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W pracy podjgto probg oceny przydatnosci metody oznaczenia ilo$ci transkryptu genu
tlr5 metoda real-time PCR oraz wizualizacji biatka receptorowego w biopsjach btony
Sluzowej jelita grubego technika immunohistochemiczna. Materiat stanowily bioptaty
pobrane z tkanki zdrowej i chorobowo zmienionej od 0sob chorych na przewlekte nieswo-
iste zapalenia jelita grubego (PZJG). Wyniki wstepnych badan wskazuja, ze przy pomocy
zastosowanych metod mozliwe jest wykazanie roznic w ekspresji genu TLR-5 na poziomie
transkryptu i biatka TLR-5 migdzy tkanka zmieniong chorobowo i niezmieniona.

Przewlekle zapalne choroby jelita grubego (PZJG), nalezace do grupy nieswoistych prze-
wlektych zapalen jelit (Inflammatory Bowel Disease), przebiegaja w dwoch podstawowych
postaciach: przewlektego wrzodziejacego zapalenia jelita grubego (PWZIG — colitis ulcerosa)
oraz choroby Le$niowskiego-Crohna (CD — choroba Crohna). Diugotrwaty przebieg, ktory
znamionuja naprzemienne samoistne zwolnienia i nawroty, wystgpowanie groznych powiktan,
z ktorych najpowazniejszymi sa: zwigkszone prawdopodobienstwo rozwoju raka, zagrozenie
resekcja jelita grubego, sprawiaja, iz poznanie mechanizméw powstawania i rozwoju tych
chorob od wielu lat stanowi istotny problem badawczy.

Odkrycie w ostatnich latach rodziny jedenastu receptorow Toll-podobnych, tzw. TLR (toll-
-like receptors), kodowanych przez DNA linii zarodkowej, pozwolito na wykazanie, ze w obrg-
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bie odporno$ci wrodzonej funkcjonuje ztozony system rozpoznawania struktur powierzchnio-
wych i wewngtrznych drobnoustrojow, ktdrego aktywacja prowadzi do uruchomienia waznych
mechanizmoéw efektorowych odpornosci wrodzonej i uczestniczy w ksztattowaniu odpornosci
wrodzonej [1, 8]. U ssakéw receptory TLR sg rodzing 11 przezblonowych czasteczek, ktore
charakteryzuja wspoélne cechy strukturalne, takie jak obecnos¢ w czgéci zewnatrzkomorkowe;j
domen bogatych w leucyng, ktore wiaza rozne ligandy, krotki region przezbtonowy, wyste-
powanie wysoce homologicznej cytoplazmatycznej domeny TIR (toll/interleukin 1 receptor)
niezbg¢dnej do zapoczatkowania kaskady sygnatowej [5].

Do najwazniejszych struktur drobnoustrojéw rozpoznawanych przez TLR naleza: lipopo-
lisacharyd (LPS) bakterii Gram-ujemnych, peptydoglikan $ciany komoérkowej bakterii Gram-
-dodatnich, kwasy lipotejchojowe, lipoarabinomannan wystgpujacy w $cianie komorkowej
mykobakterii, N-formylometionina, lipopeptydy, mannany $ciany komorkowej drozdzy, cza-
steczki bakteryjnego DNA i flagellina — biatko wchodzace w sktad rzgsek bakteryjnych [1].
Pierwsze obserwacje wykazaty udziat TLR-2 w rozpoznawaniu sktadnikow $ciany komorkowej
bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych i Mycoplasma sp., takich jak lipoproteiny i kwasy
lipotejchojowe [12].

