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1. Roviditések jegyzéke
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2. Bevezetés

A gyulladasos Dbélbetegségek (inflammatory bowel disease, IBD) a
gasztrointesztinalis traktus remissziokkal és relapszusokkal jellemezheté kronikus
gyulladassal jar6 megbetegedései. Két f6 formaja a Crohn-betegség (CD) és a colitis
ulcerosa (UC), melyek mellett megkiilonboztetjiik a két csoportba egyértelmilen nem
besorolhato eseteket (IBD-unclassified, IBD-U) [1, 2]. Az IBD multifaktorialis korkép,
kialakulasaban genetikai, epigenetikai, immunologiai és kdrnyezeti tényezok egyarant
szerepet jatszanak, azonban pontos oka maig sem tisztazott. A gyulladasos
bélbetegségek jelentdsége évr6l évre novekvé incidencidja és prevalenciaja miatt
kiemelked6 [3]. Egy nemzetkozi publikaciokat feldolgozé kozelmény alapjan, ahol tobb
mint 260 cikket dolgoztak fel az 1900-as évektdl a 20. szazad végéig, a CD és UC
incidenciaja és prevalencaja a cikkek 75 és 60%-ban szignifikans névekedést mutatott.
Ezen cikkek alapjan az atlagos incidencia ndvekedés CD esetében 1,2%-r6l 23,3%, mig
UC esetén 2,4%-ro6l 18,1% vilagszerte [4]. Nehezen hihet, hogy ilyen mértéki
novekedést — ilyen rovid id6 alatt — genetikai okok magyardznanak. Azonban
lehetséges, hogy a kornyezeti (leginkabb taplalkozasi) tényezdk éppen az epigenetika
utjan okozzak a korkép gyakoribba valasat. A kozelmult vizsgélatai egyértelmiivé
tették, hogy ezen epigenetikai tényezéknek (mikroRNS, metilacid, hiszton modifikacio)
kiterjedt vizsgalata kulcsfontossagi lehet.

Az IBD 15-30%-ban gyermekkorban kezdddik. A koraibb betegség indulés
hosszabb betegség lefolyast jelent és igy varhatéan tobb a komplikacio [5-7]. A felnétt
és gyermekkori IBD mind aktivitasaban, mind lokalizacidjaban szamos kiilonbséget
mutat. A gyermekkori IBD-t sulyosabb, kiterjedtebb bélérintettség jellemzi. A kronikus
gyulladasos folyamat és igy a kovetkezményes malnutricié miatt nem tud kialakulni a
pubertas végéig a csucs-csonttomeg, mely gyermekek novekedés elmaradasahoz, a
rosszabb csontstiriiséghez, valamint a kés6i pubertashoz vezethet. Ennek ismeretében
kiemelt jelentdségli a korai kezdetli, gyermekkori IBD vizsgalata, a kialakulast el6segitd
tényezOk azonositasa [3, 8, 9].

Az IBD patomechanizmusat kutatdé vizsgalatok szama évrél évre nd, ami
megfeleld alapot biztosit az IBD-re specifikus diagnosztikus és prognosztikai markerek

kidolgozasaban, Uj terapids célpontok azonositdsdban. A tanulmdnyok jelentds része
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farmakogenetikai vizsgalatokkal foglalkozik, melyek kulcsfontossaguak az egyénre
szabott terapia kivalasztasnak szempontjabol [10]. Az utobbi években a rohamosan
fejlodé metodikak segitségével egyre tobb vizsgalat igazolta az epigenetikai szabalyozo
tényezOk jelentéségét, ezen beliil a mikroRNS-ek (miR) szerepét [11, 12]. A
rendelkezésre allo irodalmi adatok alapjan célul téiztem ki a gyermekkori IBD-re —

kiilonds tekintettel a CD-re — jellemez6 mikroRNS mintazat feltérképezését.
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2.1. Gyulladasos bélbetegség klinikai jellegzetességei

2.1.1. A gyulladasos bélbetegségek epidemiologidja

Az IBD kiemelt jelentoségét felndtt- és gyermekkorban egyarant novekvo
incidenciajanak ¢és prevalencidjanak koszonheti. Bimodalis megjelenésii korkép, a
legtobb beteget a masodik-harmadik, vagy az o6tddik-hatodik évtizedében
diagnosztizaljak. Korabban a megbetegedés elsésorban a fejlett orszagokra volt
jellemz6, azonban az elmult évtizedekben a fejlédé orszagokban is novekvo
gyakorisagot mutatott [13, 14]. Az European Crohn’s Colitis Organization (ECCO)
adatai alapjan Eurdpa 22 orszagaban 2010-ben a CD incidenciaja 3-6,5/100 000 f6, az
UC-¢ 4,1-10,8/ 100 000 f6 volt [14].

2007. januar 1-je 6ta miikodik hazankban a Hungarian Pediatric Inflammatory
Bowel Disease Registry (HUPIR), egy az egész orszagra kiterjedd prospektiv
gyermekkori I1BD regiszter, melybe minden 18 év alatti frissen diagnosztizalt IBD-s
gyermek bekeriil. A HUPIR adatai alapjan az IBD atlagos incidencidja hazankban
7,8/100 000 gyermek, mely a nemzetkozi adatokkal 9sszevetve a gyakoribb el6fordulasi
orszagok kozé sorolja Magyarorszagot. A regiszterbdl kideriil, hogy hazankban a
gyermekkori CD gyakorisaga (4,9/100 000) kétszerese az UC incidenciajanak (2,3/100
000), valamint hogy mig CD-ben a fiuk dominancidja jellemz6, az UC a lanyok korében
gyakoribb [3, 15].
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2.1.2. A gyulladdsos bélbetegség klinikai megjelenése

Klinikai kép CD-ben

A CD klinikai képét remissziok és relapszusok valtakozasa jellemzi. A tlinetek,
szovédmények megjelenése fligg a betegség lokalizaciojatol, idétartamatol, valamint az
extraintesztinalis manifesztacioktél (EIM). Felnéttkori CD-ben a leggyakoribb az
ileocoecalis megjelenés, a gyermekkori adatok azonban némileg ellentmondasosak,
mert a lokalizacio dontéen életkorfiiggd. A kiilonozo regiszterek (HUPIR, EUROKIDS)
adatai alapjan gyermekek esetén is az ileocoecalis megjelenés a legjellemzébb, de ha
¢letkor szerint stratifikalunk, akkor 5 éves kor alatt gyakoribb az izolalt colitis. Fontos
megemliteni, hogy gyermekkorban a HUPIR adatai szerint a betegek kozel 30%-anak
van fels6 gasztrointesztinalis érintettsége is, igy az esetek 9%-ban segiti a diagnozist a
felsé endoszkopia [16, 17].

A gyermekkori CD tiinetei nem specifikusak, a betegség leggyakrabban a
klasszikus tiinetek kombinacidjaval, hasfajassal, hasmenéssel és fogyassal kezdddik, a
klasszikus triasz azonban ritkan jelentkezik egyértelmiien. A betegek 70%-anal
megjelenik a kronikus hasfajas [17], amely a vastagbél érintettségének megfeleléen
lehet koldok koriili, jobb alhasi, vagy diffiiz alhasi. A jobb alhasi f4jdalom appendicitis
¢s lymphadenitis mesenterialis klinikai képét utdnozhatja. A betegség bevezetd tiinete
lehet a sulyvesztés (58%), a véres-nyakos szeklet (22%-56%) ¢és a laz is. Jellemzd,
visszatérd tiinet a fisztulak kialakulasa, mely a betegek 30%-at is érintheti. Kiemelt
jelentdségiiek a perianalis fisztulak (20%), a borfliggelékek (,,skin tag”) és a visszatérd
perianalis talyogok (8%) eldfordulasa, melyek megoldasa gyakran csak miitéti
beavatkozassal lehetséges [17-19]. Az életmindséget erdsen befolyasolo EIM-ek
megjelenése a betegek 20-40%-ban jellemzd [3, 20, 21].

A CD progresszidja soran szamos szOvodmény jelenhet meg. A kronikus
gyulladas kovetkeztében sziikiiletek, sipolyok-talyogok alakulhatnak ki, valamint
fennall a malignus transzformacio lehetésége is. A szovédmények miatt a betegek tobb,
mint 70%-a esik at miitéti beavatkozason élete soran, aminek kiemelt jelentésége van a

korai, gyermekkorban indulé CD esetén [22].

10
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Klinikai kép UC-ban

Az UC klinikai képét a CD-hez hasonléan remissziok ¢€s relapszusok valtakozasa
jellemzi, azonban a betegség folyamatos aktivitast is mutathat. A markansabb
tiineteknek koszonhetéen az UC éltalaban a CD-nél hamarabb keriil felismerésre. Az
UC-s gyermekek kezdeti panasza leggyakorabban a véres széklet (84%) és a hasmenés
(74%), amit rendszerint hasi fajdalom kisér (62%). Tenezmus ¢és ¢éjszakai székletiirités is
megjelenik, azonban a stlyvesztés (31%) ritkabb, mint CD esetében [17].

Felnéttkori UC-ban elsésorban a bal colonfél, a végbél disztalis része és a rectum
érintett [23], mig gyerekkorban gyakrabban fordul el6 kiterjedt colitis, s6t akar a
termindlis ileum is érintett lehet (,,backwash ileitis”), ami megnehezitheti a diagnozis
felallitasat [17, 24]. Az UC-s betegek gondozasakor a legsulyosabb szovédmény az
akut, sulyos colitis, amely gyakran indokoltta teszi a colectomia elvégzését [17].

Ismert, hogy UC-ban emelkedett a colorectalis carcinoma kialakulasanak rizikoja.
A veszprémi adatok szerint 10 év betegségfennallas utan a kockazat 0,6%, 20 év utan
5,4%, 32 év utan 12,6%, ami jelzi a korai kezdetii UC jelentdségét. Ugyanezen adatok
alapjan 5 év betegség fennallas utan a betegek tobb mint 20%-anal végeznek miitéti
beavatkozast [23, 25]. Ugyanakkor egy masik, gyermekkori UC-ban késziilt tanulmany
szerint a betegség 10 éves fennallasa esetén a colectomia az esetek 16%-aban sziikséges
[22]. Fontos tudni a legmagasabb gyermekkori aranyszamot is, ahol Limbergen adatai

alapjan 10 éves UC fennallasanal a colectomia aranya 41%-volt [26].

11
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IBD fenotipus szerinti felosztasa

A CD ¢és UC fenotipus szerinti besorolasa fontos a terapia és a prognozis
megitélése szempontjabol. A parizsi klasszifikacio alapjan CD-ben a besorolas alapjat a
beteg életkora (A, age), a betegség lokalizacioja (L, location) és viselkedése (B,
behavior) hatarozza meg. A legujabb parizsi klasszifikacié alapjan a 17 év alatti
korosztalyt 10 ¢év alatti (Ala) és 10-17 év kozotti (Alb) alcsoportra osztottak.
Lokalizacidban megkiilonboztetiink terminalis ileum (L1), colon (L2), illetve
ileocolonicus (L3) érintettséget, tovabba elkiilonithet6vé valt a Treitz szalagtol
proximalis és disztalis kiterjedés is (L4a, L4b, L4ab). A viselkedés besorolasaban a
strikturalo (B2) és penetralo (B3) forma egyiittes megjelenésének jelolésére a B2B3
jelolést hoztdk létre. A perianalis érintettséget ,,p” betiivel jeloljik. A novekedési
elmaradast pedig G1-el jelzi a felosztas.

UC-ban a stlyossag ¢s a kiterjedés a meghataroz6. Enyhébb esetben a gyulladas a
rectumra lokalizalodik (E1), stlyosabb format jelent a bal flexuraig terjedd gyulladas
(E2), a jobb flexuraig terjed6 korkép: extenziv colitis (E3) és a kiterjedt pancolitis (E4).
Sulyossag szempontjabol 2 csoportra oszthatjuk az UC-s betegeket: nem volt (S0O),
illetve elférdul mar sulyos colitis (S1, PUCAI>65) [3, 19, 27].

2.1.3. Aktivitdsi indexek

IBD-re jellemzd, hogy a klinikai kép nagy kiilonbséget mutat mind az egyes
betegek kozott, mind egyénenként a betegség lefolyasa soran. A tiinetek sokrétiisége
miatt a beteg allapotanak megitélésében sokféle szempontot kell figyelembe venni.
Ennek eldsegitésére sziilettek a kiilonb6zd indexek (radiologiai, endoszkopos, aktivitasi
indexek). 1991-ben alkottak meg a gyermekkori CD-ben hasznalatos Pediatric Crohn’s
Disease Activity Index-et (PCDAI) [28]. Az utdbbi években a stlyozott PCDAI-t
(WPCDAI) egyre tobb helyen hasznaljak a betegség aktivitasanak felmérésére,
kovetésére [29].

UC-ban tobb aktivitdsi index is ismert, melyek koziil hazankban az ECCO ¢és
ESPGHAN altal elfogadott indexet alkalmazzék. A Pediatric Ulcerative Colitis Activity

Index (PUCAI) figyelembe veszi a hasi fajdalmat, a széklet mindségét, mennyiségeét,

12
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esetleges vértartalmat, az éjszakai székelés el6fordulasat, valamint az altalanos allapotot
(fizikai aktivitas). A PUCAI a PCDAI-hoz képest jobban korrelal a bél makroszkdpos
képével [30].

2.1.4. Diagnosztika

A gyermekkori IBD pontos diagnozisa, a szubtipusok meghatarozéasa sok esetben
kihivast  jelenthet. A legujabb  kutatdsok kozelebb visznek a  korkép
patomechanizmusénak pontosabb megértéséhez, igy egyre tobb szeroldgiai- és széklet
biomarker keriil el6térbe. A legjabb endoszképos, képalkotd technikdk is
nagymértékben segithetik a diagnozis felallitasat. 2013-ban jelent meg az ESPGHAN
(European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition)
munkacsoport vezetésével a portoi kritériumok atdolgozott valtozata, ami hozzajarulhat
a pontosabb diagndzis felallitasahoz. Az ) kritérium rendszer a parizsi klasszifikacio és
a korabbi portoi kritériumok alapjan késziilt el.

A portoi kritériumok alapjan, amennyiben egy gyermeknél felmeriil az IBD
lehetdsége, a laboratoriumi vizsgalatok mellett javasolt az ileocolonoscopia ¢és az
oesophagogastroduodenoscopia biopszias mintavétellel, valamint a vékonybél
képalkotd vizsgalata (vékonybél kapszula, magneses rezonancia: MR vizsgalat). A
laboratoriumi (vér, széklet) vizsgalatoknak ki kell zarnia egyéb korképek lehetOségét
(infekcio, allergias eredet, primer immundeficienciak). Azokban az esetekben, amikor
az endoszkopian latott kép és a szovettan alapjan egyértelmli az UC diagnozisa, a

vékonybél képalkoto vizsgalata elhagyhato [19].

Az endoszkopia szerepe az IBD diagnosztikajaban

Az IBD diagnozisdban ,gold standard” az als6- és felsbendoszkopia. A
megbetegedésnek szamos tipusos és atipusos megjelenése lehetséges. CD-re jellemzo,
hogy a tapcsatorna barmely részét érintheti, ezért fontos a teljes gasztrointesztinalis
traktus endoszképos ¢€s képalkotd vizsgalata. A nehezen meghatidrozhatd esetekben,
IBD-U-ban, ahol az ilealis-jejunalis érintettség megléte hozzajarulhat a diagnézis

felallitasdhoz, kiemelt jelentdségli a képalkotd vizsgélat. CD-re jellemzd az ép és a
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koros nyalkahartya szakaszok éles hatdra valtakozasa, szegmentéalis megjelenése, a
kezdetben aphtosus, majd a bélfal minden rétegére kiterjedd6 mély, hosszanti,
serpinginosus fekélyek, és az utcakbrajzolat. A pseudopolipok megjelenése mar
kronikus gyulladasos folyamatra utal. A CD makroszkopos képe rosszul korrelal a
klinikai képpel [19, 31].

UC-ra jellemz6 a bélnyalkahartya feliiletes, folytonos €s a béllumenben korkoros
gyulladasa, mely a rectumot és a téle proximalis szakaszokat érinti. Atipusos esetben
megjelenhet ,,backwash ileitis”, ami a coecumbo6l folyamatosan atterjedd, a terminalis
ileum teriiletén latott aktiv makroszkopos, vagy mikroszkopos gyulladés. ,,Backwash
ileitis” a pancolitises betegek 20%-ban megfigyelhet6 és rosszabb prognoézissal jar. Egy
masik atipusos megjelenés a ,rectal sparing”, melynél a rectum megkimélt
(makroszkoposan vagy mikroszkoposan), illetve a ,,cecal patch”, amelynél a cecum
foltos gyulladdsa lathatdé. Fontos ismeret, hogy a ,rectal sparing” sclerotizald
cholangitisben gyakoribb, ami a fentiek alapjan hajlamosit coloncarcinomara, vagyis
jelenléte rossz prognosztikai elem. A gyulladas kiterjedése és sulyossaga UC-ban
altalaban 6sszhangban van a klinikai megjelenéssel [19, 31].

Az endoszkodpia az IBD szovédményeinek (sziikiiletek, sipolyok) felismerésében
is fontos, azonban toxikus megacolon esetén a vizsgalat a perforacié veszélye miatt
ellenjavallt. Massziv vérzés esetén az endoszkopia feladata az érintett szakasz
meghatarozasa és a vérzéscsillapitas is. Szikiilet esetén ballonos tagitas johet szoba.

A 2000-es évek ota lehetéség van a vékonybél kapszulds vizsgélatra. Ez a
modszer segithet a CD igazolasdban, ha az also-, felsdendoszkopia negativ, de
klinikailag felmeriil a CD lehetdsége, illetve az UC kizarasaban (pancolitis esetén) [19,
32]. Sajnos egészésges egyénekben akar 10-16% lehet a gyakorisaga annak, hogy koros,
pl. aftas elvaltozas abrazolodik a vizsgalatnal. Kiemelésre érdemes, hogy kb. 10%-0s
gyakorisaggal el6fordulé IBD-U esetében a kapszulas endoszkdpia nagyban elGsegitheti
a diagndzist. Fontos azonban megjegyezni, hogy a vékonybél kapszulds vizsgalatdval
negativ eseteknél is el6éfordulhat, hogy késobb deriil ki egyértelmiien a CD fennallasa
[31]. A vékonybél érintettségének megitélése a nehezen igazolhatdo esetek
diagnozisanak felallitasa mellett fontos a progndzis szempontjabol is. Jejunalis

érintettség esetén gyakoribbak a relapszusok, rosszabb a prognoézis [33].
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Szovettan, granulomak

A CD szovettani képére jellemzéek az el nem sajtosodd granulomak, melyek a
tdpcsatorna barmely szakaszan megjelenhetnek. A granulomdk hidnya nem zarja ki a
CD-t, a HUPIR adatai szerint CD-s gyermekeknek csak a 30%-ban fordulnak el6 [34].
A bélfal megvastagodik (muscularis propria), jellemz6 a gyulladasos sejtek, foleg a
neutrophil granulocytak infiltracioja, melyek crypta abscessusokat képeznek.
Megjelennek a fekélyes ¢és a kronikus nyalkahdrtya kéarosodasok, ezeken a
bélszakaszokon a hamszerkezet megvaltozik, atrophias lesz, metaplazia alakulhat ki.
Jellemz6 még a fibrozis, szoveti hegesedés is. A gyulladas gyakran a koérnyezd
mesenterialis zsirszovetet is beszri.

UC-ban a fekélyképz6dés nem érinti a teljes bélfalat, csak a mucosa és a
submucosa karosodik. Az UC szovettanara jellemz6 a lamina propridban megjelend
basalis plasmocytosis, crypta abscessusok kialakulasa, illetve a nyak deplécio. A
karosodott bélszakaszok gyogyulasaval itt is hegesedés, fibrozis jelenhet meg, a
nyalkahartya atrophidval gyogyul. Fontos gyakorlati ismeret, hogy a legjellemzdbb
szovettani UC ismérv (crypta talyog) CD-ben is eléfordul.

2.1.5. A gyulladdsos bélbetegség kezelése

CD kezelése

A gyermekkori CD kezelésének nemzetkdzi ECCO/ESPGHAN ajanlasa 2014-ben
jelent meg. A kezelés legfontosabb iranyelve a mély remisszidé (PCDAI 10 >, illetve ne
legyen mucosalis fekély a béltratktusban) lehetéleg szteroidmentes allapotban, a
novekedés elmaradas- és csontsiiriiség csokkenés elkeriilése. Ujabb adatok alapjan
egyértelmil, hogy a kezelés elsd 1épése az exkluziv enteralis taplalas (EEN). Enyhe ileo-
coecalis érintettségli CD-ben a budesonide alkalmazhatd, periandlis fisztulak esetén
antibiotikum terapia (metronidazole, ciprofloxacin), illetve fenntartd terapiaként
azathioprin (Imuran) javasolhatd. Rossz prognozisi gyermekek esetében (perianalis
fisztulak, sulyos striktirazo/penetrald korkép, stlyos ndvekedés elmaradas, panenteralis
érintettség, mély colon fekély, terapia rezisztencia) az anti-tumor nekrézis faktor (TNF)-

a kezelés lehetne az els6ként valasztandd remisszid indukcios terapia (,,top down”

15



DOI:10.14753/SE.2018.2083

séma). Fenntarto kezelésre a nemzetkdzi iranyelvek immunmodulatorokat (azathioprin,
6-mercaptopurine, methotrexate) javasolnak. Amennyiben ez a terapia nem elégséges,
fenntart6 kezeléshez is az anti-TNF-a terapia a valasztando.

