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Objasnienia skrotow stosowanych w pracy

OBJASNIENIA SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

Skrot Rozwiniecie skréotu Opis w jezyku polskim
) . o Pierwotne zapalenie drog
PBC Primary biliary cholangitis '
z6tciowych
] ) o Pierwotne stwardniajace zapalenie
PSC Primary sclerosing cholangitis _
drog zotciowych
) . Autoimmunologiczne zapalenie
AlH Autoimmune hepatitis
watroby
HCC Hepatocellular carcinoma Rak watrobowokomorkowy
ALP Alanine phosphatase Fosfataza zasadowa
o ) o Przeciwciata
AMA Anti-mitochondrial antibodies

przeciwmitochondrialne

Gamma-glutamyl
GGTP ] Gamma-glutamylotranspeptydaza
transpeptidase

ALT Alanine aminotransferase Aminotransferaza alaninowa
_ Aminotransferaza
AST Aspartate aminotransferase o
asparaginianowa
ANA Anti-nuclear antibodies Przeciwciala przeciwjadrowe
EASL European Association for the Europejskie Towarzystwo Badan
Study of the Liver Watroby
Perinuclear-anti-neutrophil Przeciwciala przeciw cytoplazmie
PANCA o .
cytoplasmic antibodies granulocytow oboj¢tnochtonnych
o Przeciwciata przeciw migsniom
SMA Smooth muscle antibodies
gladkim
CCA Cholangicarcinoma Rak drog zotciowych
IBD inflammatory bowel disease Nieswoiste zapalenie jelit
) o Wrzodziejace zapalenie jelita
ucC Ulcerative colitis
grubego
CRC Colorectal cancer Rak jelita grubego
BA Bile acids Kwasy zo6tciowe
UDCA Ursodeoxycholic acid Kwas ursodeoksycholowy
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Streszczenie

STRESZCZENIE

Pierwotne  zapalenie droég zotciowych (primary biliary cholangitis, PBC)
i pierwotne stwardniajace zapalenie drog zoétciowych (primary sclerosing cholangitis, PSC) sg
rzadkimi cholestatycznymi chorobami watroby. W obu schorzeniach przewlekly stan zapalny
odgrywa gtéwna role w niszczeniu komorek nabtonka drog zétciowych w obrebie watroby, co moze
nastepnie skutkowa¢ postgpujacym wioknieniem i niewydolno$cia calego narzadu. PBC wystgpuje
czesciej u kobiet w §rednim wieku, a PSC dotyka gtdéwnie mezczyzn pomigdzy 30 a 40 rokiem zycia.
Pacjenci chorzy na PSC maja czgsto wspotistniejace wrzodziejace zapalenie jelita grubego (UC)
i podwyzszone ryzyko nowotworzenia. Pomimo iz etiologia tych schorzen pozostaje nadal nieznana,
coraz wigcej dowodow podkresla istotng role czynnikow epigenetycznych, w tym udzial mikroRNA
(krétkie, niekodujgce, jednoniciowe czasteczki RNA, miRNA) w patogenezie i przebiegu tych choréb.
Wiele czynnikéw moze wplywaé na ekspresje miRNA, w tym leki. W zwigzku z tym, ze pacjenci
chorzy na PBC sa rutynowo leczeni kwasem ursodeoksycholowym (UDCA) a pacjenci chorzy na PSC
otrzymujg dodatkowo kwas S5-aminosalicylowy (5-ASA) celem gléwnym niniejszych badan byta
ocena ekspresji: miR-125b, miR-150, miR-155, miR-346 i miR-506 pod wplywem dziatania ww.
lekéw. Ponadto, przeprowadzono analize oddziatywan wybranych miRNA z docelowymi
transkryptami mRNA dla potwierdzenia ich regulacyjnych funkcji w konteks$cie patogenezy
autoimmunologicznych cholestatycznych chordéb watroby.

Analizy funkcjonalne in vitro byty prowadzone w niestymulowanych oraz z zainicjowanym
stanem zapalnym komorkach cholangiocytow (NHC, H69), hepatocytow (HepG2) i komodrkach
jelitowych (Caco-2). Ekspresja genéw byla badana za pomocg sond TagMan i urzadzenia do real-time
PCR po transfekcji (miRNA mimic/ inhibotor) oraz ekspozycji na UDCA i/lub 5-ASA.

W cholangiocytach linii H69, UDCA obnizyt poziom ekspresji miR-346 i miR-506, podczas
gdy w linii komorkowej NHC dodatkowo hamowat ekspresje miR-155. W komoérkach watrobowych
linii HepG2, zwigzek hamowat ekspresje badanych miRNA, ale nie zaobserwowano zmian w profilu
tych czasteczek w linii komoérek nabtonka jelitowego Caco-2. UDCA wptywat rowniez na miRNA
podczas zaindukowanego eksperymentalnie zapalenia, obnizajgc ekspresje miR-346 w NHC
i miR-125b w HepG2, a takze miR-155 w obu liniach cholangiocytéw i hepatocytow. Ponadto,
wykazano, ze w komorkach HepG2, w ktorych doszto do obnizenia poziomu miR-155 przez UDCA,
zwiazek zwigkszyt poziom ekspresji docelowego transkryptu - PPARa. Natomiast 5-ASA obniza
ekspresje wszystkich badanych miRNA w komorkach Caco-2.

Niniejsze badania wskazaly modulujacy wptyw lekéw powszechnie stosowanych w terapii
PBC i PSC na ekspresj¢ miR-125b, miR-150, miR-155, miR-346 i miR-506. Potwierdzono
przeciwzapalne 1 chemoprotekcyjne dziatanie stosowanego leczenia UDCA i 5-ASA

oraz pokazano nowe spektrum dziatania ww. lekéw przez regulacj¢ $ciezki sygnatowej miR-155.



Abstrakt

ABSTRACT

Primary biliary cirrhosis (PBC) and primary sclerosing cholangitis (PSC)
are rare cholestatic liver diseases. In both disorders, a chronic inflammation plays
a major role in the destruction of biliary epithelial cells within the liver, which may subsequently
results in progressive fibrosis and liver failure. PBC occurs more frequently in middle-age women,
and PSC mainly affects men between the ages of 30 and 40 years. PSC patients have commonly
co-ocurrence of inflammatory bowel disease, mostly represented by ulcerative colitis (UC) and
an increased risk of tumorigenesis. Although the aetiology of these conditions is still unknown,
a growing body of evidence underline the important role of epigenetic factors such as microRNA
(short, single-stranded RNA molecules) in the pathogenesis and the course of these diseases. Many
factors, including drugs, can affect their expression. Due to the fact that PBC patients are routinely
treated with UDCA, while PSC patients receive additionally 5-ASA, the main purpose of this doctoral
dissertation was to evaluate the expression of miR-125b, miR-150, miR-155, miR-346 and miR-506
after exposure to UDCA and/or 5-ASA. In addition, the interaction of the studied miRNAs with
putative mRNA targets were assessed to confirm their regulatory functions in the context of
the pathogenesis of autoimmune cholestatic liver diseases.

In vitro functional analyses were carried out in unstimulated and inflammation- induced
cholangiocyte (NHC, H69), hepatocyte (HepG2) and intestinal (Caco-2) cells. Genes expression were
measured using TagMan probes and a device for real-time PCR after transfection (miRNA
mimic/inhibitor) and exposure to UDCA and/or 5-ASA.

In cholangiocytes H69 cells line, UDCA decreased the expression levels of miR-346 and
miR-506, while in the NHC cell line it additionally inhibited the expression of miR-155. In hepatic
HepG2 cell line, UDCA inhibited the expression of the studied miRNAs, but no changes were
observed in the profile of these molecules in the intestinal epithelial cell line Caco-2. UDCA also
modulated miRNAs during experimentally induced inflammation, reducing the expression of
miR-346 in NHC and miR-125b in HepG2, as well as miR-155 in both cholangiocyte and hepatocyte
lines. In addition, it was shown that in HepG2 with downregulated miR-155 by UDCA, the increased
expression level of its target transcript-PPARa was observed. 5-ASA downregulated the expression
of all miRNAs tested in Caco-2 cells.

The results obtained in the study indicated the modulating effect of drugs commonly used in
the treatment of PBC and PSC on the expression of miR-125b, miR-150, miR-155, miR-346
and miR-506. The anti-inflammatory and chemopreventive effects of UDCA and 5-ASA therapy
in cholestatic liver diseases were confirmed and demonstrated a new spectrum of action of these drugs

via regulation of the miR-155 signaling pathway.
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Wstep

1. WSTEP

1.1. Autoimmunologiczne cholestatyczne choroby watroby

Wsréd autoimmunologicznych chorob watroby, w patogenezie ktoérych dochodzi
do niszczenia drog zotciowych (Rycina 1), wymienia si¢ pierwotne zapalenie drog
z6kciowych (primary biliary cholangitis; PBC), zwane dawniej pierwotng marskoscig
z0kciowg watroby, oraz pierwotne stwardniajgce zapalenie drog zoétciowych (primary
sclerosing cholangitis; PSC). Obie choroby maja charakter przewlekty [1], w ktorych
postepujace uszkodzenie epitelium przewodow drzewa zotciowego, skutkuje zastojem
i uposledzeniem wydzielania zo6tci [2]. Stan ten okresla si¢ mianem cholestazy.
Akumulacja zo6tci o whasciwosciach detergentowych wraz z toczacym si¢ zapaleniem
prowadza w konsekwencji do uszkodzenia hepatocytow. Rownolegle zachodzace
procesy naprawcze przyczyniaja si¢ do zaawansowanego wioknienia tkanek,
a w schytkowym stadium mogg prowadzi¢ do marskosci watroby 1 niewydolnosci calego

narzadu [1].

PBC

PSC

Rycina 1. Lokalizacja zmian zapalnych drog zotciowych w przebiegu PBC i PSC [3]

Zaréwno PBC jak i PSC zaliczane sg do rzadkich schorzen watroby. Roczna
czestos¢ wystepowania PBC w krajach zachodnich wynosi 1,9-40,2/100 tys. osob
rocznie, a zachorowalnos¢ waha si¢ od 0,3 do 5,3 przypadkéw na 100 tys. mieszkancow
[4]. W ostatnich latach zwraca si¢ uwage na znaczne réznice regionalne oraz
obserwowang tendencj¢ wzrostowa zachorowan na t¢ chorobg. Badania
epidemiologiczne wskazuja, ze czestos¢ wystepowania PBC w Europie w latach
1971-1980 wynosita 3,2/100 tys. os6b, a w latach 2011-2020 juz
17,3/100 tys. przypadkow. Wedtug najnowszych doniesien, wspotczynnik chorobowosci
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PSC w populacji ogdlnej wynosi 11,2/100 tys. 0séb, przy wskazniku zachorowalnosci
0,7/100 tys. osob [5].

Etiologia autoimmunologicznych cholestatycznych chorob watroby pozostaje
nadal nieznana. Dotychczas powstato kilka teorii dotyczacych etiopatogenezy niszczenia
drog zolciowych, ktore sa najprawdopodobniej wynikiem wspoétdziatania wielu
czynnikdw, w tym genetycznych, S$rodowiskowych, autoimmunologicznych, czy
infekcyjnych [6,7]. Pomimo cech wspdlnych, PBC i PSC reprezentujg roézne typy
zaburzen cholestatycznych. Zdecydowang wigkszo$¢ chorych na PBC stanowig kobiety,
glownie w wieku 40-60 lat. Zaledwie 7-11% pacjentéw, t0 mezczyzni, ktorzy choruja
ciezej 1 cechujg si¢ gorszym rokowaniem [8]. Poczatkowe stadium choroby przebiega
bezobjawowo lub towarzyszy mu przewlekte zmeczenie z charakterystycznym, statym
nasileniem bez wzgledu na podejmowang aktywnos¢ fizyczng czy odpoczynek. Objaw
ten wystepuje u 30-80% chorych na PBC. Drugim, rownie czg¢stym objawem jest Swigd
skéry. Oba symptomy znaczgco pogarszaja jakos¢ zycia pacjentdOw i negatywnie
wplywaja na ich aktywno$¢ zyciowa [9,10]. Rzadziej obserwuje si¢ suchos¢ bton
sluzowych, czy zottaczke wynikajaca z zaawansowania procesu chorobowego. Z PBC
czgsto  wspotwystepuja  inne  schorzenia o podlozu  autoimmunologicznym,
takie jak: zespot Sjogrena, autoimmunologiczne zapalenie watroby (autoimmune
hepatitis; AlIH), reumatoidalne zapalenie stawow 1 autoimmunologiczne zapalenie
tarczycy [11]. Pacjenci sg rowniez narazeni na zwigkszone ryzyko rozwoju raka
watrobowokomorkowego (hepatocellular carcinoma, HCC). Jak wskazuja wyniki
ostatnich badan, u m¢zczyzn z PBC istnieje wigksze niz u kobiet ryzyko rozwoju tego
nowotworu. Wyniki metaanaliz przegladu aktualnego pi$miennictwa, wykazaly, ze
taczna czgstos¢é wystgpowania HCC u chorych na PBC wyniosta 9,82 na 1000 osobo-lat
u mezczyzn i 3,82 na 1000 osobo-lat u kobiet [12].

Charakterystyczng cechg PBC jest podwyzszona aktywno$¢ enzymow
cholestatycznych, glownie fosfatazy zasadowej (alanine phosphatase; ALP),
z obecno$cig we krwi przeciwcial przeciwmitochondrialnych (anti-mitochondrial
antibodies; AMA) w mianie >1:40 [13]. Przeciwciala te skierowane sg przeciwko
komponentowi E2 kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej i wyst¢puja U okoto 95%
wszystkich chorych [6]. Obecnos¢ tych czynnikow upowaznia do rozpoznania PBC,
natomiast w kwestii spornej konieczne jest wykonanie dodatkowo biopsji watroby [13].
W PBC, w przeciwienstwie do PSC, nie dochodzi do poszerzenia przewodow

z6tkciowych. W  obrazie histopatologicznym obserwuje si¢ Stan  zapalny
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z przewazajacym naciekiem limfocytarnym i akumulacja mniejszego stopnia komorek
plazmatycznych, makrofagoéw, czy komorek polimorfonuklearnych. Formujace sie¢
ziarniniaki, mogg ogniskowo prowadzi¢ do zamknig¢cia Swiatta miedzyzrazikowych
i przegrodowych przewodow zoétciowych [14]. Dodatkowymi wskaznikami przydatnymi
w rozpoznaniu PBC s3 podwyzszone poziomy gamma-glutamylotranspeptydazy
(gamma-glutamyl transpeptidase, GGTP) oraz wysokie stezenie immunoglobuliny IgM
w surowicy. Aktywno$¢ aminotransferaz: alaninowej (alanine aminotransferase; ALT)
I asparaginianowej (aspartate aminotransferase; AST) jest zazwyczaj nieznacznie
zwigkszona. Ponadto, u okoto 25-30% chorych wykrywa si¢ we krwi niewysokie miana
nieswoistych przeciwcial przeciwjadrowych (anti-nuclear antibodies; ANA), sposrod
ktorych najwickszg swoisto$¢ dla pierwotnego zapalenia drog zotciowych (>95%) maja
przeciwciala anty-Spl00 i anty-gp210 [13,15]. Sa one szczegdlnie Korzystne
w diagnostyce pacjentow tzw. AMA ujemnych, u ktorych w przeciwienstwie do
pacjentow AMA dodatnich, nie uzyskano pozytywnego wyniku testu na obecnos$c
przeciwcial przeciwmitochondrialnych [13].

W odréznieniu od pozostatych autoimmunologicznych cholestatycznych chorob
watroby, W PSC zdecydowang wigkszos$¢ chorych stanowia mezczyzni (65-70%),
glownie w $rednim wieku (30-40 r.z) [16]. W przypadku, gdy stan zapalny ogranicza si¢
jedynie do wewnatrzwatrobowych drog zotciowych, objawy moga wystapi¢ poézno lub
w  niewielkim nasileniu [17]. Pomimo utajonego przebiegu schorzenia
(15-44% pacjentow) [17], wigkszos¢ chorych doswiadcza progresji choroby [18].
Pacjenci z wieloletnim PSC manifestuja podobne do PBC objawy takie jak ostabienie
(>65%) i ucigzliwy $wiad skory (25-59%) [17,19]. Objawy Kliniczne, sa wiec czgsto
niecharakterystyczne i wykazuja zdolnos¢ tymczasowej remisji, co utrudnia diagnostyke
[13].

Wedtug wytycznych Europejskiego Towarzystwa Badan Watroby (European
Association for the Study of the Liver; EASL) rozpoznanie PSC opiera si¢ na spetnieniu
trzech kryteriow laboratoryjnych: (a) zwigkszonej aktywnosci enzymow ALP i GGTP,
(b) stwierdzeniu znieksztatcen konturu drog zétciowych, na podstawie badan obrazowych
oraz (c) wykluczeniu innych przyczyn, w ktorych dochodzi do deformacji drzewa
z6kciowego. Dodatkowym wskaznikiem jest obecno$¢ autoprzeciwciat we krwi [13].
Szacuje sig, ze u 26-94% chorych wystepuja przeciwciata przeciw cytoplazmie
granulocytow obojetnochtonnych typu okoto jadrowego (perinuclear-anti-neutrophil

cytoplasmic antibodies; pANCA), a w mniejszym procencie, przeciwciata
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przeciwjadrowe ANA i przeciw migsniom gtadkim (smooth muscle antibodies; SMA)
[20]. Biopsja watroby jest metoda uzupelniajacg badania diagnostyczne w kierunku
potwierdzenia wewnatrzwatrobowego PSC. W obrazie histopatologicznym widoczny jest
naciek zapalny, zwezone i znieksztatlcone przewody zoétciowe, wokot ktorych obserwuje
si¢ znaczne zwloknienie. Badanie mozna réwniez wykonaé w celu oceny
wspotistniejacych chordb autoimmunologicznych (zespoty naktadania z AIH i PBC) lub
przy podejrzeniu rozwoju marskosci [17].

W przeciwienstwie do PBC, u pacjentéw chorych na PSC gltowng przyczyng
$miertelnosci jest rak wywodzacy si¢ z komoérek nablonka przewodoéw zotciowych
(cholangicarcinoma; CCA). Rozwija si¢ on u 6-20% pacjentow [21]. Mediana przezycia
od momentu rozpoznania CCA wynosi niecate 2 lata, podczas gdy przezywalnos¢ PSC
bez CCA szacuje si¢ na okoto 12 lat [22]. Potwierdzono rowniez podwyzszone ryzyko
rozwoju innych nowotwordéw u chorych na PSC, w tym raka watrobowokomoérkowego,
trzustki, czy pecherzyka zotciowego [23]. Co wigcej, pierwotne stwardniajgce zapalenie
drég z6tciowych jest silnie powigzane z chorobami zapalnymi jelit (inflammatory bowel
disease; IBD), gtownie z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (ulcerative colitis;
UC). Wiele danych potwierdza, ze wspotwystepujace UC w przebiegu PSC (fenotyp
PSC-UC) r6zni si¢ od niepowiktanego zapalenia jelit [24]. Chorzy na PSC sg zazwyczaj
mtodsi w momencie rozpoznania zmian w okreznicy, w stosunku do pacjentdéw z samym
UC. Ponadto, cechuja si¢ oni mniejsza aktywno$cia choroby podczas ostrych zaostrzen,
szczegblnie w ciggu pierwszych 10 lat od rozpoznania. Wymagaja takze tagodniejszego
leczenia [24]. Nalezy podkresli¢, ze zmiany chorobowe w niepowiktanym UC zaczynaja
si¢ w dystalnej czgéci okreznicy i rozciagaja si¢ proksymalnie, podczas gdy zapalenie
jelit u pacjentow chorych na PSC jest tagodniejsze, ale przybiera zwykle wigkszy zasieg.
Badania endoskopowe i histologiczne potwierdzaja znacznie bardziej nasilone zmiany
we wstepujacej czesci okreznicy [25]. Co wigcej u chorych na PSC-UC, stan zapalny
moze obja¢ koncowy odcinek jelita cienkiego (backwash ileitis), przy braku zmian
zapalnych w odbytnicy (rectal sparing) [26]. Subkliniczny charakter zmian moze
czesciowo wyjasnia¢ przewage dysplazji nowotworowej u pacjentow chorych na
PSC-UC [25]. Wspotczynnik ryzyka rozwoju raka jelita grubego (colorectal cancer;
CRC) u tych chorych jest 4 razy wigkszy niz u pacjentow z samym IBD [27]. Ponadto,
u wigkszosci pacjentow z omawianym fenotypem PSC-UC, u ktorych rozwinat sig rak,
guzy nowotworowe zlokalizowane s3 po prawej stronie okr¢znicy, a u pacjentoéw chorych

na UC po lewej stronie okr¢znicy. [28].
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Wspotwystepowanie chorob PSC i UC wspiera hipotezg o istnieniu $cistego
zwigzku anatomiczno-fizjologicznego 1 wystgpujacej interakcji pomiedzy jelitem,
a watrobg w progresji stanu zapalnego. Dotychczas zaproponowano rozne teorie dziatania
osi jelitowo-watrobowej, w tym dysbioze¢. Liczne badania wykazaly bowiem wyraznie
odmienny mikrobiom jelitowy u 0s6b chorych na PSC z lub bez wspotistniejacej choroby
zapalnej jelit, w odniesieniu do grupy osob zdrowych [29,30]. Hipoteze ,,bakteryjng”,
jako przyczyne choroby PSC wyjasnia si¢ poprzez kilka mechanizmow:
(I) przemieszczanie si¢ bakterii oraz ich metabolitoéw do uktadu wrotnego watroby przez
nieszczelng btong sluzowa jelit [31]; (II) modulacje przez bakterie sktadu krazacej puli
kwasow zotciowych (bile acid, BA), ktore jako czasteczki sygnatowe maja istotny wptyw
na jelita i watrobe [32]; (111) aktywacje przez mikrobiom limfocytow T, ktore reaguja

krzyzowo z antygenami obecnymi w watrobie [33].

1.2.Wybrane leki stosowane w pierwotnym zapaleniu drog zolciowych

oraz pierwotnym stwardniajacym zapaleniu drég zolciowych
1.2.1. Kwas ursodeoksycholowy

Nazwa kwasu ursodeoksycholowego (ursodeoxycholic acid; UDCA) zostata
zaczerpnigta od lacinskiego stowa ursus oznaczajacego niedzwiedzia. Kwas ten po raz
pierwszy odkryto w preparatach leczniczych zawierajacych sproszkowang z6t¢ chinskich
niedZwiedzi czarnych, ktora przez setki lat byla wykorzystywana w medycynie
tradycyjnej, jako lek na liczne choroby watroby [34]. W hepatocytach niedzwiedzi,
UDCA jest syntetyzowany jako pierwszorzedowy kwas zotciowy i Stanowi dominujacy
sktadnik zotci. U cztowieka kwas ursodeoksycholowy jest trzeciorzgdowym kwasem
z6kciowym. Powstaje najprawdopodobniej w okreznicy podczas bakteryjnej epimeryzacji
pierwszorzedowego kwasu chenodeoksycholowego (chenodeoxycholic acid; CDCA)
I stanowi jedynie od 1% do 3% catkowitej puli BA [35]. Pod wzgledem biochemicznym
UDCA jest epimerem CDCA, co oznacza, ze rézni si¢ od niego jedynie przestrzennym
potozeniem grupy funkcyjnej -OH w pozycji 7 [34]. Odmiennos$¢ w budowie powoduje,
ze UDCA jest kwasem najbardziej hydrofilnym i najmniej toksycznym wsrod wszystkich
kwasow zotciowych [36].

Lek UDCA, podany doustnie, jest redukowany w zasadowym s$rodowisku
(7,8-8,0 pH) jelita cienkiego [37]. Nastepnie, jest biernie wchtaniany i wychwytywany
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przez hepatocyty dzigki biatkom transportowym (NTCP i OATPs.) [38]. Od 50% do 70%
[34,39] UDCA jest metabolizowane w trakcie pierwszego przejscia przez watrobe.
W hepatocytach ulega sprzezeniu z glicyng (rzadziej tauryna), i w tej formie jest aktywnie
wydzielany do zoétci. Dalej, uwalniany jest do jelita cienkiego, gdzie ponawia droge
krazenia jelitowo-watrobowego wraz z innymi kwasami zoélciowymi. Niewchloniety
UDCA ulega konwersji przez rézne gatunki komensalnej mikroflory jelitowej do kwasu
litocholowego (lithocholic acid, LCA) lub zostaje usunicty z organizmu w formie
niezmienionej [34]. Dzigki ciaglej podazy leku, UDCA staje si¢ dominujgcym kwasem
z6tciowym [37].

Kwas ursodeoksycholowy wywiera korzystny wptyw w organizmie poprzez
zroznicowane i najprawdopodobniej uzupetniajgce si¢ mechanizmy, jak pokazano to na

rycinie 2.

[Dziaianie antyapoptotyczne ]

[Dziaianie przeciwzapalne] T [Dziaianie cytoprotekcyjne]

N /

~— |UDCA | —
Zmianastosunku
[Dziaianieimmunomodulujqce] / \ puli kwasow zofciowych

[Dziaianie chemoprewencyjne ] [ Dziatanie antyoksydacyjne ]

Rycina 2. Mechanizm dziatania kwasu ursodeoksycholowego [34]

Kluczowa rolg kwasu ursodeoksycholowego jest ochrona cholangiocytow
i sgsiadujacych hepatocytow przed niszczacym dziataniem hydrofobowych BA. Chociaz
UDCA nie wplywa znaczgco na synteze de novo kwasow zoOlciowych w watrobie,
to w zaleznosci od przyjmowanej dobowej dawki stanowi od 19% do 64% catkowitej
z6kci [39]. Terapia kwasem ursodeoksycholowym przyczynia si¢ wigc do zmiany
stosunku BA i skutkuje zwigkszeniem hydrofilnosci krazacej puli kwasow zotciowych
poprzez wzbogacenie zotci egzogennym i hydrofilowym UDCA [37]. Po leczeniu,
u pacjentow PBC, zmiany proporcji kwasow zotciowych obserwuje si¢ nie tylko w zotci,

ale rowniez w surowicy, osoczu i kale. [35,40-42].
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Dziatanie immunomodulujace UDCA przejawia si¢ na wielu ptaszczyznach.
Podczas cholestazy, na hepatocytach eksprymowane sa czasteczki gldownego uktadu
zgodnosci tkankowej HLA 1, a na nabtonku drog zotciowych czasteczki HLA 11 [43,44].
Nadmierna ekspresja tych biatek stymuluje limfocyty T cytotoksyczne do rozpoczecia
reakcji zapalnej przeciw komoérkom watroby 1 przewodow zoétciowych. UDCA moze
wyciszac ekspresj¢ zarowno HLA | jak i HLA 11 [45], chronigc komorki przed degradacija
na tle immunologicznym. Ponadto, UDCA ostabia chemotaksj¢ i zdolnosci adhezyjne
limfocytow T nacickajagcych watrobe poprzez hamowanie wytwarzania IFN-y
i chemokiny CX3CLL1. Procesy te moga tagodzi¢ zapalenie drog zotciowych w PBC [46].
UDCA zmniejsza  rowniez ~ wytwarzanie autoprzeciwciat IgM-AMA,
najprawdopodobniej przez zmniejszenie aktywacji limfocytow B 1 hamowanie
wewnatrzkomorkowego szlaku sygnatowego jadrowego czynnika transkrypcyjnego
NF kappa B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; NF-kB)
[47]. UDCA wywiera wplyw immunosupresyjny oddzialujac na komorki
immunokompetentne i produkcje cytokin. W makrofagach RAW 264 stymulowanych
przez lipopolisacharyd (lipopolysaccharide; LPS), UDCA hamuje cytokiny prozapalne,
w tym: czynnik martwicy nowotwordw o (tumor necrosis factor a; TNF-a), IL-1a,
IL-1B, IL-6, a zwigksza poziom cytokiny przeciwzapalnej 1L-10 [48]. Ponadto, opisano,
ze wydzielanie IL-2, IL-4 oraz IFN-y z aktywowanych limfocytow T rowniez zostaje
zahamowane [49].

Inne korzystne dziatanie leku UDCA na cholangiocyty jest zwigzane
z regulacja wydzielania HCO3-. W warunkach fizjologicznych, powierzchnia
cholangiocytow zabezpieczona jest warstwg wodoroweglanéw HCO3- produkowang
1 uwalniang przez komorki. Pozwala to na utrzymanie odpowiedniego pH, ktore
deprotonuje apolarng hydrofobowag z6I¢, utrudniajagc jednoczesnie wnikanie
detergentopodobnych BA do wngtrza komorek [50]. Zaburzenie tego procesu powigzano
z uszkadzeniem przewodow zotciowych w patogenezie PBC [51]. UDCA aktywuje AE2,
gléwny transporter zaangazowany W przewodowg sekrecjg HCO3- przywracajac ochrong
powierzchniowg cholangiocytow [52,53]. Cytoprotekcyjne mechanizmy UDCA odnosza
si¢ rowniez do nastepujacych mechanizmow: stabilizacji blony komorkowej
i mitochondriow, indukcji szlakow antyapoptotycznych oraz hamowania apoptozy.
UDCA nie stabilizuje bton komérkowych bezposrednio, ale przyczynia si¢ do zmiany
stosunku toksycznych kwasow zotciowych 1 wykazuje zdolno$¢ do ich optaszczania,

tworzac tzw. micele [36]. Zmniejszenie dostepnosci toksycznych BA zapobiega
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hydrofobowemu rozerwaniu btony [53]. Wykazano, ze dwuletnia terapia UDCA
zmniejszyta liczbg komoérek apoptotycznych w biopsjach watroby pacjentow chorych na
PBC, w poréwnaniu do grupy placebo [54]. Ograniczenie ilosci ciatek apoptotycznych,
ktore mogg by¢ zrodltem epitopow zaangazowanych w produkcje autoantygenow w tej
chorobie, moze §wiadczy¢ za korzystnym dzialaniem leku [53,55]. UDCA, na drodze
wewnetrzpochodnej apoptozy, hamuje translokacje proapoptotycznego biatka Bax,
a takze zmniejsza depolaryzacje oraz tworzenie poréw w btonie mitochondriom. Hamuje
to uwalnianie cytochromu C i ostatecznie szlaku prowadzacego do apoptozy [56].
Ponadto, drogi zotciowe w PBC wykazuja nadekspresje proapoptotycznego receptora
$mierci Fas (szlak zewngtrzpochodny apoptozy), ktorego ekspresje hamuje UDCA
w badaniach in vivo [57]. Przeciwdziatanie zwigkszonej ekspresji proapoptotycznych
biatek mitochondrialnych przez UDCA powigzano rowniez z obnizeniem poziomu
regulatora transkrypcji p53 oraz zapobieganiem aktywacji kaspazy 12 [57].

UDCA niespecyficznie aktywuje receptor glukokortykoidowy (glucocorticoid
receptor; GR). Wykazano, ze GR moze zaktoca¢ szlaki sygnatowe,
w ktorych posredniczy NF-xB. Jest to kluczowy czynnik transkrypcyjny, ktory reguluje
ekspresj¢ genow zaangazowanych w zapalenie, odpowiedz immunologiczng i procesy
przezycia komorek. UDCA aktywujac GR, hamuje transkrypcje zalezng od NF-xB
poprzez modulacje oddziatywania GR z podjednostkag p65, i tym samym uczestniczy
w antyapoptotycznych szlakach wewnatrz hepatocytu [58]. Innym ochronnym
dziataniem UDCA jest synteza glutationu przez aktywacje¢ szlaku PI3K/AKT/Nrf2
w hepatocytach, co moze sugerowac jego antyoksydacyjne wtasciwosci [59].

Zarowno Amerykanskie Towarzystwo Badan Choréb Watroby (American
Association for the Study of Liver Diseases; AASLD) [60], jak i Europejskie
Towarzystwo Badan Watroby [61], zgodnie rekomendujg kwas ursodeoksycholowy jako
lek pierwszego wyboru w leczeniu pacjentow chorych na PBC. Zalecana optymalna
dawka leku wynosi od 13 do 15 mg/kg/dobg. Lek jest uwazany za bezpieczny, gdyz
odnotowano niewiele dziatan niepozadanych [13]. Korzystny efekt kwasu
ursodeoksycholowego w terapii pacjentow chorych na PBC wigze si¢ z polepszeniem
wynikéw enzymow watrobowych (AST, ALT, ALP, GGTP) oraz bilirubiny [62].
Zaobserowowano roéwniez ztagodzenie zmian zapalnych przestrzeni wrotnych oraz
zmniejszenie histologicznego stopnia zaawansowania choroby [63]. Ponadto, UDCA
op6znia progresje rozwoju marskosci watroby 1 moze wydtuzy¢ czas przezycia pacjentow

bez koniecznosci przeszczepu tego narzadu [64]. Korzystny, dlugoterminowy efekt
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stosowania UDCA wystepuje gtownie u pacjentow we wezesnym stadium choroby i przy
pelnej odpowiedzi biochemicznej, ocenionej po roku leczenia [13].