Rzeski bakteryjne, rozpoznawane przez obecny na réznych komoérkach receptor TLR-5, sa
znanym czynnikiem wirulencji bakterii [11]. W odpowiedzi na bodzce chemiczne i fizyczne
srodowiska umozliwiaja patogenom chemotaksje, adhezj¢ i inwazj¢ tkanek gospodarza. Rzgski
petnia zasadnicza rolg w wirulencji pewnych chorobotworczych bakterii, wsérod ktorych nalezy
wymieni¢ tak wazne czynniki etiologiczne: Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa,
Vibrio cholerae, Salmonella enterica serovar Typhimurium, Clostridium difficile, Escherichia
coli, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes [10, 6]. Ekspresj¢ TLR-5 wykazano in
vivo oraz in vitro na blonach $luzowych uktadu oddechowego i pokarmowego [3] oraz na
komorkach nabtonka, monocytach i komorkach dendrytycznych [4, 6, 7]. W przeciwienstwie
do dos¢ licznych danych dotyczacych ekspresji receptoréw TLR-4 u chorych na nieswoiste
zaplenia jelit (receptor ten wiaze LPS bakterii Gram-ujemnych), niewiele wiadomo jest o
zmianach ekspresji receptora TLR-5 w PWZJG i chorobie Lesniowskiego-Crohna. Receptor
ten moze odgrywac istotna rolg w inicjacji i podtrzymaniu procesu zapalnego poprzez nasilenie
ekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-kB, co m.in. prowadzi do wzmozenia sekrecji IL-8
wywierajacej silny efekt chemotaktyczny wobec granulocytéw obojetnochtonnych [3].

CEL PRACY
Celem pracy bylo ustalenie przydatno$ci metody real-time PCR do oznaczenia ilosci trans-
kryptu genu #/r5 oraz okreslenie obecnos$ci biatka TLR-5 w btonie §luzowej chorych na prze-
wlekte wrzodziejace zapalenie jelita grubego i chorobg Le$niowskiego-Crohna przy pomocy
techniki immunohistochemiczne;.

MATERIAL I METODY

Badaniom poddano biopsje jelita grubego uzyskane od 4 me¢zczyzn, 2 chorych na PWZIG
i 2 chorych na chorobg Lesniowskiego-Crohna. Krotka charakterystyke pacjentow zawarto
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w tabeli I. Pobieranie materiatu przebiegalo zgodnie z protokoltem zatwierdzonym przez lokalng
Komisjg Biotyczna. U pacjentdow chorych na colitis ulcerosa okreslono aktywno$¢ choroby wg
skali Trulove’a i Wittsa. Przy pomocy kolonoskopu pobrane zostaly bioptaty ze zmienionej
makroskopowo i niezmienionej blony $luzowej, cz¢$¢ z nich po utrwaleniu w formalinie zostata
wykorzystana do oceny histopatologicznej w Zaktadzie Patomorfologii Akademii Medycznej
w Gdansku. Pozostate skrawki zamrozono w cieklym azocie, a nastgpnie przechowywano
w temp. -80 °C do czasu wykonania dalszych oznaczen.

Tab. I
Charakterystyka chorych

Characteristics of patients

Czas trwania

) ’ ) choroby (lata) o )
Patient Age (years) Diagnosis R . Activity of disease
Disease duration (years)

Pacjent Wiek (lata) Rozpoznanie Stopien zaawansowania

1 22 ucC 8 lekki / moderate
2 30 ucC 5 lekki / moderate
3 28 CD 3 Srednio cigzki
4 31 CD 2 lekki

UC — PWZIJG / ulcerative colitis; CD — choroba Les$niowskiego-Crohna / Crohn’s disease

Izolacja RNA z biopsji

Catkowity komorkowy RNA zostal wyizolowany z biopsji blony §luzowej jelita grubego przy
pomocy zestawu Total RNA Prep Plus (A&A Biotechnology, Polska) opartego o zmodyfikowang
metodg ekstrakcji przy pomocy fenolu/chloroformu [2]. Stezenie (w pg/pl) i czystos¢ wyizolo-
wanego RNA okreslane byto metoda spektrofotometryczna przy uzyciu spektrofotometru Smart
Spec Plus (Bio-Rad, USA). Czystos¢ RNA okreslano przez pomiar stosunku absorbancji przy
dwoch dtugosciach fali: OD s, 1 OD ag9 - Dang probe RNA uznawano za czysta, tj. pozbawiona
biatek i DNA, gdy warto$¢ A(260)/A(280) zawierata si¢ w granicach 1,6-2.0.

Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT) zostala przeprowadzona przy uzyciu odwrotnej
transkryptazy wirusa bialaczki mysiej M-MLV (Promega, USA) z wykorzystaniem starte-
row oligo(dT);s. Przygotowany zostat tzw. ,,roztwor wstepny” (Pre-Mix); 2 ug RNA wraz
z 0,5 ng oligo(dT) denaturowano termicznie poprzez S min. w temp. 70 °C, po czym schta-
dzano w lodzie. Nastgpnie dodawano mieszaning do reakcji RT (Master Mix), a cato$¢ po
odwirowaniu umieszczono w termocyklerze. Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzano przez
60 min. w temp. 42 °C. Nastepnie odwrotna transkryptaz¢ inaktywowano termicznie poprzez
ogrzewanie probek przez 5 min. w temperaturze 99 °C. Uzyskane cDNA przechowywano
w temp. -20 °C do czasu wykonania reakcji PCR.
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Ocena ekspresji receptora TLR-5 metoda real-time PCR

Analiza przyrostu produktu amplifikacji w czasie rzeczywistym (real-time PCR) zostata wyko-
nana przy pomocy aparatu iCycler (Bio-Rad, USA). Jako startery dla TLR-5 zastosowano: starter A
5’-TCAAACCCCTTCAGAGAATCCC-3’, starter B 5’-TTGGAG-TTGAGGCTTAGTCCCC-3’;
jako startery dla B-aktyny uzyto: starter A 5’-TGTGCC-CATCTACGAGGGGTATGC-3’, starter
B 5’- GGTACATGGTGGTGCCGCCAGACA-3’ [9]. Oceng przyrostu ilosci produktu reakcji
dokonywano poprzez wzrost sygnatu fluorescencji barwnika Sybr Green, wiazacego si¢ niespecy-
ficznie z dwuniciowym DNA. W reakcji amplifikacji uzyto Sybr Green Jumpstart Taq Readymix
(Sigma, USA) z 0,5 ul ¢cDNA (dla oceny ilosci mRNA B-aktyny), 1 ul cDNA (do oceny mRNA
TLR-5), do konicowej objetosci 20 pl. Profil temperaturowo-czasowy wyznaczono przy uzyciu
programu VNTI, byl nastgpujacy: 95 °C — 3 min. (wstgpna denaturacja), nastgpnie 35 cykli; 95 °C
— 30 s (denaturacja), 60 °C — 30 s (przylaczanie starterow), 72 °C — 30 s (elongacja) dla TLR-5,
45 s dla B-aktyny, 80 °C — 5 s (odczyt fluorescencji). W celu identyfikacji produktow niespecy-
ficznych przeprowadzano analizg krzywej topnienia produktéw PCR po zakonczeniu wiasciwej
reakcji amplifikacji w nastgpujacych warunkach: 70 °C — 1 min., nastgpnie 40 cykli; 95 °C —
10 s (denaturacja), 70 °C — 10 s (renaturacja, odczyt fluorescencji), At = 0,3 °C w kazdym cyklu
az do 94 °C. Dla kazdej serii reakcji wyznaczano krzywa wzorcowa z wykorzystaniem jako ma-
trycy plazmidu pUC 19bact, pUC 19tIr (Fermentas, Litwa) zawierajacym wklonowana sekwencj¢
docelowa w malejacych rozcienczeniach seryjnych od 106 do 102 kopii. Reakcje dla wszystkich
prob przeprowadzano w dwoch powtdrzeniach.

Ocena obecnosci receptora TLR-5 w biopsji btony $luzowej jelita cienkiego
metoda immunohistochemiczna

