelheté gyulladasos folyamatokat

molekularis szinten is igazoltuk.

>
w

ILla IL6 C. TNFa

a
Relativ génexpresszié valtozas (log2)

Relativ génexpresszié valtozas (log2)
Relativ génexpresszié valtozas (log2)

inaktiv aktiv -NGY aktiv-GY inaktiv aktiv - NGY aktiv-GY inaktiv aktiv - NGY aktiv-GY

13. abra: Gyulladasos citokinek kifejezodésének valtozasa IBD-s betegekben. Az IL1a,
IL6 és TNFa (A-C) relativ génexpresszio valtozasa az aktiv nem-gyulladt (NGY) és az aktiv
— gyulladt (GY) mintakban az inaktiv human mintakhoz viszonyitva. A korok, négyzetek és
haromszogek egyedi értékeket, mig a vizszintes vonalak, azok atlagat abrazoljak (*: p <
0,05).

5.3.3. Az immunvalasz negativ szabalyozasa

A gyulladasos valasz soran a sériilt sejtekbdl felszabadulo DAMP-ok (pl.: S100a8,
S100a9) felismerését kovetden aktivalodo jelatviteli kaszkad, az egész szervezetre kiterjedd
valaszt general, ami Ongerjesztd folyamatként robosztus mdédon nyilvanul meg. Annak
érdekében, hogy ez a reakcid ne valjon irdnyithatatlanna €s a sajat szervekre, szovetekre

karossa, sziikségesek negativan szabalyozo, a gyulladést gatld visszacsatolasok.

A TLR-ek altal kivaltott gyulladds negativ regulatorai - tobbek kozott - a TAM
receptorok. Ezek a tirozin-kinaz receptorok a ligand kotését kovetéen SOCS1 és SOCS3 anti-
inflammatorikus gének kifejezodését indukaljak, melyek a citokinek és mikrobialis ligandok
altal aktivalt JAK-STAT és a TLR jelatviteli ttvonalban kulcsfontossagu fehérjék
degradalasat idézik el6 [122]. A TNBS kezelt patkany vastagbelekben a TAM receptorok és
ligandjaik kiilonb6z0 iranyld génexpresszids valtozasat allapitottuk meg (14. abra). Mig az
AxI1 kifejezodése szignifikansan megemelkedett mind mRNS (14B. abra) mind fehérje (15.
abra) szinten a gyulladt bélszakaszokban, addig a Mertk (14C. abra) expresszidja enyhén, de

nem szignifikansan, a Tyro3 (14A. abra) szintje pedig szignifikansan csokkent. Ligandjaik
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koziil a Gas6 (14D. abra) génexpresszioja nem valtozott a TNBS kezelés hatasara, mig a

Prosl (14E. abra) kifejezddése szignifikansan megemelkedett a gyulladés helyén.
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14. abra: TAM receptorok és ligandjaik expresszidja a patkany vastagbélben. Az Tyro3,
AxI|, Mertk, Gas6 és Pros1 (A-E) relativ génexpresszio valtozasa a TNBS kezelt nem-gyulladt
(NGY) és a TNBS kezelt gyulladt (GY) mintakban a kontroll (K) mintakhoz viszonyitva. A
fehér oszlopok az RNS-Seq eredményeket, mig a fekete oszlopok a transzkriptoma analizis
QPCR validalasat mutatjak (*: p < 0,05).

kontroll nem-gyulladt gyulladt

RNS-seq
QPCR
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15. abra: Axl fehérje mennyiségének valtozasa a patkiny vastagbélben a Kisérletesen
kivaltott vastagbélgyulladas soran. Az Axl fehérje kifejez6désének immunfluoreszcens
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vizsgalata a kontroll, a TNBS kezelt nem-gyulladt és a TNBS kezelt gyulladt patkany
vastagbél metszetekben (kék - DAPI: sejtmag, zold - FITC: Axl; skdla: 100 pm).

Az IBD-s betegekbdl szarmazd izolatumok esetén csak az AXL (16B. abra)
kifejez6désében mértiink szignifikdns génexpressios valtozast, a TYRO3 (16A. abra) és

MERTK (16C. abra) mRNS mennyisége valtozatlan maradt az IBD-S betegek vastagbelében.

TYRO3 ' AXL ' MERTK

Relativ génexpresszié valtozas
Relativ génexpresszié valtozas
Relativ génexpresszié valtozas

inaktiv aktiv -NGY aktiv-GY inaktiv aktiv -NGY aktiv-GY inaktiv aktiv -NGY aktiv-GY

16. abra: TAM receptorok kifejezédése az IBD-s betegek vastagbelében. A TYRO3,
AXL és MERTK (A-C) relativ génexpresszio valtozasa az aktiv nem-gyulladt (NGY) és az
aktiv gyulladt (GY) mintakban az inaktiv human mintakhoz viszonyitva. A korok egyedi
értékeket, mig a vizszintes vonalak, azok atlagat mutatjak (*: p < 0,05).

5.3.4. A nyalkahartya védelme

A nyalkahartya integritdsdnak megOrzésében ¢és a béltraktusban kolonizalo
baktériumok féken tartasdban jelentds szereppel birnak az epitélsejtek felszinét beboritd
nyakréteget kialakitdé mucinok és a glikokalixot létrehozé glikoziltranszferazok. A
transzkriptoma vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy habar a kontroll és TNBS kezelt nem-
gyulladt mintadk nagyon hasonléak transzkripcionalis szinten (7. abra), azonban ha a
nyalkahartya védelméért felelés mucinok és azok glikolizaciojaban szerepet jatszo fehérjéket
kodold gének expressziojat kovettiik nyomon, jelentés kiilonbséget figyelhettiink meg
kozottik (lasd 17. - 19. és 20. abra). Mig a membran-kotott mucin formak kifejezodése
csokkent a gyulladt teriileteken, és nem valtozott jelentdsebben a nem-gyulladt régiokban,
addig a gél-formald6 Muc2 és Muc5b expresszidja szignifikdnsan nétt a TNBS kezelt

vastagbelek intakt azaz nem-gyulladt szakaszaiban (17. abra).
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17. abra: Mucinok génexpresszidja TNBS kezelt patkany vastagbélben. A membran-
asszocialt és szekretalt mucinok kifejez6désének valtozasa a TNBS kezelt nem-gyulladt
(fehér) és a TNBS kezelt gyulladt (sziirke) mintakban a kontroll (fekete) mintakhoz
viszonyitva az RNS-Seq analizis alapjan (*: p < 0,05).

Az erbsen glikolizalt MUC2 fehérje polimerizacidjaval 1étrejovo kettds nyakréteg
tavol tartja a bélben é16 kommenzalista és patogén baktériumokat a nyalkahartyatol, ezzel
védve az IEC sejteket a PAMP-ok altal aktivalt gyulladastol. A Muc2 expresszidjanak
emelkedése a TNBS kezelt patkany vastagbél ép teriiletein fokozott védelmet jelenthet a

tovabbi szoveti karosodassal szemben (18A. abra).

Korabban arrol szamoltak be, hogy a gyulladasos bélbetegségben szenveddk
vastagbelében a MUC2 mennyisége — a paciensek kozotti egyéni valtozékonysag miatt - nem
tér el jelentdsen a kontroll és beteg csoportok kozott; azonban a vizsgalat soran a relapszalo
betegek vastagbél teriileteibél paciensenként csak egyetlen biopsziat készitettek [40]. Ahogy
azt az altalunk bemutatott gének kifejezddését vizsgalva is lattuk, a vastagbél gyulladt és

nem-gyulladt szovetrégidinak génexpresszidos mintazata kozott Sok esetben szignifikans
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eltérés tapasztalhatd, igaz ez az in vivo patkany modell, illetve az IBD-s betegekbdl izolalt

mintak esetén is.

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy az IBD-s paciensekbdl szarmazéd
biopsziakban a MUC2 gén kifejez6dése az aktiv stadiumban 1évé IBD-s betegek nem-
gyulladt és gyulladt vastagbél teriiletein - a patkany vastagbélhez hasonldéan — eltérd: a
makroszkopikusan normalis teriileteken magasabb mint a fekélyes részeken (18A., B. abra).
Habar a human betegekbdl szdrmaz6 mintdkon az eltérés nem szignifikans, ez valdsziniileg
az alacsony mintaszamnak kdszonhetd, ami miatt a paciensekre jellemzd egyéni expresszios

értékek nagyobb szorast eredményezhetnek.
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18. abra: A nyalkahartya védelmében szerepet jatszo molekulik kifejez6désének
valtozasa vastagbélgyulladas soran. Az Muc2 (A), Dmbtl (C) és az Adgnt (D) relativ
génexpresszid valtozasa a TNBS kezelt nem-gyulladt (NGY) és a TNBS kezelt gyulladt (GY)
mintakban a kontroll (K) mintakhoz viszonyitva. A fehér oszlopok az RNS-Seq
eredményeket, mig a fekete oszlopok a transzkriptoma analizis QPCR validalasat mutatjak.
A MUC2 (B) relativ génexpresszio valtozasa az aktiv — nem-gyulladt (NGY) és az aktiv —
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gyulladt (GY) mintdkban az inaktiv human mintdkhoz viszonyitva. A pontok egyedi
értékeket, mig a vizszintes vonalak, azok atlagat mutatjak (*: p <0,05).

A Klasszikus mucinok mellett, a mucin-szert fehérjék k6zé sorolt DMBT]1 (deleted
in malignant brain tumors 1) kifejezddése is szignifikansan megemelkedett a TNBS-kezelt
nem-gyulladt teriileteken, ellenben a gyulladt régiokban valtozatlan maradt a mennyisége
(18C. abra). Korabbi tanulmanyok szerint a DMBT1 egy Onszabalyozd visszacsatolason

keresztiil képes a NOD2 és a TLR4 gatlasara, igy a gyulladasos valasz enyhitésére [123].

A transzkriptoma vizsgalat soran detektalt tobb mint 30 glikoziltranszferaz
tobbségének jelentdsen valtozott az expresszidja a vastagbél kiillonb6zo részein (19. abra).
Koziilik az al,4-N-acetilgliikozamin transzferaz (A4GNT) is felelés a mucinokra jellemz6
glikolizaciés mintazat kialakitasaért [124]. Expresszioja a Muc2 és Dmbtl génekhez

hasonléan szignifikansan nétt a TNBS kezelt nem-gyulladt mintakban (18D. és 19. abra).

