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Millipore.

Preparation, Separation,
Filtration & Monitoring Products

cell culturing, evolved

Tools that streamline workflows for consistent cell culture

Spend lots of time in the cell culture lab? Our newest instruments are designed to standardize cell culture
methods, yield objective data, and enhance lab efficiency. Find out how the latest technology can help improve
cell culture consistency, leading to more-accurate, reliable results.

Millicell® DCI Digital Cell Imager

Measure and assess your cell cultures with ease. The Millicell® DCI Digital

Cell Imager provides quick, objective determination of common cell culture
parameters. Conserve sample with in-vessel measurement. Track and record
cell culture data. Analyze growth trends with instant access to historical results.

e Confluency determination

o Estimated cell counts

e Hemocytometer or in-vessel measurement

e Adherent cell, spheroid, and organoid cultures

e Optional web-based cloud service for data storage and analysis

For more information, visit MillicelIDCI.com

Scepter™ 3.0 Automated Cell Counter \

From monitoring cell population during growth to normalizing cell density, simplify cell counting with an
automated, ergonomic, handheld device - without leaving the culture hood. The Scepter™ 3.0 instrument
is the next generation in cell counting:

* Precise cell counts in < 30 seconds

e Convenient, handheld format

e Coulter-based accuracy

* No sample prep, dedicated reagents, or hazardous dyes
e Wirelessly transfer results

For more information, visit SigmaAldrich.com/Scepter

Elérhetdségiink:

Merck Life Science Kft.

Oktdéber huszonharmadika utca 6-10., 1117 Budapest
rendeles@merckgroup.com, +36 1 463-8100

© 2022 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiiates. All Rights Reserved. Merck, the vibrant M and Millipore

are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany or its affiiates. All other trademarks are the property of their
respective owners. Detailed information on trademarks is available via publicly accessible resources.
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L 1972.  Tihany  Gdrdos Gyorgy, Saldnki Jdnos, Somogyi Jénos
1. 1973.  Tihany  Somogyi Jdnos és munkatdrsai
I11. 1973.  Tihany  Somogyi Jdnos és munkatdrsai
IV. 1974.  Tihany  Somogyi Jdnos és munkatdrsai
V. 1975.  Tihany  Somogyi Jinos és munkatdrsai
VI 1976.  Tihany  Karvaly Béla és munkatdrsai
VIIL. 1977.  Simeg  Somogyi Jdnos és munkatdrsai
VIII. 1978.  Siimeg  Somogyi Jdnos és munkatdrsai
IX. 1979.  Siimeg  Somogyi Jdnos és munkatdrsai
X. 1980.  Siimeg  Somogyi Jdnos és munkatdrsai
XI. 1981.  Siimeg  Somogyi Jdnos és munkatdrsai
XII. 1982.  Siimeg  Szolldr Lajos és munkatdrsai
XIII. 1983.  Siimeg  Szolldr Lajos és munkatdrsai
XIV. 1984.  Siimeg  Szolldr Lajos és munkatdrsai
XV. 1985. Siimeg Szolldr Lajos és munkatdrsai
XVI. 1986. Siimeg Szolldr Lajos és munkatdrsai
XVII. 1987.  Siimeg  Kovidcs Tibor és munkatdrsai
XVIII. 1988.  Siimeg  Fischer Emil és munkatdrsai
XIX. 1989. Siimeg  Koteles Gyorgy és munkatdrsai
XX. 1990. Siimeg  Nagy Zsolt és munkatdrsai
XXI. 1991.  Siimeg  Szelényi Judit és munkatdrsai
XXII. 1992.  Siimeg  Szolldr Lajos és munkatdrsai
XXIII. 1993. Siimeg Kovér Gyorgy és munkatdrsai
XXIV. 1994.  Siimeg  Somogyi Béla és munkatdrsai
XXV. 1995.  Siimeg  Erdei Ldszl és munkatdrsai
XXVI. 1996.  Siimeg  Mddis Liszlé és munkatdrsai
XXVII. 1997.  Siimeg  Somogyi Jdnos és munkatdrsai
XXVIII. 1998.  Siimeg  Németh Péter és munkatdrsai
XXIX. 1999.  Siimeg  Dux Ldszlé és munkatdrsai
XXX. 2000.  Siimeg  Kovics Liszlé és munkatdrsai
XXXI. 2001.  Siimeg  Torok Tamds és munkatdrsai
XXXII. 2002.  Siimeg  Kellermayer Miklds és munkatdrsai

XXXIII. 2003.  Siimeg  Maderspach Katalin és Erdei Ldszl6
XXXIV. 2004. Siimeg  Mityus Liszlé

XXXV. 2005.  Siimeg  Timdr Jézsef

XXXVI. 2006.  Siimeg  Németh Péter és Berki Timea
XXXVIL. 2007.  Siimeg  Bérczi Alajos és Szalontai Baldzs
XXXVIIIL. 2008.  Siimeg  FErdédi Ferenc és Gergely Pil
XXXIX. 2009. Siimeg  Banhegyi Gdbor

XL. 2010.  Siimeg  Siimegi Baldzs

XLI. 2011.  Siimeg  Kirizbai Istvan és Deli Mdria
XLII. 2012.  Siimeg  Panyi Gyédrgy

XLIIIL. 2013.  Siimeg  if]. Kellermayer Miklés és Heged(is Tamds
XLIV. 2014.  Siimeg  Nyitrai Miklds

XLV. 2015.  Siimeg  To6rok Zsolt

XLVI. 2016.  Siimeg  Biré Tamds

XLVII. 2017.  Siimeg  Tretter Ldszld

XLVIII. 2018.  Siimeg iff. Gallyas Ferenc

XLIX. 2019.  Siimeg  Téth Szilvia Zita

L. 2021.  Siimeg  Nagy DPéter

LI 2022.  Simeg  Tévari Jézsef
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Orskos Tiszteletbeli Elnsk: Fischer Emil (Pécs/Gyégyszertan)
Ugyvezet$ Elnok: Németh Péter (Pécs, Immunoldgia)
Titkdr: Molndr Mikl6s (Budapest/Kérélettan)

Tagok:

Berki Timea (Pécs/Immunolégia)
Bérczy Alajos (Szeged/Biofizika)

Deli Mdria (Szeged/ MTA Biofizika)
Erdei Lészlé (Szeged/Novényélettan)
Erdédi Ferenc (Debrecen/Biokémia)
If). Kellermayer Miklés (Budapest/Biofizika)
Margittai Eva (Budapest/Gyégyszertan)
Szollér Lajos (Budapest/Kérélettan)
Szondy Zsuzsa (Debrecen/ Biokémia)
Timér Jézsef (Budapest/Patolégia)
Tretter Laszl6 (Budapest/Biokémia)

A Konferencia helyszine:
Hotel Kapitdny - 8330 Stimeg, Téth Tivadar u. 19.

A Konferencia szervezdje:
Remedicon Kft. - 1036 Budapest, Galagonya u. 7.
Tel: 06-1-225-0188, Fax: 06-1-225-0189
e-mail: info@remedicon.hu,
www.remedicon.hu — www.remediconline.hu

A konferencia tdimogatdi, kiallitdi:

Auro-Science Kft. Greiner Bio-One Kft.
Biocenter Kft. Life Technologies Kft
Bio-Kasztel Kft. Merck Kft.
Bio-Science Kft. Sarstedt Kft.

Carl Zeiss Technika Kft. Softflow Kft.

Dialab Kft. TS Labor Kft.

Eppendorf Austria GmbH ~ Unicam Mo. Kft.
Frank Diagnosztika Kft.




Koszontd

Kedves Kollégak!

A hagyomdnynak megfeleléen, 2023-ban is mdjus kozepén keriil megrendezésre
Siimegen, az 52. Membran-Transzport Konferencia, mely tovébbra is 6rzi a
multidiszciplindris jelleget, a Gordon-Konferencédk nyitott, parbeszédes formdit
szem el8te tartva. Igy lehetdség van a legviltozatosabb teriileteken természettudo-
ményos kutatdst végzd szakembereknek taldlkozni, egymdstdl tanulni és bardti lég-
korben eszmecserét folytatni.

A konferencidt idén a Pécsi Tudomdnyegyetem két munkacsoportja szerve-
zi, amely kicsit megszabja a f6 témateriileteket, melyek a komplex jeldtviteli
mechanizmusok koré csoportosulnak elsdsorban az immunrendszer és a neurond-
lis rendszer mikddésével kapcsolatban. Lesz sz6 a membrén-transzporter fehérjék
szerkezetérdl, funkcibirdl, a membrdn lipid raftjainak szerepérél és befolydsoldsi
lehetéségeirdl, de organogenezisrdl és az immunrendszer sejtjeiben zajlé jeldcviteli
folyamatokrdl is. Virjuk a biofizika, biokémia, genetika, élettan onkoldgia gydgy-
szertudomdny és elméleti orvostudomdnyi kutatdsi eredményeket bemutaté abszt-
raktokat, melyek kapcsolédnak a membrdn miikodéséhez, az abban zajlé jeldtviteli
ttvonalakhoz melyek megvaltoztatjék a sejtek funkcidit, talélésiiket vagy pusztuld-
sukat okozva.

A kutatécsoportok vezetSinek referitum-szerti nagyel6addsai mellett, mindig
sz6t kapnak a fiatalok is, akik koziil a bemutatott poszterek alapjin el6addsokat
valogatunk. Annak érdekében, hogy még nagyobb figyelmet kapjanak a fiatalok,
felkériink minden poszter bemutatét, hogy a délutdni poszter szekcié ideje alatt 5
percben demonstrélja el munkdjit. Az utolsé napon a bizottsdg dltal kivdlasztott
legjobb poszterek eléadds formdjdban is bemutatdsra keriilnek.

Felhivjuk a fiatalok figyelmét a Romhdnyi Gyorgy Palydzati lehetdségre, mely
absztrakt beadds esetén a részvételi dijat tdmogatja, valamint a Kovics Tibor Dij
palydzatra.

A tudomdnyos programok hatékonysdgit és sikerét a helyszin, a Hotel Kapitdny
vardzslatos atmoszférdja és a Remedicon Kft munkatdrsainak nagyszer(i szervezd
munkdja, valamint a kidllitoknak és szponzoroknak nagylelkd tdmogatdsa teszi le-
hetdvé.

A szervezbizottsig nevében:

Dr. Berki Timea
Pécsi Tudomdnyegyetem,
Immunoldégiai és Biotechnoldgiai Intézet
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PROGRAM
2023. mdjus 16., kedd
13:00-17:00  Regisztricio
17:00-17:10  Unnepélyes megnyité

Németh Péter, Berki Timea

17:10-17:50

Rombhdnyi dij dtaddsa és a dijazott el8addsa

Tretter Laszl6

Semmelweis Egyetem, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai
Intézet, Orvosi Biokémiai Tanszék

WALTZ AROUND THE CYCLE. A CITRATKOR
A BIOKEMIA HAMLET]JE

17:50-18:30

KOVACS TIBOR DIJAK ATADASA ES A
DIJAZOTTAK ELOADASA

Parveen Akhtar

Institute of Plant Biology, Biological Research Centre,
Szeged

ENERGY SPILLOVER BETWEEN
PHOTOSYSTEMS II AND I IN NATIVE AND
RECONSTITUTED MODEL MEMBRANES OF
CYANOBACTERIA

Zikany Florina

Debreceni Egyetem AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet
A VEKLURY® (REMDESIVIR) FORMULACIOK
CIKLODEXTRIN TARTALMUK REVEN
GATOLJAK A SARS-COV-2 TUSKEFEHERJEK
ACE2 KOTESET ES FELVETELET

18:30-18:45

Kialliték koszontése

18:45-21:00

Vacsora a hotelben




Tudomdnyos program
2023. mdjus 17., szerda

08:30-10:35 1. szekcié: Membrén transzporter fehérjék szerkezete
és funkci6ja
Uléselnk: Hetényi Csaba, PTE AOK

08:30-08:55  Panyi Gyorgy
Debreceni Egyetem, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézer
MOLEKULARIS ATRENDEZODESEK AZ S6
HELIXBEN A SHAKER-IR KALIUMCSATORNA
LASSU INAKTIVACIOJA SORAN

08:55-09:15  Tusnddy Gébor
Természettudomdnyi Kutatékozpont, Enzgimoldgiai Inté-
zet, Budapest
TMALPHAFOLD ADATBAZIS: AZ ALPHA-
FOLD2 ALTAL BECSULT TRANSZMEMBRAN
FEHERJE SZERKEZETEK ERTEKELESE

09:15-09:35 Hegediis Tamds
Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet,
Budapest
A SARS COV-2 E FEHERJE ES A HUMAN SERCA
PUMPA MOLEKULARIS KOLCSONHATASAI

09:35-09:55  Enyedi Agnes
Semmelweis Egyetem, Transzfuzioldgia Tanszék, Budapest
A PMCA4B Ca’> TRANSZPORTER ES A
BASIGIN FEHERJE KOMPLEX SZEREPE A
SEJTPOLARIZACIO SZABALYOZASABAN

09:55-10:15  Krajcsi Péter
Semmelweis Egyetem, Egészségtudomdnyi Kar, Budapest
MEMBRAN TRANSZPORTER-KUTATAS
GYOGYSZERHATOSAGI KORNYEZETBEN

10:15-10:35  Zsidé Baldzs Zoltin
Pécsi Tudomdnyegyetem, AOK, Farmakoldgiai és
Farmakoterdpiai Intézet, Farmakoinformatikai Tanszék
AZ ADAMANTAN TIPUSU VEGYULETEK
KOTODESI MECHANIZMUSA A SARS-COV-2
IONCSATORNAJAHOZ

10:35-11:00 Kdvésziinet
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11:00-12:40 II. szekci6: A lipid kornyezet receptoraktiviciét befolydsolé
hatdsa
Uléselnikik: Széke Eva, PTE AOK
és Toth Istvan Baldzs, DE AOK

11:00-11:20  Sdntha Péter
Szegedi Tudomdnyegyetem, SZAOK Elettani Intézet
A MEMBRAN GANGLIOZIDOK SZEREPE A
NOCICEPTIV PRIMER AFFERENS NEURONOK
MUKODESEBEN

11:20-11:40  Varga Zoltin
Debreceni Egyetem, AOK; Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet
A KOLESZTERIN MEMBRANFEHERJEKRE
KIFEJTETETT KOZVETLEN ES KOZVETETT
HATASAI

11:40-12:00  Zékény Florina
Debreceni Egyetem AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai
Intézet
CIKLODEXTRINEK: EGYSZERU VIVO-
ANYAGOK VAGY TERAPIAS POTENCIALLAL
BIRO AKTIV VEGYULETEK?

12:00-12:20  Nehr-Majoros Andrea
PTE AOK Farmakoldgiai és Farmakoterdpiai Intézet,
Farmakoinformatikai Tanszék
CIKLODEXTRIN SZARMAZEKOK HATASA
A TRANZIENS RECEPTOR POTENCIAL
IONCSATORNAAKTIVACIORA
ES MITOKONDRIALIS AKTIVACIORA

12:20-12:40  Téth Istvin Baldzs
Debreceni Egyetem, AOK, Elettani Intézet
FOSZFOINOZITOLOK SZEREPE A TRPM3
IONCSATORNA AKTIVACIOJABAN

12:45-13:45  Ebédsziinet
14:00-16:00 POSZTER SZEKCIO 1.

(pératlan szdm1 poszterek bemutatdsa)

17:00-19:00  Piispoki Palota ldtogatdsa a Palota Pince borainak kdstoldsdval.
(Siimeg, Szent Istvin tér 8.)

19:00-21:00  Biifévacsora a Hotel Kapitinyban




Tudomdnyos program

2023. majus 18., csiitértok

8:30-10:10

III. szekcié: Anorganikus anyagok és membran miikodés
Uléselnokik: Gallyas Ferenc PTE AOK
és Sipos Katalin PTE, GyTK

08:30-08:50

Sipos Katalin

Pécsi Tudomdnyegyetem, GYTK, Gydgyszerészi Bioldgiai
Tanszék

AZ SH-SY5Y NEUROBLASTOMA SEJTEK

VAS METABOLIZMUSANAK VALTOZASA
KULONBOZO KEZELESEK HATASARA

08:50-09:10

Erdélyi Katalin

Orszdgos Onkoldgiai Intézet, Budapest
TRANSSZULFURACIO JELENTOSEGE
TRIPLE-NEGATTV EMLOTUMOROK
PROGRESSZIOJABAN

09:10-09:30

Hajdindk Péter

Budapesti Miiszaki és Gazdasdgtudomdnyi Egyetem,
Alkalmazott Biotechnoldgia és E[e[miszertudomd’nyi
Tanszék

HOGYAN LESZ A VASBOL ROSDA

09:30-09:50

Gallyas Ferenc

Pécsi Tudomdnyegyetem, AOK, Biokémiai és Orvosi
Kémiai Intézet

GAZOTRANSZMITTEREK BIOLOGIAI
RENDSZEREKBEN

09:50-10:10

Gaszler Péter

Pécsi Tudomdnyegyetem, AOK, Biofizikai Intézet
SZERKEZET-FUNKCIO KOORDINACIO
GELSOLIN HOMOLOGIA DOMEN
FEHERJEKBEN: A KALCIUM SZEREPE

10:10-10:40

Kdvésziinet
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10:40-12:20

IV. szekcié: Szovetfejlédés, regenericié
Uléselnikik: Balogh Péter PTE AOK
és Szondy Zsuzsanna DE AOK

10:40-11:00

Engelmann Péter

Pécsi Tudomdnyegyetem, AOK, Immunologiai és

Biotechnoldgiai Intézer

AZ EISENIA ANDREI BETA-CATENIN 20
HOMOLOG SZEREPE AZ EMBRIOGENEZIS-

BEN, SZOVETI REGENERACIOBAN ES AZ
ANTIMIKROBIALIS IMMUNITASBAN

11:00-11:20

Apéti Agota

Természettudomdnyi Kutatdkiozpont, Enzimoldgiai Intézer,

Budapest ) ) 2 1
KARDIOVASZKULARIS BETEGSEGEK

PLURIPOTENS OSSEJT-ALAPU MODELLEZESE

11:20-11:40

Nagy Ndndor

Semmelweis Egyetem, AOK, Anatémiai, Szovet és

Fejlodéstani Intézet, Budapest

A BELIDEGRENDSZERT KEPZO 2 2
IDEGI OSSEJTEK KARAKTERIZALASA
TRANSZKRIPTOMIKAI ES

EMBRYOMANIPULACIOS MODSZEREKKEL

11:40-12:00

Jakus Zoltin

Semmelweis Egyetem, AOK, Elettani Intézet, Budapest

A SZERVSPECIFIKUS NYIROKER-NOVEKEDES 23
ES FUNKCIO MODULALASA NUKLEOZID-
MODOSITOTT MRNS-EK SEGITSEGEVEL

12:00-12:20

Balogh Péter

Pécsi Tudomdnyegyetem, AOK, Immunolégiai és

Biotechnoldgiai Intézet

A PERIFERIAS NYIROKSZOVETEK 24
ERMINTAZAT-SPECIALIZACIOJA, MINT

A SZOVET-SPECIFIKUS IMMUNOLOGIAI

FUNKCIO MEGHATAROZOJA

12:30-13:30

Ebédsziinet




Tudomdnyos program

13:30-15:10

V. szekcié: Jeldtviteli folyamatok zavarai az immunrendszer
miikodésében

Uléselnikik: Berki Timea, PTE AOK

és Szondy Zsuzsa, DE AOK

13:30-13:50

Koncz Gibor

Debreceni Egyetem, AOK, Immunoldgiai Intézet

A SZABALYOZOTT NEKROTIKUS SEJTHALAL
FOLYAMATOK SZEREPE A GYULLADAS
SZABALYOZASABAN

13:50-14:10

Madzlé Anett

Debreceni Egyetem, AOK, Immunoldgiai Intézet

A SZABALYOZOTT SEJTHALAL
FOLYAMATOK HATASA AZ IMMUNVALASZ
POLARIZACIOJARA

14:10-14:30

Szondy Zsuzsa

Debreceni Egyetem, FOK, Fogorvosi Biokémiai
Nemondlls Tanszék

AZ ELHALT SEJTEK ELTAKARITASANAK
SZEREPE A REGENERATIV GYULLADAS
SZABALYOZASABAN

14:30-14:50

Boldizsar Ferenc

Péesi Tudomdnyegyetem, AOK, Immunoldgiai és
Biotechnoldgiai Intézet

JELATVITELI UTVONALAK SZABALYOZASI
ZAVARAI RA-BAN

14:50-15:10

Timdr Jézsef

Semmelweis Egyetem, Patoldgiai, Igazsdgiigyi és
Biztositdsi Orvostani Intézete, Budapest

A ROSSZINDULATU DAGANATOK
FENOTIPUSANAK PLASZTICITASA ES AZ
IMMUNOGEN MIMIKRI JELENSEGE

15:15-17:00

POSZTER SZEKCIO II.

(pdros szam1 poszterek bemutatdsa)

19:30-24:00

Giélavacsora zenével

Kézben: Poszter dijak kihirdetése
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2023. méjus 19., péntek

10:00-11:30 IV. szekcié: Fiatalok féruma

Dijnyertes poszterek eléaddsa

11:30-12:00 A konferencia zardsa
Németh Péter

Meghivés a 2024-es konferencidra




Eloaclasok




52 MEMBRAN-TRANSZPORT KONFERENCIA

WALTZ AROUND THE CYCLE. A CITRATKOR A BIOKEMIA
HAMLETJE

1 Tretter Ldszlé
Semmelweis Egyetem, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet, Orvosi
Biokémiai Tanszék

A citrtkor az a folyamat, amelyrdl minden magyar természettudomdnyos alap-
miiveltséggel rendelkezd tudja, hogy létezik, és 6sszekapesolja Szent-Gyorgyi Al-
berttel. A citrdtkor az intermedier anyageserének valdszintileg a legfontosabb cso-
mépontja. A citrdtkorrel foglalkozé tudomanyos miivek és interpretdciék szima
taldn a Hamlettel kapcsolatos kozlemények szdmat is eléri, de a pontos 6sszeha-
sonlitdst megneheziti, hogy a citrdtkdrnek tobb elnevezése van mint Hamletnek.
Felfedezésében, leirdséban valdszintileg a legfontosabb miszer a manométer volt.
Hans Krebs zsenije dtirta az aritmetikdt ,,4+3-bdl végiil 6 lesz”, posztuldlta, és tény-
leg igy lett. A citrdtkor nyolc ajtajdndl 4ltaldban nagy a tiilekedés, a leszdllok és fel-
szallék tankonyvekbe rendezése t6bb évtizedig is eltartott, igy, bdr a kor a kotelezd
olvasmdnyok sorsdra ldtszott jutni, a 20 évvel kordbbi vizsgatételek felhaszndldsival
nem nagyon lehetett jelest kapni. Evtizedeket vett igénybe a kdr megalkotdsa, majd
ezutdn kutathattuk, hogy szervektdl fiiggéen mi nincs a kdrben. Akinek ennyi jé
kevés, az megtanulhatta, hogy a kor deficiencidi, mutdciéi daganatképzddéshez is
vezetnek. Nemcsak a mitokondriokratiké a kor, mondtik a demokratak, és felfe-
dezték a kor izoenzimeit az extramitokondridlis térben. De, hogy ne fitymaljuk le
eme felfedezést, az izoenzimek rejtett (moonlighting) arcait is megmutattdk. Min-
ket akartok kihagyni — hdborodtak fel a molekuldris bioldgusok, és eléhtztik az
epigenetikdt. A guta lisson meg, vagy infarktust kapjak — hezitdlt akinek eddig nem
osztottak lapot, és belemertilt az iszkémia-reperfuizié és a kor vizsgalataba. Sir Hans
és Szent-Gyorgyi pedig citromos tedt sziircsolgetve olvasgatjék a kozleményeket az

aszkorbinsav és a citrdtkdr kapcsolatdrdl.
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ENERGY SPILLOVER BETWEEN PHOTOSYSTEMS II AND I

IN NATIVE AND RECONSTITUTED MODEL MEMBRANES

OF CYANOBACTERIA

Parveen Akhtar’, Fanny Balog-Vig', Guangye Han?, Jian-Ren Shen®?,
2 Petar H. Lambrev'

!Institute of Plant Biology, Biological Research Centre, Szeged, Hungary

2Photosynthesis Research Center, Key Laboratory of Photobiology, Institute of

Botany, Chinese Academy of Sciences, Beijing, China

IResearch Institute for Interdisciplinary Science, Okayama University,

Okayama, Japan

The light reactions of photosynthesis are carried out by protein complexes in the
thylakoid membranes, such as the two photosystems. In most photosynthetic orga-
nisms, the two photosystems, PSI and PSII, are equipped with separate light-har-
vesting antenna systems, including peripheral light-harvesting complexes whose
abundance, composition and function is dynamically regulated to maintain balan-
ced energy flux to the photochemical reaction centres. Balancing the excitation flux
is facilitated by the physical separation of the two photosystems and their antenna
complexes. It has been argued that the separation of the antenna systems of PSI
and PSII is essential for efficient photosynthesis, because the kinetics of trapping of
excitation energy is much faster in PSI than in PSII and locating the two antenna
systems at short distances would lead to an uncontrolled flow of energy from PSII
to PSI.

Cyanobacteria are one of the primary biomass producers and a biotechnologically
important group of photosynthetic organisms. Cyanobacterial thylakoid memb-
ranes do not separate into appressed and non-appressed regions that enforce strict
spatial separation between the photosystems, as in higher plants. The coexistence
of the two photosystems provides a ground for spillover - excitation energy transfer
from photosystem II to I. Spillover has been considered as a pathway of energy
transport from the phycobilisomes to PSI and may also play a role in state transi-
tions as means to avoid overexcitation of PSII but has not been quantitatively ana-
lysed in cyanobacteria so far. Here we quantify energy spillover from PSII to PSI in
isolated thylakoid membranes of two cyanobacterial species, Thermosynechococ-
cus vulcanus and Synechocystis sp. PCC 6803, by steady-state and time-resolved
fluorescence spectroscopy. We compared two approaches to quantify the spillover
in quantum yield terms: 1) by using reconstituted model membranes with PSI and
PSII as a reference for the relative fluorescence yields of the two photosystems and,
2) by modelling the picosecond fluorescence kinetics of native and reconstituted
membranes. The results show that around 30% of the energy absorbed by PSII is
transferred to PSI in thylakoid membranes of Thermosynechococcus vulcanus and
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around 25% in Synechocystis sp. PCC 6803. Our results show that a significant
fraction of energy absorbed by PSII can be lost by spillover in the cyanobacterial
thylakoid membranes. The study also defines an experimental approach that can
be applied further to evaluate the spillover in intact cells and assess its role in the
light regulation of photosynthesis in cyanobacteria and in other photosynthetic
organisms.

Acknowledgements: The work was supported by grants from the National Re-
search, Development and Innovation Fund (NKFI FK-139067 to PA and 2018-
1.2.1-NKP-2018-00009 to PHL) and the E6tvos Lordnd Research Network (SA-
76/2021 to PA).
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A VEKLURY® (REMDESIVIR) FORMULACIOK
CIKLODEXTRIN TARTALMUK REVEN GATOLJAK A SARS-
COV-2 TUSKEFEHERJEK ACE2 KOTESET ES FELVETELET
3 Zikény Florina', Kovédcs Tamds', Kurtdn Kitti', Varga Zoltdn', Nagy
Péter', Panyi Gyorgy'
!Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudomdnyi Kar Biofizikai és
Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen

A stlyos lefolydst COVID-19 betegség terdpidjdban az elsé elfogadott gydgyszer
a remdesivirt (REM) tartalmazé Veklury® volt, amelyet porként vagy koncentréle
oldatként infaziéban alkalmaznak. Azonos mennyiségi REM mellett mindkét for-
muldcié jelentds mennyiségli (3-6g) szulfobutiléter-béta-ciklodextrint (SBECD)
tartalmaz, melynek szerumbeli koncentricidja a terdpia sorin mM-os nagysdgren-
det is elérhet. A SARS-CoV-2 sejtekbe torténd tiiskefehérje dltal medidlt bejutdsi-
nak kapui a lipidtutajok, amelyekben a tiiskefehérje receptoraként szolgdlé ACE2
és a sejtbe jutdst segitd TMPRSS2 protedz dusul.

A CD-ek koleszterinkivoné képességiik révén a lipidtutajok roncsoldsdval képe-
sek csokkenteni szdmos fehérje lipidtutajbeli lokalizacidjdt. Azt vizsgaltuk, hogy
kiilonbszé CD-ek és Veklury® formuldcick hogyan befolydsoljdk az ACE2 és a
ron varidnsti SARS-CoV-2 tiiskefehérjék ACE2 kotését és sejtbe torténd felvételét.

HEK/ACE2+TMPRSS?2 sejtekrdl készitett konfokdlis mikroszkdpids felvételeken
Pearson-féle korreldcids koefficiens meghatdrozdsaval kimutattuk, hogy kiilonbozd
CD-¢k (MBCD,HPBCD,SBECD) ¢és Veklury® formuldcidk terdpidsan relevdns
koncentriciékban alkalmazva szignifikinsan csokkentik az ACE2 és TMPRSS2
lipidtutajokkal és egymdssal valé kolokalizdciéjit, mig a REM 6nmagdban hatdsta-
lan. Aramlési citometria sordn mind HEK/ACE2+TMPRSS2, mind Calu-3 tiidé
adenokarcinéma sejteken a CD-ek és Veklury® formuldciok dézisfiiggden csok-
kentették a mindhdrom tiiskefehérje ACE2 kotését, hasonléan azok felvételéhez,
amelyet hdromdimenzids kvantitativ képelemzés segitségével vizsgiltunk.

A Veklury® formuldcidk és a CD-ek terdpidsan relevdns koncentrdciéban alkal-

,,,,,,

gétoljak a kiilonb6z6 varidnsi SARS-CoV-2 tiiskefehérjék ACE2 kotésée és felvé-
telét. Kétszeres CD tartalma révén a Veklury® oldat hatékonyabban gitolja a fenti
folyamatokat, ami felhivja a figyelmet a CD-¢k terdpids potencidljdra, valamint a
kétféle Veklury® formuldcié esetleges in vivo hatékonysdgbeli kiilonbségeire.
UNKP-22-4-11-DE-69,0TKA FK143400
CD:ciklodextrin, MBCD:metil-béta-ciklodextrin, HPBCD:hidroxipropil-bé-
ta-ciklodextrin, REM:remdesivir, SBECD:szulfobutiléter-béta-ciklodextrin
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MOLEKULARIS ATRENDEZODESEK AZ S6 HELIXBEN A
SHAKER-IR KALTUMCSATORNA LASSU INAKTIVACIOJA

4 SORAN
Panyi Gyorgy', Szinté G. Tibor!, Zakdny Florina', Papp Ferenc', Varga
Zoltan'
!Debreceni Egyetem. AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen

A fesziiltség kapuzott K* csatorndkban az ionok dramldsdt kiilonboz6 kapuk sza-
balyozzak: az aktivdciés kapu (A-kapu), amelyet az S6 transzmembrdn hélixek ke-
resztezbdése alkot, és a szelektivitdsi sztir8ben taldlhaté lasst inaktivciés kapu. Ez
a két kapu kétirdnytian kapcsolddik egymdshoz. Ha a kapuk kozotti csatoldst az S6
transzmembrdn szegmens dtrendez8dése kozvetiti, akkor kapuzasi dllapottdl fiiggd
valtozdsokat feltételezhetiink az S6 hélixet alkoté aminosav oldallincok hozziférhe-
t6ségében a csatorna vizzel telt tirege feldl.

Ennek teszteléséhez egyenként ciszteinekkel helyettesitettiik az S6 hélixben az
A471, L472 és P473 poziciéit T449A mutdciét is tartalmazé Shaker-IR csator-
naban, és meghatdroztuk e ciszteinek hozzaférhetdségét inside-out patch konfigu-
riciéban a patch-ek citoszolikus feliiletére alkalmazott MTSET és MTSEA cisz-
teinmddosité reagensekre vonatkozdan. Megillapitottuk, hogy egyik reagens sem
modositotta egyik ciszteint sem a csatorndk zdrt vagy nyitott édllapotdban. Ezzel
szemben az A471C-t és a P473C-t az MTSEA médositotta, ha nyitott A-kapuval
rendelkezd inaktivalt csatorndkon (Ol allapot) alkalmaztuk. Ugyanilyen koriilmé-
nyek kozott az L472C mdbdositisa nem kovetkezett be, mig az MTSET egyik cisz-
teint sem mddositotta a csatorndk OI kapuzdsi dllapotdban.

Kordbbi eredményeinkkel azt mutattdk, hogy szintén az S6 hélixben taldlhat6
1470C és V474C hozzéférhetdsége csokkent az Ol dllapotban MTSET és MTSEA
reagensek szdmdra a nyitott dllapotban mért hozzdférhetdséghez képest. A korabbi
és jelen eredmények kombindcidja arra utal, hogy az A-kapu és a lassti inaktivdcids
kapu kozotti kapesoldst az S6 szegmens dtrendezddései kozvetitik. Az S6 dtrende-
z8dése egy olyan modellel van 6sszhangban ahol az S6 a csatorna inaktivdciéjakor
merev rudként elfordul sajét hossztengelye koriil.

MTSET: Ethyltrimethylammonium methanethiosulfonate. MTSEA: ethylam-

monium methanethiosulfonate
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TMALPHAFOLD ADATBAZIS: AZ ALPHAFOLD2 ALTAL
BECSULT TRANSZMEMBRAN FEHERJE SZERKEZETEK
ERTEKELESE

5 Tusnddy Gébor', Dobson Ldszld!, Szekeres Levente!, Gerddn Csongor',
Lang6 Tamads', Zeke Andrés'
UTermészettudomdnyi Kutatékozpont, Enzimoldgiai Intézet, Fehérje Bioin-
formatika Kutatécsoport, Budapest

A mesterséges intelligencia, és azon beliil az AlphaFold2 (AF2) j fejezetet nyitott
a fehérjeszerkezet becslés teriiletén, megreformélva a szerkezeti bioldgia szimos te-
riiletét. Mivel a transzmembran fehérjék hagyomanyos szerkezet becslési eljrdsai
bonyolultak és jelentds hibdval terheltek voltak, az AF2 nagy segitséget jelent a
tudomdnyos kozosség szdmdra. A viszonylag csekély szdmu kisérletes szerkezetet
kiegészitve az AF2 tobb ezer 4j alfa-helikdlis membrénfehérje 3D becslését biz-
tositja. A megbizhat6 szerkezeti sablonok/templdtok hidnya és az a tény, hogy az
AF2-t nem tanitottdk a membrdn és vizes kozeg fézishatdrdn 1év$ transzmembréin
fehérjék specidlis tulajdonsdgainak a kezelésére, sziitkségessé teszi a becsiilt szerkeze-
tek helyességének értékelését. A munkacsoportunk 4dltal fejlesztett Transmembrane
AlphaFold adatbédzisban (TmAlphaFold adatbazis), egy dltalunk kordbban készitett
eljards, a TMDET segitségével egy egyszerli geometria-alapi mddszert alkalmaz-
tunk a fehérjék membrdnban valé elhelyezkedésének a becslésére. A legvalszintibb
membrdnsik becslésén feliil szimos médon értékeljiik a szerkezeteket, azokat 6t
megbizhatésdgi kategéridba rendezve. Eredményeink alapjin az AF2 dtlagosan
nagy pontossiggal képes megbecsiilni a transzmembrén fehérjék szerkezetét, de si-
keriilt néhdny tipikus hibdt azonositani, amely hibdk azonositésa el6késziti az utat
egy még pontosabb szerkezetbecsld eljards elkészitéséhez.
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A SARS COV-2 E FEHERJE ES A HUMAN SERCA PUMPA
MOLEKULARIS KOLCSONHATASAI

Hegediis Tamds"?, Berta Blanka', Tordai Hedvig', Suhajda Erzsébet’,
Lukécs Gergely?, Papp Béla“, Enyedi Agnes®, Paddnyi Rita'

!Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet, Budapest;
2ELKH-SE Biofizikai Viroldgia Kutatécsoport, Budapest;

3Department of Physiology McGill University, McGill University, Montreal;
‘U976, Inserm, CEA SRHI, Institut de Recherche Saint-Louis, Parizs;

> Transzfuzioldgiai lanszék, Semmelweis Egyetem, Budapest

A SARS CoV-2 vakcindk fejlesztése mellett tovabbra is fontos a gydgyszercélpont-
ként is sz6ba johetd virusfehérjék patomechanizmusban jétszott szerepének a tanul-
mdnyozdsa. A virus burokfehérjéje (E fehérje) szerepet jatszik a virion 6sszeszerel-
désében, PDZ fehérjékkel valé kdlcsdnhatdsokban és az iontranszportban is, ennek
ellenére a virus egyéb fehérjéihez képest kevésbé tanulmdnyozott. Arrél, hogy az
E fehérje hogyan befolydsolja a fertzott sejtek ionhdztartdsat, eltérd feltételezések
vannak. Egyes kutatdk szerint ioncsatorndkat alkot, mig mds tanulmdnyok alap-
jin az iondramot kozvetett médon befolydsolja. Mivel harmadlagos és negyedleges
szerkezete nagymértékben hasonlit a SERCA kalcium pumpdt szabalyozé reguli-
nok szerkezetéhez (pl. phospholamban és endoregulin), ezért feltételezziik, hogy az
E fehérje exo-regulinként két eltérd szinten lehet hatdssal a sejtek kalciumhdztar-
tésara. Egyrészt kotédhet a SERCA pumpdhoz, mdsrészt regulinokkal heteromere-
ket alkotva befolydsolhatja a szabad regulin monomerek koncentriciéjit. Ezeket a
kolesonhatdsokat FRET kisérletekkel és szdmitdsos bioldgiai médszerekkel vizsgdl-
tuk. Dokkoldssal prediktdltuk a SERCA-regulin komplexek szerkezetét, amelyek
molekula dinamika szimuldciékban stabilnak mutatkoztak. A fehérje-fehérje kol-
csonhatdsok funkciondlis relevancidjdt kalcium-mérésekkel timasztottuk ald. Ered-
ményeink arra utalnak, hogy HeLa sejtekben a tranziensen transzfekedle E fehérje
nem viroporinként hat a kalciumhdztartdsra, hanem a SERCA mikodését gdtolja.
Az E fehérje patofizioldgids hatdsainak és ezek molekuldris mechanizmusainak fel-
deritése hozzdjdrul a fert8zés sordn fellépd szovédmények megértéséhez és kezelések
kifejlesztéséhez.