Kwestig kontrowersyjng 1 nadal szeroko dyskutowang jest zasadnos$¢ stosowania
UDCA w terapii pacjentow chorych na PSC. Metaanalizy dotyczace uzytecznosci leku
wykazaly, ze dawki UDCA od 13 do 15 mg/kg/dobe [65] powodujg poprawe niektorych
wskaznikow laboratoryjnych m.in. ALP, AST, bilirubiny, czy albuminy w surowicy.
UDCA wykazuje roéwniez tendencj¢ do poprawy histologicznych zmian w watrobie [66],
jednak leczenie nie wiaze si¢ z wydtuzeniem czasu przezycia pacjentow i konieczno$cig
przeszczepu [66,67]. W randomizowanym badaniu z udzialem pacjentéw chorych na
PSC, ktorzy otrzymywali umiarkowang dawke UDCA (17-23 mg/kg/dobe) przez 5 lat,
nie zaobserwowano znaczacej roznicy w tagodzeniu objawdw, polepszeniu parametrow
biochemii watroby (ALP, ALT), czy zmniejszeniu ryzyka CCA i zgonu, w poréwnaniu
z grupa placebo [68]. Natomiast, badanie nad wysoka dawka UDCA (28-30 mg/kg/dobg)
zostalo przedwczesnie zakonczone, gdyz stwierdzono, ze grupa leczonych pacjentow
wykazata wyzszy odsetek powaznych zdarzen niepozadanych, a ryzyko rozwoju
marskosci watroby i konieczno$ci przeszczepu dla pierwszorzgdowego punktu
koncowego badania bylo wyzsze w grupie przyjmujacej lek [69].

W $wietle tych badan Amerykanskie Towarzystwo Hepatologiczne AASLD, nie
rekomenduje stosowania UDCA u chorych na PSC. Podobne stanowisko zajmuje
europejskie EASL, z zastrzezeniem, ze warto rozwazy¢ t¢ forme terapii u chorych na PSC
z wysokim ryzykiem wystgpienia raka jelita grubego, ze wzgledu na chemoprewencyjne
wilasciwosci UDCA [70]. Obecnie nie ma skutecznego leku hamujacego progresje
choroby PSC. W poéznych stadiach choroby, jedyng opcja terapeutyczng pozostaje
ortotopowy przeszczep watroby, po ktorym u nawet 20% chorych moze doj$¢ do nawrotu
choroby PSC [71]. Odsetek ten ro$nie w miare uptywu czasu od przeprowadzonej
operacji [72]. We wczeéniejszych stadiach, leczenie farmakologiczne ma wylgcznie
charakter objawowy. Udowodniono, ze przerwanie dtugotrwatego leczenia mniejszymi
dawkami UDCA (10-15 mg/kg/day) powoduje u pacjentdbw znaczne pogorszenie
parametrow cholestatycznych, poziomu aminotransferaz, a takze wzrost wyniku Mayo
Risk Score, stosowanego do oszacowania progresji choroby. Pomimo, ze odstawienie
UDCA nie wptyngto znaczaco na wskazniki jakosci zycia badanych pacjentow, to ponad
40% z nich zglosito nawrdt nasilonego $wiagdu [42]. W zwigzku z nietoksycznym

dziataniem leku, brakiem alternatywnych, skutecznych sposobéw farmakologicznego
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leczenia choroby oraz korzySciami w postaci poprawy wskaznikéw laboratoryjnych,
UDCA jest stosowanym lekiem w praktyce klinicznej [13,71,73].

1.2.2. Kwas 5-aminosalicylowy

W leczeniu tagodnych 1 umiarkowanych rzutow wrzodziejacego zapalenia jelita
grubego oraz w podtrzymaniu remisji choroby u pacjentéw chorych na PSC wykorzystuje
si¢ m.in. preparaty kwasu 5-aminosalicylowego (5-aminosalicylic acid; 5-ASA).
O efektywnosci terapii decyduje stezenie substancji w danym odcinku jelita.
W zaleznosci od umiejscowienia i aktywnosci zmian zapalnych, lek podaje si¢ w roznej
dawce i postaci [74]. 5-ASA dziata lokalnie, poniewaz jego skutecznos¢ jest Silniej
skorelowana ze stezeniem leku w tkance jelitowej niz we krwi [75]. U pacjentow z UC
ze stanem zapalnym w koncowym odcinku jelita grubego, preferowanym leczeniem
pierwszego wyboru jest miejscowo podawana pochodna kwasu 5-aminosalicylowego -
mesalazyna [27]. Monoterapia pozwala uzyskac remisj¢ u 67% pacjentow w porownaniu
z 7-11% chorych leczonych placebo. Natomiast w lewostronnym lub rozlegtym fenotypie
zapalenia, zaleca si¢ skojarzone leczenie z mesalazyna przyjmowanag doustnie [27].
W przypadku tych preparatow, okoto 30% substancji czynnej jest wchianianych w jelicie
cienkim. W komorkach nabtonkowych btony §luzowej jelita oraz w watrobie, 5-ASA
podlega intensywnym przemianom metabolicznym poprzez N-acetylacje, i tym samym
traci aktywnos¢ przeciwzapalng [76]. Pozostate 70% dawki trafia do dalszych odcinkow
jelita, tagodzac lokalnie stan zapalny. Nierdwnomierne uwalnianie leku w $wietle jelita,
znaczaco ograniczna jego skuteczno$¢. Stezenie 5-ASA jest istotnie wicksze w prawe;j
czesSci okreznicy oraz mniejsze w dolnym odcinku przewodu pokarmowego [77].
W konsekwencji, koncowe stgzenie substancji aktywnej moze by¢ niedostateczne, aby
wywota¢ porzadany efekt terapeutyczny. Potaczenie roznych form leku zwigksza jego
dostepnosc i efektywnosé [27]. Obecnie trwaja prace nad stworzeniem nosnikow, ktore
w sposob bardziej ukierunkowany pozwolg na dostarczenie kwasu 5-aminosalicylowego
do jelit [78].

Skuteczno$¢ przeciwzapalna preparatow 5-ASA w leczeniu UC jest dobrze
udokumentowana. Stezenie kwasu 5-aminosalicylowego w $luzowce jelita jest odwrotnie
skorelowane z nasileniem zapalenia okr¢znicy, €O potwierdzono w badaniach
endoskopowych oraz histologicznych [79]. Mesalazyna jest lekiem ogolnie dobrze
tolerowanym i rzadko przyczynia si¢ do dzialan niepozadanych [76]. Preparaty

W monoterapii stosuje si¢ w tagodnej postaci choroby, najczesciej w dawce 3-4 g/dobe.
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W podtrzymaniu remisji jest to 2 g/dobe [27]. 5-ASA jest kwasem organicznym, ktory
pod wzgledem strukturalnym zaliczany jest do grupy niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych [76]. Mechanizm dzialania nie zostal w pelni wyjasniony, ale
najprawdopodobniej wynika z wielu réwnolegle zachodzacych procesow

i bezposredniego wptywu zwigzku na komorki jelita grubego (Rycina 3).

[Dziaia nie przeciwzapalne ]

Zmianaskfadu
[ Dziatanie antyoksydacyjne ] flory jelitowe;j

N A

5-ASA
o (snsn

Dziatanie apoptotyczne \ [R laci Kl ]
egulacjacyklu

w komorkach
nowotworowych l

komorkowego

[ Dziatanie chemoprewencyjne]

Rycina 3. Mechanizm dziatania kwasu 5-aminosalicylowego [80]

Mesalazyna ogranicza powstawanie mediatorow stanu zapalnego przez wiele
procesow. Wiasciwosci przeciwzapalne wykazuje poprzez zdolnos¢ blokowania syntezy
prostaglandyn i leukotrienow, odpowiednio przez zahamowanie szlaku cyklooksygenazy
I lipooksygenazy [76]. 5-ASA moduluje proces zapalny rowniez przez hamowanie
szlakow TNF-a i transformujacego czynnika wzrostu B (transforming growth factor p;
TGF-B), kluczowych regulatorow stanu zapalnego. Ponadto, ogranicza aktywacje
czynnika jadrowego NFkB i posrednio zmniejsza synteze oraz uwalnianie cytokin
prozapalnych: IL-1, IL-6, IL-12 [76,81].

Z powodu nadmiernego stanu zapalnego, we wrzodziejacym zapaleniu jelita
grubego dochodzi do zaburzenia rownowagi pomigdzy generowaniem reaktywnych form
tlenu, a antyoksydacyjnymi mechanizmami obronnymi organizmu [82]. Proces ten
skutkuje uszkodzeniem btony $luzowej za poSrednictwem oksydantow uwalnianych
z infiltrujacych komorek: neutrofili i makrofagow. 5-ASA zmniejsza stres oksydacyjny
poprzez hamowanie produkcji rodnikow i reaktywnych form tlenu (reactive oxygen
species; ROS) : H202, 0, , "CO 2, "OH, N3 i ‘CCl302 [80,83]. W procesie powstawania
ROS biorg udziat takie enzymy jak: mieloperoksydaza (myeloperoxidase; MPO) czy
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indukowalna syntaza tlenku azotu (inducible nitric oxide synthase; iNOS). U pacjentow
chorych na UC, zwigkszony naptyw neutrofili i wzrost uwalnianej z ich ziarnistosci MPO,
zaobserwowano W objetej zapaleniem blaszce wilasciwej btony §luzowej jelita [84].
Natomiast iNOS zwigksza produkcje tlenku azotu w nabtonku i ogniskach zapalnych UC
poprzez stymulacje produkcji TNF-a, co sprzyja dalszemu naciekaniu granulocytow
I uszkodzeniu okreznicy. Badania in vivo wykazaly, ze 5-ASA zmiejsza aktywnos$¢
mieloperoksydazy, poziom NO2/NO3 w surowicy oraz ekspresj¢ iNOS [80].

Kwas 5-aminosalicylowy jest rowniez powigzany =z  aktywnoscig
przeciwdrobnoustrojowa. Uwaza si¢, ze oprocz czynnikow immunologicznych,
genetycznych i srodowiskowych, dysbioza jelitowa petni istotng role w patogenezie UC.
U pacjentow obseruje si¢ zmniejszong roéznorodno$é bakterii, z przewaga wystgpowania
patogennych szczepow. Mesalazyna moze wptywaé na sktad flory jelitowej [85-87].
Wysokie stezenie 5-ASA w blonie §luzowej jelita zwigzane byto ze zmniejszeniem ilosci
bakterii chorobotworczych, takich jak Escherichia—Shigella, Dialister, Bacteroides,
Prevotella i Klebsiella, a wzrostem Enterococcus, Lactococcus, and Lactobacillus [86].

Regularne stosowanie preparatow kwasu 5-aminosalicylowego moze o potowe
zmniejsza¢ ryzyko wystapienia raka jelita grubego u chorych z UC [27]. Molekularna
podstawa chemoprewencyjnego dziatania 5-ASA obejmuje hamowanie proliferacji
komorek nabtonka jelia grubego i nasilanie ich apoptozy. Ochronne wiasciwosci
wynikajg najprawdopodobniej ze wspomnianych mechanizméw antyoksydacyjnych
I przeciwzapalnych [27]. Regulacja cyklu komoérkowego jest kluczowym mechanizmem
obronnym, ktore stabilizuje integralno$¢ genomu i zapobiega p6zniejszej transformacji
nowotworowe] lub $mierci komorki. 5-ASA moduluje cykl komérkowy na réznych
poziomach, m.in. poprzez zahamowanie fazy S i aktywacj¢ punktow kontrolnych
replikacji [80]. Ponadto, efekt chemoprewencyjny 5-ASA wigze si¢ z zaktoceniem
Sciezki sygnatowej Wntf3-kateniny. Szlak ten odgrywa kluczowa role w onkogenezie
I progresji nowotworu, poniewaz prowadzi do niekontrolowanej proliferacji komorek.
Jego nieprawidtowa aktywacja jest czgsto obserwowana w ludzkim raku jelita grubego
[88]. W komorce nowotworowej zaburzenie szlaku transdukcji sygnatu zaleznego od
biatka Wnt zachodzi na drodze nadekspresji jego aktywatorow, w tym akumulacji
B-kateniny, ktora w warunkach fizjologicznych utrzymywana jest na niskim poziomie.
5-ASA poprzez fosfatazg biatkowa 2A, fosforyluje B-katenine zmniejszajac jej ekspresje
w jadrze komorkowym [80]. 5-ASA jest réwniez zdolny do indukowania

p-protokadheryny, biatka eksprymowanego przez komorki nabtonka jelita grubego,
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ktorego poziom ekspresji ulegal obnizeniu podczas transformacji nowotworowej.
p-protokadheryna aktywowana przez 5-ASA, wigze B-katening do btony komoérkowe;j
I hamuje jej aktywnos$¢ [89]. Wiasciwosci chemoprewencyjne leku wigzg si¢ rowniez
z obnizeniem ekspresji protoonkogenu c-Myc [80]. Ponadto, mesalamina aktywuje
jadrowe receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomoéw (peroxisome
proliferator activated receptor; PPAR), ktore sg silnie eksprymowane w komorkach
nabtonkowych jelita i odpowiadajg za kontrole zapalenia oraz proliferacj¢ komoérek [90].
Wykazano, ze w blonie $luzowej jelita grubego u chorych na UC jest mniej PPARy, niz
u os6b zdrowych [91]. Kwas 5-aminosalicylowy, dziatajac jak ligand, jest zdolny do
taczenia si¢ z PPARy, i posrednio moze wptywaé na réznicowanie i indukcje¢ apoptozy w

komorkach nowotworowych [90].

1.3. mikroRNA
1.3.1. Biogeneza mikroRNA

Etiologia cholangiopatii w przebiegu choroby PBC i PSC pozostaje nieznana,
jednak liczne dowody podkres$laja istotny wptyw czynnikdéw epigenetycznych na rozwoj
i progresj¢ tych choréb. MikroRNA (miRNA, miR) to grupa naturalnie wystepujacych,
niekodujacych czasteczek kwasu rybonukleinowego o diugosci od 18 do okoto
24 nukleotydoéw. Szacuje si¢, ze okoto jedna trzecia gendw kodujgcych biatka podlega
ich regulacji [92]. Pierwszym zidentyfikowanym miRNA byt lin-4 wykryty u nicienia
Caenorhabditis elegans (C. elegans) w 1993 przez grup¢ Ambrosa [93]. Transkrypty
lin-4 zawieraly sekwencje komplementarne do niepodlegajacego translacji fragmentu
3'UTR mRNA, jednak nie kodowaty biatka. Ze wzgledu na brak homologéw w innych
organizmach, przez dhlugi czas odkrycie to pozostawalo niedocenione. Dopiero po
siedmiu latach Reinhart i wsp. [94] doniesli o kolejnym genie kodujacym miRNA
u C.elegans - let-7. Obecnos¢ tego miRNA zostata potwierdzona rowniez u kregowcow,
co zapoczatkowalo szereg badan dotyczacych roli tych czgsteczek w ludzkim organizmie
[95]. Dotychczas rozpoznano ok. 38589 miRNA w ponad 200 gatunkach (miRBase 22.1,
http://www.mirbase.org/). Pierwsze odkryte miRNA posiadaja w swojej nazwie
przedrostek ,,lin” lub ,,let” natomiast w obecnie stosowanej nomenklaturze, stosuje si¢
przedrostek ,,miR” wraz z nadanym numerem identyfikacyjnym np. miR-21.
W przypadku, gdy dwa rozne prekursory sg podstawg do wytworzenia tej samej
czasteczki miRNA dodaje si¢ kolejny numer np. miR-218-1 oraz miR-218-2. Jezeli
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miRNA powstaje z réoznych ramion tego samego prekursora (np. miR-7d oraz
miR-7d*), w zapisie umieszcza si¢ gwiazdke, ktora wskazuje na rzadziej powstajaca
form¢. Nomenklatura moze réwniez doktadnie wskazywac na ramig, z ktérego powstato
MIiRNA np. miR-324-3p lub miR-324-5p. Malg literg alfabetu rozroznia si¢ czasteczki
miRNA z nieznacznie odmienng sekwencja nukleotydowa np. miR-99a i miR-99b [96].
Geny dla miIRNA moga wystgpowaé pojedynczo lub blisko siebie w postaci
Klastrow. Zlokalizowane sg glownie w obszarze migdzygenowym (68%), najczesciej
w intronach. Pozostate geny znajdujg si¢ w eksonach lub obszarach niculegajacych
translacji UTR [97]. Kanoniczny proces biogenezy miRNA sktada si¢ z kilku etapow.
Transkrypcja genow odpowiedzialnych za powstanie pierwotnego transkryptu RNA
(primary miRNA; pri-miRNA) zachodzi przy udziale enzymu polimerazy RNA 11 [98].
Pri-miRNA zbudowany jest z ok. 70 nukleotydow i tworza go potgczone ze sobg struktury
szpilek do wlosow, zawierajace 7-metyloguanozynowa czapeczk¢ na koncu
5’ oraz ogonek Poli(A) na koncu 3’ [99]. Pierwotny transkrypt podlega nastgpnie
wstepnej obrobcee posttranskrypeyjnej w jadrze komorkowym. Rozpoznawany jest przez
kompleks tzw. mikroprocesora, w sktad ktorego wchodzi biatko jadrowe DGCRS8 oraz
rybonukleaza 111 Drosha [98]. Za pomoca domen wigzacych RNA, biatko DGCR8
uczestniczy w rozpoznawaniu pierwotnych transkryptow. Ponadto orientuje katalityczng
domen¢ enzymu  Dorsha  ufatwiajac  przecinanie = koncow  pri-miRNA
i uwalnianie prekursorowych miRNA (precursor miRNA; pre-miRNA) o dtugosci okoto
65 nukleotydow [100]. Jezeli geny dla miRNA znajduja si¢ w sekwencjach
niekodujacych, tzw. mirtronach, to powstawanie pierwotnego miRNA zachodzi na
drodze alternatywnego szlaku, z zaangazowaniem spliceosomu (kompleksu
wycinajacego introny z pre-mRNA), [98]. Pre-miRNA transportowane sa aktywnie do
cytoplazmy przez biatko eksportyne 5 i czynnik RanGTP. Energia uzyskana w wyniku
hydrolitycznego rozpadu GTP do GDP, zwigzanego z bialkiem RAN, umozliwia
uwolnienie pre-miRNA z kompleksu pre-miRNA/Eksportyna5/RanGTP do cytoplazmy
[101]. W dalszych procesach dojrzewania miRNA uczestniczy rybonukleaza 11l Dicer.
W wyniku aktywnosci tego enzymu, dochodzi do powstania dupleksu miRNA- miRNA,
ktorego sktadowa sg dojrzate funkcjonalnie czasteczki miRNA o dlugosci ok. 20
nukleotydow [99]. Dawniej uwazano, ze jedna z nici w dupleksie (tzw. ni¢ wiodaca)
wlaczana jest do kompleksu RISC, a druga pasazerska ulega degradacji. Badania
wykazaly jednak, ze obydwie nici mogg petnié role regulatorowa [99]. Ostatecznie, jedna

z nici zostaje wbudowana w bialkowy kompleks RISC, w sktad ktorego oprocz
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rybonukleazy Dicer, wchodza jego kofaktory biatkowe TRBP i PACT oraz biatko
Argonaute - Ago2. Dojrzata ni¢ miRNA, wiaczona do kompleksu RISC, hybrydyzuje
z docelowym mRNA [99]. Oddzialywanie miRNA-mRNA zachodzi cze$ciej w obrebie
3’ UTR, niz 5> UTR docelowej sekwencji [102], a w zalezno$ci od poziomu dopasowania
miRNA do mRNA, obserwowany jest odmienny efekt w komorce. Jezeli polaczenie
wykazuje wysoka komplementarno$¢ nukleotydow, ni¢ mRNA ulega degradacji przez
Ago2. W wigkszosci przypadkéw, miRNA nie wykazuje jednak catkowitego
dopasowania do 3’UTR i hamuje endonukleolityczng aktywacje Ago2. Proces ten
skutkuje represja translacji matrycowego RNA, bez zmian ilosci transkryptu [99].
System kontroli ekspresji miRNA moze zachodzi¢ pod wptywem réznych

czynnikoéw (Rycina 4).

Srodowiskowe
czynniki
modulujace

Czynniki
epigenetyczne

Zmiana
sekwencji
genow

Regulacja
biosyntezy
miRNA

Czynniki
transkrypcyjne

Rycina 4. Modyfikatory ekspresji miRNA [103]

Wykazano, ze geny dla miRNA s3 czgsto zlokalizowane w tzw. miejscach
tamliwych chromosoméw, podatnych na peknigcia, czy rearanzacje [104]. Ekspresja
miRNA jest regulowana juz na etapie biosyntezy (gtownie przez wptyw rybonukleaz
Dorsha/ Dicer), a takze przez wiele mechanizméw molekularnych na poziomie
transkrypcyjnym. Czasteczki miRNA mogg by¢ réwniez regulowane przez metylacje
DNA i posttranslacyjng modyfikacje histonow [103]. Wykazano, ze srodowiskowe
czynniki modulujace takie jak leki, ksenobiotyki, bioaktywne sktadniki zywnosci, lub
hormony mogg tatwo zmienia¢ ekspresje miRNA w komorkach i tkankach [105,106].
Geny miRNA moga by¢ wiec regulowane przez wyzej wymienione wplywy
epigenetyczne, jednoczesnie powstajace funkcjonalne czasteczki miRNA mogag same
pehi¢ role epigenetycznych modulatorow, wyciszajac ekspresje docelowych genow
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[107]. Pojedyncza czasteczka miRNA jest w stanie rozpozna¢ wiele docelowych mRNA,
a kazde mRNA moze by¢ regulowane przez rézne miRNA. Zalezno$¢ ta skutkuje
istnieniem niezwykle zlozonej sieci regulatorowej w komorce. Mnogo$¢ sposobow
oddzialywan powoduje, ze miRNA biorg udziat w procesach kluczowych dla rozwoju
1 funkcjonowania kazdego organizmu, w tym: proliferacji, réznicowania si¢ komorek, ich
migracji, czy apoptozie. Czasteczki miRNA, dziatajac glownie jako regulatory
posttranskrypcyjne, uczestnicza w wielu procesach regulacji, zarbwno wewnatrz- jak

i zewnatrzkomorkowych szlakow sygnatowych [99].

1.3.2. Rola mikroRNA w regulacji funkcji immunologicznych

MiRNA odgrywaja plejotropowa rol¢ w regulacji funkcji immunologicznych.
Poprzez wplyw na czynniki transkrypcyjne i elementy szlakow zwigzanych
z transdukcja sygnatu, zwigkszaja lub wyciszajg regulowane procesy odpornosciowe
[108]. Ponadto, miRNA =zostaly powigzane z regulacja kluczowych procesow
fizjologicznych, ktorych deregulacja moze prowadzi¢ do nadmiernego i1 dtugotrwalego
stanu zapalnego. Epigenetyczng modulacj¢ uktadu odpornosciowego, przez czasteczki
miRNA, zaobserwowano w wielu chorobach, w tym autoimmunologicznych
cholangiopatiach [109]. Genetyczne czynniki ryzyka, predysponujace do rozwoju
choroby PBC, powigzano z aktywacja komodrek odpornosciowych, glownie
limfocytow T wraz z produkcja IFN-y (TNFSF15, IL12 R, TYK2, STAT4, SOCS1,
NF-kB, TNFAIP3), limfocytow B i immunoglobulin (POU2AF1, SPIB, PRKCB, IKZF3,
ARID3A) oraz prezentacja antygenu i uwalnianiem IL-12 (IRF5, SOCS1, TNFAIP3,
NF-kB, IL-12A) [110]. Czasteczki miRNA s3 waznymi modulatorami rozwoju,
dojrzewania oraz rdznicowania poszczegOlnych linii komorek odpornosciowych.
Ponadto, indukujg prozapalne cytokiny, ktore utrwalaja proces zapalny. W komodrkach
jednojadrzastych krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear cells; PBMCs),
izolowanych od pacjentow chorych na PBC, obnizona ekspresja miR-92a koreluje ze
zwiekszong frakcja krazacych limfocytow Th17 [111]. Zaburzona rownowaga Th17/Treg
jest powszechnie obserwowana w PBC. Wykazano rowniez, ze miR-92a byt
eksprymowany wraz z IL-17A, co moze $wiadczy¢ o znaczacej roli tego miRNA
w regulowaniu przebiegu choroby PBC, poprzez modulacj¢ limfocytow Thl7 [111].
Wsrod uczestniczacych w  patogenezie choroby PBC komorek odpornosciowych,
szczeg6lng role petnig limfocyty T CD4+, ktore sg odpowiedzialne za produkcje cytokin
oraz pobudzenie autoreaktywnych efektorowych komoérek T CDS8 i limfocytow B.
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Komorki te powigzano odpowiednio z uszkodzeniem komoérek nabtonka drég zotciowych
I wytwarzaniem duzych ilosci autoprzeciwciat AMA [112]. W obwodowych limfocytach
T CD4+ wykazano rowniez zmniejszong ekspresj¢ miRNA, w tym miR-181a, miR-181b
i MiR-374b. Szczegodlnie znaczenie moze mie¢ udzial miR-425, ktdrego obnizony poziom
silnie indukowal cytokiny zapalne: IL-2 i IFN-y, poprzez dodatnig regulacje N-Ras
w szlaku sygnalizacyjnym TCR in vitro [113]. Zréznicowany profil miR-223-3p oraz
miR-215p wykazano w krazacych limfocytach B u pacjentdéw z rdéznym stopniem
zaawansowania choroby PBC [114]. Natomiast eksprymowany miR-139-5p
w naciekajacych limfocytach, reguluje transkrypcj¢ c-FOS i zwigksza produkcje cytokiny
TNF-a w szlaku sygnalizacyjnym NF B [115], przyczyniajac si¢ do ci¢zszego zapalenia
cholangiocytow w przebiegu choroby PBC. Nieliczne sg badania nad rola miRNA
w stanie zapalnym u chorych na PSC. Wigkszo$¢ z nich koncentruje si¢ na wykazaniu

charakterystycznych profili ekspresji lub potencjalnych biomarkerow [116].

1.3.3. Znaczenie mikroRNA w karcynogenezie

Najwczesniejsze dowody na udzial miRNA w chorobie nowotworowej opisano
na przyktadzie przewlektej biataczki limfocytowej. Wykazano, ze na dlugim ramieniu
chromosomu 13, w obszarze 14.2, =znajduja si¢ geny dla miR-15a oraz
miR-16-1, ktore reguluja ekspresj¢ antyapoptotycznego biatka Bcl-2. Obnizona ekspresja
tych miRNA jest obserwowana u prawie 70% chorych. Delecja w regionie 13ql4
skutkuje brakiem lub niedostateczng ekspresja wspomnianych miRNA, co ostatecznie
doprowadza do niekontrolowanej proliferacji i gromadzenia nieprawidtowych,
monoklonalnych limfocytow B [117].

Dysregulacja ekspresji miRNA w komoérkach nowotworowych jest powszechnie
obserwowana. Ponad 50% genéow mMIRNA jest zlokalizowanych w miejscach
niestabilnych genetycznie lub regionach zwigzanych z rozwojem nowotworu [104].
Stwarza to znaczace ryzyko delecji fragmentow i zahamowania ekspresji transkryptow.
MiRNA klasyfikuje si¢ ze wgledu na znaczaca rolg w regulowaniu szerokiego spektrum
kluczowych dla nowotworzenia genow, jako supresorowe (tumor-suppressive miRNA;
Ts-miRNA) lub onkogenne (zwane inaczej onkomirami). Brak miRNA
0 funkcji supresorowej moze prowadzi¢ do zwickszonej akumulacji czynnikow
proonkogennych i skutkowaé wzmozong aktywnosciag wewnatrzkomorkowych
mechanizméw nasilajagcych proliferacje, wzrost inwazyjnosci komorek, aktywacje

angiogenezy, czy hamowanie apoptozy. Przyczynia si¢ to do uzyskania przez komorki
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fenotypu nowotworowego. Wykazano, ze wraz z przebiegiem karcynogenezy, poziom
Ts-miRNA obniza si¢. Akumulacja onkogennych miRNA moze dodatkowo hamowaé
supresorowe geny i nasili¢ progresjc nowotworu [118,119]. Czasteczka miRNA
wykazuje zdolnos$¢ do regulacji ekspresji wielu genow, ktore czesto petnia przeciwstawne
funkcje np. promujace lub hamujace nowotworzenie. Efekt dziatania miRNA jako
supresora lub onkogenu, zalezy od rownowagi i sumarycznej aktywnos$ci regulowanych
przez nic gendéw [99]. Przykladem miRNA, ktére pelni podwdjng role,
w zalezno$ci od rodzaju nowotworu jest miR-125b i miR-155 [118]. W wielu guzach
litych geny docelowe Ts-miR-125b obejmujg czynniki proapoptotyczne i prowadza do
hamowania przerzutéw. Natomiast, w wiekszosci nowotworéw hematologicznych,
miR-125b peti role onkomiru. Innym przyktadem miRNA o dualnej roli jest miR-155,
ktoéry wykazuje dziatanie supresyjne w raku zotadka i raku jajnika, a jego podwyzszong
ekspresj¢ wykazano w raku ptuc [118]. Dysregujacje profili miRNA zaobserwowano
réwniez w HCC [120], CCA [121] oraz CRC [122], ktore sg najczeSciej rozwijajacymi
si¢ nowotworami w progresji choroby PBC i PSC. Zaburzona rownowaga pomig¢dzy
Ts-miRNA, a onkomirami przyczynia si¢ do zainicjowania procesu nowotworzenia

i powstawania przerzutow (Rycina 5).

angiogeneza

procesy
zapalne

proliferacja miRNA

w karcynogenezie

inicjacja
nowotworzenia

niestabilnos¢
genomowa

apoptoza

Rycina 5. Udziat miRNA w procesie nowotworzenia [123]

MiIRNA, modulujac ekspresje docelowego transkryptu, hamujg lub aktywuja

wiele komponentow maszynerii cyklu komérkowego, w tym: cyklin, zaleznych od nich
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kinaz (cyclin-dependent kinases, CDK) oraz inhibitorow (p21, p27, WEE1) [124].
Wigkszo$¢ z tych miRNA dziala jako supresory, regulujac potencjal proliferacyjny
komorek. Wérod miRNA o obnizonej ekspresji w CCA, znajduje si¢ miR-494, ktory
odgrywa kluczowag role w kontroli cyklu komoérkowego poprzez bezposrednie
hamowanie CDK-6 oraz, w mniejszym stopniu: CDK4, CCND1, CCNE2 i HDACI,
co skutkuje zatrzymaniem fazy G1/S cyklu komorkowego. Eksperymentalna
nadekspresja miR-494, zarowno in vitro jak i in vivo, zmniejsza wzrost komorek raka
drog zotciowych [125]. Podobnie, przywrocenie ekspresji miR-6883-5p i miR-149%*,
ktore moduluja CDK4/6, hamuje cykl komorkowy w fazie GO/G1 i ogranicza procesy
apoptozy w komoérkach notowtorowych jelita grubego [126]. Wykazano, ze miR-140
hamuje progresj¢ raka jelita grubego 1 jego przerzuty do watroby poprzez wptyw na BCL9
i BCL2 [119]. Ponadto, miR-34a nasila apoptoz¢ poprzez celowanie w transkrypt SYT1
w raku okreznicy [127]. Strategie ukierunkowane na przywrocenie ekspres;ji
supresorowych miRNA, moga stanowi¢ potencjalny cel terapeutyczny w terapii
nowotworowej. Ts-miRNA reguluja nie tylko kluczowe sktadowe cyklu komorkowego,
lecz posrednio moga modulowaé $ciezki sygnatowe zaangazowane w mechanizm
podziatow komoérkowych i proliferacje.

Niekontrolowany podzial komorek jest cechg charakterystyczng progresji
nowotworu. Istotng role w tym procesie odgrywa szlak Wnt/B-katenina. Okoto 90%
przypadkow raka jelita grubego zawiera mutacje w genie APC lub CTNNBL, ktore zwykle
prowadzag do akumulacji B-kateniny i aktywacji $ciezki  Wnt/B-katenina.
W CRC, czasteczkami zaangazowanymi w modulowanie tego szlaku sa
m.in. MiR-135a, miR-135b, MiR-501-3p, MiR-942 oraz miR-494 [122]. Natomiast
w raku drog zotciowych (CCA), podwyzszony miR-421 hamuje ekspresje jadrowego
receptora kwasow zotciowych (FXR), zaré6wno na poziomie mRNA jak i biatka,
promujac procesy proliferacjne w komoérkach nowotworowych [128]. Wykazano, ze FXR
dziala rowniez jako supresor nowotworu, m.in. w raku watrobowokomorkowym.
Rodzina czynnikow transkrypcyjnych E2F maja zasadnicze znaczenie dla proliferacji,
a mutacje w kodujacych je genach prowadza do zablokowania podziatow i aktywacji
apoptozy. Nadekspresja oncomiR-1 (klaster miR-17-92, zbudowany z szesciu miRNA:
miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b i miR-92) hamuje translacj¢ biatek E2F1,
E2F2 i E2F3. Wykazano tez, ze miR-17-5p negatywnie koreluje z E2F1 w bioptatach
uzyskanych od pacjentow z rakiem okreznicy [124].
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Utrata funkcji przeciwnowotworowej powigzana jest ze sttumieniem lub mutacja
wielu supresoréw takich jak PTEN czy p53. Onkogenny miR-21, ktoérego nadekspresja
obserwowana jest w wielu nowotworach, w tym CCA [129], HCC [130], ogranicza
podzialy komoérkowe i inicjacj¢ apoptozy poprzez hamowanie transkryptow genu PTEN.
Nadekspresje tego mikroRNA potwierdzono rowniez w raku jelita grubego oraz drog
z6kciowych gdzie wykazuje zdolno$¢ wyciszania czynnika programowanej $mierci
komorki, PDCD4 [131,132]. MiR-221 rowniez powigzano z hamowaniem PTEN w raku
watrobowokomoérkowym [120]. Mutacje w genie p53 obserwuje si¢ w ponad polowie
nowotworéw. Wykazano, ze wiele miRNA hamuje aktywnos$¢ pS3 odpowiednio przez
sprzezenie zwrotne ujemne (miR-33, miR-38, miR-125b, miR-504, miR-1285) i dodatnie
(MiR-29, miR-34, miR-122, miR-192, miR-194, miR-215) [133]. Biatko p53 jest
kluczowym regulatorem determinujagcym los komorki, ktore moze regulowac synteze
miRNA w tym: miR-34a/b/c, miR-145, miR-107, miR-30, miR-138, miR-192, miR-215
oraz miR-504. Zaindukowanie miRNA poprzez regulacj¢ swoich genéw docelowych
posredniczg w supresji nowotworu wplywajac na przezycie komorek (c-Myc) lub
hamowanie cyklu komoérkowego (CDK4, /6 BCL2, CDC7, MAD2L1, CUL5) [133,134].