A glikoziltranszferazok kozé tartoz6 human B4GALNT2 fehérje csokkent
kifejez8dését figyelték meg vastagbélrikban, ami az 4ltala gatolt SL* antigén emelkedett
kifejez6désével és fokozott metasztazis formacioval jart [125, 126]. A TNBS indukalt
patkdny IBD modellben a B4galnt2 kifejezddésében szignifikans kiilonbséget
azonositottunk: mennyisége a nem-gyulladt vastagbél teriileteken megemelkedett, mig a
gyulladt régiokban a kontroll mintakhoz képest valtozatlan maradt, azonban a TNBS kezelt

nem-gyulladt szovetekhez képest szignifikansan csokkent (19. abra).

Glikoziltranszferazok
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19. abra: A glikoziltranszferazok kifejezédésének valtozatos mintazata a TNBS altal
kivaltott patkany vastagbélgyulladasban. Glikoziltranszferazok génexpresszids mintazata
a nem-gyulladt vs. kontroll (NGY — K), gyulladt vs. kontroll (GY — K) és a gyulladt vs. nem-
gyulladt (GY — NGY) patkany mintak 6sszehasonlitasa soran. Az értékek logaritmikus skalan
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kifejezett fold change, azaz log(FC) értékek, a szignifikans valtozas mértékét >1 vagy < -1
teljesiilése esetén szinskala jeloli, a piros a ndvekedés, a kék a génexpresszid csokkenést
szimbolizalja; mig a sziirke a nem-szignifikdns értékeket jelenti.

A glikoziltranszferdz  szupercsaladba tartozd  fukoziltranszferazok  fukoz
szarmazekok transzferét katalizaljak kiilonféle akceptor molekulakhoz: példaul
oligoszacharidokhoz, glikoproteinekhez ¢s glikolipidekhez [24]. K&ziilik a Futl, Fut2, Fut4
¢és Fut9 (20. abra) kifejezddése szignifikansan valtozott a TNBS kezelést kdvetden a patkany
vastagbélben. Az al,2-FUT alcsaladhoz tartoz6 FUT1 és FUT2 feleldsek az bél epitéliumot
alkoté sejtek fukozilalasaért [127]. A TNBS kezelést koveten a patkany vastagbél gyulladt
terliletein szignifikdnsan csokkent Futl (20A. abra) és Fut2 (20B. abra) kifejezddés az altaluk

crer

ezaltal csokken az epitélsejteket védo fizikai barrier hatékonysaga.
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20. abra: A fukoziltranszferazok génexpresszidos mintazata a patkiany vastagbélben. A
Futl, Fut2, Fut4 és Fut9 (A-D) relativ génexpresszio valtozasa a TNBS kezelt nem-gyulladt
(NGY) ¢és a TNBS kezelt gyulladt (GY) patkany vastagbél mintdkban a kontroll (K)
mintakhoz viszonyitva. A fehér oszlopok az RNS-Seq eredményeket, mig a fekete oszlopok
a transzkriptdma analizis QPCR validalasat mutatjak (*: p < 0,05).
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Az 01,3/4- FUT-ok kozé tartoz6 Futd (20C. abra) és Fut9 (20D. abra) FUT-okra a
Futl/2-t6l eltérd expresszids mintazat jellemz6: mRNS mennyiségiik szignifikansan nétt a
TNBS kezelt patkany vastagbelek nem-gyulladt teriiletein a kontroll mintakhoz viszonyitva;
ellenben a gyulladt teriileteken nem valtozott szignifikdnsan a kifejezodésiik. Az al,3/4-
FUT-0k a szénhidrat lancok szintézisének eltéré 1épéseiért feleldsek, mint a al,2-FUT:
feltételezésilink szerint ez is lehet az oka annak, hogy az expresszios mintazatuk kiilonb6zo a
gyulladas soran. A FUT4 felelds példaul az Le¥ antigén szintéziséért, melynek fokozott
kifejez6dése jellemzi az epitélialis eredetii daganatsejteket [128], ahol a FUT4 az NF-xB
jelatvitel kozvetett aktivalasaval, az EMT-t indukalo SNAI1 kifejez6dését idézi el6 [129].
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5.4. Az epitelidlis-mezenhimalis atmenet aktivalasa a gyulladt
szovetekben

A TNBS indukalt vastagbélgyulladas in vivo patkany modelljének transzkriptoma
vizsgalata sordn eltérd expresszidos mintdzatot mutatd molekuldk kozotti kapcesolatok
felderitésére végzett funkciondlis analizis soran a gyulladas folyamatat tobb szinten
szabalyozd szignalizacios utvonalak aktivalodasat azonositottuk (9. és 10. tablazat).
Vizsgalataink soran szamos kozds pontot, szabalyoz6 molekulat azonositottunk, melyek
szerepe nemcsak a gyulladas féken tartdsdban €s a szoveti homeosztazis helyreallitdsaban,
hanem a daganatos elvaltozasok kialakulasaban is ismert. A két folyamatot legmarkansabban
Osszekapcsold jelenség az epitelidlis-mezenhimadlis tranzicid, melynek molekularis
komponensei szignifikasan aktivalédtak a TNBS altal kivaltott vastagbélgyulladas esetén
(21.-23. abrak). Ismert, hogy a mezenhimalis fenotipus kialakitasaért felelés utvonalak
aktivaciojat novekedési faktorok, tobbek kozott Fgf2 (21A. abra), Fgf7 (21B. abra) és Egrl
(21C. abra) indukaljak, melyek szignifikdnsan megemelkedett kifejezddését azonositottuk a

vastagbél gyulladt teriiletein.
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21. abra: Az EMT aktivalasa novekedési faktorok altal a patkany gyulladt
vastagbélben. Az Fgf2, Fgf7 és Egrl (A-C) relativ génexpresszio valtozasa a TNBS kezelt
nem-gyulladt (NGY) és a TNBS kezelt gyulladt (GY) patkany vastagbél mintakban a kontroll
(K) mintakhoz viszonyitva. A fehér oszlopok az RNS-Seq eredményeket, mig a fekete
oszlopok a transzkriptoma analizis QPCR validaldsat mutatjak (*: p < 0,05).



Ezzel parhuzamosan, a JAK/STAT és NOTCH szignalizacidban résztvevd fehérjéket
kodolo gének, a Notchl (22A. abra), a Notch2 (22B. abra) és a Jak2 (22C. abra), tovabba az
oxigénmentes koriilmények hatasara aktivaloddo Hiflo (22D. abra) expresszidja is

szignifikansan megemelkedett a gyulladt teriileteken.
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22. abra: Az EMT-ben fontos szereppel biré szignalizaciés utvonalak aktivalasa a
patkany vastagbélgyulladas soran. A Notchl, Notch2, Jak2 és Hifla (A-D) relativ
génexpresszio valtozasa a TNBS kezelt nem-gyulladt (NGY) és a TNBS kezelt gyulladt (GY)
patkany vastagbél mintakban a kontroll (K) mintakhoz viszonyitva. A fehér oszlopok az
RNS-Seq eredményeket, mig a fekete oszlopok a transzkriptoma analizis QPCR validalasat
mutatjak (*: p <0,05).
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Az EMT-t indukalo transzkripcios faktorok, mint pl. a Zeb2 (23A. abra) és a Snail
(23B. abra) szignifikansan megemelkedett szintjével Osszhangban megemelkedett a
mezenhimalis markerek, pl. az Mmp9 (23D. abra), a Lox (23E. abra) és a Vim (23F. abra)
mRNS mennyisége; ezzel szemben az epitelidlis fenotipusra jellemzd Cdhl kifejezddése

szignifikansan csokkent (23C. abra).
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23. abra: A patkany vastagbélgyulladist a mezenhimalis markerek indukciéja és az
epitelialis marker represszioja jellemzi. A Zeb2, Snail, Cdhl, Mmp9, Lox és Vim (A-F)
relativ génexpresszid valtozasa a TNBS kezelt nem-gyulladt (NGY) és a TNBS kezelt
gyulladt (GY) patkany vastagbél mintakban a kontroll (K) mintakhoz viszonyitva A fehér

oszlopok az RNS-Seq eredményeket, mig a fekete oszlopok a transzkriptoma analizis QPCR
validalasat mutatjak (*: p <0,05).

Az IBD-s paciensekbdl szarmazo mintak esetén, az EMT aktivalasaban szerepet
jatszo gének expresszidja szignifikansan nott az aktiv-gyulladt mintakban (FGF2, FGF7,
EGR1, NOTCH2, HIF1a, JAK2, ZEB2, SNAIl, MMP9, LOX és VIM (24A-H. és 24]J-L.
abra); ellenben a CDH1 (241. abra) szintje ellenkezd iranyba valtozott, ahogy azt korabban a
patkany vastagbél mintak esetén is azonositottuk (21.-23. abrak). Az aktiv stadiumban 1év6
betegek makroszkopikusan ép teriileteirdl szarmazo mintaiban — ugy, ahogy a TNBS kezelt
patkanyok nem-gyulladt vastagbél teriiletein - Sem mértiink szignifikans valtozast az EMT-

ben kulcsfontossagl gének kifejezodésében (21.-24. abrak)
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24. abra: Az EMT-ben szerepet jatszo gének kifejezodése IBD-s betegek vastagbelében.
Az FGF2, FGF7, EGR1, NOTCH2, HIF1a, JAK2, ZEB2, SNAI1, CDH1, MMP9, LOX ¢és
VIM (A-L) relativ génexpresszio valtozasa az aktiv - nem-gyulladt (NGY) és az aktiv —
gyulladt (GY) mintdkban az inaktiv human mintdkhoz viszonyitva. A pontok egyedi
értékeket, mig a vizszintes vonalak, azok atlagat mutatjak (*: p <0,05).
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5.5. A miRNS-ek szerepe a kisérletesen eloidézett vastagbélgyulladasban
és IBD-ben szenvedo betegek vastagbelében

A transzkriptoma analizis soran detektalt transzkriptek kozott a fehérje kodold
MRNS-ek mellett nem-kodoldé RNS-eket is azonositottunk, melyek egy részének
expresszidja szignifikdnsan valtozott a TNBS kezelés hatdsara (25. dbra). Az nCRNS-ek kozé
tartozd miRNS-ek, hossza hajtii strukturakban gazdag elsédleges transzkriptumként, pri-
MiRNS-ként irodnak at, melyek kett6s szali RNS szakaszai magukban hordozzak a késébbi
érett miRNS-eket. A primer transzkriptumok (néhany ezer nt) megfeleldé méretiiknek
koszonhetden detektalhatok RNS-Seq modszerrel; ezzel ellentétben az érett miRNS-ek (21-
21 nt) a méretszelekcios 1épésnél (> 100 nt) elvesznek a mintael6készités soran.
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25. abra: Az RNS-Seq soran azonositott megvaltozott kifejezédésii patkany miRNS
prekurzorok. A nem-gyulladt vs. kontroll (NGY — K), gyulladt vs. kontroll (GY — K) és a
gyulladt vs. nem-gyulladt (GY — NGY) patkany mintak Gsszehasonlitasa soran azonositott
pri-miRNS-ek. Az értékek logaritmikus skalan kifejezett fold change, azaz log(FC) értékek,
a szignifikans valtozas mértékét >1 vagy < -1 teljesiilése esetén szinskala jeloli, a piros a

novekedés, a kék a génexpresszio csokkenést szimbolizalja; mig a sziirke a nem-szignifikans
értékeket jelenti.