SARS Cov-2: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, PDZ: post sy-
naptic density protein (PSD95), Drosophila disc large tumor suppressor (Dlgl),
and zonula occludens-1 protein (ZO-1), SERCA: sarco/endoplasmic reticulum

Ca2+-ATPase FRET: fluorescence resonance energy transfer

Tamogatds: NKFIH 127961 és 137610
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A PMCA4B CA* TRANSZPORTER ES A BASIGIN

FEHERJE KOMPLEX SZEREPE A SEJTPOLARIZACIO

SZABALYOZASABAN

Enyedi Agnes', Toth Sarolta', Kaszds Didna®, Sényék Jénos!, Nagy
7 Réka', Paddnyi Rita®, Heged(is Tamds®*

Transzfuzioldgiai Tanszék, Semmelweis Egyetem, Budapest;
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Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest;

‘ELKH-SE Biofizikai Viroldgia Kutatdcsoport, Budapest

A P-tipust ATPédzok csalddjdba tartozé plazmamembrin Ca’ ATPiz (PMCA/
ATP2B) fehérjéket 4 gén kddolja és alternativ splice kévetkeztében t6bb mint
20-féle varidnsuk fejezédik ki a kiilonbozd sejtekben, szovetekben. Ezek koziil a
minden sejttipusban megtaldlhaté PMCAL felelés a Ca** homeosztizis fenntar-
tdsért, mig a tobbi izoforma sejtspecifikus folyamatokban is részt vesz. Az elmule
évek izgalmas felfedezése, hogy a basigin és az idegsejtekben taldlhaté neuroplasztin
sejtfelszini glikoproteineket a PMCA alegységeként azonositottdk. Ezt kovetden
meghatdroztdk a PMCA neuroplasztinnal alkotott komplexének elsd krio-elektron-
mikroszkdpos szerkezetét, mi pedig az AlphaFold mesterséges intelligencia segitsé-
gével modelleztiik a PMCA-basigin komplex térszerkezetét is. A PMCA fehérjék
C-termindlis rendezetlen fehérje szakaszdn szdmtalan reguldciéban szerepet jétszé
motivum taldlhaté. Legrégebben ismert a kalmodulin-k6td motivum, ami a fehérje
aktivitdsdt szabdlyozza, mig a ,b” splice varidnsok C-termindlisin taldlhaté PDZ
domén-kotd motivum dllvdnyfehérjék kozvetitésével a PMCA megfeleld szignali-
z4cids komplexekbe szervezddésében jétszik szerepet. Az dltalunk jelenleg vizsgéle
PMCA4b varidns ebben a rendezetlen régidban tartalmaz egy an. di-leucin motivu-
mot, amely a fehérje internalizdci6jdt és reciklizdci6jdt szabélyozza, ezzel is segitve
a fehérje specidlis membrdn kompartmentekbe jutdsit. Munkatdrsainkkal a PM-
CA4b izofomit els6ként azonositottuk dctétképzést gétl fehérjeként BRAFV600E
mutdciét hordozé melandéma sejtekben. Jelen kisérleteink azt mutatjék, hogy a
PMCA4Db részt vesz a sejtpolarizdcié kialakuldsédban, illetve megtartdsiban, és eb-
ben a C-termindlis PDZ-két6 és di-leucin motivumok fontos szerepet jdtszanak.
A PMCA4b-t tiltermeld mellrék eredetd sejttenyészetekben szdmos lumen-szer(i
struktdra képzddését detektdltuk, ami arra utal, hogy ezek a sejtek normal szovetre
jellemzd szervezédést mutatnak. Kisérleteinkkel olyan szabalyozé molekuldris me-
chanizmusokat igyeksziink feltdrni, melyek a sejtpolaritds megdvdsat célozzék korai
stddiumd, epitél eredett mellrdk tipusokban.

Témogatds: NKFI K135811, K127961, K137610 és TKP2021-EGA-24.

PMCA4b, plazmamembrin Ca** ATPdz 4b splice varidns; PDZ: post synaptic
density; BRAFE, v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
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MEMBRAN TRANSZPORTER-KUTATAS
GYOGYSZERHATOSAGI KORNYEZETBEN
Krajcsi Péter

Semmelweis Egyetem, Egészségtudomdnyi Kar

A membrdn transzporterek teriilete a gydgyszerkutatds és a gydgyszerhatdsdgok
figyelemének kozéppontjaba keriilt az utdbbi évtizedekben. A gydgyszerhatésigok,
gyogyszeripar és az akadémiai / egyetemi szektor egyiittmiikddése eredményekép-
pen az ajdnldsok komoly fejlédésen mentek 4t ezalatt az idé alatt.

Az el8adds roviden ismerteti a gydgyszer - transzporter kdlcsdnhatds tesztelésére
és jellemzésére hasznélt legfontosabb mddszereket és szempontokat a gydgyszerek
ADMETox sajdtsigainak leirdsdra.

A membrdn transzportereknek fontos fizioldgids szubsztritjai is vannak, igy a
transzporterek jelentds szerepet jdtszanak ezen szubsztritok homeosztdziséban. A
transzporter funkcié gitldsa toxicitdshoz, adverz reakciokhoz vezethet. A transz-
porterek fiziolégids szubsztrtok transzportjanak specificitdsara, illetve a transzport
gétldsok jelentdségének megitélésére a gydgyszerek transzportjdra és a gydgyszer —
gyogyszer kiilesonhatdsok értékelésére érvényes szabilyok alkalmazdsval tesz kisér-
letet az eléadds.
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AZ ADAMANTAN TIPUSU VEGYULETEK KOTODESI
MECHANIZMUSA A SARS-COV-2 IONCSATORNAJAHOZ
Zsid6 Balazs Zoltian, Borzsei Rita, Szél Viktor, Mohos Violetta,
Hetényi Csaba

Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Farmakoldgiai
és Farmakoterdpiai Intézet, Farmakoinformatikai Tanszék, Pécs, 7624,
Szigeti vit. 12.

A SARS-CoV-2 dltal okozott vildgjérviny felhivta a figyelmet a gydgyszertervezés
gyors reakcidjdnak szitkségességére. Jelenleg a gydgyszertervezési oldalrdl a gydgy-
szerrepozicids vizsgilatok biztositjdk a leggyorsabb reakcids lehetdséget az 1j igé-
nyekre. Ahogy a jdrvdny elején végzett klinikai vizsgdlatok tanulsigaibdl latruk,
nagyon fontos, hogy a gydgyszerrepozicié célpont alapt legyen. Ez azt jelenti, hogy
az Uj indikdciéban alkalmazni kivint gyégyszer régi és Gj célpontjinak miikodé-
sének meg kell egyeznie. Sok virusban taldlhaté transzmembrdn ioncsatorna, az
ezeket felépitd aminosavak ugyan eltérnek egymadstdl, de a funkcié minden esetben
a biolégiai membrdn két oldala kézotti iondramlds biztositisa. Az ionkondukcié
gétldsira alkalmas gydgyszereket vizsgaltuk szdmitdgépes médszerekkel, annak ér-
dekében, hogy vilaszt kapjunk, jé kiinduldsi pontot képeznek-e ezek a vegyiile-
tek a célpont alapt gydgyszerrepozicidhoz. A kutatds sordn létrehoztunk egy uj
moédszert, a HydroDock-ot, amely képes elééllitani jelenleg egyediiliként hidratdle
ioncsatorna-gy6gyszer komplex szerkezeteket atomi felbontdsban, anélkiil, hogy
ehhez sziiksége lenne bdrmilyen el8zetes informdcidra a szerkezeti vizek atomi po-
zicibival kapcsolatban. A mddszert kisérletes eredményekhez viszonyitva sikeresen
validdltuk, majd eléallitottuk vele az adamantdn tipusa vegyiiletek kotédési méd-
jait a SARS-CoV-2 ioncsatorndjéhoz. A kotddési médok eldallitdsa sordn a kotd-
dési mechanizmusokkal kapcsolatban is olyan informdaciékhoz jutottunk, amelyek
a jovbeni gydgyszertervezés sikerességét segithetik. Az emlitett jovébeni projektet
szdmdra mind a vizmolekuldk, mind az egyéb virusok felépitésével kapcsolatos szak-
irodalmi dttekintés sziikséges.

SARS-CoV-2: Severe respiratory syndrome coronavirus 2
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MEMBRAN GANGLIOZIDOK SZEREPE A NOCICEPTIV

1 PRIMER AFFERENS NEURONOK MUKODESEBEN
Séantha Péter, Oszlécs Orsolya, Dobos Ildiké, Jancsé Gébor
Szegedi Tudomdnyegyetem, Elettani Intézet, Szeged

A nociceptiv elsédleges érzé neuronok {8 funkcidja a fdjdalmat keltd, potencid-
lisan szovetkdrosité ingerek detektdldsa. A nociceptor membrdn miikodésének be-
folyasoldsa ezért a fijdalomesillapitds célzott periférids tdimaddspontjdnak is tekint-
hetd. Az utébbi évtizedekben a fijdalomérzés sejt(membrdn) szintd transzdukcids
mechanizmusainak tisztdzdsa forradalmi elérehaladdst mutatott, amelyben alapvetd
szerepe volt a capsaicin alkalmazdsdnak és a capsaicin receptor, a TRPV1 ioncsator-
na identifikdldsinak (Orvosi és élettani Nobel dij 2021).

Kisérleteink céljdt az idegsériiléseket kovetden jelentds valtozdsokat mutaté
membran gangliozidok, elsésorban a GM1 szerepének a nociceptor membran mii-
kodésében betoltdtt szerepének tisztdzdsa képezte.

Patkdny elsédleges érz8 neuron kultirdkon végzett funkciondlis és morfoldgiai
vizsgdlataink igazoltdk, hogy a gangliozid szintézis kulcs enzimének tartott GCS
enzim D-PDMP-vel t6rténd farmakolégiai gitldsa jelentdsen csokkenti a capsai-
cinnel, illetve endogén vanilloid ligandumokkal kiviltott TRPV1 aktivéciét. Ki-
mutattuk tovdbbd, hogy a D-PDMP elékezelés gdtolja a szenzoros neuronokbél
capsaicinnel kivaltott CGRP felszabaduldst is. A vailtozds hdtterében részben
a TRPV1 fehérje expresszidjanak csokkenése dll, amely osszefliggésben dllhat az
NGF érzé neuronokra kifejtett hatdsinak GM1 depléciét kovetd csokkenésével.
A neurotrofikus hatds gétldsdra utal az a megfigyelésiink is, hogy a GM1 depléci6
jelentdsen csokkenti a szenzoros neuronok neurit névekedését.

Eredményeink igazoltdk, hogy a membran lipid raft alkoté GM1 gangliozid, és
esetlegesen tovdbbi szfingolipid komponensek farmakoldgiai manipuldcidja jelen-
t6sen befolydsolja a nociceptiv szenzoros neuronok érzé (afferens) és szekretoros
(efferens) funkcidit. Jelenleg is foly6 kisérleteinkben tanulmdnyozzuk, hogy perifé-
rids idegsériiléseket kovetden milyen, a nociceptor funkcié szempontjabdl relevéns
véltozdsok figyelhet6k meg a szenzoros neuronok gangliozid metabolizmusdban.
Eredményeink felhivjdk a figyelmet a szfingolipidek lehetséges szerepére a krénikus
és a neuropdtids fijdalom mechanizmusiban.

Tamogat6: NKFIH tematikus kutatdsi timogatds K-138568

Roviditések:

TRPV1: Tranziens receptor potencidl vanilloid 1 receptor

GCS: Glucosylceramid szintdz

D-PDMP: D-threo-1-Phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol
NGE: Nerve growth factor (idegnévekedési faktor)

CGRP: Calcitonin gene-rokon peptid




Elsadds absztraktok

A KOLESZTERIN MEMBRANFEHERJEKRE KIFEJTETETT
1 1 KOZVETLEN ES KOZVETETT HATASAL

Varga Zoltin

Debreceni Egyetem AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

A koleszterin a biolégiai membrdnok egyik nélkiilozhetetlen osszetevéje, mely
nagymértékben befolydsolja a membrdn biofizikai tulajdonsdgait és laterdlis he-
terogenitdsit, ezzel meghatdrozva a mikrodomének funkciondlis diverzitdsat. A
transzmembran fehérjék, példdul ioncsatorndk, transzporterek vagy receptorok
miikddése sordn létrejové molekuldris dtrendezddések tobbsége a fehérjét koriilve-
v6 lipid kettdsréteggel szoros egytittmikodésben megy végbe, igy érzékeny annak
koleszterintartalmdra. A koleszterin és a transzmembran fehérjék kozotti koleson-
hatdsok két nagy csoportra oszthatok: a ligandszer(i, kozvetlen kélcsonhatdsokra
és a kozvetett mechanizmusok széles spektrumdra, melyek sordn a koleszterin a
membrdn biofizikai paramétereinek (fluiditds, merevség, vastagsdg, laterdlis nyo-
mids, lipid rendezettség és dipdlpotencidl), mikrodomén szerkezetének vagy a fe-
hérjék expresszids szintjének megvaltoztatdsa révén fejti ki hatdsdt. Az eléaddsban e
mechanizmusokat tekintem 4t példdkon keresztiil.
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CIKLODEXTRINEK: EGYSZERU VIVOANYAGOK VAGY
TERAPIAS POTENCIALLAL BIRO AKTIV VEGYULETEK?
Zékény Florina', Kovécs Tamds', Nagy Péter', Panyi Gyorgy', Szente
1 2 Lajos?, Varga Zoltdn'
!Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudomdnyi Kar Biofizikai és
Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen;
2CycloLab Cyclodextrin R&'D Laboratory Ltd., Budapest

A ciklodextrinek (CD) hat (alfa-CD), hét (béta-CD), illetve nyolc (gamma-CD)
alfa-D-gliikopiranéz egységbdl 4llé ciklikus oligoszacharidok. Szerkezetiik olyan
csonkaktipként irhat le, amely hidroféb belsd tireggel és hidrofil kiilsé feliilettel ren-
delkezik, ezdltal lehetévé téve, hogy nemkovalens, vizben jol oldédé zdrvinykomp-
lexeket képezzenek egyébként alacsony oldhatdsdggal rendelkezd gydgyszermoleku-
lakkal és lipidekkel. Az alapvegyiiletek kémiai véltozatait (metil-béta-CD:MBCD,
hidroxipropil-béta-CD:HPBCD, szulfobutiléter-béta-CD:SBECD) széles korben
alkalmazzdk viv8anyagként (javitva szdmos gydgyszermolekula oldhatdsdgdt, sta-
bilitdsdt és bioldgiai hozzaférhetdségét), valamint a membrén koleszterinszintjének
szelektiv csokkentésére a kutatdi és az orvosi gyakorlatban egyarant.

Klinikai alkalmazdsuk sordn a CD-eket tobbnyire inert hordozdknak tekintik,
annak ellenére, hogy nemcsak kismolekuldkkal, hanem a formuldlds ellenére lipi-
dekkel és fehérjékkel is kolcsdnhatdsba léphetnek in vivo, kivéltképp, hogy alkalma-
zésuk sordn jelentds, akir mM-os szérumkoncentrécidt is elérhetnek.

Ismert, hogy a CD-ek képesek a fehérjékhez direkten kotédni f6ként aromds ami-
nosavakon keresztiill médositva azok mukodését, viszont a direkt fehérjehatdsok
gyakorlatilag teljesen kiakndzatlanok a klinikumban éridsi potencidljuk ellenére.
Tovabbd azltal, hogy képesek a koleszterinnel komplexet képezni, a CD-ek csok-
kentik a membrdnok koleszterintartalmit, igy kozvetett médon is befolydsolhatjdk
a transzmembrdn fehérjék miikodését a membrinok biofizikai tulajdonsigainak,
illetve laterdlis heterogenitdsinak mddositdsa révén. Legut6bbi munkdnk sordn ki-
mutattuk, hogy a CD-ek a KV1.3 ioncsatorna pérusihoz kotddve képesek direke
médon gdtolni az iondramot azon tdl, hogy a membrin koleszterintartalménak
modositdsin keresztiil indirekten is befolydsoljak a csatorna miikodését.

Végezetiil rovid dttekintést adunk olyan patolégids dllapotokrél, mint a C-tipust
Niemann-Pick betegség, az Alzheimer-és Parkinson-kér, valamint a COVID-19,
amelyekben a CD-eket mér aktiv terdpids szerként alkalmazzik, vagy azzd vélhat-
nak a jovében a koleszterinnel valé komplexképzés vagy a direkt fehérje koleson-
hatdsaik révén.

UNKP-22-4-11-DE-69,0TKA FK143400
CD:ciklodextrin, MBCD:metil-béta-ciklodextrin, HPBCD:hidroxipropil-béta-cikl
odextrin, SBECD:szulfobutiléter-béta-ciklodextrin
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TRPA1 ES TRPV1 RECEPTOROK AKTIVACIOJANAK
BEFOLYASOLASA LIPID RAFTOKON KERESZTUL

1 Nehr-Majoros Andrea Kinga', Steib Anita', Helyes Zsuzsanna', Sz8ke
Eva'
! Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Farmakoldgiai és
Farmakoterdpiai Intézet, Pécs

A Tranziens Receptor Potencidl Ankyrin 1 (TRPAI) és Vanilloid 1 (TRPV1) a
fijdalom integréciéjaban kulcsfontossdgt nociceptorok (1). E nem-szelektiv ka-
tioncsatorndk primer szenzoros neuronok végzédésein, koleszterinben és szfingoli-
pidekben gazdag membrdn mikrodoménekben, tn. lipid raftokban lokalizdlédnak,
ahol a rendezett lipid kornyezet facilitdlja a receptor aktiviciot (2). A ciklodextrinek
(CD-k) ciklikus oligoszacharidok, melyek hidroféb tiregiik révén képesek kolesze-
rinnel zdrvinykomplexet képezni (3).

Kutatécsoportunk leirta, hogy e lipid-fehérje kolesonhatdsokat metil-béta ciklo-
dextrinnel (MCD) célozva koleszterin deplécié dltal a raftok integritdsa megbont-
hatd, analgetikus hatdst kivaltva kiilonbozd egér fdjdalom modellekben (4,5).

CD  szérmazékok (random-metil-B-ciklodextrin: RAMEB, (2-hidroxipropil)-
-y-ciklodextrin: HPGCD, (2-hidroxipropil)-B-ciklodextrin: HPBCD, szulfobu-
til-B-ciklodextrin: SBECD, (2-hidroxi-3-N, N, N-trimetilamino) propil-p-ciklo-
dextrin: QABCD, heptakisz(2,6)-di-O-metil B-CD 50%-os és 95 %-os tisztasdgt
izomer keverékei: DIMEB-50 és DIMEB-95, heptakisz (2,3,6)-tri-O-metil -CD:
TRIMEB) biztonsdgossdgdt, valamint funkciondlis hatdsait vizsgltuk nativ és
transzfekedlt CHO (chinese hamster ovary) sejtvonalakban.

A szérmazékok citotoxicitdsit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay-
ben, mitokondridlis akrivitdsra kifejtett hatdsukat MitoTracker™ Red CMXRos
fluoreszcens festéssel azonositottuk. Koleszterin depletdlé képességiiket Filipin IIT
fluoreszcens festéssel, receptor aktiviciét befolydsolé hatdsukat “Ca**-izotép bed-
ramlds méréssel detektaltuk.

CellTiter-Glo® Assayben a metilezett szdrmazékok alacsonyabb (0,75-3,5 mM)
koncentricidban szignifikdnsan csékkentik a sejtek viabilitdsdt, a nem-metilezett
szdrmazékok 10 mM-os koncentricidig biztonsdgosak. 24 6ris HPGCD, HP-
BCD, valamint QABCD (10 mM) kezelések hatdsira szignifikinsan megndtt a
MitoTracker™ Red intenzitdsa, ami a sejtek névekedett mitokondridlis aktivitdsdra
utalhat. A metilezett szdrmazékok mitokondridlis diszfunkciét okoznak. A Filipin
III festés eredményei bizonyitjdk a béta-CD szdrmazékok koleszterin depletdlé ha-
tésat. CD kezelés utdn koncentriciéfiiggd médon csokkent a 45Ca2+-izotép bed-
ramlds receptor-expresszalé sejtvonalakon, tehdt a CD szdrmazékok dltali lipid raft

megbontds funkciondlis gdtlé hatdssal bir.
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Témogatésok: TKP2021-EGA-16; TKP2021-EGA-13; RRF-2.3.1-21-2022-
00015; ELKH-PTE Krénikus fijdalom kutatécsopor; NKFIH K 138936 ;
UNKP-22-3-1-PTE-1616
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FOSZFOINOZITOLOK SZEREPE A TRPM3 IONCSATORNA
AKTIVACIOJABAN
Téth Istvan Baldzs, Maik Konrad®, Debapriya Ghosh?, Florian Mohr?,
Christian R. Halaszovich?, Michael G. Leitner?, Joris Vriens®4, Johannes
Oberwinkler®, Thomas Voets

1 4 !Debreceni Egyetem AOK, Elettani Intézet, Debrecen
2KU Leuven, Laboratory of lon Channel Research, Leuven (Belgium)
3Philipps-Universitit Marburg, Institut fiir Physiologie und
Pathophysiologie, Marburg (Germany)
‘KU Leuven, Laboratory of Obstetrics and Experimental Gynaecology,
Leuven (Belgium)

A tranziens receptor potencidl melasztatin 3 (TRPM3) egy héérzékeny, Ca** ionok-
ra is permedbilis nem-szelektiv kationcsatorna, amit a fdjdalmas meleg hémérséklet
mellett a neuroszteroid pregnenolon szulfit is aktivdl. Aktivdciéja a pancreas béta
sejtjein fokozza az inzulinelvélasztdst, a szomatoszenzoros neuronokon pedig szerepet
jatszik a fdjdalmas héingerek érzékelésében és gyulladds sordn a termalis hiperalgézia
kialakuldsiban, sejtszint(i szabdlyozdsa azonban egyel6re kevésbé ismert. Munkdnk
sordn a plazmamembrdnban taldlhaté foszfatidil-inozitol foszfétok (PIP-ok) szerepét
vizsgdltuk a rekombindns TRPM3 reguldcidjiban elektrofiziolégiai és intracelluld-
ris Ca** koncentrdcié mérések segitségével. Inside-out konfigurdciéban végzett pat-
ch clamp méréseink sordn azt tapasztaltuk, hogy a HEK-293T sejtekben kifejezett
TRPM3 aktivitdsa a membrdn patch kiszakitdsit kovetden hirtelen megnd, majd a
csatorna fokozatosan deszenzitizalédik. A membrén citoplazmatikus oldaldra alkal-
mazott foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfit (P1(4,5)P2) valamint adenozin 5" -trifoszfat
(ATP) medidlt PIP reszintézis a TRPM3 aktivitdsdt helyredllitja. Kiilonboz8 vizol-
dékony PIP analégokat vizsgdlva azt taldltuk, hogy a PI(3,4,5)P3 a PI(4,5)P2-nél
is hatékonyabban fokozza a TRPM3 aktivitdsit, ugyanakkor a hosszi zsirsavlinct
PI(4,5)P2 analégok még hatékonyabbnak bizonyultak. A nativ PI(4,5)P2 szerepét
teljes sejtes konfigurdciéban végzett méréseink sordn vizsgdltuk. A plazmamembrin-
ban taldlhat6 PI(4,5)P2 lebontist a rapamycin és fesziiltség altal szabédlyozott fosz-
fatidil-inozitol 5-foszfatdzok segitségével indukdltuk, ami részlegesen csokkentette a
TRPM3 aktivitdsit. Ezzel 6sszhangban a foszfolipdz C receptor medidlt aktivdcioja is
csokkentette mind a rekombindns, mind a patkdny inzulinoma sejtvonalon kifejezd-
dé nativ TRPM3 aktivitdsit. Eredményeink alapjdn arra kovetkeztethetiink, hogy a
membrdnban taldlhaté PIP-ok a TRPM3 fontos reguldtorai és jelentésen befolydsol-
hatjék a TRPM3-hoz kapcsol6dé élettani folyamatokat.

Roviditések:
TRPM3 — tranziens receptor potencidl melasztatin 3 PI(4,5)P2 — foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfit
PIP — foszfatidil-inozitol foszfat PI(3,4,5)P3 — foszfatidilinozitol 3,4,5-triszfoszfat

ATP — adenozin 5'-trifoszfit
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AZ SH-SY5Y NEUROBLASTOMA SEJTEK VAS
METABOLIZMUSANAK VALTOZASA KULONBOZO
KEZELESEK HATASARA

Sipos Katalin, Pandur Edina, Pap Raména, Janosa Gergely
PTE GYTK Gydgyszerészi Bioldgiai Tanszék

A neurodegenerativ betegségeknek, kiilonbozé formdi ellenére, vannak kozos vo-
nasaik. Ezek kozé tartozik a vasanyagcsere szabdlyozdsdnak megvdltozdsa, amely akar
kiindulé pontja, de mindenképpen stlyosit6 faktora a kérképeknek. Az SH-SY5Y
humidn neuroblasztéma sejtek megfeleld hdtteret adnak a fenti betegségesoport £6
jellemzdinek in vitro vizsgdlatdra.

Kisérleteink egyik irdnya a retinadegenerdcié modellezése volt. A sejtekre nem toxi-
kus szintd glutamdt kezeléssel elSidézett stressz kapcsolatdt vizsgaltuk a vasanyag-
cserével, mégpedig hdrom {6 teriileten: vastranszport (sejtek dleali felvétel és leadds),
raktdrozds (citoszélban és mitokondriumban) és felhaszndlds (hem és vaskén komplex
bioszintézis). Lutein adagoldsdval gétoltuk a patholdgids véltozdsok egy részét.

Vizsgilataink mdsik részében az unfolded protein response (UPR) kialakuldsdnak
hatdsdt néztiik a vasanyagcsere szabdlyozdsdra, valamint ezen folyamatok és a D vi-
tamin kezelés kapcsolatdt. Az UPR és a hepcidin, a {8 vasmetabolizmust szabdlyozd
hormon kapcsolata mar ismert. A D vitamin a mdr eddig ismert, kdlcium anyagcserét
szabalyozé hatdsa mellett szimos @j, hormonszer(i aktivitdsat is leirtdk. Egyik recep-
tora tobbek kozdtt az UPR folyamatdhoz is kapesolddik. Ennek titkrében prébaljuk
osszekapcsolni neuroblasztéma sejtekben az UPR, a D vitamin hatds és a vasanyag-
csere folyamatait. Erdekesség, hogy ezek a hatdsok nagymértékben fiiggenek az UPR

létrehozdsinak és a D vitamin adagoldsinak sorrendjétdl.
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TRANSSZULFURACIO JELENTOSEGE TRIPLE-NEGATIV
EMLOTUMOROK PROGRESSZIOJABAN

Erdélyi Katalin, Ditréi Tamds, Nagy Péter

Orszdgos Onkoldgiai Intézet, Molekuldris Immunoldgia és loxikoldgia
Osztdly, Budapest

Az eml8daganatok koziil a triple-negativ (TNBC) tipustiak a legkedvezdtlenebb be-
soroldstiak targetalt terdpia hijin. Klinikai mintik tomegspektrometriai vizsgdlatai azt
mutattdk, hogy oxidativ stresszben és redox szabédlyozdsban részt vevd fehérjék koziil
a TNBC tipusban a cisztation-béta-szintdz (CBS) szintje magasabb a t6bbi, PAM50
besorolds szerinti altipushoz képest. A CBS fehérjeszint emelkedése ardnyossdgot mu-
tatott az mRNS szinttel. CBS csendesitett (shCBS) Cal51 és HCC1143 sejtek proli-
ferdcidja, maligndcids hajlama alacsonyabb, oxidativ stresszel szembeni érzékenysége
nagyobb kontroll sejtekhez képest. Emellett, kisérletes hipoxids koriilményekhez az
shCBS sejtek kevésbé alkalmazkodtak. shCBS sejtekbdl inditott xenograft szovetek
novekedése és érképzése mérsékeltebb volt a kontrollhoz képes, a szévetekben mért
nekrotikus teriiletek pedig nagyobbnak bizonyultak. Tematikus gén expresszids vizs-
gdlat a 6-foszfofrukto-2-kindz /frukt6z-2,6 biszfoszfatdz 4 (PFKFB4) expresszidjanak
fokozott emelkedését mutatta shCBS sejtekben és szovetekben. Mindezen adatok fo-
kozott oxidativ stressz jelenlétére utalnak CBS tévollétében. Mindemellett ismeretes
volt, hogy egyes daganatos sejteknek fokozottabb a cisztin igényiik. Ennek kielégité-
sét a sejek transszulfurdciéval tudjék kompenzalni. Cisztin hidnydban a sejtek fer-
roptézissal elhalnak melyre az shCBS sejtek fokozottan érzékenyek. Kén szdrmazékok
metabolit elemzése arra enged koveteztetni, hogy a CBS szulfid/perszulfid termeld
funkcidja szdmottevd lehet oxidativ stresszel szembeni védelemben és ily médon a
sejtek, szovetek ndvekedése szempontjdbol. Cal51 sejtekben a CBS hidnydt a ciszta-
tion-gamma-lidz (CSE) fokozott expresszidja valamint a perszulfid katabolizalé en-
zimek csokkenése kompenzélta, a cisztein metabolizmus elengedhetetlen jelenlétée
sugallva. A CSE enzim gitldsa shCBS sejtekben drasztikusan csokkentette a tumor-
szovet novekedési hajlamit.

triple-negativ breast cancer (TNBC); cisztation béta szintdz (CBS); cisztation-gam-
ma-lidz (CSE); short hairpin CBS (shCBS); 6-foszfofrukto-2-kindz /fruktéz-2,6 bisz-
foszfatdz 4 (PFKFB4)
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HOGYAN LESZ A VASBOL ROS-DA?

Hajdindk Péter’, Szarka Andrds'

'Budapesti Miiszaki és Gazdasdgtudomdnyi Egyetem, Vegyészmérniki és
Biomérniki Kar, Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomdnyi
Tanszék; Budapest

A vas szdmos fehérje nélkiilozhetetlen 6sszetevdje, igy a sejtek normalis miikodésé-
hez elengedhetetlen, hogy megfelel§ mennyiségben rendelkezésre dlljon. Ugyanak-
kor, ha tdl sok a szabad vas a sejtekben, akkor az oxigén jelenlétében a potencidlisan
kéros reaktiv oxigénszdrmazékok (ROS) termelését katalizélja. J6l mutatja a vas szere-
pét a ROS termelésben, hogy 2012-ben leirdsra keriilt eml8ssejtekben egy vasfiiggd,
kaszpdzfiiggetlen programozott sejthaldlforma, a ferroptézis, amelyet vaskeldtorok-
kal-azaz a szabad vas mennyiségének csdkkentésével-gitolni lehet. Jelenlegi ismere-
tink szerint a ferroptézis az egyetlen, tisztdn oxidativ stressz és lipidperoxiddcié dltal
hajtott programozott sejthaldl. 2017-ben novényekben is megfigyeltek egy vasfliggd
sejthaldlformdt, amelyet a ferroptézishoz mutatott nagyfoktt morfoldgiai és biokémi-
ai hasonl6sdga miatt ferroptézis-szer(i sejthaldlnak neveztek el. Kozos jellemzdje a két
emlitett sejthaldlnak, hogy mindkét esetben nagyfoka lipidperoxidacié kovetkezik be,
azonban a sejthaldlfolyamatok ezt kovetd pontos molekuldris mechanizmusa jelenleg
még nem ismert, igy intenziven kutatott. Kutatécsoportunk eredményei azt mutat-
jék, hogy a lipidperoxidok fragmenticidja révén keletkezd reaktiv karbonilvegytile-
tek—koztiik az akrolein—medidrtor szereppel birhatnak a sejthaldlfolyamatban.

A C-vitamin, vagy mdsnéven aszkorbinsav széleskdrben ismert antioxiddns. A far-
makolégiai—azaz millimélos— koncentriciéban alkalmazott aszkorbdt azonban dtme-
netifémek, koztiik a vas jelenlétében prooxiddnsként viselkedik, és hidrogénperoxid,
valamint ajelenleg ismert legerésebb oxiddlészer, a hidroxilgyok képzédését idézi eld.
Az igy keletkezd ROS-ra a folyamatos oxidativ stresszben él6 rakos sejtek érzéke-
nyebbek, mint a normdl térsaik, igy a farmakoldgiai aszkorbdtnak tumorellenes ha-
tést tulajdonitanak. A farmakoldgiai aszkorbdt citotoxikus hatdsa mégote dll6 pontos
mechanizmus még tisztdzdsra szorul, és folyamatos vizsgdlat tdrgydt képezi. Jelenleg
annyi biztosnak tlinik, hogy kézponti szerepet jut benne a ROS-nak, mivel antioxi-
ddnsokkal a citotoxikus hatds felftiggeszthetd.

ROS: reaktiv oxigénszdrmazékok
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GAZOTRANSZMITTEREK BIOLOGIAI RENDSZEREKBEN
Gallyas Ferenc
Pécsi Tudomdnyegyetem, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs

Az elmdlt évtizedekben egyre tobb kis, giz halmazéllapott, sokszor toxikusként
szdmontartott molekuldrél deriilt ki, hogy a szervezetben kis mennyiségben ugyan,
de keletkeznek, tovdbba szdmos élettani folyamatban nélkiilozhetetlen szerepet jét-
szanak. Az elséként felfedezett NO-t kovetden, a gylijténeviikon gazotranszmitterek
csalddja jelenleg a CO-t, a H_S-t és az SO -t tartalmazza. A mdra mdr tankonyvi
anyaggd vélt vazodilatdcids, neurotranszmitter és makrofig-medidlta anti-patogén
szerepiikon feliil ismert, hogy részt vesznek az oxidativ stress és az apoptdzis folyama-
taiban. Jelen el6adds az Gregedésben, valamint a kardiovaszkuldris-, a rheumatoid-,
a vese- és a neurodegenerativ betegségekben betdltott szereprdl alkotott ismeretein-
ket foglalja 6ssze. Megemlitésre keriilnek a skizofrénidban, bipoldris betegségben, a
depressziéban és a fébidkban részvételiikkel zajlé jeldtviteli folyamatok is. Noha a
gazotranszmitterek hatdsa 4ltalinossigban sejtspecifikus, tovabbd nagy mértékben
fiigg a koncentracidjuktdl, osszességében megillapithatd, hogy az NO a leginkdbb
Janus-arct gazotranszmitter, mig a csaldd mdsik hdrom ismert tagja inkdbb citopro-
tektiv folyamatokban vesz részt.
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SZERKEZET-FUNKCIO KOORDINACIO A GELSOLIN

HOMOLOGIA DOMEN FEHERJEKBEN: A KALCIUM

SZEREPE

Gaszler Péter?, Huber Tamds"?, Pintér Réka', Vig Andrea Teréz', Téth

Moénika Agnesl, Takdcs-Kollar Veronika'!, Venukumar Vemula?, Marko
1 9 Usaj?, Alf Ménsson?, Bugyi Bedta'?

! Pécsi Tudomdnyegyetem, Orvostudomdnyi Kar, Biofizikai Intézet, Szigeti

ut. 12, Pécs, H-7624

2Linnaeus University, Department of Chemistry and Biomedical Sciences,

SE-39182, Kalmar, Svédorszdg

SMTA Pécsi Akadémiai Bizottsdg, XI. Szakbizottsdg, Spektroszkdpiai

Munkabizottsdg

A gelsolin homolégia (GH) domén fehérjék kozponti szerepet jitszanak az aktin
sejtvaz szabdlyozdsdban. A fehérjecsaldd névaddja a hat GH-domént tartalmazé gel-
solin. A Flightless-I egy nemrégiben azonositott, egyedi felépitésit GH fehérje: a hat
GH-doménen kiviil egy leucinban gazdag régiét (LRR) is tartalmaz. A gelsolin mul-
tifunkciondlis sajdtsdgai és a gelsolin:aktin kélesonhatds kalcium figgése jol ismert. A
Flightless-I aktinnal val6 kélesonhatdsa és a kalcium szerepe a szabdlyozdsiban nem
tisztazott.

Célunk a gelsolin és a Flightless-I 6sszehasonlité szerkezet-funkcié elemzése és a
kalcium szabdlyozdsukban betoltdtt szerepének vizsgilata. A fehérjéket rekombindns
uton dllitottuk el8, munkdnk sordn iz vitro fluoreszcencia spektroszkdpiai és TIRF
mikroszképiai médszereket alkalmaztunk.

A Flightless-1 képes kolesonhatni mind az aktin filamentumok szoges végével (KD ~
nM), mind pedig az aktin monomerekkel (KD ~ uM). A Flightless-I a filamentum-
vég kotés révén, a sapkafehérjékhez hasonlé médon gétolja azok dinamikdjit, mig a
monomerekkel valé kélcsonhatdsa révén nukledcios aktivitdssal rendelkezik. A gelso-
linnal ellentétben a Flightless-I nem mutat filamentum severing aktivitést. Erdekes
modon, funkciondlis vizsgdlataink alapjan a Flightless-I:aktin kélcsonhatds fiiggetlen
a kalcium jelenlététdl. A gelsolin és a Flightless-I tehdt eltéréen reagal a kalciumra,
ami a két fehérje GH doménjeinek eltérdé konformdcids sajdtsigait/szabalyozdsit fel-
tételezi. Bioinformatikai elemzésiink alapjdn a gelsolin kalcium aktivéldsdére felelds
szekvenciaelemek nem konzervéltak a Flightless-I GH doménjeiben. A fluoreszcencia
spektroszképiai analizis (8-anilinonaftalin-1-szulfonsav; ANS) alapjdn - a gelsolint6l
eltéréen - a Flightless-I GH domének szerkezetét nem befolydsolja a kalcium. Ered-
ményeink a kalcium eltéré szerepét fedik fel a GH domén fehérjecsalddban, ami a
gelsolin és a Flightless-I aktinnal val6 kolcsonhatdsdnak és aktivitdsainak szabélyoza-
saban érhetd tetten.