A sebészeti kezelés hatékony az ileocoecalis formanal, illeve szdbajon azon
gyermekeknél, akiknek sztikiiletekkel jar a betegségiik és hagyomanyos terapiakra nem
reagal. Periandlis érintettség esetén a Seton-drainage és talyog ellatds is a sebészeti

kezelés része [35].

UC kezelese

A gyermekkori UC kezelésének nemzetkdozi ECCO/ESPGHAN ajanlasa 2012-ben
jelent meg. Enyhe és kozepesen aktiv UC-ban a remisszi6 indukalasara és fenntartasara
az oralis és topikalis 5-aminoszalicilsav (5-ASA) az els6ként valasztand6 terapia.
Szteroid kezelés az 5-ASA kezelés kiegészitésére javasolt hatastalansadg esetén,
fenntartd kezelésként azonban nem javasolt. Kézepesen stlyos UC esetén oralis, stlyos
UC-ban az intravénas szteroid terapia valasztando.

Az 5-ASA kezelést rosszul tolerald, gyakori relapszusok esetén, vagy szteroid
refrakter betegségben szenvedd gyermekek esetén az immunmodulator (azathioprin, 6-
mercaptopurine) terapia johet szoba. Immunmodulator kezelés javasolt tovabba
kifejezetten stlyos akut colitisben a szteroid indukciot kdvetden fenntartd kezelésként.
Anti-TNF-a terapia szteroid dependens, szteroid hatastalansag esetén, terapia refrakter
UC-ban ajanlott remisszié indukcidra, azonban thiopurin naiv betegek esetén a
késobbiekben javasolt a thiopurin terapiara vald attérés. A CD-hez hasonloképpen, az

UC-ban is szobajon a sebészeti kezelés [30].
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2.1.6. A gyulladdsos bélbetegség etiopatogenezise

Az IBD patomechanizmusa nem pontosan tisztdzott, a technikai fejlédésnek
koszonhetdéen azonban egyre kozelebb keriilink a korkép megértéséhez. Napjaink
szakirodalma alapjan az IBD genetikailag fogékony egyénekben alakul ki, kornyezeti
tényezOk hatdsdra a bél immunrendszere korosan aktivalédik és kontrollalatlan
immunvalasz alakul ki. Az utébbi évek tudomanyos kozleményei felvetik az
epigenetikai tényezok szerepét a korkép kialakulasdban, progressziojaban, a

fenotipusaban és a terapiara adott valaszban is (1.abra).

m Hajlamosito gének

Egyéb kornyezeti tényezok
Mikrobiom —————————— Epigenetika 4

Taplalék (étrend, adalékanyagok)

. Velesziiletett és szerzett immunitds
/\

Védelem, tolerancia Kronikus gyulladas

X

1. abra: IBD etiopatogenezise: Az epigenetika dsszekots kapocs a genetika,
a kornyezeti tényezék és a gyulladasos bélbetegségek fenotipusa,
progresszidja, valamint terdpidara adott vailasza kozatt.
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Genetika

A csaladfakutatasok figyelemfelkeltd hatdsdnak koszonhetden az elmult 25 évben
fokozodott az érdeklddés az IBD patomechanizmusat befolyasold genetikai tényezdk
irant. A betegek 10-20%-anak egyik els6foku rokona is IBD-ben szenved [36]. Iker
vizsgalatokbol kideriil, hogy egypetéjii ikrekben a CD egyiittes el6fordulasa 20-50%-0s,
mig kétpetéjii ikrekben kb. 10%-0s. UC-ban ez kisebb jelent6séglinek bizonyult,
egypetéji ikreknél kb. 14-19%-os, kétpetéjii ikreknél kb. 0-7%-0S az egyiittes
eléfordulas [37]. A betegség kialakulasanak kockazata testvérek kozott magasabbnak
bizonyult, mint més gyakori, ismerten genetikai hattérrel rendelkezd betegség (1-€s, 2-
es tipusu diabétesz, skizofrénia) esetén, mely tovabb erésiti az IBD genetikai
tényezoinek fontossagat [38]. A korkép az egymast kovetd generaciokban egyre
rosszabb progndzisu, egyre kordbban ¢és sulyosabb formaban jelentkezik, a gyulladés
lokalizacioja azonban hasonlo [39].

A Nemzetkozi IBD Consortium fogja dssze az eddigi genetikai kutatasokat, 1988
ota folyamatosan gylijtik az adatokat, melyek segitségével fény deriilt szamos addig
IBD szempontjabdl kevésbé, vagy nem kutatott biologiai folyamatra (autofagia, barrier
funkcio, Thelper (Th)-17 szerepe), illetve kapcsolatot talaltak az IBD és egyéb
immunmedialt korképek (ankylosis spondylitis, psoriasis és primer sclerotizalo
cholangitis) kozott [40].

A ,,Genome-Wide Association Studies” (GWAS) kezdete ota jelenleg Osszesen
163, IBD szempontjabol relevans 10kuszt azonositottak metaanalizisek segitéségével. A
163 azonositott génen beliil 110 k6zos, 30 CD-re, 23 pedig UC-re specifikus. Ezek a
16kuszok alatamasztottak a velesziiletett és szerzett immunitas szerepét IBD-ben
(http://www.ibdgenetics.org/) [41].

A teljes, 163 génbdl allo lista kialakulasat az ImmunoChip vizsgalat Segitette eld,
ahol tobb, mint 75 000 beteg és egészséges felndtt metaanalizisét végezték. Az IBD
szempontjabol relevans lokuszok vizsgalatan kiviill 200 000 egypontos nukleotid
polimorfizmust (SNP) igazoltak az IBD-s betegekben, melyek sok esetben kapcsolatot
mutattak egyéb immunmedialt korképekkel [12]. A CD-re és UC-ra jellemz6 kozds
hajlamosité gének a hasonld patomechanizmust tamasztjak ala. A Th17, interleukin

(IL)-12/1L-23 és az IL-10 utvonal defektusai a legfontosabb kozos etioldgiai tényezok.
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Az érintett gének koziil az interleukin-23-receptor (IL23R), az IL12B, a Janus-kinaz
(JAK) 2, a szignal transzducer és aktivator transzkripcids faktor (STAT) 3, a Caspase
recruitment domain-containing protein (CARD) 9, az IL1R2, a proto-oncogene c-Rel
(REL) és a mothers against decapentaplegic homolog (SMAD) 3 a leginkabb kutatott
[42, 43].

Az els6 CD-re specifikus lokuszt (IBD1) a 16-os kromoszoman talaltdk meg,
mely a nukleotid kot6 oligomerizaciés domén (NOD) 2/CARDI15 gént kodolja [36]. A
NOD ¢és a Toll-like receptorok (TLR) bakterialis mintazat felismeré receptorként fontos
szerepet jatszanak a fertézésekre adott valaszban. A NOD2/CARDI15 hajlamositd gén a
muramyl-dipeptidet (MDP) és a bakterialis lipopoliszacharidokat (LPS) felismer6
NOD2 fehérjét kodolja. A NOD intracellularis jelatviteli Utvonalakon keresztiil a
nuclear factor kappa B (NF-xB) transzkripcios faktor aktivacigjat idézi elé. Mutacidja
antigén nélkiil is folyamatos stimulalast, kontrollalatlan gyulladast hozhat 1étre [44].
CD-re 6nalld hajlamosito tényezd két SNP (SNP8: Arg702Trp és SNP12: Gly908Arg)
és egy frame-shift mutacié (SNP13: Leul007insC) a NOD génben [45]. Onmagaban
egy allél muticidja 2-4-szeres rizikot jelent, mig tobb polimorfizmus esetén a riziko 20-
40-szeres is lehet. A NOD2 mutacidja 6nallo prediktora a betegség korai kezdetének, az
ileum érintettségnek, a fibrosztenotizald és fisztulazo fenotipusnak, illetve a CD-vel
kapcsolatos sebészeti beavatkozasoknak [45, 46].

A 16-os kromoszoman egyéb hajlamositd géneket is azonositottak: CD11, CD19
integrinek, Sialophorin, IL-4R génje. A 6-os (IBD3) és 12-es (IBD2) kromoszoman
CD-re és UC-ra hajlamositoé géneket is azonositottak, tobbek kozott: interferon (IFN)-y,
human leukocita antigén (HLA)-A, HLA-B, HLA-DQ, tumor-nekroézis faktor (TNF)-a,
TNF-B, hésokk fehérjék (HSP), C2, C4 komplement és a D-vitamin receptor génjét
[47]. Mindezekbdl lathato, hogy a fobb hajlamositd gének (IBD1-7) szerepet jatszanak a
bakterialis érzékelésben, major hisztokompabilitasi komplex (MHC)/HLA komplexben,
illetve szamos gyulladasos mediator (interleukinek, citokinek) képz6désében.

A GWAS metaanalizise hivta fel a figyelmet az IL-23R szerepére, melynek
mutacidja nem csupan a fenotipust, hanem a terapiara adott valaszt (anti-TNF-a
hatékonyagat UC-ban) is befolyasolja. Mindezek mellett prediktora szamos EIM-nek
(ankylosis spondylitis, psoriasis) [46, 48]. Az autofagiahoz kotott 16- 1 (ATG16L1) és

az immunitashoz kotétt GTPaz M (IRGM) gén mutécidja is hajlamosito tényezd CD-
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ben. Az ATGL16L1 és a NOD2 gén mutacidja a nyugati populacioban gyakrabban
fordul el6, mely részben oka lehet a kelet-nyugati iranyultsagnak [49, 50]. A Janus-
¢s a stenozis gyakorisagaval. A JAK2 kulcsszerepet jatszik szamos IBD-ben relevans
jelatviteli utvonalban (IL-12 és -23) [46]. Sajnos az intenziv genetikai kutatasok ellenére
komoly gyakorlati értéket nem sikeriilt felmutatni, még a legtobbre tartott NOD2
mutacio vizsgalata sem értékelhetd érdemben gyakorlati felhasznalasra.

Teljesen mas jellegli az igen korai kezdetii (,,very ecarly onset IBD”) IBD
diagnosztikdja, itt az egyik leggyakoribb az IL-10R mutéacidjanak a vizsgalata. Fontos
kiemelni, ez nem IBD, itt valojadban olyan monogénes immunhidnyos allapotokat

keresiink, ami fenotipusdban hasonlit az IBD-re azonban valdjdban tobb kiilonallo

korképrol van szo [51, 52]. A f6bb hajlamosito géneket a 2. abra foglalja 6ssze.

ADAPTIV IMMUNITAS VELESZULETETT IMMUNITAS
Th17/Treg funkeid Epitél barrier funkeié Bakterialis, gomba és virus Autofagia, APC funkcié,
felismerés ER stresszre adott valasz
= JL23R = MUCI19
= IL12B = SLC22A4/5/IBD5 = NOD2 = ATGLIGL1
= STAT3 = PTGER4 = RIPK2 = IRGM
= JAK2 = NKX2-3 = LGALS9 = LRRK2, SMURF1
* TYK2 = TABI = CARD9 = MSTI1
= CCR6 Th sejtfunkcié = SMAD? = FUT2 = CD40
= IL2/1121 = SMAD3 = IFNGR2, IFNAR1 = TNFRSF9, TRAF3IP2
= RORC = IL12B = GPR35 = SP140 = CCLI3,CCL2
= ICOSLG = SOCS1 = TNFAIP3 = LACCI = PTGER4
= [L27 = STAT1/STAT4 = STAT3 = TFIH1 = IRF8
= VDR = ILISRAP, ILIR1 = SMURF1 = CXCRS » FCGR2
= IL6ST = IFNG = ORMDL3
= ISM = 127 = ERAP2/ERAPI
= CD6 = LGALS9
= PTPN22
: 1;_‘2%[';; Tth és B sejt funkcio A betegség fenotipusanak predikcidja:
- TNESFI5 Extraintesztinélis manifesztaciok (psoriasis): IL23R, IL12B, PTPN22
= [L2/1L21 Betegség viselkedése (stenotizalo, fisztulazo): NOD2, JAK2
= TNFRSF9 . .
= TNFRSFI8 = DOK3 Betegség lokalizacioja (ilealis éritnettség): NOD2
- TNFRSF6B | RASGRPI
= NFIL3 = REL A terapia hatékonysaganak predikcioja:
= CD226 o EXERS Terapia hatékonysaga (pl.: anti-TNF-a terapiara, szteroid kezelésre adott
- IL10 o GIERI valasz): TL23R
= JL2RA = PRKCB Terapia mellékahtasainak predikcioja (pl. fertozések): IL12B, TYK2, STAT3

2. dbra.: A fobb
jelentoségiiket a betegség tipusanak és a terdpia hatékonysaganak
elorejelzésében. A gének felosztasa biologiai funkciojuk szerint tortént.

(APC: antigén prezentalo sejtek, ER: endoplazmas retikulum, Th: T helper
sejtek, Tfh: follikularis T helper sejtek) [46]
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Kornyezeti téenyezok

Az IBD patomechanizmusanak szerény hanyadat (CD: 13,6%, UC: 7,5%) lehet a
hajlamositdé gének variancidjaval magyarazni [12], ezen felill a kialakulasaban kiemelt
szerepet jatszanak a kornyezeti tényezok is.

Az IBD és a kornyezeti tényezOk kozotti kapcsolatot eldszor a dohanyzasi
szokasok vizsgalata igazolta. UC-ban a dohanyzas protektiv, ritkdbban van sziikség
colectomiara, CD-ben azonban a dohanyzas riziké faktor, gyakoribb a colectomiat
kovetd relapszusok aranya [53]. A 20. szazadi incidencia novekedés hatterében a
higiénia hipotézisnek, illetve a megvaltozott étrendnek (emulgeald- és tartdsitdoszerek)
tulajdonitanak nagy jelentéséget [54-57]. Az un. ,hiit6éhipotézis” azon alapszik, hogy
4°C-on bizonyos baktériumok (Yersinia, és Listeria fajok) jol szaporodnak, és ezen
baktériumfajok sokszor megtalalhatoak a CD-s 1ézidkban [58]. Szamos epidemiologiai
vizsgalat felveti a perinatalis, a Kisgyermekkori artalmak (passziv dohanyzas), valamint
a nem specifikus infekciok (gastroenteritis) lehetséges szerepét [54]. Tobb tanulmany
igazolta az anyatejes taplalas védoé szerepét IBD-vel szemben [59, 60]. Igazoltak az
antibiotikum hasznalattal 6sszefliggd bélflora valtozast a korai (1-3 év) életkorokban,
ami hajlamosit az IBD késébbi kialakulasara [61-63]. Az appendectomia, ha valoban
gyulladt volt a féregnytlvany - UC-ban protektiv, mig CD-ben a betegség
kialakulasanak rizikofaktora [64].

Az utobbi években egyre nagyobb jelentdséget tulajdonitanak az intraluminalis
tényezoknek, az étellel bekeriilt antigéneknek és a bélbaktériumoknak. Az étrend
Osszetevoivel kapcsolatban ellentmondéasos adatok lattak napvilagot, szerepiiket

azonban alatamasztja az EEN remissziot indukal6 hatasa.
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Mikrobiom

A teljes gasztrointesztinalis traktus kb. 10'* koloniaformald egység (CFU)/g, a
normal colon bélfléra énmagéaban kb. 10112 CFU/g mikroorganizmusbol all, melynek
tobbsége baktérium. A bélnyadlkahartya €s a non-invaziv, protektiv baktériumok
kolcsonhatasban vannak, a normal bakterialis flérank védelmet jelent a patogén
mikroorganizmusok ellen. A normal human bakterialis flora feltérképezésében,
valamint a taxonomiai csoportok kialakitasaban a Human Microbiom Project-nek
kiemelked6 szerepe van [65, 66].

A mikrobiom egyensulyanak felboruldsa, a diszbiozis, és a diverzitas csokkenése
igazoltan szerepet jatszik szamos betegség, igy az IBD patomechanizmusdban is. A
mikrobiom megvaltozasat sokféle tényezd eldsegiti, tobbek kozott az étrendiink
(nyugati tipust étrend, emulgealo- ¢és tartositoszerek), az anyatejes taplalas, a
csaszarmetszés és az antibiotikumok hasznalata [56, 67]. IBD-ben kimutattik a
protektiv, anti-inflammatorikus Bacteroides ¢és Firmicutes térzsek alacsonyabb szamat,
és a pro-inflammatorikus Proteobacteria-k talzott jelenlétét. Mindezek mellett az
egészséges egyének floraja anti-inflammatorikus anyagokat (rovid szénlancu zsirsavak,
példaul butirat) termel, melyek szintje CD-ben csokken [56, 62]. CD-ben ez a
megvaltozott flora kedvez a patogén torzsek megtelepedésének [62, 68]. Fontos kérdés,
hogy a megvaltozott mikrobiom oka, vagy kovetkezménye a kiillonbozé korképek
kialakulasanak, ismert azonban, hogy a bél immunrendszere, a mucosa és a potencialis
patogének kozott szoros a kapcsolat.

Az utdbbi években eldtérbe keriiltek a diszbidzis megsziintetését célzo terapiak,
koztiik a Clostridium difficile fertézésben sikerrel alkalmazott széklet transzplantacio is.
A széklet biologiailag aktiv mikroorganizmusokbol all, ezért feltételezik, hogy
transzplantacioja a korosan megvaltozott bélflora egyenstlyanak visszaallitasa, a
toxintermeld torzsek kiszoritdsa és ezzel a természetes baktérium flora visszaallitasa
révén fejti ki pozitiv hatasat. Feltételezik tovabba, hogy a donor flora antimikrobialis
anyagokat termel, pro-inflammatorikus faktorokat gatol, aktival kiilonboz6 anti-
inflammatorikus citokineket, valamint serkenti a protektiv velesziiletett és szerzett

immunitast [69-71].
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Immunologiai tényezok

Az IBD patomchanizmusaban a genetika és a kornyezeti tényezok mellett az
immunologiai tényezok szerepe is kiemelendd. Az antigén és a szervezetiink erre adott
effektor valasza hatdrozza meg az immunologiai reakciot. Szervezetiink alapvetden két
modon reagal az antigénekre, egyrészt a velesziiletett immunitds gyors, masrészt a
szerzett immunitas lassabb, szelektivebb aktivalodasan keresztiil. Az idegennek itélt
antigéneket az immunrendszer eliminalja, mig a sajat antigénekkel szemben tolerancia
alakul ki.

A bélnyalkahartya szervezetiink legnagyobb védé barriere [72]. Kiilsé és belso
nyédkréteg boritja, amelyben a baktériumok megragadnak. Ismert, hogy a kiilonb6zd,
foleg tartosito- és emulgedlo szereket tartalmazo étrendek csokkentik a nyakréteget, igy
redukalva a nyalkahartya és a baktériumok kozotti tavolsagot [56]. A nyakréteg alatt
helyezkedik el az epitél réteg, ami egy fizikai és kémiai barrier, véd a kornyezeti
faktoroktol, megakadalyozza a baktériumok szervezetbe jutdsat, tovabba reagal a kiilsé
stimulusokra. Szerepe van a megfeleld immunvalasz beinditasdban, koordinalasaban,
illetve az immuntolerancia, vagy a patogének elleni védekezés kialakitasaban,
karosodasa fokozott immunvalaszhoz vezet. A bakteridlis transzlokacidé noveli az IBD
kialakuldsanak valoszinliségét, ami jelzi az epitelidlis barrier karosodas kozponti
szerepét a korkép kialakulasaban [72]. Az epitél réteg alatt helyezkedik el a lamina
propria, ami egy leukocitakban (B-sejtek altal termelt immunglobulin (Ig) A),
makrofagokban gazdag réteg, melyek az immunvalasz effektor sejtjei [73]. Kiemelendd
tovabba a tobbi bél-rendszer asszocialt immunszdvet (GALT), mint példaul a Peyer-
plakkok és a mesenteridlis nyirokcsomok. A GALT-nak kettds szerepe van, egyrészt
véd a fertézések €s artalmas antigének ellen (protektiv immunités), masrészt toleranciat
alakit ki a taplalékokban talalhat6 antigénekkel szemben (oralis tolerancia) [74].

A velesziiletett immunrendszer fo sejtes alkotdi a granulocitak és leukocitdk, a
makrofagok, a természetes Oldsejtek, azok termékei, illetve ezen kiviil a keringd
plazmafehérjék, melyek koziil a legfontosabbak a komplementrendszer fehérjéi. A
bélflora jelentds hatdssal van az intesztindlis immunrendszer megfeleld fejlodésére,
funkcidjara. Az intesztinalis immunsejtek a felsziniikkon és a citoplazmajukban levo
bakteridlis mintazat felismerd receptorokon keresztiill képesek felismerni a

kommenzalista és a patogén baktériumok konzervalt felszini mintazatait (PAMP), és a
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baktériumok 4altal kibocsatott termékeket. Ezen mintdzat felismerd receptorok
csaladjaba tartoznak a TLR-ek és NOD jellegli receptorok, amelyek a velesziiletett
immunrendszer antigén érzékeléi. A CD kutatasdnak egyik legnagyobb 1épését a
IBD-s betegek mucoséajaban emelkedett a TLR szint [75]. A mikrobak aktivaljak a TLR
dependens mucosalis immunvalaszt a myeloid differentation primary response 88
protein (Myd88), NF-kB és szignal transzducer és aktivator transzkripcids faktor
(STAT) jelatviteli utvonalon keresztiil, igy szamos gyulladasos mediator [IL-1b, TNF-a,
IL-6, IL-14b) és kemokin (chemokine C-C motif ligand 2 (CCL2) és chemokine C-X-C
motif ligand 8 (CXCLS8), C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4)] expresszidjat
fokozzak [76-84].

