mgr Justyna Kiszatkiewicz

promotor: prof. dr hab. n.med. Ewa Brzezianska-Lasota
Zakfad Molekularnych Podstaw Medycyny

| Katedra Choréb Wewnetrznych

Wydziat Lekarski

Uniwersytetu Medycznego w todzi

Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Ocena ekspresji wybranych klas miRNA oraz ich
genow docelowych uczestniczagcych w szlaku sygnatowym TGF-/SMAD oraz
osi HIF-1a/VEGF/ING-4 w przebiegu sarkoidozy — poszukiwanie nowych
markerow diagnostycznych.”

STRESZCZENIE

Pomimo znacznego postgpu jaki dokonat si¢ w diagnozowaniu sarkoidozy uktadu
oddechowego, molekularne mechanizmy regulujace powstawanie jak i przebieg choroby nie
zostaty jak dotad w pelni poznane.

W  mojej pracy  doktorskiej  dokonalam  analizy @ zmian = poziomu
ekspresji/immunoekspresji genow/biatek szlaku sygnatowego TGF-f/SMAD i osi HIF-
1a/ING-4/VEGF oraz wybranych klas miRNA regulujacych wyzej wymienione szlaki
sygnatowe u chorych na sarkoidoze uktadu oddechowego.

Celem prezentowanej pracy doktorskiej byta takze ocena u chorych ze zdiagnozowang
sarkoidozg uktadu oddechowego poziomu wzglednej ekspresji wybranych klas miRNA: let-7-
f, miR15b, miR-16, miR-20a, miR-27b, miRNA-128b, miR-130, miR-192, miR-221, miR-
222, regulujacych na drodze posredniej lub/i bezposredniej szlak sygnatowy TGF-B/SMAD
oraz 0§ HIF-1a-VEGF-(ING)-4. Dokonatam takze oceny analizy zaleznosci pomig¢dzy
poziomami ekspresji badanych genéw oraz miRNA a: klasyfikacja sarkoidozy na podstawie
badania radiologicznego, charakterystyka biologiczng pacjentow, postacig ostrg a przewlekla
choroby, warto$ciami parametréw klinicznych oceniajacych funkcje czynnosciowe uktadu
oddechowego, markerami biochemicznymi czy fenotypem immonulogicznym (CD4*/CD8")

Materialem do badan byly komorki BALF, PBMC jak i surowica uzyskane od
pacjentow. Grup¢ badawcza stanowito 94 pacjentow ze zdiagnozowang sarkoidoza uktadu
oddechowego, a grupe kontrolng 50 niepalacych pacjentéw skierowanych na bronchoskopie
z powodu przewleklego kaszlu lub nieokreslonych zmian RTG klatki piersiowe;.

Z materiatu biologicznego wyizolowalam catkowity RNA oraz miRNA a nast¢pnie

dokonatam oceny wzglednego poziomu ekspresji genow jak i miRNA metoda tancuchowe;j



reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time gPCR), po uprzednim przeprowadzeniu
odwrotnej transkrypcji. Reakcja qPCR zostata przeprowadzona w aparacie 7900 HT Fast
Real-Time PCR System przy zastosowaniu swoistych dla genéw sond fluorogenicznych, a dla
mMiRNA przy pomocy 384-dotkowych ptytek mikrofluidowych. W przeprowadzanych
doswiadczeniach kalibratorem byt zakupiony RNA pochodzacy z tkanki plucnej.
Przeprowadzono takze kontrole negatywna (ang. no template control - NTC), w ktorej cDNA
zastgpowano dejonizowang wodg. Jako gen referencyjny (kontrol¢ endogenng) wybrano gen
kodujacy B-aktyne (ang. Beta-actin —~ACTB). Wzgledny poziom ekspresji gendw obliczany
byt przy uzyciu poréwnawczej metody CT (ang. comparative CT method), nazywanej
rowniez metoda AACtT. W metodzie tej poziom ekspresji danego genu (wartos¢ RQ)
w badanej probce normalizowany byl wzgledem kontroli endogennej. Natomiast w
oznaczaniu st¢zenia biatek zastosowano metode ,,Sandwich” ELISA. Wszystkie procedury
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta.