Eléadds absztratktok

Timogatdk: ,A Kulturdlis é Innovdciés Minisztérium UNKP-22-3-1-PTE-1607 kod-

szdmii Uj Nemzeti Kivdldsig Programjinak a Nemzeti Kutatdsi Fejlesztési és Innovdcids

Alapbél finanszirozott szakmai tdmogatdsdval késziilt.” 2021-4.1.2-NEMZ_KI-2022-

00025-, Activities of Flightless-I revealed by acto-myosin based in vitro motility tech-

niques”. Koszonjiik Mibdly Jozsefnek (SZBK, Genetikai Intézet) a Flightless-I plazmido-
kat és Robert C. Robinsonnak (Okoyama Egyetem) a gelsolin plazmidot.
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AZ EISENIA ANDREI BETA-CATENIN HOMOLOG SZEREPE
AZ EMBRIOGENEZISBEN, SZOVETI REGENERACIOBAN ES
AZ ANTIMIKROBIALIS IMMUNITASBAN
Engelmann Péter', Bodé Kornélia"?, Boros Akos?, Liszlé Zoltan?3,
Nagyeri Gyorgy™, Chayeen Brotzki da Costa', Tolnai Gréta', Rumpler
Eva’, Molnir Ldszl6, Németh Péter!

2 O ! Pécsi Tiudomdnyegyetemn, Klinikai Kozpont, Immunolégiai é Biotechnoldgiai Intézet, Pécs
2Pécsi Tudomdnyegyetem, Klinikai Kozpont, Orvosi Mikrobioldgiai és
Immunitdstani Intézet, Pécs
3Soft-Flow Kft., K+F Laboratorium, Pécs
‘Magyar Agrdr- és Elettudomdnyi Egyetem, Genetika és Biotechnolégia
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5Péesi Tudomdnyegyetem, Természettudomanyi Kar, Allatszervezettani és
Fejlodésbiologiai Tanszék, Pécs

Az evoltciésan konzervélt Wnt/B-catenin jeldtvitel kozponti molekuldja a B-ca-
tenin. A PB-catenin (B-cat) dsszetett funkcidja szdmos sejtbioldgiai folyamatban jol
ismert. Jelen munkdnkban célul ttztiik ki az dltalunk - Eisenia andrei giliszta fajbdl-
azonositott Ea-f-cat homoldg bioldgiai szerepének a vizsgalatdt.

Az Ea-f-cat mRNS expresszidjat mértikk kiilonbozé szervekben és embriondlis
stddiumokban. Az anterior és posterior szegmens regeneraciot kovetSen az Ea-f3-cat
mRNS szinteket qPCR-vel vizsgaltuk. Szoveti szinten az Ea-f-cat fehérje kifejezédé-
sét, egyidejlleg a sejtosztodds detektdldsdval, a ScanR nagy dteresztdképességli mik-
roszkép rendszerrel kévettitk nyomon. I vitro, illetve in vivo mikroba (Gram-pozitiv
/ -negativ baktérium) és mikrobidlis komponens (zymosan, és poly 1:C) kezelések
utdn mértitk az Ea-B-cat mRNS és fehérje expresszids mintdzatdt.

Az Ea-fi-car alacsony (coelomasejtek), kozepes (ventralis idegldnc, petefészek) vagy
magas (metanephridium) mRNS expressziét adott a kiilonbozd szervekben, melyet
immunhisztokémiai mérésekkel is igazoltunk. Az ontogenezis sordn fokoz6dé Ea-
B-cat mRNS értékeket kaptunk. Az anterior és posterior regenerici6 eltéré Ea-f-car
mRNS kifejez6dési mintdzatot mutatott. Szdveti szinten csak a posterior vég regene-
ricidja sordn figyeltiink meg szignifikdns véltozdst az Ea-f3-cat fehérje kifejezdésében
az intake dllatokhoz képest, amely csdkkend tendencidt mutatott.

In vitro (3-24 h) ill. in vive patogén (36 h és 48 h) kezelések sordn megemelkedett Ea-
B-cat mRNS szinteket mértiink a coelomasejtekben. 7 vitro vizsgélatok sordn szignifi-
kdns mRNS emelkedést tapasztaltunk a 6 érés poli I:C illetve a 12 érds zymosan keze-
lések utdn, mig az in vitro poli I:C kezelés csdkkend Ea-B-cat fehérje szinteket indukilt.

Eredményeink alapjén megdllapithat6, hogy az Ea-B-cat ubiquiter expresszi6t
mutat és kozponti szerepet tolt be az ontogenezisben, a szoveti regenerdcidban ill. a
mikrobdk elleni immunvalaszban.
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KARDIOVASZKULARIS BETEGSEGEK PLURIPOTENS
2 1 OSSEJT—ALAPU MODELLEZESE
Apiti Agota
Természettudomdnyi Kutatékozpont, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
A hatékony gydgyszerfejlesztés és gyogyitds érdekében a széles korben elterjedt 4l-
latmodellek mellett sziikség van humdn in vitro modellekre is. A rdkos sejtvonalak és
a primer sejtek felhaszndldsa mellett egyre nagyobb teret nyer a humdn pluripotens
&ssejt-alaptit modellek tanulmdnyozisa. Kiilonosen igaz ez, amikor komplex beteg-
séget vizsgalunk, amelyek genetikai hdttere, szervi érintettsége és fenotipusa is ssze-
tett. Ebben az eléaddsban 4ttekintem a lehetdségeket, amellyel a betegségben érintett
sejttipusokat létrehozhatdk, a vizsgalati médszereket, amelyekkel a betegség tiinetei in
vitro vizsgdlhatdk és végiil a sajét kutatdsaink koziil is hozok példdt, hogy dttekintést
nydjtsak a teriilet jelenlegi 4lldsardl.

A kutatdsaink a Nemzeti Agykutatdsi Program (NAP) (2017-1.2.1-NKP-2017-
00002), és a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és Innovaciés Hivatal (OTKA- K128369)

tdmogatdsdval valésult meg.
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A BELIDEGRENDSZERT KEPZO IDEGI OSSEJTEK
KARAKTERIZALASA TRANSZKRIPTOMIKAI ES

2 2 EMBRYOMANIPULACIOS MODSZEREKKEL
Nagy Nandor
Semmelweis Egyetem, AOK, Anatdmiai, Szivet és Fejlodéstani Intézet,
Ossejt és Kisérletes Embryoldgia Labor, Budapest-1094, Tiizolté utca 58.

A bélidegrendszer a gasztrointesztindlis traktus faldban taldlhaté neuron és gliasej-
tekbdl all6 Ssszetett hdlézat, amely fontos szerepet jdtszik a motilitds és egyéb alapvetd
bélfunkcidk szabdlyozdsiban. A korai embryonilis fejl6dés idején a vel6csSbdl kilépd
dicléc-eredeti enterdlis idegi dssejtek (ENCDC) elészor az el6bél mesenchymalis ré-
tegét kolonizdljik, majd caudalis irdnyba haladva az utébélbe vandorolnak és a teljes
bélidegrendszert hozzdk létre. Ezt a fejlddési folyamatot a legelol haladd, differencid-
latlan, nagymértékben proliferativ és invaziv ENCDC sejtpopuldcié hajtja, de ezek-
nek a sejteknek a molekuldris jellemzdi csak részben ismertek. Az ENCDC-k sajdtos
migracids képessége olyan specidlis mechanizmusokon alapul, amelyek megszakitdsa
a bélidegrendszer rendellenes kialakuldsit eredményezi. Az ENS legjellemz6bb vele-
sziiletett rendellenessége a Hirschsprung-kér (HSCR), amelyben az ENCDC-k nem
tudjék benépesiteni a bél cauddlis szakaszdt. Szdmos olyan génmutdci6, amelyekrdl
kimutattdk, hogy hozzdjérulnak ehhez a velesziiletett rendellenességhez, révilagit az
ENCDC-k ontogenezisének dsszetettségére.

Bélidegrendszer embryonalis fejlédését célzé vizsgdlataink sorin embryomanipuli-
cids, in vitro és in vivo tenyészetek technikdjit 6tvozzitk morfoldgiai és transzkrip-
tomikai mddszerekkel. Az aktiv sejmigréciét mutaté differencidlatlan, valamint a
neurogén differencidléddst mutat6 ENCDC-k RNS szint(i 8sszehasonlitdsa sordn azt
talaltuk, hogy az embryonilis bélben elkiiléniil kétféle ENCDC-populicié az ext-
racelluldris mdtrix és a citoszkeletdlis gének megvéltozott expressziét mutatja, s ez a
kiilonbség 6sszhangban helyezhetd a migréciés fenotipussal. Tovibbd, meghigyeltiik,
hogy az aktiv migrdciét mutaté sejtekben hidnyoztak a neuron vagy gliaéréssel kap-
csolatos gének expresszidja. Kimutattuk, hogy a Dusp6 gén expresszidja kifejezetten a
differencidlatlan ENCDC-re jellemzd8. A DUSPG6 aktivitds gitldsa megakadalyozta az
utébél ENCDC kolonizdcidjdt és gitolta a posztnatalis bélbél izoldlt idegi sejtaggred-
tumok (neurosphere) fejlédését. Ezeket a hatdsokat az ERK jeldtvitel egyideji gdtldsa
megforditotta, ami jelzi, hogy az ENCDC-k migriciéjdhoz DUSP6-kozvetitett ERK

gdtldsra van sziikség.
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A SZERVSPECIFIKUS NYIROKER-NOVEKEDES ES FUNKCIO
MODULALASA NUKLEOZID-MODOSITOTT MRNS-EK
SEGITSEGEVEL

Jakus Zoltin

Semmelweis Egyetem, Elettani Intézet, Budapest

A kutatécsoportunk a nyirokrendszer és a nyiroknévekedési jelpdlyak szervspecifi-
kus szerepét vizsgdlja fizioldgids és patoldgids koriilmények kozote. Kifejlesztettiink
egy nukleozid-médositott mRNS alapt rendszert, amellyel VEGFC nyirokérné-
vekedési fakreor kifejezésén keresztiil, alacsony dézist alkalmazva ki tudunk valtani
nyirokérnovekedést. Kimutattuk, hogy VEGFC mRNS kezelés hatdsdra képz3d4 j
nyirokerek funkciondlisak, és képesek visszaforditani a nyirokodémadt dllatmodellben.
Az alkalmazott VEGFC mRNS platform nemcsak egy kivél6 eszkéz a nyirokerek
szervspecifikus szerepének preklinikai modellekben t6rténd vizsgilatdra, de a jovében
az alapjdt képezheti egy 4j terdpids megkozelités kifejlesztésének. Legtijabb kisérlete-
inkben azt vizsgdljuk, hogy mely sejttipusok veszik fel a nukleozid-mddositott mR-
NS-t, illetve a nyirokerek milyen szerepet jitszanak az mRNS alapti vakcindk dltal
kivéltott immunvalaszban.
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A PERIFERIAS NYIROKSZOVETEK ERMINTAZAT-
SPECIALIZACIOJA, MINT A SZOVET-SPECIFIKUS
IMMUNOLOGIAI FUNKCIO MEGHATAROZOJA
Balogh Péter'?, Kellermayer Zoltdn"?, Gdbris Fanni"?

'PTE Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet, Pécs
2Nyirokszovet Fejlodésbioldgiai Kutatdcsoport, Szentdgothai Janos
Kutatékozpont, PTE

A periférids nyirokszovetek limfocita-homeosztdzisinak és antigén-felvételének
meghatdrozé eleme a szévet-specifikus vér- és nyirokérhdlézat. A limfocita-megte-
lepedés kulcsmolekuldi az érszakaszra jellemzd endotelidlis addresszinek, amik a
kiilonb6z8  nyirokszovet-varidnsokban eltéré szovet-specifikus  transzkripcionalis
preferencidt mutatnak. Az eléadds célja a lép és bél-asszocidlt nyirokszovetek érmintd-
zat-meghatdrozdsiban szereplé Nkx2-3 transzkripci6s faktor szerepének bemutatisa.
Eredményeink szerint az Nkx2-3 szerepet jdtszik a nyirokendotél/vérendoté]l (LEC/
BEC) differencidlédds szabdlyozdsiban, valamint utébbiak addresszin-preferencia-
janak szovet-specifikus meghatdrozdsdban, ezdltal befolydsolva a helyi nyirokszoveti
szervezddést és limfocita-Osszetételt.
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A SZABALYOZOTT NEKROTIKUS SEJTHALAL FOLYAMATOK

SZEREPE A GYULLADAS SZABALYOZASABAN.
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ISzegedi Tudomdnyegyetem, I. sz. Belgydgydszati Klinika

Az elmult évtizedekben 1) szabdlyozott sejtpusztuldsi utakat, irtak le, amelyek fiig-
getlenek az apoptozistl. Mig a sejthaldlt szabdlyozé jelpalyak mdr viszonylag jél is-
mertek, a folyamatok immunolégiai kimenetelét még alig tanulmdnyoztdk. Az egyes
sejthaldl formdk hatdsa eltérd lehet a természetes és az adaptiv immunrendszerre is,
igy a sejthaldl Gtvonalak dtmenetének szabdlyozdsa, tolerogén/immunogén, anti/
pro-inflammatorikus hatdsainak befolydsoldsa jelentds klinikai potencidllal kecsegtet.

Kimutattuk, hogy a mitokondridlis apoptézis inicidtora, a kaszpdz-9 alapvetd sze-
repet jatszik a nekroptézisban is. Kaszpdz-9 hidnyos human és egér eredet(i sejtvona-
lakon sejthaldl receptorok, mintizatfelismerd receptorok és Herpes simplex virus-1
fertézés stimuldldsakor is szignifikinsan kevesebb nekroptotikus sejtpusztuldst figyel-
tiink meg, mint vad tipust sejteken. Ezen az eredményeinket in vivo is megerdsitettitk
egy transzgénikus egérmodell segitségével, amelyben LoxP szekvencidkat épitettiink
be a kaszpdz-9 génbe. A kaszpdz-9 hidnya acinus sejtekben gdtolta a pancreatitis, en-
dotél sejt specifikus kititése pedig a TNF-indukdlt szisztémds gyulladds kialakulds.
Bizonyitottuk tovabbd, hogy az immunrendszer citotoxikus funkciéi RIPK1 fiiggd
sejthaldlt indukdlnak, ami lehet6vé teheti a pusztuld sejtek keresztprezentdcidjit és
ezéltal az adaptiv immunrendszer aktivdci6jét.

Eredményeink 4j célzott beavatkozdsi lehetdségeket kindlnak a mitokondridlis
apoptézis és a nekroptdzis dtmentének szabdlyozdsdban és igy steril gyulladdsi folya-
matok befolydsoldsdban.

(RIPK1-Receptor-interacting protein kinase 1, TNF-Tumor necrosis factor)
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A SZABALYOZOTT SEJTHALAL FOLYAMATOK HATASA AZ
IMMUNVALASZ POLARIZACIOJARA

Maizl6 Anett, Muszka Zsuzsa, Homoki Eszter, Burai Sdra, Kardos Baldzs,
Jenei Viktéria, Koncz Gébor

Debreceni Egyetem, AOK, Immunoldgiai Intézet

A sejtek kozotti dinamikus kommunikacié a folyamatosan véltozé kornyezethez
val$ alkalmazkodds alapja. Ezen “pdrbeszédet” folytatd sejtek lehetnek immun- és
nem immunsejtek egyardnt. A szoveti rezidens sejttipusok dllapota, kordbbi kondi-
ciondléddsa, egymdshoz viszonyitott ardnya, a koztiik zajlé kommunikdcié médja
meghatdrozza a gyulladdsos és anti-inflammatérikus folyamatok egyensulydt, ezaltal
tdmogathatjdk a homeosztdzis fenntartdsit vagy befolydsolhatjék a patolédgids folya-
matok kimenetelét. Célunk az ezen folyamatokat koordindlé kritikus sejttipusok,
molekuldk, mechanizmusok azonositdsa, melyek befolydsolhatjdk a makrofig (M)
polarizdciét, mezenchymalis 8ssejt (MSC) “priming-ot” vagy a dendritikus sejt (DS)
adaptiv vilaszt meghatdrozé képességét.

A sejtek pusztuldsa fiziologids és patoldgids folyamatok kulcslépése. Kutatdsaink
sordn kiilonféle sejthaldl ttvonalak, mint az apoptdzis, nekroptézis, piroptdzis, és
ferroptdzis természetes és adaptiv immunvélaszra kifejtett hatdsait igyeksziink feltdr-
ni. Mivel a kiilonb6z8 sejttipusok eltérd sejthaldl-érzékenységgel jellemezhetdk, op-
timalizaltuk primer sejtek (M, BM-MSC) és sejtvonalak (Jurkat, THP-1 és MSCI)
eltérd médokon t6rténd olési protokolljat. Ezt kovetSen vizsgdljuk az olt sejekrdl
szdrmaz6 szolubilis medidtorok (DAMP-ok, RAMP-ok) immunvélaszra gyakorolt
hatdsait. Ezen molekuldk felszabaduldsa a sejtekbdl eltérd osszetételt és idSbeli mintd-
zatot mutat az egyes sejttipusok, s6t az egyes sejthaldl formdk esetén is. Megfigyeltiik,
hogy a termelt/kibocsdtott medidtorok befolydsoljdk a makrofdgok polarizcidjdt, az
MSC-ek immunmoduldlé képességét, illetve a DS-ek kiilonb6z8 TLR ligandokra
adott vélaszdt és kostimuldcids profiljét.

Szdmos nekrotikus sejthaldl forma gyulladdsos folyamatokban betdltott szerepét
vizsgdltdk mdr, de szerepiik tanulmdnyozdsa a gyulladdsgatlisban és a regenerdcids
folyamatokban eziddig nem kapott nagy hangsiilyt. Erdeklédésiink kézéppontjiban
épp ezért a kiiléonboz6 immunogenitdssal jellemezhetd sejthaldl formdk az immunva-
laszokat meghatdrozé, a “rezolviciét” potencidlisan irdnyitd és beindité sejttipusokra
gyakorolt hatdsdnak vizsgilata 4ll késébbi potencidlis terdpids lehetSségek és célpon-
tok azonositdsa céljabél.

M - makrofdg, MSC — mezenchymalis 8s/sztréma sejt, DS — Dendritikus sejt, BM
— bone marrow, DAMP - Damage-associated molecular pattern, RAMP - Resolu-
tion-associated molecular patterns, TLR — Toll-like receptor

A projekt megvalésuldsat az ,OTKA” PD_22, K142930 pélydzat timogatja.
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AZ ELHALT SEJTEK ELTAKARITASANAK SZEREPE A REGE-

NERATIV GYULLADAS SZABALYOZASABAN

Szondy Zsuzsa'?, Sarang Zsolt*, Garabuczi Eva?, Nour Al-Zaeed?,

Nastaran Tarban4, Budai Zséfia?, Andreas Patsalos’, Haldsz L4szl6’
27 !Debreceni Egyetem, FOK, Neméndllé Fogorvosi lanszék,

2AOK, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet,

SETK, Egészségtudomdnyi Intézet,

“Molekuldris Sejt és Immunbioldgiai Doktori Iskola, Debrecen,

’Departments of Medicine and Biological Chemistry, Johns Hopkins

University School of Medicine, St. 11 Petersburg, FL, USA

A vizizom sériilést kovetd regenerdcidja a regenerativ gyulladds szép példdja. A re-
generdcié az izomrostok bazélis lamindjdban elhelyezkedd miogén &ssejtek, az un.
rencidcidja nem szatellit sejt autoném folyamat, hanem a kdrnyezd sejtek 4ltal kibo-
csdjtott szigndlmolekuldk fiiggvénye. A folyamat szervezésében meghatdrozé szerepet
toltenek be a sériilés helyére bevandorlé makrofigok, részben mert eltakaritjdk az
elhalt sejteket, részben mert a mioblaszt differencidciot, érujdonképzddést segitd szig-
nilokat bocsdjtanak ki. A folyamat kezdetén ezek gyulladdsos makrofigok, melyek az
eltakaritdst kovetden un. M2 szer(i reparativ makrofigokkd alakulnak. Mind a korai
szakaszban termelt gyulladdsi citokinek, mind a gy4gyité szakaszban termelt makro-
fig eredeti novekedési faktorok és gyulladdsellenes molekuldk sziikségesek a megfele-
18 szoveti regenerdciéhoz és a gyulladds ledllitdsihoz. Eldaddsomban bemutatom, két
(Mer illetve transzglutamindz 2) knock out egér tanulmanyozésan keresztiil, hogy két
fagocitézis receptor hidnya is, nemecsak eltakaritdsi zavarhoz vezet, hanem specidlisan
modositja a makrofigok M2 irdnyu polarizdcidjdt, és ennek zavara az izomregenera-
ci6 zavardhoz vezet. A Nur77 transzkripcids faktor hidnyos egerek tanulmdnyozdsa
pedig arra vildgitott rd, hogy az elhalt sejt eltakaritds sordn kialakulé reparativ mak-
rofdgok t6bb alcsoportra oszthatdk, és a makrofigok M2 irdnyd gyulladds ellenes
polarizdcidja alcsoport specifikusan szabélyozddik.

Tamogat6: OTKA138162
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JELATVITELI UTVONALAK SZABALYOZASI ZAVARAI
RHEUMATOID ARTHRITISBEN

Boldizsar Ferenc', Olasz Katalin', Esam Khanfar', Gdl Patricia Szonja',
Berki Timea!

'PTE, KK, Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet

A rheumatoid arthritis az egyik leggyakoribb szisztémds autoimmun betegség. Kli-
nikailag a kisiziiletek krénikus, progressziv gyulladdsa jellemzi, melynek hétterében
kéros autoimmun reakcié azonosithatd. Kialakuldséban szerepet jdtszanak mind a
velesziiletett- mind pedig a szerzett (specifikus) immunrendszer elemei. RA-ban az
autoreaktiv (sajdt antigéneket felismerd) sejtek aktivécids- és apoptdzis folyamatai kii-
l6nféle véltozdsokat mutatnak. Ezek alapjdn egyre tobb olyan terdpids megkozelités
elérhetd, amelyek célja egyes jeldtviteli folyamatok célzott befolyasoldsa.

Munkdnk sordn a RA egyik egérmodelljében vizsgdljuk a betegség kialakuldsit be-
folydsolé lehetséges mechanizmusokat. A rekombindns human aggrekin G1-domén
indukélt arthritis (GIA) modell klinikai- és hisztopatholdgiai megjelenésben, autoan-
titest termelésben, az autoreaktiv T sejtek részvétele- és a gyulladdsos citokinek tal-
termelése alapjdn nagyon hasonlit a humdn RA-hoz. A GIA modell elénye, hogy a
betegség kiilonbozd stddiumaiban vizsgdlhaték az immunviélasz részletei és a sejtek
aktivécids folyamatai.

Kisérleteink alapjdn GIA-ban eltéréseket tapasztaltunk mind a T- mind a B sejtek
aktivécids jeldtviteli folyamataiban. T sejtek esetében a TcR-bél kiindulé jeldtvitel
eréssége befolydsolja az aktivicid/apoptdzis egyenstilydt, amely az autoimmun arthri-
tis sulyossdgdt is meghatdrozza. Ennek szabélyozdséban a ZAP-70 molekula kézponti
szerepét igazoltuk. A B sejtek esetében azt tapasztaltuk, hogy a [ép kritikus szerepet
tolt be a BcR-en keresztiil kivalthat6 aktivéci6 szabdlyozdsiban.

Eredményeink rdmutatnak a lymphocytdk jeldtvitelének komplex valtozésaira au-
toimmun arthritisben, melyek segithetnek a RA jobb megértésében és esetleges tera-
pids célpontok azonositdsiban.

RA: rheumatoid arthritis; GIA: rekombindns humdn aggrekian G1-domén indukélt
arthritis; TcR: T sejt receptor; BeR: B sejt receptor




Elsadds absztraktok

A ROSSZINDULATU DAGANATOK FENOTIPUSANAK
PLASZTICITASA ES AZ IMMUNOGEN MIMIKRI JELENSEGE
Timar J, Honn KV, Hendrix JC, Marko-Varga G, Jalkanen S.

2 9 Semmelweis Egyetem, Patoldgiai, Igazsdgiigyi és Bizotitdsorvostani Intézete,
Budapest, Wayne State University, Detroit, MI, Sepherd University,
Sepherdtown, WV,

Lund University, Lund Svédorszdg,
University of Turku, Finnorszdg

A rosszindulatti daganatok plaszticitdsa egy fontos Uj alapvetd jellegzetességiik, ami
a diagnosztikdt is zavarhatja, de kozre jdtszik az dceétképzd képesség formdldsiban
is. Tovabb menve, daganataink jelentds részében kiilonféle médon, de kialakul a
részleges vagy teljes immunrezisztencia, melynek alapvetd mechanizmusait kezdjiik
megismerni. Ilyen mechanizmusok az alacsony muticids terhelés, a HLA vesztés, a
hipoxids kornyezetben fokozottan termelt VEGF vagy a daganatsejtek 4ltal kifejezett
immunellenérz8pont gitlé PDL1 vagy CTLA4 megjelenése.

Magunk bérmelanéma dttéteiben észleltitk az immunsejt-gének (19) rendszerszint(i
amplifikdcidjit és kovetkezményes fehérje expresszidjit. Az irodalom dtvizsgaldsa so-
rin ez a génlista 26-ra béviilt és érintett sokféle daganatot. Erdekesség hogy ezen gé-
nek tobbsége un. IFN-reguldlt gén. Az dltalunk leirt immunogén mimikri jelent8sége
abban van hogy szdmos lehetéséget kindl a daganatsejtek szdmdra az immunvélasz
eléli el- és megmenekiilésre. A jelenség klinikailag relevéns, hiszen a PDL1/PD1 ésa
CTLA4 mellett az immunogén mimikriben érintett mds gének dltal kédolt fehérjék
is szerepelhetnek sikeres terdpids célpontként: CD27, CD47, CD166, CD172 vagy
az IDO.
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A TRPM4 SZEREPE HASNYALMIRIGY ACINUS
SEJTEKBEN

P O 1 Diszhézi Gyula', Magyar Zsuzsanna Edua’, Lisztes Erika', Téth
Istvdn Baldzs', Alméssy Janos>
'Debreceni Egyetem, Altalinos Orvostudomdnyi Kar, Elettani Intézet
2Semmelweis Egyetem, Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Elettani Intézet

A tranziens receptor potencidl ioncsatorndk melastatin alcsalddjanak 4-es tipusa
(TRPM4) egy Ca2+-fiiggs, nem szelektiv kationcsatorna, mely aktivaléddsa a plaz-
ma membrédn depolarizéciéjit okozza. Mivel az intracelluldris [Ca2+]-nak és bizonyos
Ca2+-fliggd ioncsatorndknak kozponti szerepe van a hasnyalmirigy acinus sejtek mii-
kodésében, arra voltunk kivancsiak, hogy a TRPM4 jelen van —e ezekben a sejtekben,
és ha igen, hogyan befolydsolja a sejt miikodését.

Enzimatikus emésztéssel nyert egér hasnydlmirigy acinus sejteken patch-clamp
technika segitségével jelentds Ca2+-aktivélt kationdramot taldltunk, amely a TRPM4
gatloszereivel (9-fenantrol és CBA) csokkenthetd volt. Ez a CBA-érzékeny dram a
sejteket a nyugalmi -44 mV-os értékrdl Ca2+-fiiggé médon -28 mV-ra depolarizalta.
Tovébb4, mikrofluorimetrids (Ca2+-imaging) mddszerrel kimutattuk, hogy a Ca2+
bedramlds a TRPM4 KO- illetve a CBA-val kezelt acinus sejtekben magasabb [Ca2+]
emelkedést okozott, mint a kontroll sejtekben. Mivel a szekretagogok dltal kivaltott,
periodikusan ismétl6dd, oszcilldlé mintdzatot mutaté Ca2+-szint véltozdsok részben
az extracelluldris térbdl t6rténé Ca2+ bedramlds eredményei, a TRPM4 koleciszto-
kinin 4ltal kivaltott Ca2+ oszcilldciokra gyakorolt esetleges szabdlyozé hatdsdt is meg-
vizsgdltuk. Azt taldltuk, hogy a Ca2+ jelek amplitidéja TRPM4 KO-ban magasabb
volt, mint a kontroll sejtekben.

Eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy a hasnydlmirigy acinus sejteket fizi-
olégids szekretegog stimuldcié alatt a TRPM4 dram olyan mértékben depolarizdlja,
hogy az a Ca2+ befelé irdnyul hajtéerejének jelentds csokkenését eredményezi. Azaz
a TRPM4 negativ visszacsatoldssal szabdlyozza Ca2+ bedramldst.

A TKP2021-EGA-24 azonositdszdmii projekt a Kulturdlis és Innovdcids Minisztérium
Nemzeti Kutatdsi Fejlesztési és Innovdcids Alapbdl nydjtott tamogatdsdval, a 2021. évi
1émateriileti Kivdldsdg Program pdlydzati program finanszirozdsdban valdsult meg.
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A PARP INHIBITOR TALAZOPARIB CSOKKENTI A

KISERLETES CROHN BETEGSEG TUNETEIT EGERBEN

EPITHELIALIS BARRIER VEDELMEN KERESZTUL
P02 Bagé6né Vintus Viola*, Kovics Dominika, Vimos Eszter, Dedk

Péter, Ifj. Gallyas Ferenc, Radnai Baldzs

Pécsi Tudomanyegyetem Altalinos Orvostudomdnyi Kar, Biokémiai és

Orvosi Kémiai Intézet

A gyulladdsos bélbetegségekre a bélhdm epithelidlis barrier funkciéjanak kdrosoddsa
és a fokozott permeabilitds jellemzd. Ez igaz a Crohn-betegségre és a fekélyes vastag-
bélgyulladdsra egyardnt. E folyamat az immunsejtek aktiviciéjdhoz, oxidativ stresz-
szhez, energetikai 8sszeomldshoz és szovetkdrosoddshoz vezet. Kordbbi munkdnkban
alkalmazott PARP inhibitorral (olaparib) dsszehasonlitva a talazoparib azonban nem
gdtolja a komplex I-et. Ezért a mitokondridlis ATP szintézis hatékonyabb lehet, ami
az epithél sejtek javuld energetikdjdt és tilélését eredményezheti, amivel hatékonyabb
barrier védelem is megvalésulhat. Célul ttztiik ki tehdt a Talazoparib gyulladdsgdtld
hatdsdnak vizsgdlatdt dllatkisérletes modellben és makrofdgokon, és az energetika vizs-
galatdt epithél sejteken.

LPS-sel indukélt Raw 264.7 makrofdg sejteken életképességet, ROS és nitrit ter-
melést vizsgiltunk. A H202-vel kezelt Caco-2 sejieken pedig az energiatermelést
Seahorse XFp miiszerrel analizdltuk. A TNBS indukdlta kisérletes colitis modellben
a 0,33 mg/ttkg talazoparibot naponta i.p. adagoltuk. A vastagbél szoveti elvaltozdsait
makroszképikusan értékeltiik, pontoztuk és FITC-dextrdn permeabilitds tesztet vé-
geztiink.

Talazoparib hatdsdra csokkent a sejthaldl, a ROS és nitrit képzddés a makrofdgokon
és megerdsitettiik, hogy a talazoparib az olaparibbal sszehasonlitva nem gétolja a
komplex I-et. A Talazoparib hatdsira megnovekedett ATP termelést mértiink epithél
sejteken oxidativ stresszben. A talazoparib csdkkentette a kisérletes colitis stlyos tii-
neteit (fekélyek szdma, mérete; véres széklet, hasmenés), hatdsdra javult a barrier in-
tegritdsa. A hematoldgiai paraméterekbdl szimolt ardnyszdimok (LMR, PLR, NLR) a
TNBS hatdsdra a Crohn-betegségre jellemzd vdltozdst mutattak, amit a PARP gdtlé
szignifikdnsan javitott.

A PARP inhibitor talazoparib csékkentette a gyulladdsos tiineteket a TNBS indu-
kélta kisérletes Crohn-betegség modellben, feltehet8en az energiatermelés megerdsi-
tésével és az epithelidlis barrier integritdsdnak megQrzésével.

Roviditések: LPS — Lipopolysaccharides, ROS - reactive oxygen species, ATP -
Adenozin-trifoszfit, i.p. — intraperitonedlis, FITC- fluoreszcein izotiociandt dextran,
H,O, - hidrogén-peroxid, NAD+ - nikotinamid-adenin-dinukleotid, PARP — poli
(ADP-ribéz) polimerdz, TNBS - 2,4,6-trinitrobenzén-szulfonsav

Tamogatds: TKP2021-EGA-17 Témateriileti Kivalésigi Program
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A SEPTIN7 FUNKCIOJANAK VIZSGALATA KULONBOZO
HUMAN MELANOMA SEJTVONALAKBAN

P O 3 Balogh Krisztidn', Hajda Tibor!, Végé Judit', Zdkdny Réza', Fodor
Janos?, Csernoch Ldsz14?, Matta Csaba!, Takdcs Roland!
! Debreceni Egyetem AOK, Anatomiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet, Debrecen
’Debreceni Egyetem AOK, Elettani Intézet, Debrecen

Bevezetés

A melanoma malignum a bér pigmenttermeld sejtjeibdl kiindulé agressziv rosszin-
dulatt daganat. Kutatdsok igazoltidk a SOCE jelentéségét a melanoma sejtek migraci-
6jaban. A SOCE alapvetden két molekula, az ORAI1 csatornafehérje, illetve a STIM1
transzmembran fehérje Gsszekapesoldddsa révén kialakult komplex eredménye. Bizo-
nyitdst nyert, hogy a fenti folyamatokhoz sziikséges a septin filamentumok dtrendezd-
dése. A septin fehérjecsaldd az eukariéta sejtek citoszkeletonjdnak alkotéeleme. Tagjai
GTP hidrolizisén keresztiil képesek egymdssal hetero-oligomer komplexet létrehozni,
amik filamentumokkd, gytirtikké és egyéb komplex strukedrakkd llhatnak ossze.
Célkittizés

Az itt bemutatott munkdnk célja volt megvizsgalni a komplex septin struktirdk
alapjdul szolgdlé hetero-oligomer egyik alapvetd tagjanak, a SEPTIN7-nek gén-
csendesitésével jaro sejtélettani valtozdsokat.
Anyagok és médszerek

Egy primer (WM35), valamint egy nyirokcsomé dttéebdl izoldle (A2058) mela-
noma sejtvonalon végeztiik el a SEPTIN7 géncsendesitését, aminek hatékonysdgdt
qPCR-ral ellendriztiik, majd a tovdbbi vizsgilatainkban a sejtvonalak malignitdsat
meghatdrozé f6bb folyamatokban bekéovetkezd véltozdsokat kovettiik.

Eredmények

A SEPTIN7Y gén csendesitése mindkét sejtvonal esetében sikeres volt (-80%). Az ed-
dig elvégzett kisérleteink sordn a kontrollal t6rténd osszehasonlitdsndl a géncsendesitett
sejtek kemotaktikus aktivitdsa alacsonyabb volt a nem géncsendesitett sejtekhez mérten.
Kovetkeztetés

A fentiekbdl adéddan feltételezziik, hogy a SEPTIN7 gén csendesitésének hatdsaa SOCE
gdtldsan keresztiil a melanoma sejtek migrécids képességének csokkenéséhez vezet. A sep-
tin géncsaldd kiilonboz6 tagjainak aberrdns expressziéjat mar tobb malignus daganatban
leirtak, viszont a szerepiik dltalunk vizsgdlt aspektusa a daganatok patomechanizmuséban
egyeldre ismeretlen teriilet. Véleményiink szerint eredményeink segithetik a melanoma,
illetve akdr mas daganattipusok metasztdzisképzésének molekuldris mechanizmusainak
részletesebb megértését, ami potencidlisan Gj onkoterdpids célpontokat szolgaltathat.

Témogatds: FK-134304, 2020-4.1.1-TKP2020.
Réviditések: SOCE: store-operated Ca2+ Entry, ORAII: calcium release-activated
calcium channel protein 1, STIM1: stromal interaction molecule 1
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AZ OPA-1 VEDO SZEREPE A BLEOMYCIN INDUKALT-
TUDOFIBROZISBAN
P O Bérindi Gergé', Szénté Henrietta Anna', Andreidesz Kitti',
Hocsdk Enikd', Bogndr Zita', Fekete Katalin', Szabé Aliz'
! Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Biokémiai és
Orvosi Kémiai Intézet, Pécs

Az idiopatids tiidéfibrézis a diagndzis feldllitdsa utdn 2-6 éven beliil haldlhoz vezet. A
kérkép jelenleg nem gydgyithatd, és egyre gyakoribb. Irodalmi adatok azt mutatjk,
hogy a mitokondriumok és az oxidativ stressz fontos szerepet toltenek be a tiid6fib-
rézis inicidldsiban és progresszijaban. Munkank sorin megvizsgaltuk a BGP-15 sze-
repét primer humdn pulmonalis arteridlis endotélsejteken (HPAEC), valamint egy
korai, bleomycin-indukalt idiopdtids tiidéfibrézis egérmodellben, ugyanis a BGP-15
mér szdmos oxidativ stresszel Osszefiiggd betegségmodellben védd hatdst mutatott.
Tovédbbd munkacsoportunk kordbban leirta, hogy a BGP-15 csokkenti az oxidativ
stressz indukdlta mitokondridlis fragmentéciét az OPA-1 fehérjén keresztiil.

Sejtkultdrds kisérleteinket HPAEC sejtvonalon végeztiik. Eldszor szulforodamin B
teszt segitségével megvizsgiltuk, hogy a BGP-15 miként befolydsolja a bleomycin in-
dukdlta sejthaldl mértékét. Majd tanulmanyoztuk a BGP-15 bleomycin-indukélt mi-
tokondridlis fragmentdcidra gyakorolt hatdsit normadl és OPA-1 szupresszdlt HPAEC
sejteken, MitoTracker Red-del jelolve a mitokondriumokat. Végiil az dllatkisérletes
modelliinkben az egerek intratrachedlis instilldciéval bleomycint, majd tovébbi 14
napig intraperitonedlisan BGP-15-t vagy fizioldgids séoldatot kaptak. A 14. napon a
tiidSket kivettiik, fixdleuk, majd elvégeztiik hisztopatoldgiai vizsgélatukat.

A BGP-15 csokkentette a bleomycin-indukélt sejchaldl és mitokondridlis fragmen-
téci6 mértékét normdl sejteken, ugyanakkor az OPA-1 szupresszdlt sejtekben nem
csokkentette a mitokondridlis fragmentdciét. A szovettani vizsgilat sordn azt tapasz-
taltuk, hogy a BGP-15 mérsékelte a gyulladdsos sejtek infiltrdcidjde és az alveoldris
falvastagsdgot, tovabbd redukdlta a bleomycin-indukalt pulmondlis fibrézis méreékét.