Biopsje jelita grubego przechowywano w temp. — 80 °C do czasu wykonania skraw-
kow w kriostacie CM 1900 w temperaturze -20 °C (Leica, Niemcy). Przygotowane skrawki
tkanki inkubowane byly w 0,3% roztworze H,O,/metanolu w celu zahamowania aktywnos$ci
endogennych peroksydaz tkankowych. Nastgpnie za pomoca surowicy blokowano miejsca
niespecyficznego wigzania, a po przeptukaniu skrawkow buforowanym roztworem soli fizjo-
logicznej (PBS) naniesiono kozie, poliklonalne IgG skierowane przeciwko TLR-5 (AbCam,
W. Brytania) w rozcienczeniu 1:200, a nastgpnie inkubowano w temp. 4 °C przez okres 24 go-
dzin. Z kolei skrawki ptukano PBS i dodano na 2 godz. w temp. 21 °C krolicza biotynylowana
1gG skierowana przeciw kozim poliklonalnym przeciwciatom (Vector Labs, USA). Nastepnie
dodano peroksydaze sprz¢zona z awidyna i biotyna na czas 60 minut w temp. 21 °C (zestaw
ABC, Vector Labs, USA). Lokalizacje kompleksu antygen-przeciwciato uwidoczniono dodajac
barwnik, 3,3’-diaminobenzydyng (ICN Biomedicals Inc., USA). Preparaty zamykano w DPX
(POCh, Polska) i oceniano w mikroskopie Eclipse 800 (Nikon).

WYNIKI

Real-time PCR

Ryec. 1 przedstawia krzywa standardowa dla B-aktyny wyznaczong na podstawie amplifikacji
seryjnych rozcienczen plazmidu pUC19 bact.
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W trakcie tej reakcji jednoczesnie zmierzono ilos¢ mRNA dla B-aktyny zawartego w ba-
danych probach klinicznych.

Correlation Coefficient: 0,993 Slope: 3,411 Intercept: 33,738 ¥ =-3,911 X + 33,738 = Unknowns
PCR Efficiency: 96,4 % = Standards

Threshold Cyde
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Ryc. 1. Krzywa standardowa dla f-aktyny wyznaczona na podstawie amplifikacji plazmidu pUC 19bact
w malejacych rozcienczeniach seryjnych od 10°do 10? (,,Standards™). Na jej podstawie program iQ-
-Detection obliczyt zawartos¢ B-aktyny w badanych probach klinicznych (,,Unknown”). Charakterystyka
uzyskanej linii prostej: wspotczynnik korelacji 0,933; wspotczynnik nachylenia krzywej — 3,411; wy-
dajnos¢ reakceji 96,4%

Fig. 1. Standard curve for B-actin amplification. The curve is based on values obtained for decreasing serial
dilutions of the p UC 19bact plasmid (10°-10%). Unknown — B-actin content in clinical samples

5 1 15 A 6 5 0 2 5 I e
550 e 550
500 o s00
b
L 450 : - 450
é 400 e e 400
4 350 " e 350
£ am A e 300
TE, 250 E i e = % 250
S 200 ‘ /iy e e 200
o 7 7 e T
il v - I
3 150 5 4 I ] e 150
= i 7 4 =
U 100 - 100
50 # 50
L - —ﬁ ™ | 'I! 2
& T s
0 2 4 6 B8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 3
Cycle

Ryc. 2. Wykresy amplifikacji prob klinicznych dla B-aktyny przy uzyciu termocyklera iQCycler. O$ od-
cigtych: ilos¢ cykli reakeji amplifikacji, 0§ rzednych: intensywnos¢ fluorescencji produktow amplifikacji
Linia pozioma obrazuje poziom odniesienia uwzgledniajacy obecnos¢ tta. Kazda reakcjg dla danej proby
przeprowadzono dwukrotnie

Fig. 2. The graph shows the amplification profiles of B-actin mRNA present in clinical samples. X axis, number
of amplification cycles, Y axis, intensity of fluorescence in arbitrary units. The values were counted against
background fluorescence consideration (horizontal line). Every sample was run twice
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Ryc. 2 przedstawia wykresy obrazujace przyrost produktow reakcji amplifikacji dla p-ak-
tyny w poszczegdlnych probach klinicznych po kolejnych cyklach reakcji real-time PCR. W
analogiczny sposob wyznaczono ilo$¢ produktow amplifikacji mRNA TLR-5 w tych samych
probach.

