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Az emlédaganatok kezelése sokat fejl6dott, a relapszusok és a rossz progndézisu esetek
el6fordulasa azonban Uj terapias megkozelitéseket igényel. A primer és metasztatikus
daganatsejtek fontos jellemzéje a metabolikus folyamataik atrendezédése, ezt befolyasoljak
a genetikai, mikrokornyezeti valtozasok és a tumorszdvet heterogenitas is. A bioenergetikai
valtozasok szabalyozasaban az mTOR aktivitas szerepe jol ismert. Az mTOR és mas
metabolikus Utvonalakat jellemzd fehérjék expressziés mintazatat tanulmanyoztuk tiz human
emlé carcinoma sejtvonalon és kozel szaz szévetmintan (Western blot, immunhisztokémia).
A sejtvonalakban metabolikus (3BP, BPTES, etomoxir, BMS) és mTOR inhibitorok
(rapamycin, PP242, GDC) hatasait is vizsgaltuk. A szdvetmintak elemzésekor kapott
eredményeket és klinikai adatok 6sszeflggéseit is 6sszevetettik. Eredményeink alapjan a
metabolikus és mTOR gatlé monoterapiak szubtipus fliggetlen mérsékelt antiproliferativ
hatast mutattak, mutatva a tumorsejtek metabolikus alkalmazkodasat. A sejtvonalakat mTOR
aktivitas szerint osztalyoztuk (Az SKBR3, MDA MB453 és HS578T - mTORC1; T47D,
ZR75.1 és BT474 - mTORC2 aktivitas, a tobbi esetben kiegyensulyozott mTOR aktivitas volt
jellemz8). A human szdvetmintakban a Warburg fenotipusra utalé fehérje expresszios
mintazat jellemezte a HER2+ és tripla negativ szubtipusu emlédaganatokat. A szubtipusoktol
fuggetlen dsszefliggést talaltunk a magas mTOR aktivitas és egyszerre tébb metabolikus Gt
aktivitasara utalé (Warburg fenotipus, lipid szintézis és/vagy lebontas, glutaminolizis,
OXPHOS) enzimek egylttes megjelenése és az emlédaganatos betegek rossz prognézisa
kozott. Munkankban igazoltuk, hogy az eml6édaganatokat jelentés metabolikus intra- és
intertumoralis heterogenitas jellemzi, amely az antimetabolikus kezelések és a legujabb
terapiak kombinalasaval célozhaté meg. Adott betegek esetében a potencialis
metabolikuscélpontok kivalasztasat segithetik azok a beallitott immunhisztokémiai
protokollok, amelyekkel vizsgalatunkban a metabolikus plaszticitast és ennek 0sszefliggését
a rosszprognoézissal értekeltlk.

Tamogatas: NKFIH-FK128404, NTP-NFTO-21-B-0126

Roviditések: mTOR - mammalian target of rapamycin, OXPHOS - Oxidative
phosphorylation,3

BP - 3-bromopyruvate, BPTES - Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl)ethyl sulfide,
BMS - BMS309403, GDC - GDC-0068
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A biolégiai gatrendszerek szamos betegség kezelését megnehezitik, mivel megakadalyozzak
nagyméretl biofarmakonok terapias koncentracidban torténd bejutasat. Ezért a fehérje tipusu
hatéanyagok célzott bejuttatasa az intracellularis térbe és atvitelik a bioldgiai gatrendszereken
egy aktivan kutatott terlilet. Kutatécsoportunk korabban kimutatta, hogy a galektin-1-eredeti
WYKYW pentapeptid nanomolaris koncentracidoban kotédik a sejtek felszinén talalhato GM1
gangliozidhoz, és képes nagyméretl fehérjéket bejuttatni az intracellularis térbe lipid-raft
medialt/ caveolaris endocitézison keresztll, anélkil, hogy a lizoszomakban csapdazdédna
(Imre és mtsai, 2020). A WYKYW peptid kisméret(i, nem karositja a sejteket, ezaltal megfelelé
fehérje hatéanyag hordozé lehet kilénbdzé betegségek kezelésében. Mivel nem allnak
rendelkezésre adatok arrdl, hogy a WYKYW alkalmas-e nagyméretli fehérjék sejtekbe
juttatasara vagy sejtrétegeken keresztili atvitelére, ezért célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a
peptid-fehérie komplex bejutasat kiilénb6zd sejtekbe, valamint atjutasat a vér-agy gat és
kiilébnbdz6 epitelialis gatrendszerek tenyészetes modelljein. Kimutattuk, hogy a peptid kezelés
nem valtoztatta meg sem az epitélsejtek, sem az endotélsejtek szoros sejtkdzotti
kapcsolatainak festédési mintazatat, ami arra utal, hogy nem sérilt a barrierek szorossaga.
Mind a peptid-fehérje komplex, mind az dnallé fehérje id6ben névekvé atjutast mutatott minden
sejtvonal esetén. Kimutattuk, hogy nem volt killénbség a peptid-fehérje komplex és az 6nallé
fehérje sejtrétegeken keresztili atjutasaban. Megfigyeltik, hogy a peptid-protein komplex
bejutott mind az epitél-, mind az endotélsejtekbe és ott a citoplazmaban lokalizalédott.
Tovabba igazoltuk, hogy a peptid-fehérje komplex nem kolokalizalédott a lizoszomaval és az
ER-rel egyik barrier sejtben sem. Eredményeink arra utalnak, hogy a WYKYW pentapeptid
alkalmas nagyméretl fehérjék sejtekbe vald bejuttatasara specifikus endocitotikus utvonalon
keresztiil, azonban nem fokozza a fehérjék transzcellularis atjutasat.

ER: endoplazmatikus retikulum



51. MEMBRA[\I-TRANSZPORT KONFERENCIA
ELOADAS ABSZTRAKTOK

ABCB1 ES ABCG2: HASONLOAK VAGY KULONBOZOEK?
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Az ABCB1 és az ABCG2 az ABC fehérjék nagy csaladjaba tartozé elsédlegesen aktiv
membran transzporterek, melyek szamos gyogyszer farmakokinetikajat befolyasoljak,
valamint fontos szerepl6i a daganatok kemoterapia rezisztenciajanak. Réntgen
krisztallografias és krio-EM vizsgalatok alapjan a két transzporter fontos szerkezeti
kilénbségeket mutat, mely transzport mechanizmusuk kilénbdzéségét is maga utan
vonhatja. A membran transzporterek mikodését altalanossagban leird “alternating access”
modell alapjan a transzporterek két alapveté allapot k6zott fluktualnak: a citoplazma felé
nyitott allapotban a szubsztrat kdtéhely csak az intracellularis tér és a membran belsé
lemeze feldl érhetd el a szubsztratok szamara, mig az extracellularis tér felé nyitott
konformacidoban a szubsztratok az extracellularis tér iranyaba hagyhatjak el a kétéhelyet.
Szerkezeti vizsgalatok alapjan feltételezhetd, hogy a transzport folyamat soran az ABCB1
esetében ugyanazon szubsztrat kotdhely elérhetésége és szubsztratok iranti affinitasa
valtozik meg, mig az ABCG2 perisztaltikus pumpaként mikddve préseli at szubsztratjait az
intracellularis oldalrél elérhet6 kdtdzsebbdl egy masik az extracellularis oldal felé nyitott
alacsony szubsztrat affinitasu kétézsebbe.

Kisérleteink soran azt vizsgaltuk, hogy az intracellularis és az extracellularis tér felé
nyitott konformacids allapotok ko6zotti atmentek, hogyan kapcsolédnak a nukleotid
kétéhelyeken végbemend ATP kotés és hidrolizis folyamataihoz. A transzporterek
konformacio valtozasait konformacié érzékeny antitestek segitségével vizsgaltuk, mig a
fluoreszcens szubsztratok transzporterekhez vald kétédését konfokalis mikroszkdpos
kolokalizacios vizsgalatok és fluoreszcencia korrelacios spektroszképia segitségével
tanulmanyoztuk.