Az 6sszesen 26 szignifikansan valtozo pri-miRNS - egyetlen kivétellel (pri-miR-223)
- szignifikdnsan lecsokkent expresszidjat azonositottuk a gyulladt szovetekben (25. abra).
Fontos kiemelni, hogy a k6zos klaszterbe tartoz6 miR-143 és miR-145, tovabba a miR-375
¢s miR-let7i pri-miRNS-einek az expresszidja egyforman lecsokken (25. abra és 26. abra

fehér oszlopai); a gyulladt szovetben emelkedett expressziot kizarolag a pri-miR-223

esetében azonositottunk (25. 4bra)

A mikroRNS-ek érése egy bonyolult, tobb szinten szabalyozott folyamat, igy az érett
mMiRNS-ek mennyisége nem feltétleniil azonos az elsédleges transzkriptumokéval. Ezért a

pri-miRNSek expresszidjanak meghatarozasa mellett néhany esetben a funkcionalis, azaz
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érett miRNS-ek kifejez6dését is nyomon kdvettik QPCR modszerrel. A miR-143 (26A. abra
fekete oszlopai), miR-145 (26B. abra fekete oszlopai), miR-375 (26C. abra fekete oszlopai)
és miR-let7i (26D. abra fekete oszlopai) esetében az érett miRNS-ek kifejezddése is
jelentdsen csokkent a patkédny vastagbelek gyulladt teriiletein: ezek az eredmények
Osszhangban vannak az RNS-Seq soran meghatarozott primer transzkriptumok

kifejezodésére vonatkozo adatokkal (26. abra).
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26. abra: Az RNS-Seq altal azonositott patkany miRNS prekurzorok és az érett miRNS-
ek expresszioja kozotti korrelacio. A miR-143/-145/-375 és —let7i (A-D) relativ expresszio
valtozasa a TNBS kezelt nem-gyulladt (NGY) és a TNBS kezelt gyulladt (GY) patkany
vastagbél mintakban a kontroll (K) mintakhoz viszonyitva. A fehér oszlopok az RNS-seq
eredményeket, azaz a miRNS prekurzorok kifejezddését, mig a fekete oszlopok az érett
MiRNS-ek QPCR mddszerrel mért szintjét mutatjak (*: p < 0,05).

A MIR-8 mikroRNS géncsaladhoz tartozo miR-200b/200a/429-ct magaba foglald
primer transzkriptum, illetve a MIR-192 csaladhoz tartozo miR-192-t és miR-215-6t kodolo
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pri-miRNS-ek szintje szignifikansan csokkent a gyulladt vastagbélben (25. abra). A szintén
MIR-8 géncsaladhoz tartozd6 miR-200c/141-et tartalmazo pri-miRNS kifeje6zésdése bar
ugyanugy csokkent a gyulladt vastagbélben, azonban a valtozas nem volt szignifikans. A
tobb érett miRNS-t is magukban hordozoé primer transzkriptumok esetén fontosnak tartottuk,
hogy a funkcionalis miRNS-ek expresszio valtozasat is nyomon kdvessiik, hiszen dsszetettt
biogenezisiik miatt mennyiségiik nem sziikségszertien korrelal a pri-miRNS-ekével. Ennek
megfeleden tehat megmértiik az érett miR-200a/b/c (27A-C. abra), miR-429 (27E. abra) és
miR141 (27D. abra) kifejez6dését, melyek expresszioja szignifikansan csékkent a gyulladt
vastagbélteriileteken a kontroll és a TNBS kezelt nem-gyulladt mintakhoz képest is; csakugy,
mint az érett MiR-192 (27G. abra) és miR-215 (27F. abra) mennyisége.
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27. abra: MIR-8 és MIR-192 mikroRNS géncsaladok tagjainak expresszidja
vastagbélgyulladas soran. A miR-200a/b/c, miR-141/-429/-192 és -215 (A-G) relativ
miRNS expresszio valtozasa a TNBS kezelt nem-gyulladt (NGY) és a TNBS kezelt gyulladt
(GY) patkany vastagbél mintakban a kontroll (K) mintakhoz viszonyitva. A prekurzor (pre-
mMiR-192) és érett mir-192 (H, 1) relativ expresszio valtozasa az aktiv — nem-gyulladt (NGY)
és az aktiv — gyulladt (GY) mintakban az inaktiv human mintakhoz viszonyitva. A korok,
négyzetek ¢s haromszogek egyedi értékeket, mig a vizszintes vonalak, azok atlagat mutatjak
(*: p<0,05).
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Az IBD-s paciensekbdl szarmazo szovetmintak esetén a pre-miR-192 (27H. abra) és az
érett miR-192 (271. abra) Kkifejez6dését is nyomon kovettik, melyek mennyisége

szignifikansan csokkent a gyulladt teriileteken.

5.5.1. Az immunvalasz posztranszkripcionalis szabalyozasa miRNS-ek altal

A gyulladt patkany szovetekben szignifikansan nétt a pri-miR-223 expresszidja a
TNBS kezelés hatasara. Korabbi tanulmanyok szerint a makrofagok polarizacidjat gyulladas
gatlo M2 tipus felé terelé miR-223 szintje eltéré a kiillonbozé szdvet tipusok kozott,
legnagyobb mennyiségben a csontveldben termelddik, mig a vastagbélben fiziologias

koriilmények kozott elenyész6 mennyiségben fejezodik ki [106].

Kisérleteink soran mind a patkdny mind a human vastagbélbdl szarmaz6 mintakban
fokozott pri- tovabba érett miR-223 kifejez6dést azonositottunk a gyulladt szovetekben,
ellenben a TNBS-kezelt nem-gyulladt patkany és az aktiv de nem-gyulladt human mintakban
nem valtozott szignifikansan a miR-223 mennyisége (28. abra). Fontos megjegyezni, hogy
IBD-s betegek szérumaban megfigyelték, hogy a miR-223 szintje egyenesen korrelal a
betegség aktivitasaval, azaz aktiv betegeknél megemelkedett a miR-223 mennyisége [130].
Ismert tovabba, hogy a mieloid-eredetii sejtek altal expresszalt miR-223 fontos szerepet tolt
be a proliferacioban és a granulocitak érésében [131], tovabba a CXCL2 ¢és CCL3
kemotaktikus fehérjéket kodold gének direkt gatlasdval szabalyozza az immunsejtek
toborzasat [132], melyek expresszidja szignifikansan valtozott a TNBS kezelt patkanyok
gyulladt vastagbél teriiletein (F1. abra, 12E. abra). Tehat az altalunk detektalt miR-223 a
vastagbélbe infiltral6 immunsejtekbdl szarmazhat, melyek valoszintisithetd feladata a szoveti

homeosztazis helyreallitasa a gyulladaskeltd TNFa, IL1P3, IL6 ¢s NLRP3 gatlasan keresztiil.
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28. abra: A gyulladdsos folyamatokban szerepet jatszé6 miR-223 expresszidjanak
valtozasa a vastagbélgyulladas soran. A prekurzor (pri-miR-223) és érett miR-223 (A)
relativ expresszio valtozasa a TNBS kezelt nem-gyulladt (NGY) és a TNBS kezelt gyulladt
(GY) patkany vastagbél mintakban a kontroll (K) mintakhoz viszonyitva. A fehér oszlopok
az RNS-Seq eredményeket, azaz a pri-miR-223 kifejez6dését, mig a fekete oszlopok az érett
miR-223 QPCR mddszerrel mért szintjét abrazoljak. A prekurzor (pre-miR-223) és érett mir-
223 (B, C) relativ expresszio valtozasa az aktiv — nem-gyulladt (NGY) és az aktiv — gyulladt
(GY) human mintdkban az inaktiv mintdkhoz viszonyitva. A korok, négyzetek és
haromszogek egyedi értékeket, mig a vizszintes vonalak, azok atlagat abrazoljak (*: p <
0,05).

A gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo miRNS-ek egyike a miR-27b, melynek
szekvenciaja gerincesek kozott erdsen konzervalt. Targetjei koziil a CCL4, ABCA1 és
CYPIBI a gyulladasos folyamatok szabalyozoéi [133-136] és kifejez6désiik szignifikansan
megemelkedett a gyulladt patkdny szovetmintakban (F1. dbra). A patkany vastagbél gyulladt
teriiletein a miR-27b kifejezédésének jelent6s csokkenését figyeltik meg, mind a
prekurzorok, mind az érett miRNS szintjén. Az RNS-Seq-ben detektalt csokkent pri-miR-
27b mennyiségét, QPCR modszerrel is validaltuk (29A. abra), tovabba megmértiik az érett
miR-27b expressziojat (29B. abra). Az IBD-s betegekbdl szarmazé mintak vizsgalatakor azt
tapasztaltuk, hogy az aktiv-nem-gyulladt mintakhoz képest az aktiv-gyulladt mintakban
szignifikdnsan csokken az érett miR-27b kifejez6dése (29C. abra), ahogy azt az in vivo

patkany modellnél is megfigyeltiik (29B. abra).
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29. abra: A gyulladaskelté TNFo tobbszintii szabalyozasaban résztvevé molekulak
expresszioja a gyulladasos folyamatokban. A prekurzor pri-/pre-miR-27b (A) és érett miR-
27b (B), valamint Mmp13 (D) relativ expresszio valtozasa a TNBS kezelt nem-gyulladt
(NGY) és a TNBS kezelt gyulladt (GY) patkany vastagbél mintdkban a kontroll (K)
mintakhoz viszonyitva. A érett mir-27b (C) és MMP13 (E) relativ expresszi6 valtozasa az
aktiv — nem-gyulladt (NGY) és az aktiv — gyulladt (GY) mintdkban az inaktiv human
izolatumokhoz viszonyitva. A korok, négyzetek és haromszogek egyedi értékeket, mig a
vizszintes vonalak, azok atlagat mutatjak (*: p <0,05).

Az MMP13-at kodoldo gén 3’UTR régiojaban elhelyezkedd miR-27b kotdhely
konzervalt az emlésok kozott, igy a patkdny és a humadn MMPI13 kozott is
(wwwe.targetscan.org). Az MMP13 az inaktiv pro-TNFa hasitasa révén fokozza a gyulladasos
valaszt, mig human kondrocitdkban a miR-27b képes gatolni az MMP13 kifejez6dését [19,
137]. A TNBS kezelt gyulladt patkany vastagbél mintakban és az aktiv stadiumban 1év6 IBD-
s betegek gyulladt szdveteiben az emelkedett TNFo expresszié (12D. és 13C. ébra),
szignifikansan megnovekedett MMP13 kifejezddéssel tarsult (29D. és E. abra).

72



5.5.2. Az IBD soran indukalédott EMT szabalyoziasa miRNS-ek altal

A gyulladasos folyamatok szabdlyozasan kiviil, az RNS-Seq 4ltal azonositott
megvaltozott expresszioju pri-miRNS-ek tobbsége olyan miRNS-ek éretlen formai, amelyek
az epitelidlis-mezenhimalis tranzicioban kulcsfontossagi fehérjéket kodold gének
inhibitorai. Ahogy korabban bemutattuk, mind patkany mind az IBD-s paciensekbdl
szarmazd mintdk esetén, a vastagbél gyulladt teriiletein az EMT—t el6idézé gének
kifejezddése kivétel nélkiil szignifikdnsan emelkedett, mig az epitelidlis fenotipus
kialakitasaért felelés CDHI1 expresszidja csokkent (21.-24. abrak). Annak érdekében, hogy
az EMT posztranszkripcionalis szabalyozdsaban szerepet jatszo molekulak expresszios
valtozasat nyomon kdvethessiik az in vivo kisérletesen eldidézett patkany és az IBD-S
betegek vastagbélgyulladasa esetén i, a transzkriptoma analizis soran detektalt primer
transzkriptumok mellett, tovabbi az EMT-ben targettel rendelkezé érett miRNS-ek

mennyiségét is megvizsgaltuk QPCR modszerrel.

Az EMT-t el6idéz6 transzkripcids faktorok, a ZEB2, SNAII és TWIST1 miRNS-ek
prométer régidihoz kapcsolodva gatoljak utdbbiak kifejezodését, azonban onmaguk is
MIiRNS-ek szabalyozasa alatt allnak [138, 139]. A mar korabban bemutatott MIRS ¢és
MIR192 miRNS géncsaladhoz tartozé6 miR-200b és miR-192 a ZEB2 ismert inhibitorai,
ugyanakkor maga a ZEB2 képes a miR-200b expresszidjanak gatlasara [85]. A TWIST1
transzkripcids represszor szabalyozza a miR-192 kifejez6dését, ami tovabbi EMT gének,
példaul az EGR1 és FGF2 inhibitora is. A SNAIL pedig a miR-375 kifejezédésének

gatlasaval jarul hozza targetje, a JAK2 expresszidjanak novekedéséhez.

Korabban bemutatott adataink egyértelmlien azonositottdk az EMT-t mint a
vastagbélgyulladasban kiemelt szerepli molekularis folyamatot, amely akar a gyulladas és
tumorigenezis kozotti kapocs is lehet. Emiatt fontosanak tartottuk, hogy az EMT
szabalyozasaban ismerten szerepet jatszo érett miRNS-ek mennyiségi valtozasat is
megmérjik, olyanokét is amelyek prekurzorait az RNS-Seq soran egyaltalan nem
azonositottuk vagy nem valtozott szignifikansan a kifejezédéstik. Ilyen pl. a miR-199a, ami
a SNAII1 szabalyozéasa mellett a CDH2, AXL és HIFla inhibitora is. Méréseink hasonlo

expresszids mintazatot azonositottak a korabban bemutatott miRNS-mRNS target parokéval
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a patkany vastagbél gyulladt teriiletein: ahol a gatld miR-199a expresszidja csokkent (30A.
abra) ott a target Snail kifejez6dése megemelkedett (23B. abra). A miR-199a — SNAI1 RNS
mennyisége kozotti inverz korrelaciot az IBD-s betegek gyulladt mintaiban is azonositottuk,
ahol a miR-199a mennyisége szignifikansan csokkent (30B. abra), ezzel ellentétben a SNAIL

expresszidja nott (24H. abra).
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30. abra: Az EMT-t szabalyozo miRNS-ek kifejezédése a gyulladt szovetekben. A miR-
199a/107/-30a/ és -125a (A, C-E) relativ miRNS expresszi6 valtozasa a TNBS kezelt nem-
gyulladt (NGY) és a TNBS kezelt gyulladt (GY) patkany vastagbél mintakban a kontroll (K)
mintakhoz viszonyitva. A érett mir-199a (B) relativ miRNS expresszi6 valtozasa az aktiv —
nem-gyulladt (NGY) és az aktiv — gyulladt (GY) human mintdkban az inaktiv mintakhoz
viszonyitva. A kordk egyedi értékeket, mig a vizszintes vonalak, azok atlagat mutatjak (*: p
<0,05).
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Emellett a HIFlo gatlasaban szerepet jatsz6 miR-107 [93] (30C. abra), a VIM
inhibitora a miR-30a [140] (30D. abra), és az MMP9 negativ regulatoraként ismert miR-125a
(30E. abra) kifejezOdése is szignifikansan csokkent a gyulladt patkany vastagbélben, ahol
targetjeik expresszioja szignifikinsan megemelkedett (22. és 23. abra). Tovabbi ismert
ellentétes iranyu expressziot mutatd miRNS-mRNS target parok az EMT szabalyozéasaban a
fentiek mellett még: a mar korabban bemutatott miR-143 (26A. abra) és targetje az FGF7
(21B. abra), valamint a gyulladas szabalyozasaban jelentés miR-27b (29B. &bra) és
célmolekulaja, a CDH5 [141] (F1. abra).

Az in vivo patkany modell és az IBD-s betegekbdl szarmazoé izolatumok vizsgalata
soran egyarant megallapitottuk, hogy az EMT-t indukéldo gének gatlasaban résztvevo
mMiRNS-ek mindegyikének szignifikansan csokkent a kifejez6dése a gyulladt szovetekben,
ahol targetjeik kifejezédése inverz modon, szignifikansan nétt. A miRNS-mRNS target parok
gyulladt/nem-gyulladt szovetteriiletek kozotti szignifikans kiilonbsége az IBD-s betegek
korében gyakrabban kialakuld vastagbélrdk molekularis hatterének szabédlyozasaban is

szerepet jatszhat.
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6. DISZKUSSZIO

A tépcsatornat érintdé kronikus gyulladassal jaré gyulladasos bélbetegségek (IBD)
multifaktoridlis eredetii betegségek, melyek pontos eredete mindezidaig ismeretlen. Az
elmult évtizedekben szamtalan genetikai kockazati tényez6t azonositottak, melyekrdl azt
gondoljak, hogy a CD ¢és UC kialakulasanak hatterében allnak; azonban az ikertanulméanyok
viszonylag alacsony konkordanciat allapitottak meg a genetikai faktorok megléte és a
betegség manifesztalodasa kozott [142]. A teljes genom asszociacios vizsgalatok talan
legfontosabb mondanival6ja éppen az, hogy a legtobb genetikai riziko faktorként elfogadott
mutacio, olyan géneket érint melyek a szervezet és a kiils6- valamint mikrobialis kérnyezet
kozotti interakcidk fenntartdsaban és szabéalyozasaban fontosak (pl.: NOD2, FUT2). Az IBD
patomechanizmusaban vitathatatlan a mikrobiom 0Osszetételének és az életmodnak —
beleértve a taplalkozasi szokasokat, a lakohelybdl addédd napfényes orak szamat, a
testmozgés hidnyat vagy a dohanyzast — a jelentdsége, de ezek a tényezdk csak genetikailag
fogékony egyénekben eredményezik az IBD kialakuldsat. A legszembetiinébb bizonyitéka
annak, hogy az IBD kialakulasara valdszintileg az életmddbeli és a kdrnyezeti tényezok is
hatassal lehetnek az az ugynevezett modern- vagy fejlett tarsadalmakra jellemzé magas
eléfordulasi rata a fejlodé orszagokkal szemben [142]. Emellett az IBD-ben szenvedd
betegek szama vilagszerte folyamatos ndvekedést is mutat, ami miatt egyre fontosabb a

betegség molekularis hatterének pontos megértése €s 1j terapias megoldasok kifejlesztése.