Uzyskane dane postuzyty do pomiaru wyjsciowej ilosci mRNA fB-aktyny i TLR-5, co
umozliwilo oceng wzglednej zawartosci mRNA TLR-5 w stosunku do zawarto§ci mRNA
konstytutywnego genu, jakim jest f-aktyna (Tab. IT). Wartosci uzyskane z tkanki zmienionej
i niezmienionej zapalnie roznity si¢ migdzy soba u poszczegdlnych pacjentow. U chorych na
PWZIG zaobserwowano wzrost ilosci mRNA TLR-5 w zmienionej zapalnie btonie sluzowej
jelita w stosunku do miejsca niezmienionego zapalnie, przy czym zakres tych zmian byt bardzo
duzy (chory nr 1, chory nr 2, Tab. II). U jednego z pacjentéw chorych na chorobg Le$niow-
skiego-Crohna zaobserwowano przeciwny kierunek zmian (chory nr 3, Tab. II), a u drugiego
(chory nr 4, Tab. II) — brak zmian w ekspresji genu TLR-5 w miejscu zmienionym zapalnie,
w stosunku do niezmienionego zapalnie fragmentu blony sluzowej jelita grubego.

Tab. II
Ilos¢ mRNA B-aktyny i TLR-5 w biopsjach btony $luzowe;j jelita grubego poszczegoélnych chorych po-
branych z miejsc zmienionych zapalnie i niezmienionych

The initial amounts of B-actin and TLR-5 mRNA molecules in biopsies taken from altered and unaltered colonic

mucosa

pacient Srednil:: ilos’éimRNA Srednia ilos’i mRNA Stosunck ilogci MRNA
aCJe?n B-aktyny = SD TLR-5 + SD TLR-5 do p-aktyny (%)

/ Patient Amount of B-actin Amount of TLR-5 . N

MRNA + SD mRNA + SD TLR-5/B-actin mRNAs ratio (%)

1 (UG, thanka 5,61 + 1,69x10' 3,03 + 0,18x10° 540

zmieniona, AT)

1 (UG, thanka nie- |5 ¢} 5 455100 231 = 0,74x10° 29

zmieniona UnT)

2 (UG, tkanka 1,03 + 0,74x10? 2,19 % 1,14x10° 212

zmieniona, AT)

2 (UG, thanka nie- |5 37, 5102 9.42 + 0,53x10? 128

zmieniona,UnT)

3 (CD, tkanka 8,42 + 0,21x10' 9,36 + 9,95 11

zmieniona, AT)

3 (CD, thanka nie- | ) 45, 9841 2,60 + 0,24x 10! 128

zmieniona,UnT)

4 (CD, tkanka 5,67 + 1,46x10° 237 + 1,07x10° 0,4

zmieniona, AT)

4 (CD, tkanka nie- 428 + 1,61x10° 2,55 + 1,58x10° 0,6

zmieniona,UnT)

Legenda jak dla tabeli I
Legend as for table 1. AT, altered tissue (inflamed mucosa), UnT, unaltered tissue (normal mucosa).



Ekspresja receptora TLR-5 w btonie §luzowej jelita grubego 197

Badania immunocytochemiczne

Zastosowana metoda pozwolita na uwidocznienie w skrawkach uzyskanych ze zmienio-
nej zapalnie btony §luzowej jelita grubego chorych na PWZJG barwnego produktu reakcji
antygen-przeciwciato w obrebie komoérek nabtonka jelita grubego (ryc. 3A). Produkt reakcji
obecny byl zarowno w podstawnej, jak i szczytowej czgsci enterocytow. Komorki kubkowe
nie ulegly zabarwieniu, podobnie jak komorki obecne w blaszce wlasciwej blony §luzowe;.
Porownanie skrawkow uzyskanych od 2 réznych chorych nie uwidocznito istotnych réznic w
intensywnosci reakcji. W reakcji kontrolnej, w ktorej pominigto przeciwciato pierwotne (ryc.
3B) nie zaobserwowano reakcji barwne;.