Oceniajac ekspresje wybranych gendéw szlaku sygnatowego TGF-£/SMAD u chorych
nie wykazatam istotnych statystycznie r6znic w poziomie ekspresji genéw TGF-f, SMAD 2,3
oraz SMAD7 w komoérkach BALF u chorych w stosunku do grupy kontrolnej. W limfocytach
krwi obwodowej zaobserwowatam natomiast istotnie statystycznie roznice pomiedzy
chorymi, a grupg kontrolng dla genéw TGF- £ oraz SMAD3 z wyzszym poziomem ekspresji
obu gendw u chorych. Analiza chorych zgodnie z podziatem klinicznym oraz obrazem
radiologicznym (RTG klatki piersiowej: I, 11-1V) nie ujawnita istotnie statystycznie roéznic
(P>0.05 test U Manna - Whitney’a) w ekspresji badanych gendéw u pacjentdéw bez/z
obecnoscig zmian migzszowych pluc oraz pomigdzy klinicznymi fenotypami choroby (ostra
posta¢ vs. przewlekta posta¢ choroby) zaréwno w BALF jak 1 w limfocytach krwi
obwodowej. Statystycznie istotnie podwyzszony poziom ekspresji genu TGF-f
zaobserwowatam w komoérkach BALF pacjentow z nieprawidlowa spirometrig w stosunku do
pacjentow z prawidlowymi parametrami spirometrii. Podobnie, zaobserwowalam
statystycznie wyzszy poziom ekspresji genéw TGF-f i SMAD3 w komorkach BALF w grupie
chorych z podejrzeniem zaburzen wentylacji o typie restrykcyjnym. Zaobserwowatam takze
ujemne korelacje pomiedzy poziomem ekspresji genow SMAD 3 i 2 a warto$ciami
parametréw czynno$ciowych ptuc ocenianych podczas spirometrii.

Analiza ekspresji wybranych gendéw 0si HIF-/a/ING-4/VEGF ujawnila istotne
statystycznie roznice w poziomie ekspresji HIF-/o w PBMC pomiedzy grupa chorych, a

grupg kontrolna, z wyzszym poziomem ekspresji w grupie chorych.



Zaobserwowano takze statystycznie wyzszy poziom ekspresji HIF-/a w komoérkach
BALF w grupie chorych z podejrzeniem zaburzen wentylacji o typie restrykcyjnym jak
i u chorych z nieprawidlowg spirometrig w porownaniu do 0s6b z prawidlowa spirometria.

Podczas oceny immunoekspresji odnotowatam wyzszy poziom TGF-, SMAD2 oraz
VEGF w surowicy chorych w poréwnaniu z potencjalnie zdrowymi osobami, co wskazuje na
znaczenie tych biatek jako markeréw o wlasciwosci roznicujace;.

Ocena ckspresji wybranych klas miRNA wujawnilta istotne statystycznie roznice
pomig¢dzy grupg chorych a grupag kontrolng w komoérkach BALF dla: miR-221, miR-192 z
wyzszym poziomem ekspresji miRNA w grupie pacjentdw oraz dla miR-15b z nizszym
poziomem ekspresji miRNA w grupie chorych. Takze istotne statystycznie rdznice
w poziomie ekspresji miRNA w komorkach BALF zaobserwowano pomigdzy chorymi
w stadium RTG | vs. lI-1V dla miR-27b, miR-192 oraz dla miR-221 z wyzszym poziomem
ekspresji tych miRNA u chorych w stadium I wedlug obrazu RTG. Dodatkowo dla tych
samych miRNA stwierdzitam istotne statystycznie réznice w S$rednich warto$ciach RQ
pomig¢dzy grupa chorych z ostrg vs. przewlekla postaciag choroby z wyzszym poziomem
eskpresji mMiIRNA u chorych z ostrg postacig choroby. Zaobserwowano rowniez w komoérkach
BALF istotng statystycznie rdéznicg w Srednich wartosciach RQ pomiedzy chorymi
z prawidlowg spirometria Vvs. chorzy z podejrzeniem zaburzen wentylacji o typie
restrykcyjnym dla miRNA-16 i miR-20a z wyzszym poziomem ekspresji u chorych
z zaburzeniami wentylacji o typie restrykcyjnym.