Eredményeink azt mutatjik, hogy a BGP-15 védé hatdsa az OPA-1 fehérjén ke-
resztiil érvényesiil. A tiid6fibrézis korai szakaszdban a mitokondridlis dinamika fizié
irdnydba t6rténd eltoldsa jelentds terdpids hatdssal birhat.

HPAEC: human pulmondlis arteridlis endotél sejtvonal
OPA-1: optic atrophy-1
BGP-15: N'-[2-hidroxi-3-(1-piperidinil) propoxi] piridin-3-karboximidamid

A Témateriileti Kivél6sigi Program 2021 Egészség Alprogram (TKP2021-EGA-17)

dltal timogatva.
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UJ KRAS G12C INHIBITOROK OSSZEHASONLITO
VIZSGALATA TUDO ADENOKARCINOMA
SEJTVONALAK 2D ES 3D MODELLJEIN

POS Molndr Eszter', Baranyi Marcell', Gdbriel Zsofia', Petényi Flora
Gréta', Bordds Fanni', Heged(s Baldzs', Timar Jézsef!
!Semmelweis Egyetem, Patoldgiai Igazsdgiigyi és Biztositdsi Orvostani
Intézet, Budapest

Bevezetés

A KRAS a plazmamembrénhoz lokalizdl6dé, kulesfontossdgti reguldtor fehérje, amely
szdmos jelpélya szabdlyozdsiban vesz részt. Onkogén muticiéi a KRAS tiid6 adenokar-
cinémék harmaddban fordulnak el8, amelyek 40%-4t a KRAS G12C muticiok teszik
ki. Az intenziv kutatdsoknak koszonhetSen a kozelmdltban sikeresen fejlesztettek ki erre
a mutdciora specifikus kovalens inhibitorokat, amelyek koziil kettd (sotorasib és adagra-
sib) klinikai alkalmazasra is keriilt. Bar a klinikai vizsgdlatok eredményei ismertek, koz-
vetlen in vitro 6sszehasonlitisuk — tudomdsunk szerint — még nem lett kozolve. Jelen
vizsgdlatunkban hdrom tiid8 adenokarcinoma sejtvonalon vizsgaljuk meg a vegyiiletek
hatékonysdgdt, illetve a RAS jelpalydk aktivdcids valtozdsait.

Anyag és médszer

Hérom KRAS G12C muticiét hordozé tiid6 adenokarcinéma sejtvonalat (H1792,
SW1573 és PF139) vontunk be a vizsgdlatokba. A sotorasib és adagrasib életképes-
ségre gyakorolt hatdsait 72 6rds SRB és 6 napos 3D szferoid tesztekkel vizsgdltuk. Az
inhibitorok RAS jelpdlyakra kifejtett hatdsdt western blot analizissel vizsgaltuk.

Eredmények

Az életképességi tesztek eredményei alapjan a sotorasib az Gsszes sejtvonal esetében egy adott
koncentrécié felett mar tudta tovdbb csdkkenteni a sejtek életképességét, mig az adagrasib va-
lamennyi vizsgilt koncentrécién dézisfliggé hatdst mutatott. Az inhibitorok a Western blot
eredmények alapjan gatl6 hatdst fejtettek ki a RAS jelpdlydkra. A RAS gének vizsgdlata sordn
megfigyelhetd volt a HRAS fehérje magasabb aktiviciéja a KRAS fehérje gétldsa esetén.

Kovetkeztetés

Az inhibitorok dsszehasonlitdsa sordn az adagrasib hatékonyabban tudta gétolni a
sejtvonalak életképességét a sotorasibhoz képest. Az inhibitorok hatékonyan gétoltdk
a RAS jelpdlyakat, ugyanakkor a HRAS fehérje fokozott aktivdléddsa a KRAS inhibi-
torokkal szembeni rezisztencidhoz vezethet.
Réviditésjegyzék:
SRB: szulforodamin B festék

A KULTURALIS ES INNOVACIOS MINISZTERIUM UNKP-22-4-1I-SE-11 KODSZAMU UJ NEMZETI
KIVALOSAG PROGRAMJANAK A NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI ES INNOVACIOS ALAPBOL FI-
NANSZIROZOTT SZAKMAI TAMOGATASAVAL KESZULT.
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A GERJESZTETT AKCEPTOROK ES DONOROK
DETEKTALASI HATEKONYSAG ARANYANAK JOBB
BECSLESE FRET MERESEKHEZ

Batta Agnes"2, Hajdu Timea', Nagy Péter'

!Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudomdnyi Kar Biofizikai és
Sejtbioldgiai Intézer

2Debreceni Egyetem Molekuldris Orvostudomdny Doktori Iskola

A FRET egy sugirzdsmentes kolcsdnhatds donor és akceptor kozott, melynek td-
volsdgfiiggése érzékeny eszkozzé teszi a fehérjék oligomerizdcidjanak és szerkezeté-
nek tanulmdnyozisihoz. gy képes a biolégiai mintikban 2-10 nm tarcomdnyban
intermolekuldris tdvolsigokat meghatdrozni, mivel a hatds forditottan ardnyos a
tdvolsdg hatodik hatvinydval.

A FRET-rendszer mindig tartalmaz két fluorofér molekuldt: egy donort és egy
akceptort. A mérések kalibraldsahoz elengedhetetlen az Gn. o paraméter ismerete,
amely leirja a gerjesztett akceptor detektdldsi érzékenységét a gerjesztett donorral
szemben.

Amikor a FRET-et az akceptor szenzitizalt emissziéjdnak mérésével hatdrozzuk
meg, a formalizmusban mindig taldlhaté egy paraméter, amely a gerjesztett akcep-
tor és a gerjesztett donor detektdldsi hatékonysdganak ardnydt jellemzi. Fluoresz-
cens antitestekkel vagy mds kiilsé jelolésekkel végzett FRET-méréseknél ezt az a-val
jelolt paramétert dltaldban gy hatdrozzdk meg, hogy osszehasonlitjdk az ismert
szdmu donor ¢és akceptor intenzitdsit két figgetlen mintdban, ami nagy statisz-
tikai variabilitishoz vezet, ha a minta mérete kicsi. Itt egy olyan médszert muta-
tunk be, amely a pontossdgot javitja kalibralt szimu antitestkotd hellyel rendelkezd
mikrogyongyok és donor-akceptor keverék alkalmazdsival, amelyben a donorok és
akceptorok kisérletileg meghatdrozott ardnyban vannak jelen. Kidolgoztunk egy
formalizmust az o meghatdrozdsara, és bemutatjuk a javasolt médszer jobb repro-
dukalhatésdgit a hagyomdnyos megkozelitéshez képest. Mivel az Gj mddszertan
nem igényel bonyolult kalibriciés mintdkat vagy specidlis miiszereket, széles kor-
ben alkalmazhaté FRET kisérletek szdmszer(isitésére a bioldgiai kutatdsokban.

Réviditések: FRET — Forster rezonancia energiatranszfer
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A HHV1 PROTONCSATORNA SZEREPE VASZKULARIS

SIMAIZOMSE]JTEKBEN

Gyuris Katinka', Geraldo Domingos', Korpos-Pintye-Gyuri Eva,
P O 7 Varga Zoltén*

!Debreceni Egyetem AOK Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen

’Debreceni Egyetem AOK Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, MTA-DE

Sejtbioldgiai és Jeldtviteli Kutatdcsoport, Debrecen

A hHv1 fesziiltség-fliggé protoncsatorna egy passziv transzporter, mely protono-
kat juttat 4t a membrdnon szelektiven, s igy fontos szerepet tolt be szdmos sejttipus
pH-szabdlyozdsdban. Az artéridk faldban megtaldlhaté vaszkuldris simaizom sejtek
(VSMCQ) fiziolégids kortilmények kozott nyugalmi, vagy kontraktilis fenotipusal
birnak. Az érfal sériilése esetén a sejtek dtvaltanak a szintetikus, migrdcids és prolife-
rativ fenotipusra, ami lehet6vé teszi a szovet regenerdciéjét. Amennyiben a migrélé
/ proliferalé sejtek nem képesek visszavaltozni kontraktilis fenotipusra, az pathogén
vaszkuldris dtalakuldsokat indukdl melyek atheroszklerézishoz vezetnek.

Munkdnk sordn célunk a hHv1 vaszkuldris simaizomsejteken valé jelenlétének
bizonyitdsa, tovdbb4 annak a szerepnek a feltdrdsa, amelyet a csatorna az intracel-
luldris pH reguldcidja révén a sejtek normal és kéros tevékenységei sordn betél.
Vizsgéljuk, hogy milyen szerepet jétszik a hHv1 a VSMC-k talélésében, differenci-
dcidjaban és mdtrix termelésében.

Amennyiben a hHv1 kulesszerepet tolt be a VSMC-k kéros tevékenységében érelmesze-
sedés sordn, azonban a normdl miikddésben nem, akkor a csatorna fontos farmakolégiai
célponttd valhat a VSMC-k ateroszkelrézisban fellépd kéros aktivitdsanak gatldsara.

A hipotézis igazoldsira végeztiink életképességi vizsgilatokat MTT assay alkalma-
zésdval, mozgékonysdgi kisérleteket scratch assay mddszerrel és impedancia mérés-
sel, PCR és Western Blot kisérleteket a hHv1 kimutatdsdra, alizarin voros festést
a kalcifikdlt extracelluldris matrix termelésre vonatkozé hatds szemléltetésére, vala-
mint mikroszkdpos vizsgélatokat.

Vizsgélati eredményeink aldtdmasztjék a hipotézist, mely szerint a VSMC-kben
kifejez8dik a hHv1 és szerepet jdtszik azok migriciés képességében, valamint be-
folyassal van az életképességre. Ez a kovetkeztetés tovabbi kisérletek végrehajtdsa-
hoz nyujthat alapot, melyek segitségével kvantitativ kiilonbséget mutathatunk ki
a kontraktilis, illetve a differencidlédott proliferativ sejtek hHv1 expresszidjdban
majd ezzel dsszefliggésben 1év6 funkciondlis kiilonbségeket tarhatunk fel.

Roviditések:

hHV1 — humadn fesziiltség-kapuzott protoncsatorna

VSMC — Vascular Smooth Muscle Cell

MTT- 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium-bromid
PCR — Polimeriz ldncreakcid
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RNS VIRUSBAN KIALAKULO G-QUADRUPLEX
STRUKTURAK VIZSGALATA ES SZERKEZETUK
PO STABILIZASLASA
Cervenak Miklés!, Smeller L4sz1é!
!Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet, Budapest

A G-quadruplexek (GQ) olyan nemkanonikus polinukleotid szerkezetek, melyek
a nukleinsav molekuldk guaninban gazdag régidiban alakulhatnak ki. Egy GQ-t
2-3 egymis folott elhelyezkedd G-kvartett alkot. A G-kvartett egy sikba rendezett,
Hoogsten-féle hidrogénkotésekkel osszetartott 4 darab guaninbél dll. GQ szerkeze-
tek eléfordulnak példdul a telomer, vagy egyes onkogén prométer régidkban.

Tobb potencidlisan GQ kialakitdsira képes szekvencia ismert a SARS-CoV-2
genomjdban is. Elsédleges célunk, ezen G-qaudruplex struktirdk stabilitdsinak
vizsgdlata, és a stabilitdst befolydsol6 tényez8k leirdsa, igy mint: oldott kationok
mindsége, stabilizdtorok hozzdaddsa, magas nyomds, molekuldris zstfoltsdg, pH...

Kisérleteink sordn fluoreszcens spektroszdpidval vizsgiltuk az egyes oligonukleot-
idok végeihez kapcsolt fluoroférok kozote létrejott energiatranszfert. Nemlinedris
regresszids mddszerekkel hatdroztuk meg a kitekeredés hémérsékletét (Tm), vala-
mint az ezt kisérd entalpiavéltozdst (AH).

A SARS-CoV-2 genomjibdl vizsgalt hirom RNS oligomer mindegyike képes
GQ forma kialakitdsdra. Stabilizal6 ligandumok, mint példdul a TMPyP4, vagy a
PhenDC3 haszndlatdval a stabilitds nagymértékben névelhetd volt. Szintén névelte
a stabilitdst a nyomds emelése, mig a molekuldris zstfoltsigot el8idéz8 makromole-
kuldk jelenlétében nem tapasztaltunk mérhetd eltérést.

Roviditések:

GQ: G-quadrupex

SARS-CoV-2: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

RNS: Ribonukleinsav

TMPyP4: meso-5,10,15,20-tetrakis-(N-methyl-4-pyridyl) porphine
PhenDC3: 3,3’-[1,10-Phenanthroline-2,9-diylbis(carbonylimino)]bis
[1-methylquinolinium]
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A CISZTATIONIN-B-SZINTAZ OVEREXPRESSZIO
SZEREPENEK VIZSGALATA A HASNYALMIRIGY
DUKTALIS ADENOKARCINOMA AGRESSZIVITASABAN
ES A METASZTAZIS KEPZESBEN

Czikora Agnesl, Erdélyi Katalin', Ditréi Tamds', Szdnté Noémi',

Jurdnyi Eszter Petra', Szanyi Szildrd*?, Tévdri Jézsef*, Strausz
Tamds’, Nagy Péter®’

'Molekuldris Immunolégia és Toxikoldgia osztdly, Orszdgos Onkoldgiai
Intézet, Nemzeti Tumorbioldgiai Laboratorium, Budapest

°Fej- Nyaki Daganatok Multidiszciplindlis Kozpont, Orszdgos
Onkoldgiai Intézet, Nemzeti Tumorbioldgiai Laboratérium, Budapest
SMorfoldgiai és Fizioldgiai Tanszék, Egészségtudomdnyi Kar,
Semmelweis Egyetem, Budapest

“Kisérletes Farmakoldgiai Osztdly, Orszdgos Onkoldgiai Intézet,
Nemzeti Tumorbioldgiai Laboratérium, Budapest
’Daganatpatolégiaia Kozpont, Sebészeti és Molekuldris Patoldgiai
Osztdly, Orszdgos Onkoldgiai Intézet, Nemzeti Tumorbioldgiai
Laboratérium, Budapest

Anatdmiai és Szovettani Tanszék, ELKH Redox Bioldgiai
Laboratérium, Allatorvostudomdnyi Egyetem, Budapest

"Kémiai Kordindcids Intézet, Debreceni Egyetem, Debrecen

A hasnyédlmirigy duktilis adenokarcinéma az egyik leghaldlosabb raktipus, kima-
gaslé mortalitds és novekvd incidencia jellemzi. Ezért a PDAC biolégidjanak meg-
értése a hatékonyabb diagnosztikai és kezelési modok tervezése érdekében prioritdst
élvez.

Célkittizés: Tanulmdnyunk célja, hogy feltdrjuk a transzszulfurdcids utak szerepét
a PDAC tumor progresszijiban.

Anyag és médszer: In vitro kisérleteinkben nyirokcsomé metasztdzisbdl és primer
daganatbél szdrmazé immortalizalt sejtvonalakat haszndltunk. A sejtken molekuld-
ris biol6giai, biokémiai, sejtbioldgiai és tomegspektrometriai méréseket hajtottunk
végre. Humdn szdvettani mintdkon immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink.
In vivo méréseinkben NODSCID him egereket haszndltunk.

Eredmények: Meghgyeltiik, hogy a CBS enzim szintje a metasztatikus pankredsz
sejtvonalakban magasabb a primer tumorokbdl izoldlt sejtekhez képest. Humdn
szovettani mintdkkal is aldtdmasztottuk ezen megfigyelésiinket. Méréseinkhez gén-
csendesitéssel hoztunk létre CBS hidnyos T3M4 sejtvonalat. /n vivo kisérleteinkben
ezen sejtvonalat oltottuk be az egerek hasmyalmirigyébe, orthotopikus pankredsz
modellt hoztunk létre. A CBS hidnyos sejtvonal pankredszba oltva kevesebb mij
dttétet eredményezett a kontrollhoz képest. Sebzdrdddsi és telepképzddési esszé se-
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gitségével is kimutattuk, hogy a CBS hidnyos, valamint a primert tumor sejtek
lassabban migralnak a kontroll T3M4 sejtekhez képest. Molekuldris bioldgiai vizs-
gdlataink sordn csokkent WINT5a génexpressziét taldltuk a primer daganat és CBS
csendesitett sejtekben a kontrollhoz képest. A csokkent WINT5a expresszi6 hétte-
rében a STAT3 foszforildcidjdnak csokkenését tapasztaltuk, aminek hétterében a
magasabb oxidativ stressz hatdsdra bekovetkezd STAT3 oxiddcidjanak koszonhetd
intra- és intermolekuldris diszulfid hidak képz8dése dllhat. Tovdbba eredményeink
arra utalnak, hogy a STAT3 oxidativ stressz elleni védelmében a CBS enzimnek
kulcs szerepe van az 4ltala termelt perszulfidokon keresztiil.

Megbeszélés: A duktdlis adenokarcinéma agresszivitdsiban és metasztdzis képzés-
ben jelentds szerepe van a CBS overexpresszijdnak az EMT szabdlyozdsin keresz-
til.

PDAC - hasnydlmirigy duketdlis adenokarcinéma

CBS - cisztationin-f-szintdz

STAT3 - jeldtalakit6 és transzkripcié aktivdtor 3

WNT5a - Recombinant protein of human wingless-type MMTYV integration site
family, member 5A

EMT - epitelidlis-mezenchimalis dtmenet
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PDTX MODELL HASZNALATA BRAF-MUTANS

MELANOMABAN KIALAKULO VEMURAFENIB-

REZISZTENCIA MECHANIZMUSOK AZONOSITASARA
P 1 O Cserepes T. Mihdly', Viri-Mez8 Didna’, Kigy6s Attila?, Tovéri

Jbzsef!

! Kisérletes Farmakoldgiai Osztdly és Nemzeti Tumorbioldgiai

Laboratérium, Orszdgos Onkoldgiai Intézet, Budapest
2KINETO Lab Kft., Budapest

A melanémis betegek kezelésében terdpids célpontként haszndlhaté a BRAF V60OE
pontmuticid, mely a betegek 40%-dban jelen van, , azonban a hatékony inhibitorok
ellen rendkiviil gyakran, akdr néhdny hénap alatt rezisztencia alakul ki. Az in vitro re-
zisztenciamodellek sikeresen elvezettek a BRAF és a MEK 1/2 kombindlt gatldsihoz,
azonban a rezisztencia problémdja tovébbra is fenndll (PMID: 33003483). Az utéb-
bi évtizedben fokozatosan fejl6dd betegeredeti tumor xenograft (PDTX) modellek
alkalmasak a heterogén tumor és a tumor mikrokdrnyezet folyamatos fenntartdsara,
ezaltal a klinikai tumorokhoz hasonléan viselkednek (PMID: 25185190).

Laboratériumunkban nagyszdmt PDTX modell keriilt kialakitdsra. Egy 76 éves
férfi kutdn melandéma szovetébdl szdirmazé tumormodellben NOD-SCID egerek-
ben alakitottunk ki in vivo rezisztencidt, tdbb generdcion 4t tart6 per os vemura-
fenib kezeléssel (napi 100mg/ttkg, heti 6tszor). A megndtt tumor, vagy dregedd
egér esetén a tumorokat tovdbboltottuk, valamint elemzésre mintdt készitettiink.
9 mintdn mRNA-seq elemzés késziilt (Xenovea Kft., Szeged), melybdl 12 gént ki-
valasztva, 45 mintdn qPCR analizissel validdltunk. A fehérjék aktiviciéjit western
blot, illetve immunhisztokémia segitségével vizsgaltuk.

Az dllatmodellben sikeresen kialakitottuk a vemurafenib-rezisztens tumorokat, me-
lyekben a kordbban leirt rezisztenciamechanizmusokat (f6ként BRAF, NRAS, GFRs,
MEK 1/2, PI3K véltozdsok) nem taldltuk, azonban a 434 differencidltan expresszalt
gén koziil 12 részletes vizsgdlatdban taldltunk nyolcat, melyek expresszidja a rezisztenci-
dval egytitt megvaltozott. Koziiliik kiemelendd az ABCB1 expresszié nvekedése, mely
felel8s lehet a szubsztrdtként felismert vemurafenib tumorsejtekbél valé eltavolitdsaért.

A PDTX modellek jél haszndlhatéak klinikailag relevins, komplex preklinikai
rendszerként, melyben a vizsgdlt melanéma vemurafenib rezisztencidjdért kordbban
nem azonositott gének felel@ssége mertil fel, elirdnyozva Gj lehetséges kombindci-
6s terdpidk alkalmazhatésdgat.

A munkdt a TKP2021-EGA-44 és NLP-17 projektek timogattdk.

Réviditések:

PDTX: Patient-derived tumor xenograft / betegeredet(i tumor xenograft
NOD-SCID: non-obese diabetic-severe combined immunodeficient
GFRs: growth factor receptors / ndvekedési faktor receptorok
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TUMORSEJTEK AGYI ENDOTELIUM SEJTEKHEZ VALO
TAPADASI MINTAZATANAK VIZSGALATA
Csonti Katalin"*#, Fazakas Csilla', Mészdros-Molndr Kinga',
Poscher Anna', Dorogi Mdrta®*, Wilhelm Imola'?, Krizbai Istvdn'?,
Végh Gergely Attila?

P 1 1 !Biofizikai Intézet, Szeged, Magyarorszdg
“Szegedi Tudomdnyegyetem Természettudomdnyi és Informatikai Kar,
Szeged, Magyarorszdg
ISzegedi Tudomdnyegyetem Fizikai Doktori Iskola, Szeged
“Semilab Semiconductor Physics Laboratory Ltd., Budapest,
Magyarorszdg

Az egyik leggyakoribb agyi metasztizist okozé rikos megbetegedés az eml8kar-
cinéma. A legrosszabb prognézis és a legfélelmetesebb szov8dmények az agyi
metasztizisokhoz kapcsolédnak. A klasszikus nyirokelvezetés hidnya miatt az agyi
dttétek képzédésének folyamatdban a hematogén ut elsédleges fontossigu. A véra-
ramban keringd tumor sejtek endotélsejteken valé dtjutdsahoz el8szor is fontos 1é-
pés az endotélsejteken valé megtapadds, ezt kovetheti a tumor sejtek vér-agy giton
torténd atjutdsa.
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1. dbra: Az emldrdksejteket a cstics nélkiili konzol legvégén rogzitettiik, és az
endothelsejtek dsszefolyd rétegéhez nyomtuk.

Ez a tanulmdny 6sszehasonlitja két emldrik sejtcipus (MDA-BrM2, MDA-TGL)
adhézids tulajdonsdgait és dinamikdjdt az agy mikrokapilldris endotelidlis sejtjei-
nek dsszefolyé rétegével (humdn agy -hcmec / D3 endotelidlis sejtek). Calcein-Am
fluoreszcens festékkel torténd jelolés utdn a rékos sejteket a cstics nélkiili konzol
legvégén rogzitettiik. Minden kisérletet egy Asylum Research MFP-3D atom-
er6mikroszképpal (Asylum Research, Santa Barbara) végeztiink, amelyet egy Zeiss
Axiovert 200 optikai mikroszkép tetejére szereltek fel optikai poziciondlds céljs-
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bol. A konzol (CSC38 MikroMasch) rugééllandéjit minden alkalommal termikus
kalibrdciéval hatdroztuk meg. A mérések dtlagos hossza 2 6ra volt, és az dllandé
nyomderd értékée 2nN alatt tartottuk, ezen hatdr alatti er6k nem zavarjék a sejtek
normdl makodését. A gorbék kiértékeléséhez MatLab programot hasznaltuk.
Atom erd mikroszkép egy nagyon jé mérési technika az €16 sejtek nano-mechnikai
tulajdonsdgainak a meghatdrozdsira. Az adhéziés mintdk sok Gj részlettel szolgdl-
hatnak az intercelluldris adhézi6 kialakuldsinak folyamatairél. Amellett, hogy ezek
a kutatdsok tobb informdcidval szolgdlnak a daganatos sejtek vér-agy gdton valé
dthaladdsdrol, lehetdséget adnak az endothélsejtek tulajdonsdgainak mélyebb vizs-
gdlatdra is.

AFM: atomic force microscopy — atomi erd mikroszkép

MDA-TGL: emlédaganatbdl izoldlt sejtsor

MDA-BrM2: agyi metasztazisos varians

hCMEC/D3: az agyi endothél fenotipusra hasonlité sejtek, a vér-agy git
modellezésére haszndlt sejtsor

MatLab: MATrix LABoratory- numerikus szdmitdsok elvégzésére alkalmas specilis

programrendszer és egyben programozdsi nyelv

Asylum Research MFP-3D atomerémikroszkép- Asylum Research, Santa Barbara
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A HIPOXIA ES A KOMPLEMENT MASP-1 KAROS SZINER-

GISTA HATASA AZ ATEROSZKLEROZISHOZ TARSULO

BETEGSEGEKBEN, ENDOTELSEJT MODELLEN

Demeter Fléra', Németh Zsuzsanna', Kajddcsi Erika', Debreczeni
P 1 2 Mirta', G4l Péter?, Dobé Jézsef?, Cervenak Liszlé!

'Semmelweis Egyetem, Belgydgydszati és Hematoldgiai Klinika Kutatd-

laboratériuma, Budapest

2Eitvis Lordnd Kutatdsi Hildzat, Természettudomdnyi Kutatékizpont,

Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A hipoxia az ateroszklerdzis talajén kialakulé stroke/AMI patogenezisének egyik
kozponti eleme. Ismert a komplement lektin Gtvonal részvétele az ateroszklerdzis-
ban és a hozz4 tdrsul6 betegségekben. A MASP-1, a lektin ttvonal legjelentésebb
enzime, a PAR receptorok hasitdsdval az endotélsejtek gyulladdsos fenotipusdt in-
dukdlja. Azonban nincs adat arrdl, hogy a hipoxia és a MASP-1 egymds hatdsit
potencirozhatja-e, igy célunk ennek vizsgélata volt.

Hipoxids endotél modellként hipoxids inkubdtorban (1% O,) tartott vagy CoCl,-ke-
zelt konfluens réteg HUVEC-et hasznéltunk. Az adhéziés molekuldkat sejtes-, a ci-
tokineket szendvics ELISA-val detektdltuk. A jeldtviteli utakat immunfluoreszcens
mikroszképpal, a Ca** mobilizdciét Fluo-4-AM Ca-szenzitiv festékkel, fluoreszcens
mikroszképpal, a PAR génexpressziét qPCR-rel, a permeabilitdsviltozdst XperT
modszerrel vizsgiltuk. A statisztikai analizis GraphPad Prism 7.0-ban késziilt.

A hipoxia és a MASP-1 szinergisztikusan aktivélta a Ca**, CREB és NF«B jeldtvi-
teli utakat. Az E-szelektin, a neutrofil homing egyik kdzponti adhéziés molekuldja-
nak expresszidjdt a hipoxia és a MASP-1 szinergisztikusan fokozta, mig a MASP-1
dltal kivaltott VCAM-1 expresszi6t a hipoxia gitolta. A hipoxia az ICAM-1 exp-
resszidjat fokozta, mig az ICAM-2 expresszidjat csokkentette. A két dgens egymads
hatdsdnak erésitése nélkiil novelte a GROa és IL-8 termelést, valamint a permeabi-
litdst. A hipoxia idéfiiggéen fokozta a MASP-1 receptor PAR2 gének expresszidjit.
A C1INH gitolta a MASP-1 hipoxia hatdsit fokoz6 hatdst.

A hypoxia legaldbb részben a MASP-1 receptor PAR-ok expresszidjanak fokoza-
sdval potencirozza annak endotélsejtekre kifejtett hatdsdt. Ennek kovetkezménye
a a folyamat szdmos szintjén (pl. jeldtviteli utak, adhéziés molekuldk) tapasztalt
szinergizmus, ami hozzdjarulhat a stroke/AMI akut fézisdban ismert erés neutrofil
infiltrdcié kialakuldsihoz. Ez felveti a MASP-1 gydgyszer target szerepét az aterosz-
klerézishoz tarsulé betegségek akut szakaszédban.

AMI: acute myocardial infarction IL-8: interleukin 8

CI1INH: C1 inhibitor MASP-1: mannan-binding lectin-associated serine protease-1
CREB: cAMP responding element binding protein NF«B: nuclear factor-kB

GROa: growth related oncogen alpha PAR: protease activated receptor

HUVEC: human umbilical vein endothelial cell VCAM: vascular cell adhesion molecule

ICAM: intercellular adhesion molecule
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MASSZIV MAJNECROSIST KOVETO REGENERACIO
ALTERNATIVAI EXPLANTALT HUMAN MAJAKBAN

P 1 3 Dezs6 Katalin!, Paku Sindor', Kébori Liszl4?, Scheich Balint!,
Rékusz Andras', Nagy Péter!
ISE, Patoldgiai és Kisérleti Rikkutats Intézet
2SE, Sebészeti, Transzplantdcids és Gasztroenteroldgiai Klinika

Fulmindns mdjelégtelenséggel jaré massziv mdjnecrosist szimos, kiilonbozé mdj-
kdrosité dgens okozhat. Irodalmi adatok alapjén az alfa-fetoprotein (AFP) emel-
kedett szérumszintje fulmindns mdjelégtelenségben gyakran jobb prognézissal jir
egylitt, s bar a betegek egy része csak mdjtranszplanticiéval menthetd meg, kis
hinyadukndl a mdj spontdn regenericidja figyelhetd meg. A regenericié pontos
mechanizmusa nem ismert, a tléld mdjsejtek és a kis epeutakban elhelyezkedd
mdjdssejtek egyardnt részt vehetnek a folyamatban.

A SE, Patolégiai és Kisérleti Rdkkutaté Intézetében fulmindns mdjelégtelenség
miatt explantdlt mdjakat részletes szovettani vizsgdlatoknak vetettiink ald.

A vizsgilt mintédkban a mdjregenerdcié két alternativdjat figyeltiik meg és kiiloni-
tettiik el:

1. a talél6 mdjsejtek acindris struktdrakba rendezédtek, élénk proliferdcids aktivi-
tés mellett, vdltozé mértékben AFP-t és glipikdn-3-at expresszaltak.

2 kiterjedt parenchymamentes teriiletek alakultak ki, periportdlisan élénk epeutp-
roliferdcié/duktuldris reakcié szdveti jeleivel. A duktuldris reakei6 sejtjei kis majsej-
tekké differencidlédtak melyek, kerekded fékuszokat formédltak, ezek egy-egy cent-
ralis vénadg koriil ,fiziondlva”, megkisérelték a klasszikus, hatszogleti mdjlebenyke
kialakitdsdt.

Eredményeink alapjin akut mdjelégtelenségben szenvedd betegek emelkedett
AFP-szintje az AFP-pozitiv hepatocitik dltal kozvetitett hatékony mdjregenerdciéra
utalhat, és magyardzatot adhat arra, hogy miért jobb ezeknek a betegeknek a prog-
nézisa. A mintdinkban megfigyelt médjregenerdcié két lehetséges alternativdjinak
prospektiv klinikopatolégiai vizsgdlata és felismerése segitheti a terdpids stratégia
kivalasztdsit, esetleg befolydsolhatja a mdjtranszplantdciéra vdrakozé recipiensek
szelekcidjdt.

NKFIH FK-138673
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FAJFUGGO KESOI NATRIUM KONDUKTANCIA EMLOS
SZIVIZMON
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A kés6i ndtriumdram (I ) eml6sben egy, az akcids potencial (AP) platé fazisa
alatt befelé foly6 dram. A T | egy lehetséges antiaritmids célpont, de az dram és
konduktancia AP alatti lefutdsdnak fajfiiggése kevéssé ismert.

Jelen tanulmanybanal | lefutdsit és a hozzd tartozd kondukrtancia-valtozdsokat
(GNa,late) hasonlitottuk dssze nyul, kutya és tengerimalac kamrai szivizomsejtek-
ben akecids potencial fesziiltség clamp technikdval.

Kutya és nytl miocitdkban a I | _denzitdsa a platé alatt viszonylag stabil volt, és

a,late
csak az AP termindlis repolarizdcidja mentén csokkent, miga G, értéke monoton
csokkent. Tengerimalacban ezzel szemben az AP alatta [ | monoton nétt, mig a
G, .. nagyjabdl viltozatlan maradt. A G, _exponencidlis csokkenése tengerima-
a,late Na,late

lacban sokkal lassabb volt, mint kutydban vagy nydlban. A nydl vagy tengerimalac
AP-k, kutya sejteken fesziiltség parancsjelként alkalmazva nem valtoztattdk meg a
kutya I és G tulajdonsdgait, vagyis az dramprofilok kiilonbszé formait a
I, 1. kapuzdsiban valé fajok kozotti valédi kiilonbség okozza. Kutyabdl szdrmazd
sejteken a I, ésa G, is kisebbnek adédotr az intracelluldris Ca**-koncent-
ricié csokkentése esetén. Kutya sejteken az ATX-II dltal indukale I | és G | a
nativ dramhoz hasonlé kinetikit mutatott, mig tengerimalacban az ATX-II 4ltal
indukdlt G, ~az AP sordn novekedett.

Jelentés fajok kozotti killonbségeket mutattunk ki az [ | kapuzdsi kinetikdja-
ban. Ezen kiilonbségek nem magyardzhatdak a fajok kozotti eltérd AP alakkal, de
a tengerimalacokon kapott I |~ eredmények értelmezésekor mindenképpen érde-

a,late
mes figyelemmel lenni rdjuk.

Roviditések:
N késéi ndtriumdram
a,late
AP akcids potencidl
G késéi natrium konduktancia

Na,late
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IDENTIFICATION OF INHIBITORS OF THE HUMAN
HV1 PROTON CHANNEL
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Medicine, University of Debrecen, Hungary
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The human voltage-gated proton channel (hH, 1) plays an important role
in immune and cancer cells being involved in functions such as proliferation,
migration, and oxidative burst. H,,1 does not have a conventional ion-conducting
pore, the conduction occurs through the voltage-sensing domain. This difference
may be the reason for the lack of selective hH, 1 inhibitors. Currently, 5-chloro-
2-guanidinobenzimidazole (CIGBI) is the most widely used inhibitor of H,1
but it has low selectivity for the channel. This could lead to misinterpretation of
functional assays addressing the role of H, 1 with the use of CIGBI. Thus, our aim
was to find potent and more selective inhibitors for hH, 1, which could be useful
research tools and serve as lead molecules for the development of drug molecules
targeting H, 1.

We used patch-clamp to test the affinity and selectivity of potential inhibitors
of H,1 on CHO and HEK cells expressing hH, 1 and other channels. Seven “hit”
molecules were identified among the NZ family of compounds of which NZ-13
has the best selectivity profile.

The widely-used H, 1 inhibitor CIGBI blocks various ion channels and therefore is
not a selective H, 1 blocker. This must be considered in functional tests investigating
the role of H,1 in healthy and pathological conditions.

We have identified a new family of hH, 1 inhibitors, which have comparable
affinities for the channel to CIGBI.

Most NZ molecules have low selectivity for hHV1, but NZ-13, the one with
the highest selectivity, may be better suited for functional tests than CIGBI as it
inhibits T cell proliferation less.
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ENYHE STRESSZ HATASARA FELFORROSODO
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A hésokkvalasz, a sejtek kdrosité hatdsok elleni védekezd mechanizmusa gyakran a
hésokkfehérjék fokozott expresszidjaval jér, ami segit megeldzni a fehérjekdrosoddst
és az aggregaciot. Emlds sejteken végzett vizsgalataink azonban egy 0j, enyhe ldzsze-
rii hémérsékleti tartomdnyt (39,5-40 °C) tdrtak fel, ahol a sejtek hétiird képessége
a stresszfehérje-szintézis hidnydban is kifejlédik. (Peksel et. al 2018)

Vizsgélataink célja az enyhe hékezelés sordn bekovetkezd membrénvéltozdsok és a
sejtek stresszvélasza kozotti lehetséges osszefiggések feltrdsa, illetve a hd hatdsdnak
szubcelluldris szinten torténd vizsgilata volt.

Kisérleteink szerint a sejtorganellumok hémérséklete jelentdsen eltérhet a kor-
nyezet és az egész sejt hémérsékletétdl. ER-thermo-yellow hémérséklet-érzékeny
endoplazmatikus retikulum specifikus fluoreszcens prébdval MEF és U2-OS sejtek
ER-jében hémérsékletfiiggd termogenezist (potencidlis SERCA-Ca2+-ATPéz akti-
vitast) detektdltunk. 40 °C-os hékezelés esetén az ER kozel 50 °C-ra forrésodott.
Ehhez hasonlé hémérséklet-kiilonbséget eddig csak mitokondriumokban figyeltek
meg a metabolikus aktivitds eredményeként. RNS-seq eredményeink rdamutattak,
hogy a 40 °C-os hékezelést kovetden beindul a selejtfehérje-valasz (UPR) (Tisz-
lavicz et. al 2022), annak ellenére, hogy ezen a hdmérsékleten még nem vérhaté
fehérjedenaturdcié. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az ER-ban lokdlis fehérjede-
naturdcié kovetkezhet be, amelyet a kisérleteinkben megfigyelt jelentds hétermelés
magyardzhat. A kiilonboz8 UPR utvonalak hozzdjéruldsdnak vizsgdlata érdekében
U2-0S sejtekben dSTORM szuperrezoltcids mikroszkdpidval kovettiik a ldzszerd
hdékezelés hatdsira bekovetkezd IRE1 klaszterizdléddst - ami az IRE1 tGtvonal akti-
véléddsinak elsd lépése. Aramlési citometridval kimutattuk az IRE1-figgd XBP1
fehérje indukcidjdnak emelkedését is, ugyanakkor a kezelés mdsik UPR ttvonalat,
a PERK-fiigg6 ATF4-expressziét nem érintette.

