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1. év(2013.01.01.-2013.12.31.)

A micro-RNS-sel kapcsolatos kutatisomnak az elsé évben kettés célja volt, egyrészt
megteremteni azt a biopszias arzenalt, amin majd az adott micro-RNS-eket vizsgaljuk (Crohn-
betegek, colitis ulcerosasok, eosinophil-allergids colitisesek, colidkiasok ¢és kontrollok).
Masrészt beallitsuk az Gj metodikat, és biopszias mintakon bizonyos konkrét micro-RNS-eket
(micro-RNS/MiR 1464, -155) vizsgaltunk  Real-time PCR  technikaval.
Dr. Béres Nora és Dr. Szabo Doloresz segitségével a fenti 146a és 155 MiR expressziot a
paraffinos és a fagyasztott mintdkon is sikeriilt beallitani. 2013 év november-december
kozotti idoszakaban elinditottuk a coliakias mintakon végzett MiRNA meghatarozasokat, ami
azért lesz nagyon érdekes, mert a Crohn-betegség és a colidkia is Thelperl medialt korkép, de

elébbiben az ok ismeretlen, utobbiban pedig ismert (transzglutaminaz modifikalt glutén).

Kiemelésre érdemes, hogy 2013 oktoberében MTA doktori fokozatot szereztem.

Kozleménystatisztika a 2013-ban publikalt in extenso kozlemények (absztrakt nélkiil):

2013-ban publikalt angol nyelvii kdzlemények: 12 darab, impakt faktor (IF): 38,97
OTKA tamogatassal készitett angol nyelvii kozlemény: 5 darab, IF: 13,27

OTKA tamogatassal készitett magyar nyelvii kozlemény: 2 darab

2. ¢év(2014.01.01.-2014.12.31.)

Kutatési projektiink masodik évének 1ényegi célja az elsd évben beallitott metodika (mikro-
RNS real-time PCR) hasznalata szélesebb korben, kiilonb6z6 gasztrointesztinalis
korképekben, illetve a metodikak kiterjesztése, uj metodikak bevezetése (mRNS real-time

PCR, immunhisztokémia,  0j-generacidés  szekvenalas, bioinformatikai  analizis,



halozatelemzés). Ebben a folyamatban két PhD hallgat6 és 2 TDK hallgat6 végzett méréseket.

Az elmult év soran szamos, a tovabbi kisérleteinket elokészitdo munkat zartunk le sikeresen:

* MiR-146a, -155 és -122 vizsgalata kiilonb6z6 betegcsoportokban makroszkdposan €p és
koros biopszias mintak vizsgalata Crohn-beteg (CD) gyermekekben frissen fagyasztott és
formalinban fixalt, paraffinba dgyazott mintdk Gsszehasonlitdsa als6 és felsd endoszkdpids
biopsziak mikro-RNS profil vizsgalata Crohn-beteg és Colitis Ulcerosas gyermekek

expresszio Osszehasonlitasa.

A klinikankon diagnosztizalt Crohn-beteg gyermekeken kiviil coelidkids és eosinophil
colitisben szenvedd betegeket is vizsgaltunk. Kutatasaink legfontosabb eredménye az volt,
hogy igazoltuk a Crohn-beteg gyermekek paraffinba agyazott és friss, fagyasztott colon
mintaiban a miR-146a és miR-155 szignifikans expresszidjat a kontroll csoporthoz képest.
Kiemelésre érdemes az is, hogy a miR-146a és miR-155 szignifikdnsan magasabb volt a
Crohn-beteg gyermekek makroszkoposan gyulladt mukozajaban - a makroszkoposan ép
terlilethez viszonyitva. Ismert ezeknek a mikroRNS-eknek a gyulladasos folyamatokban,
LPS- és TNF-utvonalban és az endotoxin-tolerancidban betoltott szerepiik. Eredményeink
alapjan feltételezziik, hogy mindezek kifejezett szerepet jatszanak a lokalis gyulladadsos
folyamatok kialakitasaban. Ezen kiviil a miR-122 expresszidja szignifikansan emelkedett a
Crohn-beteg csoport makroszkoposan ép biopszids mintaiban, a fagyasztott és paraffinba
agyazott mintadkban egyarant. A mir-122-nek ismert a szerepe a sejtkapcsold strukturak

szabalyozéasaban.

