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Bevezetés

A gyulladasos bélbetegségek (inflammatory bowel disease, IBD) két
f6 formaja a Crohn-betegség (CD) és a colitis ulcerosa (UC). Az IBD
multifaktorialis korkép, kialakulasaban genetikai, epigenetikai,
immunologiai és kornyezeti tényezok egyarant szerepet jatszanak,
azonban pontos oka maig sem tisztazott. Az IBD 15-30%-ban
gyermekkorban kezddédik. A koraibb betegség induldas hosszabb
betegség lefolyast jelent és igy varhatdan tobb a komplikacio.

A proinflammatorikus hatasi TNF-a citokin kiemelkedé jelentGségi
az IBD patomechanizmusaban. A gyulladt mukézaban felszaporodd
T-sejtek 4ltal termelt TNF-o szdmos IBD-ben fontos jelétviteli
utvonalat befolyasol, melyek koziil az egyik legjelentdsebb az NF-
kB-medialt szignalizacios ut. Az NF- kB aktivacidja szamos IBD-
TNF-a). A TNF-a mas citokinekkel egyiitt felelds az immunsejtek
toborzasaért ¢és aktivacidjaért, valamint az epitelidlis barrier
funkcidjanak karosodasat is befolyasolja. A TNF-o ezen hatasai
magyarazatot adhatnak az anti-TNF-o terdpia hatékonysagara az
olyan hagyomdnyos terdpiara nem reagald esetekben is, melyek
végiil a klinikai remisszid elérése mellett a mukédza gyogyulasahoz
vezetnek.

Az utobbi években el6térbe keriiltek az epigenetikai kutatasok, ezen
beliil a mikroRNS-ek (miR), melyek eredményei 6sszekotd kapcesot
jelenthetnek a genetika és a kornyezeti tényez6k IBD-ben betoltott
szerepe kozott. A mikroRNS-ek rovid, 19-24 nukleotidbol allo,
kétszala RNS-ek, melyek poszttranszkripcios szinten szabalyozzak a
génexpresszidt. Felndttekben végzett vizsgalatok hivtak fel a
mikroRNS-ekszerepére a figyelmet IBD-ben, azonban a gyermekkori
betegségkezdettel kapcsolatban még kisszamu vizsgalat van.
Tovabba a gyermekkori IBD szempontjabdl relevans mikroRNS-ek
célgénjeit tovabbelemezve, funkcionalis analizist végezve, kdzelebb
keriilhetink a  korkép  patomechanizmusédnak  pontosabb
megértéséhez.



Ceélkituzések

IBD-s gyermekek biopszias mintaiban a mikroRNS profil

meghatarozasa

2.. A gyermekkori IBD-ben érintett mikroRNS-ek ¢és célgénjeik
bioldgiai funkcidinak feltérképezése

3. A miR-146a, -155 és -122 expresszidjanak Osszehasonlitasa
formalinban-fixalt, paraffinba agyazott és fagyasztott biopszidkon
egyarant, hogy megvizsgaljuk, vajon a konzervalas modja
befolyasolja-e a mikroRNS expresszid valtozasat

4.: A TNF-a hatasa a miR-146a, -155 és -122 expressziojara HT-29

colon epitél sejtekben

=



Moédszerek

Betegek

A betegeket a Portoi kritériumoknak megfelelden klinikai és a
labororatériumi paraméterek, tovabba az endoszkopos, €s szdvettani
vizsgélat alapjan diagnosztizaltuk. A betegség aktivitasat PCDAI és
PUCALI aktivitasi indexekkel mértiikk. A vezetd klinikai tiinetek a
sulyvesztés, hasi fajdalom, hasmenés, véres széklet, anémia és
periandlis fisztuldk voltak. A kontroll, nem-colitises biopszidk olyan
gyermekekbdl szarmaznak, akiknek diagnosztikus endoszkopos
vizsgalatara véres széklet, kronikus abdomindlis fajdalom,
sulyvesztés, polip, refluxbetegség, ill. Meckel-divertikulum gyanuja
miatt keriilt sor, de a nyalkahartya gyulladas fennallasdt mind
makroszképosan, mind mikroszkoposan kizartuk. Mintdink
formalinban-fixalt, paraffinba agyazott és fagyasztott, -80°C-on
tarolt colon biopszidk.