ER: endoplasmic reticulum / endoplazmatikus retikulum
MEF: mouse embrionic fibroblast / egér embriondlis fibroblaszt sejtvonal
UPR: Unfolded Protein Response / selejtfehérje valasz
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FLUCTUATION OF DNA METHYLATION DURING

ANTERIOR AND POSTERIOR SEGMENT REGENERATION
| 258 194 IN EARTHWORMS

Chayeen Brotzki da Costa, Péter Németh, Péter Engelmann

Department of Immunology and Biotechnology, University of Pécs, Pécs

DNA methylation is a common epigenetic mark. The 5-methylcytosine (5mC),
5-hydroxy-methylcytosine (5ShmC) and N6-methyladenine (6mA) modified nucle-
otides were described from various living organisms, but their methylation patter-
ns in Eisenia andrei earthworm are not known. Epigenetic mechanisms influence
cellular differentiation during animal regeneration, however, there are scarce data
about the DNA methylation in earthworm segment restoration.

Global DNA methylation was evaluated applying mouse monoclonal antibodies
raised against 5SmC, 5ShmC and 6mA. Immunohistochemistry was executed on
anterior and posterior segments from intact, 2 and 4 weeks regenerating earthwor-
ms. Dot blot analysis was performed on genomic DNA isolated from anterior and
posterior segments of intact and regenerating (1, 2, 3 and 4 weeks) blastema of
earthworms.

By means of immunohistochemistry we observed ubiquitous signals in various
tissues; however, there is no visible differences between the intact and regenerated
segments. Dot blot assay evidenced higher 5SmC levels on the first week of anterior
regeneration, 5ShmC peak occurred during third week, while 6mA levels did not
vary significantly. During posterior regeneration higher levels of 5SmC (week 4) and
5hmC (week 2) were detected, while 6mA had higher levels on week 2. In addi-
tion, methylation levels of ShmC and 6mA were higher in regenerated posterior
segments compared to the anterior ones. To assess the methylation levels during the
embryogenesis of earthworms a similar approach will be applied.

For the first time we observed the different forms (5mC, ShmC and 6mA) of
DNA methylation in earthworm E. andrei that fluctuate during anterior and pos-
terior segment regeneration.
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GLIOBLASZTOMABAN
Fehér Addm!, Pethd Zoltin'2, Szinté G. Tibor!, Klekner Almos?,
Tajti Gébor', Batta Gyula*, Hortobdgyi Tibor’®, Varga Zoltdn',
Albrecht Schwab?, Panyi Gyérgy!
!Debreceni Egyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Biofizikai és
Sejbioldgiai Intézet

P 1 8 2University Miinster, Institute of Physiology II
3Debreceni Egyetem, Altalinos Orvostudomdnyi Kar, Idegsebészeti
Klinika
“Debreceni Egyetem, Természettudomdnyi és Technoldgiai Kar,
Genetikai és Alkalmazort Mikrobioldgiai Tanszék
5Szegedi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomanyi Kar,
Patholégiai Intézet
SDebreceni Egyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Neuroldgiai
Intézet

A glioblasztéma (GBM) a leginvazivabb agydaganat, ahol az ioncsatorndk, koztitk
a K 1.1, 4j terdpids célpontok lehetnek. Mivel a GBM-ben a K. 1.1-hez kapcsold-
dé jérulékos alegységek nagyrészt ismeretlenek, farmakoldgidval és géncsendesités-
sel kombindlt elektrofiziolégiai méréseket alkalmaztunk a K. 1.1/ alegység-komp-
lexek funkciondlis expressziéjdnak vizsgdlatdra mind a primer tumorsejteknél,
mind az U-87 MG glioblasztéma sejtvonalndl. A makroszképos dramok paxilline,
litokélsav, arachidonsav és iberiotoxin irdnti érzékenységének mintdzata (aktiva-
lds/gatlds); a whole-cell 4ram inaktivdldsinak jelenléte, valamint a kifelé irdnyuld
egyenirdnyitds elvesztése a DTT redukalészerrel valé expozicié hatdsdra egyiittesen
amellett sz6l, hogy a K 1.1/B3 komplex kifejezédik az U-87 MG-ben. Hasonlé
eredményeket taldltunk a betegmintdkbdl izoldlt humdn primer glioblasztéma sej-
tek vizsgdlatdndl is. A B3 alegység expressziéjanak csendesitése gdtolta a karbakol
dltal kivaltote Ca** tranzienseket az U-87 MG-ben, ezzel jelezve a K 1.1/B3 sze-
repét a glioblasztéma sejtek Ca** jeldtvitelében. A K, 1.1/B3 komplex funkciondlis
expresszidja viszont nem fligg a sejtciklust6l. Eredményeink alapjin a KCal.1/B3
komplex a jovében diagnosztikai és terdpids potencidllal rendelkezhet a glioblasz-
témdban.

GBM: glioblastoma multiforme
K. 1.1: Kalcium-aktivdlt kiliumcsatorna alfa alegység
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A hypothalamusbdl izolalt neuropeptid a hypophysis adenildt-cikldz aktivalé po-
lipeptid (pituitary adenylate cyclase activating polypeptide, PACAP) szdmos szdvet
két izoformdjdt azonositottédk eddig: a PACAP 1-38-at és a PACAP 1-27-et, me-
lyek mindegyike a G-fehérje kapcsolt PACI receptoron keresztiil fejti ki hatdsdt. A
kutatdsok azt igazoltdk, hogy PACAP KO egerekben korai osteoarthritisra jellemzd
elvéltozdsok jelentkeztek PACAP hidnydra. Osteoarthritisben szenved emberek
synovialis folyadékabdl izoldlt human chondroprogenitor (CPC) sejtekre gyakorolt
hatésa, illetve funkcidja azonban még ismeretlen. Kutatdsunk célja a PACAP keze-

Kutatdsaink sordn a CPC sejteket PACAP 1-38-al, illetve az annak antagonistdja-
ként szolgdlé, trunkalt formdjéval, a PACAP 6-38-al kezeltiik. A sejtek életképes-
ségét MTT assay-vel, mig a proliferdciét tricidlt timidin beépiiléssel mértiik. To-
hasznaltunk, illetve monitoroztuk a sejtek migriciéjat és motilitdsdt is a CytoSmart
kamerarendszer segitségével.

Habar a PACAP varidnsokkal torténd kezelés nem vezetett apoptotikus vagy nek-
rotikus folyamatok beinduldsiahoz, azonban a CPC sejtek proliferdciés képessége in
vitro szignifikdnsan csokkent. A PACAP 1-38 sejtkultirdhoz t6rténd hozzdaddsa a
sejtek lekerekedését eredményezte, illetve a sejtosztddds csdkkenése mellett jellemzd
volt a tenyészetek esetében a nodulusok — a sejtek szorosan egy csoportba rendezd-
désével keletkezd csoportosuldsok — képzddése, mely a megnovekedett metakroma-
tikusan fest6d§ extracelluldris mdtrix termelésével volt magyardzhaté. PACAP 6-38
kezelés hatdsira nem volt megfigyelhetd metakromatikus teriilet a tenyészetekben.
A sejtek migracidja és motilitdsa mindkét PACAP varidns hatdsdra csokkent.

Az eddigi kutatdsaink sordn kapott eredményeink a PACAP in vivo gy6gydszati al-
kalmazisdra teremthetnek lehetdséget osteoarthritisben szenvedd betegek esetében.

1idmogaté: NKFIHK139396
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A BRAF V600E mutéciét hordozé melanémds betegek kezelésére hatékonynak
bizonyult a BRAF és MEK inhibitor terdpia, azonban a rezisztencia kialakuldsa
legtobb esetben elkeriilhetetlen. Erdekes médon a rezisztens sejtekre a ROS maga-
sabb szingje jellemzd. Célunk, hogy megértsiik a rezisztencia hédtterében 4llé redox
véltozdsokat.

Kisérleteinket BRAF V60OE mutdns A375 sejtvonallal és az dltalunk létrehozott
rezisztens vonallal végeztiik. Az enzimszinteket Western blottal, a sejtek viabilitdsat
Sulforhodamine B médszerrel vizsgdltuk, a kéntartalmd metabolitok szintjét t6-
megspektrometrids médszerekkel mértiik.

Azt taldltuk, hogy a kontroll sejteket gyégyszerekkel kezelve né az oxiddciét indu-
kélé peroxid és szuperoxid lebontdsdért felelds enzimek (kataldz, SOD2) szintje. A
rezisztens sejtekben ezek szintje a kezeletlen kontroll sejtekhez képest magas, illetve
a rezisztens sejtektdl a gydgyszert megvonva visszaesik. Hasonlé tendencidt lactunk
az oxiddciét kovetd redukeidére felels enzimek (TrxR1, TRP14, GPX1,4) szintjé-
ben, illetve az ezen enzimek redukciés ekvivalenseit biztosité NADPH termeléséért
felel6s enzim, a GOPD szintjében. A redukilé enzimkaszkdd szdmos szelenociszte-
int tartalmazé fehérjébdl 4ll. Szelén megvonds hatdsdra jelentds csokkenést tapasz-
taltunk a szelénfligg$ enzimek szintjében, illetve a szelén megvonds kovetkeztében
a rezisztens sejtek érzékenysége nétt a cisztin megvonds okozta sejthaldllal szemben.
Tovibb4 a rezisztens sejtekben a kezeletlen kontrollhoz képest a cisztinfelvétel mér-
tékében és az intracelluldris glutation szintekben novekedést észleltiink, az intracel-
luldris cisztein szintek pedig lecsokkentek.

Eredményeink arra utalnak, hogy a BRAF és MEK inhibitor terdpidra rezisztens
melanéma sejtek az oxidativ stressz ellenstlyozdsira jelentdsen megndvekedett sze-

lén és cisztein sziikséglettel rendelkeznek.
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A projekt a Témateriileti Kivédl6sdgi Program (TKP2021-EGA-44), a Nemzeti La-
boratériumok Program (NLP-17) és Richter Gedeon a Richter Gedeon Talentum
Alapitvany tdimogatdsdval valésult meg.

BRAF: B-Raf protoonkogén

MEK: Mitogén aktivdlt protein kindz kindz

ROS: reaktiv oxigén szdrmazékok; SOD2: szuperoxid diszmutdz 2
TrxR1: tioredoxin-reduktiz 1

TRP14: 14-kDa human thioredoxin (Trx)-related protein

GPX1, 4: glutation-peroxiddz 1,4

GO6PD: glitk6z-6-foszfét-dehidrogendz

NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

GSTpi: glutation-S-transzferdz pi
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A-KETOGLUTARAT-DEHIDROGENAZ E2 ES

E3 ALEGYSEGEK KIUTESENEK HATASA A

MITOKONDRIALIS ENERGIATERMELESRE EGER AGYI
P 941 || £S VESE MITOKONDRIUMOKON

Gaspar Ddniel, Komlédi Timea, Kokas Mdrton, Tretter Liszl6

Neurobiokémiai Munkacsoport, Biokémiai Tanszék, Biokémiai és

Molekuldris Bioldgiai Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest

Az oKGDHc a mitokondridlis metabolizmus kdzponti eleme, amely a citrdt-
kor sebességmeghatdrozé 1épését katalizdlja. Az aKGDHec alulmiikédését szdmos
neurodegenerativ korképben azonositottdk, igy az alegységek hidnya miatt kialaku-
16 bioenergetikai véltozdsok tanulmanyozdsa nagy jelentdséggel bir a betegségek pa-
tomechanizmusdnak megismerésében. Az enzim az aKG + NAD* — szukcinil-KoA
+ NADH + H* + CO, dralakitisért felel6s. Az enzimkomplex hdrom alegységbdl
épl fel: 2-oxoglutardt-dehidrogendz (E1); dihidrolipoil-transzszukcinildz (E2); di-
hidrolipoildehidrogendz (E3). Kordbban munkacsoportunk irta le elsének, hogy az
aKGDHc képes ROS képzésre emelkedett NADH/NAD* ardny mellett.

Munkénk célja, hogy vizsgiljuk az aKGDHc E2 és E3 alegység heterozigéta for-
mdban tortént kititésének hatdst a mitokondridlis oxigénfogyasztdsra, valamint a
ROS termelésre kiilonféle 1égzési szubsztritok jelenlétében.

Kisérleteinkhez vad tipusti és E2*", E3*" kettds heterozigéta génkititott egérbdl
izoldltunk agy és vese mitokondriumokat. A mitokondridlis oxigénfogyasztdst
polarogrifids oxigénelektréddal, mig a ROS termelést Amplex UltraRed segitségé-
vel fluoreszcensen mértiik.

A E2*" | E3*" kett8s heterozigéta egerekbdl izoldlt agy és vese mitokondriumok-
ban az O2 fogyasztds csokkent oKG, illetve piruvdt-maldt légzési szubsztritok
(NADH-fuggd) jelenlétében a kontrolhoz viszonyitva. Ezzel ellentétben a Komp-
lex I-et kikertild légzési szubsztrattal (szukcindt) energetizélt agy- és vese mitokond-
riumokban az O, fogyasztdst nem befolyasolta az aKGDHc alegységeinek kititése.
AH,O, termelés az E2*"/ E3*'- egerekbdl izolalt agy mitokondriumokban csokkent
figgetleniil az alkalmazott 1égzési szubsztrit tipusdtdl. A szukcindt jelenlétében
mért reverz elektron transzporttal el6idézett H,O, termelés kisebb volt a transzgén
dllatokban mind agy, mind pedig vese mitokondriumban.

Eredményeink bizonyitjdk az aKGDHc alegységeinek ROS-képzésben betoltote
szerepét a forward és reverz elektrontranszport sordn, amelynek kiemelkedd jelen-
t6sége lehet nemcsak neurodegenerativ kérképekben, hanem ischemia-reperfiziés
kdrosodds esetén is.

aKG: o-ketoglutardt; aKGDHc: a-ketoglutardt-dehidrogendz komplex; ROS:
reaktiv oxigéngyokok; E2: dihidrolipoil-transzszukcinildz; E3: dihidrolipoildehid-

rogenaz
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A T-SEJTEKRE OPTIMALIZALT HER2-SPECIFIKUS

CAROKKAL MODOSITOTT NK-92 SEJTEK ATMENETI
P 2 TUMORELLENES HATAST MUTATNAK EMLOTUMOR

XENOGRAFT MODELLBEN

Gergely Bence', Vereb Mark'; Vereb Gybrgy'; Szo6r Arpad'

!Debreceni Egyetem AOK Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen

Az onkoldgia teriiletén dtedrést hozott a beteg T sejtjeinek médositdsa kiméra an-
tigén receptorokkal (CAR). Ugyanakkor, a szinte kizdrélagosan autoldg alkalmazds
jelentds korldt a CAR T sejtek széleskort terdpids elterjedésében. A természetes
ol8sejtek (NK) dthidalhatjék ezt az akaddlyt, mivel a recipiensben nem véltanak
ki graft-versus-host-betegséget, igy lehetséges allogén alkalmazdsuk ,off-the-shelf”
készitményként.

El8kisérleteinkben II. és III. generdcids, a CD28 és/vagy 41BB kostimuldcids
endodoméneket kifejezd HER2 specifikus CAR-okkal médositott NK-92 sejtvo-
nalakat allitottunk el§ retrovirdlis transzdukciéval, majd validaltuk in vitro aktivi-
tasukat. Megdllapitottuk, hogy a CD28 és 41BB kostimuldciés endodoméneket
egylittesen kifejezd III. generdcios HER2-CAR-ok indukaltdk a legjelentdsebb
effektorhatdst, amit szignifikdnsan magasabb IFNy szekrécid jelzett a trastuzumab
rezisztens HER2+ JIMT-1 tumorsejtvonalak ellenében.

Ezt kdvetden megvizsgiltuk, hogy a I1I. generdciés HER2-specifikus CAR-NK-92
sejtek képesek-e egy preklinikai szolid tumor modellben is hatékonyabb tumorelle-
nes aktivitdst indukdlni, mint a II. generdciés CAR-NK-k.

Kisérletiinkben NSG egereket szubkutdn xenotranszplantaltunk a luciferdz mar-
kert stabilan kifejezd JIMT-1 tumorsejtekkel, majd két héttel az oltdst kovetden
intravéndsan 5-5 millié II., illetve III. generdciés CAR-NK-92 sejttel kezeltiik az
dllatokat. A kontrollcsoport egyedei nem transzdukdle NK-92 sejteket +/- intrape-
ritonedlis trasztuzumab injekciét kaptak. A tumorellenes hatdst Perkin Elmer IVIS
Spectrum CT késziilékkel monitoroztam.

Megillapitottam, hogy az in vitro kisérletekben szignifikins tumorellenes hatdst
mutaté HER2-CAR NK-92 sejtkészitmények a kezelést kovetd két hetes inter-
vallumban in vivo is tumorellenes hatdst valtottak ki, azonban ez minden esetben
ideiglenesnek bizonyult és a tumorok a kezelt dllatokban tdlnéteek.

Azt feltételezziik, hogy a kisérleteinkben haszndle T sejtekre optimalizdle CAR
konstruktok megvéltoztatdsa az NK sejtekre specifikus 2B4 kostimuldciés domén
beépitésével jobb in vivo tumorellenes hatdst eredményezhet.
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A RECEPTORIALIS VALASZKESZSEG MODSZER (RRM)
PONTOSSAGA ES MEGBIZHATOSAGA LOKALIS,
VALAMINT EGY- ES KET-MODELLES GLOBALIS
GORBEILLESZTESKOR

P2 3 Oviri Ignac', Tele-Héri Brigitta?, Viczjan Géabor', Erdei Tamds',
Juhdsz Béla', Szilvdssy Zoltdn', Zsuga Judit?, Gesztelyi Rudolf*
Debreceni Egyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Farmakoldgiai és
Farmakoterdpiai Intézet
’Debreceni Egyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Pszichidtriai
Tanszék

A receptoridlis valaszkészség médszer (RRM) koncentricié-hatds (E/c) gorbék
regresszidanalizisén alapulé eljards. Az RRM lehetévé teszi egy bomlékony agonista
receptorkdzeli koncentricidjéban bedllt véltozds becslését az érintett receptor egy
stabil agonistdjéval felvett két E/c gorbe adataibdl, amennyiben az elsé gorbe a kon-
centricié véltozds el8tt (vagy hidnydban), a mdsik pedig utdna késziilt ugyanazon
(vagy egy ugyanolyan) bioldgiai rendszerben. Az RRM eredménye egy helyettesitd
paraméter, ami a stabil agonista azon koncentrdcidja, ami ekvieffektiv a bomlé-
kony agonista koncentriciéjinak véltozdsdval. Az RRM lényegét jelentd gorbeil-
lesztés azonban tobbféleképpen végezhetd el, ami befolydsolhatja a meghatdrozds
pontossdgdt, megbizhatdsdgit, illetve a kivitelezés konnyt vagy koriilményesebb
voltdt. Jelen vizsgdlatunkban stabil agonisték ismert koncentrdcidit becsiiltiik meg
az RRM lokilis (individualis), tovdbbad egy- és két-modelles globalis illesztéssel valé
kivitelezése mellett, melyet a regresszié hagyomdnyos, illetve robusztus médjdval
kombindltunk. Mivel a E/c gorbéket a meghatdrozandé agonistakkal vettiik fel,
ezuttal helyettesité paraméter helyett kozvetleniil a keresett agonista koncentra-
ciékra kaptunk becsléseket, melyeket dsszehasonlitottunk az ismert valés éreékek-
kel. Eredményeink szerint a globdlis méd megbizhatésigdt és pontossigit nagyban
fokozta, amikor az egymidst kiegészit E/c gorbéket paronként illesztettiik (tehdt
egyszerre csak kettdt). A legpontosabb eljirdsnak az egyébként legnehézkesebb lo-
kélis illesztés bizonyult, melyet holtversenyben szorosan kévetett a kdzepesen k-
rillményes két-modelles és a kdnnyen végezhetd egy-modelles globdlis illesztés. A
legmegbizhatdbb eljérds a két-modelles globilis illesztés volt, amitdl a lokalis illesz-
tés alig, az egy-modelles globdlis regresszi6 viszont jelentésen elmaradt. Az illesztés
hagyomdnyos, illetve robusztus médja nem befolydsolta szimottevéen a becslési
pontossdgot. Az RRM Kkivitelezésére tehdt a paronként végzett, két-modelles globa-
lis illesztés ajanlhatd, de a lokélis illesztés is jol alkalmazhatd.

Tématdmogatds: GINOP-2.3.4-15-2020-00008, TKP2020-NKA-04
(2020-4.1.1-TKP2020 finanszirozas)
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AZ ENDOGEN GYULLADASCSOKKENTO GALEKTIN-1

FEHERJE OSSZEHASONLITO VIZSGALATA BIOLOGIAI

GATRENDSZEREK TENYESZETES MODELLJEIN

Gréf Ilona', Bocsik Alexandra!, Szabé Eniké?, Imre Norbert?,
P2 4 Monostori Fva®, Martinek Tamds?, Deli M4ria!

!Szegedi Bioldgiai Kutatokizpont, Biofizikai Intézet, Szeged

2Szegedi Bioldgiai Kutatékozpont, Funkciondlis Genomikai

Laboratérium, Szeged

ISzegedi Bioldgiai Kutatékizpont, Genetikai Intézet, Szeged

“Szegedi Tudomdnyegyetem, Orvosi Vegytani Intézet, Szeged

A galektin-1 (Gal-1) endogén lektin, a sejtfelszini glikozildlt fehérjék cukor oldal-
ldncaihoz kapcsolédik, ezdltal irdnyitva a sejtszint( folyamatokat. A Gal-1 sejtbe
jutdsinak egyik lehetséges médja az energiafiiggd endocitézis, amit a GM1-gang-
liozidhoz valé kot8dés indukdl. Terdpids szempontbdl a Gal-1 legfontosabb tulaj-
donsdga, hogy gyulladdscsokkentd hatdssal rendelkezik. Az exogén tton beadott
Gal-1 jétékony hatdsa potencidlisan kiakndzhatd lehet, ha a szervezet bioldgiai git-
rendszerein dtjutva, képes bejutni a vérkeringésbe. Azonban az exogén Gal-1 4tju-
tésdrdl a bioldgiai gatrendszereken nem dllnak rendelkezésre adatok, ezért célunk
az volt, hogy megvizsgiljuk a Gal-1 sejtfelszini kotddését, a sejtek altali felvételének
mértékét, sejt organellumokkal valé kolokalizdci6jit, tovabbd kiilonb6z8 biolégiai
gdtrendszereken keresztiili dtjutdst. A kisérleteinkhez a humdn kornea-, tiidé-, és
bélhdm, valamint a vér-agy git tenyészetes modelljeit haszndltuk. A Gal-1 sejtfel-
szinhez valé kotddését dramldsi citometridval mutattuk ki. Vizsgaltuk a sejtekbe
bejutott fluoreszcensen jelolt Gal-1 mennyiségét, valamint jelolt Gal-1 kolokalizd-
ci6jit az endoplazmatikus retikulummal és a lizoszémdval konfokélis mikroszkép
segitségével. A Gal-1 sejtrétegen keresztiili dtjutdsnak vizsgalatdhoz permeabilitd-
si méréseket végeztiink specidlis tenyészt6betéteken. Munkdnk sordn kimutattuk,
hogy a Gal-1 mindegyik dltalunk vizsgilt sejttipus felszinéhez kotddik. Mind az
epitél-, mind az endotélsejtek esetében megfigyelhetd volt részleges ko-lokalizdcié
az endoplazmatikus retikulummal, de nem a lizoszémdval. A transzcitdzis vizsgdlat
eredményei alapjin a Gal-1 képes dtjutni az dltalunk vizsgilt barriereken anélkiil,
hogy kdrositand a sejtréteget. Eredményeink alapjdn az alveoldris tiid§ sejtek voltak
a legérzékenyebben a galektin-1 kezelésre. Eredményeink a jovében hozzdjérulhat-
nak Ujtipust gydgyszerformuldcidk és célzott terdpidk kifejlesztéséhez, amelyek kii-
16nb6z8 betegségek hatékonyabb gydgyitdsit segithetik eld.

Gal-1: galektin-1
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THE ROLE OF CXCR4-CXCL12 SIGNALING IN
EXTRINSIC INNERVATION OF THE HINDGUT ENTERIC
NERVOUS SYSTEM DEVELOPMENT

P 2 5 Viktoria Halasy, Tamas Kovacs, Emoke Szocs, Adam Soos, Dalma
Jancsovics, Nandor Nagy
Laboratory of Stem Cells and Experimental Embryology, Department of
Anatomy, Histology and Embryology, Faculty of Medicine, Semmelweis
University, Budapest, Hungary

The gastrointestinal tract is innervated by the extensive intrinsic network of the
enteric nervous system (ENS) and by extrinsic afferent and efferent axons of the
peripheral ganglia. The nerve of Remak (NoR) is a sacral neural crest-derived
(NCCQ) structure, an avian-specific ganglionated structure that extends from the
cloaca to the proximal midgut and has role in extrinsic innervation of the distal
gut. The molecular mechanism of NoR-derived axon growth is unknown. In ver-
tebrates the presence of CXCRA4, a cell surface receptor for the chemokine stromal
cell-derived factor-1 (SDF1; CXCL12) is responsible for several embryonic de-
velopmental processes including migration of neural crest cells, neuronal survival
and axon pathfinding. We have employed chimeric tissue recombination, in situ
hybridization, combined with immunofluorescence labeling to follow the preci-
se spatiotemporal expression of CXCR4/CXCL12 molecules during ontogeny of
ENS. We have observed specific CXCR4 expression on NoR and pelvic plexus
derived nerve fibers. In contrast, CXCL12 expression was localized in the hindgut
mesenchyme and enteric ganglia. Embryonic tissue recombinants of hindgut and
NoR cultured in presence of excess CXCL12 results in significant increase of NCC
migration and axon projection from the NoR, while inhibition of CXCR4 signa-
ling with AMD3100 disrupt their migration out of explant, suggesting a novel role
for CXCR4/CXCL12 signaling in the extrinsic innervation of the colorectum.

Grant: NKFI 138664
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TROP2 MEMBRANFEHERJE SPECIFIKUS

ELLENANYAG-GYOGYSZER KONJUGATUM TERAPIA

ALKALMAZASANAK VIZSGALATA PLEURALIS

MEZOTELIOMA SEJTVONALAKON

Hegediis Luca', Fabian Mairinger?, Till Plones’, Sebastian Reuter?,

Martin Schuler?, Silvia Vega-Rubin-de-Celis’, Balazs Hegediis'

P 2 6 ! Department of Thoracic Surgery, University Medicine Essen —
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2Institute of Pathology, University Hospital Essen, Germany

3Department of Pulmonology, University Medicine Essen —
Rubrlandklinik, Germany

“Department of Medical Oncology, West German Cancer Center,
University Hospital Essen, Germany

> Institute of Cell Biology, University Hospital Essen, Germany

A pleurdlis mezoteliéma egy ritka daganat tipus mely a mellhdrtya szovetébdl alakul
ki dltaldban azbeszt belégzésének kovetkezményeként. A betegek varhaté élettartama a
diagnézist kévetSen 9-14 hénap annak ellenére, hogy tjabban a platinum alapti kemo-
terdpia mellett az immunellen6rzé pont gitlé terdpidk is alkalmazasra keriiltek. Azon-
ban a betegek nagy része nem reagl vagy rezisztensé valik a kezelést kovetSen. A saci-
tuzumab govitecan (SG) ellenanyag-gy6gyszer konjugdtumban az SN38 topoizomerdz
gatlé molekula és a trophoblast cell-surface antigen 2 (TROP-2) fehérjére specifikus
ellenanyag van jelen. SG-t nem rég hagytik jéva el6kezelt metasztatikus tripla negativ
emlérik kezelésére. TROP2 egy transzmembrén glikoprotein mely részt vesz a tumor
sejtek novekedésének és invazidjdnak szabdlyozdsaban. SN38 az irinotecan gydgyszer
100-1000-szer nagyobb aktivitdsii metabolikus terméke. Laboratériumunkban pleu-
rélis effiziés mintdkbdl 15 Gj mezoteliéma sejtvonalat alapitottunk és megvizsgdltuk
ezek és két nemzetkozi sejtvonal SN38 érzékenységét és a TROP2 fehérje kifejezddé-
sét. Azt tapasztaltuk, hogy a 17 sejtvonalbdl hatban jelen volt a TROP2 fehérje még
a normdl mezotél kultirikban és a pleura mezotél rétegében nem volt kimutathaté.
A TROP2 fehérje jelen volt a plazmamembrdnban 6t sejtvonalban de érdekes médon
ugyanakkor a sejtmagban is kimutathaté volt. A 17-bél tiz sejtvonal nagyfoku érzé-
kenységet mutatott az SN38 kezelésre és ezek koziil négyben a TROP2 fehérje is jelen
volt. Kimutattuk, hogy az SN38 kezelés sejtcilus gétlast és apoptézist véltott ki az ér-
zékeny sejtekben tovdbbd gén kifejez6dési analizis alapjdn az AURKA gén kifejez3dési
szintje és az osztéddsi réta Osszefliggést mutat a sejtek SN38 érzékenységével. Eredmé-
nyeink arra utalnak, hogy az ellenanyag-gydgyszer konjugdtum sacituzumab govitecan
alkalmas lehetne, mint kezelés TROP2 fehérijét kifejez pleurdlis mezoteliémakban.

TROP2 (trophoblast cell-surface antigen 2), SG (sacituzumab govitecan), AURKA
(Aurora kinase A), SN38 (7-Ethyl-10-hydroxycamptothecin)
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A SZTEROLOK TRANSZPORTJABAN SZEREPET
JATSZO ABC TRANSZPORTEREK SZERKEZETI ES

P 2 7 FUNKCIONALIS OSSZEFUGGESEINEK VIZSGALATA
Hegyi Zoltdn', Heged(is Tamds® és Homolya Laszlé'
! Enzimoldgiai Intézet, Természettudomanyi Kutatokozpont, Budapest, Hungary
2Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet, Budapest, Hungary

A lipid-homeosztézisban bekovetkezd valtozdsok szdmos betegséggel, tobbek kozote
érelmeszesedéssel, magas vérnyomdssal, sziv- és érrendszeri betegségekkel, idéskori ma-
kuladegenerdci6val stb. hozhaték 6sszefiggésbe. Az ABC-transzporterek G alcsaladjéd-
nak szdmos tagjarol feltételezik, hogy szerepet jatszanak a szterol-metabolizmusban. Mig
az ABCG5/G8 obligit heterodimerrdl azt feltételezik, hogy a novényi szterolok szelek-
tiv reabszorpcidjaére felelds a bélhdmsejtekben, addig az ABCG1-1dl az az elfogadott
nézet, hogy a koleszterint a makrofigokbdl a nascens HDL-re transzportdlja. A retina
hdmsejtjeiben taldlhatdé ABCG4 élettani szerepe még nem tisztazott. Ezekkel szemben
a multispecifikus ABCG2 nem transzportdl szterolokat, de a koleszterin allosztérikusan
szabélyozza ennek a fehérjének a miikodését. Krio-EM vizsgdlatok tobb ABCG fehérje
molekuldris felépitését feltdrtdk a kozelmultban, ami j perspektivdkat nyit a szerke-
zet-funkeid dsszefliggéseik jobb megértéséhez. Jelen munkdnkban elsésorban az ABCG1
két izoformdjdra, valamint az ABCG4-re 6sszpontositottunk, és ATPaz-aktivitds mérés
segitségével kimutattuk kdzvetlen kolesdnhatdsukat kiilonbozd szterol-vegyiiletekkel,
valamint szelektiv érzékenységiiket. A potencidlis koleszterin-k6té (CRAC és SBE)
motivumok mutdcids elemzése révén azonositottuk az ABCG1 az emberben domi-
ndns, rovid izoformdjiban a szterol-kolcsonhatdsban részt vevd molekuldris részeket. Az
ABCGI részletes szerkezeti elemzése révildgitott, hogy az ABCG1 funkcidit moduldlé
mutdciok vagy az Gn. ,reentry helixben”, vagy annak kdzvetlen kozelében helyezkednek
el (F571 és L626), ahol a fehérje belsd pérusdnak tetején egy "szelepszerkezet" alakul ki.
Erdekes médon az ABCG2-ben ezt a szelepet (vagy dugét) a transzport szabdlyozdsdban
alapvetd fontossdgtinak tételezték fel. Az ABCGI szerkezetében kristdlyosodott kolesz-
terinmolekuldk szintén az Y586 kozelében helyezkednek el. Kisérleti megfigyeléseink és
a szerkezeti megfontoldsok alapjdn egy olyan modellt dllitottunk fel, amelyben a reentry
helixben 1évé CRAC-motivum a koleszterin szenzor, amely allosztérikusan befolydsolja
a kozelben 1év§ szelepszerkezetet. Osszehasonlité szerkezeti elemzésiink megmutatta a
CRAC-motivum kézponti tirozinjdnak analdg elhelyezkedését az ABCG1, ABCG2,
ABCG4 és ABCGS5 fehérjékben, valamint a feltételezett szele szerkezetéhez valé kozeli
elhelyezkedését, ami arra utal, hogy a szterol-érzékelés és annak a transzport szabalyoza-
sdhoz val6 kapcsoldsa jelentésen konzervalt, ami hasonléan miikodhet ezekben a rokon
transzportfehérjékben. E fiziolégiailag relevdns transzporterfehérjék molekuldris részle-
teinek mélyebb megértése hozzdjérulhat a megvéltozott lipid/szterol metabolizmussal
osszefliggd betegségek 4j gydgyszer-célpontjainak azonositisihoz.
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A KASZPAZ-9 ENDOTELSEJT-SPECIFIKUS LEUTESE
GATOLJA A NEKROPTOTIKUS SEJTHALAL FUGGO SZEPSZIS
KIALAKULASAT
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Az utolsé néhdny évtizedben tobb az apoptézistdl fliggetlen sejthaldl ttvonalat is le-
irtak, koztiik a nekrézis egy tipusdt, a nekroptézist, mely szabdlyozott program szerint
nekrotikus sejt pusztuldsat és ezen keresztiil gyulladdst okoz. A nekroptdzis egyardnt sze-
repet jdtszik patogének elimindldsiban, vagy a rakos sejtek elpusztitisiban. Ugyanakkor
a tulzott nekroptézis hozzdjérul degenerativ vagy gyulladdsos kérképek kialakuldséhoz.

Munkénk sordn igazoltuk, hogy a sejthaldl és mintdzatfelismerd receptorok aktivéci-
6ja kaszpaz gérolt koriilmények kozott nekroptézishoz vezet vad tipust Jurkat és MEF
sejteken, de ugyanezen stimulusokkal szemben a kaszpdz-9 deficiens sejtvonalak ér-
zéketlennek bizonyultak. Kordbbi vizsgdlatainkat kiegészitve létrehoztunk egy egyedi
transzgenikus egértorzset, melyben lehetdvé vélt a kaszpdz-9 sejttipus specifikus letitése
cre/lox médszerrel. A létrejott kaszpdz-9 flox egértdrzs haszndlatdval LysM Cre (mi-
eloid specifikus delécié) és TEK-Cre (endotél specifikus delécid) dllatokon szeptikus
sokkot indukéltunk, majd monitoroztuk a tdlélést, testhémérsékletet és a gyulladsi
citokinek megjelenését a szérumban. A kisérletekben a TEK-Cre mutdcié helyredllitja a
testhémérséklet csokkenését ezzel novelve a tdlélés ardnydt, mig a LysM Cre mutdci6val
rendelkezd dllatoknal ez nem megfigyelhetd.

Az in vitro kisérletekhez egér tiidé endotél sejteket izoldltunk vad tipust és kaszpdz-9
hidnyos egerekbdl. Ezekbdl sejthalal vizsgalatokat végeztiink, ahol a kaszpdz-9-hidnyos
endotél sejteknél alacsonyabb nekroptézis érzékenységet tapasztalatunk ugyanazon sti-
mulusokkal szemben a vad tipust sejtekhez képest.

Eredményeink egyrészt Gjdonsigot jelentenek a nekroptézis jeldtvitelének megismeré-
sében, mésrészt Gj perspektivit nytjtanak a tolerogén apoptdzis és a gyulladdst indukdlé
nekroptdzis dtmentének szabdlyozdsdban.
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LYSOPHOSPHATIDYLCHOLINE DEPLETION IN HEAD
AND NECK SQUAMOUS CELL CARCINOMA IDENTIFIES
LYPLA1 AS A POTENTIAL BIOMARKER
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Pathological characterization of head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC)
relies on morphological analysis. Apart from occasionally used HPV and EGFR test-
ing molecular markers are not available that could help define resection margins and
patient prognosis. Here we used MALDI mass spectrometry imaging to carry out an
in-depth screening for localization and expression of potential protein and lipid mar-
kers in human tumor samples. Comparing expressions of low molecular weight pro-
teins in healthy vs tumor tissue areas revealed limited differences such as for ST00A8
and S100A9. More strikingly, lipid imaging unraveled numerous dramatic differences
in healthy vs tumor tissue areas. Remarkably, a specific lipid-ion adduct of 519 Da was
absent in tumorous areas of the tissue, which was identified by lipidomics as (palmi-
toyl)-lysophophatidylcholine. Level of other lysophospholipid species (LPC, LPE, LPI,
LPS, LPG) was also reduced in tumor regions, showing a strong pattern of potential
biomarker value and pointing to a recently raised lysolipid and fatty acid dependence of
tumor cells. Finally, based on immunohistochemical staining of a set of tumor samples,
the lysolipid degrading enzyme lysophospholipase A1 (LYPLA1) may be considered
clinically as a potential tumor biomarker.
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A SHIKONIN HATASA AZ APOPTOZISBAN SZEREPET
JATSZO MIRNS-EK ES AZOK TARGETJEINEK
EXPRESSZIOJARA HUMAN VESEDAGANATOS
SEJTVONALAKON
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A Shikonin egy kinai gyégyn6vénybdl izolalt természetes naphthoquinone, melynek
tumorellenes hatdsit mdr szimos daganatos modellben demonstraltak. Munkank célja
volt a Shikonin citotoxikus hatdsdnak vizsgélata CAKI-2 és A-498 humdn vesedagana-
tos sejtvonalakon, valamint a Shikonin miRNS expresszidra kifejtett hatdsnak vizsga-
lata 24, 48 és 72 6ras kezelést kovetden.

Az in vitro sejtes vizsgilatokhoz a Shikonint 1-40 pM-os koncentricioban alkalmaz-
tuk, majd a vegyiilet citotoxikus hatdsat a Cell Titer Blue sejtproliferdcids assay segitsé-
gével detektdltuk. A Shikonin miRNS-ekre kifejtett hatdsit miRNS specifikus TagMan
assay-vel vizsgdltuk. A miRNS-ek (miR) targetjei i silico adatbdzis elemzéssel lettek
azonositva, a targetek expresszidjdban bekovetkezett véltozast gRT-PCR-el detektdltuk.