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a gasztrointesztinalis traktus kiilonb6z6 szakaszaira
eltérd mikroRNS mintazat jellemzd, tovabba az is ismert, hogy Crohn-betegségben gyakran
talalkozunk fels6¢ gasztrointesztinalis manifesztacioval. Az ESPHGAN ajanlésa alapjan
Crohn-betegség gyanijaban minden esetben javasolt a fels6 endoszkopia elvégzése.
Mindezek miatt vizsgaltuk Crohn-beteg gyermekek felsé endoszkdpia soran vett duodenum,
makroszkoposan ép és koros, illetve kontroll gyermekek paraffinba agyazott biopszids
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mukoézaban is. MiR-122 esetén nem sikeriilt kimutatni hasonlé emelkedést, ill. valtozast.

Colidkias gyermekekben a nemzetk6zi szakirodalomban felndttekben mar vizsgalat



mikroRNS-eket mértiink. A coliakias gyermekek duodenalis fagyasztott mintaiban a
felnotteknél alul expresszalodd mir-192-3p magasabb expresszids értéket mutatott a kontroll
csoporthoz képest. Ez arra utal, hogy a gyermekkori- és a felnéttkori coliakia microRNS

mintazata kiilonbozik.

* In vitro modell bedllitdsa: HT-29 sejtekben vizsgaltuk ezen mikro-RNS-ek vizsgalatat

rekombinans TNF-a inkubalas hatasara.

Munkacsoportunk ebben a 2. évben a molekularis biologiai metodikak terén is jelentds

elorelépést tett:

* Kiterjedtebb mikro-RNS mintézatot hataroztunk meg 0j-generacios szekvenalast alkalmazva
(Mumina platform, UD-Genomed), melynél Crohn-beteg gyermekek makroszkdposan ép és
koéros, kontroll és a nemzetkozi kutatdsokban ritkasdgnak szdmito allergias colitist vizsgaltuk.
Jelenleg ezeknek az adatoknak a bioinformatikai elemzését, tovabba a szekvenalassal kapott
eredmények validalasat végezziik. Halozatelemzéssel a kapott eredményeket KEGG adatbazis
segitségével jelatviteli itvonalak szerint osztalyozzuk, igy az altalunk vizsgalt betegségekre
specifikus  utvonalakat szabdlyozd —mikro-RNS-ek tovdbbi vizsgéalatat tervezziik

génexpresszios €s fehérjeszinten.

* Ebben az évben 4 mikro-RNS validalasat végeztik el CD és colitis ulcerosas (UC)
mintakban (miR-21, -221, -223, -142-3p), melyek kiegészitve az éaltalunk kordbban vizsgalt
mikro-RNS-ekkel a TNF-a és TGF-B jelatviteli utra illeszkednek. CD és UC mintakban
megmértiik ezek mRNS szintjét. Figyelembe véve az adatbazisokbol mar ismert direkt mikro-
RNS és mRNS kapcsolatokat, tervezziik kifejezetten az altalunk vizsgalt betegcsoportokban
mRNS ¢és fehérjeszinten igazolni ezek jelenlétét, és vizsgalni az IBD pathomechanizmusaban

betoltott lehetséges szerepiiket.
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* Szekvenaldssal 76 mikro-RNS diszregulaciojat sikeriilt kimutatni. Validaldshoz a
legnagyobb expresszios eltérést mutatdo (fold change, FC) értékii mikroRNS-ek koziil
valasztottunk, figyelembe véve jelatviteli utvonalakra helyezhetdségiiket. Tovabbiakban a >2

és -2> FC értékii mikro-RNS-ek validalasat terveztiik, amelyet a 3. évben végeztiink el.



» Tovabbi elemzések soran a szekvenalassal feljott, real-time-PCR-el validalt miR-223 és
poly(ADP-rib6z)-polimeraz-1 enzim direkt kapcsolata igazolddott a Mirtarbase - strong
evidence (Western-blot, reporter assay) - adatbazisa alapjan, éppen ezért a Klinikai Kisérleti
Kutato- és Humén Elettani Intézettel kooperalva fehérjeszinten, immunhisztokémias
modszerrel vizsgaltuk a lokalis poly(ADP-rib6z)-polimerdaz aktivitast Crohn-beteg

gyermekekben, és parhuzamba allitottuk a miR-223 expresszidval.