W limfocytach krwi obwodowej odnotowatam istotnie statystycznie réznice pomigdzy
grupa chorych a grupa kontrolng dla miR-27b, miR-192, miR-221, miR-222 z wyzszym
poziomem ekspresji tych miRNA w grupie chorych oraz dla dla miR-let7f, miR-130a
z wyzszym poziomem ekspresji w grupie kontrolnej. Istotne statystycznie roznice pomigdzy
chorymi w stadium RTG | vs. II-IV zaobserwowano dla miR-16, z wyzszym poziomem
ekspresji tego miRNA w stadium RTG I. Zaobserwowano takze istotne statystycznie réznice
pomig¢dzy chorymi z ostrg vs. przewlekla postacig choroby dla miRNA-130 i miR-15b
z wyzszym poziomem ekspresji u chorych z ostra postacig choroby. Zaobserwowano takze
istotnie statystycznie roznice w poziomie ekspresji MIRNA-let7f pomiedzy chorymi
z prawidlowa spirometria, a chorymi z obturacja phluic obserwowang w badaniu
spirometrycznym, z wyzszym poziomem ekspresji miRNA-let-7f u pacjentoéw z wystepujaca

obturacja.



Pomiedzy komorkami BALF, a limfocytami krwi obwodowej odnotowano istotnie
statystyczne roéznice dla miRNAL15b i miRNA-130a z wyzszym poziomem ekspresji miRNA
w limfocytach oraz dla miRNA-let7f — wyzsza ekspresja w komorkach BALF.

Podsumowujgc otrzymane wyniki badan moga wptyna¢ na wiedz¢ na temat udziatu
czynnikéw genetycznych w rozwoju sarkoidozy uktadu oddechowego i ewentualnym ich
zwigzku z r6znym obrazem klinicznym i przebiegiem choroby. Wyniki wskazaty takze na
znaczenie szlakow sygnatowych TGF-5/SMAD i o§ HIF-1A/VEGF/ING-4 oraz miRNA jako
regulatorow zapalenia, remodelingu ECM/EMT jak i angiogenezy/angiostazy. Co wigcej
TGF-f, SMAD3, HIF-/a na poziomie mMRNA oraz biatka SMAD2, VEGF oraz miR-15b,
miR-27b miR-192, miR-221, miR-222, miR-130a, miR-let7 moga mie¢ potencjat réznicujacy
chorych od 0s6b zdrowych, a miR-16, miR-20a, miR-27b, miR-let7f , miR-192,HIF-1A moga

mie¢ znaczenie jako marker diagnostyczny o negatywnej warto$ci prognostycznej



SUMMARY
Despite the significant advances that have been made in the diagnosis of pulmonary

sarcoidosis, molecular mechanisms of the disease pathology and progression, so far, have not
been fully understood.

In my dissertation | include the analysis of: (i) the expression/immunoexpression
levels of genes/proteins associated with TGF-5/SMAD signaling pathway and HIF-1a/ING-
4/VEGF axis; (ii) the expression levels of selected classes of miRNAs (let-7-f, miR15b, miR-
16, miR-20a, the miR-27 b, miRNA-128b, miR-130 miR -192, miR-221, miR-222) that
regulate the aforementioned signaling pathways; (iii) the relationship between the gene
expression levels, miRNAs expression levels and clinico-pathological parameters, such as:
classification of sarcoidosis based on radiological examination, the characteristics of patients,
acute and chronic form of disease, the values of respiratory function, biochemical markers and
immunological phenotype (CD4*/CD8").

The experimental material were BALF cells, PBMC and serum obtained from patients
with pulmonary sarcoidosis. The study group consisted of 94 patients diagnosed with
pulmonary sarcoidosis, and a control group: 50 non-smoking patients referred for
bronchoscopy with chronic cough or unspecified changes in chest X-ray.

Total RNA and miRNA were isolated from biological material (BALF cells, PBMCs),
then reverse transcription reactions were performed, followed by an assessment of gene and
miRNA relative expression levels with the use of real time PCR method (gPCR). qPCR
reactions were carried out in the 7900 HT Fast Real-Time PCR System using gene-specific
fluorogenic probes and microfluidic 384-well plates for miRNAs. Commercially purchased
RNA derived from the lung tissue was used as a calibrator and B-actin (ACTB) was selected
as a reference gene (endogenous control). Negative control was also carried out (no template
control - NTC), in which the cDNA was replaced with deionized water. The relative level of
gene expression was calculated using the comparative Ct method also called the AACt
method. The determination of protein concentration in serum was performed by "sandwich"
ELISA method. All procedures were performed according to the manufacturer's instructions.