Ryc. 3. Obecnos¢ biatka TLR-5 w biopsji blony $luzowej pacjenta chorego na PZWIJG oceniana przy
pomocy techniki immunocytochemicznej. 3A — kontrola bez przeciwciata pierwotnego; 3B — ziarnistosci
w cytoplazmie sa dowodem reakcji pozytywnej w enterocytach tworzacych krypte jelitowa. Oryginalne
powigkszenie 200x

Fig. 3. Visualization of the TLR-5 antigen in a colonic biopsy of the ulcerative colitis patient. 3A — control
without primary antibody, lack of precipitates in enterocytes’ cytoplasm; 3B — the arrows show positive reaction
in the cytoplasm of enterocytes lining the crypts. Original magnification 200x

OMOWIENIE WYNIKOW

Udziat odpowiedzi immunologicznej stanowi wazny element w patogenezie przewlektych
nieswoistych zapalen jelit. W ciagu ostatnich dwoch lat wykazano, ze sktadniki odpornosci
wrodzonej, receptory Toll-podobne 4 (TLR-4), moga mie¢ istotny wptyw na rozwoj i przebieg
colitis ulcerosa i choroby Lesniowskiego-Crohna. Podjgte przez nas badania stanowia wstgp do
okreslenia roli receptoréw TLR-5, innego rodzaju receptorow z grupy TLR, w patomechanizmie
tych choréb. Przedstawione wyniki pokazuja, iz okreslenie ilo§ci mRNA (transkryptu) przy
pomocy metody real-time PCR jest uzyteczne dla oceny biopsji btony §luzowej jelita chorych
na PWZJG i CD. Zastosowana metoda pozwala na okreslenie roznic w ilosci mRNA TLR-5
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pomigdzy tkanka zmieniong i niezmieniong zapalnie. Wykazanie, w jaki sposob zmienia sig¢
ekspresja receptora TLR-5 w btonie sluzowej jelita objetego przewlektym procesem zapalnym,
moze przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania patogenezy PZJG. Metoda real-time PCR, z natury
rzeczy, dotyczy mieszanych populacji komérkowych. Zastosowanie przez nas metody immu-
nocytochemicznej umozliwia wykazanie obecnosci biatka TLR-5 w poszczegdlnych rodzajach
komorek w obrebie krypt jelitowych. Produkt reakcji antygen-przeciwciato zlokalizowany byt
tylko w enterocytach, a nie w komdrkach nacieku zapalnego, co potwierdza rol¢ komorek
nabtonka jelitowego jako struktur uczestniczacych w rozpoznawaniu pewnych wspélnych anty-
gendéw bakteryjnych. Wydaje sig, ze mozliwa jest tez jako§ciowa ocena mniejszej lub wigkszej
ekspresji czasteczek TLR-5 przez poréwnanie intensywnos$ci reakcji immunocytochemicznej
na skrawkach barwionych w identycznych warunkach, to jest w tej samej serii barwienia.
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EXPRESSION OF THE TLR-5 RECEPTOR IN THE MUCOSA OF INFLAMMATORY BOWEL
DISEASE PATIENTS BY THE USE OF REAL-TIME PCR AND IMMUNOCYTOCHEMISTRY

Summary

The Toll-like receptor 5 (TLR-5) was found to play a role in the development of some inflammatory
diseases, however, its involvement in the pathogenesis of ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD),
main entities of Inflammatory Bowel Disease (IBD) has yet to be determined. The aim of our preliminary
study was to assess the expression of TLR-5 in the colonic biopsies of 2 UC and 2 CD patients by the
use of real-time PCR and immunocytochemistry.

Total RNA isolated from one biopsy specimen was used to obtain cDNA by the reverse transcriptase
reaction. Primers specific for exon 1 of the #/r-5 gene were used for real-time PCR reaction. In this way the
initial amount of TLR-5 and B-actin mRNAs were determined for mucosal biopsies taken from inflamed
and non-inflamed colonic mucosa of the same patient. We found increased TLR-5/p-actin mRNA ratio
in the altered mucosa of UC patients. On the contrary, the expression of the #/r-5 gene was decreased or
unchanged in the inflammatory mucosa of CD patients. The presence of TLR-5 protein was established
in the enterocytes, however, no positive reaction was found in the goblet cells or lamina propria cells.
The preliminary results of this quantitative and qualitative study suggest that TLR-5 expression may be
different in the colonic mucosa of UC and CD patients, and that real-time PCR technique together with
immunocytochemistry represent valuable methods for the assessment of TLR-5 role in the pathogenesis
of IBD.
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