Eredményeink alatamasztjak, hogy a két transzporter alapvetd szerkezeti
kilénbségei ellenére az intracellularis tér felé nyitott szubsztrat koté és az extracellularis tér
felé nyitott kis szubsztrat affinitasu konformaciok kdzotti atmenet ATP kotés hatasara megy
végbe, mig az ATP hidrolizisre a szubsztrat koté konformacié visszaallitasahoz van sziikség.


https://doktori.hu/index.php?menuid=191&lang=HU&di_ID=167
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jelent. Az agyi hajszalerek endotélsejtjei tdbb mint negyvenféle Slc szallitéfehérje
segitségével latjak el a kdzponti idegrendszert tApanyagokkal, vitaminokkal, nyomelemekkel
és metabolitokkal. Ezeket a karriereket azonban eddig nem aknaztak ki célzott agyi
gyogyszerbevitelre. Feltartuk a gyégyszerek transzportja szempontjabdl kulcsfontossagu Sic
fehérjék génexpresszidés mintazatat izolalt agyi mikroerekben és tenyészetes vér-agy gat
modellekben. Mivel az Slc transzporterek jelentés mértékben és egyedi mintazatban
fejezddnek ki a vér-agy gaton, az Slc transzportfehérjék ligandjainak kombinaciojaval ellatott
szilard és vezikularis nanorészecskéket terveztiink, és vizsgaltunk tenyészetes modelleken
és allakisérletekben. Kimutattuk, hogy glikéz-analégok, aminosavak, glutation tripeptid, és
C-vitamin célzémolekulak megfeleld kettds és harmas kombinacidja fokozza a
nanorészecskék sejtbejutasat, valamint a vér-agy gaton valé keresztlljutasat in vitro és in
vivo. Megallapitottuk, hogy a vezikularis nanorészecskék esetében a sejtbejutas aktiv,
metabolikusan gatolhato folyamat, ami részben endocitézis, részben pedig membranfizié
révén jon létre. Igazoltuk, hogy az agyi endotélsejt-membran felszini negativ toltésének
modositasa befolyasolja a nanorészecskék sejtfelvételét. Interdiszciplinaris
egyuttmikodésben kifejlesztettlink egy Uj eljarast, amivel kimértlk a glutation peptid és €16
agyi endotélsejtek felszine k6zotti er6hatast Iézercsipesz és mikromanipulatorok
segitségével. Feltartuk, hogy az agyi endotélsejtek mellett a célzott nanorészecskék a
neurovaszkularis egység mas sejtjeibe, agyi pericitakba, gliasejtekbe, idegsejtekbe, valamint
human 8ssejtbdl Iétrehozott agyi organoidokba is bejutnak. Kisérletes eredményeink arra
utalnak, hogy a vér-agy gat szallitérendszereinek célzasa igéretes lehet agyi
gyogyszerbeviteli platformok kifejlesztése szempontjabal.

Slc: solute carrier
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Sarkadi Balazs', Telbisz Agnes', Laczka Csilla’, Bakos Eva', Ambrus Csilla?,

' Természettudomanyi Kutatokézpont, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
2 SOLVO Biotechnolégia, Budapest

A COVID-19 betegség megjelenése 6ta szamos kismolekulaju gyégyszer kerllt gyorsitott
Utemben klinikai kiprobalasra és alkalmazasra. Ezek tdbbsége részben remélt virusellenes,
részben a sulyos, sejtpusztulassal és/vagy immunoldgiai komplikaciokkal jard betegség
enyhitését szolgald hatasa révén kerilt bevetésre. Ugyanakkor az Uj célra alkalmazott
gyogyszerek jelentés része nem esett at olyan részletes preklinikai vizsgalatokon, amelyek a
hatékony és biztonsagos alkalmazas alapvetd feltételei. llyen, ma mar széleskorben elbirt
vizsgalat a farmakoldégiailag jelentés membran-transzporterekkel torténé kdlcsdnhatasok in
vitro elemzése.

Munkainkban elsésorban a COVID-19 ellen alkalmazott gydgyszerek felszivodasat,
metabolizmusat, barriereken térténd atjutasat és kiurulését befolyasolé6 ABC (ATP Binding
Cassette) tipusu és SLC (Solute Carrier) tipusi membrantranszporterek in vitro
gyégyszerkolcsdnhatasait vizsgaltuk. igy részletesen elemeztiik a feltételezett anti-CoV-2
virusellenes hatasu klorokin és hidroxiklorokin, a féregellenes ivermectin, valamint a
ritonavir, lopinavir, favipiravir, remdesivir, mulnupiravir €s a jelenleg engedélyezés alatt allé
paxlovid kdlcsénhatasait a {6 ABC multidrog transzporterekkel, az ABCB1/Pgp,
ABCC1/MRP1 és az ABCG2/BCRP fehérjével, valamint a majban kulcsfontossagu
ABCB11/BSEP, ABCC2/MRP2 ABCC3/MRP3, és ABCC4/MRP4 transzporterekkel. Az SLC
tipusu transzporterek kozil az OATP (organikus anion transzporter) tipusu, az OCT1
(organikus kation transzporter), a MATE1 (multidrog és toxin transzporter) és az NTCP
(natrium és taurokolat transzporter peptid) transzporterekkel térténd kélcsdénhatasok
vizsgalatara fokuszaltunk.

Az eredmények felhivjak a figyelmet a kilondsen erés gyogyszer-transzporter
kélcsdnhatasokra, amelyek jelentésen befolyasolhatjak az alkalmazott szerek toxicitasat,
valamint a mas gyégyszerekkel térténd kdlcsénhatasokat. Mivel a COVID-19 betegség
gyakran a tarsbetegségekben (cukorbetegség, magasvérnyomas stb.) szenved6knél, és az
esetenként tobb gyégyszerrel is kezelt betegeknél jelentkezik sulyos formaban, a
transzporterekkel torténd tobbszords gydgyszerkdlcsdnhatasok elemzése klinikailag is
jelentds informaciokat szolgaltat és eldsegiti a toxikus kdlcsénhatasok elkerilését.

A munkat az OTKA (FK 128751, K-128011), a KFI_16-1-2017-0232, a FIEK 16-1-2016-0005,
és a VEKOP-2.1.1-15-2016-00117 és az MTA Postcovid grant tamogatta.
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Az Organikus anion transzporter polipeptidek (OATP-k) a sejtmembran transzporterei,
amelyek nagyméretl, szerves molekulak sejtbeli felvételét segitik. Az OATP-k endogén
szubsztratjai epesok, bilirubin, tiroid- és szteroid hormonok. Ugyanakkor a 11 tagot szamlalo
human OATP fehérjecsalad tébb, multispecifikus tagja gydégyszermolekulakat (példaul
sztatinokat, antiviralis és kemoterapias szereket) is felismer, és befolyasolja ezek
felszivodasat, eloszlasat és eliminaciojat. Az OATP-k miikddését gydgyszer-gyogyszer és
élelmiszer-gyogyszer kdlcsonhatasok befolyasolhatjak, ami megvaltozott farmakokinetikat
eredményezhet, ezért a nemzetkdzi szabalyozé hatésagok (FDA, EMA) utmutatéi alapjan a
maj OATP fehérjéinek (OATP1B1 és OATP1B3) vizsgalata a gydgyszerfejlesztés soran
ajanlott.

Munkank soran tébb fluoreszcens mddszert fejlesztettiink, amelyek alkalmasak: 1.) a
multispecifikus OATP fehérjéket (OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3, OATP2B1) termelé
sejtek kivalogatasara és dusitasara, 2.) a multispecifikus OATP-k funkcioé alapu
megkullénbdztetésére, 3.) kettds probaként az OATP1B1 és az ABC (ATP Binding Cassette)
efflux transzporter MRP2 vizsgalatara, 4.) OATP szubsztratok és inhibitorok egyszeri
elkllonitésére, vagy 5.) az OATP-k miikddésének valds ideji vizsgalatara. A létrehozott
eszkoztar lehetdvé teszi a gydgyszertranszporter OATP-k nagy ateresztéképességli
tesztelését.

Roviditések: ABC: ATP Binding Cassette, EMA: European Medicines Agency, FDA: US
Food and Drug Administration, OATP: Organikus anion transzporter polipeptid, MRP:
multidrog rezisztencia asszocialt fehérje.

Tamogatas: K6szonjuk az NKFIH (OTKA FK 128751, OTKA K 138518) és az MTA (Bolyai
Janos Kutatasi Oszténdij) altal nyujtott tamogatast!
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A szamos szervinket, szdvetlinket érintd patologias meszesedési folyamat (ektopikus
kalcifikacid) sulyos keringési betegségeket okoz. A meszesedés endogén inhibitora egy
metabolit, a pirofoszfat (PPi). A PPi f6 forrasa a maj, a hepatocitakbdl egy transzporter, az
ABCCG6 ATP-t juttat a keringésbe. Az ATP-t egy nukleaz, az ENPP1 pirofoszfatta és AMP-vé
hasitja.

A PPi gyogyszerként valo felhasznalasa azonban sokaig nem j6tt széba, altalanos volt az a
nézet, hogy szajon at adva nem szivédik fel, mert az emésztécsatornaban lévé kildnféle
nukleazok és foszfatazok elhasitjak.