* In vitro modell kisérletiink folytatdsaként tervezziik LPS kezelt HT-29 epitél sejteknek a
mikro-RNS-expresszidjanak vizsgalatat, Osszevetve a TNF-a inkubalt sejtekkel kapott
eredményekkel, igy feltérképezve CD-ben fontos kivalto tényezdket. Célunk transzfektalni az
altalunk IBD-ben igazolt mikro-RNS-eket, és ezek koexpressziodjanak hatasait vizsgalni HT-
29 epitél sejtekben. Jelenleg ezen Gtvonalakban fontos fehérjékre specifikus mRNS primerek

tervezése van folyamatban.

Kozleménystatisztika a 2014-ban publikalt in extenso kozlemények (absztrakt nélkiil):

2014-ban publikalt angol nyelvii kozlemények: 10 darab, impakt faktor (IF): 48,14
OTKA tamogatassal készitett angol nyelvii kozlemény: 5 darab, IF: 21,32

OTKA tamogatassal készitett magyar nyelvii kézlemény: 2 darab

3.év (2015.01.01.-2015.12.31.)

Az elmult évben bemutatott, elkezdett kisérleteinket komplettaltuk, az eredményeket
analizéltuk €s szamos kozleményt készitettiink el. Bar az els6 2 évben is szdmos impakt
faktorral rendelkezd kozleményt sikeriilt publikélni, a legnagyobb eredményt 2015 6szén
értiink el, amikor a MicroRNS-sal kapcsolatos eredményeinket bemutatd kdzleményiinket a
témakdorben legnevesebb folyodiratban sikeriilt publikalni (Inflammatory Bowel Disease, IF:
4,46). A folyoirat az Amerikai Gastroenterologiai Tarsasag IBD-vel kapcsolatos legnagyobb

presztizsii lapja, ahol igen nehezen fogadnak el kozleményt, ami Kelet-Eurdpabdl érkezik.

Az elmult év soran szamos, a korabbi években megkezdett munkat zartunk le sikeresen:



1. Kiterjedtebb mikro-RNS mintazatot vizsgalunk:

o Uj-generacios szekvenalast alkalmaztunk (Illumina platform, UD-Genomed),
melynél CD gyermekek makroszkdposan ép €s koros, kontroll és a nemzetkdzi
kutatasokban ritkasagnak szamitd allergias colitist vizsgaltuk. Ezeknek az
adatoknak a bioinformatikai elemzését, tovabba a szekvenalassal kapott
eredmények validalasat elvégeztiik. Az igy kapott mikro-RNS target génjeit a

MiRTarBase adatbazis segitségével hataroztuk meg. Szekvenalassal tobb mint
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2. Uj-generéacios szekvenalas validalasa:

o 19 mikro-RNS validalasat végeztiik el CD és colitis ulcerosas (UC) mintakban
(miR-17, -18a, -20a, -21, -31, -99a, -99b, -100, -125a, -126, -141, -142-3p, -
142-5p, -146, -150, -185, -204, -221, -223). Validalashoz a legnagyobb
expresszios eltérést mutatdé (fold change, FC) értéki mikrRNS-ek koziil
valasztottunk, figyelembe véve jelatviteli utvonalakra helyezhetdségiiket.

Tovabbiakban a >1,5 és -1,5> FC értékii mikro-RNS-ek validalasat végeztiik.

3. Bioinformatikai analizis, hal6zatelemzés:

o A CD-re jellemz6é mikro-RNS-ek target génjeit 0Osszehasonlitottuk a
nemzetkozileg elérhetd6 CD gyermekek biopszidibol végzett microarray
adatokkal. Az igy kapott kozos géneket tovabb elemeztiink, Gene Ontology
(GO) analizist végeztiink, majd az igy kapott bioldgiai csoportokat a” Database
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery” (DAVID)
segitségével tovabb elemeztiik. Igy a kapott mikro-RNS profilt jelatviteli
utvonalak szerint osztalyozzuk, igy az altalunk vizsgalt betegségekre
specifikus utvonalakat szabalyoz6 mikro-RNS-ek tovabbi vizsgalatat tervezziik
génexpresszios ¢s fehérjeszinten.

4. Target-gén — mikro-RNS vizsgalat:

o A miR-223 ¢és poly(ADP-riboz)-polimeraz-1 (PARP-1) enzim direkt
kapcsolata igazolodott a Mirtarbase - strong evidence (Western-blot, reporter
assay) - adatbazisa alapjan, éppen ezért fehérjeszinten a lokalis PARP-1
aktivitast CD gyermekekben, és parhuzamba allitottuk a miR-223
expreszioval. LPS-el kezelt HT-29 epitél sejtekben vizsgaltunk a miR-223 és a
PARP-1 kapcsolatat.