A makrofagok felszinén szamos receptor taldlhatd, melyek kiilonb6z6 stimulusok
hatasara aktivaljak a sejtet. Két f6 formajuk van, az M1 iranyl polarizacié gyulladasos,
patogén eltavolitdé folyamatokat indit be (reaktiv oxigén és nitrogén vegyiiletek
felszabaditasa), mig az M2-es a hegképzddést, gyulladast gatldé mechanizmusokat
indukal az IL-4 és IL-13 citokinek altal [85].

A gyulladas fenntartasaért az adaptiv immunitas fo effektorai, a T-sejtek altal
termelt pro-inflammatorikus citokinek felelések. Az adaptiv immunvalasz soran a T-sejt
fenotipusa a korokozé jellegétol fiiggden Thl, Th2 és Th17 tipust lehet. Egészséges
egyénben az immunvalasz két modon gatlodik: a T-sejtek apoptozisaval és a regulator
T-sejtek (Treg) kozvetitésével. IBD-ben, foként CD-ben a T-sejtek apoptdzisa elmarad
(rezisztensekké valnak), proliferdcios képességiik fokozodik. A fentiek kovetkeztében
valamely agens altal elinditott immunvalasz folyamatos (Onfenntart6) gyulladast hoz
létre, amely szdvetkdrosodashoz vezet. Az IBD két {6 altipusara jellemz6 egyes effektor
sejtek dominancigja: CD-ben elsésorban a Thl-, mig UC-ban foként a Th2-sejtek
vesznek részt a gyulladasos folyamatokban [82]. A makrofagok altal termelt 1L12/23,
IL-6 citokinek aktivaljak CD-ben a Thl és Th17 limfocitakat. Ezek a Th sejtek felel6sek
a CD-ben lathatd emelkedett IFNy, IL-6, TNF-a, IL-17, IL-21 és IL-22 termelésért (3.
abra). Az UC-ban jellemz6 Th2 aktivacio felelés a fokozott IL-5, IL-6, IL-13 és TNF-a
termelésért. Emellett a Treg sejtek termelik az anti-inflammatorikus IL-10 ¢és

transzformaldo novekedési faktor (TGF)-B citokineket (3. abra). Utobbi az egyik
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legfontosabb tényezd a fibrdzis kialakuldsdban, a mesenchymalis sejtek indukéldsaban

[82, 86].
Antigénprezentalo
sejtek @

IL10
TGFp

IL22 IL5 IFNy

| Pro-inflammatorikus citokinek I Anti-inflammatorikus citokinek |

3. dbra: A pro- és anti-inflammatorikus citokinek egyensiilya az IBD
patomechanizmusdaban. Az antigenprezentalo sejtek aktivaljak a Thl7, Thl
és Treg sejteket, amelyek kiilonbozé interleukinokat és  citokineket
termelnek, ezaltal befolyasolva a gyulladas és regenerdcio egyensulyat [42].
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2.2. Epigenetika és mikroRNS-ek

2.2.1. Epigenetika

Néhany évtizede még az egyedi tulajdonsagok-, illetve a fenotipus kialakulasat
az akkori tudomdnyos kutatasok alapjan a DNS—RNS—fehérje lanc alapjan
determinaltdak. A ,,Human Genom Project” soran azonban kideriilt, hogy
génallomanyunk csupan igen kis része kodol fehérjéket. Ismert, hogy a genetikus
szabalyozo tényezok csak kismértékben befolyasoljak az IBD kialakulésat, ezért szdmos
vizsgalat foglalkozik a genetika mellett a kornyezeti tényezokkel is. Az epigenetika a
genetikai és a kornyezeti tényez6k kozti kapocsként olyan jelenségekkel foglalkozik,
melyek kovetkeztében anélkiil nd a genom genetikai sokféleséget 1étrehozo képessége,
hogy a DNS szekvencidja valtozna. A legismertebb példa az Aegouti-gén metilacios
vizsgalata, melyben a genetikusan identikus egerek az anyai étrendtl fliggden
kiilonb6z6 fenotipustiak lesznek [87]. Négy f6 epigenetikai mechanizmus 1étezik: a
hiszton modifikacio, a DNS metilacio, az autoregulacio és a nem kodoldo RNS-ek.

A nem kodolé RNS-ek, melyek a fehérje expresszid szabalyozasaban vesznek
részt, méretiik és funkciojuk szerint csoportosithatoak. A transzkriptumok hossza szerint
két f6 csoportba oszthatjuk d6ket. A 200 nukleotidnal révidebbek a rovid-, a 200
nukleotidal hosszabbak a hosszi nem-kodold RNS-ek. A rovid, nem-kodoldé RNS-ek
tovabb oszthatok: transzfer (f)RNS, riboszomalis (r)RNS, kis interferald (si)RNS, kis
sejtmagi (sn)RNS, mikroRNS (miR) és kis magvacska (sno)RNS. Jelenleg kb. 10 000
rovid, és 15 000 hosszl, nem-koédold RNS-t ismeriink, mely a teljes genom (kb. 60 500
gén) csaknem 40%-at teszi ki [88, 89].
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2.2.2. MikroRNS-ek
Definicio

A rovid, nem kodolé RNS-ek szamos fajtaja, funkcidja ismert [88]. A mikroRNS-
ek rovid, 18-24 nukleotidbol allo, kétszala RNS-ek, melyek poszttranszkripcids szinten
szabalyozzak a génexpressziot [90].

A miR-eket 1993-ban irtak le a Caenorhabditis elegans (nematoda) vizsgalatakor a
LIN-14 proteint kodolo lin-4 génnel kapcsolatban [91]. A téma iranti fokozottan
novekvd figyelmet jelzi, hogy mig 2000-ben 6sszesen 3 kozlemény jelent meg, addig
2017-re ez a szam tobb ezerre emelkedett. Az elmult néhany év intenziv kutatasanak
koszonhetden kidertilt, hogy tobb ezer mikroRNS 1étezik, és ezek szerepet jatszanak a

bioldgiai folyamatok regulalasaban, valamint szamos korkép patomechanizmusaban.

MikroRNS-ek képzddése és miikodése

A legtobb mikroRNS génje intron régioban talalhatd (80%), a fehérje kodolod és
nem-kodold szakaszokban egyarant, csupan 20%-uk génje talalhaté a nem-kodold
exonokon. Egyes mikroRNS gének az alternativ splicing mechanizmusoknak
koszonhetden mindkét helyen megtalalhatok.

Bioszintézisiik soran eldszor primer mikroRNS-ek (pri-miR) képz6dnek, melyeket
az RNS polimeraz II/III ir at a DNS-r6l. A pri-miR-t a Drosha és a DiGeorge Syndrome
critical region 8 multiprotein komplex (DGCRS) alakitja tovabb prekurzor-mikroRNS-
sé (pre-miR). A 70-100 bazispar hossza pre-miR-t a Ran GTP dependens Exportin 5
transzportalja a nukleuszbol a citoplazmaba, ahol a DICER (RNase Ill endonukleaz
csalad tagja) enzim hasitja 19-24 bazispar hosszu mikroRNS-s¢ [92]. Az érett
mikroRNS alkalmassa valik arra, hogy része legyen az Argonaute (Ago) proteint is
tartalmazé RNS-indukalt silencing komplexnek (RISC). A RISC képes a mikroRNS
»mag szekvencidjanak” (=seed sequence) megfeleldé messenger RNS-t (MRNS)

crcr

90, 93].

27



DOI:10.14753/SE.2018.2083

A mikroRNS-ek az RNS-interferencia, géncsendesités endogén mediatorai,
poszttranszkripcids szinten szabalyozzak a génexpressziot, valamint mRNS-bonto
endonukleazok aktivalasa révén mRNS bontast indukalnak (4. abra) [88].

| kromatin I |_|I)Ni|| messenger RNS

‘ kromatinétrendezodés ‘ ‘ transzkripcid, splicing ‘ I mRNS degradécid, splicing ‘

[ nem-kodolo RNS-ek |

mikroRNS
siRNS
snoRNS
piRNS
rasiRNS

4. abra: A fenotipus kialakuldsat szabdlyozo tényezok. A DNS 98%-at
alkoto  nem  kodolo  RNS-ek csaladja, illetve azok  funkcidja
(kromatinatrendezdédes, transzkripcio, transzldacio,  messengerRNS
degradacio indukcioja, génexpresszio szabdlyozdsa) (siRNS: kis interferalo
RNS, snoRNS: kis nukledris RNS, piRNS. Piwi-interacting RNS, rasiRNS:
repeat-associated small interfering RNS, mRNS: messenger RNS)
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Ismert biologiai folyamatok szabalyozasa

Egy sejttipuson beliill minden mikroRNS-nek t6bb szdz mRNS célpontja lehet,
illetve egy mRNS-hez akar egy idében is, tobb mikroRNS kapcsolodhat. Ennek
megfeleléen a human transzkriptom nagy része a mikroRNS-ek regulacidja alatt all,
amik ily modon részt vesznek minden biologiai folyamat szabalyozasaba [90, 94].

Szerepet jatszanak a differencialodasban, a proliferacié- ¢és az apoptozis
szabalyozasaban, valamint a stressz- és immunvalasz kialakitasaban. Ezen ismert
funkcidik alapjan eddig leginkabb daganatos ¢s immunmedidlt betegségekben
vizsgaltak szerepiliket. Ezen tilmenden egyes mikroRNS-ek szerepet jatszhatnak a
kardiovaszkularis-, neurodegenerativ, infekcids és metabolikus korképek kialakulasaban
is [81, 89, 90, 95].

A jelenlegi kutatasok f6 iranya az egyes betegségekre specifikus mikroRNS
mintazatok meghatarozasa és funkcidjuk azonositdsa, melyekkel lehetdség nyilik 0j
diagnosztikus és prognosztikus markerek bevezetésére. Felmeriil tovabba, hogy az
adekvat mikroRNS kezelés a jovében terapias értékiivé valik, akar IBD-ben is. Jelenleg
human fazis 2b vizsgalatokban sikeresen alkalmazzak a miR-122 gatol6 Miravirsent®,

ami megakadalyozza a hepatitis C virus replikaciojat [96].
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MikroRNS-ek a velesziiletett immunitdsban

A mikroRNS-ek fiziologias és koros koriilmények kozott egyarant befolyasoljak a
velesziiletett immunitasban részt vevd sejtek proliferaciojat, differencialodasat,
talélését, valamint a limfocita aktivaciot, effektor- és 616 mechanizmusokat. Nemcsak a
mikroRNS-ek hatnak az immunrendszerre, annak aktivacidja szamos mikroRNS
expresszi®jat megvaltoztatja.

Az immunvalasszal kapcsolatban a leginkabb kutatott mikroRNS a miR-146a, ami
negativ regulatora a gyulladasos folyamatoknak [85, 97]. Az els6 vizsgalat, ami az LPS
indukalta TLR valaszt elemezte human makrofagokban - a miR-146a expresszio
novekedését mutatta ki. Az LPS indukcio id6 - és dozis-dependensen a TLR-2, -4 és -5
utvonalon keresztiil noveli a miR-146a expresszidjat human akut monocyta leukémia
sejtvonalon (THP-1) is. Ezzel szemben a miR-146a szintje nem emelkedik a TLR-3, -7
és -9 fttvonalakon keresztiil [97, 98]. In vivo az LPS kezelés a makrofagok
talaktivalodasahoz, talzott gyulladasos valaszhoz kialakulasahoz vezet a miR-146a
hianyos (knock out) egerekben, melyek fenotipusa LPS hatasara autoimmun
megbetegedés képét mutatja (splenomegalia, lymphadenopathia, tobbszervi gyulladas)
[85, 99]. A TLR és T-sejt receptor medialt NF-kB jelatviteli folyamatokban is
felilexpresszalodik a miR-146a, és mintegy negativ feedback mechanizmusként gatolja
az NF-«xB utat, valamint a TLR szignalizacios utvonal két kulcsmolekuldjanak, az IL-1
receptor asszocidlt kinaz 1 (IRAK1)-nak és a TNF receptor-asszocialt faktor 6
(TRAF6)-nak a miikodését [97, 100, 101]. A miR-146a-nak az IRAKI1 és TRAF6
gatlasan keresztiil Sszerepe van az endotoxin tolerancia kialakitasaban is [98].
Emelkedett miR-146a expresszi6 mutathaté ki kifejezetten magas, 1 ng/ml IL-1B
koncentracional human alveolaris epitél sejtekben, ami jelzi a miR-146a sulyosabb
gyulladasnal aktivalodo gyulladast csokkentd, negativ visszacsatoldsi mechanizmusat
[102].

Igazoltak tovabba, hogy mig a miR-146a gatolja, addig a miR-155 erdsiti a
gyulladasos folyamatokat. A miR-155-6t az LPS, az IFN-y és szamos egyéb TLR
ligand aktivalja [103]. Aktivacidja szamos pro-inflammatorikus interleukin és citokin
(TNF-a, IL-1p, IL-6, TNF receptor szupercsalad) aktivacidjahoz vezet, valamint

szerepet jatszik a dendritikus sejtek antigén prezentald kapacitasat gatld citokin

crer
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homolog 2)-t tartalamzo6 inozitol foszfataz-1 (SHIP1)-et, ami a SOCS1-hez hasonld
foszfoinozitid 3-kinaz (P13K) és TLR4 szignaltranszdukcids tGtvonal gatld. A miR-155
fokozott expresszidja micloproliferaciohoz vezet [105, 106]. A miR-155 hianyos
dendritikus sejtek nem képesek az antigén prezentaldsra, igy nem aktivaljdk a T-
sejteket. A miR-155 hianyos egerek immundeficiensek, bélrendszeriikben tobb patogén
korokozo él, csokkent a patogének elleni védekezés, ezaltal sulyosabb a colitisek
fenotipusa is. A miR-155 komplex hatasait mutatja, hogy gatolja a pro-inflammatorikus
a transzformald novekedési faktor B aktivalt kinaz-1 (TAK-1) kot6 fehérje 2 (TAB2)-t
[74, 107].

Mig a miR-146a és -155 expresszidja LPS hatasara fokozodik, a miR-125b
mennyisége csokken. A miR-125b targetje a TNF-a mRNS, igy a miR-125b csokkent
szintje fokozott gyulladasos valaszhoz vezet [104].

A makrofagok fert6zésekre adott valaszakor szamos mikroRNS szintje
megemelkedik, példaul a miR-9, -21, -99b, -125a, -132, -1464, -146b, -147, -187, -223
és a let-7e szintje. Ezek a mikroRNS-ek a miR-146a-hoz hasonléan a TLR-eken
keresztiil aktivalodhatnak, és befolyasoljak az NF-«kB jelatviteli utvonalat [108-110].
Emellett a miR-21 gatolja a programozott sejthalal 4 fehérjét (PDCD4), ami egy 1L-10
inhibitor, igy emelkedett IL-10 expresszidhoz vezet. Az IL-10 gatolja a miR-155-6t,
ezaltal csokken az SHIP1 szintje, és gatlodik a TLR szignalizacié [111]. Igazoltak
tovabba colon epitél sejtvonalon, hogy az alulexpresszalt miR-192 kozvetleniil
szabalyozza a makrofag inhibitor peptid (MIP)-2a expresszidjat, ami egy UC-ban
ismerten emelkedett gyulladasos mediator [81].

Egy haematopoetikus Ossejtek mikroRNS mintazatat vizsgald tanulmanyban a
mMiR-223 expresszios szintje a makrofagok mellett a velesziiletett immunitas
sejtalkotdiban, granulocitdkban, monocitdkban ¢és a természetes Oldsejtekben is
emelkedett volt a tobbi vizsgalt mikroRNS-hez képest [112]. A makrofagokban a pro-
inflammatorikus, M1 iranyt polarizaciot segiti el6. A fent emlitett mikroRNS-ekhez
hasonloan aktivalja az NF-kB ttvonalat, és fokozza az IL-1B és -6 citokinek
termel6dését [113].

Az IBD patomechanizmusaban ismert NOD2 a miR-29 ¢s -122 targetjei kozé
tartozik. A miR-122 kapcsolodasa NOD2-hoéz csokkenti az LPS indukalt apoptozist
human colon epitél (HT-29) sejtekben. MiR-122 elokezelt, majd LPS stimulalt HT-29
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sejtekben a NOD2 indukalt NF-kB jelatviteli Gt gatlasanak koszonhetéen csokkent a
pro-inflammatorikus (TNF-a, IFN-y), és emelkedett az anti-inflammatorikus (I1L-4, -10)
citokinek expresszidja [44, 74].

Mindezek alapjan elmondhat6, hogy a mikroRNS-ek tébb ponton befolyasoljak a
velesziiletett immunrendszer miikkodését, részt vesznek a baktériumok felszinén levo
mintazat felismerésben, a TLR és NF-kB jelatviteli utvonal befolyasolasaban, illetve
aktivaljak a kiilonbozo velesziiletett immunitasban résztvevd sejteket és azok citokin

termelését.

MikroRNS-ek a szerzett immunitasban

A mikroRNS-ek regulaljak a T- és B-sejt érést, aktivaciot és effektor funkcioit.
Specifikus mikroRNS mint4zat jellemzi a T- és B-sejtek kiilonbozd érési stadiumait. A
miR-15b, -16, -21, -24, -30c, -106b, -142-3p, -142-5p, -150, -155, -181, -223, -342, -
451, let-7 magasabb expressziot mutatnak a tobbi immunsejthez €s a reticulocytakhoz
képest, tovabba a miR-342 expresszidja magasabb a T-sejtekben a B-sejtekhez képest
[112, 114].

MiR-155 felelds a T- és B-sejt érésért. MiR-155 deficiens sejtekben a Th1/Th2-
sejt arany eltolodik a Th2-sejtek iranyaba és né a Th2-sejtekre jellemzd citokinek
termelése (IL-4, -5 és -10). A miR-155 szabalyozasa alatt all a Treg-sejtek
transzkripcios faktora [forkhead box P3 (FOXP3)] is. A miR-155 hianyos B-sejtek
plazmasejtekké valo atalakulasa gatolt, nem tudnak antitest csoportot sem valtani. Ezek
az eredmények magyarazzak, hogy a miR-155 knock-out egerek immundeficiensek
[115, 116].

A miR-150 nélkilozhetetlen a T- és B-limfocita érésben, expresszidja a
progenitor alakokban magasabb, az érés soran pedig csokken. Tovabba a miR-150
konstitutiv expresszidja gatolja a B-sejtek fejlodését, igy nem torténik meg a pre-B-
sejtek pro-B-sejtekké alakulasat. Mindezek miatt akadalyozott az érett B-sejtek
kialakulasa [117]. MiR-150 transzgenikus egér B-sejt érése koros, a T-sejt érése viszont
normalis. Ezzel ellentétben a miR-150 hidnyos egerekben a Bl-sejtek mennyisége
megnd, a B2-sejtek aranya relative csokken, a tobbi T- és B-sejt alak viszont nem

érintett [118]. Ezeket a valtozasokat a miR-150 altal direkt modon szabalyozott,
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limfocita érést tobb ponton befolydsold c-Myb transzkripcios faktor mitkodésével
magyarazhatjuk [118].

A miR-21 szintje az effektor és memoria T-sejtekben magasabb expressziot
mutatott a naiv sejtekhez képest [114]. A miR-223 expresszioja emelkedett T-sejtekben
a kiilonbo6zo gyulladasos korképekben [113].

A miR-181 befolyasolja az antigén stimulaciora adott T-sejt szenzitivitast,
emelkedett mennyisége a korai T-sejtekben fokozott antigénvalaszt valt ki. Az effektor
T-sejtekben az inhibitor foszfatazok gatlasan keresztiil a T-sejt receptor jelatviteli utat
erdsiti [119]. A miR-181 magasabb expressziojat mutattak ki egér B-sejtekben, ektopias
expresszidja csontvel6i Gssejtekben és progenitor sejtekben a T- és mieloid-sejtekkel
szemben fokozza a B-sejtek mennyiségét [120].

A miR-17~92 csalad az anti-apopotikus BCL-2-vel kolcsonhatasban levé
mediatorokat, foszfatazokat ¢és tenzin homoldgokat regulal. Ez a mikroRNS csalad az
érés soran a T-sejt talélést noveli, fokozott expresszidja lathatd a kétlépcsds timopoezis
soran, tovabba szerepet jatszik a follikularis Th-sejtek differencialddasaban [121].

A miR-34a konstitutiv expresszidja gatolja a pre-B-sejtek pro-B-sejtekké
alakulasat, melynek kovetkeztében kevesebb lesz az érett B-sejtek mennyisége [122].
Mindez a miR-34a altal negativan regulalt FOXP1 transzkripcios faktorra kifejtett

hatdsaval magyarazhat6, ami nélkiilozhetetlen eleme a B-sejt érésnek.
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MikroRNS-ek a bélrendszerben

A Dbélrendszer baktériumai komplex moddon szabalyozott szimbiotikus
kapcsolatban vannak a mucosat alkotd epitél- és immunsejtekkel. A bélnyalkahartya
egyensuly felboruldsa szamos gyulladdsos korkép kialakulasdhoz vezethet. A
gazdaszervezet €s a kommenzalis baktériumok szimbidzisanak megdérzésében az utobbi
években a mikroRNS-ek fontos szabalyozé szerepét azonositottak [74]. A mikroRNS-
ek szamos, az immunrendszerrel, gyulladéssal 0Osszefliggd szignal transzdukcios
utvonalat és génexpressziot regulalnak a gazdaszervezetben, melyeknek fontos szerepe
van a bélrendszerben végbemend folyamatokban. Befolyasoljak a baktériumok
felismerését szabdlyozd gének expresszigjat €s az immunrendszer valaszanak
csokkentését, ezaltal szerepiik van a tolerancia kialakulasaban [74].

Egészséges kontrollok endoszkopos vizsgéalata sordn a terminalis ileum, coecum,
colon transversum, colon sigmoideum ¢€s a rectum teriiletérdl szarmaz6 minték alapjan
igazoltak a régionként eltéré mikroRNS mintazatot. A miR-22, -31 és a -215 magasabb
expressziot mutat a terminalis ileumban, a miR-23, -26, -126, -320, -422b ¢és a let-7d
colonra specifikusak [123].