Mi 2017-ben felfedeztik, hogy ez a dogma nem allja ki a kisérletek prébajat: két kulonb6zé
meszesedési betegséget reprezentalé modelt, génkittott egértdrzseket (Abcc6-/- és Enpp1-/-
) hasznalva, bebizonyitottuk, hogy az ivévizbe kevert PPi nagymértékben képes
megakadalyozni a bérben, az artéridkban, a vesében és a szivizomban kialakuld
meszesedést. Kimutattuk, hogy a PPi emberben is felszivédik, megtalaltuk az optimalis
s6format, dézist és formulat (zselatin kapszula). Eredményeink alapjan Franciaorszagban és
Hollandiaban klinikai kiprébalas indul a szajon at bejuttatott PPi kezelés vizsgalatara a
pseudoxanthoma elasticum 6rokl6dé meszesedési betegségben, Magyarorszagon pedig a
systemic sclerosis (scleroderma) meszesedési tineteinek csdkkentésére.
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KIKAPCSOLNI A GYOGYSZERREZISZTENCIAT
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A rosszindulatu daganatok sikeres kezelése a klinikai gyakorlat egyik legjelentésebb
kihivasa. A tumor sejtek a gyogyszer rezisztencia mechanizmusok széles tarhazahoz férnek
hozz4a, ezzel csdkkentve a kezelések hatékonysagat. Tébbek kdzott ndvelhetik a
hatdanyagok metabolizmusat és a DNS javitds mértékét, szabalyozhatjak a gydgyszer
molekulak felvételét vagy akar gatat szabhatnak az apoptdzisnak is. Az egyik legismertebb
ilyen mechanizmus az ABCB1 transzporter fokozott kifejezése a daganat sejtek
membranjaban. Ez a fehérje képes felismerni és az extracellularis térbe juttatni tébb, eltérd
szerkezettel és hatasmechanizmussal rendelkezd citotoxikus vegyuletet is, ezzel kialakitva a
multidrog rezisztenciat (MDR). Csoportunk korabban olyan vegyuletek azonositott (MDR-
szelektiv vegyuletek’), melyek képesek célzottan elpusztitani az ABCB1-pozitiv sejteket egy
eddig nem ismert mechanizmuson keresztll. Bemutatjuk, hogy a tumor sejtekben egyetlen
magas dozisu MDR-szelektiv kezelés utan az ABCB1 expresszid kikapcsolhatd és az eredeti
gyogyszer érzékenység helyreallithaté. Meglepd mdédon, annak ellenére, hogy az ABCB1 -
negativ fenotipus évekig stabilnak bizonyult, egy egyszeri, alacsony dozisu kemoterapias
kezelés teljesen visszaallitotta az MDR-t az ABCB1 kifejez6désének ujrainditasaval ezekben
a sejtekben. Ez arra utal, hogy a daganat sejtek egy ,epigenetikai kapcsold” segitségével
szabalyozhatjak bizonyos rezisztencia mechanizmusokat kddold gének kifejezését és hogy
ennek a kapcsoldnak a farmakoldgiai gatlasaval jelentésen névelheté lenne a kemoterapias
kezelések hatékonysaga.
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NEURODEGENERATIV BETEGSEGEK VIZSGALATA ORGANOIDOKKAL

Szebényi Kornélia'
' Természettudomanyi Kutatokézpont, Enzimoldgia Intézet, Budapest

Az amiotrofias lateralis szklerézis (ALS) egy végzetes és jelenleg gydgyithatatlan
neurodegenerativ betegség, amelyet gyors bénulas és atlagban 3-5 éven belll bekévetkezé
halal jellemez. A korai sejtszintli patologias elvaltozasok feltarasa kdzponti szerepet
jatszhatna a terapias célpontok azonositasaban, de a kézponti idegrendszert érinté
betegségek esetében a betegség korai, illetve tinetmentes fazisabdl altalaban nem nyerheté
minta.

A C90ORF72 gén mutacidja altal okozott ALS korai sejtpatoldgias vizsgalata érdekében
Iétrehoztunk olyan cerebralis organoidokat, amelyek az agy betegség altal leginkabb érintett
terlletére jellemzé sejttipusokat tartalmaznak és reprodukaljak a klasszikus kortikalis rétegek
strukturajat is. Ezen organoidok ALS betegekbdl visszaprogramozott human indukalt
pluripotens G&ssejtekbdl (hiPSC) hozhatdék létre, amelyekbdl 50 napos korukban
szelettenyészeteket készitink, annak érdekében, hogy hosszu tavon is fenntarthatok
legyenek. Ez a hosszutavu tenyésztés teszi lehetévé a megfeleld sejtdiverzitas kialakulasat és
a sejtek érettebbé valasat is. 150 napos korukra a szelettenyészetek elérik egy 23-26 hetes
embrio sejtjeinek érettségi szintjét és tartalmaznak mar olyan asztroglia sejteket is, amelyekrél
az utoébbi idében derilt csak ki, hogy szamos neurodegenerativ betegségben érintettek. Az
scRNS-seq és a biolégiai vizsgalatok kombinaciéjat alkalmazva feltartunk transzkripcids,
proteosztazis és DNS-javitasi zavarokat asztrogliakban és neuronokban egyarant. A neuronok
DNS-karosodasanak és a megndvekedett nuklearis pikndzis mértékének csokkentésével a
szelettenyészetek farmakoldgiai tesztelésre val6 alkalmassagat is bizonyitottuk.

igy a betegspecifikus szelettenyészetek reprodukalhaté transzlaciés platformot jelentenek a
preklinikai ALS mechanizmusok, valamint az uj terapias megkoézelitések vizsgalatahoz.
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MATEMATIKAI ALAPU o
TUMORMODELLEZES ES TERAPIAGENERALAS

Dr. Drexler Daniel Andras’

Czako Bence', Dr. Fiiredi Andras?, Gergics Borbala', Gombos Balazs?, Dr. Kovacs Levente',
Nagy Erzsébet!, Puskas Melania', Siket Maté', Dr. Szakacs Gergely?®

(‘Elettani Szabalyozasok Kutatékdzpont, Egyetemi Kutatd és Innovéaciés Kézpont, Obudai
Egyetem, Budapest)

(?Gybgyszerrezisztencia Kutatdcsoport, Természettudomanyi Kutatokézpont, E6tvos Lorand
Kutatasi Hal6zat, Budapest)

(Institute for Cancer Research, Department of Medicine, Medical University of Vienna, Bécs)

A mérnoki és matematikai tudomanyok alkalmazasa az orvostudomanyban szamos elénnyel
jart a diagnosztikaban. Nagy potencial rejlik a hasonlé megkézelitésben a kezelések
optimalizalasaban, ilyen létez6 megkdzelités példaul a vércukorszint szabalyozasa
(mesterséges hasnyalmirigy). A Természettudomanyi Kutatokézpont Gyodgyszerrezisztencia
Csoportjanak munkatarsaival a kemoterapia optimalizalasan dolgozunk hasonlé elvek
mentén.

A munka alapja egy matematikai modell Iétrehozasa, amely alapjan a terapia hatasa nagy
pontossaggal jésolhatd, és a terapiageneralé algoritmusok alkalmazhatok. A kutatomunka
harom fazisbdl all.

Els6 Iépés a matematikai modell strukturajanak, azaz az egyenleteknek a meghatarozasa. A
modellezés soran a dominans élettani folyamatokat vesszuk figyelembe, és ezek alapjan
irjuk fel a viselkedést leird differencialegyenleteket. A modellezés egy intermedier fazisaként
formalis reakciokinetikat hasznalva az egyenleteket egy kozérthetd, elézetes formaban irjuk
fel, ami segiti a konzultaciot azokkal a szakemberekkel, akik nem dolgoznak
differencialegyenletekkel. A matematikai modell bévithetd, azonban meg kell talalni az
egyensulyt a bonyolultsag és a magyarazoé eré kozott.

A masodik l1épés az egyénre jellemz8 paraméterek meghatarozasa. Ehhez szamos, az adott
egyedbdl szarmazd mérésre van szilkség. A paraméterek meghatarozasakor kritikus, hogy
kiilébnb6z6 dimenzidju valtozokat mérjlink, a mérések elég sirlin torténjenek, illetve a beadott
injekcidk elegend6 varianciat mutassanak.

A harmadik lépés a matematikai modell és az egyénre jellemzd paraméterek alapjan a
terapia legeneralasa. Kétfajta megkozelitést alkalmazunk, az egyik a modell alapjan elére
j6solja a kezelés hatasat és optimalizal algoritmusokkal keresi azt a kezelést, ami egy elbirt
feltétel alapjan a legjobb. A masik megkdzelités azokat a dézisokat adja meg, amik a
gyogyszerszintet egy elbirt érték felett tartjak, ezt az el6irt értéket pedig kuldonbozé
heurisztikak és el6irasok alapjan hatarozzuk meg.
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A TERAPIA REZISZTENCIA EVOLUCIOJA TRIPLA NEGATIV
EMLODAGANATOKBAN

Szakacs Gergely
' Center for Cancer Research, Medical University of Vienna
2 ELKH TTK Enzimoldgiai Intézet

Az emlérak a leggyakoribb néi daganattipus. Evente 1.67 millié Uj esetet diagnosztizalnak
vilagszerte, és tébb mint 500 ezer né hal meg a betegség kévetkeztében minden évben. A
tripla-negativ eml6érak (TNBC) az 6sszes emlérakos eset kortilbelll 20 szazalékaért felel.
Mivel a raksejtek felszinérél hianyoznak az 6sztrogén és progeszteron receptorok és nincs
HER2-receptor fehérje tultermelés, a kezelés elsésorban neoadjuvans kemoterapian alapul.
A kemoterapat kdveté miitét soran az esetek kortlbelll 80%-aban rezidualis tumor
igazolhatd, mely sajnos hamar rezisztenssé valhat az adjuvans terapiaban hasznalt
harmadik generaciés kemoterapias szerekkel szemben.