A gyulladasos bélbetegségek tanulmanyozasara szamos in Vvivo ragesalé modell all
rendelkezésre: a genetikailag modositott egér rendszerektdl kezdve, a kémiai dgensekkel
eloidézett vastagbélgyulladas vizsgalatara alkalmas modellekig [113]. Az IBD
tanulmanyozasara altalanosan elfogadott in vivo TNBS indukalt patkany vastagbélgyulladas
modellben, a TNBS a nyalkahartya integritdsat megbontva szorvanyosan elhelyezkedd
l1éziokat hoz létre a vastagbél mentén, melyeket makroszkopikusan ép szoveti régiok
valtanak. Ez a tagoltsag jellemz0 az IBD-s betegek tapcsatornajara is, ahol a fekélyes részeket
fenotipusosan normalis szoOvetszakaszok tagoljadk. A patkany modell hasznalatakor
alkalmazott hagyomanyos mintavétel a vastagbélbél hosszanti iranyba torténik, ennek

eredményeképpen a kiillonbozd allatokbdl - melyekben eltérdé mértékben és pozicidoban
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talalhatok gyulladt és nem-gyulladt szovetrégiok — szarmaz6 izolatumokban eltérd aranyban
lesznek jelen a 1€zids és €p részek. Ebbdl egyrészt az kdvetkezik, hogy: A) a mintapopulacio
kevert mintakbol fog allni; B) a gyulladt/nem-gyulladt részek kozotti feltételezett
génexpresszids kiillonbségek miatt a valodi valtozasok elmosodhatnak, kiegyenlitddhetnek;
C) a gyulladt vagy a nem-gyulladt teriiletekre jellemz6 valds génexpresszids mintazatok

egyikét sem tiikrozik majd az eredmények.

Ezen problémak kikiiszobolése érdekében modositottuk a mintavétel modjat a TNBS
altal kivaltott vastagbélgyulladds patkany modelljének alkalmazasakor: a TNBS kezelt
allatok makroszkopikusan jol megkiilonbdztethetd gyulladt és nem-gyulladt szovetrégiokbol
is izolaltunk mintakat, mig a kontroll patkdnyok vastagbeleibdl véletlenszeriien gytijtottiik
be az izolatumokat (6. abra). A mintacsoportok, azaz a kontroll, TNBS kezelt nem-gyulladt
¢s TNBS kezelt gyulladt izolatumok kozotti globalis génexpresszios kiilonbségek
feltérképezésére RNS-Seq alkalmazasaval teljes transzkriptoma vizsgalatot végeztiink. A
transzkriptoéma analizis bioinformatikai feldolgozasa utan 1étrejové adathalmaz teljes korii
értelmezése érdekében tobbdimenzids skéaldzassal (MDS) csoportositottuk az egyéni
mintakat a koztiik 1évo transzkripcionalis kiilonbségek és hasonlosagok alapjan (7A. abra).
Az MDS egyértelmiien igazolta azon feltevésiinket miszerint a TNBS kezelt nem-gyulladt és
gyulladt vastagbél régiok kozott jelentds a génexpresszids kiilonbség. A kordbban csak
makroszkopikus megfigyelések alapjan besorolt izolatumok génexpressziés mintazatuk
szintjén is egy-egy csoportba klaszterezddtek, tovabba a harom csoport egymastol teljesen
elkiiloniilt. A szignifikansan valtozo transzkriptek hétérképen valo abrazolasa (7B. abra) is
alatamasztotta az MDS soran megfigyelt eredményeket: a kiilonb6zé csoportok kozotti
génexpresszios kiilonbséget, illetve az egy csoportba sorolt mintdk kozotti globalis
transzkripcios hasonlosagot. Mivel két fliggetlen modszerrel is arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a nem-gyulladt és gyulladt szakaszok transzkripcionalis szinten teljesen
kiilonbozdek, ezért a modositott mintagyljtési eljarast a TNBS 4ltal kivaltott
vastagbélgyulladds vizsgdlata soran indokoltnak és relevansnak taldljuk a hagyomanyos

modszerrel szemben.

Eredményeink  szamszerlsitése érdekében  Osszehasonlitottuk az  egyes
mintdkat/mintacsoportokat (8. &bra). Az 0Osszes azonositott transzkriptum koziil
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megkozelitéleg 3800 valtozott szignifikdnsan valamely két mintacsoport kozott. A
szignifikansan valtoz6 expresszioji gének kozotti lehetséges funkcionalis kapcsolatok
egyszeriibb értelmezése céljabol utvonal elemzést végeztiink. Megallapitottuk, hogy a
legszignifikansabban valtozé kanonikus utvonalak a gyulladt teriileteken az immunsejtek
kozotti kommunikéacioval, az immunsejtek toborzasaval, a veszély jelek felismerésével, a
gyulladésos valasz szabalyozasaval, valamint a szovetek védelmével és regeneralasaval
kapcsolatosak (9. és 10. tablazat). Jelentésen megvaltozott a leukocitak, koztik az
agranulocitadk €s granulocitak vérarambol a gyulladt szoveti allomanyba valdé vandorlésat
segitd molekuldkat magaba foglald szignalizacids utvonalak aktivitasa valamint szamos a
gyulladasban kulcsfontossag szignalizacios Utvonalat Osszesité NF-«kB jelatvitel [58] (9.

tablazat).

A velesziiletett immunvalasz a mikrobidlis sejtalkotok vagy sajat sériilt sejtekbdl
szarmaz6o molekuldk mintazatfelismerd receptorok (PRR) altali felismerését kovetden
indukalodik [2]. A PRR jelatviteli utvonal aktivalodasat, tovabba a mintazatfelismeré TLR
¢s NLR receptorok szignifikdnsan megvaltozott kifejezddését figyeltiik meg a TNBS kezelt
patkany vastagbelek gyulladt szakaszaiban (9. abra). Az elsdként azonositott IBD-re
hajlamosité mutaciot egy NLR receptorban, a NOD2-ben azonositottak, mely a bakterialis
eredetli molekulak felismerését kovetéen gyulladaskelt6 gének kifejezodését idézi el6 [7, 14,
15]. A transzkriptoma analizis soran a Nod2 (10A. abra) megemelkedett expressziojat
figyeltilk meg a TNBS kezelt patkany vastagbél gyulladt teriiletein, mig a nem-gyulladt
mintdkban nem valtozott a kifejezddése. RNS-Seq eredményeinket QPCR modszerrel is
validaltuk, melyek a Nod2 esetében és a dolgozatban bemutatott tovabbi 37 fehérjekodolo
gén esetében is teljes mértékig korrelaltak. A gyulladaskeltd citokinek érését segitd
inflammaszoma alkotd NLR receptorok koziil az NLRP3 (10D. &bra) és szubszratjai az IL1[3
¢és 1L33 szintje szignifikansan megemelkedett a gyulladt teriileteken (11. abra); ellenben a
gyulladdsgatlo hatasi NLRP6 (10F. és 11. 4bra) és az azt szabalyoz6 PPARy (F1. &bra)
expresszidja szignifikdnsan csokkent. A mintazatfelismerd receptorok génexpresszios
mintdzatara jellemzd a gyulladaskelté gének fokozott, és a gyulladasgatldo molekuldk

csokkent kifejezodése a TNBS kezelt patkanyok gyulladt szovetrégiodiban.
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A PRR-ek ligand kotése kemotaktikus molekuldk, citokinek ¢és kemokinek
gyulladas markereiként is ismert TNFa, IL1B, IL6, IL10, CCL3 és CXCLI1 kifejezodése
szignifikansan nétt a gyulladt szovetekben, azonban a TNBS kezelt nem-gyullat teriileteken
nem valtozott az expresszidjuk (12. abra). Az in vivo modellben azonositott valtozasok
relevancidjanak igazolasara IBD-s betegek vastagbeleinek gyulladt és nem-gyulladt részeirdl
begylijtott szovetmintakat, inaktiv betegekbdl szarmazd mintakhoz hasonlitottunk. Ahogy a
ragcsalo rendszerben is lathattuk, a gyulladaskeltd citokinek kifejezodése szignifikdnsan
megemelkedett az IBD-s betegek gyulladt mintaiban, mind az inaktiv, mind a relapszald
betegek nem-gyulladt mintaihoz viszonyitva, ami egyértelmi bizonyitéka az aktiv gyulladas
jelenlétének (13. abra). Az IBD-s paciensek tlineteinek enyhitésére kifejlesztett terapias
modszerek foként a fent emlitett pro-inflammatorikus citokinek, leginkabb a TNFo gatlasan
alapulnak [44]. Ez a médszer azonban nem minden betegnél eredményez javulast, és csak a

gyulladas tiineti kezelésére alkalmas, de nem jelent tartos gyogymodot az IBD-vel szemben.

Miutan az IBD patomechanizmusdval mar kordbban kapcsolatba hozott gének
expresszids mintazatat megvizsgaltuk a TNBS indukalt patkdny vastagbélgyulladas
rendszerben, valamint IBD-s paciensekbdl szarmazé szovetmintak segitségével is igazoltuk
a modell hitelességét, a betegség kezelésére alkalmas 0j célmolekuldk azonositdsara

torekedtiink.

A gyulladdsos valasz sordn a sériilt sejtekbdl felszabaduld fehérjék jelatviteli
kaszkadot inditanak be. Annak érdekében, hogy ez az Ongerjeszté folyamat ne valjon
irdnyithatatlanna és a sajat szervekre, szovetekre karossa, sziikségesek a gyulladast gatlo
visszacsatolasok. A TLR-ek altal kivaltott gyulladas negativ szabalyozo6iként ismert TAM
receptorok [29] ¢és ligandjaik kiilonb6z6 iranyu génexpresszios valtozasat figyeltiik meg a
TNBS indukalt patkany IBD modellben (14. abra); ahol az AxI kifejez6dése szignifikansan
megemelkedett MRNS (14B. abra) és fehérje (15. abra) szinten is a gyulladt bélszakaszokban,
addig a Mertk (14C. abra) és Tyro3 (14A. abra) mRNS szintje csokkent az azonos
szovetrégiokban. Az IBD-s betegek vastagbeleiben csak az AXL (16B. abra) kifejezédése
valtozott szignifikdnsan, ahol az aktiv-gyulladt mintdkban emelkedett MRNS expresszidjat
detektaltuk. A pleiotrop hatasi AXL megemelkedett kifejez6désének tobb oka is lehet a
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gyulladt teriileteken: negativ regulatorként és a fagocitozis elésegitése altal [32] a szoveti
homeosztazis helyreéllitasat tdmogathatja; masrészt, mint az epitelidlis — mezenhimalis
tranzicié aktivatora [64] az IBD-s betegeknél gyakran kialakuld vastagbélrak kockazatat

novelheti.