A mikroRNS profil meghatarozasahoz uj-generacids szekvenalasra 4
terapia naiv CD gyermek makroszkoposan koros és ép fagyasztott
biopszias mintait (CD ép: n=4, CD koéros: n=4) kiildtiik el, mig
kontrollként nem colitises gyermekek (n=4) mintai szolgaltak. Az 1j-
generacidos szekvendlds sordn kapott mikroRNS-ek koziil 18
mikroRNS-t nagyobb elemszamon vizsgaltunk, ,fold change”
értékiik (> | 1,5 | ), illetve irodalmi adatok alapjan. A nagyobb
elemszamon torténd validalast makroszkoposan ép (CD ép: n=10) és
kéros (CD koros: n=15) CD, makroszkoposan koros UC (UC: n=10)
és kontroll (K: n=11) gyermekek mintain végeztiik (a nem-gyulladt
nyalkahartya mintdk a gyulladt nyalkahartyaja gyermekektdl
szarmaznak).

A formalinban-fixalt, paraffinba agyazott biopsziak makroszkoposan
ép (CD ¢ép: n=12) és koros (CD koros: n=12) CD-s és kontroll (K:
n=16) gyermekek mintai. Osszehasonlitasként fagyasztott biopszias
mintak makroszkoposan ép (CD ép: n=14) és koros (CD koros:
n=24) CD-s, makroszkoposan koéros UC-s (UC: n=10) és kontrollok
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(K: n=23) mintai szolgaltak. A makroszkdéposan ép és koros
biopszids mintdk egyazon gyermektdl szarmaztak, illetve
elemszamnovelés  céljabol  tovabbi  makroszkoposan  koros
biopszidkat hasznaltunk fel.

Colon epitél sejtek TNF-o. kezelése

A human colon epitél (HT-29) sejteket 10%-os borji savoval
kiegészitett McCoy téaptalajon (1%-0s penicillin és streptomycin)
tenyésztettiik standard koriilmények kozott (37°C, 5% CO2/95%-0s
human TNF-o-val (R&D Systems, Minneapolis, MN) kezeltiik 24
oran keresztiil. A kontroll sejteket ugyanilyen koriilmények kozott,
szintén 24 oraig kezeltik TNF-o mentes vehikulummal (foszfat
alapt puffer, PBS).

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 elualé oszloppal és a gyartd altal
biztositott DNase felhasznélasaval.

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.

CDNS dtiras és uj-generdcios szekvenalds

A cDNS konyvtar készités 1 ug teljes RNS alapjan tortént TruSeq
Small RNA Sample Preparation Kit segitségével (Illumina, San



Diego, CA, USA). A fragmentumok méret és molalitds szerinti
eloszlasahoz 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 kit-el tortént, cBot eszkdzon. 50 bp hosszl szekvenalas az
UD-GenoMed Medical Genomic Technologies Ltd. szolgaltato altal
(Debrecen, Hungary) Illumina HiScan SQ eszkdzon (Illumina, San
Diego, CA, USA) tortént.

Reverz transzkripcio és valos idejii polimeraz lancreakcio

A mikroRNS-ek mérése soran az izolalt RNS-ekbdl a reverz
transzkripciot 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) végeztilk a gyartd eldirasanak
megfelelden. A mintdk egyedi relativ mikroRNS mennyiségét
TagMan MicroRNA Assay (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
felhasznalasaval, RT-PCR-el mértik. Standardként U6-ot
alkalmaztunk. Az mMRNS-ek mérésekor a reverz transzkripcio
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA) felhasznalasaval tortént 20 ul
ossztérfogatban. A TNF-o mRNS mennyiséget LC480 SyberGreen
Master Mix (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) és TNF-a
specifikus primer (IDT, Coralville, IA) segitségével mértiik.
Referenciaként RPLPO mRNS mennyiséget mértilk. Az RT-PCR-ket
LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) tipusu
géppel végeztiik.