Uj terapias alternativak kifejlesztéséhez elsésorban meg kell ismerniink a terapia
kudarcédhoz vezetdé molekularis mechanizmusokat. Csoportunkban a terapia rezisztens

az invaziv duktalis karcindmakra jellemzd molekularis, hisztopatologiai és morfologiai
tulajdonsagokat. A spontan kialakulé tumorokbdl sejtvonalakat és organoid kulturakat hozunk
létre, az ortotopikus belltetést kdvetéen az egereket klinikailag relevans kemoterapias
protokollok szerint kezeljik. A tumorok kezdetben érzékenynek mutatkoznak, a relapszust
kovetd kezelési ciklusok soran azonban rendre rezisztencia alakul ki. Célunk a tumorsejtek

.7

valamint a rezisztenciat biztosit6 mechanizmusoknak megismerése.
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VEGY| ANYAGOK LINE1 RETROTRANSZPOZON RENDSZEREN KERES'ZTUL
KOZVETITETT GENOTOXIKUS HATASA, MINT A TUMORINDUKCIO
ALTERNATIV MECHANIZMUSA

Matés Lajos'
Karkas Réka'?, Khaldoon Sadiq Ahmed Abdullah’?, Nagy Andrea', Kopasz Anna Georgina',
Imre Gergely'?, Siikésd Farkas*

' Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Genetika Intézet, Tumor Genom Kutatocsoport,

2 Szegedi Tudomanyegyetem, AOK, Multidiszciplinaris Orvostudomanyok Doktori Iskola,
3 Szegedi Tudomanyegyetem, TTIK, Bioldgia Doktori Iskola,

4 Szegedi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Patholdgiai Intézet

A rakos megbetegedések eléfordulasa az elmult években nétt az Eurdpai Unidban az
eléregedd népesség és mas, részben ismert tényezdk, tobbek kdzott a kdrnyezetben 1évé
vegyi anyagokbdl eredé kockazat névekedése miatt. Az ismert genotoxikus vegyi anyagok
DNS-karosodast okoznak, ami egy szomatikus sejtben mutacidkat eredményezhet, ezek
felszaporodasa pedig rosszindulatu transzformacidohoz vezethet. A rak sporadikus
el6fordulasa azonban gyakran nem magyarazhaté az ismert genotoxikus anyagoknak valé
kitettséggel (példaul genotoxinoknak valé munkahelyi kitettség, dohanyfist stb.).

Egy uj kutatasi irany alapul azon a felismerésen, hogy a genotoxikus hatasok az endogén
LINE1 retrotranszpozonokon keresztil is kbzvetitheték. Tudomasunk szerint a LINE1
retrotranszpozonok a mobilis genetikai elemek egyetlen jelenleg aktiv csoportja a human
genomban. Sokaig ugy gondoltak, hogy a LINE1 elemek csak a csiravonalban és a korai
embridban aktivak. Alacsony csiravonalbeli aktivitasuk felgyorsitja az emlés genomok
megszlinik, és a legtdébb normalis szomatikus szévetben nem is kimutathatd, a szomatikus
LINE1-aktivitas ellen védé, részben feltart szamos sejtszintli mechanizmusnak
készoénhetéen. Azonban barmilyen kérnyezeti hatas vagy a szervezetbe kerilé vegyi anyag
elvileg megzavarhatja e védekez6 mechanizmusok némelyikét. Az igy megnévekedett
LINE1-aktivitas pedig rak "driver" mutaciokat hozhat Iétre az adott szovetben, elésegitve
ezzel a tumorfejlédést. Ezzel 6sszhangban kilonb6zé tumortipusokban mara mar szamos
olyan driver mutaciét mutattak ki, amelyeket Gj szomatikus LINE1 integracidos események
okoztak.

Az altalunk kifejlesztett eljaras célja, hogy lehetéséget biztositsunk kemikaliak ilyen nem
szokvanyos genotoxikus hatasanak felmérésére egerek szomatikus sejtjeiben.
Technoldgiank a toxikologia teruletén volna alkalmazhato, tdmogatva a vegyi anyagok
kockazatértekelését olyan toxikoldgiai végpontok iranyaba, amelyekre még nem terjednek ki
az ismert/szabvanyositott médszerek.

Roviditések:
LINE1: Long interspersed nuclear element 1
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KIMERA ANTIGEN RECEPTOROK (CAR), AVAGY MITOL DOGLIK A ... TUMOR.
Vereb Gyorgy
Debreceni Egyetem AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

A célzott daganatellenes immunterapia igéretes Uj modszere a beteg genetikailag
modositott T sejtjeinek adoptiv transzfere. A kiméra antigén receptorral (CAR) toérténd
modositast nemrég engedélyezték egyes hematoldgiai malignitadsok kezelésére: a Kymriah és
a Yescarta készitmények T sejtjeiben a CAR a CD19-et célz6 scFv és a CD3z effektor domén
mellett 41BB, ill. CD28 kostimulaciés domént tartalmaz. Szamos hasonlé konstrukcio kertilt
preklinikai és klinikai kiprobalasra szolid (szervi) tumorok ellen, azonban az optimalis
megoldas egyel6re varat magara. A HER2, mely az els§ humanizalt antitest terapias célpontja
volt szolid tumorokban, az egészséges szovetekben mutatott csekély kifejez6dése miatt
ideadlis CAR target, igy a HER2 pozitiv tumorok alkalmasak olyan szisztematikus
O0sszehasonlitd vizsgalatokra, melyek feltarhatjak az egyes CAR komponensek szerepéta T
sejtek hatékonysagaban, expanzidjaban és hosszutava tulélésében. HER2 pozitiv
adalékok nyerheték:

Az aktivan mozgd CAR T-sejtek hatékonyan athatolnak a terapias antitestek bejutasat
gatldé tumor extracellularis matrixon, igy alkalmasak az antigén terapiara rezisztens szervi
daganatok kezelésére is.

A szolid tumorokra jellemzé immunszuppressziv mikrokdrnyezet legy6zéséhez
gyorsan differencialédé CAR T sejtek nagyobb citolitikus aktivitasa és a helper T-sejtek
nagyobb aranya szilikséges.

A CD28 kostimulacié erételjesebb citokinfelszabadulast és a szolid tumorok
hatékonyabb elpusztitasat eredményezi, mig a 41BB kostimulacié hosszu tavu perzisztenciat
€s az Ujraképz6dé tumorok elleni védelmet biztosit. A CD28 és a 41BB egyesitése egy 3.
generaciés CAR-ban csak a kezdeti terapia sikerességét javitja, az Ujabb tumorra adott valaszt
nem. Ezzel szemben a CD28 és 41BB domént kiilén-kilon kifejezé CAR T-sejtek 1:1 aranyban
torténd egyuttes alkalmazasa optimalis mind a primer tumorok eliminalasaban, mind a kiujulas
megelézésében.

A kutatasokat az OTKA K119690, valamint GINOP-2.3.2-15-2016-00044 és -00050
palyazatok tamogattak.
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PHOTOSYNTHETIC PROTEIN INTERACTIONS IN
RECONSTITUTED MEMBRANES

Lambrev Petar H', Akhtar Parveen’, Lingvay Ménika', Biswas Avratanu'’

' Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont, Temesvari krt. 62, Szeged 6726

The light reactions of photosynthesis occur in the thylakoid membranes where the major
photosynthetic protein complexes are embedded — the two photosystems with their
membrane antenna complexes, cytochrome bef and the ATP-synthase. The lipid bilayer is
not only a barrier for maintaining proton-motive force but an integral part of a structurally
complex machinery where the protein contacts and interactions are essential for the
photophysical and photochemical functions. Extracting the complexes and supercomplexes
outside of their lipidic environment can impair their structural and functional integrity.
Reconstituted membranes, or proteoliposomes, can represent a viable approach to study the
photosynthetic membrane proteins in a native-like environment but it is not without
challenges and limitations. Several recent applications of reconstituted membranes to study
interactions and energy exchange between different photosynthetic pigment-protein
complexes, including light-harvesting antenna complexes and photosystems | and Il, will be
summarized.
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UJ MERESI TECHNIKAK A DIPOLPOTENCIAL VIZSGALATABAN

Kovacs Tamas'
Szabo Maté', Vigh Barbara', Varga Zoltan', Panyi Gyorgy', Nagy Péter', Zakany Florina’

'Debreceni Egyetem, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen

A lipidek aktiv médon befolyasoljak a transzmembran fehérjék mikodését kbzvetlen kdtédés
vagy a membran biofizikai paramétereinek médositasa utjan kivaltott indirekt hatasok révén.
Utobbiak kodzul a legkevésbé ismert a dipdlpotencial (DP), amely a membran-viz
hatarfelileten elhelyezked6 molekularis dipdlusok preferencialis térbeli elrendezédésebdl
szarmazo ~+300 mV-os intramembran potencial. Feltételezett bioldgiai jelentésége ellenére
a DP jérészt ismeretlen, amelynek hatterében elsésorban a megfelelé mérési modszerek és
a valtoztatasara alkalmas fiziologias vegyiiletek hianya all. Ertékét fé6leg a membran
lipidosszetétele hatarozza meg, ezért varhatd, hogy nagysaga eltérd a kilénb6z8
membrandsszetétellel rendelkez§ intracellularis organellumokban, valamint olyan
betegségekben, amelyekre jellemzé a membranlipidek szintjének jelentés megvaltozasa, igy
hiperkoleszterinémiaban vagy Gaucher-kérban. A DP eltéreseit azonban még nem vizsgaltak
sem betegekbél szarmazé klinikai mintakban, sem ezen betegségek modellrendszereiben.

Munkank soran kidolgozunk és optimalizaltunk egy F66 feszliltségszenzitiv fluorofort
alkalmazé emisszids aranymérésen alapuld nagy ateresztéképességli aramlasi citométeres
technikat, amely hasznalhatdé nagy mennyiségi él6 sejt DP-janak gyors, egyszeri és
megbizhaté mérésére és klinikai mintak vizsgalatara. Mddszerlinkkel kimutattuk a koleszterin
DP-t n6velb hatasat a hiperkoleszterinémia biofizikai modellrendszerében, valamint hatékony
fiziologias DP-t csdkkentd vegylletként azonositottuk az a-linolénsavat, egy tébbszdrésen
telitetlen w-3 zsirsavat. Emellett kifejlesztettliink egy konfokalis mikroszkdpia, F66 és
organellumokra specifikus markerek hasznalatan alapulé mérési technikat, amellyel
intracellularis kompartmentek egyedi in situ vizsgalata valik lehetévé él6 sejtekben. A
technikaval kimutattuk a DP névekedését Gaucher-fenotipusu neuronok kilénb6zé
organellumaiban, elsésorban a lizoszomakban.