Charakterystyczng cechg wielu nowotworow ztosliwych jest tworzenie nowych
naczyn krwiono$nych. Sposréd wielu badanych miRNA, miR-210 wydaje si¢ petnié
kluczowa role w indukowaniu angiogenezy. Jest on bezposrednim celem czynnika
indukowanego hipoksja - HIFla. Nadekspresje miR-210 wykryto w réznych
nowotworach, w tym CRC [135], HCC [136] i CCA [137]. Progresji nowotwotworzenia
towarzyszy rowniez zjawisko przejscia epitelialno-mezenchymalnego
(epithelial-mesenchymal transition; EMT), ktore zwigzane jest z nabyciem przez komorki
nowotworowe inwazyjnego charakteru. Dotychczasowe badania CRC [138] wykazaty,
ze wiele mMIRNA z rodziny miR-200 zaangazowanych jest bezposrednio lub posrednio
w regulacje czynnikéw transkrypcyjnych 1 kofaktorow regulujacych przemiang
nabtonkowo-mezenchymalng [139]. W raku drog zotciowych, kluczowe dla tego procesu
mogg by¢ miR-186 oraz miR-590-3p, przez ttumienie odpowiednio czynnikoéw TWIST1
I ZEB2 [121]. Wyciszenie enzymu btonowego ADAM17 przez miR-122, ktory stanowi
okoto 70% calkowitej populacji miRNA w watrobie [140], skutkuje znaczacym
ograniczeniem zdolnosci migracji komorek in vitro oraz inwazji i onkogenezy
w badaniach in vivo [141]. Zmniejszong ekspresje supresorowego miR-122, powigzano z
gorszym rokowaniem pacjentow z rakiem watrobowokomorkowym. Eksperymentalne

przywrocenie miR-122 wigzato si¢ z zahamowaniem produkcji wielu biatek w tym
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metaloproteinazy MMP, ktore bezposrednio przyczyniajg si¢ do zmniejszenia macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz kolonizacji komorek 1 ekspansji przerzutow [142].
W progresji raka jelita grubego, nadekspresja miR-21 i miR-31 moze promowa¢ EMT
poprzez thumienie docelowego transkryptu TIAM1 [139]. Podobnie moze dziata
niedobor supresorowego miR-150, ktory oproécz hamowania proliferacji i migracji
komorek (SNAIL, GLI1) wykazal zdolno$¢ ograniczenia angiogenezy w CRC poprzez
docelowy gen czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego (Vascular Endothelial
Growth Factor A; VEGFA) [143]. Proces tworzenia nowych naczyn krwionosnych
odgrywa istotng rolg w procesie wzrastania nowotworow. Supresorowy miR-101
znaczaco hamuje proliferacje¢ komorek CCA i angiogenez¢ przez ukierunkowanie na
VEGF, cyklooksygenaze-2 (COX-2) i E2F8 [121].

Wiele nowotworéw  powstaje w  miejscu przewleklego  zapalenia.
Mikrosrodowisko guza charakteryzuje si¢ akumulacja komoérek prozapalnych oraz
licznych czynnikow, ktore sprzyjaja proliferacji, przezyciu i migracji nowotworowo
zmienionych komoérek. MiRNA mogg petni¢ role mediatorow kancerogenezy wywotane;j
stanem zapalnym. W komorkach CCA, prozapalna IL-6 stymuluje ekspresje
metylotransferaz glownie DNMT-1 oraz HASJ4442, ktére obnizaja poziom miR-370.
Niedobor tego miRNA powigzano z niedostatecznym wyciszeniem onkogenu MAP3KS.
Ponadto IL-6 moduluje miR-148a i miR-152, ktore bezposrednio celuja
w transkrypt DNMT-1, co moze przyczyni¢ si¢ do hipermetylacji genéw supresorowych
Rassfla and p16'™N<% [144]. MiR-21 rowniez stanowi tacznik pomiedzy stanem
zapalnym, a nowotworzeniem. Wzrost tego miRNA, w sposéb zalezny od Sciezki
IL-6/STAT3, prowadzi do aktywacji NF-xB wymaganej do utrzymania stanu
transformacji poprzez hamowanie supresorowych genéw PTEN i CYLD [145].
Wykazano rowniez zwigzek pomiedzy ekspresja miR-21, a prozapalnymi genami: IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12a i NOS2a w raku jelita grubego [146]. Co wigcej, podwyzszony
poziom miR-21 w PBMC hamuje RASGRP1 na poziomie mRNA z réwnoczesnym
spadkiem metylotransferazy DNA 1 (DNA methyltransferase 1, DNMT1). Powoduje to
aktywacje genow wrazliwych na metylacje | powiazwigzanych z autoimmunizacjg. Stan
ten moze wzmagaé progresje choroby PBC [147]. Zapalenie przyczynia si¢ rowniez do
zwigkszonej czestosci mutacji DNA i uogélnionej niestabilno$ci genetycznej [145].
Ekspresja MSH2, genu bioragcego udzial w mechanizmie naprawy DNA. jest rowniez

ujemnie regulowana przez miR-21 [145].
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2. ZALOZENIA I CEL PRACY

Literatura przedmiotu, analizy mikromacierzy (rozdziat 3 pkt. 3.4) oraz wyniki
badan prowadzonych przez nasz zespot wykazaly rozne profile ekspresji miR-125b,
miR-150, miR-155, miR-346 i miR-506 w materiatach biopsyjnych pobranych od
pacjentow chorych na pierwotne zapalenie drog zotciowych (PBC) i pierwotne
stwardniajgce zapalenie drog zotciowych (PSC) [147,148], z lub bez wspdtistniejgcego
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego [149-151]. Biorac pod uwagg, ze chorzy na PBC
I PSC sg leczeni kwasem usodeoksycholowym (UDCA) oraz/lub kwasem
5-aminosalicylowym (5-ASA), ktére moga modulowaé ekspresje miRNA [89,152-156],
celem gtéwnym niniejszej dysertacji jest funkcjonalna analiza wptywu ww. lekow na
ekspresje miR-125b, miR-150, miR-155, miR-346 i miR-506.

Cele szczegbdtowe objety:

1. Oceng ekspresji wybranych miRNA pod wpltywem dzialania UDCA
i/lub 5-ASA w niestymulowanych liniach komérkowych;

2. Zbadanie ekspresji wybranych miRNA pod wptywem zaindukowanego in vitro
stanu zapalnego;

3. Dziatanie ww. lekow w stanie zapalnym na ekspresj¢ wybranych miRNA

4. Przeprowadzenie analizy czynno$ciowej z uzyciem analogéw lub inhibitoréw
wybranych miRNA;

5. Potwierdzenie regulacyjnych funkcji wybranych miRNA poprzez analize
oddziatywan miRNA-mRNA w konteks$cie patogenezy autoimmunologicznych

cholestatycznych chorob watroby.

W niniejszej pracy postawiono nastepujace hipotezy badawcze:

1. UDCA i 5-ASA poprzez modulacje wybranych miRNA reguluja $ciezki
sygnatowe zwigzane ze stanem zapalnym i nowotworzeniem w cholestatycznych
chorobach watroby;

2. Eksperymentalne zahamowanie ekspresji miR-155 przez UDCA zapobiega
obnizeniu PPAR«;

3. Invitro, 5-ASA hamujac ekspresj¢ miR-155 moze modulowaé geny systemu

naprawy btednie sparowanych nukleotydow.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Linie komorkowe
3.1.1. Linia ludzkich cholangiocytéw NHC

Cholangiocyty linii NHC (normal human cholangiocyte, pierwotna linia
cholangiocytow) wyizolowane ze zdrowej ludzkiej watroby, otrzymano z Uniwersytetu
Nawara (Pampeluna, Hiszpania) dzigki uprzejmosci prof. Jesusa Banalesa. Komorki
rosng w monowarstwie, a czas ich podwojenia wynosi okoto 24 h [157]. Dedykowana
pozywka hodowlana sktada si¢ z mieszaniny DMEM F12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12, Gibco 32500-035, Paisaley, UK) z dodatkiem
inaktywowanej termicznie surowicy (FBS; Gibco, Grand Island, NY, USA),
aminokwasow endogennych (MEM Non-Essential Amino Acids, Gibco 11140-35,
Paisaley, UK), antybiotyku (penicylina/streptomycyna; Biowest, Nuaille, FR),
chemicznie zdefiniowanej mieszaniny lipidow (Lipid Mixture Chemically Defined,
Sigma-Aldrich 20288-100ML, St. Louis, MO, USA) roztworu witamin (MEM Vitamin
Solution, Gibco 11120-037, Paisaley, UK) sojowego inhibitora trypsyny (5mg/ml;
Soybean Trypsin Inhibitor, Gibco 17075-29, Grand Island, NY, USA), insuliny (Insulin-
Transferrin-Selenium, 51500-056 Gibco, Grand Island, NY, USA), ekstraktu
z przysadki bydlgcej (Bovine Pituitary Extract, Gibco 13028-014, Penrose, Auckland,
NZ) deksametazonu (3,9 mg/ml; Sigma-Aldrich D4902-25MG, St. Louis, MO, USA), T3
(3,3’5-trijodo-L-tyroniny, Sigma-Aldrich T2877-100MG, St. Louis, MO, USA),
epidermalnego czynnika wzrostu (EGF, Sigma-Aldrich E9633-5MG, St. Louis, MO,
USA), oraz forsoliny (Sigma-Aldrich F3917-25MG, St. Louis, MO, USA).W badaniu

wykorzystano komérki NHC ponizej 20 pasazu.

3.1.2. Linia ludzkich cholangiocytéw H69

Unies$miertelniong, nienowotworowg lini¢ komérkowa nabtonka drég zotciowych
H69 (linia cholangiocytow transformowanych wirusem SV40) otrzymano dzigki
uprzejmosci prof. Jesusa Banalesa z Uniwersytetu Nawara (Pampeluna, Hiszpania). H69
jest linig komorkowa wyprowadzong ze zdrowej watroby pobranej do przeszczepu [51].
Czas podwojenia populacji komorek wynosi okoto 20 h [157]. Przygotowanie pozywki
oraz warunki hodowli H69 byly identyczne jak w przypadku linii NHC.

Do badan wykorzystano komorki pomigdzy 20 a 30 pasazem.
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3.1.3. Linia ludzkich hepatocytow HepG2

Hepatocyty HepG2 zostaty wyizolowane ze zmienionych nowotworowo komorek
watroby  15-letniego  chtopca rasy  kaukaskiej, chorego na  nowotwor
watrobowokomorkowy. Sposrdéd wielu dostepnych watrobowych linii komorkowych,
HepG2 jest najczesciej wykorzystywang linig w badaniach in vitro, gdyz cechuje sig¢
fenotypem najbardziej zblizonym do watrobowego [158]. Komorki sg szeroko stosowane
w badaniach toksykologicznych, i rzadziej w badaniach nad metabolizmem lekéw. Linia
HepG2 zostata komercyjnie zakupiona z kolekcji ATCC (ATCC-HB-8065™), Komorki
sg adherentne i rosng w monowarstwie, a ich podziatl nastgpuje po 24h. Komorki linii
HepG2 hodowano w pozywce EMEM (Eagle’s Eagle’s Minimum Essential Medium,
ATCC 30-2003, Manassas, VA, USA) uzupetionej o surowice (FBS, ATCC 30-2025,
Teddington, UK) i 1% roztwor penicyliny/streptomycyny (Biowest, Nuaille, FR). Do

badan wykorzystano komorki ponizej 40 pasazu.

3.1.4. Linia ludzkich enterocytopodobnych komérek Caco-2

Ustalong lini¢ komdrkowa Caco-2 stanowig heterogenne komorki pozyskane
z gruczolakoraka okreznicy 72-letniego mezczyzny rasy kaukaskiej. Caco-2
charakteryzuje si¢ powolnym wzrostem adherentnym, a podwojenie populacji zajmuje od
3 do 4 dni. Okres potrzebny do uzyskania stacjonarnej fazy wzrostu wynosi okoto 21 dni.
W czasie hodowli, komorki przechodza proces réznicowania i uzyskuja morfologiczne
oraz funkcjonalne podobienstwo do enterocytow [159]. Z tego wzgledu, linia jest szeroko
stosowanym modelem komorkowym stuzacym do oceny dziatania lekow [160]. Caco-2
pozyskano komercyjnie z Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komoérkowych (American
Type Culture Collection, ATCC) (ATCC-HTB-37™) i hodowano w dedykowanej przez
producenta pozywce EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium, ATCC 30-2003,
Manassas, VA, USA) z dodatkiem surowicy bydlecej (FBS, ATCC 30-2025, Teddington,
UK) oraz antybiotyku (penicylina/streptomycyna; Biowest, Nuaille, FR). Do badan

wykorzystano komorki pomiedzy 10 a 20 pasazem.

3.2. Hodowla komodorkowa

Laboratorium przy Zaktadzie Biologii Medycznej Pomorskiego

Uniwersytetu Medycznego (ZBM PUM) spelnia wymogi laboratorium zgodnego ze
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standardem bezpieczenstwa biologicznego poziomu 2 (BSL2) wymaganego do
prowadzenia prac z uzyciem hodowli komoérkowych. Na przeprowadzenie badan
uzyskano zgode Komisji Bioetycznej w Szczecinie nr KB-0012/69/19 z dnia 25.02.2019r.
(Zatacznik 10.5) oraz nr KB-0012/44/2021 z dnia 08.11.2021r. (Zatacznik 10.6).
Hodowle komoérkowe prowadzono w sterylnych i $cisle okreslonych warunkach.
Kazda linie hodowano w 25-cm? lub 75-cm? butelkach, w dedykowanej pozywce oraz
inkubowano w statych warunkach temperatury (37°C), stg¢zenia CO2 (5%) 1 wilgotnos$ci
srodowiska (95%). Dodatkowo, naczynia hodowlane dla cholangiocytow (NHC oraz
H69) na godzing przed kazdym pasazowaniem lub doswiadczeniem oplaszczono
kolagenem, w celu zwigkszenia przyczepnosci komoérek do podtoza. Pozywke
wymieniano na $wiezg co 2-3 dni. Komorki pasazowano po osiagnigciu przez hodowle
okoto 80% konfluencji. W tym celu, monowarstwe komorek pozbawiong pozywki,
przemywano dwukrotnie roztworem PBS (Phosphate-Buffered Saline, Gibco
18912-0140, Paisaley, UK ), tak aby usung¢ martwe komorki i ewentualne pozostatosci
pozywki na $ciankach naczynia. Nastepnie dodawano ocieplony 0,25% roztwor trypsyny
(Trypsin-EDTA  Solution, 1X, 30-2101™; ATCC, Manassas, VA, USA)
w ilosci przeliczonej wzgledem powierzchni danego naczynia hodowlanego. Catosc¢
inkubowano w 37°C przez 3-10 minut w zaleznosci od typu komorek. Proces
trypsynizacji kontrolowano pod mikroskopem, a po jego zakonczeniu dodano PBS
w proporcji minimum 1:2. Zawiesing komorek wirowano w warunkach: 255 xg, 4°C
przez 5 minut. Supernatant odrzucono, a pozyskany osad komorkowy zawieszano
w $wiezej pozywce hodowlanej. Liczenie komorek przy uzyciu komory zliczeniowej
Neubauera oraz ocen¢ zywotnosci przeprowadzano kazdorazowo podczas pasazowania
i rozsiewania komorek na eksperyment. W tym celu, przygotowywano mieszaning
skladajaca si¢ z zawiesiny komoérkowej, swiezej pozywki oraz 0,4% blekitu trypanu
(Trypan Blue Solution, Sigma-Aldrich T8154-100ML, St. Louis, MO, USA), ktory
przenika jedynie do komorek z uszkodzong blong komérkowa barwigc je na niebiesko.
W celu utrzymania hodowli, odpowiednia liczbe komérek wysiewano na 25-cm? lub 75-
cm? butelki w 5 ml lub 10 ml kompletnej pozywki. Do dalszych eksperymentéw, Caco-2
wysiewano w  gestosci  1x10°® kom./dotek, a pozostale linie w ilosci

300 tys.kom./dotek.
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3.3. Oznaczenie aktywnoS$ci cytotoksycznej kwasu ursodeoksycholowego

I kwasu 5-aminosalicylowego

W celu doboru odpowiedniej dawki kwasu ursodeoksycholowego (UDCA)
I kwasu 5-aminosalicylowego (5-ASA) przeprowadzono seri¢ wstepnych do§wiadczen
z wykorzystaniem testu MTT. Na jego podstawie mozliwe jest wyselekcjonowanie dawki
badanego zwigzku o najnizszym stopniu cytotoksycznosci w stosunku do badanych
komorek. Zasada testu opiera si¢ na redukcji zottej soli tetrazolowej (bromku 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowego, MTT) do nierozpuszczalnego,
fioletowego formazanu. Powyzsza reakcja zachodzi przy udziale dehydrogenazy
mitochondrialnej aktywnej jedynie w mitochondriach zywych komorek. Intensywno$¢
zabarwienia powstalego roztworu, po rozpuszczeniu krysztaldéw formazanu jest mierzona
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 570 nm. Ilo$¢ wytworzonych krysztatow jest
wprost proporcjonalna do liczby aktywnych metabolicznie komoérek w populacji.

3.3.1. Przebieg oznaczenia testu MTT

Test przeprowadzono niezaleznie na linii komorkowej Caco-2 oraz HepG2
w trzech powtdrzeniach. Po 24 godzinnej inkubacji w dedykowanej dla danej linii
pozywce, wysiane na 96 dotkowej ptytce komorki (Stys. i/lub 10 tys. kom./dotek)
inkubowano przez 24 godziny kwasem ursodeoksycholowym w zakrsie ste¢zen od 50 uM
do 500 uM lub kwasem 5-aminosalicylowym w zakresie stezen od 50 uM do 1000 pM.
Nastepnie dodano po 100 pl do kazdego dotka roztworu MTT (0,5 mg/ml, Thermo Fisher
Scientific M6494, Eugene, OR, USA ) i kontynuowano inkubacj¢ przez kolejne
2 godziny w statych warunkach fizycznych (37°C, >95% wilgotnosci, 5% CQO?2).
Wytracony formazan rozpuszczono w 100 ul DMSO (Dimethyl sulfoxide, Sigma-
Aldrich D2650-5x5ML, St. Louis, MO, USA). Pomiar absorbancji dla dtugosci fali
A =570 nm zmierzono na Spektrofotometrze Epoch firmy Bio-Tek. Na podstawie
uzyskanych wynikéw, w kolejnych eksperymentach z wykorzystaniem linii Caco-2
stosowano koncowe stezenia 50 pM i 150 pM dla UDCA (Ursodeoxycholic acid >99%,
U5127-1G, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oraz 500 pM i 1000 uM dla 5-ASA
(mesalamine 99%, Sigma-Aldrich A3537-25G; St. Louis, MO, USA). Wybrane st¢zenia
dla komérek HepG2 obejmowaly dawke 50 uM i 200 uM dla UDCA oraz 1000 uM
5-ASA. Ze wzgledu na uzyskane podobne wartosci dawek ww. zwigzkow, dla linii
cholangiocytow NHC i H69 wybrano 150 uM UDCA oraz 1000 uM 5-ASA.
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3.3.2. Inkubacja komorek zZ kwasem ursodeoksycholowym

I kwasem 5-aminosalicylowym

W przeddzien rozpoczecia eksperymentéow, komorki NHC, H69, HepG2 oraz
Caco-2 rozsiano na 6-dotkowg ptytke, w celu adhezji komoérek do powierzchni naczynia
hodowlanego. Przez nastgpne 24 godziny, komodrki inkubowano zwigzkami UDCA,
5-ASA oraz UDCA wraz z 5-ASA. We wszystkich doswiadczeniach, 100 mM roztwor
podstawowy UDCA uzyskano rozpuszczajagc zwigzek w etanolu (Alkohol etylowy
99,8%, Chempur, PL), podczas gdy 5-ASA rozpuszczono w DMSO i chroniono przed
$wiatlem zgodnie z zaleceniami producenta. W celu zainicjowania procesu zapalnego
w komorkach, w oddzielnie zaplanowanych eksperymentach, komoérki linii NHC, H69,
HepG2 oraz Caco-2 inkubowano przez 24 godziny lipopolisacharydem Escherichia coli
0111:B4 w stezeniu 5 pg/ml (Sigma-Aldrich L4391-1MG St. Louis, MO, USA).
Dodatkowo, w dalszych doswiadczeniach nad wplywem badanych zwigzkow UDCA
I 5-ASA w indukowanym in vitro zapaleniu, linie cholangiocytoéw oraz hepatocytow
inkubowano z UDCA i/ lub 5-ASA na 2 godziny przed stymulacjg lipopolisacharydem
(LPS, 5 pg/ml). We wszystkich do§wiadczeniach, grupe kontrolng stanowity komorki
nietraktowane zadnym zwigzkiem, ktorym podano sam rozpuszczalnik. Bezposrednio po
zakonczeniu inkubacji z badanymi zwigzkami, komorki trypsynizowano i1 wirowano.
Pelety komoérkowe przechowywano w temperaturze -80°C do czasu dalszych analiz

miRNA 1 mRNA. Wszystkie eksperymenty powtoérzono minimum trzykrotnie.

3.4. Analizy mikromacierzy

Analize mikromacierzy przeprowadzono komercyjnie przez Microarray Core
facility na Uniwersytecie Bostonskim. Do analiz wykorzystano Affymetrix GeneChip
mMiRNA 4.0 na podstawie ktorego okreslono profil ponad 2000 mikroRNA w probkach
watroby pobranych od pacjentow ze zdiagnozowanym pierwotnym zapaleniem drog
z6tciowych (PBC), pierwotnym stwardniajagcym zapaleniem drog zétciowych (PSC) oraz
dla oddzielnego zestawu dawcow kontrolnych dla kazdej z grup (n=4 na grupe
doswiadczalng). W oparciu o obserwowane réznice w ekspresji miRNA w tkance
watroby o0so6b zdrowych i1 chorych, a takze ro6znic w profilu miRNA pomie¢dzy PBC
i PSC, do badan w ramach niniejszej pracy wytypowano miR-125b, miR-150 oraz
miR-155.
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Wyniki umieszczono w tabeli 1, w ktorej dla kazdego wybranego miRNA
przedstawiono zmiane¢ ekspresji wzgledem kontroli (fold), wartosci p oraz otrzymane
warto$ci poddane korekcie FDR (False Discovery Rate). Ponizej tabeli przedstawiono
wyniki w postaci wykresow ,,map cieplnych” (heat maps) dla kazdej badanej proby. Dane
przeskalowano do warto$ci skali Z (zakres od -2 do +2), gdzie wysoka ekspresje mMIRNA
oznaczono kolorem czerwonym (>+2), a niska warto$¢ ekspresji przedstawiono kolorem
niebieskim (<-2). Kolor bialy oznacza wynik pomiedzy warto$cig maksymalng

a minimalng (z-score rowny 0).

Tabela 1. Wyniki analiz mikromacierzy dla miRNA-125b, miRNA-150, miRNA-155

PBC, kontrola vs choroba PSC, kontrola vs choroba choroba, PSC vs PBC

Fold p FDRq Fold ] FDRq Fold P
hsa-miR-125b-5p 1,4 5,1E-02 4,6E-01 1,2 1,6E-01 7,2E-01 -1,4 4,0E-02
hsa-miR-150-5p 6,1 1,4E-07 3,5E-04 1,3 1,1E-01 6,7E-01 -5,0 5,9E-06
hsa-miR-155-5p 55 8,5E-07 1,0E-03 1,1 8,7E-01 9,7E-01 -3,3 2,3E-04

PBC kontrola PSC kontrola PSC

10,94 11,05 11,50 11,53
6,95 683 6,81 7,11
6,32 651 8,26

10,97 10,97 11,32|11,05 11,65 11,05 11,21
9,05| 697 666 691 667 751 699 6,62 7,59
7,23 660 7,08 631|700 (618 6,64 7,62

3.5. Przejsciowa transfekcja miRNA

W celu potwierdzenia relacji miRNA, a docelowym mRNA, komorki Caco-2
inkubowano gotowymi do transfekcji czasteczkami, ktore specyficznie indukujg lub
hamujg wybrane miRNA. Zastosowano Ambion mirVana® miRNA inhibitor
(hsa-miR-125b-5p ID: MH10148, hsa-miR-155-5p ID: MH28440; oraz mirVana®
miRNA mimic (hsa-miR-125b ID: MC10148, hsa-miR-155; ID: MC28440). Czasteczki
nasladujace 1 hamujace miRNA transfekowano z wykorzystaniem lipofektaminy
RNAIMAX (Invitrogen, Carlsbad, CA). Metoda dziatania wykorzystuje zjawisko
optaszczenia ujemnie naladowanych kwasow nukleinowych, kationowymi zwigzkami
lipidowymi, ktore wnikajac przez btong komérkowa do cytoplazmy komorki, utatwiaja
endocytoze egzogennego RNA. PrzejSciowa transfekcje przeprowadzono zgodnie
z protokotem producenta, uwzgledniajac zalecang objgtos¢ mieszaniny transfekcjnej,
w przeliczeniu na powierzchni¢ naczynia hodowlanego. Dzien przed eksperymentem,
komorki Caco-2 wysiewano na 6-dotkowe plytki w gestosci 1x 10° kom./dotek. W dniu

transfekcji przygotowano mieszaning sktadajaca si¢ z medium Opti-MEM® Reduced
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Serum Medium (Gibco, Paisaley, UK), lipofektaminy RNAIMAX oraz wybranej
czasteczki miRNA (mimic lub inhibitor). Cato$¢ inkubowano przez 5 min w celu
utworzenia kompleksu transfekcyjnego. W tym czasie, pozywke hodowlang EMEM
wymieniono na $wieza, bez dodatku antybiotykow. Nastepnie kroplami dodano
mieszaning transfekcyjng i inkubowano (37°C; 5% CO32). Aby zmniejszy¢ potencjalng
cytotoksyczno$¢ lipofektaminy po 4 godzinach mieszaning zastgpiono kompletng
pozywka. Po 48 godzinach od momentu transfekcji, komoérki Caco-2 zebrano,
odwirowano (10 000x g, 8 min, 4°C), oraz zamrozono w postaci peletéw komoérkowych
do dalszych analiz. Grupe kontrolng w badaniu stanowity komodrki bez egzogennej
czgsteczki miRNA. Eksperyment przeprowadzono w trzech powtdrzeniach. Wydajnosé

transfekcji potwierdzono analizg ekspresji miRNA technikg PCR.
3.6. Izolacja RNA

Do wyizolowania catkowitego RNA wykorzystano zestaw RNeasy Mini Kit
(cat. no. 74106, Qiagen, Hilden, Germany). W celu homogenizacji materiatu, rozmrozony
pelet komorkowy zawieszono w roztworze RLT i1 B-merkaptoetanolu w stosunku 1:100
I intensywnie mieszano na wytrzgsarce typu Vortex przez 3 minuty. Nastepnie, do kazdej
proby dodano 70% etanolu i doktadnie mieszano przez kilkukrotne pipetowanie.
Uzyskane roztwory przeniesiono na kolumny i odwirowano. Do procesu oczyszczania
materiatu ze zwigzkoOw organicznych wykorzystano dwa dotagczone do zestawu bufory
ptuczace. W koncowym etapie izolacji, do procesu elucji RNA wykorzystano 20uL wody
wolnej od RNAz.

Analize jakosciowg 1 iloSciowg preparatow RNA przeprowadzono na
spektrofotometrze mikroptytkowym Epoch (Epoch Microplate Spectrophotometer,
Bio-Tek) z zastosowaniem oprogrammowania Gen5 2.0 All-In-One Microplate Reader
Software (Bio-Tek). W celu okreslenia czystoSci badanego materiatu, wyznaczono
stosunek absorbancji mierzonej przy dlugosciach fali 260 nm 1 280 nm. Wartosci
pomiedzy 1.8 a 2.0 $wiadczyly o wysokiej czystosci uzyskanego materialu. Stezenie
RNA wyznaczono wedtug wzoru:

Stezenie RNA= Ao X 40 ug/ml
gdzie:
A- absorbancja przy dlugosci A260
40 ug/ml - wspotczynnik RNA
Wyizolowane RNA przechowywano w temperaturze -80°C.
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3.7. Reakcja odwrotnej transkrypcji
3.7.1. Odwrotna transkrypcja mRNA

W celu pozyskania materialu c¢cDNA wykorzystano komercyjny zestaw
Superscript I RT kit (Invitrogen, Waltham, MA, USA). W pierwszym etapie mieszanina

reakcyjna w przeliczeniu na 1 probg zawierala nastepujace sktadniki (Tabela 2):

Tabela 2. Sktad mieszaniny pierwszego etapu odwrotnej transkrypcji mRNA

Sktad mieszaniny Objetos¢
startery Oligo(dT) 12-18 (500 pg/mL) ims
deoksyrybonukleotydy (dNTP) (10 mM) 1uL
heksametry 1uL
woda wolna od nukleaz 6ulL

Dodanie heksametrow miato na celu zwigkszenie specyficznosci reakc;ji.
Inkubacj¢ wyizolowanego RNA wraz z przygotowang mieszaning prowadzono w
termocyklerze (65°C, 5 minut). Nastgpnie proby ochladzano na lodzie przez minute i

dodano sktadniki wynienione w tabeli 3.

Tabela 3. Sktad mieszaniny drugiego etapu odwrotnej transkrypcji mRNA

Sktad mieszaniny Objetosé
bufor: 5X First-Strand Buffer 4uL

(250 mM Tris-HClI, 375 mM KCI; 15 mM MgCI2)

ditiotreitol (DTT) (0.1 M) 2uL
inhibitor rybonukleaz RNaseOUT ™ (40 U/ uL) 1uL

Proby inkubowano w 42°C przez 2 min nastepnie do kazdej z prob dodano po
1 uL enzymu SuperScript ™ II i ponownie inkubowano (42°C, 50 min). Terminacja
reakcji nastgpita poprzez zwigkszenie temperatury do 70°C (15 minut). Do schtodzonych
na lodzie prob dodano rybonukleazg H (RNaza H) w celu eliminacji pozostatego RNA.
Wyizolowane cDNA zawieszono w 40 pL. wody wolnej od nukleaz i przechowywano

w temperaturze -20°C do dalszych analiz.
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3.7.2. Odwrotna transkrypcja miRNA

Odwrotna transkrypcje mikroRNA na cDNA przeprowadzono za pomocg zestawu
TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (#A28007; Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) zgodnie z protokotem producenta.
Wydhuzenie dojrzatych miRNA obecnych w puli uprzednio wyizolowanego catkowitego
RNA, zaszto poprzez dodanie ogonka poli(A) na koncu 3’ transkryptu oraz ligacje
sekwencji adapteréw do konca 5'. Nastgpnie Czgsteczki miRNA ulegly odwrotnej
transkrypcji. Uzyskane c¢cDNA zostalo zamplifikowane przy uzyciu uniwersalnych
starterow w celu zwigkszenia ilosci koncowego produktu cDNA. Produkty amplifikacji
zostaly zamrozone w temp. -20°C i przechowywane w ZBM PUM w Szczecnie. Sktad
mieszaniny reakcyjnej w poszczegolnych etapach odwrotnej transkrypcji oraz warunki

reakcji zostaty opisane W ponizszej tabeli (Tabela 4).