Intraepitélium és mikroRNS expresszio

A bélnyalkahartya kiilonboz6 sejtjeinek mikroRNS expresszids mintazata elterd.
Az intesztinalis epitél sejtekben a miR-146a az IRAK1-en keresztiil csokkenti a
bélgyulladast, Ujsziilottekben igazoltdk tovdabba az intesztinalis tolerancia
kialakulasaban betoltott szerepét is [101, 124]. Az IL-6/STAT3 jelatviteli Gtvonal
fokozott aktivitasat, az IL6/STAT3 emelkedett szintjét igazoltak IBD-ben. A STAT3 és
a miR-124 expresszidja ellentétesen valtozik IBD-ben a kontroll csoporthoz képest,
melyet igazoltak DNS-metiltranszferaz inhibitorral kezelt HCT-116 colon epitél
sejtvonalon is [125]. HT-29 colon epitél sejteken a miR-122 a NOD2 gatlasan keresztiil
kivédte az LPS indukalt apoptozist [44]. Caco-2 (kaukazusi colon adenocarcinoma)
sejtvonalon kimutattak, hogy az occludin, mely a bélnyalkahartya epitél sejtjei kozotti
tigh junction alkotdeleme, a miR-122 targetje. A miR-122 occludin degradaciot
indukdlva intesztinalis epitelidlis tight junction karosodast okoz, nodvelve a

bélnyalkahartya permeabilitasat. A miR-122 emelkedést mutatott TNF-o kezelt CaCo2
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sejtekben, ¢és az occludin gatldsan keresztiil ndvelte a bélnyalkahartya permeabilitasat
[126]. A miR-21 emelkedett szintje a Caco2 sejtvonalon a tight junction karosodasat
okozza, noveli az inulin permeabilitast, valamint csokkenti a RhoB szintjét, aminek
szerepe ismert a bél permeabilitis megérzésében [127]. Allatkisérletes modellben
igazoltdk, hogy a miR-21 génkiiitott egerekben a DSS-indukalt colitis enyhébb, mig
human IBD-ben emelkedett az expresszidja [128]. A miR-141 intesztinalis epitél
sejtekben a CXCLI12pB gatlasan keresztiil befolyasolja a leukocita migraciot. A miR-141
,soverexpresszioja”® IL-10 génkiiitott egérben csokkentette a kemokin (CXCLI12p)
szintet, igy nem aramlottak ki a gyulladasos sejtek a bélfalba, a kontrollnal enyhébb
foku colitis alakult ki. A miR-141 expresszié csokkenését igazoltak CD-s biopsziakban
a kontroll csoporthoz képest [129].

Lamina propria ¢s mikroRNS expresszio

Izolalt, human lamina propria T-sejtjeiben TGF-f hatasara fokozodik a miR-155
expresszidja, ami IL-2 és IFN-y csokkenéshez vezet [130]. Human bélbol izolalt
dendritikus sejtjeiben a NOD2 ligandok kotésének hatasara né a miR-29 expresszioja,
ami a pro-inflammatorikus 1L-23 szint csdkkentésén keresztiil protektiv a colitissel
szemben. MiR-29 génkiiitott egerekben a DSS-indukalt colitis sulyosabb lefolyast
mutat, illetve CD-ben a NOD2 polimofizmusok miatt csokken a bakterialis
komponensek altal kivaltott miR-29 expresszio [131]. Egérbdl izolalt Peyer-plakkokban
talalhato Treg sejtekben TGF-f hatasara a miR-10a mennyisége fokozodik, ami a B-sejt
lymphoma (Bcl)-6-hoz kotédve szabalyozza a Treg sejtek atalakulasat Th sejtekké
[124]. Vad tipust és indukalhatd nitrogén-monoxid-szintaz (iNOS) génkilitott egérbol
izolalt makrofagok MDP kezelését kovetden fokozodott a NOD2 indukalt iINOS, és
nitrogén-monoxid (NO) expresszidja, mely végiil a miR-146a emelkedéséhez vezetett
[132].

A miR-143 és -145 a bél mesenchymalis részében expresszalodik. Hianyuk
hatasara egerekben az IGF ttvonal karosodasa miatt a bél regeneracioja zavart szenved,
a simaizom ¢és miofibroblaszt sejtek miikodése karosodik [133].

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy a mikroRNS-ek sejt specifikusak, ezért
fontos lenne IBD-ben relevans sejtek (pl. CD4+ és CD8+ T-, valamint epitél sejtek)
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tovabbi vizsgalata, ami azonban szamos metodikai nehézségbe iitkozik (pl.
szOvetdarabbol sejtszeparadlds). Ennek alapjan a legtobb IBD-hez kothetd vizsgalat

heterogén sejtcsoportot feldolgozoé teljes szovet vagy vérvizsgalat, illetve allatkisérletes

modell, ami neheziti eredményeink értékelését.
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2.2.3. MikroRNS-¢ek a gyulladdsos bélbetegségekben

Az utdbbi évek kutatdsai szamos szovet ¢és vér mikroRNS mintazatot
azonositottak IBD-ben. A mikroRNS-ek IBD-ben betoltott funkcionalis jelentéségét
azonban kevés tanulmany vizsgalja. Az eddigi funkcionalis mikroRNS kutatasok
leginkabb az IBD-ben jelen levé gyulladasos jelatviteli folyamatokat, bélpermeabilitds
valtozast és a baktériumok sejtalkotoira adott valaszt vizsgaltdk. A mikroRNS-ek
patomechanizmusédnak megértéséhez, tovabbd potencidlis biomarkerek és terdpias
targetek keriilhetnek eltérbe.

A GWAS azonositotta az autofagidban fontos szerepet jatszo IRGM ¢s ATG16L1
géneket, mint IBD hajlamosité lokuszokat. Human intesztinalis epitél sejtvonalon a
NOD?2 kapcsolodik az ATGL16L1-hez, igy szabalyozza a bakterialis clearencet [134].
Az IRGM egy olyan fehérjét kodol, amelynek az intracellularis patogének elleni
védekezésben ismert a szerepe [135]. Az ATG16L1A a miR-17 csalad, a miR-93, -106b
és a -142-3p direkt célgénje, ami felelés az autofagia szabalyozasaért. IBD-sekben
emelkedett miR-93, -106b és -142-3p, és csokkent ATG16L1 expressziot talaltak [136,
137]. A miR-196 magasabb expresszioét mutat CD-ben, mig az IRGM szintje csokkent
[135].

Fontos kérdés, hogy a diszregulalt mikroRNS-ek okai, vagy kovetkezményei-e az
IBD-ben zajlo korfolyamatoknak, hiszen az epigenetikai szabalyozo tényezOk idoben
dinamikusan valtoznak a kornyezeti tényezOk (terapia, étrend) hatasara [12]. A
tovabbiakban a legjelentdsebb IBD-ben végzett mikroRNS-ekkel kapcsolatos klinikai
kutatdsokat ismertetem, melyek célkitlizései IBD-ben hasznalhatdé potencialis

biomarkerek, prognosztikai faktorok felderitése.
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Intesztinalis mikroRNS-ek CD-ben

2008-ban Wu és mtsai. elséként végeztek IBD-s betegek biopszids mintain
mikroRNS méréseket valds idejii polimeraz lancreakcioval (RT-PCR). Munkajuk soran
aktiv és inaktiv UC-s, aktiv CD-s, irritabilis bél szindromas, mikroszkopikus colitises,
fert6zéses colitises és kontroll felnéttek szigma biopszidit vizsgaltak. A mikroRNS
expresszio a CD (terminalis ileum ¢€s colon érintettség) csoportok kdzdtt nem mutatott
eltérést, azonban a kontroll csoporthoz képest emelkedett expressziot mutatott a miR-
16, -21, -23b, -106a, -191, -223 és -594, mig a miR-19b és -629 szintje csokkent [123].

Fasseu ¢és mtsai. vizsgalata alapjan 23 mikroRNS (miR-9, -21, -22, -26a, -29a, -
29c¢, -30b, -31, -34c-5p, -106a, -126, -127-3p, -130a, -133b, -146a, -146-3p, -150, -155,
181c, -196a, -324-3p, -375) expresszidja emelkedett a CD-s biopszidkban a kontrollhoz
képest RT-PCR technikaval. Ezek koziil 5 miR aktiv CD-re jellemz6 (miR-9, -126, -
130a, - 181c és -375), a tobbi 18 az inaktiv nyalkahartyaban is feliilexpresszalt. Hat
olyan mikroRNS-t (miR-196b, -199a-3p, -199b-5p, -320a, -150 és -223) azonositottak,
ami inaktiv CD és UC kozott expresszios kiilonbséget mutat, igy segithet a két korkép
differencialasaban [138].

Lin és munkatarsai 0j-generacids szekvenalassal 44 diszregulalt mikroRNS-t
azonositottak IBD-sek mucosajaban, melyek kozil 9 (miR-31, -146a, -194b, -206, -
216b, -424, -548e, -559 ¢és -663) kifejezett emelkedést mutatott. Nagyobb elemszamon
RT-PCR-el a miR-31, -146a, -206 és -424 mutatott magasabb expressziot IBD-sekben.
A miR-31 emelkedett expressziét mutatott mas, az IBD differencialdiagnosztikajaban
fontos korképekhez képest (fertézéses eredetii (Clostridium difficile, CMV) colitis,
kronikus ischaemias colitis) [139].

Iborra és mtsai. eltéré miR-18a, -140-3p, -328, -422a, -629, -885-5p és let-7b
expressziot taldltak aktiv és inaktiv CD-s biopszidk 6sszehasonlitasa soran. Ezek koziil
a miR-18a, -140-3p, -629 és let-7b expresszidja emelkedett aktiv CD-sek biopsziajaban
az inaktiv betegek biopsziaihoz képest [11]. Aktiv CD-ben a miR-31, -106b és -196
emelkedését is igazoltak [135, 136, 139]. Huang és mtsai. pedig alacsonyabb miR-141
szintet mutattak ki CD-sek szigma biopsziaiban a kontroll csoporthoz képest [129].
Schaefer és mtsai. emelkedett miR-31, -101 és -146, és csokkent miR-375 szintet
talaltak CD-s betegek colon biopszidiban [137].
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Intesztinalis mikroRNS-ek UC-ban

Wu és mtsai. 11 UC-ban diszregulalt mikroRNS-t azonositottak, melyek koziil 8
felillexpresszalt (miR-16, -21, -23a, -24, -29a, -126, -195 és let-7f), 3 alulexpresszalt
(miR-192, -375 és -422b) a kontroll csoporthoz képest [81]. Takagi és mtsai igazoltak a
MiR-21 és -155 expresszio emelkedését UC-s biopsziakban [140].

Fasseu ¢és mtsai. szélesebb spektrumon vizsgaltdk IBD-sek mintajaban a
mikroRNS-eket. Hasonld mennyiségben talaltak UC-s biopszidkban alul és
felillexpresszalt mikroRNS-eket, melyeket tovabb elemeztek gyulladt és nem gyulladt
mucosat vizsgalva. A 14 diszregulalt mikroRNS (miR-7, -29a, -29b, -31, -126, -127, -
135, -188, -1964a, -215, -223, -320a, -324 ¢és -346) koziil a miR-188, -215, -320a ¢és a -
346 alulexpresszalt. Kiemelték a miR-196a-t, amely specifikus a nem gyulladt UC
mucosara, vagyis nem mutatott eltéré expressziot gyulladt és nem gyulladt CD-s és
gyulladt UC-s mintakban [138].

A miR-31 magasabb expresszidjat felnétt UC-s biopsziakban tobb munkacsoport
is igazolta [138, 139]. Iborra és mtsai 5 olyan mikroRNS-t (miR-650, -548a-3p, -630, -
489 ¢és -196b) talaltak, amelyek segithetnek az aktiv és inaktiv UC kozotti
differenciacioban [11]. Schaefer és mtsai. a kontroll csoporthoz képest emelkedett miR-
19a, -21, -31 ¢és -101 szintet igazoltak UC-s betegek biopszias mintaiban. Az
intesztinalis mikroRNS-eket IBD-ben az 1. tablazat foglalja 6ssze.
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1. tdblazat.:  Intesztindlis  mikroRNS  (miR)-ek  gyulladdsos
bélbetegségekben (IBD). (CD: Crohn-betegség, RT-PCR: valos idejii
polimeraz lancreakcio, UC: colitis ulcerosa, 1: magasabb exresszio, |:
csokkent expresszio)

Szerzo Mferem Vizsgalati csoport MikroRNS
modszer
Wu és , miR-16, -21, -23b, -106a, -191, -223
mtsai. RT-PCR aktiv CD vs. kontroll és -594 1; MIR-19b és -629 |
miR-16, -21, -23a, -24, -29a, -126, -
UC vs. kontroll 195 és let-7f 1; miR-192, -375 és -
422b |
ﬁ]ﬁ:u “  RT-PCR aktiv CD vs. kontroll miR-9, 126, -130a, - 181¢ és -375 1
- miR-196b, -199a-3p, -199b-5p, -
inaktiv CD vs. kontroll 320a, -150 és -223 1
miR-7, -29a, -29b, -31, -126, -127, -
UC vs. kontroll 135, -196a, -223, -324; miR-188, -
215, -320a és a -346 1
Lin és miR-31, -146a, -194b, -206, -216b, -
mtsai. O IBD vs. kontroll 424, -548e, -559 és -663 1
RT-PCR IBD vs. kontroll miR-31, -146a, -206 és -424 1
IBD vs. fert6zéses eredetli .
colitis, kronikus ischémias colitis miR-311
miRNA .
Iborra és ) , . , miR-18a, -140-3p, -629 és let-7b 1;
misai. o R aktiv CD vs. inaktiv CD mMiR-328, -422a, -629, és -885-5p |
aktiv UC vs. inaktiv UC miR-650, -548a-3p, -630, -489 és -
196b 1
Huang ¢ p1.pcr CD vs. kontroll miR-141 |
mtsai.
Schaefer MIRNA
. . array, RT- CD vs. kontroll miR-31, -101 és -146 1; miR-375 |
€s mtsal.
PCR
UC vs. kontroll miR-19a, -21, -31 és -101 1
Takaci & miRNA
axagl es array, RT- UC vs. kontroll miR-21 és -155 1
mtsai. PCR

Szérum mikroRNS-ek CD-ben

A szoveti mikroRNS mintdzat mellett potencidlis non-invaziv diagnosztikai és
prognosztikai marker utan kutatva szdmos munkacsoport vizsgalta IBD-ben a szérum
mikroRNS mint4zatot. Kordabban azt gondoltdk, hogy a szérum mikroRNS mintdzat
egyértelmiien tiikrozi a szoveti mikroRNS mintazatot [141], azonban az IBD-ben

végzett kutatdsok sok esetben ellentétes szoveti-szérum mikroRNS mintazatot tartak fel.
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Iborra és munkatarsai 9 aktiv és 9 inaktiv CD-s beteg szérumat hasonlitottak 0ssze
egészséges kontrollok szérumaval. A kontrolltdl eltéréen expresszalt 21 mikroRNS-t
azonositottak aktiv és inaktiv CD-sek szérumaban, melyek koziil 14 UC-ban is eltérd
expressziot mutatott. Eredményeik alapjan a miR-27a, -140-3p, -140-5p, -16 és -195
szintje emelkedett, a miR-877 szintje csokkent CD-ben a kontroll csoporthoz képest
[11]. Schaefer és mtsai. csokkent miR-21, -31, -146a és -155 expressziot talaltak CD-S
betegek szérumaban a kontroll csoporthoz képest, mig a miR-101 és -375 expresszidja
nétt [137].

Wu és mtsai. emelkedett miR-199a-5p, -362-3p, -340 és -532-3p, és csokkent
miR-149 szintet talaltak CD-s betegek szérumaban a kontroll csoporthoz képest, Crohn
ileitises és Crohn colitis-es betegek mintai k6zott azonban nem volt kiilonbség. A miR-
199a-5p, -362-3p és -532-3p szintje emelkedett aktiv CD-s betegek szérum mintaiban,
az inaktiv betegek szérumaban azonban nem volt kiilonbség ezen mikroRNS-ek
szintjében a kontroll csoporthoz képest. A miR-340 és -149 az aktiv és inaktiv
csoportokban is eltéré expressziot mutatott [142].

Paraskevi ¢és mtsai. 290 CD-s és egészséges kontroll szérumot vizsgalt, mely
soran emelkedett miR-16, -23a, -29a, -106a, -107, -126, -191, -199a-5p, -200c, -362-3p
és -532-3p expressziot igazoltak [143].

Szérum mikroRNS-ek UC-ban

Wu és mtsai. 9 UC-ra specifikus mikroRNS-t (miR-28-5p, -151-5p, -103-2, -
199a-5p, -340, -362-3p, -532-3p, -505) azonositottak szérum mintakban, melyek koziil a
miR-505 az aktiv és inaktiv UC-ban is alacsonyabb expressziot mutatott a kontroll
csoporthoz képest. A miR-103-2 és -362-3p mutatta a legnagyobb expresszio
novekedést az aktiv és inaktiv UC-s betegek szérumaban a kontroll csoporthoz képest.
A miR-28-5p, -151-5p, -199a, és -340 magasabb expressziot mutatott az aktiv UC-S
betegekben, az inaktiv UC-s betegekben viszont nem volt emelkedés ezen miR-ek
mennyiségéban a kontroll csoporthoz képest [142].

Iborra és mtsai. 39 UC-ban eltérd expressziot mutatdé mikroRNS-t azonositottak,

melyek koziil 25 volt UC-ra specifikus [11]. Chen és mtsai. szteroid szenzitiv és
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rezisztens UC-s betegek mintait hasonlitottak dssze, a miR-195 expresszioja a szteroid
szenzitiv csoportban emelkedett volt [144].

Schaefer és mtsai. a biopszidkban kapott eredményekkel szemben csokkent miR-
21, -31 és -146a és emelkedett miR-19a, -101, -142-5p, -223, -375 és -494 expressziot
talaltak az UC-s szérum mintakban a kontroll csoporthoz képest [137]. A szérum

mikroRNS-eket IBD-ben a 2. tablazat foglalja 6ssze.

2. tablazat: Szérum mikroRNS (miR)-ek gyulladdsos bélbetegségekben
(IBD). (CD: Crohn-betegség, RT-PCR: valos idejii polimerdz lancreakcio,
UC: colitis ulcerosa, 1. magasabb exresszio, |: csékkent expresszio)

Mérési

Szerzé , Vizsgalati csoport MikroRNS
modszer
Iborra és miRNA array, miR-27a, -140-3p, -140-5p, -16 és -195 1;
mtsai, RT-PCR CD vs. kontroll MiR-877 |
Paraskevi miR-16, -23a, -29a, -106a, -107, -126, -
ésmisai. "1 TCR CD vs. kontroll 191, -199a-5p, -200c, -362-3p és -532-3p 1
Schaefer és  mMiRNA array, CD vs. kontroll miR-101 és -375 1; miR-21, -31, -146a és -
mtsai. RT-PCR ' 155 |
miR-19a, -101, -142-5p, -223, -375 és -494
UC vs. kontroll 1 miR-21, -31 és -146a |
Wu és RT-PCR CD vs. kontroll MiR-199a-5p, -362-3p, -340 és -532-3p 1;
mtsali. miR-149 |
aktiv CD vs. kontroll miR-199a-5p, -362-3p és -532-3p 1
aktiv CD vs. inaktiv CD ~ miR-340 és -149 1
miR-28-5p, -151-5p, -103-2, -199a-5p, -
UC vs. kontroll 340, -362-3p, -532-3p, -505 1
aktiv UC vs. kontroll miR-28-5p, -151-5p, -199a, és -340 1
Chen és szteroid rezisztenc UC .
mtsai. vs. szteoid szenzitiv UC  TIR-195 1

MikroRNS-ek gyermekkori IBD-ben

Az els6é gyermekkori IBD-ben végzett mikroRNS vizsgalatot Zahm és mitsai.
kozolték 2011-ben. 46 CD-s gyermek szérum mintajat hasonlitottak Ossze 32
egészséges kontrollal. A miR-16, -20a, -21, -30e, -106a, -195, -140, let-7b, -192, -484
¢és -93 szintje volt emelkedett CD-s gyermekekben a kontroll csoporthoz képest. Ezek
koziil a miR-16 és -484 igen jO szenzitivitasu és specificitasu biomarkernek bizonyult.
Terapia hatasara a miR-195 és -484 szintje lecsokkent, expresszidjuk azonban nem

korrelalt az aktivitasi indexszel [145]. Rectalis mintakban 21 mikroRNS-t azonositottak,
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amik eltérden expresszalddtak UC, vastagbél érintettségli CD és kontroll csoportban. A
miR-142-3p, miR-146a, miR-21 és let-7i szintje nétt, a miR-192, miR-194, miR-200b
és miR-375 szintje csokkent az UC-s biopszidkban, a miR-21 szintje nétt, mig a miR-
375 szintje csokkent expressziot mutatott CD-sekben a kontroll csoporthoz képest. A
fenti emlitett, eltéréen expresszalt mikroRNS-ek koziil gyermekkori IBD-ben a miR-21
és -142-3p mutatja a legnagyobb kiilonbséget a kontroll csoporthoz képest. A miR-24
eltérd szint mutatott az IBD altipusai kozott (szenzitivitas: 83,3%, specificitas: 85,7%),
igy a késébbiekben potencialis differencialdiagnosztikai marker lehet. A 21 rectalis
mintakban azonositott mikroRNS koézil 3 (miR-21, -142-3p és -192) szintje a
szérumban is magasabb expressziot mutatott, azonban ezek kozil egyik sem
kiilonbozott az IBD altipusai kozott [146]. A miR-124 és -4284 szintje csokkent
gyermekkori UC-ban [125, 147] (3. tablazat).