Az altalunk kidolgozott és optimalizalt médszerek kombinaciojaval lehetévé valhat egy
alapvet6 biologiai jelentéséggel bird, ugyanakkor jelentésen elhanyagolt €s ismeretlen
membranbiofizikai paraméter, a DP részletes tanulmanyozasa és jobb megértése klinikai
mintakban és betegségek modellrendszereiben.

UNKP-21-4-1I-DE-137, UNKP-21-4-1I-DE-138, UNKP-21-3-I-DE-316

Roviditések: DP: dipdlpotencial, F66: N-[3-(4’-dihexilamino-3-hidroxi-flavonil-6-oxi)-propil]-
N,N-dimetil-N-(3-szulfopropil)-ammodnium, belsé so
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»EGYSEJT” LIPIDOMIKA

Péter Maria® Varga-Zsiros Vanda'?, Migh Ede’, Marton Annamaria’, Gombos Imre', Zoltan
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Iskola, Szeged

3 Hungarian Centre of Excellence for Molecular Medicine-BRC Singe-cell Omics Advanced
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4 Szegedi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Patholdgiai Intézet, Szeged

Maig is nagyrészt megfejtésre var, hogy a kuldnféle szervek, valamint a szerveken belli
sejttipusok miért tartanak fent egymastdl jelentésen kilénb6z8 membranlipid dsszetételt.

A szervezetben a sejtek a taplalékbdl, ill. a vérkeringésbdl felvett lipidekbél szintetizaljak
membranjaikat. Ezzel szemben a rakos sejtek képesek Ujraaktvitalni a de novo lipogenezist,
és a valtozé tumor-mikrokdrnyezetben a tulélésikhdz adaptalt membranokat hoznak létre.
Ahhoz, hogy a szervek vagy a tumorok sejtszintli membranlipid heterogenitasat
feltérképezhessiik és szerepét megérthessik, a makroszkopikus szévetdaraboknal nagyobb
térfelbontasra van sziikség. A nagy térfelbontasu témegspektrometriai képalkoté technikak
azonban csak szelektiv és kvalitativ informaciot szolgaltatnak a szévetek lipiddsszetételérél.

Az altalunk kifejlesztett, Iézerdisszekcidval kombinalt shotgun mikrolipidomikai modszer
kozel egysejt szinten képes tébb mint husz lipidosztaly és tébb szaz molekulaspeciesz
kvantitativ analizisére. A kulcsot a rendkivil érzékeny tdmegspektrometriai médszer és a
néhany mikroliter mintat injektalni képes mintaadagol6 robot adta a keztinkbe. Parhuzamos
nativ és festett metszeteket készitlink szferoidokbol, szervekbél vagy tumormintakbaol. A
(legalabb 10-20 seijt) lézeres kivagasat, mikroextrakciojat, majd témegspektrometriai
analizisét végezzik el.

Modszerlnk hatékonysagat mutatja, hogy feltérképeztik a 3D szferoid tumormodell lipid
molekulaspeciesz szintii radidlis heterogenitasat. Ez a gradiens kapcsolatban van a
tapanyag (cukor, zsirsav), illetve az oxigén limitalt diffiziéjaval. Egér, ill. human tumorokban
elézetes eredményeink igéretes kulonbségekre mutattak ra az invaziv és in situ tumorsejtek,
valamint a sztréma régiok lipidomikai mintazataban.

A szbveteken bellli egyedi sejttipusok meglepé és gyonyorkddtetd lipidvaltozatossagat
egéragy hippokampusz metszetén mutatjuk be. Ezen eredményeink megalapozhatjak
bizonyos neurodegenerativ betegségek (példaul az Alzheimer-kor) lipidmembranokat érinté
korfolyamatainak feltarasat.
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KVANTITATIV DSTORM LOKALIZACIOS MIKROSZKOPIA

Erdélyi Miklos
Szegedi Tudomanyegyetem, Optikai és Kvantumelektronikai Tanszék, Szeged, Dom tér 9

Az optikai mikroszkopok térbeli feloldasat a fény diffrakcidja korlatozza, ezért hagyomanyos
modszerekkel a diffrakcids kliszdbnél kisebb strukturakrél nem tudunk képet alkotni. A
lokalizacioés mikroszkdpia egy olyan eljaras, amely soran az egyedi fluoreszcens molekulakat
térben és idében szétvalasztva detektaljuk és nagy pontossaggal (<10nm) hatarozzuk meg a
pozicidjukat. A lokalizalt molekulak koordinatainak egylttese adja a szuperfeloldasu végsé
képet. Az el6adasban egy sajat fejlesztési lokalizacidos mikroszkdp mikodését, alkalmazasi
és fejlesztési lehetbségeit mutatjuk be. Célunk olyan eljarasok kidolgozasa, amelyek a
fluoreszcens molekulak 3D, polarizacio érzékeny, tébbszin(i detektalasat teszi lehetévé. A
felvett képek kvantitativ kiértékelése jelentheti a struktirak geometriai méretének, illetve a
jelolt molekulak szamanak és térbeli eloszlasanak meghatarozasat. Az eléadasban mindkét
megkozelitést példan keresztll mutatjuk be: szarkomerben kézel harminc fehérjét jeldltlink
meg és hataroztuk meg a relativ helyzetiiket <5nm-es pontossaggal. A nagy térbeli feloldas
lehetéséget ad a szerkezet molekularis szintl rendezettségének vizsgalatahoz,
modellezéséhez. A réntgensugarzas hatasara bekodvetkezd DNS kettdstorési fokuszok
meéretének, szamanak és sir(iségének meghatarozasahoz a lokalizaciés koordinatakon
klaszteranalizist végeztiink. Statisztikus médszerekkel meghataroztuk a jeldlt hisztonok
szamat és eloszlasat, vizsgaltuk a dézistdl és a kezelés utan eltelt id6t6l vald fliggését.
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SEJTMEMBRAN ASSZOCIALT KORELETTANI JELENSEGEK AZ ISZKEMIAS
STROKE AKUT FAZISABAN

Menyhart Akos"?
Bari Ferenc®, Farkas Eszter'?

'Szegedi Tudomanyegyetem HCEMM-USZ Agyi Keringés és Metabolizmus Kutatocsoport,
Szeged

2Szegedi Tudomanyegyetem, Sejtbioldgia és Molekularis Medicina Tanszék, Szent-Gyorgyi
Albert Orvostudomanyi Kar, Természettudomanyi és Informatikai Kar, Szeged

3Szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai Intézet, Szent-Gyorgyi
Albert Orvostudomanyi Kar, Természettudomanyi és Informatikai Kar, Szeged

Bevezetés: Az iszkémias stroke akut fazisaban a neuron és glia-sejtek
membrankonduktanciajanak teljes megbomlasat figyelhetjik meg a sérilt agytertleten. A
lokalis ionhaztartasbeli katasztrofa pontszer(i fokuszbdl alakul ki és lassu depolarizacios
hullamként (2-6 mm/perc) terjed végig az agykérgen. Ez a jelenség a terjed6 depolarizacié
(SD), melynek korélettani jelentésége a primer 1ézidk kiterjedésének fokozasaban rejlik, ezért
a stroke kimenetelének biomarkereként tartjuk szamon.

Modszerek: Kisérleteinket izoflurannal (0,6-1%) altatott egereken és tulélé agyszelet
preparatumon végeztik. Az iszkémias stroke-ot arteria carotis communis okkluzioval és in
vitro oxigén megvonassal modelleztik. Az SD-k megjelenését extracellularis
elektrofizioldgiaval, multifoton mikroszképiaval, fluorescens festék alapu, invaziv optikai
képalkotassal, amperometriaval és transzkranialis non-invaziv multimodalis képalkotassal
monitoroztuk. Az asztrocitak BK csatornait paxillinnel (0,5 uM), térfogatszenzitiv glutamat
uritését DCPIB-vel (20 uM), az SD-k blokkolasat az NMDA receptor gatlé MK801-el (0,3
mg/ttkg) végeztik.

Eredmények: Kutatasaink soran jellemeztik az SD-k legfontosabb ionhaztartasbeli és
metabolikus kdvetkezményeit az agyban. Leirtuk az SD-vel jaré markans extracellularis
kalium akkumulacio (>40 mM) vazokonstriktiv hatasat és kalciumfliggé mechanizmusat.
Medgfigyeltik, hogy az asztrocita sejtek térfogatszenzitiv glutamat kibocsatasa (>20 uM)
fokozza az iszkémias léziok kiterjedését. Végezetil bizonyitottuk az SD-k korélettani

c s

kialakulasaban (rekanalizacié SD utan vs. rekanalizacio; 52,11+14,1 vs. 89,45+5,64%)

Diszkusszi6: Adataink az SD-ket a stroke akut fazisaban fellépé legfontosabb, a kialaulé
infarktus érését okozo jelenségként azonositjak. Eredményeink hangsulyozzak az SD-k
farmakologiai gatlasanak fontossagat az akut iszkémias stroke terapiaban.