Tabela 4. Etapy, sktad mieszaniny oraz warunki reakcji odwrotnej transkrypcji miRNA

l. Poliadenylacja konca 3’

Sktad mieszaniny Objetose
10X bufor Poli (A) 0,5 uL
ATP 0,5 uL
enzym Poli (A) 0,5 puL
woda wolna od RNaz 1,7 uL
Etap Profil termiczy Czas
poliadenylacja 37°C 45 min.
zakonczenie reakcji 65°C 10 min.
czas utrzymywania 4°C -

1. Ligacja adaptera do konca 5’

Sktad mieszaniny Objetosce
bufor 5X DNA dla ligazy 3 uL
50% PEG 8000 4,5 uL
25X adapter ligacji 0,6 uL
ligaza RNA 1,5 puL
woda wolna od RNaz 0,4 uL
Etap ‘ Profil termiczy Czas
ligacja 16°C 60 min.
czas utrzymywania 4°C -
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1. RT-PCR
Sktad mieszaniny Objetose
bufor 5X RT 6 puL
MIX dNTP (25 mM kazdy) 1,2 uL
20X Uniwersalny RT Primer 1,5 uL
10X RT Enzyme Mix 3 uL
woda wolna od RNaz 3,3ulL
Etap Profil termiczy Czas
odwrotna transkrypcija 42°C 15 min.
zakonczenie reakcji 85°C 5 min.
czas utrzymywania 4°C -

V. Amplifikacja — reakcja miR-Amp
Sktad mieszaniny Objetosé
2X miR-Amp Master Mix 25 uL
20X miR-Amp Primer Mix 2,5 uL
woda wolna od RNaz 17,5 uL
Etap Profil termiczy Czas Cykle
aktywacja enzymu 95°C 5 min. 1
denaturacia 05°C T —
wydluzanie 60°C 30 sek. t
sakoticzeni reakeji 99°C L0 min o
czas utrzymywania 4°C - 1

3.8. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (QPCR)

Ekspresje gendw na poziomie miRNA oraz mRNA analizowano za pomoca

reakcji PCR w czasie rzeczywistym (quantitative real-time PCR, gRT-PCR) przy uzyciu
aparatury Applied Biosystems 7500 Fast-Real-Time PCR System (Waltham, MA, USA).
Matrycje stanowito CDNA uzyskane w wyniku odwrotnej transkrypcji. Reakcje

prowadzono przy uzyciu sond i starterow TagMan (Tabela 5).
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Tabela 5. Sondy i startery typu TagMan

Sonda i startery specyficzne

Badany gen dla danego genu
miR-125b Assay ID 000449_mir
miR-150 Assay 1D 000473_mir
miR-155 Assay ID 002623_mir
miR-346 Assay 1D 478046_mir
miR-506 Assay ID 478958_mir
miR-191-5p* Assay ID 477952_mir
miR-16-5p* Assay 1D 477860 _mir
TNFa Hs00174128-m1
ZC3H12A Hs00962356-m1
VDR Hs00172113-m1
SOCS1 Hs00705164_s1
S1PR1 Hs01922614 m1l
PPARa Hs00947539_m1
18S* Hs99999901_s1

* Gen referencyjny

Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji do analizy ekspresji wybranych

miRNA oraz mRNA przedstawiono ponizej (Tabela 6 i 7):

Tabela 6. Sktad mieszaniny oraz warunki temperaturowo-czasowe reakcji qRT-PCR do analizy

ekspresji miRNA

Sktad mieszaniny Objetosc
bufor 2X Fast Advanced Master Mix 10 uL

sonda i startery: TagMan® Advanced miRNA Assay (20X) 1 uL

woda wolna od RNaz 4 uL

cDNA 5uL

Etap Profil termiczy Czas Cykle
aktywacja enzymu 95°C 20 min. 1
Denaturacia 05°C ask 4 0 ..................................................
Wydtuzanie 60°C 30 sek.

Tabela 7. Sktad mieszaniny oraz warunki temperaturowo-czasowe reakcji qRT-PCR do analizy

ekspresji mMRNA

Sktad mieszaniny

Objetos¢

bufor TagMan Universal Master Mix

sonda i startery: TagMan® Advanced miRNA Assay (20X)

woda wolna od RNaz
cDNA
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Etap Profil termiczy Czas Cykle
50°C 20 sek. 1
95°C 10 min. 1
Denaturacja 95°C 15 sek.
Wydtuzanie 60°C 1 min.

denaturacja wstgpna

Kazda probe amplifikowano w dwoch powtorzeniach. Surowe wartosci ekspresji
genéw wyrazone jako warto$ci Ct byly normalizowane do poziomu ekspresji genu
referencyjnego: miRNA-191 lub miRNA-16 w przypadku ekspresji miRNA, oraz 18S
dla mRNA. Ekspresje genéw przedstawiono jako wzgledng zmiang krotnosci wobec
kontroli, zgodnie ze wzorem:

Ekspresja genu badanego = 2744Ct
gdzie:

AACt = ACt (badany gen) -ACt (grupa kontrolna)
ACt = érednia Ct (genu badanego) - srednia Ct (genu normalizacyjnego)

3.9. Analiza statystyczna

Wszystkie obliczenia statystyczne przeprowadzono za pomocg programu
StatView 5.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA). Analiz¢ r6znic miedzy pomiedzy dwoma
grupami przeprowadzono przy uzyciu niesparowanego testu t-Studenta, natomiast do
okreslenia roznic migdzy kilkoma grupami zastosowano test ANOVA. Wyniki
zaprezentowano w formie wykresoOw przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism
w wersji 7 (San Diego, Kalifornia, USA). Dane uzyskane z minimum trzech niezaleznych
eksperymentow przedstawiano w postaci warto$ci Srednich + bledu standardowego

$redniej (SEM). Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto wartosé p<0.05.
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4. WYNIKI

4.1. Wplyw kwasu ursodeoksycholowego i kwasu S5-aminosalicylowego na
ekspresj¢ wybranych miRNA w komérkach normalnych ludzkich
cholangiocytéow NHC (Na podstawie publikacji Adamowicz i wsp.
Suppression of Hepatic PPARe« in Primary Biliary Cholangitis Is Modulated
by miR-155. Cells. 2022 oraz badan dotychczas niepublikowanych)

W badaniach in vitro z wykorzystaniem linii ludzkich cholangiocytoéw (NHC)
(Rycina 6) wykazano, ze komorki inkubowane zwigzkiem 5-ASA z lub bez UDCA miaty
obnizony poziom ekspresji miR-125b w stosunku do kontroli (odpowiednio: 37%
redukcji, p=0,0001, oraz 46% redukcji, p=0,0001) (Rycina 6A). Nie zaobserwowano
zmiany poziomu ekspresji miR-125b po ekspozycji na sam UDCA. Ekspresja miR-150
pozostawala niezmienna w kazdej grupie badanej (Rycina 6B), natomiast poziom
ekspresji miR-155 byt obnizony w poréwnaniu do komorek kontrolnych zaréwno po
150uM UDCA (22% redukcja, p=0,03), 1000uM 5-ASA (35% redukcja, p=0,0001) oraz
UDCA w skojarzeniu z 5-ASA (31% redukcja, p=0,01) (Rycina 6C). Inkubacja komorek
NHC z UDCA wigzala si¢ z obnizeniem ekspresji miR-346 (34% redukcja, p=0,03
w poréwnaniu do komorek kontrolnych) oraz miR-506 (65% redukcji, p=0,004
w stosunku do kontroli) (Rycina 6D, E). W badaniach z zastosowaniem 5-ASA, rowniez
zaobserwowano spadek ekspresji miR-346 (ponad 40% redukcji, p=0,02
w porownaniu do komoérek kontrolnych) oraz miR-506 (60% redukcji, p=0,004
w odniesieniu do kontroli) (Rycina 6D, E). Poziom ekspresji miR-346 nie r6znit sig¢
istotnie w komoérkach NHC po jednoczesnej ekspozycji na 5-ASA i UDCA, jednak
zaobserwowano spadek w ekspresji miR-506 (ponad 30% redukcja, p=0,01

w pordéwnaniu do kontroli) (Rycina 6E).
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Rycina 6. Wzgledny poziom ekspresji miR-125b, miR-150, miR-155, miR-346 oraz miR-506
pod wptywem UDCA i/lub 5-ASA w komoérkach NHC
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4.2. Wpltyw kwasu ursodeoksycholowego i kwasu 5-aminosalicylowego na
ekspresje wybranych miRNA w nienowotworowych, unieSmiertelnionych

komorkach ludzkich cholangiocytéw H69

Doswiadczenia nad wptywem badanych zwigzkéw na ekspresje wybranych miRNA
przeprowadzono rowniez na innej normalnej linii komodrkowej cholangiocytow,
uniesmiertelnionych komorkach H69 (Rycina 7). Inkubacja komorek z 1000uM 5-ASA
spowodowata spadek ekspresji miR-125b (ponad 40% redukcja, p=0,0019
w odniesieniu do grupy kontrolnej) (Rycina 7A) oraz miR-155 (40% redukcja, p=0,001
w stosunku do kontroli) (Rycina 7C). W przypadku pozostatych wybranych do badania
miRNA nie zaobserwowano istotnie statystycznych réznic. Jednoczesna ekspozycja
komorek H69 na 5-ASA wraz z UDCA, obnizyta ekspresje miR-125b (34% redukciji,
p=0,001) i miR-155 w poréwnaniu do komoérek kontrolnych (28% redukcji, p=0,0003)
(Rycina 7A,C). UDCA wraz z 5-ASA obnizyl rowniez poziom miR-506 (24% redukcji,
p=0,02 w poréwnaniu do grupy kontrolnej). Komorki po ekspozycji na sam UDCA
wykazaty spadek ekspresji miR-346 (25% spadek, p=0,003) (Rycina 7D) oraz miR-506
(32%, p=0,006) (Rycina 7E). W pozostatych przypadkach nie zaobserwowano
znamiennych statystycznie roznic. Ekspresja miR-150 nie ulegta zmianie pod wplywem

zadnego z badanych zwigzkéw (Rycina 7B).
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4.3. Wplyw kwasu ursodeoksycholowego i kwasu 5-aminosalicylowego na
ekspresje wybranych miRNA w komdrkach raka watroby HepG2
(Na podstawie publikacji Adamowicz i wsp. Suppression of Hepatic PPARa
in Primary Biliary Cholangitis Is Modulated by miR-155. Cells. 2022 oraz
badan dotychczas niepublikowanych)

W badaniach na komorkach HepG2 (Rycina 8) wykazano, ze UDCA obniza ekspresje
wiekszosci wybranych do projektu miRNA. Mniejsza dawka UDCA (50 uM) obnizyta
poziom ekspresji miR-125b (48% redukcji, p=0,003) (Rycina 8A), miR- 155 (20%
redukcji, p=0,008) (Rycina 8C) oraz miR-506 (27% redukcji, p=0,02) w poréwnaniu do
komorek kontrolnych (Rycina 8E). Wyzsza dawka UDCA (200 pM) zahamowata
ekspresje miR-346 (51% redukcji, p=0,04 w poréwnaniu do kontroli) (Rycina 8D). Zadna
dawka UDCA (50 puM, 1000 puM) nie wplyneta na poziom ekspresji miR-150
(Rycina 8B). W komorkach HepG2 inkubowanych z 1000uM 5-ASA wykazano
podwyzszony poziom miR-150 (1,8-krotny wzrost, p=0,02). Zastosowanie samego
5-ASA wywotalo nieistotnie statystycznie wzrost ekspresji miR-155 (Rycina 8C).
Sposrod badanych miRNA, jedynie miR-346 wykazat obnizenie ekspresji zarowno po
samym 5-ASA jak i w skojarzeniu z UDCA (odpowiednio: 53% redukcji, p=0,007
w porownaniu do kontroli oraz 71% redukcji, p=0,0005 w odniesieniu do komorek
kontrolnych Rycina 8D). Inkubacja komorek HepG2 z dwoma zwigzkami nie wptyngto
istotnie na poziom miR-125b, miR-150, miR-155 oraz miR-506.
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4.4. Wplyw kwasu ursodeoksycholowego i kwasu S5-aminosalicylowego na
ekspresje wybranych miRNA w komorkach nablonka jelitowego Caco-2
(Na podstawie publikacji Adamowicz i wsp. 5-aminosalicylic acid inhibits the
expression of oncomiRs and pro-inflammatory microRNAs: an in vitro study.

J Physiol Pharmacol. 2021 oraz badan dotychczas niepublikowanych)

Wyniki przeprowadzonych badan z wykorzystaniem kultury Caco-2 pod
wplywem zwigzkow UDCA oraz 5-ASA przedstawiono na rycinie 9. W doswiadczeniu
wykazano, ze kwas 5-aminosalicylowy obniza ekspresje miR-125b, miR-150, miR-155,
miR-346 i miR-506. Wyzsza dawka 5-ASA (1000 uM) zmniejszyta poziom ekspresji
miR-125b w stosunku do nietraktowanych zwigzkiem komoérek z grupy kontrolnej
(40% redukcji, p=0,02). Przy zastosowaniu mniejszej dawki 5-ASA (500 puM) nie
obserwowano powyzszych zmian (Rycina 9A). Kwas 5-aminosalicylowy w obu
stezeniach hamowat ekspresje miR-150 (83% redukcji przy dawce 500 uM w stosunku
do kontroli, p=0,0001 oraz 82% redukcji przy dawce 1000 uM, p= 0,0003 w stosunku
do kontroli) (Rycina 9B). Pod wplywem obu ww. st¢zen 5-ASA, wykazano rowniez
obnizenie poziomu miR-155 w stosunku do kontroli (62% redukcji po zastosowaniu
dawki 500 uM, p=0,0001 oraz 0 40% po inkubacji komorek z dawka 1000 uM, p=0,0005)
(Rycina  9C). Spadek ekspresji po inkubacji komorek Caco-2 zaré6wno
z 500 uM oraz 1000 uM 5-ASA zaobserwowano tez w przypadku miR-346 (po obu
dawkach obserwowana blisko 80% redukcja, p=0,01 w stosunku do kontroli)
(Rycina 9D). Ekspozycja komorek jelitowych na 1000 uM 5-ASA spowodowala takze
znaczng supresje¢ miR-506 (redukcja ekspresji o ponad 80% w stosunku do kontroli,
p=0,0001) podczas gdy, inkubacja komorek z dwukrotnie mniejsza dawka nie osiagneta
znaczacej istotnosci statystycznej (Rycina 9E). Komorki Caco-2 traktowane kwasem
ursodeoksycholowym w potaczeniu z lub bez 5-ASA, nie wykazaly znaczacych
statystycznie roznic w ekspresji badanych miRNA w poréwnaniu z populacja komorek

z grupy kontrolnej.
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52



Wyniki

4.5. Wplyw indukowanego stanu zapalnego na ekspresj¢ wybranych miRNA
w liniach komérkach Caco-2, NHC, H69 i HepG2 (Na podstawie publikacji
Adamowicz i wsp. Suppression of Hepatic PPARa in Primary Biliary
Cholangitis Is Modulated by miR-155. Cells. 2022, Adamowicz i wsp.
Modulation of Mismatch Repair and the SOCS1/p53 Axis by microRNA-155
in the Colon of Patients with Primary Sclerosing Cholangitis. Int J Mol Sci.

2022 oraz badan dotychczas niepublikowanych)

Z uwagi na fakt, ze stan zapalny obejmuje tkanke watrobowa i jelitowa u pacjentow
PSC-UC kluczowe bylo przeprowadzenie analiz in vitro po ekspozycji na
lipopolisacharyd (LPS), w celu sprawdzenia czy stan zapalny moduluje ekspresje
miRNA. Nasze dane wskazuja, ze LPS w odmienny sposob wptywat na ekspresj¢ miRNA
w wybranych liniach komérkowych (Rycina 10). W linii komérkowej Caco-2 nie
zaobserwowano zadnych zmian po ekspozycji na LPS (Rycina 10A).
W cholangiocytach z linii NHC, wykazano spadek miR-346 (13% redukcji, p=0,0001
w stosunku do kontroli) (Rycina 10B), a w komoérkach H69 wzrost miR-155
(24% wzrost, p=0,009) oraz spadek miR-506 (32% redukcja, p=0,007) w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (Rycina 10C). W linii hepatocytow HepG2 po stymulacji LPS
zaobserwowano wzrost miR-155 (68-krotny wzrost, p=0,01 w stosunku do kontroli)
(Rycina 10D).
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4.6. Ocena ekspresji TNFa i ZC3H12A w liniach komérkach Caco-2, NHC,
H69 i HepG2

Nastepnie zbadano ekspresje genow TNFao oraz ZC3H12A na poziomie mRNA
w celu potwierdzenia, czy w badanych liniach komérkowych doszto do zaindukowania
stanu zapalnego pod wplywem podanego lipopolisacharydu (Rycina 11). TNFa jest jedng
z gldwnych cytokin prozapalnych, ktore wzrasta podczas zapalenia, natomiast ZC3H12A
nalezy do gendéw odpowiedzi zapalnej i ulega ekspresji pod wplywem aktywacji
receptoréow Toll-podobnych (toll-like receptor, TLR).W obu liniach cholangiocytow
zaobserwowano wzrost ekspresji TNFa (3,8 krotny wzrost w komoérkach H69, p=0,01
i ponad 2-krotng tendencj¢ wzrostowa w linii NHC (Rycina 11A). Ponadto, wykazano
wzrost ekspresji ZC3H12A w komorach H69 (1,5-krotny wzrost, p=0,0006) oraz w NHC
(1,7-krotny wzrost, p=0,01) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Podwyzszony poziom
ZC3H12A mRNA wykazaty rowniez hepatocyty HepG2 (1,2 wzrost, p=0,01
w porownaniu do grupy kontrolnej) (Rycina 11B). Sposrod badanych linii komérkowych
jedynie jelitowe komodrki Caco-2 nie wykazaly istotnej réznicy w sygnale TNFa oraz
ZC3H12A mRNA (Rycina 11A, B), co najprawdopodobniej wynika z niskiej ekspresji
TLR4 [161], ktory jest kluczowym receptorem dla lipopolisacharydu.

Biorgc pod uwage, ze ekspresja miRNA jest rozregulowana w indukowanych
przez LPS komorkach NHC, H69 oraz HepG2,w dalszych badaniach sprawdzono, czy
UDCA i/ lub 5-ASA moze wptywa¢ na wybrane miRNA podczas zaindukowanego,
eksperymentalnego zapalenia. Do dalszych analiz wybrano podzbior miRNA, ktorych

ekspresja zmienita si¢ pod wptywem LPS.
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w komorkach Caco-2, NHC, H69 i HepG2
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4.7. Wpltyw kwasu ursodeoksycholowego i kwasu 5-aminosalicylowego na
ekspresje miR-155 i miR-346 w komérkach NHC z zaindukowanym stanem

zapalnym

W przeciwienstwie do cholangiocytow H69, ekspresja miR-155 nie ulegla zmianie
pod wplywem LPS w komorkach linii NHC. Postanowiono jednak sprawdzi¢ czy badane
zwigzki UDCA i 5-ASA, ktore poczatkowo obnizaty miR-155 (Rycina 6C) wptyng
réwniez na ekspresje tego miRNA w stanie zapalnym (Rycina 12). Komorki inkubowane
zarowno UDCA (p=0,0001), 5-ASA (p=0,0001), jak i UDCA wraz z 5-ASA (p=0,0001)
w obecnosci lipopolisacharydu wykazaly obnizony poziom miR-155 w poréwnaniu
z poziomem wyjsciowym po samym LPS (Rycina 12A, B, C). Ponadto kazdy z badanych
zwigzkdbw w  zaindukowanym stanie zapalnym obnizyl ekspresj¢ miR-346
(p=0,04 UDCA z LPS vs, LPS; p=0,03 5-ASA z LPS vs, LPS; p=0,03 UDCA z 5-ASA z
LPS vs, LPS) (Rycina 12D).
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4.8. Wplyw kwasu ursodeoksycholowego i kwasu 5-aminosalicylowego na
ekspresje miR-155 i miR-506 w komérkach H69 z zaindukowanym stanem

zapalnym

W komorkach H69 z zaindukowanym przez LPS stanem zapalnym, podwyzszony
poziom miR-155 ulegt 6-krotnemu obnizeniu pod wptywem UDCA (p=0,0002)
(Rycina 13A), ponad 3-krotnemu po 5-ASA (p=0,001) (Rycina 13B), oraz ponad
8 krotnemu pod wptywem UDCA i 5-ASA (p=0,0001) (Rycina 13 C).W przypadku
miR-506, nie zaobserwowano istotnych zmian pod wptywem badanych zwigzkow.

(Rycina 13D).
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4.9. Wpltyw kwasu ursodeoksycholowego i kwasu 5-aminosalicylowego na
ekspresje miR-155 i miR-506 w komérkach HepG2 z zaindukowanym

stanem zapalnym

W badaniach na komorkach HepG2 wykazano, ze poziom miR-155 obnizyt si¢
w komorkach eksponowanych na UDCA (p=0,04) (Rycina 14A). Ponadto
zaobserwowano tendencj¢ spadkowg miR-155 po samym 5-ASA (Rycina 14B) oraz
w skojarzaniu z UDCA (Rycina 14C). Zaréwno UDCA jak i 5-ASA obnizyt ekspresje¢
miR-125b w kazdej pojedynczej probie (p=0,0002 UDCA z LPS vs, LPS; p=0,001
5-ASA z LPS vs, LPS; (p=0,0001 UDCA z 5-ASA z LPS vs, LPS) (Rycina 14E, F, G).
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Rycina 14. Wptyw dziatania lekow UDCA i/lub 5-ASA w zaindukowanym stanie zapalnym

na poziom ekspresji miR-155 oraz miR-125b w komoérkach HepG2
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4.10. Przejsciowa transfekcja wybranych miRNA w komorkach Caco-2
I HepG2 (Na podstawie publikacji Adamowicz i wsp. 5-aminosalicylic acid
inhibits the expression of oncomiRs and pro-inflammatory microRNAs:
an in vitro study. J Physiol Pharmacol. 2021 oraz Adamowicz i wsp.
Suppression of Hepatic PPARa in Primary Biliary Cholangitis Is Modulated
by miR-155. Cells. 2022)

W celu potwierdzenia relacji miRNA a docelowy transkrypt mRNA wykonano
przej$ciowy transfekcje nasladujacych i hamujacych miRNA na komorkach jelitowych
Caco-2. Skuteczno$¢ nadekspresji jak i supresji poziomu miR-125b oraz miR-155
potwierdzono reakcja PCR w czasie rzeczywistym. Eksperymentalnie wywolana
indukcja miR-125b prowadzita do obnizenia poziomu ekspresji docelowego transkryptu
VDR (p=0.03) (Figura 1B przedstawiona w drugiej publikacji z cyklu). Wywotana
in vitro nadekspresja miR-155 wigzata si¢ z obnizeniem ekspresji SOCS1 (p=0.003),
podczas gdy inhibicja ekspresji tego miRNA przez spcyficzny inhibitor miR-155
zwigkszyta poziom SOCS1 mRNA (p=0,04) (Figura 3B z drugiej publikacji z cyklu).
Co wigcej eksperymentalne zahamowanie miR-155 wigzato si¢ ze wzrostem S1PR1.
(Figura 5A opublikowana w trzeciej publikacji z cyklu).

Przejsciowa transfekcje postanowiono rowniez przeprowadzi¢ na komorkach linii
hepatocytow (HepG2) i cholangiocytow (NHC) w celu potwierdzenia zaleznosci
pomigdy miR-155, a PPARa. Nadekspresja miR-155 za posrednictwem egzogennego
miR-155 prowadzita do spadku PPARa w komdrkach HepG2 (p=0,02), lecz nie w linii
NHC (Figura 3 A przedstawiona w pierwszej publikacji z cyklu).
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5. DYSKUSJA

Ostatnie doniesienia literaturowe sugeruja, ze miRNA moga by¢ regulowane
przez wplywy epigenetyczne, w tym przez leki: kwas ursodeoksycholowy
i kwas 5-aminosalicylowy stosowane w autoimmunologicznych cholestatycznych
chorobach watroby. Badania na modelu szczurzym przeprowadzone przez
Castro 1 wsp. [152] wykazaly, ze kwas UDCA jest silnym modulatorem miRNA
w watrobie. Podanie leku wplyn¢to na zmiang ekspresji dwudziestu czterech
z trzydziestu dziewieciu badanych miRNA. W okoto polowie zmian, obserwowano
podwyzszong ekspresje¢ miRNA, a w przypadku trzynastu wykazano wyrazny spadek
ekspresji. Szczegdlny wpltyw UDCA zaobserwowano W zmianie poziomu miR-21, ktory
zostal eksperymentalnie zaindukowany zar6wno w regenerujacej si¢ szczurzej tkance
watrobowej po czeSciowej hepatektomii, jak i in vitro w hodowanych komorkach
watrobowych HepG2. Z kolei Huang i wsp. [154] udowodnili zmniejszenie ekspresji
miR-21 po ekspozycji na UDCA w modelu uszkodzenia tetnicy szyjnej szczura,
jednoczesnie wykazujac, ze lek nie mial wplywu na zmani¢ ekspresji miR-495
I miR-221. W badaniach na myszach z niealkoholowym stluszczeniem watroby, UDCA
modulowal ekspresj¢ miR-34a. Zwigzek hamowal poziom miR-34a o0 prawie 40%
w szczurzej watrobie oraz o 50% w hodowanych pierwotnych hepatocytach [153].
Kim i wsp. [155] wykazali, ze po 4 tygodniach leczenia UDCA w dawce 300 mg dwa
razy dziennie, miR-122 ulegt obnizeniu 0 39%, a w 8 tygodniu 0 42% w surowicy
mezezyzn z zaburzeniami czynno$ci watroby. Udowodniono réwniez modulacyjny
wplyw leku 5-ASA, ktory standardowo podaje si¢ pacjentom ze stanem zapalnym jelit
(w tym chorym na PSC). Parenti i wsp. [89] wykazali w badaniach in vitro,
ze ekspozycja komorek jelitowych Caco-2 na 5-ASA hamuje ekspresje miR-130a
i miR-135h. Minacapelli i wsp. [156] przeprowadzili natomiast analiz¢ biopsji jelita
grubego pacjentow chorych na UC leczonych 5-ASA. Zaobserwowano istotnie nizszg
ekspresje miR-206 u pacjentow, ktorzy otrzymywali wyzsza dawke leku. Wyniki
te zostaly potwierdzone w ludzkiej linii komorkowej raka jelita grubego - HT29, gdzie
prawie dwukrotny spadek ekspresji miR-206 zaobserwowano po 4 godzinnej ekspozycji
na 5-ASA.

Dotychczasowe badania prowadzone przez nasz zespot, wykazaty odmienny
profil ekspresji: miR-125b, miR-150, mir-155, miR-346 oraz miR-506 w tkankach
watroby lub jelit pacjentow chorych na PBC i PSC [147-151]. Majac na uwadze
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doniesienia

o mozliwej modulacji miRNA przez leki, oraz fakt, ze wlaczeni do naszych badan
pacjenci leczeni byli UDCA i/lub 5-ASA, istotnym problemem badawczym bylo
poznanic wpltywu ww. lekow na te mMIRNA, ktore sg kluczowe w przebiegu
autoimmunologicznych cholestatycznych choroéb watroby.

Ze wzgledu na pionierski charakter niniejszych badan, dobdr i zastosowanie
wyselekcjonowanych, réznorodnych linii komoérkowych byt kluczowy na etapie
planowania eksperymentow. Badania mialy charakter wieloptaszczyznowy, poniewaz
zostaly przeprowadzone przy uzyciu: komorek watrobowych (HepG2), komoérek
przewodow zotciowych (H69, NHC) oraz komorek jelitowych (Caco-2). Wybrane linie
komorkowe reprezentuja komorki dotknigte procesem chorobowym w przebiegu rozwoju
choréb PBC 1 PSC.

Hodowle komoérkowe in vitro sa powszechnie wykorzystywanymi modelami
stuzacymi badaniu czynnikow farmakologicznych. Na ich podstawie mozna
zidentyfikowa¢ mechanizmy oddzialywania lekéw oraz zbada¢ odpowiedz na te zwigzki
na poziomie komoérkowym. Co wigcej, przeprowadzenie eksperymentow w Scisle
kontrolowanych warunkach in vitro redukuje potencjalne, interferujace czynniki, ktore
moglyby mie¢ wpltyw przy zastosowaniu innego typu badania np. in vivo. Z tego wzgledu,
wybor niniejszego modelu do§wiadczalnego pozwolit w wiarygodny i znaczacy sposob
odzwierciedli¢ wptyw leczenia UDCA i 5-ASA na ekspresje wybranych miRNA.

Literatura przedmiotu wskazuje na zaburzong ekspresje miR-125b w chorobach
watroby. Sugerowano, ze niska ekspresja tego miRNA moze hamowac¢ proliferacje
komorek oraz indukowac apoptoze w hepatocytach PBC [162]. W badaniach na modelu
zwierzgcym, Kennedy i wsp. [163] wykazali, ze w mysich cholangiocytach we wczesnym
stadium PBC wzmozona sygnalizacja sekretyny obnizyta poziom miR-125b, ktore
promowato cechy starzenia si¢ komoérek drog zotciowych 1 procesy widknienia watroby.
Z drugiej strony, sugeruje si¢, ze dysfunkcja hormonéw plciowych moze przyczyniac si¢
do rozwoju PBC, gdyz wigkszo$¢ zachorowan obserwuje si¢ wsrdd pacjentow pici
zenskiej. Prekursor estradiolu, dehydroepiandrosteron (DHEA) moze zapobiegac
szkodliwemu dzialaniu niektérych potencjalnie toksycznych kwasoéw zoéiciowych
i reaktywnych form tlenu, op6zniajac poczatek choroby watroby [164]. Zang i wsp. [165]
wykazali, zwigzek pomiedzy estrogenem a miR-125b w kontek$cie niealkoholowego
sttuszczenia watroby. Iniekcja dootrzewnowa estradiolu spowodowata znaczaco

zwigkszone poziomy miR-125b w watrobach myszy C57BL/6J. Obserwacje te badacze
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potwierdzili w badaniach in vitro. Komorki HepG2 i pierwotne hepatocyty mysie
poddane dziataniu estrogenu wykazaly zwigkszong ekspresj¢ miR-125b w sposob
zalezny od dawki. Doniesienia Sakamoto [162] wykazato znaczgce rdznice w profilu
ekspresji miRNA u chorych na PBC z nieadekwatng odpowiedzig na terapic UDCA.
MiR-125b moze by¢ potencjalnym biomarkerem opornego na leczenie typu PBC,
ze wzgledu na obnizong ekspresje w tej grupie badanych. MiR-125b zostat uprzednio
powigzany z modulacjag CYP24A1 (nalezacego do rodziny cytochroméw P450), przez co
moze indukowa¢ oporno$¢ na leki [166]. Jednak w badaniach Sakamoto, prawie potowa
z wlaczonych do badania pacjentow, otrzymywata dodatkowy lek - bezafibrat, ktory
réwniez mogt wptywac na miR-125b [162]. W badaniach wlasnych, ekspozycja komorek
hepatocytow HepG2 na kwas UDCA w dawce 50 uM obnizyla o prawie potowe
wyjsciowy poziom ekspresji miR-125b, jednak nie zaobserwowano podobnych zmian
przy dawce 150 uM. Ponadto, w eksperymentach przeprowadzonych na cholangiocytach
NHC oraz H69, poziom miR-125b byt zblizony do grupy kontrolnej. Badania wlasne,
po raz pierwszy, przedstawiaja zalezny od dawki, wptyw UDCA na obnizenie ekspresji
miR-125b.

Wezedniejsze badania naszego zespolu wykazaly podwyzszong ekspresje
miR-150 w tkance watrobowej chorych na PBC oraz w surowicy u AMA ujemnych
pacjentow [147]. Rola miR-150 zwigzana jest gtéwnie z bezposrednim obnizeniem
aktywnos$ci cMyb, znaczacego czynnika transkrypcyjnego kontrolujacego wiele etapow
rozwoju limfocytow. Podczas progresji PBC obserwowany jest naciek komorek
zapalnych takich jak limfocyty T oraz NK. cMyb jest takze eksprymowany
w watrobowych komorkach gwiazdzistych (hepatic stellate cells, HSC), w ktorych petni
znaczacg role W aktywacji i proliferacji tych komorek. Venugopal i wsp.[167] wykazali,
ze miR-150 poprzez zmniejszenie ekspresji c-Myb moze czesciowo reguluowac
aktywacje HSC i procesy wioknienia watroby. Ze wzglgdu na zaangazowanie miR-150
W powyzsze procesy postanowiono wigczy¢ to miRNA do badan wlasnych i sprawdzi¢
wplyw UDCA na jego ekspresje. W niniejszych badaniach wykazano, ze miR-150 nie
ulegt zmianie pod wpltywem ekspozycji na UDCA w zadnej z badanych linii
komorkowych. Sakamoto i wsp. [162] twierdzili, ze miR-150 byt jednym sposrod
34 badanych miRNA, ktérego ekspresja byta podwyzszona u pacjentow chorych na PBC
z nieadekwatng odpowiedzia na terapie¢ UDCA. Poréwnujac te doniesienia
z naszymi badaniami, wydaje si¢, ze UDCA moze nie mie¢ modulujacego wptywu na

miR-150.
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MiR-155 byt jednym z najwczeéniej zidentyfikowanych modulatorow
odpowiedzi immunologicznej oraz rozwoju reakcji autoimmunologicznych. Jego rola
przejawia si¢ poprzez uczestnictwo w roéznicowaniu komorek prozapalnych [168].
Ponadto moze ksztaltowa¢ sygnalizacj¢ cytokin [169]. Wptyw miR-155 nie ogranicza si¢
jedynie do komoérek odporno$ciowych, ale takze dotyczy komoérek migzszu watroby,
w tym hepatocytow. MiR-155 jest znany z pelienia funkcji plejotropowych,
w zalezno$ci od etiologii i kontekstu choroby. Wykazano, ze miR-155 kontroluje szlaki
funkcjonalne w watrobie zwigzane z odpowiedzig na uraz, zapalenie, stluszczenie,
zwloknienie, czy procesy nowotworzenia [170]. Podwyzszong ekspresj¢ miR-155
potwierdzity badania przeprowadzone u pacjentéw z alkoholowa marskos$cig watroby
[171] oraz z niealkoholowg stluszczeniowa chorobg watroby [172]. Liczba doniesien na
temat roli miR-155 w autoimmunologicznych cholestatycznych chorobach jest znacznie
ograniczona. Wczesniejsze badania naszego zespotu wykazaty podwyzszong ekspresje
miR-155 w tkance watrobowej pacjentow z PBC w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz
w stosunku do chorych na PSC. Jednocze$nie zaobserwowano obnizenie receptora
witaminy D (vitamin D Receptor, VDR) oraz spadek ekspresji biatka supresora
sygnalizacji cytokin (Suppressor of cytokine signaling 1, SOCS1). W przeciwienstwie do
PBC, w bioptatach watroby PSC ekspresja biatka VDR byta porownywalna do grupy
kontrolnej os6b zdrowych. Ponadto, zaobserwowano wzrost poziomu SOCS1 przy
niezmienionej ekspresji miR-155. Powyzsze wyniki podkreslaja odmienny charakter obu
chordb cholestatycznych. Zaangazowanie miR-155 w szlaku sygnatowym taczacym
VDR z SOCS1 wptywa na niewyciszong ekspresj¢ cytokin prozapalnych, co z kolei
skutkuje utrzymaniem odpowiedzi zapalnej w PBC [173]. Majac powyzsze na uwadze,
obnizenie miR-155 u tych chorych moze by¢ istotnym celem terapeutycznym.
W badaniach wlasnych wykazano, ze UDCA mial wptyw na obnizenie miR-155
w sposéb zalezny od dawki. W komodrkach watrobowych HepG2, 50 uM UDCA obnizyt
ekspresje miR-155, podczas gdy po wyzsze] dawce poziom tego miRNA byt
poréwnywalny do komorek kontrolnych. Pomimo iz w cholangiocytach H69 nie
zaobserwowano znaczacego wpltywu badanego leku, to w komorkach NHC ekspozycja
na 150 uM UDCA znaczaco zmniejszyta bazowa ekspresje miR-155 [148]. Wplyw
UDCA na miR-155 w hepatocytach i cholangiocytach przedstawiono w pierwszej
publikacji z cyklu, Adamowicz et al. Suppression of Hepatic PPAR« in Primary Biliary
Cholangitis Is Modulated by miR-155. Cells. 2022. Wyniki badan podkreslaja nowa
biologiczng funkcje UDCA jako modulatora miR-155 w komorkach watrobowych oraz
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przewodach zolciowych 1 wydaja si¢ uzupelia¢ obserwacje innych autorow
0 potencjalnie kluczowym wptywie obnizenia ekspresji miR-155 u chorych na PBC.