Mindkét vizsgdlt sejtvonalon megfigyeltitk a Shikonin sejtproliferdciéra kifejtett dé6-
zis fliggd hatdsdt, amely hatds mdr 2,5 pM-os koncentriciéban is szignifikdns gdtldst
eredményezett. A CAKI-2 sejtek esetében szignifikdns csokkenést mutatkozott a miR-
15a és miR-99a expresszidjiban 24 és 48 6ras kezelést kovetden, majd 72 éra utdn
ismét enyhe emelkedés volt tapasztalhat6. Az A-498 sejteknél 48 6rdt kovetden jelentds
csokkenés, 72 6ra utdn pedig enyhe emelkedés mutatkozott a miR-15a és miR-99a
expresszidjiban a kontrollal szemben. A miR-181a expressziéjaban mindkét vizsgilt
sejtvonalndl emelkedést tapasztaltunk 48 és 72 6ra Shikonin kezelést kovetSen is. Az
in silico adatbdzisokban 7 kézos targetet taldltunk (ERK2, PDCD4, FOXO3, FOXO,
JNK, MAP2K1IP1, AKT3), melyek expresszidja 24, 48 és 72 6ra Shikoninnal torténd
inkubdldst kovetden folyamatos emelkedést mutatott. Ez a miR-ek apoptézisban be-
woltott szerepére enged kovetkeztetni. FeltehetSleg a Shikonin 4ltal indukdlt miR-ek a
PI3K/AKT és MAPK szignalizdciés Gtvonalakon keresztiil gatolhatjik a sejtproliferdci-
dt, és egyben befolyasoljik a vesedaganatos sejtek terdpids érzékenységét is.

A munkdt timogatta: GINOP-2.3.2.-15-2016-00043 (HG) és TKP2021-EGA-20
(HG).
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METABOLIKUS POLIHISZTOR VAGY EGYSZERU

GLUTAMINGYAR? — CITRATKOR AZ ASZTROCITAKBAN
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Bevezetés: Az agyban a gliasejtek jelentSs részét az asztrocitdk teszik ki, melyek kii-
16nféle metabolitok elddllitdsdval tdimogatjdk a neuronok mikddését. Az asztrocitdk
metabolizmusaval foglalkozé irodalom ellentmondésos. A glikolizistdl a glukoneogene-
zisig, a zsirsav szintézistdl a zsirsav oxiddcidig minden fontosabb anyagcsere-folyamatot
kimutattak benniik. Az asztrocitdk aktiv glikolizissel rendelkeznek. A felvett glitkéz egy
részét valtozatlanul, mig masik részét laktt formdjaban tovibbitjak a neuronnak. Nem
egyértelmii azonban, hogy a glikolizisben keletkezett piruvdt milyen mértékben Iép be a
CK-be és milyen funkci6t ldt el az asztrocita metabolizmusdban. A CK be- és kimenete-
inek szerepe dontd a sejtek metabolikus profiljanak meghatdrozdsdban.

Célkitizéstink: Az asztrocitédk metabolizmusdnak, ezen beliil a CK jellegzetességeinek
vizsgalata, kovetkeztetések levondsa, dllisfoglalds az asztrocita metabolizmus vitatott
kérdéseiben.

Médszer: Ujsziilott egerek agy4bdl izolaltunk és tenyésztettiink primer asztrocitdkat.
A CK enzimeinek aktivitdsdt spektrofotometrids médszerekkel végeztiik lizdlt sejteken.
Az intake és légzési szubsztritokkal elldtott permeabilizalt sejtek oxigénfogyasztisit
Clark-elektréddal mértitk. A metabolitok mennyiségét tomegspektrométerrel hatéroz-
tuk meg.

Eredmények: Az asztrocitdk aktiv glikolizisen kiviil képesek oxiddlni FA-kat és KB-t
is. A CK-i 6t és hat szénatomos molekuldk metabolit koncentricidja és a hozzdjuk kap-
csol6dé enzimek aktivitdsa is alacsonyabb, mint a négy szénatomos molekuldké és az
8ket tovabbalakité enzimeké. A NADP*-izocitrdt-dehidrogendz és az akonitdz relative
jelentds extramitokondridlis aktivitdssal rendelkeznek.

Kovetkeztetés: Eredményeink valészintsitik, hogy nem a glikolitikus piruvit képezi az
asztrocitidkban a CK inditdsihoz sziikséges acetil-CoA-t. Az asztrocitk zsirsav oxiddci-
6ja az eddig feltételezettnél nagyobb szerepet jétszhat metabolizmusukban. A CK elsé
felének alacsony enzimaktivitdsa miatt a négy szénatomos metabolitok felhalmozédnak.
Az a-ketoglutarit kiléphet a mitokondriumbdl és a citoplazmaban részt vehet a gluta-
mét-glutamin ciklusban.

Roviditések: CK: citratkor; FA: zsirsav, KB: ketontest
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AZ oa-KETOGLUTARAT DEHIDROGENAZ SZEREPE AZ

ISCHEMIA-REPERFUZIOS KAROSODASBAN
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Sejteink energiatermeld organellumai, a mitokondriumok, kdzponti szerepet jtsza-
nak ischemia-reperftizi6 sordn. Ischemia alatt a szukcindt felhalmozédik, majd a reper-
fizi6 kezdeti szakaszdban oxiddlédik és az elektronok a mitokondridlis légzési lincban
a szukcindt dehidrogendzrél (Komplex II) a Komplex I felé dramlanak (reverz elektron
transzfer). A folyamat sordn nagy mennyiségi ROS keletkezik, amely hozzdjarul a sej-
teket ért reperfiizids kdrosoddsért. Munkdnk célja, hogy megvizsgiljuk hogyan befo-
lydsolja a citratkor sebességmeghatdrozd 1épését katalizdlé enzim, az a-KGDHc az IR
kdrosodds sordn felléps ROS termelést. Az 0-KGDHc hdrom alegységbdl épiil fel (E1,
E2, E3), amely maga is képes ROS képzésre.

A projeke sordn 0-KGDHc E3* vagy az E2*" és E3*" egyiittes heterozigéta génki-
titote egereket haszndltunk, amelyekbdl egyoldali ischemiat és reperfuiziét kovetéen el-
tévolitottuk a veséket. Majd mitokondrium izoldlast utdn mértiik az oxigénfogyasztdst
polarografids oxigénelektréddal, valamint az akonitdz és a citrdt szintdz aktivitdsdt spekt-
rofotometridsan.

Az IR miitétet kivetSen a miitott vese mitokondriumban csokkent az O, fogyasztds a
kontrollhoz képest. Az akonitdz enzim aktivitdsa, amely a legérzékenyebb enzim ROS-
ra, alacsonyabb volt IR miitét utdn az dlmiwethoz képest. A mitokondridlis marker
enzim, a citrdt szintdz aktivitdsa nem valtozott egyik csoportban sem. ElSkisérleteink-
ban azt ldttuk, hogy az a-KGDHc KO vesében javult a mitokondridlis O, fogyasztds,
csokkent a mitokondridlis kdrosodds és novekedett az akonitdz aktivitdsa IR mitétet
kovetden a vad tipust csoporthoz viszonyitva.

Eredményeink ezt mutatjik, hogy az a-KGDHc E2*" vagy E3*" heterozigéta kititése
protektiven hat IR kdrosodds esetén, amely felveti a Komplex I és az a-KGDHc kozotti
szoros funkciondlis kapcsolat meglététét és olyan vegyiiletek alkalmazdsit, amelyek a
Komplex I és az 0-KGDHc egytittmiikddését célozzak.

a-KGDHe: a-ketoglutardt dehidrogendz, IR: ischemia-reperfizié, ROS: reaktiv oxi-

génszdrmazékok
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Az immunellenérzépont-gidék megjelenése mérfoldkének szimitott a daganatok kezelé-
sében, mégis a terdpidra adott vélaszkészség elmaradt a vartakedl. Az immunterdpia kezelési
elényeinek maximalizaliséhoz robosztusabb biomarkerekre van szitkségiink, ezért célunk az
volt, hogy nyilvanosan elérhet§ transzkriptomikai és klinikai adatok felhaszndldsaval ¢j biomar-
kereket azonosftsunk be. A statisztikai kiértékeléshez Mann-Whitney U-tesztet, ROC-analizist
és Bonferroni-korrekciét alkalmaztunk. Az adatbdzisunkbdl, amely 19 tanulmédnybdl 1434 tu-
morszovet mintdt tartalmaz, egy webes elemzdplatformot (https://rocplot.com/immune) hoz-
tunk létre. A pembrolizumabbal, illetve nivolumabbal kezelt melanoma kohorszban (n=501) a
YAP1 voltalegjobb, gydgyszeresen is célozhaté biomarker, amelynek fokozott expresszitja a te-
rdpidra nem reagdlé betegekben volt megfigyelhetd (padj=3,22E-05, FC=2,21, AUC=0,725).
Tovébbi igéretes jeloltek voltak a rezisztens csoportban a SPIN1 (padj=4,83E-05, FC=1,70,
AUC=0,721), a PLS3 (padj=1,61E-04, FC=1,80, AUC=0. 709), a RHOQ (padj=2,77E-04,
FC=1,74, AUC=0,701) és a KCTD (padj=1,29E-05, FC=2,03, AUC=0,729). A YAP1 far-
makolégiai gdtldsinak vizsgdlatdhoz C57BL/6] egereket injektdlunk melanoma sejtvonalakkal
(B16-F10, B16-OVAMO4, YUMM1.7 és YUMMER1.7). Melanémis betegek FFPE min-
téin pedig az emlitett génpanelt vizsgdljuk. Osszefoglalva, létrehoztunk egy publikusan hozzi-
féthetd elemzéfeliiletet az immunellendrzpont-gadék biomarkereinek vizsgilatdhoz, ennek
segitségével egy génpanelt valasztottunk ki az ex vivo validalashoz. Az immunolégiailag aktiv
és inakdv melanoma tumorok egérmodelljeit optimalizaltuk a YAP1-gadds hatésainak tesz-
teléséhez. A kisérleteket az Allatkisérleti Tudoméanyos Etikai Tanacs (PE/EA/01017-6/2022),
valamint a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont (35314-7/2021/EUIG) hagyta jéva.

Roviditések jegyzéke:

ROC: receiver operating characteristic SPINT: spindlin 1

YAP1: yes-associated protein 1 PLS3: plastin 3

FC: fold change RHOQ: Ras homolog family member Q

AUC: area under the curve KCTD: potassium channel tetramerization domain

anti-PD-1: anti programmed cell death protein 1~ FFPE: formalin-régzitett, paraffinba dgyazott
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GAUCHER-FENOTIPUSU NEURONOK CELLULARIS
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A lizoszomdlis béta-glitkocerebroziddz (GBA) orokletes deficiencidja dltal okozott
Gaucher-kér patognémikus eltérése a szubsztrit glitkozilceramid (GC) felhalmozdddsa
az intracelluldris organellumok membrdnjiban és a sejtmembranban, amely révén ezen
membrinok biofizikai jellemzdi jelentésen megvaltozhatnak, hozzdjérulva a betegség
patomechanizmusdhoz. A Gaucher-kérban leginkabb érintett sejtek a makrofdgok
mellett a neuronok, amelyek eltérései megfeleld modellrendszer hidnydban még jorészt
ismeretlenek. Bar a betegségben alapvetd jelentdségiik lehet az intracelluldris organellu-
mok membrénjaiban megjelend valtozdsoknak, ezek izoldlt vizsgalata nehéz.

Célunk egy 4j neurondlis Gaucher-modellrendszer membrénbiofizikai karakterizs-
ldsa. A GBA™ egerekbél szdrmazé immortalizdlt kortikdlis neuronokbél 4ll6 modell
validdldsdra megvizsgiltuk a sejtmembrin GC mennyiségét dramldsi citometridval,
majd kornyezeti paraméterekre szenzitiv fluoroférok (TMA-DPH — fluiditds, Laur-
dan — hidréci6, PY3174 — lipid rendezettség, illetve di-8-ANEPPS és F66 — dipdlpo-
tencidl) spektrofluorimetrids, konfokdlis mikroszképos és dramldsi citométeres elem-
zésével jellemeztiik a megjelend eltéréseket kontroll GBA** sejtekhez viszonyitva.

A GBA™ neuronokban szignifikinsan megnétt a GC mennyisége, amely a memb-
rdnbiofizikai paraméterek jelentds eltéréseivel térsult, ugyanis a GBA”* neuronokhoz
képest szignifikinsan lecsokkent a membranok fluiditdsa, illetve hidrdcidja, valamint
megnovekedett a lipid rendezettség és a dipdlpotencidl értéke. Bdr spektrofluorimet-
ridval és els6sorban dramldsi citometridval jol jellemezhetSk voltak a sejtszintd elteé-
rések, konfokdlis mikroszkdpidval elkiilonithettiik a sejtmembrén és az intracelluldris
membrdnok véltozdsait. A kedvezd spektralis tulajdonsdgokkal biré F66 kombinalha-
tonak bizonyult kiilonbozd specifikus organellum markerekkel, igy kvantitativ képa-
nalizis sordn karakterizdlni tudtuk ezen organellumok membrénbiofizikai eltéréseit.

Kisérleteink sordn validdltuk a GBA™ neurondlis Gaucher-fenotipust modellrendszeriinket
és leirtuk az abban megjelend membranbiofizikai véltozisokat. A dipSlpotencidlszenzitiv F66
és specifikus organellum markerek kombindlt alkalmazasival emellett lehetdvé valt az intracel-
luléris organellumok potencidlis patofiziolégiai relevancival bir6 eltéréseinek karakterizéldsa.
OTKA FK143400, UNKP-22-4-11-DE-69, UNKP-22-3-1-DE-302, UNKP-22-
3-1-DE-243, UNKP-22-2-1-DE-134
GBA:béta-glitkocerebroziddz, GC:gliikozilceramid
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AZ ABT-333 (DASABUVIR) HATASA A KUTYA BAL
KAMRAI SZIVIZOMSEJTEK ES EXPRESSZALT
HERG-CSATORNAK ELEKTROFIZIOLOGIAJARA
Kovécs Zsigmond Mité', Dienes Csaba Bdlint', Oviri Jbzsef?,
Magyar Janos®, Banydsz Tamds', Ndndsi Péter Pdl’>, Horvath Baldzs',
Fehér Adim?, Varga Zoltdn’, Barta Zaldn', Szentandrdssy Norbert®
P 3 5 ! Debreceni Egyetem, A’ltasz'nox Orvostudomdnyi Kar, Elettanz Intézet, Debrecen
’Debreceni Egyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Elettani Intézet,
Sportélettani Tanszék, Debrecen
3Debreceni Egyetem, Fogorvostudomdnyi Kar, Fogorvosi Elettani és
Gydgyszertani nem ondllé Tanszék, Debrecen
“Debreceni Egyetem AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen
SDebreceni Egyetem, Altalinos Orvostudomdnyi Kar, Biofizikai és
Sejtbioldgiai Intézet
Az ABT-333 egy metdnszulfonamid csoportot tartalmazé hepatitis C elleni szer. A
csoport jelen van tobb, a IKr-t gitlé vegyiiletben is. Kordbban kimutattuk az ABT-
333 koncentricidfiiggd AP-t nytjt6 és 0., 1., és 3. fazis maximdlis sebességét csokken-
t6 hatdsdt. Célunk annak vizsgalata volt, hogy milyen ioncsatorndkon keresztiil hozza
létre az ABT-333 a fenti hatdsokat és hogy azon hatdsok csokkentett repolarizicios
rezerv esetén hogyan médosulnak. Az AP-k és az iondramok felvételét hegyes mik-
roelektréda, valamint AP fesziiltség-clamp technikédval végeztiik 37 °C-on kutya bal
kamrai szivizomsejteken. Kisérleteinkben az ABT-333-t 5 perc dofetilide vagy BaCl2
elékezelés utdn, kumulativ médon emelkedd koncentricidban (1, 3, 10 és 30 uM,
5-5 perc) alkalmaztuk. Az jondram méréseinknél 10 uM ABT-333-t haszndltunk. A
hERG dramot HEK293 sejteken expresszdlt Kv11.1 csatorndkon mértitk. Az emelke-
dé koncentrdciéban perfundalt ABT-333, magdban és csokkent repolarizicids rezerv
mellett is reverzibilis AP nytldst, és a 0. és 1. fizis maximalis sebességének csokkenését
okozta. londram méréseinknél megfigyeltiik, hogy az ABT-333 szenzitiv dram egy
rovid, korai és egy elnyujtott outward komponenst tartalmaz, melyek valészintleg a
Ito és az IKr gdtlds kovetkezményei. A Kv11.1 csatorndkat az ABT-333 id6 és kon-
centrici6fiiggd médon, kb. 3 uM-os félmaximdlis koncentracidval gatolta. valészind,
hogy az ABT-333 AP-ra gyakorolt hatdsit elsésorban az Ito és IKr dram gdtldsin
keresztiil éri el. Az ABT-333 hatdsai csokkent repolarizdcids rezerv esetén nem voltak
nagyobbak, igy val6szintileg nem névelik a kardidlis mellékhatdsok kockazatdt hosszi
QT szindrémads betegekben.

IKr: gyors késéi egyenirdnyité kaliumdram HEK293: human embryonic kidney
AP: akcids potencidl hERG: human Ether-a-go-go-related Gene
Tto: korai kifelé irdnyul kadliumdram Kv11.1: fesziileségfiiggd kdlium csatorna
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QUANTUMBIOLOGY EXPLOITED BY AN IMMUNE
ENZYME
P Krisztian Kvell, Krisztina Banfai
Department of Pharmaceutical Biotechnology
Faculty of Pharmacy, University of Pecs, Hungary

Enzymes catalyze biochemical processes. The most potent enzymes accelerate
biochemical transformations a billion times. This is difficult to explain using stan-
dard rules of chemistry and physics, and quantum physics (electron or proton tun-
neling) is likely involved. In order to examine the potential role of quantum physics
in a specific enzymatic process one has to test how susbstrate weight (e.g. deuteri-
um ions) affect catalysis rate. We were interested if a specific immune enzyme (TdT
or terminal deoxy-ribonucleotide tranferase) exploits quantum tunneling.

For this purpose we used an adherent cell line host (1889c¢ cells) that were spun on
glass, exsiccated by acetone then rehydrated in H20 or D20 to perform TdT en-
zymatic assay, also resuspended in H20 or D20 (along with negative and positive
controls). Experimental conditions in D2O were expected to slow down hydrogen
transfer due to double hydrogen-ion weight (deuterium-ion vs proton) in a linear
manner (no quantum tunneling involved) or in an exponential manner (quantum
tunneling involved). Our results indicate a very strong inhibition of the enzymatic
reaction in D2O experimental conditions, as opposed to the H2O setting. Our
results suggest the involvement of quantum tunneling in TdT enzyme function.
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INVESTIGATION OF THE OLIGOMERIZATION AND
UPTAKE OF PENETRATIN IN VITRO AND IN VIVO

P 3 7 TIuliia Lapochkina', Gabriella T6th!, Gyula Batta'?, Péter Nagy'
!Department of Biophysics and Cell Biology, University of Debrecen;
2Department of Genetics and Applied Microbiology, University of
Debrecen

Because cellular and tissue barriers prohibit medicines from accessing their intra-
cellular targets, the majority of chemotherapeutic medications have unmet medical
potentials. Since conjugating drugs with cell-penetrating peptides may improve
cellular uptake and therapeutic efficacy, this research was focused on finding proof
of better cellular uptake of conjugated penetratins in in vitro and in vivo experi-
ments. The original penetratin and a modified peptide are designated penetratin-A
and penetratin-B, respectively. For our experiments, we used two tumor cell lines:
SKBR-3 and MDA-MB-231, and tissue sections from mice.

According to our findings, the FRET efhiciency for the homo-oligomerization of
penetratin-B is higher than that of penetratin-A, and it is especially high in cells
with endosome-like structures. The FRET efficiency is higher in the cell membrane
in cells with low FRET efhiciency otherwise. Endosomal penetratin accumulation
and significant fluorescence were visible in the cytoplasm, which means that conju-
gated penetratins enter the cytoplasm.

Mice were inoculated with 0.06 mg of Cy5-penetratin-B, and after half an hour,
their organs were removed. For confirming the uptake of penetratin-B in vivo, we
used confocal microscopic images of liver tissue sections that contained the injected
Cy5-penetratin-B. The membrane was visualized with phalloidin staining labeling
the actin network under the membrane. The microscopic images clearly show that
Cy5-penetratin-B enters the cells and shows a homogeneous cytosolic distribution.

In summary, penetratin-B can be used as a possible carrier for improving the de-
livery of medications. After further studies, it can even be used in human trials or
in the clinical setting.

AF488: AlexaFluor 488, AF532: AlexaFluor 532, Cy5: Cyanine 5, FITC: Fluo-
rescein isothiocyanate, FRET: Forster resonance energy transfer, SKBR-3: human
breast cancer cell line, MDA-MB-231: human breast cancer cell line.
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MIOPATIAT OKOZO MUTANS RIANODIN RECEPTOR
ELEMI ARAMAINAK JELLEMZESE
Magyar Zsuzsanna Edua’, Alméssy Jénos?

P 3 8 !Debreceni Egyetem, Altalinos Orvostudomdnyi kar, Elettani Intézet,
Debrecen
2Semmelweis Egyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi kar, Elettani Intézet,
Budapest

Az 1-es tipust rianodin receptor (RyR1) a vézizom szarkoplazmatikus retikulu-
ménak (SR) membrédnjdban taldlhat6 ioncsatorna, mely fiziolégids koriilmények
kozote idegi ingeriilet hatdsira megnyilik és Ca®*-t szabadit fel az SR-bél, ami ki-
véltja az izom 6sszehtzéddsit. A RyR1-génmutdcidk tobbsége domindns médon
oroklédd izombetegségeket okoz, dm a kdzelmultban a recessziv mutdciok listdja is
egyre béviilt. Ilyen recessziv mutdcié példdul az altalunk vizsgalt T4706M mutdcié
is, amely alacsony el6forduldsi gyakorisdga ellenére komoly orvosi jelentdséggel bir,
hiszen a heterozigdta esetek 55%-dban a vad tipust allél epigenetikus allél-némitdsa
recessziv, miopdtids fenotipust eredményez, melyre jellemz8 az arc- és proximilis
végtaggyengeséggel, gerincferdiiléssel, szemizom-bénuldssal és [égzésfunkcié-rom-
ldssal egyiitt jaré mozgiskorldtozottsdg.

Jelenleg a T4706M RyR-miopdtia vizsgdlatdra egy olyan transzgénikus egérmodell 4ll
rendelkezésre, amely homozigéta (RyR1™™) formdban hordozza a mutdciét. Mivel
ezek fenotipusa eltér a paciensekben tapasztaltakétdl, a RyR1™/™ betegségben betdl-
tott szerepének megértéséhez egyedi csatorna szint(i vizsgdlatok sziikségesek.

Jelen kutatds keretein beliil mesterséges kettds lipidrétegbe épitett egyedi csator-
ndkon vizsgaltuk a RyR1™™ bijofizikai jellemz8it, ligandok 4ltali szabdlyozhat4-
sdgdt, valamint farmakoldgidjat. Célunk a RyR1-T4709M mutdciéhoz kapcsol6dd
kérfolyamat megértése.

Eredményeink szerint a RyR vezetGképessége megegyezik a vad tipust
(RyR1wt) csatorndéval, de a mutdciét hordozé csatorndk fele a RyR1%-hoz ké-
pest nagyobb nyitvatartdsi valészin(iséggel rendelkezett, és nem reagdlt a [Ca2+]
valtoztatdsdra. A tobbi csatorna viszont a fiziolégiailag relevins [Ca2+] tartomdny-
ban a RyRlwt-hez képest jelentésen alacsonyabb elemi dramaktivitdst mutatott.
A mutdns csatorndk Mg2+- és ATP- dltali szabélyozdsa ép volt, és a RyR-gédtldszer
dantrolén is gdtolta 8ket. Eredményeink arra utalnak, hogy ezek az elsédleges és/
vagy mdasodlagos miikodési zavarok megmagyardzhatjék a betegség kérélettandt.

1 TM/TM

Réviditések:

RyR1 — 1-es tipusti rianodin receptor

SR — szarkoplazmds retikulum

RyR1™'™ _ homozigéta T4706M mutdciét hordozé RyR1

RyRI1" - vad tipustt RyR1
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MULTIPLETESTING.COM: EGY SZABADON ELERHETO
ONLINE ESZKOZ TOBBSZOROS HIPOTEZIS TESZT
KORREKCIOJAHOZ
Menyhirt Otilia"?, Weltz Boglarka*?, Gydrffy Baldzs'?

P 3 9 ISemmelweis Egyetem, Bioinformatikai lanszék, H-1094, Budapest,
Magyarorszig
2Természettudomdnyi Kutatokozpont, Onkoldgiai Biomarker Kutatdcso-
port, Enzimoldgiai Intézet, H-1117, Budapest, Magyarorszdg
A5 Genetics Kft, H-9464, Und, Magyarorszig

Az elmult évtizedek technoldgiai Gjitdsai lehet6vé tették a komplex bioldgiai rend-
szerek tobbszintd vizsgdlatdt. A nagy dtereszt8képességli omika-alapt technoldgidk
(pl. genomika, transzkriptomika, proteomika, metabolomika) tdbb ezer marker
egyidejli vizsgdlatdval biztositanak 6ridsi lehetdségeket a fenotipussal valé osszefiig-
gések felfedezésére. Azonban a hatalmas adatmennyiség statisztikai elemzése olyan,
akdr egy kétélt kard. Az eredmények feldolgozdsa sordn gyakran szembesiiliink a
tobbszoros 6sszehasonlitds problémdjdval, mivel tobb hipotézis szimultdn vizsgdla-
ta jelentdsen megnoveli a hamis pozitiv eredmények valészintségét. Ahhoz, hogy
érvényes kovetkeztetéseket tudjunk levonni, figyelembe kell venni az elvégzett sta-
tisztikai tesztek szdmit.

Tobb stratégia létezik a tobbszords hipotézis teszt problémdjdnak lekiizdésére,
azonban ezek megfelels alkalmazdsa sokszor kihivdst jelent. A korrekciék megkony-
nyitésére egy szabadon elérhetd, teljesen automatizdlt rendszert fejlesztettiink ki,
amely nem igényel programozisi ismereteket.

Regisztricidmentes online eszkéziink a www.multipletesting.com cimen érhetd
el, és lehetdvé teszi az 6t leggyakrabban alkalmazott korrekcids eszkdz egyiittes al-
kalmazdsdt. A p-értékek egyszeri beillesztését kovetden egyetlen 1épésben hatdroz-
hatjuk meg a Bonferroni-, a Holm- (step-down) és a Hochberg- (step-up) mddsze-
rekkel kiszdmolt korrigédlt p-értékeket, tovabbd lehetévé vélik a false discovery rate
(FDR) és q-értékek kiszdmoldsa. Eszkoziink egy valédi hidnypétlé az élettudomd-
nyok kutatéi szdmdra, mivel felhaszndlébardt médon helyettesiti a programozist
igényld alternativékat.
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A POLIPEPTID NANOHORDOZOK CELZASA

FOKOZZA AZ ATJUTASUKAT A VER-AGY GATON ES A

FELVETELUKET AGYI ORGANOIDOKBA

Mészéros Mdria', Vigh Judit Piroska'?, Porkoldb Gergé'?, Kocsis
P4O Anna', Pali Emese Kincsé', Walter R. Fruzsina!, Deli Mdria Anna’,

Veszelka Szilvia'

!Szegedi Bioldgiai Kutatdkozpont, Biofizikai Intézet, Eotvos Lordnd

Kutatdsi Hdlozat, Szeged

2Szegedi Tudomdnyegyetem, Bioldgia Doktori Iskola, Szeged

A neurodegenerativ betegségeknek kiilonosen nehéz a gydgyszeres kezelése, mivel
a vér-agy git jelentSsen korldtozza a hatéanyagok bejutdsit a vérbél az idegszovet-
be. Az agyi gydgyszerbejuttatds hatékonysdginak novelésére az egyik lehetdség a
nanoméretli gyégyszerhordozo rendszerek alkalmazdsa. Ezek koziil nagyon igéretes-
nek bizonyulnak a polipeptid nanopartikulumok, mivel kénnyen médosithatéak,
biokompatibilisek és biodegraddbilisek. A nanopartikulumok vér-agy gdton keresz-
tiili sikeres dtjutdsdnak kulcsa a funkcionalizaldsuk az agyi kapilldris endotélsejtek
transzporterfehérjéit specifikusan célzé6 molekulakkal. Korabbi kutatdsaink sorin
bizonyitottuk, hogy az alanin és a glutation célzdligandokkal, kiilondsen a kettds
kombindcidjukkal fokozhaté a nanovezikuldkba zart toltetiik dtjutdsa a vér-agy gd-
ton. Jelenlegi kutatdsunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk, vajon ez a ligandkombi-
nécié ugyanilyen hatékony-e hdromkart poli-(L-glutaminsav) nanopartikulumok
dtjutdsdnak novelésére humdn vér-agy gdt ko-kultira modellben. Az alaninnal és
glutationnal célzott polipeptidek citokompatibilisnek bizonyultak és idéftiggd, ak-
tiv humdn agyi endotélsejtek dltali felvételt mutattak. A célzéligandok nemcsak a
polipeptidek vér-agy gt permeabilitdsit novelték meg, hanem kivél6an fokoztdk az
dtjutott nanohordozok internalizdciéjat egészséges és Parkinson-kéros betegek s-
sejtjeibdl szirmazé kozépagyi organoidokba is. Eredményeink alapjan a hdromkard
poli-(L-glutaminsav) nanorészecskék alkalmasak lehetnek kozponti idegrendszeri
felhaszndldsra. Az agyi endotélsejteket célzé alanin és glutation ligandkombindcié
pedig el8segitheti a gydgyszermolekuldk agyszovetbe jutdsit. Eredményeink hozzd-
jarulhatnak 4j tipust célzott nanohordozék kifejlesztéséhez, ezzel a neurodegenera-
tiv betegségek gyogyitdsinak megkonnyitéséhez.
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TARGETING NOVEL BIOMARKERS IN MELANOMA BY
PROTEOMIC AND NETWORK BIOLOGY ANALYSIS OF
THE SURFACEOME
Minh Ngoc Nguyen', Patrik Kovdcs', Réza Zdkdny', Emese
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Csaba Matta', Tibor Hajdu'

P4 1 !University of Debrecen, Department of Anatomy, Histology and
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Nottingham-Trent University, John van Geest Cancer Research Centre,
Nottingham, United Kingdom
King Abdulaziz University, Center of Excellence in Genomic Medicine
Research, Department of Medical Laboratory Technology, Jeddah, Saudi Arabia

The surfaceome is a special subset of the plasma membrane proteome. The surfaceome
plays crucial roles in determining cellular identity and significant alterations may occur in its
composition during pathological processes. Currently, there are no data available concerning
plasma membrane proteomic data of normal and pathological pigment cells. Therefore, this
project is aimed at discovering the human melanocyte and melanoma-specific surfaceome.

Primary epidermal melanocytes, and cells from in situ (WM35) and metastatic
(A2058) melanoma were used for our experiments. Cell surface proteins were labelled
by aminooxy-biotin and then isolated by streptavidin-conjugated beads. Isolated prote-
ins were trypsin-digested, and peptides were analysed by mass spectrometry. Identified
proteins were evaluated by bioinformatics tools (GO annotations, SURFY database).

The enrichment of the surfaceome was 78%, 71,6% and 68% in melanocytes, WM35
and A2058 cells, respectively. The proteins constituting the surfaceome were further clas-
sified into functional subcategories. The combined list consisted of 759 proteins (127
proteins in melanocytes; 301 proteins in melanoma cells; 123 proteins in all pigment
cells). Our proteomic findings were further analysed using network biology approaches
(STRING, Reactome, IPA), which can highlight specific interactions related to surfaceo-
me components to better understand certain biomarker candidates. For validation, we
performed RT-qPCRs, quantitative western blots, and immunocytochemistry reactions.

The differences found in the surfaceome of healthy versus malignant pigment
cells can lead to the discovery of biomarkers on melanoma onset and progression.
Our results may provide a global picture on relationships between our identified
proteins and networks regarding melanoma evolution.

Supported by grants: NTP-HHTDK-22-0051, FK-134304

Abbreviations

GO: gene ontology, IPA: Ingenuity Pathway Analysis, RT-qPCRs: reverse
transcription quantitative polymerase chain reactions
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A BIOTIN-TRASTUZUMABBAL CELRA IRANY[TOTT
UNICAR-T-SEJTEK ELIMINIALJAK A HER2+ TUMOROKAT IN
VITRO, UGYANAKKOR IN VIVO TOXIKUSAK
P 4 2 Nagy Lérinc', Dan Le', Vereb Gydrgy" 2, Szo6r Arpad'
! Debreceni Egyetem AOK Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen;
°Debreceni Egyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kay, ELKH-DE Sejtbioldgiai
és Jeldtviteli Kutatocsoport, Debrecen

A CAR-T sejteken alapulé daganatterdpidk dttorést hoztak a hematoldgiai malignitdsok
kezelésében, ugyanakkor szolid tumorok ellen kevésbé hatékonyak. Ennek egyik fontos oka,
hogy dltaldban csak egy antigént céloznak, ami nagy heterogenitist mutaté daganatokban
nem elegendd. A jelen kutatisban karakeerizalt univerzilis kiméra antigén receptor (Uni-
CAR) nagy affinitsti sztreptavidinjén (mSA2) keresztiil képes kiilonb6z6 epitépokra spe-
cifikus biotindlt antitesteket kotni, ezzel lehetévé téve — a megfeleld antitestek beaddsdval
egylitt — tobb tumorantigén egyideji felismerését.

Az UniCAR-T sejteket retrovirdlis transzdukciéval dllitottuk elé, majd 10 pg/ml kon-
centricioju biotin-trastuzumab (linker) jelenlétében vizsgdltuk akdvaléddsukat és citotoxi-
kus hatékonységukat konvenciondlis immunolégiai esszékkel. Célpontként plate felszinen
immobilizdlt, valamint MDA-HER2 eml6tumorsejtek membrédnjaban kifejez6dé6 HER2
szolgalt. Megdllapitottuk, hogy biotin-trastuzumab jelenlétében az UniCAR-T sejtek felis-
merték mind a molekuldris, mind a sejtfelszini HER2-t, amit szignifikéns interferon-gamma
szekréci6 és tumorsejt-lizis jelzett. A valasz méréke dsszevethetd volt a pozitiv kontrollént
alkalmazott konvenciondlis anti-HER2-CAR-T sejtekével. Linker és target hidnydban akti-
vacié nem tortént.

Ezt kovetéen MDA-HER? sejtekkel szubkutdn xenotranszplantdlt NSG egerekben vizs-
galtuk az UniCAR-T sejtek in vivo tumor elleni hatékonysdgdt biotin-trastuzumab linker
jelenlétében. Meglepetésiinkre az igy kezelt egerekben a terdpia megkezdése utdn roviddel si-
lyos mellékhatésok alakultak ki, mig a csak UniCAR-T sejtekkel kezelt egerek esetén ezt nem
tapasztaltuk. Az elpusztult dllatok tiid6 metszeteiben jelentds T sejtes infiltracid, valamint
nativ biotin volt kimutathaté. Feltételezésiink szerint a mellékhatdst a szervezetben nativan
megtaldlhaté biotinhoz kozvetleniil é a HER2-héz biotin-trastuzumabon keresztiil kotddd
UniCAR-T sejtek kozotti szinergizmus okozta. Ennek alapjén tovébbi kisérleteinkben egy
misik, emlésokben nem kifejez8d6 linker molekuldval (pl. FITC) tervezziik tesztelni az Uni-
CAR koncepcié in vivo alkalmazhatésdgdt.
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LIPOSZOMALIS NANORENDSZEREK SZUPERREZOLUCIOS

P 4 FELBONTASU VIZSGALATA

Bécskei-Antal Barnabds, Orosz Addm, Torok Gyorgy, Kiss Baldzs
Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézer

A nanoméret(i lipid vezikuldk (-100 nm-es dtmérd) vizsgalatdban a dinamikus fénysz6ras-
mérés régéta haszndlatos médszernek szémit. Mindeddig ebben a mérettartomdnyban a
vezikulumok szerkezetét is kdzvetlen médon feltdré képalkoté metodika nem volt hasz-
ndlatos. Azonban a nanovezikulumok szerkezetét fizioldgids koriilmények kozott lathatéva
tév$ médszer alkalmazdsa jelentSs elényokkel jérna a terdpids felhaszndlds tervezésében és
fejlesztésében. Konfokalis mikroszképidval mar eddig is tobben alkottak képet liposzémak-
16l, azonban ez a mikroszképids médszer nem rendelkezik kell6en nagy felbontéképességgel
ahhoz, hogy a membrin és a belsd folyadékeér jél lathaté elkiilonitését lehetdvé tegye. Cé-
lunk volt egy olyan mddszertan kidolgozasa, amellyel liposzémdlis rendszerek szerkezetét
nagy felbontéssal, robusztusan és reprodukalhaté médon tehetjiik lithatéva.

Munkinkhoz DPPC molekuldkbdl elééllitott kis unilamelldris vezikulumokat jeloltink
meg fluoreszcens (Alexa Fluor 594) lipopoliszacharid molekuldkkal, ezt a rendszert dinami-
kus fényszérasméréssel és STED mikroszkdpidval vizsgaltuk.

A 100 nm-es pérusnyilison extrudal liposzomédk dtméréje mind a fényszérdsmérés sordn,
mind pedig a konfokalis rekonstrukcids képeken kozel azonosnak adédott (~-100-110 nm).
A megfelel6 DPPC/LPS ardny megtaldldsa és az optimdlis STED bedllitisok megkeresése
utdn sikertilt j6 jel/zaj ardny képeket felvenniink. A STED képek dekonvoltciés feldolgo-
zasa dltal a liposzémadk belsd vizes fézisa is eredményesen feltdrhat6vd vélt.
Kutatécsoportunk kordbban a membranok fotoreaktiv kdrosoddsdval foglalkozott. Metodi-
kénk tesztelésére ezt a folyamatot is kévettiik kidolgozott STED-es megkozelitésiink segit-

ségével.