A transzkriptoéma vizsgalat sordn a legjelentdsebb expresszids valtozasok a gyulladt
szoveteket jellemezték, mig a nem-gyulladt mintakban joval kevesebb szignifikansan valtozo
transzkriptet azonositottunk (7B. és 8. dbra). Erdekes modon, ha a nyalkahartya védelméért
felelés mucinok ¢és azok glikolizacidjaban szerepet jatszd fehérjéket kodold gének
expresszidjat kovettiik nyomon, akkor szignifikdns eltérést tapasztaltunk a TNBS kezelt
nem-gyulladt patkany vastagbelekben (17-20. abrak). Az epitél sejtek felszinét borito kettds
nyédkréteg kialakitasaért felelés MUC2 (17. és 18A. d&bra) expresszidja szignifikdnsan
emelkedett a TNBS kezelt patkany vastagbél ép teriiletein. Korabbi tanulmanyok emlitik a
MUC2 jelentdségét UC-s betegeknél - melynek kifejez6désben nem talaltak jelentds
valtozast - azonban vizsgélataik soran nem kiilonbdztették meg a relapszlod betegek gyulladt
¢és nem-gyulladt teriileteit [40]. Az altalunk feldolgozott, IBD-s paciensekbdl szarmazo
biopsziak vizsgalatakor a MUC2 (18B. abra) kifejezodése az aktiv stadiumban 1€év6 betegek
gyulladt és nem-gyulladt vastagbél teriiletein eltérd volt, a patkany vastagbélhez hasonldan,
a makroszkopikusan normadlis teriileteken magasabb, mint a fekélyes részeken.
Feltételezhetd, hogy az emberi és a patkdny mintak esetén is a gyulladt teriiletek mellett
elhelyezkedd, még €p teriileteken megfigyelt magasabb MUC2 expresszio fokozott védelmet

jelenthet a tovabbi szoveti karosodassal szemben.

A tapcsatornat béleld epitélium védelmében fontos szerepe van a glikokalix
szintézisét végz6 glikoziltrasnzferazoknak, koztiik fukoziltranszferazoknak is [23], melyek
jelentds expresszid valtozasat azonositottuk a nem-gyulladt és gyulladt patkany vastagbél
tertileteken is (18-20. abrak). A Muc2 és Dmbt] mMRNS-ekhez hasonldan szignifikansan nétt
a kifejez0dése az Adgnt, a B4galnt2, a Fut4 és a Fut9 géneknek a TNBS kezelt nem-gyulladt
szovetrégiokban (19-20. abrak), veliik ellentétben a Futl és Fut2 kifejezOdése szignifikansan
csokkent a gyulladt teriileteken (20. abra). A glikolizacidért felelds fehérjéket kodolod gének

expresszios mintazatanak TNBS kezelést kovetd valtozasa arra utal, hogy a nem—gyulladt
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teriileteken a szervezet probalja fenntartani a szdveti homeosztdzist és megdvni a

nyalkahartyat az esetleges sériilésektol.

A TNBS indukalt vastagbélgyulladas in vivo patkany modelljének transzkriptoma
vizsgalat soran szamos olyan molekuldt is azonositottunk, melyek Szerepe nemcsak a
gyulladés szabalyozasaban, hanem a daganatos elvaltozasok kialakulasaban is ismert. Ezek
vizsgalatat azért tartottuk fontosnak, mert az IBD-s betegekre jellemz6 elhuzodd, kronikus
gyulladas jelentGsen noveli a vastagbélrak kialakulasanak kockazatat [43], melynek
kifejlodésében a metasztazis képzodést eldsegitd epitelidlis-mezenhimalis tranzicié (EMT)
kulcsfontossagi folyamat [59]. Az EMT molekularis komponensei szignifikasan
aktivalodtak a TNBS éltal kivaltott vastagbélgyulladas és az IBD-s paciensek vastagbelében
egyarant (21-24. abrak). A mezenhimalis fenotipus kialakitasaért is felelds novekedési
faktorokat (FGF2, FGF7, EGR1; 21. és 24A-C. abra) ¢és jeltovabbito molekulakat
(NOTCH1/2, JAK2, HIFla; 22. és 24D-F. ébra) kodoldo mRNS-ek kifejezédése
szignifikansan megemelkedett az IBD-s betegek és a TNBS kezelt patkanyok gyulladt
vastagbélrégioiban; akarcsak az EMT-t indukal6 transzkripcios faktorok (ZEB2, SNAII,
23A-B. és 24G-H. abra) és az ECM atalakitasban szerepet jatszo MMP9 (23D. és 24J. abra),
valamint a VIM (23F. és 24L. abra) és LOX (23E. és 24K. abra) mMRNS expresszidja.
Ellenben az epitelialis marker, CDH1 (23C. éas 241. 4bra) mMRNS kifejezddése szignifikansan
csokkent a gyulladt tertileteken.

Az RNS-Seq soran azonositott transzkriptek k6zott a mRNS-ek mellett pri-miRNS-
eket is detektaltunk, melyek kettds szali RNS szakaszai magukban hordozzék a késdbbi érett
miRNS-eket. A miRNS-ek bonyolult, tobb szinten szabalyozott biogenezise miatt, a valtozo
expresszioju pri-miRNS-ek érett miRNS szarmazékainak kifejezodését QPCR-rel kovettiik
nyomon. A szignifikansan valtozo kifejezddésii pri-miRNS-ek tobbsége csokkent a gyulladt
szovetekben (25. é4bra), és ezeket a valtozdsokat az érett miRNS-ek mennyiségében is
megfigyelhettiik (26-30. abra). Jelentdsen csokkent a kifejezddése tobbek kozott a MIRS és
MIR192 miRNS géncsalad tagjainak (miR-200a/b/c, -141, -429; miR-192, -215; 27A-G.
abra), a kozos klaszterben elhelyezkedé miR-143/-145-nek (26A-B. éabra), valamint miR-
375-nek (26C. abra). Kozos jellemzodjiik ezeknek a miRNS-eknek, hogy mindegyikiik az
EMT-t indukal6 gén/ek inhibitora [84]. A miR-200b és ZEB2 kozott negativ visszacsatolas
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figyelheté meg, azaz gatoljak egymas kifejez6dését [85]. Tovabba a ZEB2 inhibitora a miR-
192 is, melyet a TWIST1 transzkripcios represszor szabalyoz [87]. A miR-192 (27H-I1. abra)
csokkent kifejez6dését az IBD-s betegek gyulladt vastagbélrégidiban is megfigyelhettiik,
ahol tovabbi targetjei, a mar bemutatott EGR1 (24C. 4bra) és FGF2 (24A. ébra) kifejezddése
forditottan valtozott, azaz szignifikdnsan emelkedett. Szintén fontos EMT indukalo
transzkripcids faktor, a SNAIl pedig a miR-375 kifejez6désének gatlasaval jarul hozza
targetje [92], a JAK2 expressziojanak novekedéséhez [91].

Csokkenés Novekedés
cdhl A
miR-2000 < Zeb2
q\\/ Lox
miR-192 @ ﬁg;zl .
miR-143 | Fgf7 ’
miR-30a =) M
E Notch2
MR-107 XA Hifta
miR-375 N Jak2
miR-125a —— Mmp9

>

Epitelialis-Mezenhimalis Tranzicié

31. abra: A Kisérletesen eléidézett vastagbélgyulladas soran azonositott, az EMT
kialakitasaban résztvevé gének és gatlo miRNS-ek kozotti kapcsolat. A transzkriptoma
analizis altal azonositott EMT-t szabalyozdé miRNS-mRNS parok inverz expresszios
mintazatat figyeltilk meg a TNBS kezelt patkany vastagbelek gyulladt teriiletein, ahol a gatlo
miRNS kifejezddése csokkent, ott targetjeik: az EMT-t eldidéz6 gének kifejezddése
szignifikansan megemelkedett [115].
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Ezeken feliil olyan érett miRNS-ek mennyiségi valtozasat is megmértiik, amelyek
prekurzorait az RNS-Seq soran nem azonositottuk, de ismert, hogy az EMT kialakitasaban
szerepet jatszo gének inhibitorai. Ilyen példaul a miR-199a, ami nemcsak a SNAIL [103],
hanem tobbek kozott az AXL gatlasaban is részt vesz [81]. Inverz expresszids mintazatuknak
nemcsak a TNBS kezelt patkdny vastagbél gyulladt teriiletin, hanem az IBD-s paciensek
gyulladt szovetmintaiban is megfigyeltik (14., 15., 23., 24. és 30. abra). Az EMT
poszttranszkripcionalis szabalyozasa szempontjabol fontos miR-30 és miR-107 expresszidja
is szignifikansan csokkent a gyulladt szovetrégiokban (30. abra), melyek a VIM [140] és
HIF1a [93] inhibitorai. Az altalunk vizsgalt 6sszes EMT-t indukalé6 miRNS-mRNS target par
expresszids mintazatara igaz, hogy ahol a gatl6 miRNS mennyisége lecsokken, ott a

célmolekula kifejezddése megemelkedik (31. abra).

Az in vivo vastagbélgyulladdas modell teljes transzkriptoma vizsgalata soran
azonositott pri-miRNS-ek a gyulladas fékentartasaban is jelentések. A gyulladaskelto
citokinek és kemokinek inhibitoraként ismert miR-223 kifejez6dése mind a patkdny mind a
human vastagbélbdl szarmaz6 mintakban pri- és érett miRNS szinten is megemelkedetten
expresszalodott a gyulladt szovetekben (28. dbra). Az immunvalasz soran a vastagbélbe
infiltral6 immunsejtek altal expresszalt miR-223 a CXCL2 és CCL3 kemotaktikus fehérjéket
kodolo gének [131] és a gyulladaskelté TNFa, IL1B, IL6 és NLRP3 [107] gatlasan keresztiil

részt vesz a szoveti homeosztazis helyreéllitadsdban és a gyulladas féken tartdsaban.