Roviditések:

SD: spreading depolarization, terjed6 depolarizacio

BK csatorna: nagy konduktanciaju kalciumfiiggé kalium csatorna

DCPIB: 4-[(2-Butyl-6,7-dichloro-2-cyclopentyl-2,3-dihydro-1-oxo-1H-inden-5
yl)oxy]butanoic acid

NMDA receptor: N-methyl-D-aspartate receptor

MK801: dizocilpine
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PORFIRINKOTOTT MEMBRANRENDSZER FENYINDUKALT SZERKEZETI ES
MECHANIKAI VALTOZASAI

Zolcsak Adam
Bozo6 Tamas, Kiss Balint, Somkuti Judit, Kellermayer Miklés, Herényi Levente

Semmelweis Egyetem Biofizika és Sugarbioldgiai Intézet

A fényérzékenyités, mint terapias lehetdség sok kulonboz6 elvaltozas esetében sikeresen
alkalmazott médszer. A terapia azon alapszik, hogy bizonyos festéknek, altalaban
porfirineknek a bevilagitadsa soran ROS keletkezik. A ROS rdvid életideje miatt a sejtben
kialakulo karosodasok nagyrészt ott jelentkezhetnek, ahol feldusul az alkalmazott
fényérzékenyitd a sejteken belll. Mivel a fényérzékenyiték nagy része a lipofil membran
koérnyezetben dusul fel, ezért a membranokat nagyobb részt alkoté foszfolipidekre kifejtett
karosité hatasok tanulmanyozasa nagyban el6segitheti a ROS indukalt karosité hatasok
megértését patoldgias és terapias korilmeények kdzott egyarant. Célul tliztik ki, hogy
megismerjuk a fényérzékenyitett membranokban Iétrejové topoldgiai és nanomechanikai
valtozasok feltérképezését, illetve az ennek hatterét biztositdé kémiai valtozasok
nyomonkoévetését. A fellletasszocialt kettésrétegek topografiajanak felderitéséhez AFM-mel
alkottunk képet a vizsgalt felszinrél. A membran mechanikai tulajdonsagainak feltardsahoz
er8spektroszképias méréseket végeztink. A kémia valtozasokat FTIR-rel kdvettik nyomon.
A DPPC-DOPC tartalmu membranokon bevilagitas hatasara nanoméreti pérusok
keletkeztek, amelyek egyértelm( jelei a membranintegritas megbomlasanak. Az eré
spektroszkopias mérések soran a membran atszakadasahoz sziikséges erdket regisztraltuk,
amik a membranok allapotanak mintegy ujjlenyomataul szolgalnak. Az atszakadasi erék a
bevilagitas hatasara a nagyobb erék felé tolédtak el, a membran rigidebbé valasarol
arulkodva. A kémiai atalakulast fényérzékenyitett DOPC liposzomakon vizsgaltuk, 1740
inverzcentiméternél tapasztaltunk szamottevd csucsméretndovekedeést, illetve az 1230
inverzcentiméternél talalhatoé csucs névekedése és eltolédasa voltak megfigyelheték. Az
alabbi jelenségek a kontroll mintaként alkalmazott DPPC mintaban nem voltak
tapasztalhatdéak. A fényhatasara bekdvetkez6 membrankarosodas lyukak képzédését
eredményezi melyhez a membranok nanomechanikai tulajdonsagainak megvaltozasa is
tarsul. Méréseink tovabb hangsulyozzak a telitettlen lipidek érzékenységét a ROS karos
hatdsaival szemben.

ROS reaktiv oxigén szarmazékok

AFM atomi erd mikroszkopia

FTIR Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopia
DPPC dipalmitoil-foszfatidilkolin

DOPC diolelil-foszfatidilkolin
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A HLA-I-EXPRESSZIO PREDIKTiV ERTEKE ES VALTOZASA IPILIMUMABBAL
KEZELT MELANOMAS BETEGEKBEN

Ladanyi Andrea', Hegyi Barbara', Balatoni Timea', Mohos Anita?, Papp Eszter’, Liszkay
Gabriella’, Olah Judit®, Varga Anita®, Lengyel Zsuzsanna*, Emri Gabriella®, Raphael
Rohregger®, Christoph Waldnig®, Soldano Ferrone’, Dudas Jozsef®

'Orszagos Onkoldgiai Intézet, 2Semmelweis Egyetem, Budapest; 3Szegedi
Tudomanyegyetem, Szeged; “Pécsi Tudomanyegyetem, Pécs; *Debreceni Egyetem,
Debrecen; ®Medical University of Innsbruck, Innsbruck, Ausztria; "Harvard Medical School,
Boston, MA, USA

Az immunellenérzé pontokat célzd ellenanyagok tartds klinikai valaszt idéznek el az
elérehaladott daganatos betegek egy részében, a betegek tébbsége azonban nem reagal a
kezelésre, vagy a kezdeti kedvezd reakciot kdvetben rezisztencia alakul ki. A primer és
szerzett rezisztencia kialakulasaért felel6és mechanizmusok még kevéssé ismertek. Minthogy
a HLA-I molekuldk kulcsfontossaguak a citotoxikus T-limfocitdk antigénfelismerésében,
vizsgalatunk célja a tumorsejtek HLA-l-expresszidja potencidlis biomarkerként vald
alkalmazhatdsaganak feltarasa volt metasztatikus melanémas betegek ipilimumabterapiara
adott valaszanak és tulélésének megjoslasaban. Emellett longitudinalis vizsgalatot is
végeztlink néhany beteg kezelés elbtt és azt kdvetben operalt attéteinek 6sszehasonlitasaval.
Kezelés elbtti sebészi tumormintakban (30 betegbél 50 nyirokcsomo- és 35 bér-, ill. szubkutan
attét) immunhisztokémiai modszerrel tanulmanyoztuk a tumorsejtek HLA-l-expresszidjanak
Osszefiiggését a betegség kimenetelével, valamint egyes immunsejttipusok (CD4*, CD8*,
CD45R0", FOXP3*, PD-1%) infiltracidjanak intenzitasaval. A HLA-l-expresszié longitudinalis
vizsgalatdhoz hat beteg 29 metasztazisa (18 kezelés elbtti, 11 kezelés utani) allt
rendelkezésre. A melandmasejtek HLA-I-expresszidja a nyirokcsomoéattétekben szignifikans
korrelaciot mutatott a CD8*, CD45R0O" és PD-1* limfocitak denzitdsaval, valamint a terapias
valasszal és a tuléléssel; a bor/sc. attétek vizsgalatakor nem talaltunk hasonlé
Osszefliggéseket. Az ipilimumabkezelés megkezdése elbtt operalt attétekhez viszonyitva
szignifikdnsan alacsonyabb HLA-I-expresszios szintet detektaltunk a terapia utan operalt
metasztazisokban; a csdkkenés a kezelésre nem reagald betegek progredialo attéteiben volt
megfigyelhetd. Vizsgalataink alapjan a nyirokcsomoéattétekben a daganatsejtek HLA-I-
expresszidja potencidlis biomarker az ipilimumabterapia hatasanak megjoslasara.
Eredményeink szerint a tumorsejtek HLA-l-expresszidjanak Osszefiiggése a betegség
kimenetelével (hasonléan az immunsejt-infiltracié prediktiv értékével kapcsolatos korabbi
megfigyelésiinkh6z) a tanulmanyozott attétek lokalizacidja szerint eltérd lehet. Vizsgalataink
eredménye tovabba felhivia a figyelmet a csokkent HLA-l-expresszid szerepére az
immunellendrzépont-gatlok  alkalmazasakor megfigyelhetd rezisztencia Iehetséges
mechanizmusakeént.

Tamogatas: NKFIH ANN 128524, K105132. Roviditések: HLA: human leukocita antigén, CD:
cluster of differentiation
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A KISSEJTES TUDORAK MOLEKULARIS ALTIPUSAINAK VIZSGALATA

Déme Balazs'??

Laszl6 Viktoria?®, Lantos Andras?, Valko Zsuzsanna?®, Barany Nandor?3#, Pipek Orsolya®,
Lang Christian®, Szeitz Beata®, Szasz Attila Marcell®’, Schwendenwein Anna?, Bugyik
Edina?, Paku Sandor*, Ferencz Bence'?, Fillinger Janos?, Lohinai Zoltan?, Nicole
Woldmar®® Moldvay Judit?, Galffy Gabriella’, Rezeli Melinda®, Marko-Varga Gyorgys®,
Horvatovich Péter'!, Bogos Krisztina?, Rényi-Vamos Ferenc'?, Schelch Karin®, Megyesfalvi
Zsolt"23

- Orszagos Onkologiai Intézet — Semmelweis Egyetem, Budapest, Magyarorszag
2. Orszagos Koranyi Pulmonoldgiai Intézet, Budapest, Magyarorszag

3. Bécsi Orvostudomanyi Egyetem, Bécs, Ausztria

4- Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet, Budapest, Magyarorszag

5- E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Budapest, Magyarorszag

6. Belgyogyaszati és Onkoldgiai Klinika, Semmelweis Egyetem, Budapest, Magyarorszag
’- Bioinformatika Tanszék, Semmelweis Egyetem, Budapest, Magyarorszag

8- Lundi Egyetem, Lund, Svédorszag

%- Rio de Janeirdi Szovetségi Egyetem, Rio de Janeiro, Brazilia

0. TGd6gyodgyintézet Torokbalint, Torokbalint

M- Groningeni Egyetem, Groningen, Hollandia

Célkitlizés: A kissejtes tiddrak (SCLC) szisztémas kezelésében nem tortént elérelépés az
elmult harom évtizedben. Az SCLC kbézelmultban leirt molekularis altipusainak vizsgalata U
személyre szabott kezelések kifejlesztéséhez vezethet.