3. tablazat: Mikro-RNS-ek gyermekkori gyulladdsos bélbetegségekben
(IBD). (CD: Crohn-betegség, RT-PCR: valos idejii polimeraz lancreakcio,
UC: colitis ulcerosa, 1: magasabb exresszio, |: csokkent expresszio)

Mérési

Szerzo . Minta Vizsgalati csoport ~ MikroRNS
modszer
Zahm & miR-16, -20a, -21, -30e, -
mig;‘ ©s RT-PCR szérum CD vs. kontroll 1064, -195, -140, let-7b, -192,
' -484 és -93 1
Zahm és low densit miR-142-3p, -146a, -21 és let-
. y biopszia UC vs. kontroll 7i 1; miR-192, -194, -200b és
mtsai. array, RT-PCR 375 |
CD vs. kontroll miR-21 1; miR-375 |
CDvs. UC miR-24 |
Koukos és MIRNA array, biopszia UC vs. kontroll miR-124 és -4284 |

mtsai. RT-PCR
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2.2.4. MiR-146a, -155 és -122 szerepe IBD-ben

crer

kovetkez6kben azonban harom kiemelt fontossaga, IBD-ben eltéré expressziot mutato
mikroRNS-t emelek ki. A miR-146a, -155 és -122 szamos olyan célgént befolyasol,
melyek szerepet jatszanak a velesziiletett és a szerzett immunitas (gyulladdsos vélasz,
citokin produkcidé) regulécidjaban, ¢és igy szamos immunmedidlt korkép
patomechanizmusaban amelyeket az eldzOekben targyaltam. A célgének és azok

funkcidi az 5. abran lathatok.

IRAK1
TNF-a IRAK2
TRAF6 Citokin produkci6
TLR2 Leukocita migraci6, adhézio, aktivacio
TLR4 Protein-kinaz kaszkad
TNFo. Apoptozis
miR-146a IL6 Bakteriumokra/I.PS-re adott valasz
LPS «—— miR-155 ———> IL8 ————— Hegképzidés
miR-122 HIF1A Gyulladas
IFNG Immunfunkcio
SOCS1 Védekez6 funkcio
SELE Intracellularis jelatviteli utvonalak
STAT1 JAK-STAT utvonal
ICAM1
bl NOS2

5. dbra: A miR-146a, -155 és -122 szerepe. A miR-146a, -155 és -122
célgénjei szamos olyan biologiai folyamatot szabalyoznak, melyek szerepet
jatszanak a gyulladassal jaro betegségek patomechanizmusaban (LPS:
lipopoliszacharid, NF-«xB: Nuclear factor kappa B, IRAK1 és 2: interleukin-
1 receptor asszocialt kinaz-1 és -2, TRAF6: TNF receptor asszocialt faktor-
6, TLR?2 és 4: Toll-like receptor 2 és 4, TNFa: tumor nekrozis faktor-o, IL6
és 8: interleukin-6 és -8, HIFIA: hipoxia indukalt faktor I-a, IFNG:
interferon-y, SOCS1: citokin szignaling szupresszor 1, SELE: E-szelektin,
STATL: szignal transzducer és transzkripcios aktivator 1, ICAMI1:
intracelullaris adhézios molekula 1, NOS2: nitrit oxid szintaz?2)
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2.2.5. AmiR-146a, -155 és -122 szerepe a TNF-a jeldatviteli titvonalban

Szamos vizsgalat igazolta a legfoképp aktivalt T-sejtek altal termelt TNF-a
fokozott produkcidjat IBD-sek gyulladt nyalkahartyajaban [76-80]. A CD-ben jellemz6
Th1 citokin profil gyulladasos mediatorai koziill a TNF-a-nak kiemelkedd jelentésége
van. Indukalja az MHCII antigének expresszidjat, serkenti a pro-inflammatorikus
citokinek ¢és a sejtfelszini adhézids molekulak termelddését, tovabba antiapoptotikus
hatasi. A TNF-a IBD patomechanizmusaban betoltott kozponti szerepét a
konvencionalis terapiara nem reagald esetekben alkalmazott TNF-a gatlok terapias
hatékonysaga jelezi [35]. Szamos Vvizsgalat igazolta a miR-146a, -155 és -122 TNF-a
jelatviteli utvonalban betdltott szerepét (6. abra) [148-168].

A mir-146a kozvetleniil szabalyozza a TNFR1 és -2 utvonalon keresztiil aktivalodo
TNF halal ligand-ot (TRADD) és a TNF receptor asszocialt faktort (TRAF2) [161,
163]. A TRADD aktivalja a Fas-hoz ko6t6d6 halal ligandot (FADD) és a kaszpaz 3/8-at,
melyek részt vesznek az apoptdzis regulaldsdban. A FADD a miR-146a és -155, a
kaszpaz 3/8 ezeken kiviil a miR-122 direkt targetje [151, 153, 155, 158, 159, 161, 167,
169]. A TRAF2 indukalt MAPK jelatviteli ut apoptozishoz és gyulladasos citokinek
termeléséhez vezet. A MAPK utvonal részei a c-Jun N-terminalis kinaz (JNK) és az
aktivator protein 1 (AP-1), melyek célgénjeit a miR-146a, -155 és -122 is befolyasolja
[150, 151, 154, 157, 160, 164, 166, 168, 170]. Fontos tovabba megemliteni, hogy bar a
miR-146a és -155 kozvetleniil szabalyozza a TNF-a és az NF-kB utvonalat is, az nem
pontosan tisztazott, hogy a TNF-a milyen modon befolyasolja a miR-146a, -155 és -122

expressziojat.
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miR-146a =======- + TRADD TRAF2 <-—---- miR-146a
cIAPS MAPK RIP NIK
\ =

miR-146a 2 - miR-146a
miR-1ss T » FADD MEK4/7 MiR-153 IKK

miR-146a \ .

INK «~—— miR155 MAPK ; Sy g

MmiR-122 J miR-155
miR-146a miR-146a /
miR-155 ~ --=-- +» Kaszpaz 3/8 AP-1 <— miR-155 NF-xB *
miR-122 miR-122

APOPTOZIS

| GYULLADAS ES SEJTTULELES

6. abra.: A miR-146a, -155 és -122 szerepe a TNF-a jelatviteli utvonalban.
A TNF-a egy fontos pro-inflamamtorikus citokin, amelynek ismert az IBD
patomechanizmusdban betoltott kozponti szerepe. A miR-146a, -155 és-122
a TNF-a utvonal fontos szabalyozoi, amelyek képekes apoptozist, gyulladas
indukalni, regulaljak a sejttulélést. Az abran lathato adatok a MiRTarBase
adatbazis adatain alapulnak, kiegészitve a legfrissebb nemzetkozi
publikdiciokbol szarmazo informdciokkal. A szaggatott nyilak az erds
evidanciaju metodikakkal igazolt direkt targeteket (Luciferase assay, MiR-
mimic, MiR-inhibitor vizsgadlatok), a dupla vonalu nyilak a direkt és indirekt
targeteket jelzik. (TNF-a: tumor nekrozis faktor-o; TNFR1, 2: TNF receptor
1, 2; TRADD: TNF receptor l-es tipusdihoz asszocidalt haldl domain
protein; FADD: Fas-hoz asszociadlt halal domain;, TRAF2: TNF receptorhoz
asszocialt 2-es faktor; ClAPS: apoptozis cellularis inhibitora; MAP3K1:
mitogén-aktivalt protein kindz kindz kinaz 1; MEKK 4/7: mitogén-aktivalt
protein kindaz kindz kindz 4/7; INK: c-Jun N-termindlis kindz;, APL:
aktivator protein 1; RIP: Receptor-kolcsonhatas protein; NIK: NF-kB—
indukalo kindz; |IKK: NF-kB inhibitor kindz)
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2.2.4. MikroRNS-ek terdpids vonatkozdsai

A mikroRNS-ek terapias felhasznalasanak két f6 iranya: 1.. a mikroRNS
antagonistak, 2.: mimikrik hasznalata. Fiziologias koriilmények kozott a mikroRNS-ek
megnovekedett expresszidja csokkenti a célgének mennyiségét. Amennyiben a
célgénnek védoé funkcidja van, a mikroRNS ,overexpresszioja” miatt kialakulo
csokkend célgén mennyiséget mikroRNS antagonistakkal el6zhetjik meg. Ennek
ellenkezdje, ha egy mikroRNS alulexpresszalt, minek kovetkeztében a pro-
inflammatorikus célgén felszabadul a gatlas aldl, a gyulladasos folyamatok keriilnek
elétérbe. Ennek terapias megoldasa lehet a mikroRNS mimikrik alkalmazésa.

Jelenleg a miR-122 a legismertebb mikroRNS, antagonistaja fazis 11 vizsgalatban

crer

crer

replikaciojat. A miR-122 miikodésének gatlasan keresztiil az antiszenz oligonukleotid
Miravirsen® képes redukalni a virus szaporodasat, igy 0j, hatékony antiviralis terapias
szer lehet [171].

A mikroRNS-ek terapias felhasznalasat mas korképek kapcsan is vizsgaljak, a
miokardialis fibroblasztokra haté miR-21-et szivelégtelenségben [172], az onkomiR-
155 gatlasat lymphomaban tanulmanyozzak [173], illetve kiilonb6z6 tumorokban,
kardiovaszkularis-, metabolikus betegségekben, ateroszklerdzisban vizsgaljak a
potencialis terapias lehetéségeket [174, 175].

A mikroRNS terapias felhasznalasa esetén kiemelt jelentdségi a célhelyre juttatas
formaja mikrovezikulaban vagy nanopartikulumokban [173], valamint a sejt- és
szovetspecificitas [174].

Mindezek alapjan az IBD-ben ismerten diszregulalt mikroRNS-ek potencialis
terapias targetek lehetnek, a cél pedig kiilonb6z6 anti-inflammatorikus és anti-fibrotikus

készitmények fejlesztése.
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2.3. Szekvenalas torténete, fejlodése

A DNS szekvenalas és a bioinformatika fejlédése a ,,Human Microbiome Project”
(2007-2012) segitségével lehetévé tette az emberi test (bor, orr-szaj nyalkahartya,
gasztrointesztinalis  traktus, urogenitalis rendszer) mikrobialis Osszetételének
meghatarozasat. A kutatas kovetkez6 1épése az eddigi eredmények alapjan egy integralt
adatbazis létrehozasa a betegségekhez tarsuld, a mikrobiomban bekdvetkezo
valtozasokrol (2013-2015) [65, 66].

Az utdbbi években a szekvenalas metodikaja is jelentésen fejlodott. A teljes
human genom feltérképezése (,,Human Genome Project ) a hagyomanyos, automatizalt
Sanger-modszer segitségével 10 évet vett igénybe. Az automata fluoreszcens
szekvenalas kidolgozédsa és a szekvenatorok megjelenése gyorsitotta a hagyomanyos,
izotopos technikat igényld, lancterminacids Sanger-féle szekvenalast, mely négy kiilon
reakcioelegyet igényelt. Az automata fluoreszcens szekvendlds a Sanger-modszer
alapjan torténik egy reakcioelegyben. A modszer alapja a klasszikus polimeraz-
lancreakcid és a kapillaris gélelektroforézis. A méréshez sziikséges az egyszali DNS
(RNS esetén reverztranszkripcio segitségével allithato el6), az univerzalis primer, a
DNS-polimeraz, a hagyomanyos, illetve a modositott, kiillonbozé szinekkel jeldlt
nukleotidok. A lanchosszabbitas soran a mddositott nukleotidok véletlenszer(i
bekotdédése megallitia a komplementer DNS szal szintézisét (irreverzibilis
lancterminalas), ennek eredménye kiilonbozé hosszsagu, jelolt nukleotidot tartalmazo
DNS darabok 1étrejotte. Az igy kapott szakaszokat gélelektroforézis segitségével méret
alapjan szeparaljak. A kiilonb6z6 méretli termékekbe beépiild utolsé nukleotidot az
altala kibocsajtott fluoreszcens fény hullamhossza alapjan hatdrozzak meg (7. abra).

Mara az 0j-generacios szekvenalassal (next-generation sequencing: NGS) ez a
metodika nagysdgrendekkel gyorsabban, olcsébban képes elvégezni a feladatot. Az
NGS metodika a hagyomanyos Sanger-modszer alapelvén nyugszik, azonban elhagyja a
lasst kapillaris elektroforézist, ezaltal lehetdség nyilt tobb milli6 parhuzamosan futd
DNS-szal szekvendlasra. Az NGS technika szamos metodikat tartalmaz, tobbféleképpen
valosulhat meg a templat preparalas, szekvenalas, leképezés és adat elemzés is. A két fo
tipusa az amplifikalt (szekvenalas szintézissel vagy ligacidval) és az egy-molekulas

szekvenalas. A kereskedelmi forgalomban f6leg a Roche (piroszekvenalas), [lumina
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(reverzibilis termindcios szekvendlds szintézissel), Solid (ligalasos) és az Ion Torrent
(ion félvezetd) altal forgalmazott eszkozok terjedtek el. A kapott eredményeket a
nyilvanos adatbazisok ¢€s intenziv bioinformatikai analizis segitségével tudjuk elemezni.
Tovabba az eredmények értelmezését segiti a ,,fold change” (FC) érték hasznalata, ami

megadja, két génexpresszio valtozasat egységre vonatkoztatva [176].

p
e 1
| HH-}-H-I-{-H+H++H-I+0-J
_ ~ =
dITE — Kapillaris gélelektroforézis
dCTP (kiilinbdzo bazishosszi lincokat szeparalja)
dATP e
\_ dGTP Y,
‘e arr @ A
ddNTP TR . Lézer :
ddATP @
adGTP () )
o -

Bioinformatikai analizis, adatelemzés

7. abra: A Sanger-féle szekvendlds folyamatdbrdja. A szekvendlni kivant
kettos szalu DNS-t denaturaljak, majd a leolvasni kivant templat szalhoz
komplementer primereket (ANTP) pdrositanak. A lanchosszabbitas sordn a
modositott nukleotidok (ddNTP) véletlenszerii bekétodése megallitia a
komplementer DNS szal szintézisét. A DNS-lancok méret szerinti
elvalasztasa kapillaris gélelektroforézissel torténik.
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3. Célkitiizesek

A lokélis mikroRNS profil meghatarozasa €s annak tovabbi elemzése kozelebb
vihet az IBD patomechanizmusanak pontosabb megértéséhez, potencialis terapias
targetek és differencialdiagnosztikai markerek keriilhetnek elétérbe.

A mikroRNS-ek gyermekkori IBD-ben betoltott szerepével kapcesolatban azonban
jelenleg kevés adat all rendelkezésre, ezért munkacsoportunk mikroRNS vizsgalatokat
végzett IBD-s gyermekek biopszids mintain.

1/A.: Célul tiztik ki az IBD-s gyermekek fagyasztott biopszids mintaiban a
mikroRNS profil meghatarozasat 0j-generaciés szekvenalassal, majd valés ideji
polimeraz lancreakciéval (RT-PCR).

1/B.: Az érintett mikroRNS-ek és célgénjeik biologiai funkcidinak meghatarozasat
terveztiik.

2.. A Kklinikai gyakorlatban azonban a formalinban-fixalt, paraffinba agyazott
biopszids mintdk konnyebben elérheték, ezért kivalasztottunk harom mikroRNS-t,
melyek expressziojat megmértiik formalinban-fixalt, paraffinba agyazott és fagyasztott
biopsziakon egyarant, hogy megvizsgaljuk, vajon a konzervalas modja befolyasolja-e a
mikroRNS expresszio valtozasat.

3.: Korabbi tanulmanyokbdl ismert, hogy a TNF-a-indukalta jelatviteli utvonalat a
miR-146a, -155 és -122 szamos ponton befolyasolhatja. Tekintettel a TNF-o IBD-ben
betoltott kozponti szerepére, megvizsgaltam a miR-146a, -155 és -122 expresszidjara

kifejtett hatasat HT-29 colon epitél sejtekben.
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4, Modszerek

4.1. Betegek

A vizsgalatba bevont CD, UC és nem colitises kontroll gyermekek a Semmelweis
Egyetem 1. sz. Gyermekgyogyaszati Klinikan kezelt és gondozott betegek. A vizsgalatot
a Semmelweis Egyetem Egészségiigyi Tudomanyos Tanacsa engedélyezte (TUKEB
No.: 10408/2012).

A betegeket a Portoi kritériumoknak megfeleléen klinikai és a laboratoriumi
paraméterek, tovabba az endoszkopos, €s szdvettani vizsgalat alapjan diagnosztizaltuk.
A Dbetegség aktivitasit PCDAI és PUCAI aktivitasi indexekkel mértik. A vezetd
klinikai tlinetek a sulyvesztés, hasi fijdalom, hasmenés, véres széklet, anémia és
perianalis fisztulak voltak. A kontroll, nem-colitises biopsziak olyan gyermekekbdl
szarmaznak, akiknek diagnosztikus endoszkopos vizsgalatara véres széklet, kronikus
abdominalis fajdalom, sulyvesztés, polip, refluxbetegség, ill. Meckel-divertikulum
gyanuja miatt keriilt sor, de a nyalkahartya gyulladas fennallasat mind makroszkoposan,
mind mikroszkoposan kizartuk. Mintdink formalinban-fixalt, paraffinba agyazott ¢és
fagyasztott, -80°C-on tarolt colon biopsziak.

A mikroRNS profil meghatarozasahoz j-generacios szekvenalasra 4 terapia naiv
CD gyermek makroszkoposan koros és ép fagyasztott biopszias mintait (CD ép: n=4,
CD koros: n=4) kiildtiik el, mig kontrollként nem colitises gyermekek (n=4) mintai
szolgaltak (4. tablazat/A). Az U0j-generacios szekvenalas soran kapott mikroRNS-ek
kozil 18 mikroRNS-t nagyobb elemszamon vizsgaltunk, ,,fold change” értékiik, illetve
irodalmi adatok alapjan. A nagyobb elemszamon torténd validalast makroszkoposan ép
(CD ép: n=10) és koros (CD koros: n=15) CD, makroszképosan kéros UC (UC: n=10)
és kontroll (K: n=11) gyermekek mintain végeztiik (4. tablazat/B). A formalinban-
fixalt, paraffinba agyazott biopsziak makroszkoposan ép (CD ép: n=12) és koros (CD
kéros: n=12) CD-s és kontroll (K: n=16) gyermekek mintai. Osszehasonlitasként
fagyasztott biopszias mintdk makroszkdposan ép (CD ép: n=14) és koros (CD koros:
n=24) CD-s, makroszkoposan koéros UC-s (UC: n=10) és kontrollok (K: n=23) mintai

szolgaltak (5. tadblazat). A makroszkoposan ¢ép és koros biopszias mintak egyazon
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gyermektdl szarmaztak, illetve elemszdmnovelés céljabol tovabbi makroszkdposan

koros biopszidkat hasznaltunk fel.

4. tablazat.: Klinikai jellemzoi és laboratoriumi paraméterei a szekvendldasba (A)
és PCR validalasba (B) bevont csoportoknak. BMI: testtomegindex; CRP: C-
reaktiv protein; PCDAI: gyermekkori Crohn-betegség aktivitasi index; TVK:
teljes vaskotd kapacitdas; * p<0.05, *** p<0.001, **** p<0.0001 vs. Kontroll, #
p=<0.05vs. UC
$: a nem-gyulladt nyalkahartya mintik a gyulladt nydlkahartydju
gyermekektol szarmaznak (n=10).

f3: 5-ASA, szteroid és azatioprin terapiat kaptak

A Kontroll CD

n 4 4

Kor (év) 11,38+2,98 10,88+2,66

BMI (kg/m2) 18,66+1,9 16,98+1.23

PCDAI (PUCAI) - 18.75+2,98

Vas (umol/l) 10,75+2,5 4,25+1,25

TVK (umol/l) 62,5+2,99 46,5+5,19"

Albumin (g/l) 51,75+4,40 36,25+3,35"

Haemoglobin (g/l) 134,3+7,76 107,5+7,24"

Haematokrit (%) 0,39+0,02 0,35+0,02

Trombocita (Giga/l)  325,8+21,1 473+69,01

CRP (mg/l) 1,28+0,7 25,58+11,53"

Terapia - -

B Kontroll CcD*® uc

n 11 15 10

Kor (év) 5,18+0,99 12,841,26™" 11,45+1,77"
BMI (kg/m2) 17,22+1,27 16,82+0,9014 17,97+1,15
PCDAI/PUCAI - 29,543,457 # 42,5+4,43
Vas (umol/l) 15,6+2,04 3,73+1,04* 5,78+1,61™"
TVK (umol/l) 56,5+1,56 49,62+4,25 60,56+3,86
Albumin (g/1) 47,6+1,99 36,5+1,74™ 41,642,237
Haemoglobin (g/l) 124,7+1,63 101,845,52" 110,7+7,51
Haematokrit (%) 0,36+0,01 0,31+0,01" 0,33+0,02
Trombocita (Giga/l)  340,8+25,62 503+54,73" 422,1+44,07
CRP (mg/l) 1,33+0,64 50,63+22,31" 6,01+1,82
Terapia 0 18 18
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5. tablazat.: A formalinban fixdlt, paraffinba dgyazott (A) és a fagyasztott
(B) biopszids csoportok Klinikai jellemzdi és laboratoriumi paraméterei.
BMI: testtomegindex, CRP: C-reaktiv protein; PCDAI: gyermekkori Crohn-
betegség aktivitasi index; TVK: teljes vaskotd kapacitas; * p<0.05, ¥**<0.01,

pE** p<0.001, **** p<0.0001 vs. Kontroll, # p<0.05 vs. UC

$: a nem-gyulladt nydlkahdrtya mintak a gyulladt nydlkahartydju CD

gvermekektdl szarmaznak (n=14).