MikroRNS célgének keresése in silico, target predikcio

Az uj-generacios szekvenaldssal szignifikansnak talalt mikroRNS-ek
potencialis célgénjeit a MiRTarBase adatbazis segitségével



hatdroztuk meg, ezen beliil is a szigortian kisérletes uton validalt
(Western blot, reporter assay, stb.) célgéneket vettiik figyelembe.

A nemzetkozileg elérhetd, nyilvdnos ArrayExpress adatbazisbol
kontroll, CD ¢és UC gyermekek biopszias mintainak RNAseq adatait
elemeztiik: E-GEOD-57945 ¢és GSE10616. Az Uj-generacios
szekvenalas soran kapott adatokat t-teszttel hasonlitottuk Ossze, €s
azokat a géneket vettiik figyelembe, amelyek ,,fold change” értéke
+1,5 feletti. Az igy kapott kozos génhalmazt, az IBD-ben jellegzetes
mikroRNS-ek IBD-ben relevans célgénjeit tovabb elemeztiik. A
kozos génhalmazon Gene Ontology (GO) analizist végeztiink a
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery
segitségével. Azokat a GO kategoridkat 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. A REVIGO szoftver képes
Osszefoglalni, egységesiteni, csoportba rendezni a GO kategoridkat,
egy algoritmus segitségével pedig a funkciondlis redundanciat
csokkenti a hasonlosagi mértékiik (Resink) alapjan [182]. Az igy
kapott kapcsolatokat a Cytoscape 3.2.1 szoftver segitségével
abrazoltuk.

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.



Eredmények
Crohn-beteg  gyermekek  mikroRNS  profilia  uj-generdcids
szekvendlassal

Uj-generacios szekvenalassal 170 eltéren expresszalt mikroRNS-t
azonositottunk CD-s betegek mintaiban. Ezek koziil 148 eltért a
makroszképosan gyulladt CD-s mintakban a makroszkoposan ép CD
¢és kontroll mucosahoz képest. Ezen beliil 114 mikroRNS diszregulalt
a gyulladt CD-s nyalkahartyaban a kontroll csoporthoz képest, mig
99 diszregulalt az ép CD mintdkhoz 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.

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 régidiban a
makroszkdoposan ép és a kontroll csoporthoz képest. A miR-142-3p
szintje emelkedett a gyulladt régiokbol szarmazo biopsziakban a
makroszkdposan ép CD-s biopszidkhoz képest.

Makroszkoposan ép CD-s régiok mikroRNS mintizata RT-PCR-el

A miR-18a, -20a, -21, -31, -99a, -99b, -100, -125a, -126, -142-5p, -
146, -185, -204, -221 ¢és -223 expresszioja emelkedett a
makroszkoposan ép CD-S biopszias mintakban a kontroll csoporthoz
képest, koziilik a miR-20a, -204 és -221 csak ebben a csoportban
mutatott eltérést a kontroll csoporthoz képest, a makroszkdposan



koros biopsziakban nem. A miR-142-3p expresszidja csokkent a CD-
s gyermekek ép nyalkahartyajaban a kontroll csoporthoz képest.

Makroszkoposan kdros UC-s régiok mikroRNS mintdazata 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, koziiliik a miR-31, -125a, -146a és -223 expressziodja a CD
csoportokhoz képest is emelkedett. A miR-141 és -204 szintje
csokkent a gyulladt CD és UC nyalkahartyaban a makroszkoposan
¢ép nyalkahartya (CD ép és kontroll) mintakhoz képest.

A mikroRNS-ek bioldgiai folyamatokban betoltott szerepének
vizsgdlata

A szekvenalassal igazolt, IBD-ben relevans mikroRNS-ek altal
szabalyozott célgéneket Osszehasonlitottuk nyilvanos adatbazisbol
elérhetd CD-s gyermekek biopsziaibol késziilt teljes transzkriptom
szekvenalassal kapott IBD-ben relevans geénekkel. Az igy kapott
kozos génhalmazt felannotaltuk bioldgiai funkcidk 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 kategoridt eredményezett,
melyeket tovabbi 50 csoportba soroltunk az evidencia kodok alapjan.
A csoportok 12 {6 kategéridba oszthatok. A legjelentdsebb
csoportok: az apoptdzis szabalyozasa, a hegképzddésre adott valasz,
a baktériumok elleni védekezés, a sejtmigracié és -adhézio, az
érujdonképzodés, a génexpresszid 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 génlistdjaval. Az ,.enrichment” analizis eredményeként
192 GO kategoriat kaptunk, melyeket 11 focsoportba osztottunk
tovabbi elemzéssel.