Anyag és moédszer: A kiilonb6zé alcsoportok klinikai relevanciajanak és prognosztikai
értékének vizsgalatdahoz dsszesen 388, miitétileg kezelt SCLC beteg klinikopatologiai adatait
és szOvettani mintait elemeztiik immunhisztokémiai vizsgalatokkal. Tovabba, Uj altipus-
specifikus terapias célpontok és diagnosztikus markerek azonositasa céljabol
tanulmanyoztuk 26 SCLC sejtvonal fellluszo frakcidjanak és sejtpelletjiének
fehérjeexpresszids mintazatat proteomikai modszerekkel.

Eredmények: Igazoltuk az SCLC-A, SCLC-N, és SCLC-P alcsoportok jelenlétét miitéti
mintakon, valamint kimutattunk egy negyedik — SCLC-AN — és egy 6tddik — négyszeresen
negativ — alcsoportot. A magas ASCL1 expresszio rossz, mig a magas POU2F3 expresszié
j6 prognozissal tarsult univarians modelliinkben. A tébbvaltozés Cox-regresszios modell
alapjan a magas ASCL1 expresszio fliggetlen negativ prognosztikai tényezének is bizonyult
(p=0,03). Proteomikai elemzéseink soran tdbb mint 8500 fehérjét azonositottunk
sejtvonalanként. A fehérjeexpressziés mintazatuk alapjan a négy molekularis alcsoport
egyértelmien elkuldnithetd volt egymastdl és ezen alcsoportok kildnb6z6é neuroendokrin,
illetve epitelialis-mezenchimalis jellegzetességekkel rendelkeztek. Osszesen 367 altipus-
specifikus fehérjét észleltiink, melyek alul- vagy felllexpresszaltak voltak egy-egy altipusban.
A magas POU2F3 fehérjeexpresszioval rendelkez sejtvonalak érzékenynek bizonyultak a
platina-alapu kemoterapias szerekkel szemben, mig az emelkedett YAP1 fehérjeexpresszio
platina-rezisztenciaval tarsult. A szubtipus-specifikus fehérjék szintje befolyasolta a célzott
terapias agensekkel szembeni érzékenységet is.

Kovetkeztetések: Az SCLC kilonb6zé altipusokba sorolhaté az ASCL1, a NEUROD1,
valamint a POU2F3 expresszids profiljanak fliggvényében. Egyes altipus-specifikus
markerek prognosztikai értékkel is birnak, valamint fehérje-szintli expressziéjuk 6sszefiigg
bizonyos kemoterapias- és a célzott terapias szerek in vitro hatékonysagaval.
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A RAS JELATVITEL A CELKERESZTBEN: A SEJTMEMBRANTOL AZ
ATTETKEPZESIG

Hegediis Balazs'?

' Semmelweis Egyetem, Il. Patologiai Intézet, Budapest
2 Universitat Duisburg-Essen, Ruhrlandklinik, Essen, Németorszag

A RAS jelpalya kiemelkedd onkoldgiai jelent6ségének legjobb bizonyitéka, hogy a
leggyakoribb es legrosszabb prognézisu daganatokban szamos onkogén mutacié fordul el
vagy magukban a Ras fehérjékben vagy a miikddésliket szabalyoz6 molekulakban
(epidermalis ndévekedési faktor, neurofibromin) vagy a RAS &ltal szabalyozott fehérjekben
(BRAF, MEK). A jelen dsszefoglaléban bemutatjuk a KRAS es EGFR mutaciok
szubtipusainak klinikai jelentéségét a tudé adenokarcinomakban. Emellett kitériink a RAS és
mas kis G-fehérjék membran lokalizaciojat befolyasold kezelések hatasara mind preklinikai
es klinikai vizsgalatainkban. Végul pedig bemutatjuk a jelpalya onkogén mutacidinak a direkt
gatlasat es az a priori vagy szerzett rezisztencia kikliszobdlésére tett eréfeszitéseket.
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AZ EGF RECEPTOR VALTOZATAINAK MEGJELENESE ES AZOK HATASA A
CELZOTT TERAPIAKRA FEJ-NYAKI DAGANATOKBAN

Toévari Jozsef

Kisérletes Farmakoldgiai Osztaly, Orszagos Onkoldgiai Intézet, Budapest

A fej-nyaki laphamsejtes karcindma (HNSCC) hazankban a 3. leggyakoribb malignus daganat
infekcié. A daganatokban expresszalddd epidermalis ndvekedési faktor receptornak (EGFR)
kitlintetett szerepet tulajdonitanak a progressziéban és terapiaban. Azonban a célzott EGFR-
ellenes kezelések gyakran hatastalanok, amelyek hatterében tdbbféle ok is sejtheté:
expresszios kuldnbségek, valamint genetikai eltérések a receptorban.

.....

vizsgalatat, valamint ezek lehetséges hatasait az anti-EGFR terapiakban sejtes- és kisérletes
daganatmodellekben, valamint klinikai mintakban.

Vizsgalatainkba HNSCC sejtvonalakat, kilénb6z6 lokalizaciéju daganatmintakat, valamint 117
EPF (Erbitux-Platinum-5FU) terapiaban részerilt beteg patoldégiai mintait vontuk be.
Meghataroztuk az EGFR fehérje expresszidjat, vizsgaltuk a tirozin-kinaz (TK) domain, valamint
az R521K és az EGFRUVIII variansok megjelenését. In vitro és in vivo teszteltink kilénb6z6
EGFR-, vagy annak szignalutjaban talalhaté molekula ellenes vegydiletet. In vitro vizsgaltuk az
antitest-fliggd citotoxicitas (ADCC) lehetséges szerepét a cetuximab terapiaban, valamint a
klinikai anyagban is meghataroztuk az ADCC-ben szerepet jatszé immunsejtek eloszlasat.

A lokalizaco flggvényében az EGFR-expresszié nagyfoku heterogenitast mutat, amely
korrelal a progndzissal. HPV jelenlétét az oralis régidban, génamplifikacid tulnyomorészt a
hypopharynxban volt kimutathaté. TK domain- és vlll mutacié elvétve fordult el6. és nem
talaltunk RAS mutaciot sem a mintakban. Egyedil az R521K polimorfizmus megjelenése volt
szamottev®, amely expresszidja a kisérletes daganatokban korrelalt a tumorok cetuximab
rezisztenciajaval és az ADCC-vel, de a klinikai mintakban ezt nem lehetett kimutatni.
Ugyanakkor kisérletesen a cetuximab-rezisztens tumor TK-inhibitorral és cMET gatléval
kezelhetd volt.

Eredményeink felvetik az EGFR-R521K polimorfizmus jelentéségét, ami akar markere is
lehetne a cetuximab terapia tervezésének.

A fenti eredmények az NKFIH K116295 sz. kutatasi palyazat tamogatasaval készliltek.
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MYELOMA MULTIPLEX PROGRESSZIOJA ES DISSZEMINACIOJA A CITOTOXIKUS
IMMUNVALASZ KAROSODASAVAL JAR EGERBEN

Kellermayer Zoltan'
Natalie Papazian', Madelon M. E. de Jong', Cathelijne Fokkema', Sabrin Tahri', Chelsea
Den Hollander', Pieter Sonneveld’, Tom Cupedo’

"Department of Hematology, Erasmus MC, Rotterdam, The Netherlands

Bevezetés

Myeloma multiplex (MM) egy gyogyithatatlan plazma sejtes tumor. A tumor progressziojat és
relapszusat befolyasold tényez6k pontos ismerete elengedhetetlen az Uj célzott terapiak
kialakitdsahoz. Ennek ellenére nem ismert részleteiben, hogy melyek a hatékony myeloma-
ellenes immunvalasz kialakitdsaban fontos szerepet jatszo sejtes és molekularis elemek.
Munkankban egy egér tumor-transzfer MM modellben vizsgaltuk az immunvalasz szerepét
myeloma kialakulasaban és progresszidjaban.

Eredmények

C57BI/6 egereknek 106 5TGM1-GFP egér myeloma sejtet adtunk intravénasan. A tumor
kialakulasat heti szérum M-protein méréssel kdvettik. 21 nappal a tumorsejtek transzfere
utan az egerek 61%-aban alakult ki tumor. A tumoros allatok 73%-aban kisméreti
(“mérsékelt”) tumor, 27%-aban pedig nagymértéki tumort észleltiink. Lép érintettség 18%-
ban fordult el6. Hosszabb kdvetési idd soran valtozatlan tumor eléfordulds (59%) mellett
alacsonyabb mérsékelt tumor (29%) és magasabb nagymértékl tumor (71%) aranyokat
észleltlnk.