The expression levels of selected genes: TGF-8, SMAD 2, 3 and SMAD7 in BALF
cells did not show statistically significant differences when compared between patients and
control group. However, in peripheral blood lymphocytes statistically significant differences
were observed, with higher expression levels of TGF-f and SMAD3 in patients than in

controls.



Significantly increased expression level of TGF-£ was also observed in BALF cells in
patients with poor spirometry as compared with patients with normal spirometry. Likewise,
statistically higher expression levels of TGF-f and SMAD3 were found in BALF cells in
patients with suspected restriction type of ventilation abnormalities. Also, a negative
correlations between the gene expression level - in case of SMAD 3 and SMAD 2 - and the
values of the pulmonary function parameters evaluated during spirometry were observed.
Analysis performed in BALF cells and in PBMC of patients grouped according to the stages
in X-ray of the chest (I, 1I-1V), patients with/without the parenchymal involvement and
clinical phenotype of the disease (acute form vs. chronic form of the disease) did not reveal
statistically significant differences in the expression levels of the studied genes.

Regarding the analysis of expression levels of the selected genes of HIF-1a / ING-4 /
VEGF axis, statistically higher HIF-1a expression level in patients’ PBMC was found as
compared with control group.

There was also a statistically higher expression level of HIF-1a in BALF cells in
patients suspected of having restriction type of ventilation abnormalities and in patients with
abnormal spirometry vs. normal spirometry.

Immunoexpression analysis revealed higher levels of TGF-, SMAD2 and VEGF in
the serum of patients as compared with potentially healthy subjects, indicating the importance
of these proteins as markers with differentiation properties.

Expression analysis of selected classes of miRNA revealed statistically significant
differences in BALF cells between patients and controls for miR-221, miR-192 with a higher
expression levels of these miRNAs in patients and for miR-15b with lower expression level in
patients. Also, statistically significant differences in the expression levels of miRNASs in
BALF cells between patients with X-ray stage | vs. stage Il-1V were observed for miR-27b,
miR-192 and miR-221 with higher expression levels of these miRNAs in stage | patients.
Additionally, the same miRNAs showed statistically higher RQ values in patients with acute
vs. chronic form of the disease. Significantly higher expression levels in case of miRNA-16
and miR-20a was found in BALF cells in patients with impaired ventilation (patients
suspected of having restriction type of ventilation abnormalities) vs. normal spirometry.

In PBMCs, statistically significant differences were observed between patients and
controls for miR-27b, miR-192, miR-221, and miR-222 with higher expression levels of
these miRNAs in patients and for miR-let7f, and miR-130a with higher expression levels in
controls. Significantly higher miR-16 expression level was found in patients with X-ray stage
| vs. stage II-1V. There were also statistically significant differences between patients with



acute vs. chronic form of the disease for miRNA-130 and miR-15b, with higher expression
level in patients with acute form of disease. miRNA-let7f expression level was significantly
higher in patients with lung obstruction (as observed during spirometry) vs. patients with
normal spirometry.

When comparing BALF cells and PBMC, significantly higher expression levels of
miRNA15b and miRNA-130a were observed in lymphocytes and of miRNA-let7f in BALF
cells.

In conclusion, the obtained results extend the knowledge on the participation of
genetic factors in the development of sarcoidosis, respiratory system and their possible
association with different clinical picture and course of the disease. The results also indicate
the importance of the studied signaling pathways: TGF-/SMAD and the HIF-10/VEGF/ING-
4 and miRNAs as regulators of inflammation, remodeling, the ECM / EMT transition and
angiogenesis/angiostasis. Moreover, TGF-5, SMAD3, HIF-1o at the mRNA level and
proteins: SMAD2, VEGF and miR-15b, miR-27b, miR-192, miR-221, miR-222, miR-130a,
miR-let7 may play the potential role in differentiation of patients from healthy subjects and
miR-16, miR-20a, miR-27b, miR-let7f, miR-192, HIF-1a may be important as diagnostic

markers with a negative prognostic value.