W badaniach wtasnych, wplyw UDCA na wybrane miRNA obserwowany byt
w hepatocytach HepG2 i1 cholangiocytach NHC oraz H69, lecz nie w komorkach
jelitowych Caco-2. Dziatanie ochronne leku przejawia si¢ gtdwnie w komorkach watroby
(hepatocytach oraz cholangiocytach), m.in. poprzez zastgpowanie bardziej toksycznych
kwasow zotciowych hydrofilowym UDCA [174]. W surowicy pacjentow chorych na
PBC [41] i PSC [42] poddanych leczeniu, wykazano, ze glownym sktadnikiem puli
kwasow zotciowych jest koniugat UDCA z glicyna, ktory wraz z niesprz¢zong forma oraz
pochodng zwigzang z tauryng, stanowig okoto potowe catkowitej puli kwasow
z6lciowych. Znaczace zmiany stosunku hydrofobowych do hydrofilowych BA wykazano
u pacjentow chorych na PSC po zaprzestaniu terapii [42]. UDCA i jego pochodne
zmniejszyly sie do 1,7% catkowitej puli BA, podczas gdy pozostata czg¢$¢ stanowity
pierwotne oraz wtorne kwasy zolciowe. Zaobserwowano ponadto nagromadzenie
koniugatow tauryny: TCA, TCDCA i TDCA. Zhang i wspot. [175] wykazali, ze kwas
TCA indukowat ekspresje miR-155 w mysich cholangiocytach oraz hepatocytach, co
sprzyjato cholestatycznemu uszkodzeniu watroby. UDCA poprzez modulacje puli BA
moze réowniez wykazywaé posredni wptyw na spadek poziomu miR-155. Korzystny
wptyw UDCA wynikajacy z obnizenia miR-155 wydaje si¢ by¢ zgodny z naszymi
doniesieniami.

W regulacji funkcji cholangiocytow najbardziej kluczowy jest miR-506. Pomimo
1z komorki nabtonka drog zotciowych stanowig zaledwie 3-5% populacji komorek
watroby, biorg one aktywny udziat w produkcji z6lci, regulujac transport wody oraz
jonow HCO3- poprzez transportowe biatko wymiany anionowej 2 (anion exchange
protein 2, AE2). Banales i wsp. [51] wykazali, ze miR-506, ktory ulega nadekspresji
w wewnatrzwatrobowych przewodach zotciowych chorych na PBC wykazuje zdolnos¢
wigzania si¢ specyficznie z regionem UTR AE2 mRNA, zapobiegajac translacji tego
biatka i uposledzajac funkcje wydzielnicze drog zotciowych. Erice i wsp. [176] wykazali
natomiast, ze cytokiny prozapalne takie jak: IL-8, 1L-12, IL17, IL-18 i TNF-a, ktore sa
zaangazowane w modulacje odpowiedzi immunologicznej 1 progresje choroby PBC,
sg zdolne stymulowaé aktywno$¢ promotora miR-506. Eksperymentalna nadekspresja
miR-506 w cholangiocytach H69 prowadzita do rozwoju cech obserwowanych
w przebiegu PBC takich jak: podwyzszenie markeréw prozapalnych i profibrotycznych,

uposledzenie proliferacji 1 adhezji komorek oraz zaburzenie mitochondrialnego
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metabolizmu energetycznego. Erice i wsp. [176] wykazali, ze 100 uM UDCA nie miat
wplywu na aktywnos$¢ promotora miR-506 w ludzkich cholangiocytach H69. Wyniki
badan wiasnych wykazaly, ze ekspozycja na zwigzek UDCA w dawce 150 uM obnizyto
bazalng ekspresje miR-506 zarowno w komoérkach H69 jak i w NHC. Co ciekawe, dawka
50 uM, lecz nie 200uM, zmniejszyta poziom tego miRNA w hepatocytach HepG2.
Obserwacja ta moze mie¢ szczegdlne znaczenie nie tylko w konteks$cie ochronnego
dziatania UDCA na cholangiocyty poprzez oddziatywanie na miR-506, lecz réwniez
w zapobieganiu procesom nowotworzenia. Dysregulacja tego miRNA zostala
zaobserwowana w wielu typach nowotwordow. Erice 1 wsp. [176] wykazali, ze miR-506
indukowat uszkodzenia DNA w cholangiocytach. Z drugiej strony istniejg rowniez
doniesienia, o jego supresyjnym dzialaniu na procesy proliferacjne i proapoptotyczne
w raku watrobowokomorkowym. Odmienna ekspresja czgsteczek miRNA obserwowana
w réznym stopniu zaawansowania Stanu zapalnego, rozwoju dysplazji, czy
kancerogenezy [177], podkresla ich regulacyjng role, ktora ma kluczowe znaczenie
w utrzymywaniu homeostatycznego balansu w organizmie. Uzyskane wyniki wiasne
wydaja si¢ dostarcza¢ nowego spojrzenia na modulacyjng rolg UDCA 1 konieczno$¢
doboru odpowiedniej, korzystnej terapeutycznie dawki, ktéra ochroni cholangiocyty
przed skutkami nadmiernej ekspresji miR-506 i podtrzyma jego odpowiedni poziom,
zapobiegajac zapoczatkowaniu zmian dysplastycznych. Jednakze wyjasnienie przyczyn
zaobserwowanego zjawiska wymaga dalszych badan.

Obecnie brakuje analiz in vitro oraz in vivo dotyczacych wpltywu zwiazku UDCA
na poziom ekspresji miRNA u chorych z zaburzeniami funkcji watroby wraz ze
wspottowarzyszaca chorobg zapalng jelit. Ze wzgledu na brak podobnych doniesien, lecz
zauwazalng rolg UDCA w leczeniu IBD [178], uzasadnione byto sprawdzenie jego
modulujacego wplywu takze w komorkach jelitowych. W badaniach wlasnych wykazano
po raz pierwszy, ze UDCA nie wplywal bezposrednio na zmian¢ ekspresji zadnego
z wybranych miRNA w linii komorek nabtonka jelita grubego Caco-2. Wcze$niejsze
prace naszego zespolu [149,150] wykazatly szczegolne zaangazowanie miR-346 oraz
miR-506 w modulacj¢ proceséw zapalnych i nowotworowych u pacjentéw chorych na
PSC z chorobg zapalng jelit (PSC-UC). Lokalizacja zmian ekspresji onkogennego
miR-346 uzalezniona byla od badanej czg¢sci jelita grubego. W okreznicy wstepujacej
pacjentow chorych na PSC-UC, miR-346 ulegal nadekspresji, podczas gdy bez
wspotistniejacego UC, zmiany te zaobserwowano w okreznicy esowatej. Roéwniez

stwierdzono, ze znaczny wzrost ekspresji miRNA-346 we wstepujacej czgséci jelita moze
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by¢ odpowiedzialny za modulacj¢ docelowych transkryptow VDR i TNF-a oraz
tlumienie odpowiedzi ochronnych. Zaburzenie szlaku sygnatowego VDR i TNF-a, moze
skutkowa¢ nieadekwatng supresjg procesu nowotworowego u tych pacjentow. Badania
pokrywaja si¢ z obserwacjami klinicznymi, gdyz pacjenci PSC-UC charakteryzujg si¢
czestszymi zmianami zapalnymi i nowotworowymi zlokalizowanymi w prawej cze$ci
okreznicy. Co wigcej, w okreznicy wstepujacej pacjentoéw z PSC zwigkszony poziom
mMiR-346 zwiazany byl ze zmniejszona ekspresja p27XPl, genu supresorowego
i regulatora proapoptotycznego cyklu komorkowego, ktory ulega obnizeniu w kilku
typach nowotworéw, w tym CRC [179]. Delecja p27 P! wigze si¢ z gorszym
rokowaniem u pacjentow z rakiem jelita grubego w Il i 111 stopniu zaawansowania [180].
Majac na uwadze znaczaca role miR-506 w cholangiocytach [51], w ramach kontynuacji
badan nad autoimmunologicznymi cholestatycznymi chorobami watroby, prace naszego
zespolu skupily sie¢ rdwniez na zbadaniu ekspresji tego miRNA w tkance jelitowej
pacjentow chorych na PSC. Podobnie jak miR-346, miR-506 byt znaczaco podwyzszony
w okreznicy wstgpujacej chorych na PSC- UC [150]. Towarzyszyta temu zmniejszona
ekspresja biatka AE2 oraz receptora inozytolo-1,4,5-trojfosforanu (InsP3R3) w tej czgsci
jelita, co moze by¢ odpowiedzialne za destabilizacje ochronnych mechanizmow
skierowanych przeciwko toksycznym kwasom zoétciowym. Co wigcej, zahamowanie
sciezki SPHK1/SPL/p53 przez miR-506 moze promowaé transformacj¢ nowotworowa
we wstepnicy. Odmienny wzorzec ekspresji zaobserwowano u tych samych pacjentow
w okrgznicy esowatej, gdzie spadek miR-506 doprowadza do niedostatecznego
wyciszenia ww. $ciezki prowadzac do inicjacji reakcji zapalnych [150]. Wykluczenie
modulujacego wpltywu leku UDCA na te miRNA w badaniach wtasnych jest znaczace
I moze potwierdzaé, ze obserwowane zmiany w ekspresji profili tych niekodujacych
czasteczek RNA moga wynika¢ z ich zaangazowania w proces chorobowy. Jest to
szczegolnie wazne przy rozpatrywaniu tych miRNA jako potencjalnie przysztych celow
interwencji farmakologicznej. Z drugiej strony, utrzymanie ekspresji miRNA na
poziomie zblizonym do kontroli moze wynika¢ z protekcyjnego dziatania UDCA, ktory
chroni przed wzrostem onkogennych miRNA 1 nowotworzeniem. Szczegdlowy
mechanizm lezacy u podstaw tego wptywu wymaga jednak dalszych badan.

Kolejnym istotnym etapem niniejszych badanian, bylo sprawdzenie, czy stan
zapalny lezacy u podstaw patogenezy PBC i PSC moduluje ekspresje wybranych miRNA.
Oceniono  wptyw stosowanej terapii w warunkach aktywnego zapalenia.
Lipopolisacharyd wytwarzany przez bakterie gram-ujemne jest induktorem odpowiedzi
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immunologicznej] w organizmie, stad jest powszechnie stosowany do wywolywania
stanow zapalnych in vivo oraz in vitro. We wczesniejszych badaniach naszego zespotu
zaobserwowalismy, ze wywotana lipopolisacharydem odpowiedZ zapalna zmniejszyta
ekspresje¢ miR-506 i1 zwigkszyla poziom jego docelowych transkryptow (SPHKI,
DNMT1, AE2i InsP3R3) [176]. Kontynuacja badan i zwigkszenie liczby eksperymentow
po ekspozycji na LPS komorek jelitowych Caco-2 wykazata brak zmian w ekspresji
miR-506, jak rowniez brak zmian poziomu pozostaltych wybranych do badan miRNA.
Niedostateczny wplyw na zmiany miRNA w komorkach Caco-2 wigze si¢
najprawdopodobniej ze wzgledng hiporeaktywnoscia na LPS. Simiantonaki
I wsp. [181] wykazali, ze traktowanie komodrek Caco-2 lipopolisacharydem moze
zaindukowac¢ wzrost ekspresji jego gtownego receptora TLR4, ktorego ekspresja byla
pierwotnie wyciszona w grupie niestymulowanych komorek, co moze potwierdzac¢
wczesniejsze obserwacje o podwyzszonej ekspresji miR-506. Hsu i wps. [182] rowniez
wykazali, ze TLR4 jest eksprymowany w komoérkach Caco-2, jednak repertuar tych
czasteczek sygnalizujacych jest znacznie ograniczony w poréwnaniu z innymi liniami
jelitowymi. W celu potwierdzenia tych doniesien, zbadano ekspresj¢ na poziomie mRNA
prozapalnej cytokiny TNFa, oraz ZC3HI12A, ktory nalezy do gendéw odpowiedzi
zapalnej. W obu przypadkach, ekspresja ww. markeréw zapalnych na poziomie mRNA
w komorkach Caco-2 utrzymywata si¢ na porownywalnym poziomie w odniesieniu do
nietraktowanych komoérek z grupy kontrolnej. Brak reakcji na LPS wynika
najprawdopodobniej ze zmniejszonej ekspresji biatka TLR4 w tej linii komodrkowej, co
potwierdza si¢ z licznymi doniesieniami literaturowymi [161,183,184]. Wyniki badan
wilasnych podkreslaja konieczno$¢ dalszego poszukiwania odpowiedniego modelu
komodrkowego do badan nad funkcja lekdw w stanie zapalnym jelit.

W przeciwienstwie do komorek jelita Caco-2, zaréwno hepatocyty HepG2
jak i cholangiocyty NHC oraz H69 wykazaty wzrost TNFa lub ZC3H12A po ekspozycji
na LPS. Wyniki te wydaja si¢ by¢ zgodne z doniesieniami innych autorow
o pozytywnej odpowiedzi tych linii komorkowych na stymulacje lipopolisacharydem
[185,186]. Ponadto, badania wiasne wykazaty specyficzny profil ekspresji wybranych
miRNA w powyzszych komoérkach po zaindukowaniu stanu zapalnego. W pierwotnych
cholangiocytach NHC ekspozycja na LPS wykazata spadek miR-346, podczas gdy
w unie$miertelnionej, ale nie nowotworowej linii cholangiocytéw H69 obserwowany
spadek dotyczyt miR-155 oraz miR-506. W komorkach watrobowych HepG2 po LPS,
miR-155 ulegt znaczacej indukcji, podczas gdy ekspresja miR-346 i miR-506 byta
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ponizej progu detekcji. Biorgc pod uwagg, rozregulowang pod wplywem
lipopolisacharydu ekspresj¢ miRNA w cholangiocytach i hepatocytach, w dalszych
badaniach sprawdzono wptyw UDCA na wybrane miRNA podczas zaindukowanego
zapalenia. Lek obnizyl ekspresj¢ miR-346 w NHC oraz miR-125b
w HepG2, lecz nie miR-506 w H69. Podwyzszona ekspresja miR-155 w tkance
watrobowej zostala odnotowana w réznych chorobach zapalnych watroby [187,188].
Ze wzgledu na szczegdlng role miR-155, postanowiono sprawdzi¢ wptyw UDCA na to
miRNA we wszystkich badanych liniach komoérkowych 2z zaindukowanym
eksperymentalnie stanem zapalnym. Niniejsze badania wykazaty, ze UDCA obnizyt
ekspresj¢ miR-155 w kazdej pojedynczej probie badanej z trzech linii komoérkowych.
Nalezy podkresli¢, ze niniejsza dysertacja jest oryginalnym osiggnieciem, ktore przybliza
nowe, nie badane dotad znaczenie UDCA w kwestii modulacji epigenetycznej. Dalsze
eksperymenty wykazaty, ze w komodrkach HepG2 z zaobserwowang nadekspresja
miR-155 po LPS dochodzi do sttumionej ekspresji PPARa. Wyniki tych badan zostaly
przedstawione w pierwszej publikacji z cyklu [148].

PPARa odgrywa znaczaca role w homeostazie kwasow zotciowych, oraz
wykazuje ochronne dziatanie przeciwko zapaleniu i apoptozie [189]. U chorych na PBC,
terapic wspomagajace UDCA oparte na agonistach PPAR, m.in. bezafibratach
i fenofibratach, maja korzystne dziatanie poprzez normalizacj¢ poziomu ALP
w surowicy pacjentow [61]. W pierwszej oryginalnej publikacji z cyklu [148], badania
na komodrkach HepG2 wykazaly, Zze supresji miR-155 po ekspozycji na UDCA,
towarzyszylo podwyzszenie PPARa. Dodatkowo funkcjonalne analizy in vitro
potwierdzity bezposrednia zalezno$¢ pomigdzy miR-155, a docelowym transkryptem.
UDCA poprzez zmniejszenie ekspresji miR-155 zapobiegal mediowanemu przez
zapalenie spadkowi PPARa. Jest to warta uwagi obserwacja, ktéra uwidacznia nows,
pozytywna role leku 1 podkresla waznos¢ przedstawionych badan.

Druga cz¢s$¢ badan wilasnych poswiecono 5-ASA. W zwigzku z tym, ze
mesalazyna (monomer kwasu 5-aminosalicylowego) jest metabolizowana w $cianie jelita
oraz w watrobie, postanowiono sprawdzi¢ wplyw 5-ASA na wybrane miRNA
w modelu komorkowym cholangiocytow (NHC, H69) oraz hepatocytow (HepG2).
W niniejszych badaniach 5-ASA obnizyt ekspresje miR-125b, miR-155, miR-346
I miR-506 w komorkach drog zotciowych lub watrobowych. W obu typach
cholangiocytow zaobserwowano podobny profil czasteczek miRNA, zarowno po samym
5-ASA, jak i tacznej ekspozycji tego zwigzku z UDCA. W komorkach HepG2, 5-ASA
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wywotal zmiany wyjsciowe] ekspresji wybranych miRNA, ale obserwowany profil nie
pokrywat si¢ ze wzorcem obecnym w komdrkach NHC 1 H69. W watrobie hepatocyty
1 cholangiocyty petnig bardzo r6zne funkcje, co moze mie¢ zwigzek z odmienng ekspresja
wyjéciowa i rolg miRNA. 5-ASA sam oraz w polgczeniu z UDCA obnizat miR-125b,
miR-155 oraz miR-346 w powyzszych modelach komoérkowych z zaindukowanym
stanem zapalnym. Majac na uwadze wcze$niej wspomniang role¢ miRNA w tych typach
komorek, niniejsze badania wydajg si¢ potwierdza¢ korzystne, przeciwzapalne dzialanie
lekow UDCA 1 5-ASA. Chociaz nalezy podkresli¢, ze 5-ASA jest lekiem dzialajagcym
glownie na jelito grube, dlatego funkcjonalny wptyw tego leku na badane przez nas
miRNA przejawia si¢ najprawdopodobniej lokalnie. Co wiegcej, Obecnie tworzone sg
coraz nowsze preparaty 5-ASA roznigce si¢ zarowno drogg podania jak i postacig, co ma
na celu zapewni¢ jak najefektywniejsza podaz leku do konkretnych odcinkow jelita
grubego z aktywnym procesem zapalnym. W zwigzku z tym, lek 5-ASA
najprawdopodobniej wykazuje niewielki efekt na wybrane miRNA w watrobie
w warunkach in vivo.

Najwazniejsza byla analiza wptyw leku 5-ASA na wybrane miRNA w linii
komorek jelitowych Caco-2. Wyniki tych eksperymentow zostaly przedstawione
w drugim artykule z cyklu: Adamowicz et al. 5-aminosalicylic acid inhibits
the expression of oncomiRs and pro-inflammatory microRNAs: an in vitro study.
J Physiol Pharmacol. 2021. W niniejszej publikacji opisano, ze ekspresja miR-125b oraz
miR-346 uleglta znacznemu spadkowi pod wplywem wyzszego stezenia 5-ASA
(1000 uM) w komorkach Caco-2. Jednoczesnie, obnizonej ekspresji tych miRNA pod
wptywem 5-ASA towarzyszyta indukcja ekspresji docelowego transkryptu VDR na
poziomie mRNA. Badania relacji miRNA-VDR zostaty wiec potwierdzone analizami
funkcjonalnymi z zastosowaniem przejSciowe] transfekcji. Nadekspresja zaréwno
miR-125b jak i miR-346 prowadzita do znacznego obnizenia ekspresji VDR [149,190].
Obserwacje te sa zgodne z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi wykazujacymi
obnizenie ekspresji VDR przez miR-346 lub miR-125b [191,192]. Niniejsze wyniki sa
pionierskie i wskazuja, ze 5-ASA moze indukowac ekspresje¢ VDR poprzez hamowanie
wyzej wymienionych miRNA.

Witamina D jest bardzo wazna w modulacji odpowiedzi immunologicznych,
a jej suplementacja wykazala korzystny wplyw na obnizenie jednego z podstawowych
markeréw stanu zapalnego - biatka CRP, u pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelit

[193]. Wigkszos¢ procesow regulowanych przez witaming D zachodzi poprzez jej
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receptor VDR. Znaczenie genu VDR w etiopatologii autoimmunologicznych chor6b
watroby powigzano z wystgpowaniem polimorfizmow: Bsml, Apal, Taql.
W poprzednich badaniach naszego zespolu wykazano zalezno$¢ pomiedzy czestoscig
wystepowania polimorfizmu Apal, a nasileniem objawow 1 pogorszeniem jakosci zycia
chorych na PSC [19]. Szczegoélnie nosicielstwo allelu C bylo znaczaco zwiazane
z nasileniem objawéw. Ponadto poréwnujac kwestionariuszowa oceng jakosci zycia
(health related quality of life, HRQoL), obecnos¢ allelu C korespondowata
z ograniczonym funkcjonowaniem fizycznym, emocjonalnym oraz sumaryczng
komponentg zdrowia psychicznego i fizycznego. Powyzsze doniesienia wskazuja na
znaczace zaangazowanie receptora witaminy D w mechanizmie patogenezy PSC. VDR
moze by¢ rowniez istotny w kontekscie pacjentow chorych na PSC ze wspoétistniejacym
UC, gdyz ostatnie badania skupiaja si¢ na znaczacej roli tego receptora w utrzymaniu
integralno$ci nabtonka i funkcji bariery jelitowej [194]. Chen i wsp. [191] wykazali, ze
ekspresja VDR zmniejszata si¢ wraz z postepem procesu zapalnego w eksperymentalnie
zaindukowanym mysim modelu przewleklego zapalenia jelita grubego. Kwas
5-aminosalicylowy jest rowniez znany z korzystnego wptywu na homeostaz¢ nabtonka
jelitowego poprzez hamowanie wielu $ciezek, takich jak Wnt/B-katenina, mTOR,
ERK1/2, AKT1 i NF-kB [195]. Modulacja VDR poprzez miR-125b i miR-346 moze by¢
kolejnym znaczacym szlakiem, ktorego regulacja §wiadczy o korzystnym dziataniu leku
5-ASA poprzez mechanizmy epigenetyczne. Tym bardziej, ze wczesniejsze badania
naszego zespotu [149] wykazaly zwigzek niskiej ekspresji miR-346 ze wzrostem VDR
u chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego, ktorzy otrzymywali 5-ASA w dawce
2-3 g/dobe. MiR-346 ulegat nadekspresji w okr¢znicy wstepujacej u chorych na PSC-UC,
co najprawdopodobniej jest powigzane z procesami nowotworzenia w tej czesci jelita.
Utrzymanie poziomu miR-346 lub ograniczenie jego wzrostu przez 5-ASA moze by¢
przyktadem chemoprewencyjnego dziatania leku. Konieczne jest jednak dalsze badanie
potencjalnego znaczenia miR-346 oraz miR-125b u pacjentéw chorych na PSC-UC,
zwtlaszcza w konteks$cie rozwoju CRC oraz ochronnego dzialania leku 5-ASA. Jak dotad
takie badania nie byty przeprowadzone w zadnym o$rodku badawczym.

Wyniki prezentowanych badan w drugim artykule z cyklu, wykazaty znaczacy
spadek miR-150 po ekspozycji komorek Caco-2 na dawki 500 uM i 1000 uM 5-ASA.
Literatura przedmiotu wskazuje, ze ekspresja miR-150 byla podwyzszona w objetej
zapaleniem blonie §luzowej jelita grubego u pacjentéw z UC, w poréwnaniu do

fragmentow prawidtowe;j tkanki okrgznicy [196]. MiR-150 wykazujac zdolno$¢ wigzania
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si¢ z regionem 3’UTR genu c-Myb reguluje posrednio kluczowe procesy zaangazowane
w réznicowanie komorek, proliferacje i integralnos¢ krypt jelitowych [168,197,198].
Ochronne dziatanie 5-ASA poprzez inhibicje miR-150 moze wigc zapobiegac zaburzeniu
funkcji bariery nablonkowej i promowac jej integralno$¢. W zwiagzku z tym, znaczace
wydaje si¢ kontynuowanie badan nad wpltywem 5-ASA na modulacj¢ miR-150
i docelowych transkryptoéw gendow, w kontekScie utrzymania prawidlowej bariery
nabtonkowej jelita, chronigcej przed rozprzestrzenieniem lokalnych proceséw zapalnych.

5-ASA jest lekiem rutynowo stosowanym u pacjentéw z IBD w celu tagodzenia
objawOw zapalenia i utrzymania dlugotrwalej remisji choroby, ale istnieja rowniez
doniesienia 0 jego chemoprotekcyjnych wiasciwosciach [199]. Z tego wzgledu
sprawdzono wplyw 5-ASA na ekspresj¢ miR-506, ktory zostal wczes$niej powigzany
z roznymi typami nowotworéow. Ponadto wykazano, ze miR-506 byl zaangazowany
w przej$cie epitelialno-mezenchymalne, ktore promuje powstawanie przerzutow
podczas progresji nowotworéow [200]. Wyniki badan przedstawionych w drugiej
publikacji z cyklu wykazaty, ze ekspozycja komorek jelitowych na wigksza dawke
5-ASA (1000 uM) zmniejszyta ekspresj¢ miR-506, co jednoczesnie towarzyszyto
zwigkszonej ekspresji docelowego genu, metylotransferazy DNA 1 na poziomie mRNA.
Podobny wzorzec zaobserwowaliSmy w poprzednich badaniach naszego zespotu
w okreznicy wstepujacej i esowatej pacjentow z UC leczonych 5-ASA [150]. DNMT1
nalezy do biatek enzymatycznych, regulujacych proces metylacji DNA. Zaburzenia tego
procesu wynikajace z hiperekspresji genu kodujacego enzym DMNT1 lub utraty jego
dziatania zostaly powiazane z transformacja nowotworowa [201]. Do tej pory nikt inny
nie badat relacji miR-506 i DNMT]1 w tkankach pacjentow z PSC i wystepujaca dysplazja
lub CRC. Na podstawie uzyskanych wynikow, znaczace moze by¢ ustalenie ewentualnej
roli obserwowanej indukcji DNMT1 w odpowiedzi na leczenie 5-ASA.

Dalsze badania nad modulacyjnym wplywem 5-ASA skoncentrowaly si¢ na
wielofunkcyjnym miR-155. Jego zwigkszong ekspresje wykazano w btonie $luzowej
jelita grubego [202] oraz we krwi [203] i kale [204] pacjentow w aktywnej fazie choroby
UC. Co wigcej, w trzeciej publikacji z cyklu: Adamowicz et al. Modulation of Mismatch
Repair and the SOCS1/p53 Axis by microRNA-155 in the Colon of Patients with
Primary Sclerosing Cholangitis. Int J Mol Sci. 2022, po raz pierwszy wykazano
podwyzszong ekspresje miR-155 w okreznicy wstgpujacej pacjentow z PSC-UC.
Prozapalne wtasciwosci miR-155 powigzano réwniez z aktywacja szlaku

sygnalizacyjnego czynnika jadrowego kappa B (NF-«xB), ktory odgrywa znaczacg role
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w progresji zapalenia jelit [205]. Sugeruje si¢, ze miR-155 dziata jako wezet regulacyjny,
taczacy zapalenie i nowotworzenie. EI-Daly i wsp. [206] wykazali, ze miR-155 moze
odgrywac¢ kluczowg rolg w progresji nowotworow jelita grubego zwigzanych ze stanem
zapalnym (colitis-associated colorectal cancer, CAC). Wykorzystujac mysi model
(AOM/DSS) autorzy wykazali, ze ekspresja tego miRNA stopniowo rosta w miare jak
tkanka okreznicy myszy przeksztatcata si¢ ze stanu prawidlowego poprzez aktywny stan
zapalny, az do etapu nowotworowego. Podwyzszong ekspresj¢ miR-155 wykazano
rowniez w ludzkich tkankach CRC, ktéra korelowala z zaawansowaniem stadium
klinicznego choroby oraz przerzutami odlegtymi [207]. Pacjenci z PSC maja zwigkszone
ryzyko rozwoju nowotworow ztosliwych, w tym raka jelita grubego zlokalizowanego
w prawej czesci okreznicy [208]. Chociaz mechanizm nowotworzenia zostal uprzednio
powiazany z epigenetycznymi modyfikacjami, to badania nad rola miRNA w patogenezie
CRC u pacjentow chorych na PSC sg nadal niewystarczajace. Hu i wsp. [209] analizujac
dane z bazy The Cancer Genome Atlas (TCGA) wykazali, ze nowotwory jelita grubego
z prawostronng lokalizacja ogniska pierwotnego cechuja si¢ znacznie podwyzszong
ekspresja miR-155 w porownaniu do lewostronnej lokalizacji. Badania te sa zgodne
z naszymi doniesieniami, nad ekspresja miR-155 w tkance jelitowej pacjentow PSC -
trzecia publikacja z cyklu [151]. W okreznicy wstepujacej miR-155 indukowany przez
toksyczne BA hamowat ekspresje SOCS1, co prowadzito do indukcji przekaznika
sygnatu i aktywatora transkrypcji 3 (signal transducer and activator of transcription,
STAT-3) znanego z aktywacji pronowotworowych $ciezek prozapalnych [210].
W przeciwienstwie do okreznicy wstepujacej, w okreznicy esowatej pacjentow chorych
na PSC-UC brak nadekspresji miR-155 aktywowat szlak sygnalizacyjny IL-6/S1PR1
1 zaburzal rownowage stosunku IL17/FOXP3, co moze wzmacnia¢ przewlekte zapalenie
jelita grubego. Potencjalna rola miR-155 wydaje si¢ by¢ wieloaspektowa, gdyz
w zaleznosci od swoich genow docelowych, poteguje odpowiedzi prozapalne lub
aktywnos$¢ onkogenng [211-214]. W badaniach opublikowanych w drugiej publikacji
z cyklu wykazano, ze 5-ASA hamowal miR-155 w komorkach jelitowych Caco-2
w sposob zalezny od dawki. 5-ASA poprzez modulacje¢ miR-155 moze posrednio
oddzialywac na wspomniane szlaki wykazujac swoje ochronne dziatanie przeciwzapalne
I przeciwnowotworowe. Konieczne jest jednak doktadne okreslenie dawki leku, ktora jest
wymagana do modulacji tego miRNA w warunkach klinicznych.

Szczegdlnym typem nowotwordw s3a nowotwory z wysoka niestabilno$ciag

mikrosatelitarng (MSI-H), w ktorej co najmniej dwa z pigciu markeréw (MLH1, MSH2,
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MSH6, PMS1 lub PMS2), wykazuja niestabilno$¢ wynikajaca z dysfunkcji systemu
naprawy btednie sparowanych nukleotydow DNA (mismatch repair, MMR). Nowotwory
MSI-H wystepuja gtownie w proksymalnej czg¢sci okreznicy i stanowig okoto 15% rakow
jelita grubego [209]. Badania naszego zespotu wykazaty zmniejszenie ekspresji MSH2
w okreznicy wstepujacej zarowno w PSC oraz w PSC-UC, a MSH6 w PSC-UC i MLH1
u chorych na PSC. Co wigcej, patogeneza MSI-H u pacjentéw z PSC w proksymalnej
czesci okreznicy byta modulowana przez miR-155 [151]. WyniKki tych pionierskich badan
zostaly opublikowane w trzecim artykule z cyklu prezentowanych prac [151]. Powyzsze
obserwacje zostaty potwierdzone w badaniach funkcjonalnych in vitro. W zdrowych
komoérkach nabtonkowych NCM460D, podwyzszony poziom miR-155 hamowat
ekspresj¢ MLH1, MSH2 i MSH6, co bylo jednoczes$nie zwigzane z indukcja ekspresji
p53, kluczowego regulatora cyklu komérkowego, naprawy DNA 1 apoptozy. Odwrotny
efekt zaobserwowano w komorkach gruczolakoraka HT-29, co wskazuje na to,
ze miR-155 skuteczniej thumi gen p53 w komorkach nowotworowych [151].