Egy-sejt RNS szekvenalassal és aramlasi citometriaval a mérsékelt tumorral rendelkezé
allatokban egy aktivabb NK sejt és citotoxikus T sejt profilt észleltlink, és mindkét seijttipus
fokozott IFNy szignalizaciét mutatott. Nagyméretl tumorral rendelkezdé egerekben
alacsonyabb volt az aktivalt NK sejtek szama, mig a citotoxikus T sejtek csokkenését a lép
érintettsége esetén észleltiik. IFNy neutralizalas hatasara emelkedett a tumor eléfordulasa
(82%), a nagyméreti tumor aranya (56%), és a lép érintettség is (56%).

Megbeszélés

Jelen eredményeink arra utalnak, hogy MM progresszidja soran egy kisérleti modellben mind
a veleszuletett, mind az adaptivimmunvalasz karosodik. A tumor beadasa egy kezdeti
hatékony citoxikus immunvalaszt indukal, mely idével karosodhat és igy a tumor terjedését
teszi lehetdvé. A jovbben ezzel az allatmodellel vizsgalhatjuk, hogy milyen mechanizmussal
karosodik myelomaban a hatékony immunvalasz.

Roviditések
GFP z06ld fluoreszcens protein
IFNy interferon gamma

MM myeloma multiplex



51. MEMBRA[\I-TRANSZPORT KONFERENCIA
ELOADAS ABSZTRAKTOK



51. MEMBRAN-TRANSZPORT KONFERENCIA
ELOADAS ABSZTRAKTOK

MULTIPLEX IMMUNOPHENOTYPING BY SINGLE-CELL MASS CYTOMETRY IN
CHRONIC INFLAMMATORY CONDITIONS

Gabor J. Szebeni'?3, Jozsef A. Balog'*, Patricia Neuperger'#, Nikolett Gémes'*, Enikd
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% Department of Surgery, University of Szeged, Szeged
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High resolution measurement characterizing the large number of cellular features is in the
focus of recent cell biological research. To achieve these goals single cell mass cytometry
(SCMC) combines advantages of the single cell resolution of fluorescence-based flow
cytometry with the multiplexicity of inductively coupled plasma-mass spectrometry. Extensive
mapping of signaling networks in single cells, surface receptor quantification is achieved by
SCMC. Our group applies SCMC to monitor chronic inflammatory conditions from the spectra
of immunoregulatory diseases from tolerance (cancer) to systemic autoimmune diseases.

Among the first groups we have developed SCMC panel for adenocarcinoma cells and
showed the advantages of three-dimensional cultures or revealed intratumor heterogeneity
with the first report on the expression of TMEM45A in human lung adenocarcinoma. We
adopted mass cytometry to analyze the single cell drug response of primary acute myeloid
leukemia to our patented imidazole pyrazole carboxamide. Using SCMC, we have shown the
immunomodulatory role of low-dose cisplatin in a murine model of breast cancer. Our group
was the first to develop SCMC panel for Drosophila hemocytes. Our results revealed SCMC
profile of innate immune cells with tumor suppressor deficiency or cancer driver mutation
relevant for human genes. We developed custom SCMC panel for the multiple comparison of
rheumatoid arthritis, systemic scleroderma and systemic lupus erythematosus-derived
PBMCs.

Molecular profiling and integration of multi-omics data prospectively is a novel approach to
stratify patients with clinically heterogeneous diseases. Our approach could identify novel
candidates of the molecular basis of the disbalance in the regulation of immune homeostasis.

Funding: 2020-1.1.6-JOVO-2021-00003
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SPATIAL BIOLOGY IN DIFFERENTIAL TUMOR DIAGNOSTICS AND THE ROLE OF 3D
BIOPRINTING

Judit E Pongracz

Department of Pharmaceutical Biotechnology, Faculty of Pharmacy, University of Pecs,
Pecs, Hungary

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is frequently diagnosed at an advanced disease stage
resulting in limited treatment options, poor prognosis, and unacceptably high mortality.
Despite modern treatment modalities, palliative chemotherapy is recommended to patients
from disease stages IlIA or above. Although regularly improved international guidelines exist,
the individual decision is important and is based on the patient’s overall health status, tumor
parameters and the potential risk/benefit of the selected therapy. The individual therapy
response, however, remains hard to predict.

Meticulous collection of clinical data and tumor information accumulated by spatial biology
techniques as well as 3D tissue cultures started to reveal a more accurate picture identifying
markers for personalized clinical decision making.
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3D SZOVETNYOMTATAS A PRE-KLINIKAI KUTATASOKBAN ES A
DIAGNOSZTIKABAN

Veréb Zoltan'

Szegedi Tudomanyegyetem, Regenerativ Medicina és Cellularis Farmakologiai Kutato
Laboratérium, Bérgydgyaszati és Allergolégiai Klinika, Szeged

A gyogyszer kutatas-fejlesztés egyik legfontosabb eleme, hogy a potencialis hatéanyag,
gyoégyszermolekula hatékonysagat, esetleges toxikoldgiai tulajdonsagait még a Kklinikai
vizsgalatok el6tt meghatarozzak. Ez egyre inkabb elbtérbe kerul, az allatkisérletekre
vonatkoz6 jogi és etikai szabalyozasok valtozasaval, ugyanakkor nagy kihivas elé néz az in
vitro-in vivo korrelaciok javitasara megjelend igények és Uj technoldégiak miatt.

A konvencionalis sejtkulturakon végzett vizsgalatok nem modellezik pontosan az in vivo
korulményeket, a gyodgyszerek metabolizmusa, hatasmechanizmusa és toxicitasa
megvaltozhat a sejtek biokémiai tulajdonsagaival egyetemben. Kiilénésen igaz ez a
tumorsejtek esetében. Erre nyujthat megoldast a haromdimenzids rendszerek hasznalata,
mint a hidrogél-sejtkultirak, spheroid rendszerek és a (3D) szévetnyomtatas, mely utébbi
alkalmas olyan szdvet és szerv modellek |étrehozasara, melyek megkdzelitik az eredeti
szovetek térbeli szerkezetét és biokémiai tulajdonsagait is. Az igy eléallitott mesterséges
szOvetek az eddigi vizsgalatok alapjan jobb és az in vivo kérilményeket megkozelitd
eredményeket produkaltak 6sszehasonlitva a hagyomanyos 2D rendszerekkel. A tumorsejtek
életképessége ndvelhetd, felhasznalhaték a pre-klinikai vizsgalatokban, modern high-
throughput mérésekben, lab on a chip, organ on a chip rendszerekben is.

Az években megjelentek a 3D nyomtatott bér, vese, sziv, tid8, tumor modellek és meg
kell emliteniink a bizonyos betegségtipusra jellemzd sejteket tartalmazo ,betegségmodell
szoveteket” is. Fontos kiemelni, hogy a mesterséges szovetek létrehozasa még nem
standardizalt folyamat, a szdvet strukturaja nagyban fligg a nyomtatas technolégiajatol, a
szovetben talalhaté sejttipusoktél és az alkalmazott bioscaffoldoktdl is. A 3D nyomtatas
azonban bizonyosan forradalmasitja a gyogyszerkutatas és a diagnosztika tertletét, hiszen az
elsdé mesterséges szoéveteket mar klinikai vizsgalatokban is tesztelték és évek 6ta forgalomban
vannak mar a 3D nyomtatassal eléallitott gydgyszerek is.
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3D BIOPRINTED TUMOR MODELS IN METABOLIC ADAPTATION STUDIES

Anna Sebestyén, Titanilla Dankd, Daniel Sztankovics, Dorottya Moldvai, Regina Raffay,
Gabor Petbvari

Semmelweis University, Pathology and Experimental Cancer Research

Studying tumor progression including alterations related to the developing therapy resistance
is not simple, especially in in vitro model systems. Dynamic changes in tumor
microenvironment and tumor heterogeneity influence tumor evolution, it is difficult to model
these phenomena in traditional 2D cell culture and even in in vivo experiments. Our research
group studies the metabolic heterogeneity of tumor tissue, the metabolic plasticity of tumor
cells and their targetable options in in vitro and in vivo, as well. For these works 3D
bioprinting oftumor cells and bioprinted long-living tissue models have been established in
our laboratory.

Adapting different bioinks and methods tumor cell growth (in vitro proliferation assays),
morphological changes (tissue blocks, pathomorphology studies and confocal microscopy),
biochemical and bioenergetic alterations (MS and protein expression studies) were studied in
bioprinted tissue mimetic in vitro cultured structures, traditional 2D cell, hanging drop,
spheroid gel cultures. The metabolic enzyme expression profile (Western blot, WeS Simple,
immunostainings) and the drug sensitivity and long-term treatment possibilities were also
analyzed. Additionally, the results especially 3D bioprinted model characteristics, were
compared to in vivo xenograft models.

The 3D bioprinted rafts can grow cell-type dependently (breast, kidney, lung, colon
carcinoma cell lines and glioma cell were tested) for 2-3 weeks, therefore, these cultures are
suitable to test long-term treatments with metabolic and other growth inhibitors, as well.
Based on our in vivo metabolic expression and doxorubicin/cisplatin sensitivity studies, 3D
bioprinted models represent a better the in vivo situation. Accordinly these are comparable
with the in vivo expression changes and toxicity results.

Regarding to these observations, 3D bioprinted models can be suggested in future tumor
progression and drug sensitivity tests, antitumor substance preselection and toxicity
experiments.

Supports: NKFIH-FK128404; ED_17-1-2017-0009

Abbreviations: 2D — two dimensional, 3D — three dimensional, MS — mass spetrometry