DPPC - 1,2-dipalmitoil-foszfatidilkolin
LPS — lipopoliszacharid
STED - Stimulated Emission Depletion (kényszeritett emisszids kioltds) mikroszképia
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AHUMAN SZTEARIL-KOA DESZATURAZ-5 (SCD5)
EGYENLOTLEN ALTERNATIV SPLICINGJANAK

P 4 MOLEKULARIS HATTERE ES GENETIKAI VARIABILITASA
Orosz Gabriella', Szabd Luca!, Bereti Szanna!, Zdmbé Veronika', Csala
Miklés! , Kereszturi Eva!
!Semmelweis Egyetem, Molekuldris Bioldgiai Tanszék, Budapest

Az alternativ splicing (AS) a génexpresszi6 poszttranszkripcids szabélyozdsinak egyik f6 esz-
koze, mely dinamikus sokféleséget tesz lehetvé az eukariéta gének dltal kédolt fehérjeizofor-
mak szdmdra. A rdkkal 6sszeftiggé AS rendellenességek felismerése diagnosztikai, prognosz-
tikai és terdpids értékkel birhat. Az egyik humdn A9-deszaturdz, a sztearil-KoA deszaturdz-5
(SCD5) expresszidjdban és AS-jaban bekdvetkezd véltozdsok igéretes tumor tipus-specifikus
markerek, annak ellenére, hogy transzkripcids varidnsainak (T'V) ardnyat a kiilonbozd szo-
vetekben még nem vizsgaledk.

Munkénk sordn az SCD5 transzkripciés varidnsainak (SCD5A és SCD5B) humdn szove-
ti eloszlisdt, a splicing szempontjdbdl relevéns hasitéhelyek funkcionalitisdt, valamint ezen
szekvencidkat érinté egypontos nukleotid varidcidk (SNV) transzkripciéra gyakorolt hatdsét
vizsgaleuk iz silico és in vitro.

Az SCD5A minden vizsgdlt szovetben legalibb egy nagysigrenddel nagyobb mennyiség-
ben expresszdlodik a B formdhoz képest. Ennek az egyenlétlen szerkeszt6désnek az okdt a
NetGene predikcids program segitségével az SCD5B kevésbé definidlt akceptor helyének
gyengébb felismerhetdségében azonositottuk, melyet az dltalunk optimalizélt SCD5 mi-
nigén konstrukcid segitségével HEK293T sejtes rendszerben mRNS szinten RT-PCR-rel és
qPCR-rel, fehérje szinten pedig immunoblottal is megerdsitettiink.

ATV specifikus donor-és akceptor helyek természetes SNV-i nagymértékben médositot-
tak (rs1430176385_A, rs1011850309_A), vagy akdr meg is forditottdk (rs1011850309_C)
az SCD5A és az SCDB expresszidjanak relativ ardnydt.

Kisérleteinkkel régdta hidnyzé ismereteket szereztiink az SCD5 TV-ainak szoveti eloszla-
sarl. Emellett jelentds, természetes humdn genetikai varidnsok dltal vezérelt véltozasokat
tartunk fel az SCD5 AS-ban, amelyek hatdssal lehetnek a lipidanyagesere tumorigenezissel
osszefliggd valtozdsaira, igy akdr prognosztikai jelentdséggel is birhatnak, és szerepiik lehet a

rdkos megbetegedések kezelésének személyre szabott megkozelitésében.
A munkdtaz NKFIH FK_138115 és a PD142709 pélydzatok segitették.
SCD5: sztearil-KoA deszaturdz-5

AS: alternativ splicing

['V: transzkripci6s varidns
SNV: egypontos nukleotid varidns (single nucleotide variant)
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SARS-COV-2 E FEHERJENEK A SERCA SZABALYOZASI
RENDSZERRE KIFEJTETT HATASA
Padényi Rita', Blanka Berta', Tordai Hedvig', Gergely Lukécs®, Béla Papp®,
Agnes Enyedi®, Heged(is Tamds'>

P 4 5 ISemmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet, Budapest;
2ELKH-SE Biofizikai Viroldgia Kutatécsoport, Budapest;
SMcGill Egyetem, Elettani Intézet, Montredl;
“Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, Institut
Saint-Louis, Paris;
? Transzfuzioldgiai Tanszék, Semmelweis Egyetem, Budapest

SARS-CoV-2 virus legkisebb szerkezeti fehérjéje, a burokfehérje (E fehérje) a virus repli-
kdcidjt t6bb ponton is szabélyozza, de szerepe pontosan nem tisztdzott. Bdr nagy mennyi-
ségben expresszdlodik a fertdzott sejtekben, csak kisebb mennyiségben épiil be a virionokba,
ami arra utal, hogy a gazdasejt sajat rendszereit manipuldlja. Az E protein egy transzmemb-
rdn régiéval rendelkezd fehérje, amely pentamert alkotva viroporinként kationokat enged dt
lipidmembranon az elektrokémiai potencidlnak megfelelden. A Ca* gridienst az endoplaz-
més retikulumban a szarko/endoplazmds retikulum Ca®*ATP4z (SERCA) hozza létre. Sza-
balyoz6 fehérjéi az Gn. regulinok (foszfolamban: PLN, another-regulin: ALN, endoregulin:
ELN) az E fehérjéhez hasonléan szintén 1 TM fehérjék, illetve szintén képesek pentamert
alkotni. A regulinok esetében a pentamer frakcié a monomer regulinok mennyiségét szaba-
lyozza ezzel egy Gjabb szabélyozisi réteget adva a SERCA rendszernek. Munkacsoportunkkal
azt vizsgaltuk, hogy a regulinokhoz szerkezetileg hasonlé E fehérje képes-e a SERCA rendszer
miikodését modositani. FRET vizsgdlattal nyert eredményeink szerint az E fehérje képes
kolcsonhatasba 1épni a SERCA szabélyozé rendszer tagjaival, mind magdval a SERCA-val,
mind a regulinokkal (PLN és ELN). Az ER kalciumdinamikdjénak vizsgdlata azt mutatja,
hogy az E fehérje jelenlétében az ER Ca* jel kevésbé stabil, konnyebben billen ki parakrin
stimuldci6 hatdsdra. Eredményeink azt mutatjak, hogy kisérleti rendszeriinkben ez a véltozds
nem az E protein Ca** viroporin funkcidjdnak az eredménye, hanem az ER Ca** visszatol-
tésének kinetikdjdra gyakorolt hatdsdnak koszonhetd. Az E fehérje mellett a Ca* visszatoltés
lassabb, ami a SERCA szabélyozérendszer gétolt miikddésének lehet a kovetkezménye. An-
nak megismerése, hogy a virusfehérjék hogyan maédositjdk a sejtes jeldtviteli folyamatokat,
hozzdjdrul a fert6zések komplex fenotipusanak megértéséhez.

SERCA : szarko/endoplazmas retikulum Ca**ATPdz, ER: endoplazmds retikulum, PLN:
foszfolamban, ALN: another-regulin, ELN: endoregulin, TM: transzmembrén, FRET:

fluoreszcencia rezonancia energja transzfer

Tamogatas: NKFIH 127961 és 137610




52 MEMBRAN-TRANSZPORT KONFERENCIA

AZ OLAPARIB HATASA A TEMOZOLAMIDE-INDUKALT
SEJTHALALRA U-87 MG SEJTEKEN
P 4 Pfeiffer Nikolett', Andreidesz Kitt', Hocsak Enikd', Bogndr Zita', Fekete
Katalin!, Szabé Aliz!
! Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Biokémiai és
Orvosi Kémiai Intézet, Pécs

A glioblasztoma multiforme a leggyakoribb rosszindulatd agydaganat. A standard terdpia
maggban foglalja a sebészeti reszekcidt és az azt kovetd kemo-radioterdpidt temozolomide
addsival. A tumor gyakran rezisztenssé vilik a temozolomide-dal szemben azdltal, hogy az
aktivil6dé repair mechanizmusok kijavitjdk a temozolomide-indukalt DNS kdrosodést.

A PARP inhibitorok a PARP enzim gdtldsival fokozzdk a tumorsejtek sugdr- és kemote-
répia irdnti érzékenységét, mig a normdl sejtekre nem toxikusak. Irodalmi adatok szerint
az olaparib (egy kereskedelmi forgalomban 1évé PARP inhibitor) képes dtjutni a vér-agy
giton, ez pedig lehetdvé teheti a neuro-onkoldgiai alkalmazhatdsdgit. Munkdnk sordn azt
tanulmdanyoztuk, hogy az olaparib miként befolydsolja a temozolomide hatdsit U-87 MG
glioblasztéma sejteken.

Kisérleteink sordn elséként meghatdroztuk szulforodamin B teszt segitségével, hogy az
olaparib miként hat a temozolomide-indukalt sejthaldlra. Ezutdn flow citometria segitségé-
vel annexin V-propidium jodid jelolést kovetden azonositottuk az indukalt sejthaldl tipusit.
Majd azt vizsgdltuk, hogy az alkalmazott két vegyiilet 5nmagdban és kombindciéban ho-
gyan befolydsolja az U-87 MG sejtek kol6nia-képzését. A sejtmagok morfolégidjanak vizs-
gilatdhoz Hoechst 33342-vel jel6ltiik a nukleuszokat, amelyeket fluoreszcens mikroszképia
segitségével detektdleunk. Enndl a kisérletné] azt tanulmanyoztuk, hogy az olaparib miként
befolyésolja a temozolomide-indukalt nukledris fragmentdciot.

Az olaparib jelentésen fokozta a temozolomide-indukalt sejthaldl é nukledris fragmentacié
méreékét, illetve kombindcidban szignifikdnsan gtolta az U-87 MG sejtek kol6nia-képzd-
dését. Tovabbd flow citometria alkalmazdsival megdllapitottuk, hogy az indukélt sejthaldl
mindkét vegyiilet esetén tilnyomorészt apoptdzis volt.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a temozolomide révidebb iz vitro kisérletek esetén csak
magas koncentricidban pusztitja el az U-87 MG sejteket, azonban az alacsony koncentréci-
6j olaparib jelentésen fokozza a temozolomide citotoxicitasdt, igy az alacsonyabb koncent-
récidban is hatékony lehet.

U-87 MG: egy humin glioblasztéma sejtvonal
PARP: poli(ADP-1ib6z) polimerdz

A Témateriiled Kival6sdgi Program 2021 Egészség Alprogram (TKP2021-EGA-17) dltal

timogatva.
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EFFECT OF DESETHYLAMIODARONE ON TRIPLE
NEGATIVE BREAST CANCER
Fadi HJ Ramadan’, Kitti Andreidesz', Rita Bognar', Katalin Fekete', Aliz
Szabo', Eniko Hocsak!, Ferenc Gallyas Jr."*%, Zita Bognar'

P 4 7 ! Department of Biochemistry and Medical Chemistry, University of Pécs
Medical School, Pécs, Hungary
2Szentagothai Research Centre, University of Pécs, Pécs, Hungary
SHAS-UP Nuclear-Mitochondrial Interactions Research Group,
Budapest, Hungary

Triple-negative breast cancer is considered to have a poorer prognosis than other types of
breast cancer, mainly because there are fewer targeted medicines that treat triple-negative
breast cancer.

In the present study, we suggest that DEA may have cytostatic potential even on triple
negative breast cancer. For our experiments we used a Triple Negative (TN; 4T1) and a
hormone receptor positive (HR+; MCEF7) breast cancer cell lines. As expected DEA was
more effective on MCF-7, HR+ cell s, than it was on the TN, 4T1 cell line. However,
it significantly reduced viability, colony formation and invasive growth at physiologically
achievable concentrations in both cell lines. Apoptosis, induced by DEA, was detected by
annexin V labeling, the shifting of Bax/Bcl-2 ratio, PARP-1 cleavage and caspase-3 activa-
tion. DEA did decrease the mitochondrial transmembrane potential, as assessed by JC-1
dye and fluorescence microscopy. It also induced mitochondrial fragmentation, as visualized
by confocal fluorescence microscopy. Novel compounds significandy interfering with the
mitochondrial energy production may have therapeutic value in triple negative breast cancer.
DEA decreased maximal respiration, ATP production, coupling efhciency, glycolysis, and
non-mitochondrial oxygen consumption not only in MCE-7 cell line, it had significant
effect on this values in 4T1-TNBC cell line, too, measured by a Seahorse cellular energy
metabolism analyzer.

All these data indicate that DEA may have potentiality in the therapy of TNBC, however
the therapeutic dose have to be determined in animal models since the cell culture models
translate poorly to the human clinical practice.

DEFA: desethylamiodarone

TN: triple negative

HR+: hormone receptor positive

4T1-TNBC: triple negative breast cancer cell line

,SUPPORTED BY THE UNKP-22-5 NEW NATIONAL EXCELLENCE PROGRAM OF THE
MINISTRY FOR INNOVATION AND TECHNOLOGY FROM THE SOURCE OF THE NATIONAL
RESEARCH, DEVELOPMENT AND INNOVATION FUND. SUPPORTED BY THE JANOS
BOLYAI RESEARCH SCHOLARSHIP OF THE HUNGARIAN ACADEMY OF SCIENCES”
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GLIOMA TARGETING PEPTIDE-DRUG CONJUGATES
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Gliomas are the most common type of primary brain tumors and among the
many subtypes, glioblastoma (glioblastoma multiforme, GBM) is the most aggres-
sive form characterized by poor prognosis and high recurrence rate. The need for
new targeting approaches into glioma tumor cells has been recognized for many
years, the challenge is to design the delivery vehicles carrying an antitumor agent in
a form that can be internalized and then released into these cells in an active form.
Based on previous results [PMID:33719423] our major aims in this study was to
evaluate novel drug delivery peptides and their drug-conjugates on glioma mimick-
ing in vitro spheroid and in vivo murine models. As carrier peptides we employed
cell penetrating SynB3 peptide (RRLSYSRRRF) of protegrin-origin, which has
been reported to be able to cross the blood-brain barrier (BBB) and its tuftsin-elon-
gated tandem derivative (RRLSYSRRRFTKPPR) to target the neuropilin-1 trans-
port system to achieve selectivity [PMID:33719423]. As antitumor drug, we used
daunomycin (Dau) to synthesize peptide-drug conjugates. Dau-conjugates showed
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antitumor efficacy against U87MG glioblastoma cells and they have high cellu-
lar uptake rate. As tissue-mimicking platform we applied agarose-based spheroid
system to evaluate the penetration ability of the carboxifluorescein-labelled carri-
er peptides and the Dau-conjugates. The Dau-SynB3 and the tandem Dau-con-
jugate showed superior penetration ability on U87MG spheroids. Additionally,
the drug-conjugates were tested on murine 7z vivo subcutaneous U87MG human
malignant glioma bearing mice, where conjugates showed significantly higher an-
titumor activity than free Dau. Moreover, conjugates showed significantly lower
toxicity and side effects than free drug.

Funding: The National Laboratories Excellence program (under the National Tu-
mor Biology Laboratory Project (2022-2.1.1-NL-2022-00010) and the Hungarian
Thematic Excellence Programme (TKP2021-EGA-44).
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HUMAN CALMODULIN KONFORMACIOS DINAMIKAJA
ALACSONY CA*-TELITETTSEG ESETEN
Schay Gusztav', Klaudia Onica’, Arian Jafari', Franci Merzel’, Balog
Erika', Liliom Kdroly'

P49 'Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet, 1085.
Budapest, Ulléi 1it 26.
2Pdzmdny Péter Katolikus Egyetem, 1088 Budapest, Szentkirilyi utca 28.
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A kalmodulin az intracelluldris jeldtviteli folyamatok egyik fontos szerepléje. Az
egyik legkonzervativabb fehérje, a humadn és névényi kalmodulin szekvencidja kozel
80%-ban megegyezik. Négy kalcium-iont képes megkotni két-két ,, EF-hand” mo-
tivummal a fehérje két doménjében. Kalcium kotés hatdsira a doménekben hoz-
zéférhet6vé vilik egy addig rejtett hidroféb feliilet, amely a partner fehérjék széles
skaldjat képes megkotni. Ezért a kalmodulint hagyomdnyosan tgy tekintjiik, mint
egy kalcium-fiiggd molekuldris kapcsolét, amely kalcium-kotés hatdsdra aktivalja
partnereit, szabdlyozva ezdltal az intracelluldris kalcium-fiiggd jeldtvitelt. Felmertil
azonban a kérdés, hogy milyen konformdciés mozgdsokban manifesztalédik az int-
racelluldris kalcium-jelekre adott reakci, valamint a fiziolégids intracelluldris kal-
cium-ion koncentrici6 tartomdnyban hogyan keriilnek a célfehérjék kivélasztdsra?
Ismert, hogy a kalmodulin kalcium-kétése kooperativ jellegt, a Perutz-féle modell
egy véltozatdt sikerrel alkalmaztdk a kalmodulin kalcium-kotésének leirdsdra. Ezek-
ben a kisérletekben azonban a telitési jelenség magyardzata volt a £6 célkittizés,
igy az alacsony kalcium/fehérje ardnyd koncentricié-tartomanyra nem forditottak
jelent8sebb figyelmet. A partner-szelektivitdst leginkdbb a célfehérjék kompart-
mentalizdci6jéval, illetve kanonikus kétési médusokkal prébaljak magyardzni, ami
azonban nem ad valaszt arra, hogy a fiziol6gids kalcium koncentrici6 idébeli vél-
tozdsaban megjelend informdacidtartalom miért nem vész el a jelfeldolgozds sordn.

Kisérleteinkben egyrészt kimutattuk, hogy az alacsony kalcium/fehérje koncent-
ricié tartomdnyban a kalmodulin megnévekedett szerkezeti inhomogenitdst mu-
tat, tovabbd azt is, hogy a modell target peptid melittint is képes megkotni, jéval
a kalcium-telitési dllapot bekovetkezte eldtt. Szdmitdgépes molekuladinamikai szi-
muldcidk segitségével megmutattuk, hogy a szerkezeti dinamika jelent8sen eltérd
abban az esetben, ha a C-termindlis két kalciumkotShelyée betoleote fél-telitési 4l-
lapotot apo (0-kalcium), vagy holo (4-kalcium) dllapotok feldl érjiik el, ami azt su-
gallja, hogy az intracelluldris kalcium koncentricié idébeli alakuldsa a kalmodulin
szerkezeti dinamikdjaban keriilhet kddoldsra a sejtes jelfeldolgozds sordn.

A kutatdst az NKFIH FK-135517 palydzat timogatta.
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A AF508 ES G551D CISZTAS FIBROZIST OKOZO MUTACIOK
HATASA A CFTR-PKA KOLCSONHATASRA
P 5 O Simon Mirton'?, Csanddy Ldszl6™?
!Semmelweis Egyetem, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet,
Biokémiai Tanszék, Budapest,
2ELKH-SE Ioncsatorna Kutatdcsoport, Budapest

Az ABC fehérjék szupercsalddjaba tartoz6 CFTR kloridion-csatorna két pérus-
képz8 transzmembrin-doménbdl; két citoszolikus, az ATP kotéséére és hidrolizisé-
ért felel8s nukleotidkdtd-doménbdl; valamint egy citoszolikus szabdlyozé (R)-do-
ménbdl 4ll. A PKA katalitikus alegysége az R-doménhez kotddik, és foszforillja
azt, ami egymdssal additiv reverzibilis, illetve irreverzibilis csatorna-aktivaldst okoz.
A CFTR mutdciéi egy gydgyithatatlan, haldlos betegség, a cisztds fibrézis (CF) ki-
alakuldsihoz vezethetnek. Leggyakoribb CF-mutdcidként, a AF508 karositja a fe-
hérje érését és a csatorna kapuzdsdt, mig a G551D mutdcié megzavarja a csatorna
ATP-fiiggd kapuzdsit. Tovdbbd, a AF508 és a G551D mutéciéval biré ioncsator-
nak PKA-fiiggd aktivécidja is hibds. Mivel az ivacaftor, az egyetlen FDA dltal j6-
véhagyott gyégyszer serkentd hatdsa a CFTR foszforildciéjtdl figg, a CFTR-PKA
kolesonhatds kdrosoddsdnak megértése a mutdnsokban nagy jelentdséggel bir. A
PKA kotés és foszforildcié hozzdjaruldsdt a csatorna teljes aktivaldsdhoz egy olyan
ATP-analdg alkalmazisdval vizsgiltuk, amely tdimogatja a CFTR kapuzdsit, de nem
teszi lehetévé a PKA dltali foszforildciét. Makroszképos “inside-out’ "patch clamp’
felvételek révén Gsszehasonlitottuk a mutdnsok és a vad tipusit CFTR esetében a
PKA 4ltali reverzibilis / irreverzibilis stimuldcié sebességét és relativ amplitadéjic. A
mutdnsok foszforildcids sebessége dsszemérhetd a vad tipusu csatorndéval. Tovabbd,
a vad tipust csatorndkhoz képest mindkét mutdns esetében lényegesen nagyobb a
kotddés relativ hatdsa. Ezek alapjdn a foszforildcié csatornaaktivéldsra gyakorolt ha-
tésa sériil a AF508 és G551D esetén. A PKA mirisztoil-csoportja a mutdnsok esetén
is esszencidlis a reverzibilis aktivdlds szempontjdbdl. Mig a G551D esetében ivacaf-
tor és elexacaftor egyiittes jelenlétében a PKA reverzibilis aktivél6 hatdsa tovabbra
is megfigyelhetd, a AF508 esetében a foszforildciét kovetden csak kismértékben
figyelheté meg tovabbi, PKA-kdtés okozta stimuldcid.

ABC, ATP-kot6 kazetta; ATP, adenozin-trifoszfat; CF cisztas fibrézis; CFTR, cisz-
tds fibrézis transzmembrdn konduktancia reguldtor; FDA, U.S. Food and Drug
Administration; PKA, protein kindz A; R domén, szabdlyozé domén.
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VIRALIS G-QUADRUPLEXEK TERMODINAMIKAI
JELLEMZESE ES A STABILITASUKAT BEFOLYASOLO
FIZIKOKEMIAI PARAMETEREK FELDERITESE

P 5 1 Smeller Laszl6', Cervenak Miklds', Végh Andréds?, Molnar Orsolya Réka',
Somkuti Judit!
'Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet, Budapest
2Semmelweis Egyetem, Szemészeti Klinika, Budapest

A nukleinsavak nem csak a szokdsos kettds hélix szerkezetet vehetik fel. A guanin-
ban gazdag régiékban négyszdla strukeardk un. G-quadruplexek (GQ) jelenhetnek
meg. Legel6szor a telomér régiéban, majd kiilonboz6 onkogének prométer régioi-
ban fedeztek fel ilyen szerkezeteket. Ennek a lokalizdciénak a nyilvanval6 rakku-
tatdsi aspektusa inspirdlta a GQ szerkezetet stabilizdl6 ligandumok fejleszeését. A
szekvencia analizis alapjin azonban ilyen szerkezetek nem csak a humdn sejtekben,
hanem baktériumok és virusok nukleinsavaiban is el6fordulhatnak.

Kisérleteinkben egy DNS és egy RNS genommal rendelkezd virus, a hepatitis B
(HBV) virus és a SARS-CoV-2 virus genomjdban potencidlisan GQ formdlé DNS
és RNS szekvencidkat vizsgdltunk. Infravords spektroszképidval ill. fluoreszcens és
abszorpcids spektroszkdpiai médszerekkel vizsgiltuk, hogy kialakul-e a GQ szerke-
zet ill. hogy a virdlis GQ-ek is stabilizdlhatéak-e a humdn célra fejlesztett ligandu-
mokkal.

Méréseink eredményeként mindkét virus esetén taldltunk hdrom GQ formélé oli-
gomert. A vizsgilt oligdk esetén a K* és a Na* ionok is képesek voltak a szerkezetet
stabilizalni. Erdekes médon - a human GQ-ekkel ellentétben - a K* és Na* stabili-
zélt virdlis GQ-ek stabilitdsa nem volt lényegesen kiilonbozd.

A GQ szerkezet felbomldsakor torténd térfogatvéltozds fontos szerkezeti paramé-
tere a stabil GQ struktirdnak. A térfogati paraméterek meghatdrozdsa a nyomads
fuggvényében végzett mérésekkel tortént. A térfogatviltozdsok 10-20 cm?/mol tar-
tomdnyban voltak, ami a hidrdtburokban végbemend valtozisokkal, ill. a stabilizalé
ionoknak a kitekeredéskor végbemend hidratéldsival magyardzhatd.

Mind a DNS, mind pedig az RNS GQ-¢k stabilizdlhatéak voltak a TMPyP4 ill.
PhenDC3 ligandumokkal. A HBV GQ-cket a BRACO19 is stabilizilta, bér kisebb

mértékben.

Roviditések: GQ: G-quadrupex; SARS-CoV-2: Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2; HBV: Hepatitis B virus; RNS: Ribonukleinsav; DNS:
Dezoxiribonukleinsav; TMPyP4: meso-5,10,15,20-tetrakis-N-methyl-4-pyridyl)
porphine;  PhenDC3:  3,3’-[1,10-Phenanthroline-2,9-diylbis(carbonylimino)]
bis[1-methylquinolinium]; BRACO19: 9-(4-(N,N-dimethylamino)phenylamino)-
3,6-bis(3-pyrrolodinopropionamido) acridine
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ANEGYEDIK VANILLOID (TRPV4) PORCOSODO
KULTURABAN

P 52 Somogyi Csilla, Fiirstdl Barbara, Juhdsz Tamds, Matta Csaba,
Katona Eva, Vigé Judit, Hegyi Zoltin, Décs Klaudia, Zakiny Réza
Debreceni Egyetem, Anatémiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézet, Debrecen

A f8ként kdlcium szelektiv TRPV4 ioncsatorna funkciényeréses mutdcidja
stlyos védzrendszeri defektussal jir. Tulzott aktivitdsa hyperchondrogenezissel,
szabdlytalan chondrocita éréssel és hibds enchondrélis csontosoddssal jellemezhetd.
A mechanizmusok, amelyek fokozott TRPV4 aktivicié kovetkeztében skeletdlis
rendellenességet valtanak ki, a mai napig ismeretlenek.

A kisérleti modellekben gyakran alkalmazott, prompt kezelésekkel szemben,
laborunk hosszi tivi TRPV4 csatorna moduldcién  keresztiil vizsgélja a
kondrogenikus kultdrdk morfolégiai és intracelluldris kdlcium-koncentricié
véltozdsait. Az ioncsatorna aktivitdsinak befolydsoldsahoz az agonista 40-PDD és
az antagonista HC06707 farmakonokat alkalmaztuk.

Kisérleti modelliink egy olyan spontin differencidlédé kondrogenikus kultira,
amely 11 és fél napos egér embri6 végtagbimbdjabél izoldlt, nagy sejtstir(iségben
kicseppentett mezenchimdlis sejtek elegye. A multinoduldris kondrogenezissel
jellemezhetd kultdrdkban az internoduldris teriileteken kevésbé elkotelezett, hossziikds
sejtek, mig a noduldris teriileteken kerekded, fiatal kondrocitik helyezkednek el.

A kicseppentett kultirdkban a TRPV4 mRNS és fehérje expresszidja fokozatosan
emelkedik egészen a 10 napig majd ezt kévetden csokkend tendencidt mutat. Az
ioncsatorna nem csak idébeli, hanem eltérd térbeli kifejezédéssel is jellemezhetd.
Klasszikus, valamint porc-és csontspecifikus festési eljdrdsokkal jelentds morfoldgiai
eltérést figyelhetiink meg a noduldris/internoduldris teriiletek kozott hossza téva
TRPV4 ioncsatorna gdtlds és aktivélds folyaman. Az itt elhelyezkedd differencidlédé
kondrogenikus sejtek eltérd kdlcium-gorbéjitk alapjan csoportokba sorolhatéak,
mely egyben tiikrozi noduldris/internoduldris elhelyezkedésiiket. A csatorna gatldsa
sordn jelents mennyiségt kalcium-pirofoszfat kristdly jelenik meg a kultdraban,
amely chondrokalcinézis magyardzattal szolgdlhat a TRPV4 mutdns egerek
térdiziiletének oszteoarthritiszes kalcifikdcidjdra.

Feltevésiink szerint a TRPV4 ioncsatorna tdlzott aktivitdsa lassitja, mig gétldsa fokozza
a chondrogenezis folyamatit. Az alkalmazott in vitro porcosodd egér kultdra kivild
modellkéntszolgdlhataz in vivo TRPV4 mutéci6 okozta vazrendszeri eltérések vizsgalatihoz.

Az emberi eréforrdsok minisztériuma UNKP-18-3-11T kédszamd Uj Nemzeti
Kivél6sdg Programjénak és a DETEP tdmogatdsdval késziilt kutatdsi téma.

TRPV4: Tranziens Receptor Potencidl Vanilloid ioncsatorna 4
40-PDD: 4alpha-phorbol 12,13-didecanoate
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GENERATION AND DIFFERENTIATION OF NEUROSPHERES
FROM AVIAN ENTERIC NERVOUS SYSTEM

P 5 3 Adim Soés’, Csongor-Ldszl6 Pethd!, Emédke Szécs', Vike6ria Halasy',
Nandor Nagy'
ISemmelweis University, Faculty of Medicine, Department of Anatomy,
Histology and Embryology, Budapest, Hungary

Keywords: stem cells, neurosphere, embryo, Hirschsprung disease

The enteric nervous system (ENS) develops from neural crest cells (NCC) that
migrate along the intestine, and differentiate into neurons and glia within the gut
wall. Congenital abnormalities of the ENS cause severe intestinal disorders, such as
Hirschsprung disease, which is characterized by the absence of enteric ganglia along
a variable length of colon. Recently the enteric neurosphere technique has been
used to isolate and culture enteric nervous system derived stem cells (ENCDCs)
for cell transplantation to treat congenital neurointestinal diseases: however, the
optimal method of generating neurospheres is not well defined.

ENS development is highly dependent on reciprocal interactions between NCCs
and their stromal environment that is conserved between mammals and avian
species. The avian embryo offers a unique opportunity to study ENS development,
where ENCDCs and their interaction with the gut mesenchyme-derived growth
factors can be followed, and to leverage our understanding to bioengineer
neurospheres, to enhance the migration of transplanted ENSCs.

The objective of this study was to compare the quantity and neurogenic potential
of ENCDC:s isolated from the late embryonic and posthatched chicken large
intestine and to develop efficient methodologies for their neurosphere cultivation.
Unsorted gut cells were grown in Neurocult Basal Medium. To optimize stem
cell growth and proliferation potential we supplemented the culture media with
glial-cell-line-derived neurotrophic factor (GDNF) and Noggin growth factors
that have been described to influence the ontogeny of ENCDCs. Neurospheres
were cultured for 3 and 7 days, co-cultured with embryonic hindgut for 24 hours,
recombinants were transplanted to CAM membrane of chicken embryo in ovo
for another 7 days and processed for immunostaining to characterize the cells and
their microenvironment. Exposure to GDNF+Noggin promoted the expansion
of ENCDC:s and resulted in a robust increase in neurosphere volume. Chicken
neurospheres transplanted to aneural hindgut migrate normally and differentiate
into appropriate neural crest-derived cell types.

Our data show that the ability of avian ENCDC:s to generate enteric neurospheres can
be enhanced by exposure to appropriate growth factors. Using this technique we can
better understand interactions of different cell types and the microenvironmental factors
that increase proliferation potential and guide differentiation into specific ENS cell types.
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UJSZERU BIOMARKEREK VIZSGALATA VESETUMOROKBAN
Steli Akos Jozsef', Kirdly J6zsef', Szész Csaba?, Vass Anna', Szegedi
Krisztidn®, Szabé Zsuzsanna', Halmos Gdbor'

P 54 'Debeceni Egyetem, Gydgyszerésztudomdnyi Kar, Biofarmdcia Tanszék,
Debrecen
’Debeceni Egyetem, AOK, Patolégia Intézet, Debrecen
3Debeceni Egyetem, Klinikai Kozpont, Uroldgiai Klinika, Debrecen

Az amerikai Globélis Rakkutaté Intézet szerint a vesedaganat a 14. leggyakoribb
rosszindulatd daganat vildgszerte, de az eléforduldsa régiénként eltérd. Az dtlagos
btéves tlélési ardny 75%, a legmagasabb eléforduldsi ariny Eurépdban és Eszak-
Amerikdban van. A terdpids lehetdségek kozott szerepel a sugdr-, illetve a kemoterdpia
is, a korai stddiumban diagnosztizdlt vesedaganat immunterdpids modszerekkel
is kezelhetd. A modern daganatkutatdsban, az 4j terdpids modszerek kifejlesztése
mellett a potencidlis tumordiagnosztikai markerek felkutatdsa is jelentds szerephez
jutott. Mindezek alapjdn olyan fehérjék jelenlétét vizsgdltuk vesetumorokban,
melyek nagy potenciéllal vdlhatnak tumormarkerré és gy6gyszeres timaddsponttd
a jovében. Vizsgilatainkhoz 20 ép/tumoros vese szévetminta parokat hasznaltunk,
melyek a Debreceni Egyetem Urolégiai Klinika betegeibél szdrmaztak. A Proteome
Profiler™ Human Kidney Biomarker Array 38 fehérje egyidejl kimutatdsdt tette
lehetdvé. Kordbbi kutatdsok szerint az endoglin (ENG), a lipokalin (LCN), a
resistin (RES), a Vascular cell adhesion protein (VCAM) és a chemokine ligand
1 (CXCL1) markereket mdr tobbféle daganat tipusban is azonositottdk. A
szovetekbdl total-RNS-t izoldltunk, majd ezen fehérjéket mRNS szinten qRT-
PCR-el validdltuk. Az LCN és az ENG expressziéjiban a tumoros mintdk az ép
mintdkhoz képest szignifikdns eltérést mutattak, mely 8sszefiigg a betegek klinikai
sttuszdval is. A RES, a VCAM és a CXCL1esetében az ép/tumoros mintdkndl nem
volt jelentds eltérés. Az irodalom szerint az LCN, a RES, a VCAM és a CXCLL1
immunfolyamatok révén jirulnak hozzd a tumorgenezishez. Az ENG viszont a
tumor mikrokdrnyezet moduldldsival kedvezdvé teheti a tumor progresszidjt
és az dttétes terjedést. Feltételezziik, hogy a klasszikus anti-angiogén gydgyszerek
mellett az ENG-ellenes terdpidk igéretes megkozelitésként jelennek meg majd a
vesetumorok célzott terdpidjaban is.

TKP2021-EGA-20 (GH) AND GINOP-2.3.2.-15-2016-00043 (GH)
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HIPOXIA HATASA TUDOTUMOR SEJTVONALAK
MOTILITASARA
Surguta Sdra Eszter', Baranyi Marcell?, Tévéri Jozsef'

P 5 5 'Orszdgos Onkoldgiai Intézet, Kisérletes Farmakoldgiai Osztdly és
Nemzeti Tumorbioldgiai Laboratérium, Budapest
2Semmelweis Egyetem, Patoldgiai, Igazsdgiigyi és Biztositdsi Orvostani
Intézet, Budapest

Bevezetés: A hipoxia - amely a tumor mikrokdrnyezetének gyakori édllapota
— és az epithelidlis-mesenchymadlis dtalakulds (EMT) szoros 6sszefiiggésben 4ll a
tumorsejtek migrdcidjdval, invazidjdval és metasztatizdldsival. A szoveti hipoxidra
adott sejtvalasz egyik kulcsfontossdgti fehérjéje a hypoxia inducible factor 1
(HIF1), amely transzkripcids faktorként szdimos gén expresszi6jit szabalyozza.
Tobb tanulmdny is vizsgdlta a hipoxids dllapotok és a HIF1a stabilizdléddsdnak
osszefliggéseit a tumorsejtek fokozott in vitro motilitdsdval kiilonbozd migriciée
szabdlyoz jelpdlyak mentén.

Kittizott célok: A tanulmdny célja annak vizsgdlata, hogy a hipoxia miként
befolydsolja a kiilonb6z8 tiid§ adenokarcinéma sejtvonalak mozgékonysdgit
és metasztatikus potencidljdt, illetve milyen molekuldris vdltozdsok jdtszhatnak
kiemelkedd szerepet ezekben a folyamatokban.

Alkalmazott mddszer: Vizsgdlatunkba négy tiid6 adenokarcinéma sejtvonalat
vontunk be, amelyek a novekedési faktor jelpdlyin hordoznak kiilonb6zd
mutdcidkat (H1975 EGFR T790M, PF901 BRAF VG600E, PF139 KRAS G12C
mutdns és H838 WT). A sejteken a hipoxids kornyezet, illetve a Hifla fehérjét
stabilizdlé CoCl, (200 pM) kezelés motilitdsra gyakorolt hatdsdt vizsgaltuk 48 6ras
videomikroszkdpids kisérletekkel. A Hifla-t és az altala szabélyozott célfehérjéket, a
motilitdsban szerepet jétsz6 kis G fehérjék, valamint az epithelidlis-mezenchymilis
dtalakuldsban szerepet jatsz6 gének expressziéjat Western Blot technikdval és qPCR-
el vizsgaltuk.

Eredmények és kovetkeztetés: Vizsgdlataink sordn egyik sejtvonal motilitdsdban
sem tapasztaltunk kiilonbséget a CoCl, kezelés hatdsdra a normoxids dllapotokhoz
képest. Ezzel szemben a PF139 ¢és PF901 sejtvonalak migrdcids aktivitdsdt
szignifikinsan csokkentette a hipoxids kornyezet, annak ellenére, hogy a Western
blot mddszerrel egyértelméien kimutathaté volt a HIFla stabilizaléddsa mind
CoCl,, mind hipoxia hatdsdra. Az EMT markerekben és a motilitds fehérjékben a
CoCl, és a hipoxia eltérd, sejtvonalfiigg valtozdsokat okozott.