Co ciekawe, niedawno rozpoczgto wieloosrodkowe badanie kliniczne II fazy nad
wplywem mesalaminy w zapobieganiu neoplazji jelita grubego u pacjentéw z zespotem
Lyncha (zesp6t uwarunkowany mutacjami w genach zbwigzanych z naprawag
niesparowanych zasad DNA). [215]. Majac na uwadze modulujacy wptyw miR-155 na
geny MRR [151] oraz kluczowe wyniki badan dotyczacych zahamowania ekspresji
miR-155 przez 5-ASA [190], ciekawym kierunkiem przysztych badan moze by¢
sprawdzenie wplywu leczenia 5-ASA na system MMR poprzez modulacj¢ miR-155.
Takie badania nie byly jak dotad przeprowadzone.

Podsumowujac, zdolno$¢ miRNA do regulowania wielu genow, $wiadczy o ich
zaangazowaniu w skomplikowanej sieci oddziatywan w organizmie. Zrozumienie pelne;j
roli miRNA w funkcjach komoérkowych oraz procesach patologicznych, jak rowniez
zbadanie udziatu czynnikow modulujacych ich ekspresj¢ stanowi molekularng podstawe
do poznania etiopatogenezy chordb 1 rozwoju terapii celowanej. Dzieki nowoczesnym
metodom inzynierii genetycznej prowadzone sa badania kliniczne nad zastosowaniem
syntetycznych mimetykéw miRNA lub antagomiréw, czyli oligonukleotydow
komplementarnych do ich sekwencji [216]. Nadekspresja oraz hamowanie miRNA
skutkuje odpowiednio wyciszeniem docelowych transkryptéw mRNA lub prowadzi do
blokowania funkcji miRNA, co umozliwia dalsza, niezaktocong transkrypcje genow.
Pomimo obiecujacych wynikdéw badan, kliniczne zastosowanie terapii opartej na miRNA

nie zostato jeszcze wprowadzone.
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W zwigzku z tym, ze leki stosowane w terapii autoimmunologicznych
cholestatycznych chorob watroby, sa silnymi modulatorami transkrypcyjnymi [152,217],
W ninieniejszej dysertacji zasadne byto sprawdzenie, czy UDCA i 5-ASA bezposrednio
reguluja ekspresje miRNA potencjalnie zaangazowanych w patogeneze cholestatycznych
chorob waroby. Pionierskie badania wykazaly modulujacy wptyw lekow stosowanych
jako  ,zloty  standard” w leczeniu PBC i PSC na  ekspresj¢
miR-125b, miR-150, miR-155, miR-346 i miR-506. Narzuca to koniecznos$é
uwzgle¢dnienia wptywu ww. lekéw w badaniach patomechanizmu tych choréb.

Na koniec nalezy wspomnie¢, ze zastosowany komodrkowy model in vitro
zapewnia $cisle kontrolowane i powtarzalne warunki eksperymentu. Mimo to opisane
badania podlegaja pewnym ograniczeniom, co uwzglednia m. in. dobor efektywnej dawki
zwigzku dla poszczegdlnych linii komorkowych i przetozenie dawki lekow na warunki
in vivo w zaprojektowanych eksperymentach. Ponadto, ograniczenia finansowe i czasowe
nie pozwalalty na identyfikacje pelnego szlaku zaleznosci pomigdzy wytypowanymi
miRNA i ich docelowymi genami oraz badanymi lekami [166]. Jednak, z catg pewnoscig,

uzyskane wyniki inspirujg do kontynuacji rozpocze¢tych badan.
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6. WNIOSKI

1. Wykazana in vitro mozliwos¢ modulacji miR-125b, miR-150, miR-155,
miR-346 i miR-506 przez kwas ursodeoksycholowy i 5-aminosalicylowy daje
potencjalng mozliwos¢ regulacji ekspresji docelowych transkryptow mRNA

0 znaczeniu strategicznym w patogenezie chlestatycznych choréb watroby.

2. UDCA hamujac ekspresj¢ miR-155 moze zapobiega¢ obnizeniu ekspresji
PPARa, co poszerza wskazania dla leku stosowanego w leczeniu pierwotnego

zapalenia drog zotciowych.

3. Wykorzystanie modulujacego efektu 5-ASA na sygnalizacj¢ miR-155 moze
by¢ potencjalng strategia w prewencji raka jelita grubego wykazujacego
wysoki stopien niestabilno$ci mikrosatelitarnej u pacjentow chorych na
stwardniejgce zapalenie drog zotciowych.Wymaga to jednak dalszych badan

in vitro oceniajacych mechanizm dziatania leku w miejscu docelowym.
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Abstract: Background: PPARw is a ligand-activated transcription factor that shows protective effects
against metabolic disorders, inflammation and apoptosis. Primary biliary cholangitis and primary
sclerosing cholangitis result in the intrahepatic accumulation of bile acids that leads to liver dysfunc-
tion and damage. Small, non-coding RNAs such as miR-155 and miR-21 are associated with silencing
PPARa. Methods: The expression of miR-155, miR-21 and PPAR« were evaluated using real-time
PCR on liver tissue, as well as on human hepatocytes (HepG2) or cholangiocytes (NHCs) follow-
ing exposure to lipopolysaccharide (LPS), glycodeoxycholic acid (GCDCA), lithocholic acid (LCA)
and/or ursodeoxycholic acid (UDCA). Results: A reduction of PPAR« in primary biliary cholangitis
(PBC) livers was associated with miR-21 and miR-155 upregulation. Experimental overexpression of
either miR-155 or miR-21 inhibited PPAR« in hepatocytes, whereas, in cholangiocytes, only miR-21
suppressed PPARa. Both GCDCA and LCA induced the cell type-specific upregulation of miR-155
or miR-21. In HepG2, LPS-induced miR-155 expression was blocked by a cotreatment with UDCA
and was associated with PPAR«x upregulation. In NHC cells, the expression of miR-21 was induced
by LPS but did not affect PPAR« expression. Conclusions: Hepatic PPAR« expression is reduced in
PBC livers as a likely result of miR-155 overexpression. UDCA effectively reduced both baseline and
LPS-induced miR-155 expression, thus preventing the suppression of PPARa.

Keywords: miRNA; PPARw; liver; primary biliary cholangitis

1. Introduction

Primary biliary cholangitis (PBC) is a slow, progressive, chronic liver disease that
predominantly affects middle-aged women [1]. While the aetiology of PBC has not been
established, it is believed that cholangiocyte secretory failure and /or autoimmunity against
intrahepatic bile ducts is linked to the presence of auto-reactive T-lymphocytes and raised
plasma concentrations of specific anti-mitochondrial antibodies (AMA) [1]. Disrupted bile
acid metabolism in the entero-hepatic circulation, enhanced oxidative stress, and induced
inflammation cytokines causes cholestatic liver damage, which ultimately leads to liver fi-
brosis and cirrhosis. Another chronic cholestatic condition is primary sclerosing cholangitis
(PSC), which frequently is associated with inflammatory bowel disease. Ursodeoxycholic
acid (UDCA) is the first-line treatment for patients with PBC or PSC and significantly delays
the progression of liver disease in the majority of cases [2].

Peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPAR«) belongs to the superfam-
ily of nuclear receptors (PPARs) that are ligand-activated transcription factors. PPAR«x
regulates gene expression by binding with its heterodimeric partner, retinoid X receptor,
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to specific PPAR-response elements. PPAR« is primarily expressed in tissues with fatty
acid oxidation activity, including the liver, and regulates the expression of multiple genes
involved in lipid metabolism and energy homeostasis. It is also involved in protecting
against inflammation and cell apoptosis [3]. PPAR« has an important role in both the
inhibition of excessive inflammatory responses and in the development of innate host de-
fences [4]. PPAR« also protects against hyperglycaemia-induced endothelial inflammation
and the retinal cell apoptosis pathway via blocking of the nuclear factor-kB pathway [5].
The pivotal role of PPARa in the maintenance of self-tolerance and immune homeostasis is
mediated via iTregs induced by PPARa-dependent Foxp3 expression [6]. PPAR agonists
(fibric acid derivatives) contribute to a range of actions, including cholesterol and bile acid
(BA) homeostasis, and hinder the proinflammatory response. Both bezafibrate, an agonist
of all three isoforms of human PPARs, and fenofibrate, a PPARa-selective agonist, lower
serum liver biochemical markers in patients with PBC [7]. The beneficial effect of fibrates
in PBC is explained by its anti-cholestatic function, as they have the ability to inhibit bile
acid uptake and synthesis, as well as reduce the toxicity of bile through the translocation of
phosphatidylcholine into bile [8,9]. In PBC patients who do not respond satisfactorily to
UDCA treatment, the addition of bezafibrate has led to the reduction of both fibrosis and
the inflammatory response [10]. Although PPARx agonists are given consideration in the
treatment of various cholestatic liver disorders, knowledge of hepatic expression of PPARx
at different stages of the disease is scarce.

MicroRNAs (miRs) are naturally occurring, highly conserved families of short, non-
coding RNAs that regulate gene expression either via the inhibition of transcription or by
repressing mRNA translation. A number of human diseases, including cancer, metabolic
disorders, immune dysfunction and liver diseases, are associated with abnormal miRNA
profiles [11]. A single miRNA can target numerous transcripts; therefore, the dysregulated
expression of miRs can modify multiple target proteins. Some miRs, such as miR-155
or miR-21, are able to suppress the expression of different PPAR isoforms in distinct tis-
sues [12,13]. MiR-155 was one of the earliest to be identified as a modulator of both the
immune response and autoimmune development. Moreover, it appears to be the most
relevant miRNA involved in several liver diseases [13-15]. In contrast, miR-21 is most
abundantly expressed in hematopoietic cells, and its main role is in resolving inflammation
and the suppression of proinflammatory responses [16,17]. Its absence gives rise to vascular
inflammation and plaque formation.

In view of the critical role of PPAR« signalling in the regulation of the immune
response and the physiological relevance of miR-155 or miR-21 in the regulation of the
PPARx gene, we evaluated the expression of these factors in liver tissue. Primary normal
human cholangiocyte and hepatocyte cell lines were used to investigate: (i) whether PPARx
expression is modulated by miR-155 or miR-21, (ii) the effect of toxic bile acids and LPS
stimulation on miR-15 and miR-21 expression and (iii) the effect of UDCA treatment on
PPAR« expression.

2. Materials and Methods
2.1. Liver Tissue

Liver tissue specimens were obtained either during routine percutaneous liver biopsies
from patients with early-stage (FO-F2) esPBC (1 = 18) or were collected from explanted livers
of patients with advanced (F4) PBC (1 = 24) or primary sclerosing cholangitis (PSC) (n = 18)
who underwent liver transplantation. Control liver samples (1 = 16) were comprised of
large-margin liver resections of colorectal metastases that showed no pathologist-identified
microscopic changes indicative of liver disease. The samples were collected in the Hep-
atology and Internal Medicine Unit of the Medical University of Warsaw. Each patient
gave informed consent prior to participating in the study. Table 1 lists the patient demo-
graphic details.
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Table 1. Demographic and laboratory features of all analysed subjects.

Control esPBC PBC PSC
(n=16) (n=18) (n=24) (n=18)
Gender (Female/Male) 7/9 18/0 22/2 6/12
Age (years) 50 (25-60) 55 (28-64) 57 (36-69) 33 (20-57)
Bilirubin (mgL/dL, NR: 0.1-1.1) 0.5 (0.2-1.0) 0.6 (0.3-7.8) 44 (0.6-21) 2.7 (04-322)
ALP (IU/L, NR: 40-120) 24 (40-118) 178 (47-456) 400 (119-1373) 387 (114-2181)
AST (IU/L, NR: 5-35) 23 (9-34) 40 (13-182) 104 (51-295) 99 (24-500)

Median and range values (in parentheses). Abbreviations: esPBC, early-stage primary biliary cholangitis; PBC,
primary biliary cholangitis; PSC, primary sclerosing cholangitis; ALP, alkaline phosphatase; AST, aspartate
aminotransferase and NR, normal range.

2.2. Cell Culture and Treatments

Primary normal human cholangiocytes (NHC), as well as the human hepatocarci-
noma cell line (HepG2, American Type Culture Collection), were used for the in vitro
studies [18,19]. NHC cells were established, characterised and cultured, as previously
described [20-22]. For all analyses, NHCs and HepG2s were seeded in 6-well plates
(3 x 105 cells/well) and allowed to attach overnight. Cells were transfected with com-
mercially available miRNA Mimics for miR-155 and miR-21 (mirVana® miRNA mimic
hsa-miR-155; ID: MC28440; hsa-miR-21 ID: 477975_mir Ambion, Austin, TX, USA). Tran-
sient transfection was performed using Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. Vehicle-treated cells (Lipofectamine)
were used as the control group. Forty-eight hours after transfection, the HepG2 and NHC
cells were lysed and frozen as pellets for further analysis. For all experiments, UDCA
(U5127-1G, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was dissolved as a 100 mM stock solution
in EtOH. HepG2 and NHC cells were incubated with UDCA alone (50-200 uM) or two
hours prior to 24-h stimulation with a lipopolysaccharide from Escherichia coli 0111:B4 (LPS,
5 ug/mL L4391-1MG SIGMA). To investigate the effect of bile acids, HepG2 and NHC cells
were exposed to 500 uM of GCDCA and 150 uM GCDCA (ID: 24895023, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), respectively. The effect of lithocholic acid (LCA) at a dose of 100 uM
(LCA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was tested independently in both cell types for
24 h. All experiments were repeated at least three times, and the untreated cells were used
as a negative control. Cells were stored at —80 °C until molecular analyses were performed.

2.3. MicroRNA and mRNA Extraction and Quantification

Total RNA was extracted using the RNeasy Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and
subjected to reverse transcription using either the TagMan Advanced miRNA cDNA
Synthesis Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) for
the quantitative analysis of microRNA or SuperScript IV RT (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) for further gene expression analysis according to the manufacturer’s protocol. The
expression of miR-155, miR-21 and the reference miRNA miR-16-5p were measured using
TaqMan® Advanced miRNA Assays (Assays ID 002623_mir, 477975_mir and 477860_mir,
respectively) and TagqMan® Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA,
USA). The quantitative analyses of the change in expression of specific target genes were
measured using the 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) using human TagMan Gene Expression Assays for PPARa (Hs00947539_m1), PDCD4
(Hs00377253_m1), PTEN (Hs02621230_s1), IL-6 (Hs001741131-m1), IL-1B (Hs01555410-m1)
and 185 RNA (Hs99999901_s1). Relative amounts of transcripts in comparison to controls
were determined using the 2~ 42Ct formula [23].

2.4. Immunoblot Analysis

Proteins were extracted from liver tissue samples by homogenisation with lysis buffer
(RIPA buffer) supplemented with a protease inhibitor cocktail (Roche, Basel, Switzerland)
and phosphatase inhibitors (PhosSTOP EASYpack; Roche, Basel, Switzerland). Proteins
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were electrophoresed on SDS-polyacrylamide gels and then blotted onto a polyvinylidene
difluoride PVDF membrane (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) under semi-dry transfer
conditions (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). After blocking with 5% non-fat dried
milk, membranes were probed overnight at 4 °C using the primary antibodies: anti-PPARa
(H-2): SC-398394, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) followed by incubation with peroxidase-
conjugated secondary anti-mouse (1:1000) antibodies (GE Healthcare, code: NA9310).
Protein loading was normalised to anti-GAPDH (1:5000, sc-25,778 + HRP; Santa Cruz).
Bands were visualised through a chemiluminescence detection system (Chemiluminescent
HRP Substrate, Millipore, MA, USA) and quantified using the MicroChemi 2.0 System and
GelQuant software (Maale HaHamisha, Jerusalem, Israel).

2.5. Immunohistochemistry

Immunohistochemical analyses of liver sections were performed using the InmPRESS
Universal Reagent kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA, #SP-2001). The de-
paraffinisation of the tissue sections were followed by antigen unmasking with antigen
retrieval buffer (citrate-based solution, pH 6.0; 95 °C for 20 min). After blocking with
ready-to-use normal horse serum (2.5%), samples were incubated with primary antibodies
against PPAR« (sc-398394, Santa Cruz Biotechnology, Inc. Oregon, USA) for 90 min in room
temperature. After washing, samples were left for 30 min with InmPRESS reagent and then
dyed with a substrate/chromogen mixture (ImmPACT™ DAB). After washing, samples
were counterstained with haematoxylin and mounted (Aqueous Permanent Medium, Dako,
Denmark). A Zeiss Axio Imager Z2 optical microscope equipped with the Zen Pro 2011
acquisition program was used to acquire the images.

2.6. Statistical Analysis

StatView software version 5.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA) was used for the statis-
tical analyses. Statistical differences between groups were analysed using the Student’s
t-test and multiple groups” comparisons were performed with one-way analysis of variance
(ANOVA). All graphs were generated using GraphPad Prism version 7 software (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Data are expressed as the mean + SEM. Results were
considered statistically significant when p-values were less than 0.05.

3. Results

First, human hepatic samples obtained from patients with PBC or PSC during liver
transplantation were examined for PPARx expression. The analysis showed a marked
reduction both at the mRNA (Figure 1a) and protein (Figure 1b) levels in PBC livers. The
50% reduction in mRNA expression was significant in comparison to the controls (p = 0.01),
early-stage esPBC (p = 0.01) and in comparison to another cholestatic liver disease, PSC
(p = 0.001; Figure 1a). A histological evaluation of PPAR« in the control (Figure 1c) and
PBS livers (Figure 1d) demonstrated the expression of this protein both in hepatocytes and
cholangiocytes within bile ducts. However, in contrast to PBC livers, in the control tissue, a
strong nuclear localisation of PPARa within hepatocytes was observed.

Knowing that both miR-155 and miR-21 target PPAR«, we estimated the levels of
these miRs in the liver tissue. The observed phenomenon of the reduction of PPAR« in
cirrhotic PBC livers was associated with a substantial induction of miR-155 (3.5-fold increase
vs. controls, p = 0.004; Figure 2a) and miR-21 (50-fold increase vs. controls, p = 0.0001,
and p = 0.01 vs. PSC; Figure 2b). There was a negative correlation between PPARx and
miR-21 (r = —0.45, p = 0.01), and the expression of miR-21 positively correlated with the
inflammatory cytokines, both IL-6 (r = 0.56, p = 0.003) and IL-1b (r = 0.46, p = 0.027).
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Figure 1. Presence of PPAR« in liver tissue samples obtained from the controls, the early-stages of
primary biliary cholangitis (esPBC), cirrhotic PBC and primary sclerosing cholangitis (PSC) patients.
PPARx mRNA expression was suppressed in cirrhotic PBC (a), and Western blot analysis confirmed
lower levels of PPAR« at the protein level (b). Levels of gene expression were normalised to the
endogenous reference, 185 RNA and the levels of each protein were normalised to GAPDH. Dots
illustrate each patient, and the data are presented as mean plus interquartile range (IQR). Statistical
analysis was performed using ANOVA or a Student’s {-test. Inmunohistochemical staining clearly
showed a dominant nuclear localisation of the PPAR« protein in the control tissue (c) in contrast to
liver tissue from patients with PBC (d). Both hepatocytes (yellow arrows) and cholangiocytes (red
arrow heads) were positive for PPAR«. Original magnification 200x or 400x (inserts).
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Figure 2. Expression of miR-155 and miR-21 in liver tissue. In patients with primary biliary cholangitis
(PBC), both miR-155 (a) and miR-21 (b) expression were increased in comparison to the healthy
controls. In livers of PSC patients, only miR-21 was substantially induced. MiR-16 served as the
reference for loading. Bars indicate the mean + SEM. Statistical analysis was performed using
ANOVA or a Student’s {-test.

To further investigate the specific role of these miRNAs in the aforementioned liver
diseases, we transfected HepG2 and NHC cells with either miR-155 or miR-21 mimics. The
experimental overexpression of miR-155 reduced the PPARx mRNA levels in HepG2 cells
(0.6 £ 0.01 vs. 1.0 £ in the controls p = 0.02; Figure 3a) but not in NHC cells (Figure 3a).
Similarly, the overexpression of miR-21 inhibited PPAR« in HepG2 (0.8 + 0.05. vs. 1.0 + in
the controls p = 0.01 Figure 3b) but not in NHC cells (Figure 3b).

Inflammation contributes to the pathogenesis of PBC; therefore, to investigate the
effect of activated inflammatory response on the miRs expression, we exposed HEPG2 and
NHC cells to lipopolysaccharide (LPS), which activates Toll-like receptor 4 (TLR4). The
incubation of HepG2 cells with LPS led to the induction of miR-155 expression (40-fold,
p =0.001 vs. controls, Figure 4a), which was blocked by the UDCA cotreatment (p = 0.04
vs. LPS). Moreover, UDCA alone suppressed the baseline expression of miR-155 (p = 0.008
vs. controls) in HepG2. In contrast, in NHC cells, miR-155 expression did not change after
LPS exposure, but, similarly to HepG2, UDCA substantially reduced both the baseline
expression of miR-155 (20% reduction, p = 0.03 vs. nontreated control cells) and after LPS
exposure (80% reduction, p = 0.001 vs. nontreated cells; Figure 4a). The expression of
miR-21 was induced by LPS only in NHC cells (1.4-fold increase, p = 0.0001 vs. nontreated
cells) and was further enhanced by the UDCA cotreatment (4-fold increase, p = 0.04 vs.
nontreated cells; Figure 4b). PPAR«x gene expression was enhanced by UDCA in both
LPS-stimulated (p = 0.0001 vs. nontreated cells; Figure 4c), and non-LPS-stimulated HepG2
cells (p = 0.002 vs. nontreated cells; Figure 4c).

The development of cholestatic liver diseases such as PBC is negatively impacted not
only by inflammation but also by chronic exposure to toxic bile acid. There have been few
studies on the effect of bile acids on miR profiles. It was reported that, in primary human
hepatocytes, chenodeoxycholic acid affected the expression of different miRs; however,
neither miR-155 or miR-21 were evaluated in the study [24]. Our study showed that
both glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) and lithocholic acid (LCA) induced miR-21
expression in HepG2 cells (1.7 + 0.15, p = 0.004 and 1.3 £ 0.06, p = 0.01, respectively,
Figure 5a,b), whereas, in NHC cells, these bile acids upregulated miR-155 (2.13 + 0.39,
p=0.05and 2.253 + 0.66, p = 0.05, respectively, Figure 5a,b). Moreover, in NHC cells, the
expression of miR-21 was stimulated by LCA exposure (Figure 5b). Interestingly, one of
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these bile acids species, namely GCDCA, decreased the PPAR« level but only in the HepG2

cell line (0.84 + 0.03, p = 0.002, Figure 5a).
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Figure 3. PPAR«, expression after miR-155

or miR-21 activation. Human hepatocarcinoma (HepG2)

and normal human cholangiocyte (NHC) cells were transfected with miR-155 mimic (a) or miR-21
mimic (b). Increased levels of these miRNAs were confirmed in both cell lines. Overexpression of
both miR-155 and miR-21 led to the strong downregulation of PPARe in HepG2 but not in NHC cells.
Each experiment was repeated at least three times. Levels of gene expression were normalised to the
reference miR-16 for miRNA or 185 RNA for other genes. Bars indicate the mean 4 SEM. Student’s
t-test was used for the quantitative data analysis.
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Figure 4. The effect of lipopolysaccharide (LPS) and /or ursodeoxycholic acid (UDCA) exposure in
human hepatocarcinoma (HepG2) and normal human cholangiocyte (NHC) cell lines. LPS stimuli
enhanced miR-155 (a) in HepG2 cells and miR-21 (b) in NHC cells. MiR-155 was enhanced after
the incubation of HepG2 cells with LPS, whereas, in NHC, the expression of miR-21 was induced
by LPS stimuli. UDCA reduced both the baseline and LPS-induced miR-155 expression in HepG2
cells, which was accompanied by the upregulation of PPAR«. In NHC cells, UDCA enhanced the
expression of miR-21 but did not affect PPAR« expression (c). Bars indicate the mean + SEM. The
statistical analysis was performed using ANOVA.
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Figure 5. The effect of glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) and lithocholic acid (LCA) in human
hepatocarcinoma (HepG2) and normal human cholangiocytes (NHC) cells. In HepG2 cells, both
GCDCA (a) and LCA (b) induced miR-21. In NHC cells, both bile acids induced miR-155, whereas
miR-21 was enhanced only after LCA stimulation. The PPAR« level was reduced in HepG2 after
GCDCA treatment (a). Each experiment was repeated at least three times. MiR-16 was used as an
endogenous reference for miRNA or 185 RNA for other genes. Bars indicate the mean 4+ SEM. A
Student’s t-test were used for a quantitative data analysis.

4. Discussion

This study provides new insight into the regulation of PPAR« in cholestatic livers.
In cirrhotic PBC livers, a substantial reduction of PPARx expression was associated with
the upregulation of both miR-21 and miR-155. A cell-based analysis demonstrated that
the experimental overexpression of either miR-155 or miR-21 inhibited PPARx mRNA in
hepatocytes, whereas, in cholangiocytes, only the overexpression of miR-21 led to PPAR«
downregulation. The factors responsible for the induction of these miRNAs appeared to
be cell type-specific when the HepG2 and NHC cell lines were compared. Moreover, a
new biological function of UDCA as a modulator of miR-21 and miR-155 in those cells
was found.

We observed a substantial reduction of both the mRNA and protein levels of PPARa
in cirrhotic PBC livers. In contrast, in another cholestatic condition such as PSC, the hepatic
expression of this nuclear receptor was comparable to the control values. Moreover, this
study showed that the inhibition of PPAR was present only in advanced phases and not
in the early stages of the disease. This is in line with reports on altered hepatic PPARx
expression in liver diseases. In patients with Wilson’s disease, PPARx expression was
found to be altered in proportion to the progression of liver injury, i.e., it was enhanced
in patients with mild liver impairment but reduced in patients with moderate or intense
liver damage [25]. Similarly, in subjects with non-alcoholic steatohepatitis (NASH), hepatic
PPAR« expression declined with the development of NASH features and was negatively
correlated with the severity of steatosis, hepatocyte ballooning or fibrosis [26]. In the
context of cholestatic liver diseases, our study represents a novel report, as there is a lack
of information on the hepatic expression of this nuclear expression under conditions of
sustained cholestasis.

PPAR« plays a crucial role in bile acid homeostasis via the regulation of bile acid
biosynthesis, transport and secretion [27]. Furthermore, it has been demonstrated that
fenofibrate-activated PPAR« signalling eliminates oxidative stress and attenuates cholestatic
liver injury [28]. In patients with PBC, therapies based on PPAR«x agonists are well-tolerated
and allied with a significant decrease in the alkaline phosphatase (ALP) levels and anti-
inflammatory markers [29,30]. Moreover, a prospective, long-term, longitudinal study
showed a potentially beneficial effect of bezafibrate in combination with UDCA in patients
who had an inadequate response to UDCA [10]. A key factor influencing the effective-

103



Zatqczniki

Cells 2022, 11, 2880 10 of 14

ness of fibrate-based therapy is the adequate expression of PPAR«; however, our study
showed a substantial reduction of PPARa expression in cirrhotic PBC livers. Therefore,
understanding the molecular mechanism responsible for the hepatic reduction of PPAR« is
of particular importance.

This study focused on two miRNAs that are known to modulate the PPAR«x gene,
i.e., miR-155 and miR-21. We showed that, in cirrhotic PBC livers, the expressions of both
miRNAs were substantially upregulated, which is in contrast to cirrhotic PSC, where only
miR-21 was increased. MiR-155 modifies proinflammatory responses that affect not only
immune cells but also hepatic parenchymal cells, including hepatocytes. MiR-155 is known
to exert pleiotropic functions depending on the aetiology and disease context. However,
miR-155 expression in cholestatic diseases has not been described to date, although there
are reports from other hepatobiliary diseases. The serum level of miR-155 is increased in
patients with alcoholic cirrhosis [13] and in non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) [31].
In patients with biliary atresia or PBC, an inverse correlation between miR-155 and the
suppressor of cytokine signalling 1 (SOCS1) has been reported [32,33]. In addition, the an-
tiviral treatment of hepatitis C (HCV) patients normalised the level of miR-155 in peripheral
monocytes in contrast to non-responders [14].

Since the specific suppression of PPAR« in PBC livers was accompanied by a substan-
tial upregulation of miR-155 and miR-21, we conducted functional studies in hepatocyte
and cholangiocyte cells. Of note, the experimental overexpression of either miR-155 or miR-
21 suppressed the PPAR« levels in HepG2 cells but not in NHC cells. The downregulation
of PPARa by miR-21 has been described in numerous pathologic processes. For example,
miR-21 directly inhibits PPARe translation [12,34], which promotes the expression of vascu-
lar cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) and favours the adhesion of inflammatory cells [35]
or leads to retinal microvascular dysfunction [36]. In the context of liver pathology, PPAR«x
was demonstrated to be a direct target of miR-155 or miR-21 in mouse biliary, hepatic and
inflammatory cells in a mouse model of alcohol-induced steatohepatitis, NASH and in the
development of hepatocellular carcinoma (HCC) [13,34,35,37].

Further, to investigate the factors involved in the hepatic upregulation of these miR-
NAs, we induced inflammatory responses by LPS or exposed the cells to toxic bile acids.
The factors involved in the hepatic upregulation of the miRNAs were cell-specific. Consis-
tent with previous studies [38,39], we found that miR-155 expression was induced by the
inflammatory response activated by LPS exposure but only in HepG2 cells. In NHC cells,
the induction of this miRNA was only observed in response to toxic bile acids (both GCDA
and LCA). Comparatively little is known about the effects of bile acids on the cellular
microRNAome. In accordance with our observations, chenodeoxycholic acid did not affect
miR-155 expression in primary human hepatocytes [24]; however, the acidic, bile-induced
upregulation of miR-155 was noted in human hypopharyngeal primary cells [40]. Here,
we present the first report that prolonged exposure to bile acids may induce miR-155
expression in normal human cholangiocytes.

Interestingly, LPS-induced miR-155 expression in HepG2 was overridden by UDCA
treatment. Moreover, UDCA effectively reduced the baseline expression of miR-155 in
both HepG2 and NHC cells. Given the relevance of miR-155 dysregulation in the proper
homeostasis of the immune response and macrophage polarisation [41], this is a noteworthy
observation that confirms the positive role of UDCA in modulating miR-155 expression. Pre-
viously, UDCA was shown to effectively decrease both miR-34 in primary rat hepatocytes
and miR-122 in human serum [42,43].

Considerable evidence has highlighted miR-21 as one of the key switches that controls
the magnitude of inflammation [16,44]. However, its presence is not entirely attributed
to a proinflammatory or an immunosuppressive condition. Recently, miR-21 has been
proposed as a negative modulator of Toll-Like Receptor 4 (TLR4) signalling by targeting
PTEN and PDCD4, which resulted in the elevated production of IL-10 [44,45]. Moreover,
miR-21 influences the fine balance between Th1 and Th2 responses, and elevated miR-21
expression leads to a reduction of IL-6 secretion and the induction of IL-10 production in
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macrophages [46—48]. Similarly, a negative regulation of the TNF-a levels by miR-21 has
been reported [16,44,48]. Thus, miR-21 dysregulation that has been observed in a number of
inflammatory diseases promotes an anti-inflammatory, immunosuppressive environment.
The absence of miR-21 in hematopoietic cells also enhances vascular inflammation and
atherosclerosis [17]. Interestingly, we found a substantially induced expression of miR-21
in the liver tissue of both PBC and PSC patients. miR-21 was previously implicated in the
development of fibrosis; however, in this study, a small increase was observed in the early
stages of PBC (F0-F2), followed by a substantial increase in cirrhotic PBC. There was no
correlation between the levels of miR-21 and the stages of fibrosis, which is in agreement
with previous reports [49,50]. Even though miR-21 ablation has been shown to protect from
fibrosis and acute oxidative stress in the livers of mice with bile duct ligation, it was an
acute model of cholestasis, which did not completely mimic the sustained cholestasis that
occurs in PBC [51]. Interestingly, the authors noticed that miR-21—/— mice displayed an
increased hepatic TLR4 expression, which was attributed to the anti-inflammatory function
of miR-21 [51].