A Kontroll cpb®

n 16 12

Kor (év) 10,56+1,36 14,73+0,58*

BMI (kg/m2)  19,87+1,78 17,76+1,47

PCDAI . 33,89+5,27

Vas (umol/l) 17,23+1,415 10,15+2,33*

Albumin (g/l)  46,42+0,7732  40,32+1,53**

Trombocita 340,6+23,78  504,7+33,88***

(Gigall)

CRP (mg/l) 1,15+0,63 33,54+£9,02*

B Kontroll CDgyuIIadt CDép ucC

n 23 24 14 10
Kor (év) 8,57£1,00  12,92+1,13 12,86+1,6 11,8+1,75
BMI (kg/m2)  16,88+0,86 1628078  17,53:0,82  18,38+1,04
PCDAI/PUCAI - 26,2042,98%**  26,35+4,22%**  36,0044,00%**
Vas (Umol/l)  16,52+1,45  529+0,92%**  §57+],20%%* 5 70] 89***
Albumin (g/l)  46,39+0,56 38,35:1,28%**  30,86+£1,60%*  41,60+2,48
(Té?;“a?l‘)’c'ta 368,3£17,74 538,3437,79%* 513,8+52,46%  486,1+38,15
CRP(mg/l)  0,5167+0,17 40,89+15,32%  27,95:9,18  10,41=1,64
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4.2. Colon epitél sejtek TNF-o kezelése

A human colon epitél (HT-29) sejteket 10%-os borju savoval kiegészitett McCoy
taptalajon (1%-os penicillin és streptomycin) tenyésztettiik standard korilmények
kozott (37°C, 5% CO2/95%-0s levegd). A sejttenyészetet 10 ng/ml koncentracidju
rekombinans human TNF-a-val (R&D Systems, Minneapolis, MN) kezeltiikk 24 o6ran
keresztiil. A kontroll sejteket ugyanilyen koriilmények kozott, szintén 24 6raig kezeltiik

TNF-a mentes vehikulummal (foszfat alapt puffer, PBS).

4.3. RNS izolacio

A frissen fagyasztott colon mintak és a HT-29 sejtek RNS izolalasahoz Quick-RNA
Miniprep Isolation Kit-et (Zymo Research, Irvine, CA) hasznaltunk, RNS elualo
oszloppal és a gyarto altal biztositott DNase felhasznalasaval.

Formalinban-fixalt, paraffinba agyazott colon mintakbol, RNeasy minikit
segitségével (Qiagen, Diisseldorf, Germany) izolaltuk a teljes RNS-t. A DNS-t
enzimatikus emésztéssel tavolitottuk el DNase (Ambion, Life Sciences, Foster City,
CA, USA) felhasznalasaval. Végiil a koncentralt RNS-t RNeasy MinElute spin
oszlopokkal (Qiagen, Diisseldorf, Germany) elualtuk.

4.4. Uj-generacios szekvenalas

A cDNS konyvtar készités 1 ug teljes RNS alapjan tortént TruSeq Small RNA
Sample Preparation Kit segitségével (lllumina, San Diego, CA, USA). A
fragmentumok méret és molalitds szerinti eloszlasdhoz BioAnalyzer DNA1000 chip-et
hasznaltunk (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). A kis RNS konyvtar 10
nM-ra lett beallitva, majd a cluster képzés TruSeq SR Cluster kit v3-cBot-HS Kkit-el
tortént, cBot eszk6zon. 50 bp hosszu szekvenalas az UD-GenoMed Medical Genomic
Technologies Ltd. szolgaltaté altal (Debrecen, Hungary) Illumina HiScan SQ eszk6zon
(Illumina, San Diego, CA, USA) tortént.
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4.5. Reverz transzkripcio és valos ideji polimeraz lancreakcid

A mikroRNS-ek mérése soran az izolalt RNS-ekb6l a reverz transzkripcidt az
altalunk valasztott mikroRNS-ekre specifikus primerekkel (TagMan Assay, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit-tel
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) végeztiik a gyartd eldirasanak megfelelden. A
reverz transzkripcional 10 ng RNS-t hasznaltunk fel 7,5 uL 6ssztérfogatban. A mintak
egyedi relativ mikroRNS mennyiségét TagMan MicroRNA Assay (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) felhasznalasaval, RT-PCR-el mértik. Standardként U6-ot
alkalmaztunk (8. abra). Az altalunk vizsgalt mikroRNS-ek és a hozzajuk rendelt Assay
azonositokat a 6. tablazatban tiintettem fel.

Az mRNS-ek mérésekor a reverz transzkripci6 Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA) felhasznaldséaval tortént 20 uL
Ossztérfogatban. A TNF-oo mRNS mennyiséget LC480 SyberGreen Master Mix (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) és TNF-a specifikus primer (forward: 5> GGC TCC
AGG CGG TGC TTG TTCC 3, reverse: 5 TGG CCC GGC GGT TCA GC) (IDT,
Coralville, 1A) segitségével mértiikk. Referenciaként RPLPO mRNS (forward: 5° GGG
GGA ATG TGG GCT TTG TGTT 3’, reverse: 5 GGT GCC CCT GGA GAT TTT
AGT GGT 3’) mennyiséget mértiik. A felhasznalt primerek szekvenciajat a 7. tablazat
tartalmazza, a metodikat a 8. abran Osszegeztem. Az RT-PCR-ket LightCycler 480
(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) tipusu géppel végeztiik.

A relativ expressziot 2" 2“9 képlettel szamitottam Ki.
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6. tabldzat: Az daltalunk vizsgadlt mikroRNS-ek és a hozzdjuk rendelt Assay

azonositok (ID)
mMikroRNS Assay ID  mikroRNS  Assay ID  mikroRNS  Assay ID
miR-18a 002422 miR-122 002245 miR-150 000473
miR-20a 000580 miR-125a 002198 miR-155 002623
miR-21 000397 mir-126 002228 miR-185 002271
mir-31 002279 miR-141 000463 miR-204 000508
miR-99a 000435 | miR-142-3p | 000464 miR-221 000524
miR-99b 000436 miR-142-5p 002248 miR-223 002295
miR-100 000437 miR-146a 000468 U6 001973
7. tablazat: mRNS mérés sordn hasznalt primerek szekvencidja és
karakterisztikdaja
Gén Szekvencia Bekotési 1épés
beallitasai
TNF-a 5> GGC TCC AGG CGG TGC TTG TTCC 3’ 95°C 5~
(forward) 63°C 5
TNF-a 5’ TGG CCC GGC GGT TCA GC 3’ 72°C 77
(reverse) 87°C 17
RPLPO 5 GGG GGA ATG TGG GCTTTG TGTT 3’ 95°C 5~
(forward) 5000 57
RPLPO 5> GGT GCC CCT GGA GAT TTT AGT GGT 3* | 72°C 7~
(reverse)
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HT-29 colon epitél sejtek FF colon biopszia FFPE colon biopszia

Quick-RNA Miniprep Isolation kit Quick-RNA Miniprep Isolation kit
| Rneasy Minikit
RNS

mRNS: Maxima First Strand cDNA TagMan MicroRNA Reverse
Synthesis Kit Transcription kit
Primer: TNF-a mRNS Primerek: TagMan MicroRNA Assay
Standard: RPLP0 mRNS Standard: U6

cDNS
LC480 Syber Green Master Mix TagMan MicroRNA Assay

TagMan Universal PCR Master Mix

Real-time PCR

8. dbra: Az mRNS és a mikroRNS expresszio mérés: a formalinban-fixalt,
paraffinba agyazott (FFPE) (Rneasy Minikit), a frissen fagyasztott (FF)
biopszidkbol és az epitél sejtekbdl (Quick-RNA Miniprep Isolation Kit) teljes
RNS-t izolaltunk, majd a kapott RNS-t mikroRNS-ekre specifikus
primerekkel, illetve wuniverzalis primerrel complemeter (C)DNS-sé irtuk at.
A mintak egyedi mikroRNS és mRNS mennyiségét RT-PCR segitségével
hataroztuk meg.
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4.6. MikroRNS célgének keresése in silico, target predikcio

Az Uj-generacios szekvenalassal szignifikansnak talalt mikroRNS-ek potencialis
célgénjeit a MiRTarBase adatbazis segitségével hataroztuk meg, ezen belill is a
szigoruan kisérletes uton validalt (Western blot, reporter assay, stb.) célgéneket vettiik

figyelembe (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw) [177].

A nemzetkozileg elérhetd, nyilvanos ArrayExpress adatbazisbol kontroll, CD és
UC gyermekek biopszias mintainak RNAseq adatait elemeztiik: E-GEOD-57945 [178]
és GSE10616 [179]. Az uj-generacios szekvenalas soran kapott adatokat t-teszttel
hasonlitottuk Gssze, €s azokat a géneket vettiik figyelembe, amelyek ,,fold change”
értéke 1,5 feletti. Az igy kapott k6zos génhalmazt, az IBD-ben jellegzetes mikroRNS-
ek IBD-ben relevans célgénjeit tovabb elemeztiik. A kozds génhalmazon Gene
Ontology (GO) analizist végeztink a Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery (DAVID, https://david.ncifcrf.gov) [180, 181] segitségével.
Azokat a GO kategoriakat vettiik figyelembe, amelyek p értéke meghaladta a 0,05-t a
Benjamini-Hochberg modszer szerinti tobbszords korrekcios teszt alapjan. A kapott GO
kategoriakat tovabb szirtiik az evidencia kodjuk alapjan, azokat valasztottuk ki,
amelyek kisérletes uton igazoltak (Inferred from Direct Assay (IDA), Inferred from
Mutant Phenotype (IMP), Inferred from Expression Pattern (IEP)). A REVIGO
(http://revigo.irb.hr/) szoftver képes Osszefoglalni, egységesiteni, csoportba rendezni a
GO kategoriakat, egy algoritmus segitségével pedig a funkcionalis redundanciat
csokkenti a hasonlosagi mértékiik (Resink) alapjan [182]. Az igy kapott kapcsolatokat a
Cytoscape 3.2.1 szoftver segitségével abrazoltuk (www.cytoscape.org) [183]. A

folyamatot az 9. abran tiintettem fel.
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Szekvenalas Szekvenalas
mikroRNS E-GEOD-57945
GSE10616
MiRTarBase l l
Target gének < l > Gének

Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID)

l Enrichment analizis
Biologiai funkciok

9. dbra: A bioinformatikai analizis folyamata: Az uj-generdcios
szekvenalds eredményeként szignifikansan valtozo mikroRNS-ek célgénjeit
osszevetettiik CD-s és UC-S gyermekek biopszias mintdibol késziilt teljes
transzkriptom szekvendlas soran kapott génekkel. A kozos halmazon
,enrichment” analizist végeztiink, igy megkaptuk az IBD-ben érintett
mikroRNS-ek IBD szempontjabol relevins célgénjeinek biologiai funkcidjat.

4.7. Statisztika

A statisztikai analizishez GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
és MedCalc (MedCalc Software, Ostend, Belgium) statisztikai programot hasznaltam.
Az adatokat Mann-Whitney U-teszttel, Kruskal-Wallis, ANOVA ¢és Post-Hoc teszttel,
illetve Benjamin-Hochberg algoritmussal elemeztiik. A mikroRNS-ek expresszidjanak
szenzitivitasat €s specificitasat a biopszidkban ,,reciever operating characteristic” (ROC)
gorbe analizisével hataroztuk meg. A power analizis hatarértékei: I-es tipusu hiba: 0,05,
Il-es tipust hiba: 0,2. A cut-off értékeket Youden’s J (J) index hatarozta meg.
Szignifikans eltérésnek p<0,05 vettiik. Abraimon és a tabldzatban az atlag + az atlag

szorasat (SEM: Standard Error of the Mean) tiintettem fel.
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5. Eredmények

5.1. Crohn-beteg syermekek mikroRNS profilja Gj-generacios szekvenalassal

Uj-generacios szekvenalassal 170 eltéréen expresszalt mikroRNS-t azonositottunk
CD-s betegek mintaiban. Ezek koziil 148 eltért a makroszkoposan gyulladt CD-s
mintakban a makroszkoposan ép CD és kontroll mucosahoz képest. Ezen belil 114
mikroRNS diszreguldlt a gyulladt CD-s nyalkahartyaban a kontroll csoporthoz képest,
mig 99 diszregulalt az ép CD mintakhoz képest. Osszesen 61 mikroRNS mutatott eltérd
expressziot a makroszkoposan ép CD biopszidkban a kontroll csoporthoz képest, ezek
kozott 22 olyan mikroRNS-t azonositottunk, melyek csak ebben a csoportban mutattak

eltérd expressziot (8. tablazat).

8. tablazat: Az uj-generdcios szekvendlassal kapott mikroRNS-eK szama,
amelyek ,,fold change” értékei >1,5, vagy <-1,5 (FC: fold change)

CD koros vs. Kontroll CD ép vs. Kontroll CD kéros vs. CD ép

FC>15 55 45 23

FC<-15 59 16 66

5.2. Uj-seneracios szekvenalas validalasa kvantitativ polimeraz lancreakcioval

Az 10j-generacids szekvenalassal kapott mikroRNS-ek koziil 18-t valasztottunk ki
tovabbi, nagyobb elemszamon, RT-PCR-el végzett validalast kovetden. A kivalasztasi
kritérium, hogy a CD csoportban a kontrollhoz képest a ,,fold change” érték >1,5, vagy
<-1,5 legyen. Az uj-generacios szekvenalas alapjan kivalasztott mikroRNS-ek és azok
,»fold change” értékeit a 9. tablazatban tlintetem fel, mig a validalas eredményei a 10-12.

abrakon lathatok.
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Q. tablazat: A szekvendlas alapjan kivalaszott mikroRNS-ek ,,fold change”

értékei
CD gyulladt vs. Kontroll CD ép vs. Kontroll

miR-18a 3,275 3,675
miR-20a -1,941 1,113
miR-21 1,928 2,140
mir-31 6,295 2,999
miR-99a 3,209 -

miR-99b 2,558 1,908
miR-100 4,905 2,385
miR-125a 1,999 2,226
mir-126 2,141 2,397
miR-141 -3,012 1,530
miR-142-3p 3,450 2,194
miR-142-5p 3,450 2,194
miR-146a 2,028 1,984
miR-150 2,605 1,095
miR-185 2,267 1,860
miR-204 -4,662 -1,597
miR-221 2,798 2,661
miR-223 5,310 2,842

5.3. Makroszkoposan gyulladt CD-s régiok mikroRNS mintazata RT-PCR-el

A miR-18a, -21, -31, -99a, -99b, -100, -125a, -126, -142-5p, -146, -150, -185 és -
223 expresszidja emelkedett a CD-s gyermekek gyulladt mucosajaban a kontroll
csoporthoz képest. A miR-141 és a -204 szintje csokkent a CD-s gyermekek gyulladt
régiodiban a makroszkoposan ép és a kontroll csoporthoz képest. A miR-142-3p szintje
emelkedett a gyulladt régiokbol szarmazo biopszidkban a makroszkoposan ép CD-S

biopszidkhoz képest.
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5.4. Makroszkoposan ép CD-s régiok mikroRNS mintazata RT-PCR-el

A miR-18a, -20a, -21, -31, -99a, -99b, -100, -125a, -126, -142-5p, -146, -185, -204,
-221 és -223 expresszidja emelkedett a makroszkoposan ép CD-s biopszias mintakban a
kontroll csoporthoz képest, koziiliikk a miR-20a, -204 és -221 csak ebben a csoportban
mutatott eltérést a kontroll csoporthoz képest, a makroszkoéposan koros biopsziakban
nem. A miR-142-3p expresszidja csokkent a CD-s gyermekek ép nyalkahartyajaban a
kontroll csoporthoz képest.

5.5. Makroszképosan koros UC-s régiok mikroRNS mintazata RT-PCR-el

A miR-18a, -21, -31, -99a, -99b, -125a. -126, -142-5p, -146 és -223 expresszidja
emelkedett az UC-s csoportban a kontroll csoporthoz képest, koziilikk a miR-31, -125a, -
146a és -223 expresszidja a CD csoportokhoz képest is emelkedett. A miR-141 és -204
szintje csOkkent a gyulladt CD ¢és UC nyalkahartydban a makroszkdposan ¢ép
nyalkahartya (CD ép és kontroll) mintdkhoz képest.

5.6. A validalt mikroRNS-ek célgénjei

Az altalunk validalt 18 mikroRNS koziil 14-nek van olyan célgénje, amely a
gyermekkori CD biopsziak transzkriptom szekvenalas eredményeivel atfedést mutat
(13. abra). A célgének egyik felének (TLR2, -4, STATL, IL6, ICAM1) ismert, masik
felének: prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2), SOCS3, E-szelektin (SELE),
early growth response 2 (EGR2), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), cAMP
responsive element binding (CREB5), NOTCH3) maig ismeretlen az IBD

patomechanizmusaban betdltott funkciodja.
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miR-18a/UG relativ expresszio

miR-21/U6 relativ expresszié

miR-99a/U6 relativ expresszio
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10. dabra: A miR-18a, -20a, -21, -31, -99a és -99b expresszioja CD, UC és
kontroll vastagbél biopszidkban: A miR-18a, -21, -31, -99a és -99b szintje
emelkedett IBD-s betegek mintdiban a makroszkopos képtdl fiiggetleniil a
kontroll csoporthoz képest. A miR-31 az UC-s csoportban a CD-s mintdkhoz
képest is emelkedett expressziot mutat. A miR-20a expresszioja emelkedett a
makroszkoposan ép  teriiletekrél  szarmazo  biopszidkban a  kontroll
csoporthoz képest, valamint a gyulladt nydlkahdrtyaju CD és UC
csoportokhoz képest. (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****:
p<0,0001 vs. K; #: p<0,05; ##: p<0,01 vs. CD ¢p, $: p<0,05 vs. CD koros)
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miR-100/UG6 relativ expresszio

miR-126/U6 relativ expresszio

miR-142-3p/U6 relativ expresszio
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11. dbra: A miR-100, -125a, -126, -141, -142-3p és -142-5p expresszidja
CD, UC és kontroll vastagbél biopsziakban: A miR-100, -125a, -126 és -
142-5p expresszioja emelkedett CD gyermekek biopszidas mintdiban a
makroszkopos képtol fiiggetleniil a kontroll csoporthoz képest. A miR-125a,
-126 és -142-5p szintje ezen feliil az UC-s mintikban is emelkedett a
kontroll csoporthoz képest. A miR-141 az IBD altipusatol fiiggetleniil
alacsonyabb expressziot mutat a gyulladt nyalkahartyaban az ép
nydlkahartyihoz (ép CD és kontroll) képest. A miR-142-3p szintje
emelkedett a makroszkoposan koros CD-s biopsziakban az ép CD
biopsziakhoz képest. A koros UC-s biopszidkban csokkent a miR-142-3p
expresszioja a gyulladt CD és kontroll csoportokhoz képest. (*: p<0,05; **:
p<0,01 vs. K; #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001 vs. CD ép; $: p<0,05;
$8: p<0,01 vs. CD koros)
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miR-146/UG relativ expresszio

miR-185/U6 relativ expresszio

miR-221/U6 relativ expresszio
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12. dabra: A miR-146a, -150, -185, -204, -221 és -223 szintje CD, UC és
kontroll vastagbél biopszidkban. A miR-146a, -185 és -223 szintje
emelkedett I1BD-s betegek biopszidjiban a kontroll csoporthoz képest a
makroszkopos képtdl fiiggetleniil. A miR-146a és -223 szintje az UC-s
csoportban a CD-s biopszidkhoz képest is emelkedett expressziot mutatott. A
MiR-150-nek emelkedett az expresszioja a gyulladt CD-s mintakban, a miR-
204 és -221 szintje az ép biopszidkban emelkedett a kontroll csoporthoz
képest. A miR-204 szintje csékkent expressziot mutat a gyulladt CD és UC
biopszidkban. (*: p<0,05; **: p<0,01, ***: p<0,001 vs. K; #: p<0,05; ##:
p<0,01; ###: p<0,001 vs. CD ép, $: p<0,05 vs. CD koros)
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5.7. A ROC analizis eredménye

A ROC analizisek eredményeként 4 mikroRNS mutatott megfeleld statisztikai
erosséget. A makroszkoposan gyulladt CD ¢és UC csoport kozott a miR-142-3p
expresszido AUC értéke 0,888 (p<0,01), az optimalis cut-off értéknél a szenzitivitas
77,78%, a specificitas pedig 90,31% (J=0,69) (14. abra/A). A miR-146a esetén a
gyulladt régidok 0Osszehasonlitdsanal 0,838 (p<0,01) AUC értéket kapunk, 80%-0S
szenzitivitassal és 76,92% specificitassal (14. dbra/B).

A makroszkoposan ép CD ¢és kontroll csoport kozott a miR-185 expresszio AUC
értéke 0,81 (p<0,05). Az optimalis cut-off értéknél a szenzitivitas 62,5%, 100%-0S
specificitassal (J=0,63) (14. abra/C). Ugyanezen csoportok Osszehasonlitasanal a miR-

223 expresszid AUC értéke 1 (p<0,001), 100%-os szenzitivitassal és specificitassal (14.
abra/D).