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 [19]. A
TNBS kezelt gyulladt patkany vastagbél mintakban és az aktiv stadiumban lévé IBD-S
betegek gyulladt szoveteiben az emelkedett TNFa (12D. és 13C. dbra) expresszio,
szignifikdnsan megnovekedett MMP13 (29D-E. abra) kifejez6déssel tarsult. Az MMP13
poszttranszkripcionalis szabalyozasaban résztvevé miR-27b [137] kifejez6dése ellenben
szignifikansan csokkent a patkany és IBD-s betegek gyulladt vastagbelében is (29. abra).
Tovabbi vizsgalatokat kovetéen a miR-27b potencialis terapias célmolekulava valhat:

amennyiben ektopikus taltermeltetésével az MMP13 mennyiségének és igy a TNFa érésének
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csokkenését idézné el6. Az aktiv TNFo szintjének csokkenése pedig a gyulladas

visszaszorulasat ereményezhetné a szovetekben.

Az IBD-s betegek ¢életében valtakozo remisszios, azaz inaktiv és relapszald, vagyis
aktiv peridodusok soran a 1€zids és ép szovetrégiok elhelyezkedése valtozd a tapcsatorna
mentén. Ez a véltakozas, a gyulladast és az EMT-t indukdlo gének és azokat szabalyozo
felborithatja a kényes egyensulyt ebben a bonyolultan szabalyozott rendszerben, ami az IBD-
s betegkre jellemz6 magasabb vastagbélrak incidencia egyik tényezdje is lehet. Masrészt a
vérben keringd exoszomakban szallitott vagy a vér alakos elemei altal expresszalt miRNS-
ek [107] a tapcsatorna gyulladt és nem-gyulladt teriiletein talalhato sejtekben egyarant
kifejthetik gatlo hatdsukat, ami késleltetheti/megakadalyozhatja a szoveti homeosztazis

helyreéllasat.

A vastagbél szoveti felépitésében szamos sejtalkotod részt vesz, melyek mindegyike
mas-mas modon jarul hozzd a homeosztazis fenntartasdhoz ¢és sziikség esetén az
immunvalasz szabalyozasahoz. Kisérleteink soran a patkany és IBD-s betegek vastagbelébdl
szarmazo szovetmintak gyulladt és nem-gyulladt teriileteit vizsgalva az adott szoveti régidra
aktudlisan jellemzd heterogén sejtpopulacioban bekovetkezd szignifikdns génexpresszios
eltéréseket azonositottuk. Tovabbi kisérleteink sordn az egysejt izolalasi technikdk
fejlodésének koszonhetden a sejttipusok elkiilonitett vizsgalataval szeretnénk az eddig feltart
transzkripciés mintdzatot pontositani, mellyel lehetdségiink nyilik a gyulladéasos
bélbetegségek molekularis hatterének sokkal nagyobb felbontasi ¢és precizebb

tanulmanyozésara.

A transzkriptoma analizis soran detektalt pri-miRNS-ek globalis expresszio
csokkenése a gyulladt vastagbélteriileteken egy k6zos szabdlyozd mechanizmus meglétét
feltételezi. Ezt a megfigyelést az érett miRNS-ek szintjén, miRNS-Seq modszer
alkalmazaséaval szeretnék a tovabbiakban vizsgalni. Abban az esetben, ha a fiziologias
koriilmények kozott konstitutivan expresszalodo miRNS-ek folyamatos negativ szabalyozas
alatt tartjak gyulladaskelt6 targetjeiket, akkor a miRNS-ek kifejezodésének gyulladas soran

bekovetkezd teljeskorti csokkenésével a célmolekuldk egyszerre szabadulhatnak fel a gatlas
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alol és erdteljes gyulladdsos valaszt indukalhatnak. A feltételezett folyamat atfogd hatasat
erdsitiheti az a tény is, hogy egy miRNS szdmtalan mRNS szabéalyozasdban is részt vehet,
ami exponencialisan noveli az érintett molekulak korét. Jovobeli vizsgalataink targyat képzi
a sejttipus specifikus transzkriptoma vizsgalat mellett ennek a lehetséges szabalyozo

mechanizmusnak a felderitése is.
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7. OSSZEFOGLALO

A gyulladasos bélbetegségekre (Inflammatory Bowel Disease; IBD) a tapcsatorna
kronikus gyulladésa jellemz6é, ami hasi fajdalommal és felszivodasi zavarral tarsulva
jelentésen csokkenti a betegek ¢letmindségét; a hosszan fennalld gyulladas emellett noveli a
vastagbélrak kockazatat. Multifaktorilis eredeti betegségként kialakulasdnak hatterében a
genetikai tényezok mellett, a mikrobialis kornyezet és az életmdd is szerepet jatszik, azonban
pontos pathomechanizmusa mindezidaig tisztazatlan. Az IBD-s betegek szama vilagszerte
novekvo tendenciat mutat, ezért egyre fontosabb molekuléris hatterének megértése és ujabb

terapias modszerek kifejlesztése.

Az IBD tanulmanyozasara altalanosan elfogadott in vivo TNBS indukalt patkany
vastagbélgyulladas modellben a rektalisan befecskendezett 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav
(TNBS) a nyalkahartya integritasat megbontva szorvanyosan elhelyezkedd 1ézidkat hoz létre
a vastagbélben, melyeket fenotipusosan ép szdvetszakaszok valtanak, ahogy az az IBD-s
betegek tapcsatornajaban is megfigyelhet6. A TNBS kezelést kovetéen a makroszkopikusan
jol megkiilonboztethetd gyulladt és nem-gyulladt régiok aranya allatonként eltérd, ami a
hagyomanyos modon, azaz hosszanti iranyba torténd mintagyiijtés esetén heterogén
mintapopulacidt eredményezhet. A vastagbél kiilonbozo teriiletei kozotti transzkripcionalis
valtozasok igazolasara a TNBS kezelt patkanyok gyulladt és nem-gyulladt szovetrégioibol is
gyljtottiink mintdkat. Ezeket a kezeletlen kontroll allatok vastagbelébdl random modon
izolalt mintakhoz hasonlitottunk. Az in vivo rendszer hitelességének igazolasara IBD-S
betegekbdl szarmaz6 mintdkat alkalmaztunk: a modellhez hasonld moédon az aktiv
stadiumban 1évO betegek gyulladt és nem-gyulladt vastagbelébdl is gylijtottiink mintdkat,

melyeket inaktiv paciensekbdl szarmazo mintdk génexpresszios értékeihez viszonyitottunk.

A TNBS kezelt patkanyok gyulladt és latszolag ép szdvetrégioi kozotti globalis
génexpresszids kiilonbségek megfigyelésére RNS-Seq modszer alkalmazasaval teljes
transzkriptdma vizsgalatot végeztiink. Az egyedi mintak sajatos transzkripcids mintazatanak
in silico elvégzett tobbdimenzios skalazasaval (Multidimensional scaling, MDS) a korabban
makroszkopikus tulajdonsdgok alapjan elkiilonitett mintdk molekularis szinten is kiilon

klaszterez6dtek: a kontroll, TNBS kezelt nem-gyulladt és a TNBS kezelt gyulladt
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csoportokba. A szignifikdnsan valtozo transzkriptek hoétérképen vald abrazolasa is
alatamasztotta az MDS soran megfigyelt jelentds kiilonbséget a kezelt allatok gyulladt és
nem-gyulladt vastagbélszakaszai kozott, ellenben a kontroll és nem-gyulladt mintak

hasonlonak bizonyultak globalis génexpresszios szinten.

A mintacsoportok dsszehasonlitasat kovetd utvonal elemzés révén megallapitottuk,
hogy a legszignifikdnsabban valtozd kanonikus utvonalak a gyulladt teriileteken az
immunsejtek kozotti kommunikacioval, az immunsejtek toborzasaval, a mintazat felismerd
receptorok jelatvitelével, a gyulladasos valasz szabalyozasaval kapcsolatosak. Ezekkel
Osszhangban szignifikansan megemelkedett a gyulladaskeltd citokinek és kemokinek (pl.:
Tnfa, 116, Ccl3) kifejezddése a gyulladt szovetekben, mig a nem-gyulladt teriilteken nem
valtozott expresszidjuk; ellenben a nyalkahartya védelmében szerepet jatszo
glikoziltranszferazok (pl.: Adgnt) és mucinok (pl.: Muc2) kifejezddése szignifikdnsan

megemelkedett az ép szovetekben.

A régcsalod rendszerben azonositott génexpresszids eltérések relevancidjat IBD-s
betegekbdl szarmazd szovetmintadk vizsgalataval igazoltuk. A gyulladaskeltd citokinek
kifejezoddése - ahogy a patkany vastagbél mintdk esetén is lathattuk - szignifikdnsan
megemelkedett a paciensek gyulladt mintaiban, mind az inaktiv, mind a relapszalo betegek
nem-gyulladt mintaihoz viszonyitva. Miutan az IBD patomechanizmusdval mar korabban
kapcsolatba hozott gének expresszids mintazatat megvizsgaltuk a TNBS indukalt patkany
vastagbélgyulladas rendszerben, valamint IBD-s paciensekbdl szarmazé szovetmintakon is
igazoltuk a modell hitelességét, a betegség pathomechnaizmusiban szerepet jatszo Uj

célmolekulak azonositasara torekedtiink.

A gyulladas negativ szabalyozoiként ismert TAM receptorok kozé tartozd Axl
kifejez6dése mRNS és fehérje szinten is jelentdsen megemelkedett a TNBS kezelt patkanyok
gyulladt vastagbelében, ahogy az IBD-s betegek 1¢zi6s vastagbél teriiletein is szignifikansan
nott az AXL génexpresszioja. A gyulladt teriileteken a pleiotrop hatasi AXL negativ
regulatorként és a fagocitozis eldsegitése altal tamogathatja a szdveti homeosztazis

helyreallitasat; ellenben, mint az metasztazis képzésben szerepet jatszd epitelialis —
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mezenhimalis tranzici6 (EMT) inducere az IBD-s betegeknél gyakran kialakul6 vastagbélrak

kockazatat novelheti.