Our current study demonstrated that LPS, and two distinct bile acid species (LCA
and GCDA) induced miR-21 expression; however, the responses were cell-dependent.
Consequently, the upregulation of miR-21 was observed in NHC cells after LPS or LCA
incubation. This was in contrast to HepG2 cells, where GCDA and LCA exposure triggered
miR-21 induction. Previously, LPS was reported to induce miR-21 in a number of cell lines,
including human biliary epithelial cells and hepatic stellate cells [52,53]. In contrast to our
study, an inhibition of miR-21 by another bile acid, cytotoxic deoxycholic acid (DCA) in a
dose-dependent manner was reported in primary rat hepatocytes [54]. Interestingly, we
noticed a further upregulation of miR-21 by UDCA in NHC cells incubated with LPS, which
is in line with the observation that UDCA is a strong inducer of miR-21 in regenerating rat
livers and cultured HepG2 cells [54,55]. The induction of miR-21 in murine macrophages
via a treatment with LPS was associated with silencing its target genes, PTEN and PDCD4,
which are powerful inhibitors of the AP-1 transcription factor [44]. In this study, the forced
overexpression of miR-21 in HepG2 cells decreased PDCD4 and PTEN mRNA expressions
(Figure S1). Bile acids are strong modulators of AP-1 activity, and the increase of miR-21
expression stimulated by UDCA was shown to inhibit the activation of AP-1 and thus
favour a pro-proliferative environment [56].

Cumulatively, hepatic PPARa expression is substantially reduced in PBC livers, po-
tentially as a result of enhanced miR-155 expression. Furthermore, the increased miR-21
expression in PBC and PSC livers may be implicated in resolving inflammation. UDCA
effectively reduced both baseline and lipopolysaccharide-induced miR-155 expression,
which prevented the suppression of PPAR.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/cells11182880/s1, Figure S1: Programmed cell death 4 (PDCD4)
and phosphatase and tensin homologue (PTEN) expression after miR-21 activation.
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S-aminosalicylic acid (5-ASA) is commonly used as the first-line treatment for ulcerative colitis (UC). In this study, we
show that the mechanism responsible for the protective effect of 5-ASA is associated with the modulation of non-coding
microRNA molecule (miRNA) expression. Stimulation of human intestinal epithelial cells (Caco-2) with 1000 uM of 5-
ASA suppressed the levels of miR-125b, miR-150, miR-155, miR-346 and miR-506, which are known to be involved
in the regulation of colitis and/or colorectal cancer in patients with inflammatory bowel disease. The 5-ASA-induced
inhibitions of these miRNAs were associated with significant inductions of their target genes such as vitamin D receptor
(VDR), suppressor of cytokine signaling (SOCS1), Forkhead box O (FOXO3a) and DNA methyltransferase 1
(DNMT1). The relationships between the selected miRNAs and their target genes were further confirmed in Caco-2 cells
transfected of with specific miRNA inhibitors or miRNA mimics. Moreover, we showed that 5-ASA has the potential to
hinder miR-155 expression induced by the transfection of miR-155 mimic into Caco-2 cells. These findings underline
the anti-inflammatory and chemoprotective effects of 5-ASA treatment.

Key words: wulcerative colitis, 5-aminosalicylic acid, microRNA, Caco-2 cell line, drug targets, microRNA pharmacogenomics,

vitamin D receptor, Forkhead box O, DNA methyltransferase

INTRODUCTION

Ulcerative colitis (UC) is a chronic inflammatory bowel
disease, which may lead to ulceration, oedema, and
haemorrhage. These changes begin in the distal part of the
colon and rectum (1, 2). Accumulating evidence suggests that
the presence of UC is an important additional risk factor for the
development of colorectal cancer (CRC) 8 — 10 years after
diagnosis of the disease (3). 5-ASA is commonly used in UC
(4), it greatly reduces the signs and symptoms of the disease
and brings long-term remission, but also this drug was reported
to have a chemopreventive effect on inflammatory bowel
disease-associated colorectal cancer (5). It penetrates the colon
mucosa easily and reduces the production of prostaglandins (6,
7). 5-ASA modifies various signalling pathways including the
NF-kB, PPAR-y, MAPK, and PI3K/Akt axes, which are
thought to be responsible for the inhibition of colonic
inflammation. 5-ASA alleviates macroscopic and microscopic
signs of IBD disease in experimental model of colitis. It also
restores the expression of p-protocadherin (a protein expressed
by colorectal epithelial cells that is downregulated upon
malignant transformation) and promotes the sequestration of f3-
catenin to the plasma membrane (8-11). Although previous
work has suggested that treatment with 5-ASA might be
chemo-preventive for colorectal cancer (12, 13), the molecular
mechanisms underlying the effect of 5-ASA are not entirely
understood.
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Although the aetiology of colitis in UC remains largely
unknown, a growing body of evidence has underlined the
important role of epigenetic factors, such as a group of non-
coding RNAs known as microRNAs (miRNAs), which play an
essential role in post-transcriptional regulation of gene
expression (14). The involvement of miRNAs is related to a
large variety of physiological processes whose deregulation may
lead to excessive and long-term inflammation. Indeed,
microRNAs have been reported to be a crucial regulator of the
immune response (15). MicroRNAs not only modulate the
proliferation and maturation of immune cells, but also induce
pro-inflammatory cytokines, which are known to activate the
immune system and perpetuate the inflammatory process (14,
16). Alterations in miRNA expressions are associated with UC
severity (17-19). Most studies concentrate on profiling miRNAs
in the active and inactive forms of UC (19-21) or demonstrate
their role in controlling major signalling pathways leading to
i sed i and infl y responses or mucosal
barrier dysfunction (22, 23). The involvement of miRNAs in the
inflammatory process has also been confirmed in autoimmune
diseases (24, 25). Hence, the potential therapeutic application of
targeting miRNAs has received increased attention and both the
inhibition and over-expression of miRNAs are pharmaceutically
possible, as has been shown in clinical trials (26, 27).

However, the direct modulatory effect of drugs on miRNA
expression remains largely unknown. Recently, the effect of
mesalamine (a form of 5-ASA) on miR-206 expression was
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observed in patients with UC (28). The over-expression of miR-
206 decreased CRC cell proliferation, migration, and invasion
(29). An analysis of colon biopsy tissues has shown significantly
lower expressions of miR-206 in UC patients who received a
higher dose of mesalamine (28). These results were confirmed in
the human colon cancer cell line-HT29 (28). Furthermore the
downregulation of miR-130a and miR-135b upon 5-ASA
treatment was demonstrated in Caco-2 cells (10). However, the
modulatory role of 5-ASA has never been fully examined in the
context of other microRNAs that are specifically involved in the
inflammatory process. Therefore, the aim of this study was to
investigate the effect of 5-ASA on miR-125b, miR-150, miR-
155, miR-346 and miR-506 expressions in human intestinal
epithelial cell lines.

MATERIALS AND METHODS
Cell culture and treatments

The experiments were conducted using the human intestinal
epithelial cell line Caco-2, which is widely used as a model for
assessing drug interaction (30). Caco-2 from the American Type
Culture Collection (ATCC) were grown in dedicated Eagle’s
Minimum Essential Medium supplemented with 10% foetal
bovine serum (ATCC 30-2025) and 1% antibiotic solution
(penicillin/streptomycin; Biowest, Nuaille, France). Cells were
cultured in 25-cm? or 75-cm’ culture flasks and routinely
maintained in a humidified atmosphere of 5% CO, at 37°C. The
medium was refreshed every three days and cultured cells
reached 80 — 90% confluence within seven days after passage.

5-ASA cell treatment

To determine the non-toxic level of drugs, a series of initial
in vitro experiments was conducted with Caco-2 cells treated
with different concentrations of 5-amino-2-hydroxybenzoic acid
(5-ASA, mesalamine > 99%, ID: A3537-25G; Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, USA). Assessment of the viability of the cells
after stimulation with doses of 5-ASA (50 — 1000 uM) was
performed by colorimetric MTT assay and compared to the
medium-treated (control) group. Based on the results of those
experiments, the final concentrations of 500 uM and 1000 uM 5-
ASA were used in subsequent experiments.

To evaluate the influence of 5-ASA treatment on microRNA
expressions, Caco-2 were aliquoted into a 6-well plate (10°
cells/well) to adhere over-night before the planned experiments.
After 24 h of culture, cells were treated for next 24 h with or
without 5-ASA. For all experiments, 5-ASA was dissolve as a
100 mM stock solution in Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA Cat #D2650-5X5ML, CAS: 67-68-
5) and protected from light according to the manufacturer’s
instructions. Cell pellets were stored at —80°C until further
miRNA and mRNA analysis. All experiments were repeated four
times (n = 4).

Transfection assay

Caco-2 cells were transfected with miRNA Inhibitors or
miRNA Mimics for miR-125b and miR-155 using Lipofectamine
RNAIMAX Reagent (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, USA). All transfections with commercially
available reagents (Ambion mirVana® miRNA inhibitor: hsa-
miR-125b-5p ID: MH10148, hsa-miR-155-5p ID: MH28440,
mirVana® miRNA mimic: hsa-miR-125b ID: MC10148, hsa-
miR-155; ID: M(C28440; Ambion, Austin, TX, USA) were
performed according to manufacturer’s instructions. Caco-2 cells
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at 80% confluence were seeded on a 6-well plate at a
concentration of 1 x 10° cells/well 24 h prior to the experiment.
On the day of transfection, cells were incubated with transfection
solution and maintained contact with cells for 4 hours. Culture
medium was then removed to reduce the potential cytotoxicity
effect of lipofectamine and replaced with media supplemented
with 10% foetal bovine serum and 1% penicillin/streptomycin. At
48 h post-transfection, cells were collected, centrifuged at 10,000
x g for 8 min at 4°C and then frozen as pellets.

To confirm the inhibitory 5-ASA effect on miR-155
expression, hsa-miR-155-5p mirVana® miRNA mimic was
transfected into Caco-2 cells using lipofectamine RNAIMAX
Reagent, following the manufacturer’s protocol. At 4 h, the
transfection medium was replaced. At 24 h, after stable
transfection, 5-ASA (1000 uM) was added for 24 h and cells were
harvested at 48 h post-transfection for further miRNA analysis.

RNA isolation and reverse-transcription

Total RNA was extracted using the mirVana miRNA
Isolation Kit (Ambion, Austin, TX, USA) or the RNeasy Mini
Kit (Quiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
protocol. cDNA was synthesised using the TagMan Advanced
miRNA ¢DNA Synthesis Kit (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) for further miRNA
expression or the SuperScript IT RT (Invitrogen, Waltham, MA,
USA) for mRNA analysis.

miRNA and mRNA expression analysis

The expression of selected microRNAs: miR-125b
(000449 mir), miR-150 (Assay ID 000473 mir), miR-155
(Assay ID 002623 _mir), miR-346 (478046_mir) and miR-506
(Assay ID 478958 mir) were measured using commercially
available TagMan Advanced miRNA Assays (Applied
Biosystems, Waltham, MA, USA). MiR-191-5p (477952_mir)
or miR-16-5p (477860 _mir) was used as a control for the
normalisation of miRNA expression. The expression of the
target/specific genes: VDR (Hs00172113_ml), SOCSI
(Hs00705164 s1), DNMTI1 (Hs00945875 ml), FOXO3a
(Hs00818121_ml) and 18S ribosomal RNA (Hs99999901 sl)
as most stable endogenous control were measured using Gene
Expression Assays by quantitative real-time PCR.

Data were analysed with 7500 Software version 2.0.2
(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). Results are
presented as a relative fold change to controls according to 244
method. Values are means + SE.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using StatView
software version 5.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA). An analysis
of the differences between treated groups and untreated controls
was performed using one-way analysis of variance (ANOVA).
Graphs were generated using GraphPad Prism version 7 software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The results from
four independent experiments were presented as means, and the
error bars in the figures represent the standard error of the mean
(SEM). Differences between groups were considered to be
significant if the p-value was less than 0.05.

RESULTS
The higher dose of 5-ASA (1000 uM) significantly reduced

miR-125b expression (40% reduction, p = 0.02 vs. controls, Fig.
14). Vitamin D receptor (VDR) has been reported to be a target
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Fig. 1. The effect of 5-ASA and miRNA inhibition or activation on miR-125b and VDR expression. The levels of miR-125b and VDR
transcript were quantified by q-PCR. (A): MicroRNA-125b expression was comparable to controls (ctrl) after 24 h exposure to 500
UM 5-ASA, but decreased significantly after exposure to higher concentrations of 5-ASA (1000 uM) and was accompanied by the
induction of VDR mRNA expression. (B): Following transfection with miR-125b mimic or miR-125b inhibitor, the upregulation and
suppression of this microRNA were confirmed. Induction of miR-125b led to a significant downregulation of VDR. All results are
representative of four independent experiments per group. Data are present as mean + standard error of the mean.

5-ASA, 5-aminosalicylic; VDR, vitamin D receptor.
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Fig. 2. miR-346 and miR-150 expression after exposure to 5-ASA. Downregulation of miRNA-346 (A) and miR-150 was
demonstrated after both doses (500 and 1000 uM) of 5-ASA. All results are repr ive of four independent experiments per group.
Data are present as mean + standard error of the mean.

5-ASA, 5-aminosalicylic acid.

gene of miR-125, therefore, we analysed the VDR mRNA levels Further, we analysed the expression of miR-346. As shown in
in Caco-2 after 5-ASA exposure. In cells with reduced Fig. 24, 5-ASA inhibited miR-346 expression at both 500 uM
expression of miR-125 induced by 5-ASA, the level of VDR was and 1000 uM concentrations (a nearly 80% reduction vs. controls

significantly increased compared to the non-stimulated control for both drug concentrations, p = 0.01). Moreover, we found that
group (4.8-fold, p = 0.001 vs. controls, Fig. /4). In addition, we both 500 uM and 1000 uM concentrations of 5-ASA displayed an
used a transient transfection of chemically synthesised inhibitory effect on miR-150 expression in Caco-2 (83%

microRNAs as a functional in vitro model to examine the reduction, p = 0.0001 vs. controls and 82% reduction, p = 0.0003
relationship between miR-125 and VDR. A modified miR-125b vs. controls, respectively; Fig. 2B).

that mimicked endogenous miRNA clearly induced miR-125b The expression of miR-155 substantially decreased
activity (858-fold, p = 0.01 vs. controls), whereas a miR-125b following 24 h treatment with 5-ASA (a 3-fold decrease after
inhibitor effectively suppressed miR-125b expression (99.3% 500 uM, p = 0.0001 vs. controls and a 2.5-fold decrease after
reduction vs. controls, p = 0.0001 Fig. IB). Moreover, we 1000 uM, p = 0.0005 vs. controls, respectively), which resulted

confirmed that the over-expression of miR-125b negatively in increased expression of its target genes i.e. SOCSI1 and
regulated VDR (24.6% reduction, p = 0.03 vs. controls), while FOXO3a (6.0-fold increase, p = 0.02 vs. controls and a 10-fold
transfection of the miR-125 inhibitor did not affect VDR increase, p = 0.02 vs. controls, respectively; Fig. 34). As shown
expression in Caco-2 cells (Fig. /B). in Fig. 3B, Caco-2 cells were successfully transfected with miR-
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Fig. 3. The effect of 5-ASA and miRNA inhibition or activation on miR-155 and SOCS-1 expression in Caco- 2 cells. (A): 24 h after
drug administration, the levels of miR-155 and SOCSI transcript were quantified by q-PCR. MiRNA-155 expression decreased
whereas SOCS1 and FOXO3a mRNA levels significantly increased after 5-ASA (1000 pM); (B): Upregulation and suppression of
miR-155 by mimic and antisense molecules were confirmed. Induction of miR-155 led to a significant downregulation of SOCS1
expression, while miR-155 inhibition enhanced the SOCS1 mRNA level. (C): Treatment with 5-ASA (1000 puM) reduced the
expression of miR-155 induced by transfection with miR-155 mimics. Values are relative to untreated controls (ctrl). All results are

repr ive of four ind
5-ASA, 5-aminosalicylic acid.

155 mimics, which significantly induced miR-155 activity (392-
fold increase, p = 0.001 vs. controls), and simultancously
suppressed SOCS1 mRNA expression (40.9% reduction, p =
0.003 vs. controls). Correspondingly, the miR-155 inhibitor
markedly decreased the microRNA expression level (99.6%
reduction, p = 0.0001 vs. controls) and enhanced SOCS1 mRNA
expression (1.8-fold increase, p = 0.04 vs. controls).
Additionally, Caco-2 cells were transfected with miR-155 mimic
and then co-treated with 1000 pM of 5-ASA. The over-
expression of miRNA-155 was suppressed by 5-ASA (15%
reduction, p = 0.003 vs. mimic miR-155, as shown in Fig. 3C).

Although the observed 50% reduction of miRNA-506
expression after 500 uM of 5-ASA did not reach statistical
significance, exposure to a higher dose of the drug (1000 uM of
5-ASA) resulted in a significant suppression of miR-506 (over
80% reduction, p = 0.0001 vs. controls; Fig. 4), which was
associated with the induction of its target gene DNMT1 (7-fold
increase, p = 0.002 vs. controls).

DISCUSSION

The microRNAs used in this project were selected because
of their potential role in pathogenesis of colitis and neoplasia in
patients with UC, which has been previously reported by our
group and others (17-20, 22, 31-34). We demonstrated that the
well-known protective effect of 5-ASA may be mediated by the
downregulation of miR-125b, miR-150, miR-155, miR-346 and
miR-506 expression.

MicroRNA-125b promotes inflammation by activation of
the signalling pathway, which is involved in the regulation of
cytokine and chemokine production (35). In patients with UC,
the expression of miR-125b is significantly enhanced in the
inflamed mucosa in comparison to non-inflamed regions (20).
and mesalamine has been shown to inhibit the activation of NF-
kB in the inflamed mucosa of UC patients (36). However, no
studies have examined the impact of mesalamine on miR-125b.
Our experiments using Caco-2 cells showed that 5-ASA (at 1000
uM) suppressed the expression of miR-125b and was associated
with the over-expression of VDR. This is an important
observation as it shows that 5-ASA may induce VDR expression

pendent experiments per group. Data are present as mean + standard error of the mean.
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Fig. 4. Expression levels of miR-506 and DNMT1 determined
by g-PCR following 24 h treatment with 5-ASA. The expression
of miR-506 was suppressed by 5-ASA (1000 uM), which was
associated with the upregulation of DNMTI mRNA. All results
are representative of four independent experiments per group.
Data are present as mean + standard error of the mean.

5-ASA, 5-aminosalicylic acid.

via the inhibition of miR-125b (37). Vitamin D is very important
in the modulation of innate and adaptive immune responses. It
enhances the diversification of macrophages and their
bactericidal effects and modulates the maturation of dendritic
cells, which are ial in i i The p

of VDR has been confirmed on Th2 cells, which (after
activation) produces the anti-inflammatory interleukins IL-4 and
11-10. It is noteworthy that vitamin D metabolites acting via
VDR have the clinical potential to modulate specific immune
responses (37). The direct effect of miR-125b on VDR
expression was further confirmed in our functional studies,
which has shown that the enhanced activation of miR-125b
induced by transfection with miR-125b mimic led to a
substantial inhibition of VDR mRNA levels.

We also examined miR-346 expression, which has been
reported to be an oncogenic miRNA in numerous cancers,
including prostate, lung, breast, and liver cancers (38-40). We
have previously reported on the alteration of miR-346
expression in colon tissue (31). In patients with UC who
received 5-ASA (2 — 3 g/daily), an exceptionally low colonic
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expression of miRNA-346 was accompanied by an extensive
upregulation of VDR and tumour necrosis factor alpha (TNF-o.)
genes. Additionally, functional studies with either miR-346
mimic or inhibitor have confirmed these observations (31).
There is a report indicating that inflammation in the colon is
positively correlated with miR-346 expression in UC patients,
however, the authors did not state whether the patients received
5-ASA (41). MicroRNA-346 may act as a regulator of
inflammation as it similarly to miR-125b targets VDR, which
plays an important role in maintaining the integrity of the
mucosal barrier. Thus, inhibition of these two microRNAs’
expression by 5-ASA may contribute to the modulation of VDR,
which is involved in the chemopreventive effect of vitamin D
(42). Aberrant methylation of VDR gene with consequent loss in
its expression was reported in CRC (43), whereas high
expression of VDR in tumoral tissue was associated with a good
prognosis (44).

Elevation of miR-150 has been observed in human colons
with active UC when compared with normal colons (45).
MicroRNA-150 is involved in immunological processes due to
its high expression in mature T and B lymphocytes.
Furthermore, it may be involved in the maturation of B cells
(46), whose increasing number has been observed in UC discase
(47). We found that miR-150 was significantly reduced in Caco-
2 cells following 5-ASA treatment. Recently, transcription factor
¢-Myb has been shown to be targeted by microRNA-150 (48). c-
Myb is an essential transcriptional regul for the mai e
of stem cells in colon epithelia, and it is required for colon crypt
homeostasis via the regulation of cell differentiation,
proliferation, and crypt integrity (49-51). Recent studies have
associated high levels of MYB transcription with a low
incidence of metastasis and a good prognosis in CRC (52). Thus,
the inhibition of miR-150 expression by 5-ASA may preserve
colon integrity in UC. We did not investigate c-Myb expression
in Caco-2 cells after 5-ASA treatment as cells (when cultured
over confluence for 21 days as was the case in our experiments)
spontaneously undergo cell cycle arrest and differentiate with
the formation of a polarised enterocyte-like monolayer (53).

MicroRNA-155 plays a pleiotropic role in the
regulation of immune responses as it participates in the
activation, proliferation and differentiation of pro-inflammatory
cells (49). Moreover, miR-155 was shown to be upregulated in
inflamed UC colons compared to neighbouring inactive tissue in
the same patient, which may confirm its involvement in the
immune response (54). In this study, our in vitro analyses
confirmed an inverse relationship between miR-155 and SOCS]1.
Transfection of miR-155 mimic into Caco-2 cells suppressed
SOCS1 mRNA expression, whereas transfection of the miR-155
inhibitor effectively enhanced levels of SOCSI. It has been
shown that SOCS]1 inactivation in human inflammatory bowel
discase contributes to mucosa inflammation (54), and SOCS1-
deficient mice demonstrate deregulated cytokine production,
which disturbs the activation of immune cells and triggers the
development of systemic autoimmunity. Our results have shown
that the anti-inflammatory activity of 5-ASA may be related to
the upregulation of SOCSI via the inhibition of miR-155.
Additionally, the suppression of miR-155 by 5-ASA was
associated with increased levels of Forkhead Transcription Factor
O Subfamily Member 3a (FOXO3). A previous study indicated
that miR-155 directly targets FOXO3a (55). Our observations are
in line with a study showing an important role of miR-155-
induced suppression of FOXO3a in the regulation of intestinal
inflammation in patients with active UC. These authors also
showed that silenced FOXO3a by miR-155 increased levels of
IL-8 in TNF-ua-treated HT29 cells by suppressing the inhibitory
IkBa (55). FOXO3a also acts as a tumour suppressor in colon
cancer (56). In vitro, the over-expression of FOXO3a inhibits the
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proliferation, tumourigenic potential and invasiveness of cancer
cells (57-60), while silencing FOXO3a results in marked
attenuation of the protection against tumourigenesis (61-63). In
this study, we also demonstrated the efficacy of 5-ASA in the
inhibition of miR-155 expression after the transfection of miR-
155 mimics into Caco-2 cells.

The role of miR-506 is multi-faceted as it acts either as a
tumour suppressor in ovarian (64) and lung cancer (65) or as an
oncogene in melanomas (66). MiR-506 is involved in the
epithelial-mesenchymal transition, which influences and
promotes certain cell motility and metastasis steps during tumour
progression (67, 68). The results of our previous study showed
that the expression of miR-506 in the ascending and sigmoid
colon of UC patients (treated with 5-ASA) decreased and was
associated with upregulation of DNA methyltransferase 1
(DNMTT) (34). Belonging to a group of transferases, DNMT1 is
an enzyme that catalyses the transfer of the methyl group from S-
adenosylmethionine to the cytosine or adenine base in DNA
(DNA methylation) (69). DNMT1 has been widely assumed to be
responsible for most of the methylation of the human genome,
including the abnormal methylation found in cancers (70). A
functional in vitro analysis in Caco-2 cells showed that the
induction of miR-506 activity suppressed DNMTI, whereas
direct miR-506 inhibition or lipopolysaccharide-induced
inhibition of miR-506 upregulated the target genes (34). In this
study, treatment with 5-ASA enhanced the expression of DNMT1
in Caco-2 cells, which was associated with the inhibition of miR-
506. The observed induction of DNMT]1 expression in response
to 5-ASA treatment may play an important role in the context of
UC. Therefore, further studies in vivo are needed to find out
which gene methylation is associated with the induction of
DNMTI1 expression, and/or whether DNMTI1 may act as a
transcriptional repressor  independently from its
methyltransferase function as it was previously reported (71).

In conclusion, the results of our study in human intestinal
epithelial cell line indicate that 5-ASA therapy can effectively
attenuate the expression of selected miRNAs involved in
immune modulation and/or in tumorigenesis. However, it is
necessary to precisely determine the dose of 5-ASA that is
required for the modulation of miRNA in clinical settings.
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Abstract: Deficient mismatch repair (MMR) proteins may lead to DNA damage and microsatel-
lite instability. Primary sclerosing cholangitis (PSC) is a risk factor for colitis-associated colon
cancer. MiR-155 is suggested to act as a key regulating node, linking inflammation and tumorige-
nesis. However, its involvement in the chronic colitis of PSC-UC patients has not been examined.
We investigated the involvement of miR-155 in the dysregulation of MMR genes and colitis in PSC
patients. Colon tissue biopsies were obtained from patients with PSC, PSC with concomitant ulcera-
tive colitis (PSC-UC), uncomplicated UC, and healthy controls (7 = 10 per group). In the ascending
colon of PSC and PSC-UC patients, upregulated miR-155 promoted high microsatellite instability and
induced signal transducer and activator of transcription 3 (STAT-3) expression via the inhibition of
suppressors of cytokine signalling 1 (SOCS1). In contrast, the absence of miR-155 overexpression in
the sigmoid colon of PSC-UC patients activated the 11-6/S1PR1 signalling pathway and imbalanced
the IL17/FOXP3 ratio, which reinforces chronic colitis. Functional studies on human intestinal
epithelial cells (HT-29 and NCM460D) confirmed the role of miR-155 over-expression in the inhibition
of MMR genes and the modulation of p53. Moreover, those cells produced more TNFx upon a
lipopolysaccharide challenge, which led to the suppression of miR-155. Additionally, exposure to
bile acids induced upregulation of miR-155 in Caco-2 cell lines. Thus, under different conditions,
miR-155 is involved in either neoplastic transformation in the ascending colon or chronic colitis in the
sigmoid colon of patients with PSC. New insight into local modulation of microRNAs, that may alter
the course of the disease, could be used for further research on potential therapeutic applications.

Keywords: miR-155; biomarker; microsatellite instability; inflammation; primary sclerosing cholangitis;
colorectal cancer
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1. Introduction

Primary sclerosing cholangitis (PSC) is a chronic biliary disorder with a complex
aetiology, characterised by the progressive destruction of the biliary tract (and consequently
the liver), through the mechanisms of autoimmunity and cholestasis. PSC primarily affects
men and is commonly accompanied by inflammatory bowel disease (IBD), predominantly
in the form of ulcerative colitis (UC) [1]. Accumulating evidence has suggested that the
presence of PSC is an important additional risk factor for the development of colorectal
neoplasia in patients with UC (PSC-UC) [2]. This risk is thought to be 4-10-times greater
than the risk of developing colorectal carcinoma (CRC) in patients with UC with PSC,
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and develops at a much younger age than in patients with UC alone [3]. This may indicate
differences in the pathogenesis of inflammation and CRC in PSC-UC patients in comparison
to patients with UC alone. Broomé et al. [4] first proposed an association between PSC and
CRC in UC patients in 1992; however, currently, there is no molecular explanation for how
PSC increases the risk of CRC.

MicroRNA (small non-coding RNA molecules) are key players in the regulation of
immune response and their expressions are dysregulated in different types of cancer.
A plethora of miRNAs has been implicated in various liver diseases. Based on our initial
results from microarray analysis (commercially performed by Microarray Core facility at
Boston University), we chose miR-155, since its expression was significantly increased
in samples from our cohort of PSC patients, and this microRNA (miRNA) is known as a
multifunctional regulator of naive and adaptive immunity.

Moreover, miR-155 can regulate mismatch repair (MMR) genes’ (e.g., MLH1, MSH2,
MSHBG6) expression to influence genomic stability in CRC [5]. The expression patterns of
MMR proteins are one parameter by which colorectal cancers can be classified [6-8]. MMR
proteins are nuclear enzymes that form heterodimers that bind to areas of abnormal DNA
and initiate its removal. Loss of MMR proteins leads to an accumulation of DNA replication
errors, which is termed microsatellite instability (MSI) [8].

MiR-155 is most commonly upregulated in malignancy and is hypothesised to target
tumour suppressor genes, such as the suppressor of cytokine signalling 1 (SOCS1). Further-
more, SOCST1 contributes to p53 activation and regulates the process of oncogene-induced
senescence, which is an important tumour suppressor response [9].

Qur previous research showed that miR-155 not only directly inhibits SOCS1 expres-
sion, but also increases the production of pro-inflammatory mediators in the liver of PSC
patients [10]. In fact, SOCS1 can promote or inhibit the activation of macrophages and
dendritic cells, and participate in T cell differentiation and innate and adaptive immune
regulation [11,12].

Moreover, miR-155 is able to potentiate the inflammation response, and its expression
is upregulated upon lymphocyte activation to control cell proliferation and differentia-
tion [13]. However, the involvement of miR-155 in chronic inflammation in the colons of
PSC-UC patients has not been investigated. Sphingosine-1-phosphate receptor 1 (S1PR1)
was found to be a new target gene of miR-155 by in vitro and in vivo studies [14]. Degra-
dation of SIPR1 prevents lymphocytes from sensing the sphingosine-1-phosphate (51P)
gradient from the lymphoid organs to the blood, thus, blocking egress and inducing lym-
phopaenia [15]. Furthermore, pro-inflammatory cytokines (including IL-6) raise the level
of signal transducers and activators of transcription 3 (STAT3), which, in turn, induces a
higher expression of S1IPR1 [16]. The role of SIPR1 in tumour formation is consistent with
the finding of S1PR1 upregulation in STAT3-positive tumours and in oestrogen receptor-
positive breast cancer cells. This has been further confirmed by experiments showing that
prevention of S1PR1 activation inhibits tumour growth, metastasis and persistent STAT3
activation [17]. The tight control of SIPR1 expression is crucial for cell homeostasis.

Depending on its target genes, miR-155 is able to potentiate pro-inflammatory re-
sponses [18,19] or oncogenic activity [20,21] in the colon. Therefore, in this study, we aimed
to confirm the interaction between miR-155 and its targets (including MMR genes, SOCS1,
and S1PR1), given that their molecular mechanisms have not yet been elucidated in pa-
tients with PSC. Additionally, given that miR-155 regulates the Th17/Treg ratio by targeting
SOCS1 [22], and that miR-155 and STAT3 form an axis that promotes the expansion of
pathogenic Th17 cells [23], we investigated the contribution of miR-155 in the modulation
of the immune response in colonic tissues and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
of PSC patients, with and without concurrent UC. Besides, these molecular analyses of
human samples were complemented by functional studies in three human intestinal cell
lines (Caco-2, HT-29, and NCM460D).
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2. Results

In the ascending colon, miR-155 expression was substantially increased in PSC and PSC-
UC patients (3.4 £ 0.4 vs. 1.1 & 0.2 in controls, p = 0.0001, and 2.1 & 0.2 vs. 1.1 £ 0.2 in con-
trols, p = 0.002, respectively, Figure 1a), which was associated with considerable suppression
of SOCS1 mRNA (0.4 £ 0.3 vs. 1.9 £ 0.9 in controls, p = 0.0002, and 0.6 £ 0.4 vs. 1.9 £ 0.9 in
controls, p = 0.0005; respectively, Figure 1b). The upregulation of miR-155 was higher in
PSC compared to PSC-UC patients (p = 0.02). In contrast, miR-155 and SOCS1 mRNA levels
were unchanged in UC patients in comparison to controls (Figure 1a,b). In the ascending
colon, STAT3 expression was enhanced in all of the patient groups, i.e., PSC, PSC-UC and
UC (Figure 1c). We observed a negative correlation between miR-155 and SOCS1 mRNA
(r=—04, p=0.03) or STAT3 (r = —0.8, p = 0.002). We suggest that miR-155 is involved in
the pathogenesis of cancer tumorgenesis in the ascending colon of PSC patients.
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Figure 1. Expression of miR-155, suppressor of cytokine signalling 1 (SOCS1), and signal transducer
and activator of transcription 3 (STAT3) mRNAs in human colon tissue. A scatter dot plot showing
the relative expression levels of miR-155 (a,d), SOCS1 (b,e), (STAT3) (c,f) in both the ascending
(a—c) and sigmoid colons (d-f) of controls, primary sclerosing cholangitis patients (PSC), PSC and
concomitant ulcerative colitis patients (PSC-UC), and ulcerative colitis (UC). Levels of gene expression
were normalised to an endogenous reference, miR-191 for miRNA or 185 RNA for other genes, and
presented as a fold-change relative to healthy controls. Results are representative of 10 independent
experiments per group. Dots illustrate each patient, and data are presented as mean plus interquartile
range (IQR) * p-value < 0.05, ** p-value < 0.01, *** p-value < 0.001.