A miR-142-3p B miR-146a
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14. dbra: A miR-142-3p, -146a, -185 és -223 ,reciever operating
characteristic” ROC analizisének eredménye.
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5.8. A mikroRNS-ek bioldgiai folvamatokban betoltott szerepének vizsgalata

A szekvenalassal igazolt, IBD-ben relevans mikroRNS-ek altal szabalyozott
célgéneket Osszehasonlitottuk nyilvanos adatbazisbol elérheté CD-s gyermekek
biopszidibol késziilt teljes transzkriptom szekvenaldssal kapott IBD-ben relevans
génekkel. Az igy kapott kdzos génhalmazt felannotaltuk biologiai funkciok szerint (GO
term-ek). A transzkriptom szekvenalas (E-GEOD-57945) és a mikroRNS szekvenalas
célgénjei alapjan 126 gént vizsgaltunk tovabb. Az ,.enrichment” analizis 248 GO term
kategoriat eredményezett, melyeket tovabbi 50 csoportba soroltunk az evidencia kdédok
alapjan (IDA, IMP, IEP). A csoportok 12 fé kategériaba oszthatok (15. abra). A
legjelentdsebb csoportok: az apoptozis szabalyozasa, a hegképzddésre adott valasz, a
baktériumok elleni védekezés, a sejtmigarcid ¢és -adhézid, az értjdonképzddés, a
génexpresszio szabalyozasa, valamint a sejt-sejt jelatviteli utak szabalyozasa.

A validalt mikroRNS-eknek 64 célgénje mutatott atfedést a gyermekkori CD-S
biopsziakbol késziilt teljes transzkriptom szekvenalas génlistajaval. Az ,.enrichment”
analizis eredményeként 192 GO kategoriat kaptunk, melyeket 11 fécsoportba osztottunk
tovabbi elemzéssel (16. 4bra).

A colitis ulcerosas gyermekek biopsziaibdl késziilt transzkriptom szekvenalassal
(GSE10616) 4 gén mutatott atfedést (ABCG2, PHLPP2, ABCB1, RHOU) az altalunk
vizsgalt mikroRNS-ekkel (miR-20a, -126, -141, -142 és -223).
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15. dbra. Az uj-generdcios szekvendldssal sziknifikans eltérést mutato
mikroRNS-ek CD-ben relevans célgénjeinek biologiai funkcidja. Az j-
generdcios szekvenaldssal Szignifikans eltérést mutaté mikroRNS-ek daltal
szabdlyozott  célgének és CD-S biopszidas mintik transzkriptom
szekvenaldssal kapott kozdos géneket gén ontoldgiai (GO) csoportokba
annotaltuk, majd a redundanciat megsziintetve ezeket tovabbi
algoritmusok segitségével focsoportokra osztottuk. A 248 GO kategoria
leredukdlasa utan 12 fécsoportot, azokon beliil 50 alcsoportot kaptunk.
Ezekben 126 gén dltal szabalyozott biologiai ut jelenik meg, melyek koziil
a kiserletes koriilmények kozott igazolt utakat vettiik figyelembe. A
focsoportok mérete aranyos az alcsoportok szamaval. Legjelentosebbek a
gén expresszio reguldcioja, az immunvdlasz, az érujdonképzodés, a
sejtadhézio és -migracio, az apoptotikus folyamatok, a hegesedés, a
baktérium alkotokra adott valasz, a sejtproliferacio negativ regulacioja,
a sejtaktivacio, a gyogyszerek altal kivaltott valasz és a sejt-sejt jelatviteli
utvonalak.
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16. dabra: A validalasra kivdlasztott mikroRNS-ek CD-ben relevins
célgénjeinek biologiai funkcidja. Az uj-generdcios szekvendldssal
kapott, validalasra kivailasztott mikroRNS-eK dltal szabdlyozott célgének
és CD-s biopszias mintak transzkriptom szekvendlassal kapott kozés
géneket gén ontologiai (GO) csoportokba annotaltuk, majd a
redundanciat megsziintetve ezeket tovdabbi algoritmusok segitségével
tovabbi focsoportokra osztottuk. A 192 GO kategoria leredukalasa utdan
11 f6 csoportot kaptunk, melyeknek 43 alcsoportja van. Ezekben 64 gén
dltal szabalyozott biologiai ut jelenik meg. Azokat a biologiai utakat
vettiik figyelembe, amelyeket kisérletes koriilmények kozott igazoltak. A
focsoportok mérete aranyos az alcsoportok szamaval. Legjelentosebbek a
sejtproliferacio szabalyozdsa, az apoptozis folyamatinak reguldlasa, a
sejtaktivacio, a sejt migracio, a hegesedés, az integrin szabdlyozta
sejtadhézio, az érujdonképzodeés, az immunvdalasz, a baktériumokra adott
reakcio és a qyogyszerekre adott valasz.
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5.9. A miR-146a expresszioja CD-s, UC-s és kontroll syermekek biopszias
mintaiban

A formalinban-fixalt paraffinba agyazott biopszidkban a miR-146a szintje
magasabb a makroszkoposan kéros CD-S mintdkban a makroszkoposan ép és kontroll
csoporthoz képest (CD koros vs. K: p<0,001, CD koros vs. CD ép: p<0,05). Hasonlo
tendencia lathatd a fagyasztott biopszias mintak esetén is, ahol a gyulladt
nyalkahartyaban CD-s és UC-s betegek miR-146a expresszidja magasabb a kontroll
csoporthoz képest (CD koros vs. K: p<0,05, UC vs. K: p<0,001). A fagyasztott mintak
esetében nem volt kiilonbség az ép és a koros biopsziak kozott (17. abra). Egyik
konzervaldsi mod esetén sem volt kiilonbség az ép és a kontroll csoport miR-146a

expresszidja kozott.

>
=~

e Fekek

miR-146a/U6 relativ expresszié
miR-146a/U6 relativ expresszio

LT 1

Kontroll CD ép CD Kkéros Kontroll CD ép CD kéros UC koéros

17. abra: A miR-146a expresszidja formalinban fixdlt, paraffinba-
dagyazott (A) és fagyasztott (B) CD-s, UC-s és kontroll biopszids
mintdkban. A MiR-146a expresszidja szignifikansan megnévekedett CD
gvermekek biopszidiban a makroszkoposan ép és kontroll csoportokhoz
képest a paraffinba fixalt, formalinba agyazott mintak esetén. Fagyasztott
biopszias mintakban a gyulladt teriiletekrol szarmazo biopszidkban a
MiR-146a expresszioja az IBD altipusatol fiiggetleniil megnovekedett a
kontroll csoporthoz képest. (*: p<0,05; ***:p<0,001 vs. Kontroll,
#:p<0,05 vs. CDép)
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5.10. A miR-155 expresszioja CD-s, UC-s és kontroll syermekek biopszias
mintaiban

A formalinban-fixalt, paraffinba agyazott biopszidkban a miR-155 expresszioja
emelkedett a makroszkoposan gyulladt CD-s biopszidkban a makroszkoposan ép és
kontroll biopszidkhoz képest (CD koros vs. K: p<0,001, CD kéros vs. CD ép: p<0,05),
az ¢ép ¢és kontroll csoport kozott nem volt kiilonbség. Hasonld tendencia lathatoé a
fagyasztott biopszias mintak esetén is, a miR-155 expresszidja emelkedett a gyulladt
CD-s biopsziak esetén kontroll csoporthoz képest (CD koéros vs. K: p<0,05),
ugyanakkor az ép €s kontroll csoport kozott ezen konzervalasi metodika esetében sem
volt kiilonbség. Az UC-s biopsziakban emelkedett miR-155 expressziét mértiink a
kontroll csoporthoz képest (UC vs. K: p<0,05), UC és CD kozott azonban nem volt
statisztikailag szignifikans kiilonbség (18. 4bra).
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Hkk
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Kontroll CD ép CD kéros Kontroll CD ép CD kéros UC koros

miR-155/U6 relativ expresszio
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18. abra A miR-155 expresszioja formalinban fixdlt, paraffinba-
dagyazott (A) és fagyasztott (B) CD-s, UC-s és kontroll biopszids
mintdkban. A mMiR-155 expresszidja szignifikansan megnovekedett CD
gvermekek biopszidgiban a makroszkoposan ép CD-S és kontroll
csoportokhoz képest a paraffinba fixalt, formalinba agyazott mintak
esetén. Fagyasztott biopszidas mintakban a gyulladt teriiletekrol szarmazo
biopsziakban a miR-155 expresszioja az IBD altipusatol fiiggetleniil
magasabb a kontroll csoporthoz képest. (*: p<0,05; ***:p<0,001 vs.
Kontroll, #:p<0,05 vs. CDép)
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5.11. A miR-122 expresszioja CD-s, UC-s és kontroll syermekek biopszias
mintaiban

A formalinban-fixalt, paraffinba agyazott biopsziak esetén a miR-122
expresszidja magasabb volt a CD gyermekek makroszkdposan €p biopszias mintaiban a
kontroll csoporthoz képest (CD ép vs. K: p<0,05). Ugyanez a tendencia lathaté a
fagyasztott biopsziak esetén is, ahol a miR-122 expresszidja a CD-s betegek ép
nyalkahartyajaban magasabb az UC-s csoporthoz képest is (CD ép vs. K: p<0,01, CD ép
vs. UC: p<0,05). Nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség a gyulladt CD-s, UC-s
¢s kontroll csoport kozott (19. abra).

A B
5 8-
e i =%
N N
§ 4 i 3 $
=N = 6
z z
z 34 2
= =
2 2
o 24 ©
2 =
] - R 2
& &
E £ | |
0 0

Kontroll CD ép CD kéros Kontroll CD ép CD kéros  UC kéros

19. dbra: A miR-122 expresszioja formalinban fixdlt, paraffinba-
agyazott (A) és fagyasztott (B) CD-s, UC-s és kontroll biopszids
mintdkban. A mMiR-122 expresszioja emelkedett a makroszkoposan ép
CD-s biopsziakban a kontroll csoporthoz képest a formalinban fixalt,
paraffinba-agyazott mintikban. A fagyasztott mintikban a miR-122
expresszioja magasabb a  makroszképosan  ép  mintikban a
makroszkoposan koros UC-S és kontroll csoporthoz képest. (*: p<0,05;
**:p<0,01 vs. Kontroll, $: p<0,05 vs. UC)
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5.12. A miR-146a, -155 és -122 szabalyozasi rendszere

A miR-146a, -155 és -122 a MirTarBase adatai és korabbi CD-s gyermekek

biopsziaibol végzett teljes transzkriptom szekvenalas (E-GEOD-57945) adatai alapjan

16, CD szempontjabol is relevans direkt célgént regulal. Az ,.enrichment” analizis

alapjan ezek a célgének 18 GO kategoridba sorolhatok. A legtobb célgén altal

szabalyozott folyamat az intracelullaris kaszkad, az immun- és védekezd rendszer, a

gyulladasos folyamatok, az apoptézis és a hegképzddés regulalasahoz kotheté (20.

abra).
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20. abra: A miR-146a, -155 és -122 és gyermekkori CD szempontjdabol
relevins célgénjeik szabdalyozdsa alatt dllo biologiai folyamatok. A 3
mikroRNS 16 CD szempontjabdl relevans célgénnel rendelkezik, amelyek
18 GO csoportba sorolhatok.
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5.13. A TNF-a expresszio CD-s, UC-s és kontroll gyermekek vastagbél biopszias
mintaiban

Ahogy kordbban mar igazoltak, a TNF-a mRNS expresszioja emelkedett a CD-s
¢s UC-s biopsziakban a kontroll csoporthoz képest (CD, UC vs. K: p<0,05). A CD-s és
UC-s mintak TNF-a mRNS expresszioja kozott nem volt kiilonbség (21. abra/A).

5.14. A TNF-a hatasa a miR-146a, -155 és -122 expressziora HT-29 epitél sejteken

HT-29 colon epitél sejtek rekombinans TNF-a kezelése megnovelte a miR-146a
¢és -155 (TNF-a vs. K: p<0,01) expresszidjat (21. abra/B, C), azonban nem befolyasolta
a miR-122 szintjét (21. abra/D).
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21. abra: TNF-a szintje CD-s, UC-s és kontroll biopszidkban (A),
valamint a TNF-a kezelés hatisa a miR-146a (B), -155(C) és -122 (D)
expressziora HT-29 colon epitél sejtekben. A TNF-o expresszio
emelkedett a CD-s és UC-S biopszidkban a kontroll csoporthoz képest.
HT-29 colon epitél sejtekben TNF-a kezelés hatasdara emelkedett a miR-
146a és -155 expresszioja. (*: p<0,05; **:p<0,01 vs. Kontroll)
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6. Megbeszélés

Az IBD az esetek 15-25%-a gyermekkorban kezdédik, ilyenkor szamolhatunk az
¢lethosszig tartd megbetegedés sulyos kovetkezményeivel [3, 5-7]. A gyermekkori IBD
sulyosabb lefolyast mutat, gyorsabb progresszidju és kiterjedtebb bélérintettséget
eredményez, mint a felnéttkorban induld betegség. Gyermekkori megbetegedés kapcsan
a novekedés elmaradasa, a rosszabb csontslirliség, és a kés6i pubertas a legfontosabb
kovetkezmények. Eppen ezért kiemelt jelentéségii a korai kezdetii, gyermekkori IBD
kialakulasat elésegit6 tényezok azonositasa [19, 184].

A multifaktorialis eredeti IBD pontos patomechanizmusa maig sem tisztazott. A
genetikailag fogékony egyénekben kornyezetei tényezok hatasara a bélnyalkahartya
immunsejtjeil korosan aktivalodnak, igy egy ellendrizetlen gyulladdsos folyamat indul
be. A genetikai faktorok szerepével csak részben magyarazhatdé az IBD patogenezise,
éppen ezért felmertiilt a kornyezeti tényezok lehetséges szerepe. Azonban tudjuk, hogy
kora gyermekkorban a genetikai tényezOknek nagyobb szerepe van, mint a kornyezeti
faktoroknak [185]. Eppen ezért az utobbi években elétérbe keriiltek az epigenetikai
kutatasok, melyek eredményei 6sszek6td kapcesot jelenthetnek a genetika és a kornyezeti
tényezok IBD-ben betoltott szerepe kozott.

Az epigenetika targykorén beliil az utdbbi években egyre tobb kozlemény
foglalkozik a mikroRNS-ek finomszabalyoz6 szerepével. Ezek a roévid, nem kodolod
szakaszok transzkripcids és poszttranszkripcids szabalyozo szerepet toltenek be, az
MRNS-ek 3’ nem-kddolo regidjahoz kotdédve befolyasoljak a fehérjeszintézist [11, 12,
36, 186].

Az els6 vizsgalatot, ami felnéttkori IBD-ben vizsgalja a mikroRNS-eket 2008-ban
kozolték [81]. Az elmult évtizedben szamos vizsgalati eredményt publikaltak a feln6tt
IBD-sek szérum és colon biopszids mintak mikroRNS mintazatanak feltérképezésével
kapcsolatban, azonban a mikroRNS-ek gyermekkori IBD-ben betoltott szerepével igen
kevés kutatas foglalkozik. Ennek fényében munkacsoportunk célul tizte ki a
gyermekkori IBD lokalis mikroRNS mintazatanak vizsgalatat 1j-generacios
szekvenalassal és RT-PCR-el (1), illetve a relevans mikroRNS-ek célgénjeinek tovabbi
vizsgalatat bioinformatikai moddszerekkel (2), mely kozelebb vihet a korkép

kialakulasanak pontosabb megértéséhez. Tekintettel arra, hogy a gyakorlatban a
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formalinban-fixalt, paraffinba agyazott biopsziak elérhetébbek a fagyasztott mintakhoz
képest, igy kovetkez6 1épésben megvizsgaltam, hogy a konzervalas modja befolyasolja-
e a mikroRNS expresszid valtozasat (3). Korabbi tanulmanyokbdl ismert, hogy a TNF-
a-indukélta jelatviteli utvonalat a miR-146a, -155 ¢és -122 szadmos ponton
befolyasolhatja. Tekintettel a TNF-a IBD-ben betoltott kdzponti szerepére, elemeztem a
miR-146a, -155 és -122 expresszidjara kifejtett hatasat HT-29 colon epitél sejtekben (4).

(1) MikroRNS mintdzat meghatdrozasa gyermekkori IBD-ben

El6szor uj-generacios szekvenalassal CD-s gyermekek colon biopszias mintainak
mikroRNS profiljat hataroztuk meg, igy 170, a kontroll csoporttdl eltéréen expresszalt
mikroRNS-t azonositottunk. A gyulladt CD-s nyalkahartyaban 148 mikroRNS
expresszidja kiillonbozott az ép (makroszkoposan ép CD-S és kontroll) mucosatol. A
CD-s gyermekek makroszkoposan ép biopsziakban 22 mikroRNS expresszidja mutatott
eltérést a kontroll csoporthoz képest. Az 0j-generacios szekvenalas eredményeibdl ,,fold
change” érték alapjan 18 mikroRNS-t valasztottunk ki validalasra, melyet nagyobb
elemszamon, UC-s gyermekek biopszids mintdinak bevonasaval, valés-idejii polimeraz
lancreakcioval végeztiink.

Osszehasonlitottam a validalds eredményeit az IBD szubtipusai szempontjabol. A
miR-31, -125a és -146a expresszidja emelkedett, mig a miR-142-3p expresszidja
csokkent az UC-s gyermekek gyulladt mucosdjaban a makroszkoposan koros CD-S
gyermekek vastagbél nyalkahartyajahoz képest. A miR-100, -150 és -185 expresszidja a
CD-s mintakban nétt, mig az UC-s gyermekek mintadiban nem mutatott szignifikans
valtozast a kontroll csoporthoz képest. Tovabba a ROC analizis alapjan a miR-142-3p
77,78%-0s szenzitivitassal és 90,31%-os specificitdssal, mig a miR-146a 80%-0s
szenzitivitassal és 76,92%-0s specificitassal képes elkiiloniteni a két korkép kozott. A
miR-31, -100, -125a, -142-3p, -146a, -150, -185 és -223 CD specifikus markerek
lehetnek, amik segithetnek a gyermekkori CD és UC differencialasaban. Mindezek
jelentdségét az adja, hogy pancolitis esetén sokszor nehézségekbe litkdzik a CD és UC
egymastol torténd differencialasa. Gyermekkori UC-ban az esetek 55-75%-a kezdddik
extenziv colitissel [26, 184, 187], tovabba szamos pancolitises esetrél szamol be az

irodalom CD-s gyermekek esetén [188]. A hazai gyermekkori IBD regiszter adatai
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alapjan (Hungarian Pediatric IBD Registry Group, HUPIR) CD-sek kb. 4-6 %-nal
jelentkezik pancolitis, terminalis ileum érintettség ¢és granulomak nélkiil, mely
megneheziti a diagnodzis felallitasat. Mindezeknek terapias konzekvencidja van, mivel
egy UC-s gyermek pancolitise esetén szoba jon a colectomia, mig CD diagndzisanal
igyeksziink a miitétet elkeriilni. Eppen ezért kiilonosen fontos CD és UC elkiilonitését
segitd biomarkerek azonositasa.

A miR-18a, -20a, -31, -100, -185, -204, -221 ¢és -223 expresszidja emelkedett CD-
s gyermekek ép biopszias mintaiban a kontroll csoporthoz képest, mely segitheti az ép
CD nyalkahartyat elkiiloniteni az egészségestél. A ROC analizis alapjan a miR-185
62,5%-0s szenzitivitassal és 100%-os specificitassal, mig a miR-223 100%-0s
szenzitivitassal €és specificitassal képes kiilonbséget tenni a makroszkoposan ép CD és
kontroll nyalkahartya kozott. A CD diagnozisa nehezitett izolalt ilealis érintettség
esetén, amikor az also és felsé GI traktus ép, a gasztro-colonoszkopian nem latunk
eltérést, a terminalis ileumba vald bejutas nehézségbe iitkozik technikai okbol. Eppen
ezért fontos lenne olyan biomarkerek azonositdsa, amely ép colon nyéalkahartya esetén is
képes meghatarozni a CD diagnoézisat. Izolalt ilealis érintettség 0,4-7%-ban fordulhat
elé gyermekkori CD-ben [3, 26, 189]. Tovabba az EUROKIDS regiszter alapjan az
izolalt terminalis ileum érintettség (+ limitalt coecum érintettség) a gyermekek 16%-ban
fordul el6 [190]. Amennyiben a terminalis ileum intubacidja nem jar sikerrel, ezekben
az esetekben a diagnozis feldllitdsdhoz kapszulds endoszkopia, vagy altatdsban
végezhetd0 MR vizsgalat sziikséges [191]. Gyermekkorban kiterjedtebb vékonybél
érintettség van, melynek szamos kovetkezménye van: felszivodasi zavarok, novekedési
elmaradas, csontdenzitas csokkenés, elmaradott nemi fejlédés [192].

2011-ben Zahm és mtsai. kozolték az elsé eredményeket, melyben L2
lokalizacioja CD-s, UC-s és kontroll gyermekek rectum biopszidinak és szérumanak
mikroRNS  mintazatat vizsgaltak [145, 146]. Méréseinket Osszehasonlitva
elmondhatjuk, hogy hasonléan a rectumban kapott eredményekhez a miR-21, -126 és -
142-3p szintje emelkedett gyermekkori CD-ben, a miR-21, -126, -146a és -223 a
gyermekkori UC-ban emelkedett a kontroll csoporthoz képest. Mindezek arra
utalhatnak, hogy az emelkedett miR-21 és -126 szintje az IBD altipusatdl és a biopszia
helyétdl fiiggetlen. Zahm és Koukos mtsai. szérumban is végeztek méréseket. A

szérumban kapott eredményeket dsszevetve a sajat eredményeinkkel a miR-20a és -21
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szintje egyarant emelkedett CD-s biopszidkban. Ezen feliil a szekvenalasi adatainkat
Osszehasonlitva Zahm és Koukus adataival a miR-30, -192, -200b, -224, -424 és let-7a
szintje diszregulalt a vizsgalt populacionkban, ugyanakkor a miR-124 eltérd
expresszidjat UC-ban mi nem igazoltuk [125, 145-147]. A korabbi vizsgalatokkal valo
Osszevetés kiilonbségei a felhasznalt mintdk (szérum, biopszia), a biopszidk helye
(colon, rectum), a betegség altipusa, lokalizaciotdl, illetve a korabbi kezelésekbdl
adddhatnak. Mintdink jelentéségét az adja, hogy terapia naiv gyermekek biopszias
mintait hasznaltuk fel, tehat a mikroRNS-mintazatot az alkalmazott immunmodulans,
immunmodulator és gyulladascsokkentd kezelés nem befolyasolta, vagyis adataink
unikalis moédon a kezdeti epigenetikai folyamatokat a korabbi vizsgélatokhoz képest
jobban karakterizalja.