A colitis ulcerosas gyermekek biopsziaibol késziilt transzkriptom
szekvenalassal (GSE10616) 4 gén mutatott atfedést (ABCG2,
PHLPP2, ABCBI1, RHOU) az altalunk vizsgalt mikroRNS-ekkel
(miR-20a, -126, -141, -142 és -223).

A miR-146a, -155 és -122 expresszidoja CD-s, UC-s és kontroll
gvermekek biopszids mintdiban

A miR-146a és -155 expresszidja fokozodott az IBD-s gyermekek
gyulladt régidjabol vett bélbiopszia mintaiban a kontroll csoporthoz
képest az FF ¢és FFPE mintakban. Ugyanakkor a miR-122
expresszidja a makroszkoposan ép CD-s biopszidkban mutatott
emelkedést a gyulladt UC-s biopszidkhoz (FF) és a kontroll (FFPE és
FF) csoporthoz képest.

A TNF-a expresszio CD-s, UC-s és kontroll gvermekek vastagbél
biopszias mintdiban

Ahogy kordbban mar igazoltdk, a TNF-a mRNS expresszioja
emelkedett a CD-s és UC-s biopszidkban a kontroll csoporthoz
képest. A CD-s és UC-s mintdk TNF-a mRNS expresszidja kozott
nem volt kiilonbség.

A TNF-a hatasa a miR-146a, -155 és -122 expressziora HT-29 epiteél
sejteken

HT-29 colon epitél sejtek rekombindns TNF-a kezelése megnovelte
a miR-146a és -155 expressziojat, azonban nem befolyasolta a miR-
122 szintjét.
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Kovetkeztetések
Vizsgalataink alapjan az alabbi 1) megallapitasokat tehetjiik:

1. Uj-generacios szekvenalassal CD gyermekek biopszias
mintaiban 170  eltéréen  expresszaloddo  mikroRNS-t
azonositottunk a kontroll csoporthoz képest, melyek koziil 22
mikroRNS a makroszképosan ép CD ¢és kontroll biopsziak
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 differencialasat.

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 differencialésat.

4. A kapott eredményeinket Osszevetve a nemzetkozi
irodalomban megtalalhaté kutatdsok alapjan elmondhatom,
hogy a gyermek és felndttkori IBD szamos hasonlosagot és
kiilonbséget mutat. Mindezek az eltérések segithetik felfedni
a felndtt és gyermekkori IBD patomechanizmusanak az
eltéréseit.

5. Az uj-generécios szekvenalassal kapott mikroRNS mintazat
célgénjeit tovabb elemezve azt kaptuk, hogy a mikroRNS-ek
altal befolyasolt gének és azok biologiai funkcidi kiemelt
jelentdségiiek a gyulladasos folyamatokban, a fibrozisban, az
apoptozis €s az angiogenezis szabalyozasaban, valamint az
adott, szituativ mikrobiom kialakitasaban. Mindezek a
biologiai folyamatok részt vesznek az IBD
patomechanizmuséaban, igy tovabb ndovelve a mikroRNS-ek
szabaly6zo6 funkcidjanak jelentoségét.

11



6. A konzervalas modja (paraffin vagy fagyasztott minta) nem
befolyasolta  az  altalunk  vizsgalt  mikroRNS-ek
expresszidjanak a mértékét (miR-146a, -155 és -122).

7. Az IBD-ben kulcsfontossagi pro-inflammatérikus hatasu
TNF-a noveli a miR-146a és -155 expresszidjat, mely a TNF-
a egy eddig ismeretlen hatasat tarta fel.
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