In the sigmoid colon of PSC patients with and without UC, miR-155 levels were
similar to control values (Figure 1d), whereas the SOCS1 mRNA levels were substantially
increased (p = 0.004 and, p = 0.03 respectively, Figure le). In UC patients, miR-155 was
induced (p = 0.0004 vs. controls; p = 0.008 vs. PSC, and p = 0.006 vs. PSC-UC) and
was accompanied by the suppression of SOCS1 (p = 0.02 vs. controls, p = 0.002 vs. PSC,
and p = 0.004 vs. PSC-UC). Moreover, in the sigmoid colon of all patients, a substantial
upregulation of STAT3 expression was observed (p = 0.004 in PSC vs. controls; p = 0.0067
in PSC-UC vs. controls, and p = 0.0009 in UC vs. controls) (Figure 1f). This may suggest
differences in inflammation in the sigmoid colon of PSC-UC patients in comparison to
patients with UC alone.

Appreciating the role of miR-155 in the modulation of immunity and to further address
its potential involvement in colitis, we evaluated the expression of miR-155 and its down-

118



Zatqczniki

Int. |. Mol. Sci. 2022, 23, 4905 40f15

stream targets in PBMCs. The expression of miR-155 in PBMCs was significantly increased
in PSC and PSC-UC patients (2-fold, p = 0.01 vs. controls, and 1.8-fold, p = 0.04 vs. controls,
respectively; Figure 2a). In PSC patients with and without concurrent UC, the level of
SOCS1 mRNA was significantly lower (over 70% reduction, p = 0.05 in PSC-UC vs. controls,
and over 80% reduction, p = 0.02 in PSC vs. controls, Figure 2b). We further evaluated the
concentration of phospho-STAT3 (p-STAT3) in the PBMCs of PSC patients (Figure 2c) and
observed significantly upregulated p-STAT3 expression in both PSC and PSC-UC patients
(13.0 &+ 2.6 pg/pL vs. 5.5 & 0.9 in controls, p = 0.002, and 9.8 &+ 1.2 pg/uL vs. 5.5 £ 0.9 in
controls, p = 0.01, respectively).

n

a N b

1
”

miR-155

relative level in PBMC

»
SOCS1 mRNA
relative level in PBMC

-
p-STAT3 [pg/ul]
concetration in PBMC

control PSC PECUC control PSC PSC-UC control PSC PSC-UC

0w e

Figure 2. Relative expression of miR-155, SOCS1, and the concentration of p-STAT3 protein in PBMCs.
Peripheral blood mononuclear cells were obtained from PSC and PSC-UC patients, and healthy
subjects. Significant upregulation of miR-155 in the PSC and PSC-UC groups was accompanied by the
inhibition of SOCS1 and enhancement of p-STAT3. Bars indicate the mean + SEM * p-value < 0.05,
** p-value < 0.01.

As MiR-155 is associated with the modulation of MMR repair machinery, we examined
the expression of MSH2, MSH6 and MLH1 in colonic tissue. In the ascending colon of
PSC patients with and without UC, the expression of MSH2 mRNA was downregulated
(0.6 £ 0.1 vs. 1.2 + 0.2 in controls, p = 0.005; and 0.7 + 0.1 vs. 1.2 & 0.2 in controls, p = 0.01,
respectively; Figure 3a). The inhibition of MSH6 expression was observed in the ascending
colon of PSC patients with concurrent UC (0.7 + 0.3 vs. 1.2 + 0.2 in controls, p = 0.01),
whereas downregulation of MLH1 mRNA was observed in the ascending colon of PSC
patients (0.8 + 0.1 vs. 1.1 + 0.1 in controls, p = 0.02). However, in the ascending colon of
UC patients, and in the sigmoid colon of all patients, the levels of MSH2, MSH6, and MLH
were unchanged (Figure 3a,b).

MSH2 MSHE MLH1

=
B3 e
m

Ascending Colon
Relative mRNA expression

Relative mANA expression

Figure 3. The expression patterns of mismatch repair (MMR) components in colonic tissue. Levels
of gene expression were normalised to 185 RNA and presented as a fold-change relative to healthy
controls. Bars indicate the mean + SEM * p-value < 0.05, ** p-value < 0.01.

As miR-155 is reported to be modulated by Treg-specific factors, such as forkhead
box O3 (FOXP3), we evaluated the mRNA level of this gene in colonic tissue. In addition,
the expression of IL-17, the best marker for immuno-phenotyping of Th17 cells, was
evaluated. There was an increased level of IL-17 mRNA (27-fold increase vs. controls,
p = 0.04, data not shown) and an imbalanced IL-17/FOXP3 ratio in the sigmoid colon
tissue of patients with PSC-UC (p = 0.02 vs. control and p = 0.04 vs. PSC; Figure 4d).
Similarly, an imbalance in the IL-17 /FOXP3 ratio was observed in the ascending colon of
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patients with UC (p = 0.004 vs. controls; p = 0.008 vs. PSC-UC; p = 0.006 vs. PSC; Figure 4a).
The IL-17/FOXP3 ratio imbalance was associated with a very high expression of pro-
inflammatory IL-6. In the sigmoid colon of PSC-UC patients, the expression of IL-6 was
increased over 40-fold (p = 0.04 vs. controls, and p = 0.01 vs. PSC, and p = 0.01 vs. UC,
Figure 4e), while in the ascending colon of UC patients, we observed a 13-fold increase
in IL-6 (p = 0.02 vs. controls; p = 0.03 vs. PSC, and p = 0.05 vs. PSC-UC, Figure 4b). Based
on the observed IL-6 enhancement, we examined the expression of the receptor SIPR1,
which is known to be modulated by IL-6. In the ascending colon of PSC and PSC-UC
patients, the SIPR1 mRNA levels remained at control values, while in UC patients, the
expression of SIPRT mRNA was considerably enhanced (p = 0.0001, Figure 4c). This
substantial increase was also evident in comparison to PSC and PSC-UC patients (p = 0.003
and p = 0.002, respectively). We found a negative correlation between SIPR1 mRNA and
miR-155 (r = —0.5, p = 0.009). However, the opposite was observed in the sigmoid colon
of PSC and PSC-UC patients, given that the expression of SIPR1 mRNA was enhanced
(p = 0.0005, and p = 0.004, respectively), whereas in UC patients, it remained at control
values (Figure 4f). The expression of SIPR1 negatively correlated with miR-155 (r = —0.4,
p = 0.04) but positively with STAT3 (r = 0.4, p = 0.04).
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Figure 4. Distinct intestinal 1L-17/FOXP3 ratio and the expression of IL-6 and SIPR1 mRNAs
in the colonic tissue of PSC patients with and without UC. * Scatter dot plot showing IL-17 and
FOXP3 proportions (a,d), and the relative expression levels of IL-6 (b,e) and SIPR1 (c,f) in the
ascending (a—c) and sigmoid colons (d-f) of controls, PSC, PSC with UC, and UC patients. Levels
of gene expression presented as fold-change relative to healthy controls were normalised to the
endogenous reference 185 RNA. Results are representative of 10 independent experiments per
group. Dots illustrate each patient and data are presented as means plus interquartile ranges (IQRs)
* p-value < 0.05, ** p-value < 0.01, *** p-value < 0.001.

In previous work, we conducted a set of in vitro functional studies on the human
intestinal epithelial cells Caco-2 [24], and showed an inverse relationship between miR-155
and SOCS1. Therefore, in this study, we examined another target for miR-155, the re-
ceptor SIPR1. We investigated whether miR-155 is directly involved in the regulation
of S1PR1 gene expression. Transfection of the inhibitor targeting miR-155 into cells
effectively suppressed miR-155 and simultaneously induced SIPR1T mRNA expression
(3.1 £ 0.5vs. 1.1 & 0.2 in controls, p = 0.01; Figure 5a). We further verified the relation-
ship between the expression of miR-155 and glycochenodeoxycholic acid (GCDCA) in the
Caco-2 cell line. The expression of miR-155 was substantially increased following exposure
for 24 h to 500 uM GCDCA (1.5-fold, p = 0.05 vs. controls; Figure 5b).

120



Zatqczniki

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 4905 60f 15
. I i

; BB L |
I - i
8 ™ 2
w
-
i £
2, [

miR-ASS S1PRY RSN S .. . ...

240

ci
é;

165 TNFs SOCS1 STPR1  miR-1S5 TNFa SOCS1 S1PR1 [ [

Figure 5. The effect of miRNA inhibition on miR-155 and S1PR1 expression (a). Dose-dependent effect
of GCDCA on miR-155 expression (b). The basal miR-155 expression in colonic cell lines (c). miR-155
and TNF « mRNA levels in Caco-2 after lipopolysaccharide (LPS) exposure (d). The expression of
miR-155, TNFx, SOCS1 and S1PR1 in HT29 and NCM460D cells following 24 h treatment with LPS
(e). Modulation of MMR (MLH1, MSH2, MSH6) and p53 gene expression levels after miR-155 mimic
transfection in colonic cell lines (f). At least three independent experiments were conducted. The
dotted lines represent control values. Levels of gene expression were normalised to the endogenous
reference miR-191/miR-16 for miRNA, or 185 RNA for other genes. Bars indicate the mean + SEM
* p-value < 0.05, ** p-value < 0.01, *** p-value < 0.001.

In normal cells derived from colonic mucosa (NCM460D) and cancerous cell lines
(Caco-2 and HT-29), miR-155 expression displayed an altered profile at baseline (Figure 5c).
We found that the miR-155 level varied between cancerous cell lines in relation to NCM460D
cells. In HT-29 cells, the expression of miR-155 was decreased (3.8-fold vs. NCM460D
cells, p < 0.0001), whereas in Caco-2 cells, it was increased (2.2-fold vs. NCM460D cells,
p = 0.02). To gain insight into the effects of miR-155 during ongoing inflammation in
the intestine, the expression of miR-155 was measured following LPS exposure in Caco-2
cells (Figure 5d). The results uncovered no significant difference in miR-155 levels and no
changes were found in the major pro-inflammatory cytokine, TNF-a. Some sources have
reported a lack of responses to LPS in Caco-2 cells, attributed to a low expression of TLR4
receptors on these cells [25]. Therefore, we conducted further experiments on HT-29 and
NCM460D cells lines. Since the literature varies regarding LPS concentrations used in these
particular cell lines, we decided to use two concentrations, namely 0.5 ug/mL and 1 pg/mL
of LPS (Figure 5e). Both HT-29 and NCM460D cells responded to these concentrations.
The elevated expression of TNFa was detected in HT-29 (8.3-fold increase, p = 0.002 and
5.8-fold increase, p = 0.03, respectively, for both doses of LPS) and in NCM460D (8.2-fold
increase, p = 0.01 and 5.7-fold, p = 0.02, respectively, for both doses of LPS). We found
that upon stimulation with LPS, miR-155 expression was inhibited in HT-29 cells at both
concentrations (0.7 £ 0.1 at 0.5 ug/mL LPS, p = 0.002 vs. controls, and 0.7 + 0.04 at 1 ug/mL
LPS, p < 0.0001 vs. controls), and in NCM460D cells after treatment with 0.5 pg/mL LPS
(0.8 4 0.05, p = 0.005 vs. controls).
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To confirm the relationship between MMR genes and miR-155, we transiently trans-
fected NCM460D and HT-29 cells with an miR-155 mimic (Figure 5f). Results from the
NCM460D cell line confirmed that, in normal non-tumorigenic cells, the response to miR155
led to a significant downregulation of MLH1 (40% reduction, p = 0.005), MSH2 (60% reduc-
tion, p = 0.0001), and MSH6 (50% reduction, p = 0.0003) in comparison to non-transfected
cells. The drops were accompanied by an enhanced expression of p53 (1.5-fold increase,
p = 0.03 vs. non-transfected cells). In the case of HT-29 cells, we observed a downregulation
of only one of the MMR genes i.e.,, MSH6 (30% reduction, p = 0.004 vs. controls), and a
reduction in p53 mRNA (30% reduction, p = 0.0001 vs. controls).

3. Discussion

One of the most prominent microRNAs implicated in both inflammation and cancer
is miR-155. The importance of miR-155 deregulation in colitis arises from its cellular
role, as either an inhibitor of oncogenic suppressors or a modulator of anti-inflammatory
pathways [26]. Our results suggest that, first, miR-155 may promote carcinogenesis via
the modulation of the SOCS1/p53 axis and high microsatellite instability (MSI-H), as it
was observed in the ascending colon of PSC patients. Secondly, in the absence of miR-155
over-expression, the activated IL-6/S1PR1 signalling pathway reinforced chronic colitis
in the sigmoid colon of PSC-UC patients. The biological relevance of these findings was
confirmed in human intestinal cell lines in vitro.

The expression of miR-155 was substantially increased in the ascending colon of PSC
patients with or without UC, which was in contrast to UC patients for whom miR-155
was significantly enhanced only in the sigmoid colon. Interestingly, in patients with
PSC, the increased levels of miR-155 were seen in those parts of the colon where high
concentrations of secondary bile acids (BAs) were observed. It has been established that
prolonged exposure to high levels of BAs can lead to the generation of genomic instability,
the development of apoptosis resistance and, ultimately, cancer [27]. The effect of toxic
GCDCA on miR-155 expression was further confirmed in the Caco-2 cell line.

Our study also demonstrated that increased miR-155 expression is associated with
the downregulation of SOCST in the ascending colon of PSC patients, with and without
UC, and in the sigmoid colon of UC patients. The direct effect of miR-155 on SOCS1
expression was confirmed in our earlier studies, which showed a substantial inhibition of
SOCS1 mRNA levels, in response to enhanced activation of miR-155 [24]. MiR-155, via
suppression of SOCS1, exaggerates immune responses in the colonic mucosa of patients
with IBD [28-31]. In UC, the inflammatory process starts in the rectum and progresses
up to the sigmoid colon, and the descending and transverse colons [32]. In colitis that
co-exists with PSC, colonic inflammation usually affects the right colon, i.e., it starts from
the ascending colon and progresses in the opposite direction. Pro-inflammatory mediators,
such as TNF-«, have been shown to be a positive modulator of miR-155, which affects
miR-155 production in macrophages [33]. The elevated level of miR-155 correlates with the
upregulation of TNF-« and the downregulation of SOCS1 in rheumatoid arthritis [34,35].
In our previous study, we observed the upregulation of TNF-ae mRNA in the ascending
colon of PSC-UC patients and in the sigmoid colon of UC patients [36]. Of note, in this
study, we demonstrated the increased expression of miR-155 in the same parts of the colon.
In accordance with our findings on human biopsies, TNF-& was shown to contribute to the
induction of miR-155 [37]. The persistently increased levels of TNF-« can drive miR-155
overexpression, and consequently, lead to the inhibition of SOCS1. MiR-155 activates STAT3
by targeting SOCS1 [38], and it is worth emphasising that STAT3 activation can occur before
histological changes in the intestinal tissue are detectable [22]. Our study demonstrated
correlations between miR-155, SOCSI, and STATS3 in the ascending colon of PSC patients,
with or without concurrent colitis, and in the sigmoid colon of UC patients. Similarly, in the
PBMC:s of PSC patients, the upregulation of miR-155 was associated with the suppression of
SOCST and the enhanced expression of phospho-STAT3. Phosphorylated STATs can trigger
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the expression of genes involved in inflammatory responses [39] and angiogenesis [40],
and STAT3 is associated with cancer pathogenesis [41].

MSI-H tumours occur when two or more of the five markers (i.e., MLH1, MSH2,
MSHG6, PMS1, or PMS2) show instability [42]. These tumours are predominantly found in
the proximal colon and comprise approximately 15% of colorectal cancers. The finding of
MSI-H in CRC has been associated with a favourable patient prognosis [43,44] but, para-
doxically, a poor response to 5-fluorouracil-based chemotherapy [4547]. This study, to our
knowledge, for the first time, analysed MSI in the colon of PSC patients and demonstrated
that the overexpression of miR-155 in the ascending colon was inversely related to the level
of MSH2, MSH6, and MLHT mRNA, whereas the expression of MMR mRNA was changed
in the colon of UC patients. Our data are in line with other reports showing that MSI was
not observed in stromal cells at any sites, including those within colitis cancer/dysplasia
lesions in UC patients [48,49]. Thus, the microsatellite alterations in the ascending colon
are a factor that clearly differentiates patients with UC alone from patients with PSC-UC.

We previously observed a substantial suppression of the p53 gene in the ascend-
ing colon of PSC patients, which might predispose them to pro-tumorigenic transforma-
tions [50]. A mutation in the p53 gene occurs in 34% of proximal colon tumours [51].
In contrast, in the sigmoid colon of UC patients, the levels of p53 were unchanged in
comparison to controls [50]. This is in line with reports showing that approximately half
of UC-associated tumours do not have p53 alterations [52-54]. This is related to the fact
that carcinomas occurring in UC do not arise de novo but are preceded by, and evolve
from, dysplastic mucosa, which is analogous to the development of sporadic colorectal
carcinomas from adenomas [53,55]. Our in vitro analysis on the effect of miR-155 overex-
pression demonstrated a cell-type dependent response. In healthy epithelial NCM460D
cells, miR-155 upregulation inhibited MLH1, MSH2, and MSH6 expression, which was
associated with the induction of the p53 gene. In the context of DNA damage, the enhanced
expression of p53 initiated various pathways, including cell cycle arrest, DNA repair,
senescence, and apoptosis [56]. However, in adenocarcinoma HT-29 cells, the contrasting
effect was observed as only MSH6 being suppressed, and the p53 gene was significantly
downregulated. This suggests that miR-155 more efficiently suppresses the p53 gene in
cancer cells than in healthy ones.

The second important observation from this study is related to the IL-6/STAT3/S1PR1
axis. Interleukin IL-6, together with TGF-beta, induces the development of Th17 cells
from naive T cells [57] and also inhibits TGF-beta-induced Treg differentiation [58,59]. At
mucosal sites, [L-6 promotes Th17 development [60] and has an important role in regulating
the balance between Th17/Treg in IBD [61]. The disturbed Th17/Treg ratio [22] is associ-
ated with various autoimmune and inflammatory diseases [62-66]. IL-17A is produced by
Th17 cells and binds to receptors on the basal surface of intestinal epithelial cells to produce
antimicrobial molecules that limit bacterial penetration through the epithelial barrier [67].
Human Th17 cells directly secrete inflammatory cytokines, such as IL-8, IFN-y, TNF, and
GM-CSF [55]. In turn, Treg cells control effector T cells, maintain tolerance against self or
foreign antigens, and are essential for suppressing IBD [68,69]. Recent studies have sug-
gested that miR-155 controls the properties of Treg, and the expression of miR-155 is itself
controlled by Treg-specific factors, such as FOXP3 [70]. In humans and mice, the mutations
in the FOXP3 locus on the X chromosome are associated with severe autoimmunity [71-73].
In this study, the significant imbalance in the IL-17/FOXP3 ratio, which was accompanied
by IL-6 upregulation, was observed in both the sigmoid colon of PSC-UC patients and
the ascending colon of UC patients, indicating persistent inflammation in these parts of
the colon.

In response to inflammatory, environmental stimuli, IL-6 raises the level of STAT3,
which, in turn, induces higher expression of SIPR1 [74]. SIPR1 stimulates the STAT3 protein
through a positive feedback mechanism, causing the level of this protein to remain elevated,
which leads to more severe inflammatory processes [75]. In our study, the significant
differences in SIPR1 mRNA levels were apparent between the groups, and SIPR1 mRNA
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expression was negatively correlated with miR-155 expression. Thus, SIPR1 mRNA levels
were upregulated in the sigmoid colon of PSC-UC patients and in the ascending colon of
UC patients, where miR-155 was not enhanced. The observed negative correlation between
miR-155 and STPR1 mRNA was further confirmed in intestinal epithelial cell lines. Our
observations concerning the involvement of SIPR1 in Th17 development are supported by
Garriss et al. [76]. Our results suggest that enhanced production of IL-6, associated with
the upregulation of SIPR1, is a critical effector in chronic intestinal inflammation, which
may result in neoplastic transformation.

Despite the strengths of this study, some limitations should be noted. First of all, the
number of analysed samples per each group was only 10 and, for sure, if it was higher,
then the results would be more substantiated. However, PSC is a rare liver condition that
means only a scarcity of biological material was available to us. An additional limitation
may be the older age of controls when compared to studied groups. Nevertheless, it does
not reach a statistical significance when controls are compared to the UC or PSC-UC group.
We believe that the age difference between the controls and PSC group would not have an
impact on the results of the study, but obviously this cannot be definitely ruled out.

4. Materials and Methods
4.1. Subjects

Three groups of subjects were included in the study: (i) PSC patients (n = 10) who had
never been diagnosed with concomitant IBD; (ii) PSC-UC patients (n = 10) showing macro-
scopic features of UC on colonoscopy, which was confirmed with a histology examination,
and (iii) UC (n = 10) healthy subjects who underwent colonoscopies for various indications
and showed neither macroscopic nor microscopic abnormalities in their colon (controls
n = 10). Colon biopsy specimens (for histological and mRNA evaluations) were obtained
from the ascending and sigmoid colons from each patient. PBMCs were freshly isolated
from heparinised venous blood samples of PSC and PSC-UC patients and healthy subjects.

All included patients with primary sclerosing cholangitis fulfilled EASL criteria for
this diagnosis. The ages were between 18 and 75 years.

The main exclusion criteria for the study were: an inability to give informed consent;
patients with other forms of chronic liver diseases; a diagnosis of decompensated liver
cirrhosis (Child-Pugh class B-C); pregnant or breastfeeding women, and any other condi-
tion, which in the opinion of the investigators, would impede the patient’s participation or
compliance during the study.

Demographic and clinical data on analysed patients are summarised in Table 1. Writ-
ten, informed consent was obtained from each patient included in the study. The study
protocol was approved by the Ethics Committee of the Pomeranian Medical Univer-
sity (BN-001/43/06 and BN-001/122/06) and adhered to the ethical guidelines of the
1975 Declaration of Helsinki.

Table 1. Demographic and laboratory features of analysed subjects.

Control PSC PSC-UC uc
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Gender (Male/Female) 6/4 8/2 8/2 2/8
Age (years) 50+ 4 28+£10 34+15 43 +17
Hb (mg/dl, normal M: 14-18, F: 12-16) ND 15+ 08 16. + 1.7 ND
Bilirubin (mg/dl, normal < 1.1) ND 1.24+04 264+07 04402
ALP (TUNl, normal 30-120) ND 304 + 241 381 + 277 80+ 24
GGTP (1IU/l, normal M < 100, F < 66) ND 325 4+ 310 484 + 232 17 £13.3
ALT (TU/1, normnal < 40) ND 103 +£72 104 +23 15+ 84
Cirrhosis (yes/no) N/A 4/6 4/6 N/A

Values are given as mean + SD, unless stated otherwise. Abbreviations: PSC, primary sclerosing cholangitis; UC,
ulcerative colitis; Hb, hncmuglubin; ALP, alkaline phosphatase; GGTF, gamma-glutamyl transferase; ALT, alanine
aminotransferase; SD, standard deviation; N/ A, not applicable; ND, no data.
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4.2. RNA and miRNA Expression Analysis

Total RNA was isolated using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany), and
cDNA synthesis was carried out using the TagMan Advanced miRNA ¢cDNA Synthesis
Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) or the SuperScript
IV RT (Invitrogen, Carlbad, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. Gene
expressions were measured using human TaqMan Gene Expression Assays for 185 ribo-
somal RNA (Hs99999901_s1), SIPR1 (Hs01922614_m1), SOCS1 (Hs00705164_s1), FOXP3
(Hs01085834_m1), IL-17A (Hs00174383_m1), IL-6 (Hs001741131_m1), STAT3 (Hs00374230_m1),
MLH1 (Hs00179866_m1), MSH2 (Hs00954125_m1), MSH6 (Hs00943000_m1).

MiRNA cDNA synthesis was carried out using the TagMan Advanced miRNA cDNA
synthesis kit (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s
protocol. The expression of miR-155 (002623_mir) and reference microRNA (miR-191
(477952_mir) or miR-16 (477860_mir) were measured using TagMan Advanced miRNA
assays and TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA).

Fluorescence data were analysed using 7500 software v2.0.2. (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA) and the relative amounts of transcripts were calculated using the
2-AACt formula.

4.3. PBMCs

Isolation of PBMCs was carried out in accordance with the manufacturer’s protocol
(GE Healthcare, Chicago, IL, USA). Changes in miR-155 and SOCS1 mRNA expression
were then detected, as described earlier.

4.4. ELISA

The PBMCs of phospho-STAT3 [pY705] levels were detected by ELISA (Multispecies
ELISA Kit; ThermoFisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions.

4.5. Cell Culture, Transfection and Treatments

NCM460D (INCELL Innovative Life Science Solutions, San Antonio, TX, USA; Cell
License Material Transfer Agreement #204) is a normal mucosal epithelial cell line, a mixed
monolayer/suspension culture, spontaneously immortalized, and non-tumorigenic. Cells
were grown in INCELL's enriched M3:10 BaseF Medium (INCELL Innovative Life Science
Solutions San Antonio, TX, USA), 10% v /v Fetal Bovine Serum (ATCC 30-2025), and 1% an-
tibiotic solution (penicillin/streptomycin; Biowest, Nuaille, France) in accordance with the
manufacturer’s recommendations. Caco-2 (HTB-37™) are heterogenous human epithelial
colorectal adenocarcinoma cells, and HT-29 (HTB-38™) is a colorectal adenocarcinoma cell
line with epithelial morphology. Both were purchased from the American Type Culture
Collection and were grown according to the original protocol. All of the cell lines were
cultured in 25-cm? or 75-em? culture flasks and routinely maintained in a humidified
atmosphere of 5% CO, at 37 °C.

Transient transfections with either miR-155 inhibitor (Ambion mirVana® Anti-miR
miRNA Inhibitor, hsa-miR-155; ID: AM10238; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
or an miR-155 mimic (Ambion mirVana® miRNA mimic, hsa-miR-155; ID: MC28440;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) were performed using Lipofectamine
RNAIMAX reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in accordance with the manufac-
turer’s protocol. Forty-eight hours after transfection, the cells were lysed, and RNA was
isolated for further analysis.

To investigate the effect of GCDCA on miR-155 expression, Caco-2 cells were exposed
to 200 or 500 uM of GCDCA for 24 h. GCDCA, provided by Sigma (St. Louis, MO, USA),
was dissolved in sterile phosphate-buffered saline.

To initiate the inflammatory process, Caco-2, HT-29, and NCM460D cells were incubated
in an appropriate complete cell culture medium with the addition of lipopolysaccharides
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from Escherichia coli 0111:B4 (0.5 ug/mL or 1 pg/mL) (4391, Sigma, St. Louis, MO, USA).
After 24 h, cells were lysed and RNA was isolated for further analysis.

4.6. Statistics

Statistical analyses done with StatView (SAS Institute, Cary, NC, USA), and GraphPad
Prism7 applications (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Continuous variables
reported as mean + SEM. Statistical differences of baseline characteristics between groups
were analyzed using the X2 test for categorical data, and the Mann-Whitney U test or
Student’s I-test for quantitative data analysis. Correlation analyses were performed using
the Spearman Rank method. Results were considered statistically significant when p-values
were <(0.05.

5. Conclusions

Though great efforts have been made to investigate the pathogenesis of PSC-UC
over the past decades, the molecular mechanisms causing it remain largely unknown.
A direct comparison of experimental results from an animal model of PSC (mdr2~/~ mice
develop chronic cholangitis, but not colitis [77]) with the observations from PSC patients
is difficult to evaluate [78]. The innovation presented here is the direct study in patients
with PSC-UC, in comparison to isolated PSC or UC. This study suggests that miR-155
acts as a link between inflammation and cancer in colitis associated with PSC (Figure 6).
The upregulation of miR-155 results in failure of SOCS1 expression and the inhibition of
p53, which may predispose patients to pro-tumorigenic transformations. Moreover, the
miR-155-modulated suppression of MMR proteins may be responsible for the initiation
of colorectal neoplastic transformation in patients with PSC. In contrast, enhanced IL-
6/51PR1 production and a lack of upregulation of miR-155 leads to pro-inflammatory
signalling in the sigmoid colon of PSC patients. The observed changes in MMR protein
expression, which is representative for MSI-H, could be used for further research focussed
on developing useful biomarkers for monitoring colorectal cancer development.

PSC / PSC-UC

Ascending Colon
BA . i ‘ pa—
miR-155 | . /miR-155
/ SOCS1Y ! 50€51
NA mismatch i
repair (MMR) ‘ 1 H J_ inflammatory
stars T /- STAT3 stinulaton
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S1PR1 1
Cancer Chronic pro-inflammatory
tumorgenesis activation

Figure 6. Schematic figure showing the contribution of miR-155 in inflammation and neoplastic
transformation in the colon of patients with primary sclerosing cholangitis.
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Oznaczanie markeréw aktywacji granulocytow obojetnochtonnych w $cianach i zakrzepach
tetniaka aorty brzusznej
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Zalacznik nr 5

Zgoda Komisji Bioetycznej w Szczecinie nr KB-0012/69/19 z dnia 25.02.2019r.

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szezecinie

IORTAS

SR OV

KB-0012/59/18
25.02.2018r.

Sz.P.
prof. dr hab. n. med. Piotr Milkiewicz
Samodzielna Pracownia Hepatologii
PUM w Szczecinie

Uzupelnienie zgody wydanej pismem BN-001/43/06 dnia 20.04.2006 r, do badania pt.:
*Badanie molekularnych i genetycznych mechanizméw edgrywajacych role w patogenezie przewleklych
cholestatycznych choréb watroby”

Na posiedzeniu w dniu 25.02.2019 r., Czlonkowie Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie, /obradujace] zgodnie z zasadami GCP Good Clinical Practice/, wyrazili

pozytywna opini¢ na rozszerzenie sktadu zespolu badawczego o Panig dr Ewe Kilariczyk, mgr Monike
Adamowicz, mgr Dagmare Ruminkiewicz.

PRZEWOONICZAC

.
Kopisk Bice
w Epecine

000l oo, 0, med, Marek Dcozdzik
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Zalacznik nr 6

Zgoda Komisji Bioetycznej w Szczecinie nr KB-0012/44/2021 z dnia 08.11.2021r

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szezecinie

Uchwata nr KB-0012/44/2021
Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
! w Szczecinie z dnia 08 listopada 2021 r.

Na podstawie art. 29 ust. 1 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza i lekarza dentysty
(tj. 22020 r., Dz. U. poz. 514 z pozn. zm.) oraz § 6 rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spofecznej z dnia 11
maja 1999 r. w sprawie szczegdlowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziafania komisji
bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poz. 480) uchwala sig, co nastepuje:

§1
Komisja Bioetyczna Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, w sktadzie wedtug listy dotaczonej do
niniejszej uchwaly, po zapoznaniu sig z przedstawiong dokumentacja,

wyraza pozytywna opinie dotyczaca eksperymentu medycznego p.t.:
»Badania molekulame i rola mikroRNA w pierwotnym stwardniajacym zapaleniu drog Zéfciowych (PSC)”

Gtéwny Badacz: dr hab. Agnieszka Kempinska-Podhorodecka

— mgrIga Stukan, Zaklad Biologii Medycznej Pomorskiego uniwersytetu Medycznego w Szczecinie,

—  mgr Monika Adamowicz, Zakfad Biologii Medycznej Pomorskiego uniwersytetu Medycznego w
Szczecinie,

—  prof. drhab. Matgorzata Milkiewicz, Zakiad Biologii Medycznej Pomorskiego uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie,

- prof. dr hab. Piotr Milkiewicz, Klinika Hepatologii i Chorob Wewnetrznych Katedry Chirurgii Ogolnej,
Transplantacyjnej i Waroby, Warszawski Uniwersytet Medyczny

—  dr Stawomir Koziet, Pracownia Endoskopowa Kliniki Chirurgii Ogélnej, Transplantacyjnej i Watroby,
Warszawski Uniwersytet Medyczny,

— drhab. Anna Kozlowska, Centrum Medyczne SONOMED w Szczecinie

Termin zakonczenia badan: 31.12.2025 .

§2
Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku i przedstawionego projektu; kazda zmiana
i-modyfikacja projektu badawczego wymaga uzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawca zobowigzany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, ktore moglyby mie¢ wplyw na opinie Komisji, o ciezkich
lub niespodziewanych zdarzeniach niepozadanych i nieprzewidzianych okolicznosciach, o zakoAczeniu badania i
0 jego wynikach.

§3
Zgodnie z §3 rozporzadzenia Ministra Finansow, Funduszy i Polityki Regionainej z dnia 23.12.2020 r. w sprawie
obowigzkowego ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej podmiotu przeprowadzajacego eksperyment
medyczny (Dz.U. z 2020 r. poz. 2412), eksperyment medyczny moze by¢ przeprowadzony po zawarciu przez
podmiot przeprowadzajacy eksperyment medyczny umowy ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej na rzecz
jego uczestnika oraz osoby, ktorej skutki eksperymentu moga bezposrednio dotknag, przy czym obowiazek ten
powstaje najpdzniej w dniu poprzedzajacym dzien rozpoczecia eksperymentu medycznego.
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Zatqczniki

§4

Uchwata wehodzi w zycie z dniem podjecia.
Pouczenie:
1, Odwotanie od niniejsze] uchwaly moze wnies¢:

1) podmiot zamlerza;qcy pizeprowadac eksperyment medyczny,

2) ki k zaktadu opieki zd j, W ktorym y ma by¢ przepre

3) komisja bioetyczna wiasciwa dla osrodka ktory ma uczeslmczyé w meloo&rodkw:ym eksperymencle medycznym
2. Odwolanie, oktorymnmawusl 1 WI'\OSI sie za pos Komisji Bioety j P y g0 W inie, do
O j Komisji Bioetycznej przy Zdrowia, w terminie 14 dni od dnia otrzymania uchwaly.

prof. dr hab. .. ined. Marek Drozdzik
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