Tovéabbiakban tervezziink a funkciondlis vizsgélataink Kkiterjesztését, sejtes modellen a
vizsgalt mikro-RNS-ek transzfekcidjat tervezziink, mely tovabbi eldrelépés a molekularis

bioldgiai metodikak terén.

Jelenleg a témakorben, OTKA tamogatassal 4 darab angol nyelven irt kozlemény van
készen (az alabbi kettd), ill. késziil (az utdbbi kettd), amelyeket reményeink szerint impakt

faktoros lapban szeretnénk publikélni:
e Altered mucosal expression of microRNAS in pediatric patients with inflammatory
bowel disease.

e Increased expression of miR-146a and -155 in the duodenal mucosa of paediatric
patients with Crohn’s disease.

e Characteristic microRNAs profile in the duodenal mucosa of pediatric patients with
celiac disease.

e Gene sequencing and microRNA profile in colonic mucosa of patients with allergic

colitis.

2015-ben elfogadott kozlemények statisztikaja (absztrakt nélkiil)

Angol nyelvii impakt faktoros kdzlemények, Sdarab, Gsszesitett impakt faktor: 27,25

OTKA tamogatassal késziilt angol nyelvii kozlemény 3db, impakt faktor: 10,05

Kozleménystatisztika osszesitve a 3 évben (2013.01.01.-2015.12.31.) (absztrakt nélkiil)

Angol nyelvii impakt faktoros kozlemények Osszesen, 27 darab, dsszes impakt faktor: 114,36

OTKA tamogatassal késziilt angol nyelvii kozlemény: 13db, impakt faktor: 44,64

OTKA tamogatassal késziilt magyar nyelvii kozlemények: 4 darab
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A témakorben tartott, OTKA tamogatassal késziilt dijazott, vagy angol nyelven tartott

eloadasok:
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Altered mucosal expression of microRNAs in pediatric patients with inflammatory
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ACTA MEDICA MARISIENSIS 61:(Supplement 7) p. 37. (2015), 8th
Conference of PhD Students. Marosvasarhely, Romania: 2015.12.07 -
2015.12.10.

Béres Noéra Judit, Kiss Zoltan, Miiller Katalin Eszter, Cseh Aron, Aratd Andras,

Sziksz Erna, Veres Gabor

MikroRNS profil meghatarozasa Crohn-beteg gyermekekben

Magyar Gyermekgasztroenterologiai Tarsasag Kongresszusa, el6adas, 2015

Henri Nestlé dij: 1. helyezés

Nora Judit Béres, Gergd Szabo, Rita Benkd, Katalin Borka, Apor Veres-Székely,
Szabolcs Heininger, Attila Szabo, Adam Vannay, Géabor Veres, Eszter M. Horvath
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ES-PCR: Klinikai Gyermekgyogyaszati Kutatasok FEuropai Tarsasaga,
Maribor, 2014

IL. helyezés

Osszegzeés

A haroméves vizsgalatunkban igazoltuk, hogy az epigenetikai faktorok, igy a kis, nem kodolo
RNS molekuldk kdzponti szerepet tdltenek be a Crohn-betegség (CD), a colitis ulcerosa (UC),
a colidkia és az allergias colitis (AC) pathomechanizmusaban. Eredményeinket TNF-alfa
kezelt HT-29 colon epitelialis sejteken is validaltuk. A gyulladasos bélbetegség két formajan
kiviil colidkidban- €s AC-ben is meghataroztunk olyan miR mintazatot, amely a korképek
diagnosztikdjaban is szerepet kaphat. Ennek kiilonosen az utobbi korképnél (AC) lehet
gyakorlati jelentdsége, hiszen a csecsemdkori CD nem kiilonithetd el a korai fazisban az AC-
tél. Eredményeink a fenti korképekben nem csak a pathomechanizmus és a diagnosztika
terliletén jelentdsek, hanem terapids konzekvenciaval is jarhatnak a jovoben. Ennek a
mintdzatnak a pontos meghatarozasat szeretnénk a jovoben elvégezni, amelynek az alapjat

ezen OTKA kutatési tdmogatas megalapozta.