A felnétt adatokkal is Osszevetve az eredményeinket szintén szdmos hasonldsagot
¢és kiilonbséget kapunk. Fasseu és mtsai. emelkedett miR-21, -31, -126 és -146a
expressziot igazoltak CD-s betegek gyulladt és nem gyulladt biopsziaibol [138].
Ugyanakkor a miR-185 a CD-s mintakban mutat emelkedett expressziot, mig UC-ban
nem. Eredményeinkkel ellentétben a miR-150 a gyulladt és a nem gyulladt felnétt CD-
sek biopszidiban egyarant emelkedett expresszidt mutatott, mig a miR-223 szintje az €ép
CD régidkban volt emelkedett, a gyulladtban nem a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva.
Ugyanakkor a felndtt adatokkal egyezden a miR-150 és -223 alkalmas lehet a CD és UC
differencidlésra, hiszen mind a gyermek, mind a feln6tt adatokban kiilonbség van CD és
UC biopsziak expresszidjaban egymashoz képest [138].

Mindezek a kiilonbséget segithetik felfedni a felndtt és gyermekkori IBD
patomechanizmusanak kiilonbségeit. Az itt emlitett mikroRNS-ek, amelyek eltéréen
expresszalddnak gyermek és feln6tt IBD-s mintakban egyarant a kontroll csoporthoz
képest, szamos gyulladasos folyamatban ismert a szerepiik. Tovabba az is ismert, hogy
a gyulladas fennallasanak ideje ndveli a tumoros atalakulds valdsziniiségét [193].
Hasonldan a gyermekkori IBD-s biopsziakban mért eredményeinkhez eltéré miR-21, -
31, -150, -146a és -223 expressziot igazoltak colorectdlis karcinoma miatt operalt
betegek tumoros szovetében a kontroll csoporthoz képest. A miR-21, -31, -150 és -223
emelkedett expresszidjat igazoltak a tumoros szovetben, ezeket a mikroRNS-eket
onkomikroRNS-eknek tartjuk. Ezekkel ellentétben a miR-146a szintje csokkent a

tumoros szovetben, mig CD-s biopszidkban emelkedett a szintje, ez a mikroRNS tumor
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szupresszorként ismert [193-195]. Tekintettel arra, hogy a malignus atalakulas rizikoja a
kronikus gyulladas idejével aranyos, fontos, hogy a gyermekkori IBD-ben a tumoros
atalakulas megitélésére prognosztikai faktort talaljunk, illetve olyan markereket
azonositsunk amelyek képesek non-invaziv médon megitélni a tumoros atalakulas
jelenlétét [196].

Ezen feliil a miR-223 szintje jol korrelalt a CD és UC aktivitasaval, illetve a CD
és UC-re jellemz6 laboratoriumi paraméterek valtozasaval. A szérum miR-223 szintje a
betegség aktivitassal jobban korrelalt, mint az eritrocita szedimentacids hanyados, vagy
a hs-CRP. A szérum miR-223 szint egy potencialis biomarker lehet, amely segithet a

korkép monitorizalasaban [197].

(2) Gyermekkori IBD-ben relevans mikroRNS-ek célgénjeinek funkcionalis

analizise

Munkank soran a szekvenalassal kapott, IBD-ben érintett mikroRNS-ek célgénjeit
Osszevetettiik a nemzetkozi adatbazisbol elérhetd, IBD-s gyermekek biopszids mintaibol
késziilt teljes transzkriptom szekvenalassal kapott génekkel, igy szamos, IBD-ben
iIsmerten szerepet jatszo gén keriilt eltérbe - alatamasztva a mikroRNS-ek jelentGségeét.
Az igy kapott IBD-ben relevans génlistahoz biologiai funkciokat rendeltiink, melyek
kozil kiemelt jelentdségli a gyulladdsos folyamatok, a fibrézis, a mikrobiom, az
apoptozis és az angiogenezis szabalyozasa (10. tablazat).

A legtobb mikroRNS-ekhez kothetd gén részt vesz az eldbb emlitett

crer

crer

gének tobbségének IBD-ben betdltott szerepe ismert, kiilonb6z6 citokinek (TNF, IFNy,
IL-1b, IL6, IL8), matrix-metalloproteinazok (MMP7), adhézidés molekulak (ICAM1),
transzkripcios faktorok (HIF-1A, FOXP3, HBEGF, SOX2, STATL1), kemokinek (CCL3,
CR1, CXCL2), novekedési faktorok (CTGF, FGF7) keriiltek elotérbe [82, 198-203];
azonban kisebb résziik (CEBPB, ESR1, BDNF) az IBD patomechanizmusaban beto6ltott
funkcioja eddig ismeretlen. Ezen gének szerepét a bélrendszerben mar vizsgaljak, igy

IBD-ben tovabbi vizsgaltok targyat képezhetik.
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10. tablazat: A validdlds sordn vizsgadlt mikroRNS-ek biolégiai folyamatai

Biolégiai funkcio MikroRNS

Apoptozis folyamatdnak oo 190 51 1464 1254 -126, -204, -221, -223

regulalasa

iill‘(iréum(’kra adott miR-21, -31, -125a, -126. -146a, -221, -223

b donkéngbds miR-18a, -20a, -21, -31, -99a, -100, -125a, -126, -146a,
) p -150, -204, -221. -223

Gyogyszerekre adott MiR-20a, -21, -126, -146a, -204, -221, -223

valasz

Hesesedis miR-18a, -20a, -21. -31, -99a, -126, -146a, -150, -204,
& 221, -223

Immunvalasz miR-21, -31, -125a, -1464a, -221, -223

Integrin szabalyozta miR-21, -31, -100, -126, 146a, -221

sejtadhézio

Sejt migracio miR-18a, 20a, -21. -31, -125a, -146a, -221, -223

Sejt szignaling miR-20a, -21, -126, -204, -221, -223

Sejtaktivécio miR-21, -31, -126, -146a, -204, -221, -223

Sejtproliferacio miR-20a, -21, -31, -125a, -126, -146a, -204. -221. -223

szabalyozasa

Tobb olyan altalunk vizsgalt mikroRNS célgént talaltunk amelyeknek szerepe van a
fibrozisban. Felnétt és gyermekkorban egyarant fontos szerepe van a gasztrointesztinalis
traktust érintd fibrozisnak IBD-ben [201]. Az IBD-sek nagy része szamos miitéten esik
at ¢lete soran, melynek legfontosabb oka a striktira képzddés, kovetkezményes
ileusszal. A fibrozis egy komplex mechanizmus, amelyet a gyulladasos folyamatok,
immunsejtek indukalnak és a miofibroblasztok altal indukalt kollagén képz6déssel és
lerakodassal jar [201, 204]. A bioinformatikai analizisiink eredményeként szamos
fibrozisban és hegképzddésben szerepet jatszo gént sikeriilt azonositanunk, melyeket az
altalunk vizsgalt IBD-ben relevans mikroRNS-ek szabalyoznak, mint példaul a
kollagének, a CTGF, az FGF, a RHOB, az IL1, az IL6, a CCL3 és az IFNG [201, 204-
208].

Ismert a mikrobiom IBD patomechanizmusaban betoltott szerepe is. Szamos olyan
IBD-ben relevans gén keriilt eldtérbe, melyek szerepe ismert a baktériumokra adott
valaszreakcioban (TLR2, -4, IRAK1) és sejtadhézioban (SELE, ICAM1) [75, 209, 210].

Az apoptozis szintén kulcseleme az IBD patomechanizmusanak. Megné az epitél

sejtek ,turnover”-e, ami hozzajarul a bél barrier funkcidjanak karosodasahoz.
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Bioinformatikai elemzésiinkkel szamos apoptdzisban, epitél sejt ,,turnoverben” szerepet
jatszo gént igazoltunk (FOS, FSL, FOSB). A gyulladasos sejtek (limfocitak,
granulocitdk) ellendllnak az apoptotikus stimulusnak, nekrézis irdnyaba toljak el a
folyamatokat, igy szovetkarosodashoz vezetnek. A nekrozis, a nyalkahartya
kontrollalatlan sejtpusztulasa hozzajarul az IBD-re jellemz6 fekélyképzodéshez [211].
A vizsgélatunkban szdmos mikroRNS célgént azonositottunk, amelyeknek szerepe
van az angiogenezisben (HIF1A, IL1B, IL6, ICAM1, MMP13, SELE, SERPINEI) és
IBD-ben kutatott [198, 199, 203, 212]. Az intesztinalis mikrovaszkulatira megvaltozasa
fontos az IBD kialakulasaban. Az endotélium regulalja a gyulladasos sejtek toborzasat,
a gyulladasos mediatorok (VEGF, IL17 és TNF-a) termelését [199]. Ebben az
Osszefliggésben érthetd, hogy a GO term osztidlyok kozott szamos kapcsolodik az
érajdonképzddéshez, érrendszer fejléddéséhez, kollagén metabolizmushoz.
Megvizsgaltuk az UC-s mucosaban eltéréen expresszalt mikroRNS-ek célgénjeit,
melyeket Osszevetettink UC-s gyermekek colon biopszias mintaibol késziilt gén
szekvenalasi adatokkal. Az UC-s betegek adatait elemezve 5 mikroRNS-t (miR-20a, -
126, -141, -142 és -223) és azok UC-ban relevans célgénjeit (ABCG2, ABCBL,
PHLPP2, RHOU) kaptuk eredményiil. Az ABCG2 és ABCBI1 gének kiaramlasi
transzport fehérjéket kodolnak, fontos szerepet jatszanak az intesztinalis barrier kiilsd
stimulusoktol, példaul gyogyszerekt6l vald védelmében. Ezek a transzport proteinek
felel6sek a gyogyszerek elleni rezisztencia kialakulasaban. Aktiv IBD-sekben mindkét
transzporter expresszidja csokkent [213, 214]. A miR-142, -181 és -223 expresszidja,
melyek direkt targetjei ezeknek a transzportereknek, vizsgalatunkban emelkedett szintet
mutattak [215-217]. A masik fontos mikroRNS-célgén kapcsolat UC esetén a miR-20 és
-141 a PHLPP2 foszfatazhoz vald direkt kotddése, mely fontos szerepet tolt be a
gyulladéds indukaélta epitelidlis sejt apoptdzis és tumor ndvekedés szuppresszidjaban
[218-220]. A PHLPP2 foszfataz véd a DSS indukalta colitis esetén, ugyanakkor
csokkent szintjét talaltak a DSS-el kezelt egerek és IBD-s betegek colon mucosajaban,

ami Osszefiiggést mutat az emelkedett AKT szinttel [219].
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(3) Konzervdldasi modszerek dsszehasonlitasa

A Klinikai gyakorlatban a formalinban-fixalt, paraffinba agyazott biopszias mintak
konnyebben elérhet6k. Megvizsgaltam, hogy a konzervalas modja befolyasolja-e a
mikroRNS expressziot. A miR-146a, -155 és -122 expresszioja a formalinban-fixalt,
paraffinba 4gyazott biopsziakban és a fagyasztott mintdkban hasonloképp valtozott.
Eredményeink alapjan elmondhatdé, hogy mindkét konzervalasi moddal is

meghatarozhat6 a mikroRNS mintazat.

(4) TNF-a hatasa a miR-146a, -155 és -122 expressziojara

A pro-inflammatorikus hatasi TNF-a citokin kiemelkedé jelentdségii az 1BD
patomechanizmusaban. A felnott betegekben tapasztalt fokozott TNF-a expresszidhoz
hasonléan munkacsoportunk igazolta a TNF-a emelkedett szintjét gyermekkori CD és
UC-s betegek nyalkahartyajaban is [221]. A gyulladt mucosaban felszaporodo T-sejtek
altal termelt TNF-a szamos IBD-ben fontos jelatviteli utvonalat befolyasol, melyek
koziil az egyik legjelentésebb az NF-kB-medialt szignalizaciés ut. Az NF-«xB
a). A TNF-o mas citokinekkel egyiitt felelds az immunsejtek toborzasaért és
aktivaciojaért, valamint az epitelialis barrier funkcidjanak karosodasaért. A TNF-a
szerteagazd hatdsai magyarazatot adhatnak az anti-TNF-a terapia hatékonysagara a
hagyomanyos terapiara nem reagald esetekben is, melyek végiil a klinikai remisszio
elérése mellett a mucosa gyogyulasahoz vezetnek [77].

Korabbi tanulmanyokbdl ismert, hogy a TNF-a-indukalta jelatviteli Gtvonalat a
miR-146a, -155 és -122 szamos ponton befolyasolhatja [149, 151, 161, 163, 169, 221],
azonban nem pontosan tisztazott, hogy a TNF-o milyen modon befolyasolja ezen
mikroRNS-ek expressziojat, ezért célul tiiztem ki ennek vizsgalatat. Eredményiil azt
kaptam, hogy colon epitél sejtekben a miR-146a és -155 expresszidja megnovekedett
rekombinans TNF-a kezelés hatdsdra, mig a miR-122 expresszidja nem valtozott.
Mindezek az eredmények tovabb igazoljak a TNF-a és a miR-146a és -155 szerepét az

IBD patomechanizmusaban. Jelenleg egy felndtt vizsgalat van, amely a mikroRNS
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expressziot elemzi anti-TNF-a terapia hatasara szérumban, azonban jelenleg nincs olyan
kutatas, amely a TNF-a elleni kezelés lokalis hatasat vizsgalna [222].

Az immunrendszer miitkodésében a mikroRNS-ek fontos szerepet toltenek be, igy
szamos immunmedialt korkép patomechanizmusaban elemezték jelentOségiiket. Tobb
vizsgalat igazolta a mikroRNS-ek szerepét felnétt IBD-s mintakban, ugyanakkor
ezeknek a mikroRNS-eknek a pontos szerepe nem tisztazott. Vizsgalataink igazoltak
expresszidja valtozik a CD-s és UC-s gyermekek colon nyalkahartyajaban. Ez a
megfigyelés alatdmasztja  ezen  mikroRNS-ek  jelentOségét az IBD
patomechanizmusaban. Munkam egyik fontos gyakorlati jelentéségét az adja, hogy a
Klinikai gyakorlatban konnyebben elérheté formalinban-fixalt, paraffinba agyazott
biopszias mintdk mikroRNS expresszidja hasonld volt a fagyasztott mintakéval, vagyis
a konzervalas modja nem befolyasolta a mikroRNS expressziot. Tovabba bizonyitottam,
hogy az IBD-ben kulcsfontossagi TNF-a befolyasolja a miR-146a és -155

expresszidjat, mely a TNF-a egy eddig ismeretlen hatasat tarta fel.
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7. Kovetkeztetések
Vizsgalataink alapjan az alabbi 1j megallapitasokat tehetjiik:

1. Uj-generaciés szekvenalassal CD gyermekek biopszids mintaiban 170 eltéréen
expresszaldddo mikroRNS-t azonositottunk a kontroll csoporthoz képest, melyek
koziil 22 mikroRNS a makroszkoposan ép CD és kontroll biopszidk kozott is
eltérést mutatott.

2. A miR-31, -100, -125a, -142-3p, -146a, -150, -185 és -223 CD specifikus
markerek lehetnek, amelyek segithetik a gyermekkori CD ¢és UC
differencidlasat.

3. A miR-18a, -20a, -31, -100, -185, -204, -221 és -223 expresszidja emelkedett
CD-s gyermekek ép biopszias mintaiban a kontroll csoporthoz képest, mely
segitheti a makroszkoposan ép nyalkahartya differencialasat.

4. A kapott eredményeinket Osszevetve a nemzetkozi irodalomban megtalalhatd
kutatasok alapjan elmondhatom, hogy a gyermek és felndttkori IBD szdmos
hasonlosagot és kiilonbséget mutat. Mindezek az eltérések segithetik felfedni a
felndtt és gyermekkori IBD patomechanizmuséanak az eltéréseit.

5. Az Uj-generécids szekvendlassal kapott mikroRNS mintazat célgénjeit tovabb
elemezve azt kaptuk, hogy a mikroRNS-ek altal befolyasolt gének és azok
biologiai funkcioi kiemelt jelentGségliek a gyulladasos folyamatokban, a
fibrozisban, az apoptozis és az angiogenezis szabalyozasaban, valamint az adott,
szituativ mikrobiom kialakitdsdban. Mindezek a bioldgiai folyamatok részt
vesznek az IBD patomechanizmusaban, igy tovabb ndvelve a mikroRNS-ek
szabalyoz6 funkcidjanak jelentdségét.

6. A konzervalas modja (paraffin vagy fagyasztott minta) nem befolydsolta az
altalunk vizsgalt mikroRNS-ek expressziojanak a mértékét (miR-146a, -155 €s -
122).

7. Az IBD-ben kulcsfontossagt pro-inflammatorikus hatasa TNF-a
noveli a miR-146a és -155 expressziojat, mely a TNF-a egy eddig ismeretlen

hatasat tarta fel.
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8. Osszefoglalds

Az utébbi évek tudomanyos kdzleményei sorra szamolnak be a legujabb, rovid,
nem-kodoldé RNS-ekkel, mikroRNS-ekkel kapcsolatos eredményekr6l, melyek uj
kutatdsi célpontok a gyulladdsos bélbetegségek (IBD) patomechanizmusanak
vizsgalataban. Jelenleg azonban gyermekkori IBD-ben csupan kisszamu vizsgalat
foglalkozik a témaval. Tekintettel arra, hogy az IBD diagnodzisa, progresszidjanak
meghatarozasa sok esetben nehézségekbe iitkozik gyermekkorban, sziikség van 1j
biomarkerek felderitésére. IBD patomechanizmusaban kdzponti szerepet tolt be a tumor
nekrozis faktor (TNF)-a, azonban a TNF-a immunvéalaszban szerepet jatszo mikroRNS-
ekre gyakorolt hatasa nem pontosan tisztazott.

Célul tiztem ki IBD-s gyermekek biopszias mintainak mikroRNS profil
meghatarozasat 0j-generacios szekvenalassal, majd valos idejii polimeraz lancreakcidval
(RT-PCR). Ezt kovetden az érintett mikroRNS-ek célgénjeinek és azok bioldgiai
funkcidinak meghatarozasat végeztik el. Megvizsgaltam tovabba a TNF-a és az
immunvalaszban fontos szerepet betolté mikroRNS-ek (miR-146a, -155 és -122)
mennyiségét gyermekkori CD-ben és UC-ban, valamint a TNF-a hatasat ezen
mikroRNS-ekre colon epitél sejtvonalon.

Munkam soran meghataroztuk a CD-s gyermekek colon biopszids mintainak
mikroRNS mintazatat, ami kozelebb vihet a korkép patomechanizmusanak pontosabb
megértéséhez, a miR-18a, -20a, -31, -100, -125a, -142-3p, -146a, -150, -185, -204, -221
és -223 potencialis diagnosztikai marker lehet a jovében. A gyermekkori 1BD-ben
relevans génlistdt tovabb elemeztiik, biologiai funkcidkat rendeltiink hozzajuk. A
legfontosabb gyermekkori IBD-hez kothetd funkcidos csoportok a  gyulladasos
folyamatok, a fibrozis és az angiogenezis szabalyozasa.

Mindezek az eredmények tovabb ndvelik az altalunk vizsgalt mikroRNS-ek
jelentéségét a gyermekkori IBD patomechanizmuséaban, ezaltal potencialis terapias

targetek és differencidl diagnosztikai markerek keriilhetnek el6térbe.
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9. Summary

Non-coding small RNAs, called microRNAs (miRs) came recently into focus as
promising novel research targets offering new insights into the pathogenesis of
inflammatory bowel diseases (IBD), however only a limited number of studies has
analyzed the connection between pediatric IBD and miR expression. Since the diagnosis
of IBD is often challenging, there is a need to determine new disease biomarkers.
Moreover evidences suggest the central role of tumor necrosis factor (TNF)-a in the
pathomechanism of IBD, however, its effect on immune-related microRNAS is less
known.

The aim of the present study was to characterize a pediatric IBD (pIBD) miR
profile, that serves as potential Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) specific
diagnostic pattern. My next aim was to further analyze the related target genes and their
biological functions of miRs to reveal their complex role in the pathomechanism of
IBD. Furthermore, | proposed the comparative investigation of the expression of TNF-a.
and immune response-related miRs (miR-146a, -155 and -122) in children with CD and
UC. The expressions of miR-146a, -155, and -122 were also determined in TNF-o—
treated HT-29 colonic epithelial cells.

We demonstrated a pIBD characteristic microRNA pattern by next-generation
sequencing and RT-PCR that could facilitate deeper understanding of the
pathomechanism of pIBD and miR-18a, -20a, -31, -100, -125a, -142-3p, -146a, -150, -
185, -204, -221 és -223 may serve as a diagnostic tool in the future. The target gene
screening, annotation, and enrichment analysis of microRNAs identified pIBD-related
functional groups and processes including inflammation, fibrosis and angiogenesis.

Thus providing further evidence for the specificity of the miR profile and
underlining the potential importance of these regulatory elements in the
pathomechanism of pIBD, they could serve as potential differencialdiagnostic markers

and therapeutic targets.
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