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Nukleozid-médositott VEGFC mRNS-LNP terapia
hatasai genetikai nyirokodéma modellben
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Bevezetés: A nyirokodéma prevalencigjat vilagszinten
szdzmillios nagységrendiire becsiilik. Ezen betegség hata-
sdra nem csak a betegek életminésége romlik, de hosszi
tdvon szdmos stlyos sz6védmény alakulhat ki. A mai na-
pig nem &ll rendelkezésre definitiv gyogymod a betegség
kezelésére. Szamos kisérlet tortént az clmult évtizedekben
fehérje alapu terdpias modszerek kidolgozasara. Példaként
emlithetéek a rekombinans fehérje, és az adenovirus ala-
pu rendszerek, melyeknek azonban szdmos limitacidja van.
A Lipidnanopartikuldba (LNP) csomagolt mRNS-ek tj fe-
Jezetet nyithatnak meg a fehérje alapu terapias eszkozok fej-
lesztésében. A 2018 évi helyi TDK konferencian bemutat-
tuk, hogy a VEGFC mRNS-LNP hatasara sejtek sikeresen
fejeztek ki VEGFC fehérjét, majd ez egerekbe injektalva
tébb szervben idézte el nyirokerek névekedését.

Célunk ezen VEGFC mRNS alapu eszkoz lehetséges
mellékhatasainak vizsgalata €16 szervezetben és kisérletes
tesztelése genetikai nyirokddéma modellben.

Mddszerek: Kiilonboz$ genetikai hatter(i egerek szer-
veit kontroll és VEGFC mRNS-LNP-vel injektaltuk. A nyi-
rokér riporter egerek mintait kozvetleniil, és paraffin alapu
szOvettani metszetek immunfestését kovetden fluoreszcens
mikroszképpal vizsgaltuk. Tovabbd a VEGFC mRNS-
LNP-vel kezelt mintdkon aramlasi citometriat végeztiink.
A nyirokerek funkci6jat nagy molsulyti Rhodamin-Dextran
segitségével teszteltiik. Ezt kdvetSen nyirokddéma egérmo-
dellben vizsgaltuk a VEGFC mRNS-LNP betegségre gya-
korolt hatasat.

Eredmények: Mig rendszeriink hatékonyan idézett
eld nyirokérnovekedést, vérérnovekedést és jelentds mér-
tékli immunsejt infiltraciot vizsgdlataink soran nem ta-
pasztaltunk. A kialakult nyirokerek képesek voltak nagy
molsulyt molekuldk felvételére és elszallitasara, illetve a
VEGFC mRNS-LNP nyirokérnovekedést eléidézd hatasa
szervspecifikusnak bizonyult, Nyirokddéma allatmodellben
azt tapasztaltuk, hogy a kialakitott nyirokédéma VEGFC
mRNS-LNP segitségével Gsszességében gyorsabban gyo-
gyult.

Kovetkeztetések: Osszességében elmondhatjuk, hogy az
altalunk kifejlesztett rendszer nem csak egy kivalo eszkoz
nyirokerek szerepének kiillonbozé laboratériumi kisérletek-
ben val6 vizsgalatara, de a jovében 1j terapids modszerré
valhat egy szamos ember életét megnehezits betegség gyo-
gyitasara.

Tdmogatok: Lendiilet Program (LP2014-4/2018)NVK-
P_16-2016-1-0039VEKOP-2.3.2-16-2016-00002 és EFOP-3.6.3-VE-
KOP-16-2017-00009
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A flotillin-1, mint a protein foszfataz
2A szubsztrat fehérjéjének vizsgalata
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A protein foszfatiz 2A (PP2A) a Ser/Thr specifikus
foszfatdzok csoportjéba tartozik. Szerkezetét tekintve ha-
rom alegységbdl all, melyek koziil a valtozatos Balegység
hatarozza meg a holoenzim szubsztréat specificitasat, vala-
mint a sejten beliili lokalizaci6jat. Munkacsoportunk korab-
ban kimutatta, hogy az endotélsejtekben a flotillin-1 fehér-
Jje, a BS5a regulator alegységet tartalmazé PP2A holoen-
zimmel hat kélesén. A kolesonhatast a fehérjék kolokaliza-
cidjaval, immunprecipitacioval és pull down kisérletekkel
igazoltuk. Trodalmi adatokbél tudjuk, hogy a protein kinaz
C (PKC) enzim a flotillin-1 fehérjét a Ser315oldallancon
foszforildlja. Jelenlegi munkank célja volt annak vizsgala-
ta, hogy aflotillin-1 lehet-e a PP2A szubsztrétja.

Tudo artéria endotél sejtekben siRNS technikaval de-
pletaltuk a PP2A regulator Ba alegységét, melynek hatéséara
a flotillin-1 a sejtmag koriil dusult fel. Ugyanezt a véltozast
lattuk a PKC enzim aktivalasakor, valamint a PP2A oka-
déansavval torténd gatlasakor is. Proximity ligation assay
(PLA) modszerrel kimutattuk, hogy a PKC enzim aktiva-
cidjakor a flotillin-1 és PP2A Ba kozotti kolcsonhatas sok-
kal kifejezettebb lett. Rekombinans DNS technikaval 1étre-
hoztuk a flotillin-1foszorilaciét utdnzé (S315D) és foszfo-
null (S315A) mutansait. A kisérletekhez aflotillin-1 k6dold
szakaszokat emlds expressziora alkalmas pcDNA3.1/myc-
His vektorba, mig a bakterialis expresszidhoz pGEX-4T-2
vektorba klénoztuk. Azendotél sejtekben optimalizaltuk a
rekombinéns fehérjék overexpressziojat, majd lokalizacio-
Jjukat immunfluoreszcens festéssel, mig a PP2A Bo. fehér-
Jével valo kolcsonhatasukat immunprecipitécids kisérletek-
kel ellendriztiik. Bakterialis expresszioval eldallitottuk a
GST-flotillin-1 mutans fehérjéket, melyeket pulldown méd-
szerben haszndltunk fel. A kolcsonhatés kinetikai vizsga-
latdhoz az un. NanoBiT rendszerrel terveziink vizsgélato-
kat, amelyhez a sziikséges rekombinans plazmidokat mar
létrehoztuk.

Eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az endotél
sejtekben a flotillin-1 fehérjefoszforilacio fiiggd médon hat
kolcson a PP2A Ba holoenzimmel, valamint hogya PKC 4l-
tal foszforilalt flotillin-1 a PP2A enzim szubsztratja lehet.
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