Témogaték: A KDP-14-3/PALY-2021 (1018567) szdmu projekt a Kulturdlis
és Innovaciés Minisztérium Nemzeti Kutatdsi Fejlesztési és Innovdciés Alapbél
nydjtott timogatdsdval, a KDP-2020 pélydzati program finanszirozdsiban, valamint
a TKP2021-EGA-44 és NLP-17 projektek tamogatdsdval valésult meg.
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HYPOXIAT BEFOLYASOLO ES KLINIKAILAG HASZNALT
KEMOTERAPIAS HATOANYAGOK KOMBINALT HATASANAK
VIZSGALATA EMLODAGANATOKBAN ES OVARIUM

| 22514 KARCINOMAKBAN
Svajda Laura', Cserepes Mihdly Tamds', Randelovi¢ Ivan', Tévéri Jézsef'
! Kisérletes Farmakoldgiai Osztdly és Nemzeti Tumorbioldgiai
Laboratérium, Orszdgos Onkoldgiai Intézet, Budapest

A tumorsejtek oxigén- és tdpanyag ellitdsa nagyban fligg a sejtek lokdci6jitdl, a
tumor belsd rétegeiben elhelyezkedd sejtek szdmdra az oxigén korldtozott meny-
nyiségben van jelen. A hypoxids kornyezethez valé adaptdcié kuleseleme a hypoxia
dltal indukdlhat6 faktor-1 (HIF-1) transzkripciés faktor. Annak ellenére, hogy a
tobb mint 60 célgént aktivdlé HIF-1a igéretes gydgyszer célpontnak bizonyul, a
célzott transzkripcids-faktor gatlé gydgyszerek onmagukban nem szerepeltek ered-
ményesen a klinikai vizsgdlatokon.

A kisérletek sordn a konvenciondlis kemoterdpids szerek és a HIF-1a inhibitorok
egylittes alkalmazdsdnak hatdsdt vizsgdljuk az emld- és ovdrium eredeti daganatok
novekedésére.

Az in vitro modellek kivdlasztdsa sordn igyekeztiink széleskorben bevonni kiilon-
b6z8 tipust eml8-és ovdrium tumor sejtvonalakat.

Az Acriflavine nevli HIF-1a inhibitor és a Paclitaxel kombindlt hatdsit szulfo-
rodamin B esszével, valamint mRNS és fehérje expresszié mérésével analizdljuk. Az
in vitro médszereken kiviil sejtvonal-és beteg eredet(i xenograftokat is alkalmazunk.

A szulforodamin B esszék eredményei alapjdn bizonyos sejtvonalakban kimutat-
haté a Paclitaxel és az Acriflavine kozotti additiv hatds, esetenként szinergia. Az
mRNS expresszids vizsgilatok kimutattdk az Acriflavine hypoxids-hatdst mérséklg
tulajdonsdgdt az egyes HIF-1 célgének expresszidjit tekintve, tovabbd az oxigén
hidnyos kornyezetben tartott sejtek epitelidlis-mezenchimdlis dtmenetének befolyd-
soldsdt. Ezeket az eredményeket in vivo validdljuk.

Végeredményben elmondhaté, hogy a konvenciondlis kemoterdpids szerek kiegé-
szitése HIF-1 inhibitorokkal igéretes terdpids titvonal lehet, mely hozzdjirulhat az
dctétképzés megeldzéséhez, ezéltal a betegek tilélési esélyeinek javitdsahoz.

A munkdt a TKP2021-EGA-44 és NLP-17 projektek tdmogattdk.
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A SEJTMEMBRAN HATASA A LOKALIS LIGANDUM
KONCENTRACIORA

P 5 7 Szabé Agnes', Szollési Janos'?, Nagy Péter?
'!MTA-DE Sejtbioldgiai és Jeldtviteli Kutatdcsoport, Debreceni Egyetem
’Debreceni Egyetem, AOK Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

Bevezetés: A plazmamembran kulcsfontossdgu szerepet tolt be jeldtviteli folyama-
tokban, mivel a hirvivék és a gydgyszermolekuldk vagy kotédnek a membranhoz,
vagy dthaladnak rajta. Bér a ligandum kotddése trividlis egyensilyi folyamat, a je-
lenséget jelentésen médosithatja a ligandumok dinamikus asszocidcidja és disszoci-
4cidja, ill. killonb6z8 membranjelenségek. Ezért célul tliztiik ki, hogy megvizsgdl-
juk, milyen hatdssal van a membran kozelsége a ligandum lokalis koncentrici6jéra.
Moédszerek: A méréseket eGFP-ErbB1 receptorokat stabilan kifejezd CHO sejte-
ken (F1-4 sejtvonal) vagy ezek eCFP-ErbB2 plazmiddal transzfekedlt valtozatdval
(F1-4_ErbB2) végeztiik, vagy ezen sejtekbdl készitett vezikulumokkal (GPMV). Az
ErbB1 fluoreszcensen jelolt liganduméval (TAMRA-EGF) inkubéltuk a sejteket /
vezikulumokat, majd FCS-sel meghatdroztuk a koncentréciéjdt és a diffziés 4llan-
déjdt a sejtmembrantdl valé tdvolsdg figgvényében.

Eredmények: A csak ErbBl-et kifejez6 F1-4 sejtvonal esetében a sejtmembrin
~2 pm-es kornyezetében ~3-szor nagyobb volt az EGF koncentrici6, mint a sza-
bad oldatban. Ez a cstics magas EGF koncentrdcié (~100 nM) esetében eltiint.
Az ErbB2-t is expresszdlé sejtekben a TAMRA-EGF lokdlis koncentricidja a sejt-
membrdn felett 10-20 pm-rel maximumot mutatott. Az EGF koncentriciés ma-
ximum egybe esett az EGF diffuzids dlland6jdnak minimumadval. Az F1-4_ErbB2
sejtekbdl izoldlt vezikuldk esetén a lokdlis EGF koncentrdcié a membrdn kozelében
magasabb volt, mig az F1-4 sejtekbdl készitett vezikuldk esetén nem tapasztaltuk
ezen cstcsok jelenlété.

Konkldzié: A membrin jelenléte jelentSsen befolydsolja a ligandumkoncentriciét
a sejt kozelében. Az eredmények és modellezésiik arra utalnak, hogy a membrin
kozelében taldlhaté cstcs a membrdnrecirkuldcié/ligandum rezervodr miatt alakul
ki, mig a membrdntél 10-20 pm-re levd cstics a magasabb lokalis viszkozitds ko-
vetkezménye.

Roviditések:

EGF: epidermdlis nvekedési faktor

ErbB1: epidermailis novekedési faktor receptor (EGFR)

FCS: fluoreszcencia korreldciés spektroszképia

F1-4: ErbB1-eGFP-vel stabilan transzfektdlt CHO sejtvonal
F1-4_ErbB2: ErbB2-eCFP-vel tranziensen transzfektalt F1-4 sejtvonal
GPMV: giant plasma membrane vesicle
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A VIRALIS EREDETU PEPH3 SEJTPENETRALO PEPTID
HATASANAK VIZSGALATA AGYI ENDOTELSEJTEKEN
Szecské Aniké', Mészdros Mdria', Porkoldb Gergd'?, Vera Neves?,
Marco Cavaco’, Beatriz Simées®, Catarina Chaparro®, Miguel
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Barrierek Kutatocsoport, Szeged, Magyarorszdg
2Szegedi Tudomdnyegyetem, Bioldgia Doktori Iskola, Szeged, Magyarorszdg
3Universidade de Lisboa, Instituto de Medicina Molecular, Faculdade
de Medicina, Lisszabon, Portugdlia

A kézponti idegrendszeri betegségek gydgyitdsa nagy kihivést jelent, mivel az agyi
kapilldrisok sejtjei dltal kialakitott vér-agy gdton keresztiil a terdpids hatéanyagok
bejutdsa az agyba nagymértékben akadilyozott. Erre a problémdra megolddst je-
lenthetnek a nanopartikulumok, melyek felszinéhez célzémolekuldkat kotve haté-
konyan novelhetjiik a belsejiikbe zdrt hatéanyagok specifikus agyi bejutdsdt.

Kutatdsaink sordn megvizsgiltuk, hogy a Dengue virus kapszid eredet(i PepH3 pept-
id ondlléan, illetve nanorészecskék felszinéhez kototten képes-e az agyi endotélsejtek-
ben a modellanyag sejtfelvételét és vér-agy giton keresztiili transzportjdt elsegiteni.

Kisérleteinkben nem célzott és PepH3 célzott nanorészecskéket éllitottunk eld, melyek
belsejébe Texas Red jelolt borjui szérum albumint (TR-BSA) zdrtunk. Dinamikus fény-
sz6ris méréssel meghatdroztuk, hogy a nanopartikulumok ~100 nm dtmérdjliek, enyhén
negativ toltéssel rendelkeztek és a TR-BSA bezdrdsi hatékonysdga ~35% volt. Impedancia
méréssel megdllapitottuk, hogy az 6ndllé PepH3, és a peptiddel célzott nanopartikulumok
egyik vizsgdlt kezelési koncentriciéban sem befolydsoltak az endotélsejtek életképességét.

Az 6néll6 PepH3 peptid sejtfelvétele konfokdlis mikroszképpal vizsgalva 30 perc
alatt jelentds volt, a vér-agy gdton keresztiili dtjutdsa pedig szignifikdnsan maga-
sabbnak bizonyult, mint a marker molekuldké. Spektrofluoriméteres méréseink
igazoltdk, hogy a nanohordozdk felszinéhez kotott PepH3 peptid 24 6rés kezelést
kovetden szignifikdnsan megnévelte a TR-BSA sejtfelvételét az endotélsejtekben
a nem-célzott nanopartikulumokkal dsszehasonlitva. Kimutattuk, hogy ez a sejt-
felvétel részben endocitdzissal valdsult meg, és a bejutott TR-BSA jelentés kolo-
kalizdciét mutatott az Golgi appardtussal és az endoplazmatikus retikulummal. A
sejtfelvételi kisérletekkel ellentétben a PepH3, mint célzéligand nem befolydsolta a
nanopartikulumokba zdrt modellanyag vér-agy gdton valé dtjutdsit.

Eredményeinkbdl arra kévetkeztetiink, hogy a PepH3 6ndlléan alkalmas lehet
az agyi gydgyszerbejuttatds fokozdsira, azonban nanopartikulumok felszinén tbb
célzéligand egyiittes alkalmazdsa sziikséges.

Réviditések:
TR-BSA: Texas-Red borjiszérum albumin komplex
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Emdke Sz8cs, Addm Sods, Viktéria Halasy, Nandor Nagy

Semmelweis University, Department of Anatomy, Histology and

Embryology, Budapest, Hungary

Primary lymphoid organ development in birds relies on epithelial-mesenchymal
interactions and the inductive capacities of immigrating hematopoietic cells. The
bursa of Fabricius is an avian specific, gut associated primary lymphoid organ of
ectodermal origin, which exclusively supports development of B-lymphocytes. In
contrast, the thymic stromal environment develops from the endoderm of the third
pharyngeal pouch, surrounded by a specialized neural-crest derived pharyngeal
mesenchyme.

The goal of this project is to characterize the role of epithelial-mesenchymal inter-
actions during primary lymphoid organ development. Using the chick-quail chi-
mera system, bursa rudiment isolated from 9 day old embryo and third pharyngeal
pouch dissected from quail embryos at embryonic day 3 were grafted into the
coelom of the chick embryo and allowed to develop iz ovo. In transplanted quail
bursas chick hematopoietic cells enter the quail epithelium and induce functional
bursal follicles filled with B-cells. In pharyngeal pouch grafts thymus developed
with reticulo-epithelial cells belonging to the quail, while T-cells were derived from
the chick host. Next, pharyngeal pouch endoderm was enzymatically isolated and
in vitro associated with chicken bursa mesenchyme, then cultured iz ovo. Tissue
recombinants were able to develop thymus like morphology, contained both corti-
cal and medullary regions of quail derived reticular epithelium colonized by CD8+
T-cells of host origin.

These tissue recombination experiments indicate that the third pharyngeal pouch
endoderm can induce thymus differentiation in heterospecific mesenchyme of bur-
sa origin. Whether the bursa epithelium has the potential for lymphoid follicle
formation when cultured with pharyngeal mesenchyme deserves further analysis.
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During the morphogenesis of the vertebrate appendicular skeleton, progenitor
cells originating from the mesoderm of the embryo undergo a series of events that
include specification, proliferation, condensation, and nodule formation. The
default pathway for chondrogenesis is terminal chondrocyte differentiation, fol-
lowed by hypertrophy and apoptosis. This default pathway is blocked in articular
cartilage, resulting in permanent cartilage. Specific intracellular calcium signaling
events are necessary for the proper development of permanent/articular cartilage
tissue. Oscillatory changes of intracellular calcium levels have been demonstrated
in chondroprogenitor cells, but the identity of the majority of transcription factors
that are consequently activated (either in a primary or secondary manner) is only
hypothesized. Therefore, the aim of this work was to identify calcium-dependent
transcription factors expressed in chondrogenic cells on various days of differenti-
ation using RNASeq.

We used RNA sequencing to examine gene expression patterns during early car-
tilage formation of chicken LMPs limb bud mesenchymal progenitor cultures, and
focused on genes encoding transcription factors that are either primarily or second-
arily calcium-dependent.

Based on our in silico analysis, NUCB-2, and CAMTAL are not only highly
expressed in LMPs, but also have an intriguing network of connections that may
directly influence chondrogenesis, as presented in our poster.

In summary, LMPs express transcription factors that are activated by Ca®* in a
primary or secondary manner. Currently these molecules are not known to be as-
sociated with chondrogenic functions, making them a desirable targets for further
research.
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RNASeq: ribonucleic acid-sequencing, NUCB-2: Nucleobindin-2, LMPs: limb
bud mesenchymal progenitor cultures, CAMTA1: Calmodulin-Binding Transcrip-
tion Activator 1

Funding: Young Researcher Excellence Programme [FK-134304] of the National
Research, Development and Innovation Office, Hungary. Project no. TKP2020-
NKA-04 was implemented with the support provided by the National Research,
Development and Innovation Fund of Hungary, financed under the 2020-4.1.1-
TKP2020 funding scheme.




Poiszter absztraktok

PROMOTER POLIMORFIZMUSOK SZEREPE AZ SCD1
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A lipidmetabolizmus szisztémds rendellenességei véltozatos anyagcserezavarokat
eredményezhetnek. A telitetlen zsirsavak szintézisét katalizdld sztearil-KoA desza-
turdz-1 (SCD1) kardindlis enzim a lipotoxicitdssal szembeni védelemben. Az SCD1
azonban kedvez a zsirraktdrozdsnak, igy tdlzott expresszidja vagy megndvekedett
aktivitdsa hozzdjarulhat a kettes tipust diabetes mellitus kialakuldsdhoz.

Munkénk sordn azt vizsgdltuk, hogy a kiilonbozd zsirsavak és a deszaturdz ter-
mészetes promoéter polimorfizmusai hogyan befolydsoljik az SCD1 expressziét in
vitro sejtes rendszerben. Immunoblot és qPCR médszerrel kisértitk figyelemmel
HEK293T és HepG2 sejtvonalakon a zsirsavak hatdsait az endogén, illetve a tran-
ziensen transzfektdlt SCD1 mennyiségére. A négy leggyakoribb prométer varidnst
irdnyitott mutagenezissel hoztuk létre a pGL3-SCD1 riporter konstrukciéban. A
polimorfizmusok transzkripciés faktor kotShelyekre gyakorolt hatdsit in silico a
JASPAR program segitségével, in vitro luciferdz riporter rendszerben vizsgdltuk.

Kimutattuk, hogy az SCD1 expresszidja mind fehérje, mind mRNS szinten szig-
nifikdnsan névekszik elaiddt hatdsdra vakcendthoz képest — ezt a hatdst luciferdz
riporter rendszerben is igazoltuk. Bdr a négy polimorfizmus 6nmagdban nem be-
folyasolta az SCD1 prométer aktivitdsdt, az rs1054411 fokozta azt zsirsavak jelen-
létében, kiilonosen vakeendt és elaiddt esetén. In silico elemzéseink alapjdn a poli-
morfizmus minor alléljének jelenlétében az ETS1 transzkripcids faktor kotédése
az SCD1 prométerhez 20%-kal csokken. A kiilonbozd alléleket tartalmazé SCD1
prométer konstrukcidkkal és ETS1 expressziés vektorral végzett kotranszfekcié
megerdsitette az ETS1 csokkent afhinitdsdt az rs1054411_G allélvaridnshoz.

Eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy az rs1054411 polimorfizmus be-
folyasolhatja az SCD1 véd§ szerepét azdltal, hogy médositja expresszi6jit az ETS1
transzkripcids faktor prométerhez valé affinitdsin keresztiil.

Munkédnkat az NKFIH FK138115 pélyazat segitette.

SCD1: sztearil-KoA deszaturdz-1
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TERMESZETES ES PATOLOGIAS TRPM2 IONCSATORNA
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Semmelweis Egyetem, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet, Budapest

A TRPM2 joncsatorna egy hémérséklet érzékeny, Ca**-permedbilis, nem szelek-
tiv kationcsatonra, mely nagyfoku expressziét mutat a kozponti idegrendszer egyes
sejjeiben, csontvelében, immunsejtekben és a hasnyalmirigy B-sejtjeiben. A csa-
torna aktivdciéjihoz intracelluldris ADPR és Ca**-ionok, tovdbbd PIP2 egyiittes
jelenléte szitkséges. A TRPM2 ioncsatorndn keresztiil jelentds Ca**-influx valésul-
hat meg, mely fontos fizioldgids és patoldgids funkcidban jdtszik szerepet, pl.: test-
hémérséklet szabilyozdsa, citokintermelés, migricid, oxidativ stresszvélasz, gyulla-
dds vagy irdnyitott sejthaldl. A TRPM2 élettani fontossdgit noveli, hogy bizonyos
pontmutdcidi szoros genetikai kapcsoltsdgot mutatnak bipoldris zavarral (D543E,
R755C), mig mds muticiét amiotréfids lateralszklerdzisban és Parkinson-demenci-
4ban azonositottak (P1018L). Erdekes médon egészséges neutrofil granulocitdkbol
(AC-TRPM2) és a striatumbdl (SSF-TRPM2) olyan alternativ hasitdsi termékeket
is izoldltak, melyek feltételezhetden sejtspecifikusan médositjak a csatorna ligan-
dum-specifitdsdt és miikodését.

Az emlitett varidnsokat eddig csak fluoreszcens képalkoté technikdkkal vagy tel-
jes-sejt elektrofiziologiai mddszerekkel vizsgaltak, ami limitdlt lehetdségeket biztosit
az intracelluldris oldalon haté ligandumok szerepének tanulmdnyozisira. Célunk a
felsorolt ioncsatorna-varidnsok mikodésének molekuldris szintl feltérképezése. A
TRPM2-varidnsokat tranziens, vagy stabil transzfekcioval fejezziik ki HEK sejtek-
ben, majd a funkciondlis méréseket sejt-mentes kornyezetben, az elektrofiziologia
inside-out patch konfigurdciéjiban végezziik, mely lehetévé teszi mikro- és mak-
roszkdpikus dramok rogzitését és az intracelluldris ligandumok gyors és hatékony
cseréjét. Mddszeriinkkel lehetdség nyilik feltérképezni az egyes csatorna-varidnsok
ADPR- és Ca**-érzékenységét, egyedi csatorna kapuzdsi paramétereit, inaktivicios
kinetikdjdt és hémérséklet fiiggését. Ezen ismeretek elengedhetetlenek a mutdnsok
patomechanizmusban betoltott szerepének részletes megismerésében, illetve a szo-
vet-specifikus varidnsok miikddésének megértésében.

Réviditések: TRPM2 (tranziens receptor potencidl melasztatin 2 ioncsatorna),
ADPR (adenozin-difoszfit-ribéz), PIP2 (foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfit)
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ATRPM2 egy nem szelektiv kation csatorna, melyet intracelluldris ADPR és Ca**
aktival. Fizioldgids koriilmények kozott részt vesz a testhdmérséklet és az inzulin
szekrécié szabdlyozdsiban és az immunsejtek aktivéldsiban. Patoldgids koriilmé-
nyek kozott szerepe lehet az ischémids-reperfuziés kdrosoddsban és egyes neurode-
generativ korképekben.

Az elmult évek sordn szdimos krio-elektronmikroszképos TRPM2 szerkezetet ko-
z6ltek. A kiilonboz8 szerkezetekben az ADPR kotésért felel6s N-termindlis domén
eltérd pozicidkban ldthatd, ami megfelelhet a csatorna nyitott vagy csukott dllapo-
tdban elfoglalt helyzetének. Kutatdsunk célja annak vizsgélata, hogy ez az dtrende-
z8dés ténylegesen szerepet jétszik-e a csatorna kapuzdséban. Ehhez olyan aminosav
parokat vdlasztottunk ki, amelyek egyes szerkezetekben egymds kozelében vannak,
viszont mds szerkezetekben tédvol keriilnek egymdst6l. Ha a pdrokat ciszteinre cse-
réljiik, akkor oxidativ kdrnyezetben (H,0, jelenlétében) keresztkothetjiik Sket, igy
rogzitve a tdvolsdgukat a kapuzds sordn, ezzel stabilizdlva a nyitott vagy a zdrt dlla-
potot. El8bbi az aktivitds ndvekedését, utébbi az aktivitds csokkenését eredményez-
heti. A hatds reverzibilis, magas koncentriciéja DTT alkalmazaséval a keresztkotés
felszakithaté és az eredeti aktivitds visszaallithaté.

Méréseink sordn hdrom ilyen pért vizsgdltunk meg, amelyek igazoltdk az N-termi-
dlis domén dtrendez8désének jelentdségét a csatorna kapuzdsa sordn.

TRPM - Tranziens Receptor Potencidl, Melastatin alcsaldd
ADPR — Adenozin-difoszfo ribéz

Ca?* - Kilcium

H,O, - Hidrogén-peroxid

DTT - Dithiothreitol




52 MEMBRAN-TRANSZPORT KONFERENCIA

A TITIN ORIASFEHERJE A-SZAKASZANAK ADAPTIV

VALTOZASAI A HUMAN SZIVIZOM SZARKOMERBEN

Torok Gyorgy', Iliza Ramazanova', Péter Déniel', Jimbor Andris',
P64 Kellermayer Dalma, Sulea Cristina M."?, Szabolcs Zoltin?,

Kellermayer Miklés S. Z.!, Kiss Baldzs'

!Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest

Virosmajori Sziv- és Ergydgydszati Klinika, Semmelweis Egyetem, Budapest

A legnagyobb ismert fehérje a titin, amely a sziv- és vdzizmok kontraktilis egysé-
gének, a szarkomernek a Z-lemezétdl egészen annak kozepéig, az M-csikig nyulik,
mikozben a vékony-, illetve a vastag filamentumokkal kapcsolédik a szarkomer I- és
A-szakaszdban. A titin A-szakaszbeli régidjanak szerepe még kevésbé feltdrt, azon-
ban ismert, hogy nagysigrendekkel kisebb a nydjthatésdga, mint a molekula I-sza-
kaszbeli régidjanak. A titin A-szakaszdt érintd heterozigdta trunkdciés mutdciok
(TTNtv) gyakran tarsulnak dilatativ kardiomiopatidval (DCM). A Marfan-szind-
réma (MES), egy kotdszoveti rendellenesség, amelyet a fibrillin fehérje mutdciéi
okoznak, gyakran jir egyiitt a szivizom osszehtizéddsi képességének kdrosoddséval,
de ennek pontos patomechanizmusa még felderitetlen.

Jelen munkdban STED szuperfelbontdst mikroszkdpidt végeztiink heterozigéta
TTNtv mutdciét hordozd, vagy MFS-betegekbdl szdrmazé, membranjuktdl meg-
fosztott, nyujtott és fixdlt humdn szivizomrost metszeteken. Kontrollként ismert
patogén mutdciét nem hordozé DCM szivizomrostokat haszndltunk. A titin kii-
16nb6z8 szakaszait szekvencia-specifikus anti-titin antitestekkel jeloltiik a vastag fi-
lamentumok végeinél (MIR), illetve a molekula M-csik régidjaban, a titin kindznal
(A170). Az utdbbi epitép a TTNtv+ varidnsok csonkolt titinjébdl hidnyzik.

A szarkomereket nyujtva vizsgiltuk a titin epitépok elhelyezkedésének, alakjé-
nak és intenzitdsdnak véltozdsat. Els6ként igazoltuk, hogy a csonkolt fehérje is be-
épiil a szivizom szarkomerbe. Emellett a TTNtv+ szarkomerek I/A-dtmenetében és
M-csikjdban szerkezeti hibdkat azonositottunk. Feltételezésiink szerint a trunkdle
titin nem képes pontosan regiszterbe illeszteni a vastag filamentum végeit, igy a
vékony és a vastag filamentumok dtlapoldsa nem tokéletes, ez pedig végsd soron
DCM-hez vezethet. A Marfan-szindrémads szarkomerekben az A170 titin epitép
kifejezett, ~30 nm-es eltoléddst mutat az M-csiktdl, ami arra utal, hogy az M-csik
ultrastruktirdjdnak valtozdsai fontos kéroki szerepet jétszhatnak az MFS-ben szen-
vedd betegek szivizom-kdrosoddsiban.

DCM: dilatativ kardiomiopdtia; TTNev: titin gén trunkdcids varidnsai, MES:
Marfan-szindréma; STED: stimuldlt emisszié-depléciés mikroszképia
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Alipidek szimos bioldgiai folyamat kulcsszerepldi: membranalkotdk, energiatéroldk,
jelatviteli molekuldk. A lipidanyagcsere-zavarok tobb betegséggel, mint példdul a
2-es tipusu cukorbetegséggel vagy rosszindulat daganatok kialakuldsival hozhatok
osszefiiggésbe. A rdkos sejtek egyik {6 jellemzdje, hogy ujraaktiviljdk de novo
lipidszintézisitket annak érdekében, hogy biztositsik a sejtek proliferdci6jahoz,
migricidjihoz, invzidjihoz szitkséges mennyiségli és mindségi lipidet.

A tumor és sztrémasejtek kozotti lipidmetabolikus kommunikécié befolydsolja a
tumorok agresszivitdsit és dttétképzd hajlamat. Ezek vizsgdlatdhoz és megértéséhez
kifejlesztettiink egy lézerdisszekcidval kapcsolt, nagy térbeli felbontdst biztositd
(-80 um) kvantitativ lipidomikai médszert.

Agressziv egér emlétumor sejtekbdl (4T1) novesztett szferoidokon végzett
méréseink szdmos lipid esetén jelentds radidlis gradienst mutattak, mint példdul a
szfingomielin, a lizolipidek, vagy a kiviilrdl felvett tobbszorosen telitetlen és a sejt
dltal szintetizdlt egyszeresen telitetlen lipidek. Ez kapcsolatban lehet a tdpanyagok,
illetve az oxigén limitdlt difftzidjdval.

Kiilonosen érdekes, hogy bizonyos éterlipidek mennyisége jelentésen megnévekedett
aszferoid belsejében. 4T'1 egérallograft modellek vizsgdlata sordn szintén nagy méreékd
éterlipid dasuldst detekedltunk a nekrotikus régidk kornyezetében. Ez a megfigyelés
osszhangban van azzal az irodalmi adattal, hogy nem a tumor, hanem a nekrotikus
mag mérete mutat szoros korreldciét az invazids és metasztatikus potencidllal. Kevésbé
agressziv humdn emlétumor sejtekbd8l (MCE7) késziilt szferoidokban az éterlipid
szintet rendkiviil alacsonynak taldltuk. Ugyanakkor ismert, hogy az éterlipid-szintézis
indukcidja ezekben a sejtekben szignifikdnsan néveli a talélést, proliferdcidt és
migricidt, egér allograft modellben pedig a tumor névekedését.

Folyamatban 1év$ kutatdsaink célja, hogy a lézerdisszekciés mintdk multiomikai
analizisével (RNA seq, proteomika) feltdrjuk a lipidmetabolikus mintdzatvaltozdsok
és a tumorfejlddés komplex osszefliggéseit
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A tumorsejtek egyik kozos jellemzéje a kontrolldlhatatdan névekedés és a test mds
részeire valé dtterjedés képessége. Az egyes tumoros betegek vizsgalatakor azonban dontd
kiilonbségek figyelhet6k meg. Ezek az eltérések a tumorsejtek, rosszindulat daganatokon
beliili heterogenitisibdl erednek, ami a daganatoknak hatalmas elényt biztosit a
terdpidkkal szemben. Annak ellenére, hogy a célzott terdpia és a személyre szabott orvoslds
a tumorterdpia egyre novekvd teriilete, jelenleg a hdrom leggyakoribb kezelési méd a
sebészi beavatkozds, a kemoterdpia és a sugdrterdpia. A kemoterdpids kezelések, amelyek
kezdetben a betegek nagy részénél hatékonyan miikédnek, nem mindig biztositanak
hossz tavi gydgyuldst, ugyanis a daganatok rezisztencia mechanizmusokat fejlesztenek ki
elleniik. A legtijabb bizonyitékok azt mutatjdk, hogy a tumor 8ssejtek vagy "tumorinicidld
sejtek” jelenléte elsddleges forrdsa lehet a rdk relapszusdnak. Rdaddsul a tumorsejtek
eltérd anyageserével, mutdcids terheléssel és a tumorkornyezettdl valé fliggdséggel
rendelkezhetnek, igy a terdpidkra adott valaszuk jelentdsen eltérhet. Feltételezésiink szerint
a kemoterdpia bizonyos szakaszdban a tumorméret illetve a tumorsejtek heterogenitdsa
jelentdsen csokken, és a rezisztens, illetve tumordssejtek szima meglehetésen magas a
kemoterdpidra érzékeny sejtekhez viszonyitva. Ezek a sejtek a tumor relapszusa sordn Gjra
benépesitik a kornyezetet. Ennek eredményeként egy j, heterogén, de az eredeti kezeléssel
szemben ellendllébb tumor alakul ki.

A projekt sordn egér melanoma xenograft modelleket kezeltiink kemoterdpids
szerekkel, paclitaxellel, dakarbazinnal és vemurafenibbal. A kezelés utin a
tumorokat eltdvolitottuk, és az RNS- és fehérjeszint molekuldris véltozdsait RNS-
szekvenadldssal és proteomikdval vizsgdltuk. Eredményeink az mutatjék, hogy a
vizsgdlt gydgyszerek RNS-szinten a kiilonbozé ttvonalakon eltérd expresszids
profilokat okoznak a kontroll kezeléshez képest.
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TRANSZPORTEREK EXPRESSZIOJANAK VIZSGALATA

HUMAN VESEKARCINOMABAN
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A veserak diagnosztizéldsa és kezelése napjainkban is vildgszerte komoly problémat
okoz. A betegség rossz progndzisii és nehezen kezelhetd, terdpidja napjainkban
egyre nagyobb kihivist jelent. A helyzetet tovdbb stlyosbitja a tumorsejteknek a
kiilonboz6 daganatellenes szerekkel szemben fellépd rezisztencidja is, igy az ezen
folyamatok hétterében dll6 molekuldris mechanizmusok tanulmdnyozdsara irdnyuld
kutatdsok igen nagy jelentéséggel birnak.

Munkdnk sordn célul tdztiik ki a vesetumorokban szerepet jétsz6 transzporterek
expressziéjinak vizsgdlatdit humdn vesetumoros mintédkban. A DE KK Uroldgiai
Klinikdrdl szdrmazé szévetminta-parokbél (11ép/tumoros) a Macherey-Nagel kit
segitségével totdl RNS-t izoldltunk, melyb8l PCR technika segitségével cDNS
keriilt 4tirdsra. Az irodalmi adatok alapjin kivilasztott multidrog (ABCCG,
ABCBI1, ABCB5), polispecifikus efflux (BCRP1), gydgyszer-szillito (OCT4) és a
kélcium széllitdsdt indukdlé (NANOG) transzporter gének expressziéjit gqRT-PCR
segitségével vizsgiltuk.

Az bsszesitett eredmények alapjdn a kivalasztott transzporter gének expressziéjiban
jelentds novekedés volt tapasztalhaté a tumoros szvetmintikban, az ép mintdkhoz
hasonlitva. Az eredmények mintinként torténd vizsgdlata alapjin azonban
elmondhaté, hogy f8ként a BCRP1, az ABCCO, illetve az ABCB5 transzporterek
esetén lathatdak szignifikdns eltérések a tumoros-ép mintapdrokat sszehasonlitva.

A vizsgilt transzporter génekben életkori, nemi kiilonbségek is mutatkoztak,
mely a betegség klinikai stdtuszdval is Osszefliggést mutatott. Ezen transzporterek
alapvetd expresszids szintjei kiilonbségeket okoznak a gydgyszerek bioldgiai
hozzaférhetdségében, eloszldsiban és clearance-ében, befolydsolva a gydgyszer
hatékonysigit és a mellékhatdsokat. Mindezeket figyelembe véve dgy
gondoljuk, hogy eredményeink hozzdjirulnak majd a vesetumorok terdpidjiban
alkalmazott farmakokinetikai eltérések, gydgyszerhatékonysdg és -toxicitds egyedi
kiilonbségeinek felméréséhez és megértéséhez egyardnt.

Kutatdsi tdimogatds: TKP2021-EGA-20 (HG) és GINOP-2.3.2.-15-2016-00043
(HG)
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EGY UJ VER-AGY GAT AGYI ORGANOID MODELL

MORFOLOGIAI ES FUNKCIONALIS JELLEMZESE
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A vér-agy gat (BBB) funkcionilis alapjat az agyi endotélsejtek és a koztitk hazédd
szoros kapcsolatok alkotjék, ez az agy egyik legfontosabb védelmezdje. A BBB mo-
dellek esetében t6bbnyire pericitdk és asztrocitdk képviselik az agyi kompartmentet.
Az indukélt pluripotens 8ssejt (iPSC) alapu technoldgia, olyan humadn agyi szferoi-
dokat és organoidokat eredményezett, amelyek a kozponti idegrendszer egyszer(isi-
tett 3D-s modelljét biztositjdk, beleértve a kiilonbozd tipust idegsejteket. Emellett
a mikrofluidikai chip eszkozok haszndlata lehetévé teszi a BBB még osszetettebb
modellezését.

Célunk volt (1) megvizsgilni a humdn BBB-modell és a kézépagyi organoidok
kozotti kolesdnhatdst statikus elrendezés segitségével. Illetve (2) a csoportunkban
hasznalt mikrofluidikai chip eszkdzt tovabb fejleszteni a BBB-sejtek és agyi orga-
noidok egyiittes tenyésztésére morfoldgiai és funkciondlis kisérletekhez.

Humain endotélsejteket és agyi pericitdkat egyiitt tenyésztettiink a human BBB
modell [étrehozdsdhoz. Az agyi organoidokat egészséges és a Parkinson-kérban
szenvedd betegek iPSC-sejtjeibdl hoztdk létre egylictm(ikodd partnereink. A gdt
integritdsinak vizsgilatira transzendotelidlis elektromos ellendllist (TEER), per-
meabilitds mérést és a szoros kapcsolatok immunfestését végeztiink.

Az agyi organoidok jelenléte (2 napos egyiitt tenyésztés) nem befolydsolta a hu-
mén BBB modell git integritisit — TEER, permeabilits és Claudin-5 immunfestés
— statikus koriilmények kozott. Sikeresen integraltuk az agyi organoidokat a biochi-
pekbe. Morfoldgiailag jellemeztitk mind a BBB modellt, mind az agyi organoidok
ideg- és glia sejtjeit immunfestéssel.

Létrehoztunk egy jo gdt integritdssal rendelkezd BBB-agyi organoid modellt, mely
alkalmas nanorészecskék vér-agy géton valé dtjutdsdnak és agyi organoidba torténd
bejutdsdnak vizsgdlatdra. Az agyi organoidok mikrofluidikai chip eszkdzbe torténd
integraldsdval létrehoztunk egy dsszetett organ-on-a-chip rendszert, mely alkalmas
tovabbi nanorészecske és gydgyszerhatdanyag dtjutdsi kisérletekhez.

Roviditések: BBB: vér-agy git, iPSC: indukdle pluripotens 6ssejt, TEER:

transzendotelidlis elektromos ellenalldst
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MEMBRAN CERAMIDOK SZEREPENEK VIZSGALATA AKV1.3
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A Parkinson-kér jellegzetessége a dopaminerg neuronok szelektiv pusztuldsa,
amelyben fontos a mikroglidk kéros, Kv1.3 tdlmikodésével osszefliggd aktivicioja,
ezéltal a csatorna szelektiv gdtldsa Gj terdpids utat jelenthet. A Kv1.3 foszforildci-
6jaért felelés Fyn kindz a betegség fontos rizikéfaktora. A Parkinson-kérra jellem-
z6 a membran ceramid (Cer) tartalménak novekedése. A sejtmembrdnban sajitos
szignalizdciés mikrokdrnyezetet biztosité mikrodomének a koleszterinben és glii-
kozilceramidban (GCer) gazdag lipidtutajok mellett a Cer altal képzett platfor-
mok. Azt, hogy Parkinson-kérban a membrin Cer tartalmdnak névekedése a Cer
platformokon keresztiil hozzdjarulhat-e a Kv1.3 megnévekedett foszforildciéjahoz
(pKv1.3) kordbban nem vizsgaltak.

Kisérleteink sordn azt vizsgaltuk, hogy a membrin Cer (toltés, LPS kezelés) és
GCer (t6ltés) szintjét noveld kezelések hatdsdra hogyan valtozik a Kv1.3 és pKv1.3
szintje és membrdn mikrodomének kozti laterdlis megoszldsa egér mikroglia sejt-
vonalon.

Konfokalis mikroszképidval kimutattuk, hogy mig a GCer toltés esetén a Kv1.3-li-
pitutaj kolokalizdcié né, addig a Cer szintet emeld kezelések (Cer toltés, LPS) hatd-
sdra a csatorna-Cer platform kolokalizicié névekedett. Aramlasi citometrids mérések
alapjdn a Cer toltés és LPS hatdsira megnétt a pKvl.3 mennyisége, ami egyiitt jért
a pKv1.3-Cer platform kolokalizdcié névekedésével, mig a pKv1.3-lipidtutaj kolo-
kalizécié nem viltozott. Jelenleg azt vizsgdljuk, hogy az LPS dltal kivéltott hatdsok
kivédhetSk-e a Cer szint ndvekedésének egyidejli megakadalyozdsaval a szerin-palmi-
toil-transzferdz, savas vagy neutrdlis szfingomielindz enzimek gdtldsa révén.

Kimutattuk, hogy mikroglia sejtekben a sejtmembrén Cer szintjének novekedése
dusul, igy eredményeink a Parkinson-kérban megnovekedett Cer szint és a pKv1.3
szint kozti direkt kapcsolatra utalhatnak.

UNKP-22-4-11-DE-69, UNKP-22-2-1-DE-134, UNKP-22-3-1-DE-302, UNKP-
22-3-1-DE-243, OTKA FK143400

Cer:ceramid, GCer:gliikozilceramid, LPS:lipopoliszacharid, pKv1.3:foszforildlt
Kv1.3
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