Az EMT soran az epitélsejtek elveszitik epitelialis jellegiiket, szoros sejt-sejt
kapcsolataik fellazulnak és fokozodik a sejtek motilitasa. Az EMT kialakitasaért felelGs
fehérjéket kodold gének kifejezodése szignifikasan megemelkedett a TNBS kezelt patkany
¢és az IBD-s paciensek gyulladt vastagbelében egyarant (FGF2, FGF7, EGR1, NOTCH2,
JAK2, HIFla, ZEB2, SNAIl, VIM, LOX, MMP9), mig az epitelialis marker CDHI1
expresszidja csokkent az azonos szovetrégiokban. Szintén az EMT-t tdmogatja a
transzkriptoma analizis soran azonositott pri-miRNS-ek és a beldlik képz6do funkcidképes
mMIiRNS-ek globalis expresszio csokkenése a gyulladt mintakban (pl.: miR-192, -200b, -375,

-143), melyek a mezenhimalis fenotipus kialakitasaban szerepet jatsz6 gének inhibitorai.

Az RNS-Seq soran azonositott pri-miRNS-k nemcsak az EMT-t indukalé gének,
hanem méas a gyulladdsban szerepet jatsz6 molekuldk poszttranszkripcionalis
szabalyozasaban is részt vesznek. A gyulladas soran szignifikdnsan csokkent kifejezddésii
pri-miR-27b és érett miR-27b célmolekuldja az MMP13, ami a citoplazmaban inaktiv
formaban tarolt pro-TNFa érését segit. Az aktiv TNFa pedig az IBD-s betegek tiineteinek

enyhitésére kifejlesztett hatékony terdpids modszerek ismert targetje.

Munkénk soran a TNBS altal kivaltott vastagbélgyulladas ragcsalé modelljének
hasznalatakor alkalmazott mddositott mintavételi eljaras tette lehetdvé késébbi - az IBD
molekularis hatterének megértésében jelentds — megfigyeléseinket. Tobbek kozott
megallapitottuk, hogy mind a TNBS kezelt patkany mind az aktiv stadiumban 1évé IBD-s
paciensekbdl szarmazo mintak esetén: a gyulladt és nem-gyulladt vastagbélrégiok
transzkriptomaja szignifikansan kiilonbozik egymastol, ami nemcsak a fehérje kodolo
MRNS-ek, hanem a miRNS-eket magukban hordozo pri-miRNS-ek kifejez6désében is
megnyilvanult. Emellett fontos kiemelni, hogy a TNBS kezelt patkdny és aktiv IBD-s
betegek nem-gyulladt szovetmintainal tapasztalt génexpressziés mintazat nem csupan a
gyulladasos valasz hianyat jelenti a gyulladt szakaszokhoz képest, hanem egy teljesen
egyedi, a kontroll mintdktol is eltérd allapotot, ami a nyalkahartya védelmében szerepet

jatszo fehérjéket kodold gének megemelkedett kifejez6désében nyilvanul meg.
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Eredményeink fényében a modositott mintavétel a TNBS altal kivaltott kisérletes
vastagbélgyulladas modell hasznalatakor, és a TNBS kezelt allatok nem-gyulladt
vastagbélszakaszainak vizsgalata, az IBD pathomechanizmusaban eddig ismeretlen terapias

célmolekulak azonositasat teszi lehetové.
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8. SUMMARY

Inflammatory Bowel Disease (IBD) is characterized by chronic inflammation along
the gastrointestinal tract that associates with abdominal pain and malabsorption, which
significantly reduce the quality of life. In addition, long lasting inflammation highly
increases the risk of colorectal cancer of IBD patients. As a multifactorial disorder, besides
genetic factors, microbial environment and lifestyle have great impact on IBD progression,
but its exact etiology is still unclear. Understanding of the background molecular
mechanism/s of IBD and development of novel therapies are important, because its incidence

is increasing worldwide.

In the case of the widely used 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) induced rat
model of IBD the intracolonically administered TNBS destroys the integrity of intestinal
epithelia and generates sporadically located lesions. Hence, inflamed and phenotypically
normal or uninflamed tissue regions alternate along the colons, similarly to that observed in
the digestive tract of IBD patients. After the TNBS treatment, the ratio of the morphologically
distinguishable inflamed and uninflamed tissues is different among biological replicates.
Consequently, the conventionally, namely longitudinally achieved sample collection from
the colons may lead to heterogeneous sample population. To investigate the transcriptional
changes after TNBS induction in different regions of the colon, we took samples from both
the inflamed and the uninflamed tissue areas and compared them to untreated control
samples. To prove the relevance of this in vivo system we validated the results on biopsies
taken form IBD patients. Similarly to the model, we collected samples from the inflamed and
uninflamed colon regions of patients in active/relapsing phase and compared them to samples

derived from patient in inactive/remission phase.

To demonstrate global gene expression alteration between inflamed and uninflamed
tissue regions following TNBS treatment, whole transcriptome analysis was performed by
applying RNA-Seq. In silico performed multidimensional scaling (MDS) of individual
transcriptomic data clustered samples into control, TNBS treated uninflamed and TNBS
treated inflamed groups. In addition, heatmap representation of significantly altered

transcripts confirmed differences between inflamed and uninflamed samples of TNBS treated
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animals; in contrast, control and uninflamed samples proved to be very similar at global

transcriptomic level.

Functional analysis of our data sets revealed significant alteration of canonical
pathways at the site of inflammation related to communication between immune cells,
immune cell recruitment, signaling of pattern recognition receptors and regulation of
inflammatory response. In line with this, the expression of proinflammatory cytokines and
chemokines (e.g. Tnfa, 116 and Ccl3) was induced in the inflamed tissues but remained
unaltered in the uninflamed samples. Inversely, levels of glycosyltransferases (e.g. Adgnt)
and mucins (e.g. Muc?2) responsible for the protection of epithelia significantly increased in

the TNBS treated uninflamed tissues.

We have next proved the relevance of our results obtained from rat model by using
samples taken from IBD patients. The expression of proinflammatory cytokines significantly
increased in the inflamed colons of patients as compared both to the inactive and to the active-
uninflamed samples: these data corroborated those obtained from rat model. After the
examination of expression pattern of genes with known impact on IBD pathogenesis in TNBS
induced rat model of experimental colitis, and validation of our results in samples originated

from IBD patients, we aimed to find novel target molecules associate with IBD.

Increasing evidence suggests that malfunction in the negative regulation of immune
response leads to robust and prolonged inflammation. TAM receptors (TYRO3, AXL and
MERTK) are known negative regulators of inflammation. Both mRNA and protein level of
Axl significantly increased in the TNBS treated inflamed rat samples, in addition, we also
detected elevated AXL gene expression in the colonic lesions of IBD patients. At the site of
inflammation pleiotropic AXL may have a role as a negative regulator of innate immunity as
well as phagocytic receptor in the reconstruction of tissue homeostasis. In addition, as the
inducer of epithelial-mesenchymal transition (EMT) Axl may also enhance the risk of

colorectal cancer in IBD patients.

Upon EMT epithelial cells lose their epithelial characteristics, cell-cell connections
disintegrate and cells motility enhance. We have determined that the expression of EMT
activating protein coding genes significantly increased both in the inflamed colon samples of
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TNBS treated rats as well as IBD patients (FGF2, FGF7, EGR1, NOTCH2, JAK2, HIF1a,
ZEB2, SNAI1, VIM, LOX, MMP9), in contrast, the expression of the epithelial marker
CDH1 decreased. During transcriptome analysis we observed the global reduction of pri-
miRNAs and mature miRNAs: 27 out of 28 miRNAs (e.g. miR-192, -200b, -375, -143)
showed downregulated expression profile. Most of these have targets among EMT inducing
genes and their reduced expression may further enhance EMT in the inflamed colon tissues.

Besides the EMT inhibiting pri-miRNAs and miRNAs, we identified other pri-
miRNAs with reduced expression that are related to posttranscriptional regulation of
inflammatory genes. miR-27b is a known inhibitor of MMP13; the latter mediating the
conversion of pro-TNFa into active form. In the inflamed colon samples we identified
significantly decreased expression of pri- and mature miR-27b associated with increased
MMP13 and TNFa mRNA levels. TNFa is a popular target of many inflammatory disorders
including IBD: miR-27b may be a potential therapeutic target as its ectopic overexpression

may indirectly reduce the level of TNFa.

In summary, modified sample collection applied both for TNBS induced rat model of
experimental colitis as well as for IBD patients facilitated the identification of unique gene
and miRNA expression signatures which may help to better understand the molecular
background of IBD. We have determined that the gene and miRNA expression pattern of
inflamed and uninflamed colon tissues taken both from TNBS treated rats and IBD patients
significantly differ from each other. In line with this, expression pattern of uninflamed
samples represents a particular condition with specific molecular signature in which the
expression of molecules responsible for the protection of the epithelium is significantly
increased. Taken together, our results stress the importance and potential of the modified
sample collection protocol which may facilitate the identification of novel molecules

involved in IBD pathogenesis.
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11. FUGGELEK

F1. abra: A gyulladas szabalyozasaban szerepet jatsz6 molekulik valtozasa TNBS kezelést
kovetéen. A dolgozatban emlitett fontosabb gének RNS-Seq altal azonositott génexpresszios
mintazata a nem-gyulladt vs. kontroll (NGY-GY), gyulladt vs. kontroll (GY-K) és a gyulladt vs. nem-
gyulladt (GY-NGY) mintak 6sszehasonlitasa soran. Az értékek logaritmikus skalan kifejezett fold
change, azaz log(FC) értékek, a szignifikans valtozas mértékét >1 vagy < -1 teljesiilése esetén
szinskala jeldli, a piros a novekedés, a kék a génexpresszid csokkenést szimbolizalja; a sziirke a nem-
szignifikans értékeket jeloli.

NGY - K 091 0,79 -0,05 0,84 0,01 -0,53 -0,65 0,80 0,40 0,68 1,36 0,48 -1,03
GY-K 0,72
GY-NGY | 1,24 0,77
o 3 T 2
< o Q () (&) O o ) 7)) 0 ) ) " n %)
log(FC)
NGY - K: TNBS kezelt nem-gyulladt vs. kontroll [
GY - K: TNBS kezelt gyulladt vs. kontroll
GY - NGY: TNBS kezelt gyulladt vs. TNBS kezelt nem-gyulladt -2 0 +6
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