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EFFECT OF PHOTOSYSTEM | OLIGOMERIZATION ON ENERGY TRANSFER IN THE
CYANOBACTERIAL THYLAKOID MEMBRANES

Akhtar Parveen’, Biswas Avratanu’, Balog-Vig Fanny', Kovacs Laszlé', Lambrev Petar H'

' Szegedi Biologiai Kutatokozpont

The light reactions of photosynthesis are carried out by protein complexes in the thylakoid
membranes, such as the two photosystems. Plants and eukaryotic algae have specialized
membrane-bound light-harvesting antenna complexes that increase the absorption cross-
section of the photosystems. In cyanobacteria, the main light-harvesting function is carried out
by the phycobilisomes — large water-soluble protein complexes attached peripherally to the
thylakoid membrane, containing pigment-binding phycobiliproteins such as phycocyanin and
allophycocyanin. Unlike its eukaryotic counterpart, photosystem | (PSI) is trimeric in many
cyanobacterial species, and the physiological significance of this is not well understood. Here
we compared the composition and light-harvesting function of phycobilisomes in cells of
Synechocystis sp. PCC 6803 (WT), which has primarily trimeric PSI, and two mutant strains,
Apsal and AFIJL, which contain only monomeric PSI. Both strains with monomeric PSI
accumulated significantly more allophycocyanin per chlorophyll, indicating higher abundance of
phycobilisomes. On the other hand, a higher phycocyanin:allophycocyanin ratio in WT suggests
larger phycobilisomes or the presence of phycobilisomes without allophycocyanin (CpcL-type),
that are not assembled in cells with monomeric PSI. Steady-state and time-resolved
fluorescence spectroscopy at room temperature and 77 K revealed that PSII receives more
energy from the phycobilisomes at the expense of PSI in cells with monomeric PSI, regardless
of the presence of PsaF. Taken together, these results show that the oligomeric state of PSI has
an impact on the excitation energy flow in Synechocystis, which might be one physiological and
evolutionary advantage of trimeric PSI in cyanobacteria.
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DIRECT CYCLODEXTRIN EFFECTS ON VOLTAGE-GATED K+ CHANNELS

Al-Amin Ali Magashi, Florina Zakany, Zoltan Varga
University of Debrecen, Faculty of Medicine, Department of Biophysics and Cell Biology

Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides with three well-known members, a, 3 and vy,
differing only in size. Their prospective application in the treatment of cholesterol driven
diseases derives from their ability to form water-soluble complexes with various molecules,
including cholesterol, and transport them. This allows for their potential use in research and
clinical practice in the treatment of diseases, such as Niemann-Pick type C disease. Hydroxy-
propyl-B-cyclodextrin is used preferentially in clinical practice, while methyl-B-cyclodextrin
(MBCD) is used routinely in research to extract cholesterol from cell membranes.

Many studies have shown indirect effects of MBCD on ion channels attributed to changes in
membrane parameters due to cholesterol extraction. However, in our laboratory, previously
conducted experiments have shown their direct blocking effects on Kv1.3 voltage-gated
potassium channels, which were independent of CDs’ inherent cholesterol extracting effect.
The aim of our study was to test the selectivity of this direct effect. Thus, MBCD was tested on
three other voltage-gated K+ channels, namely Kv1.1, Kv1.2 and Kv11.1 (hERG), which are
found in neurons and cardiac cells.

CHO and HEK cells were used for channel expression: the former transiently transfected with
Kv1.1 or Kv1.2 and the latter stably expressing the Kv11.1 channel gene.

Patch clamp measurements were carried out in whole-cell configuration. MBCD was dissolved
in the standard extracellular solution and was applied to the cells with a gravitation-propelled
perfusion system.

The results of the experiments showed that MBCD had no significant effect on the current
amplitude, voltage-dependence or current kinetics of any of the examined channels, so currently
its effect on Kv1.3 seems channel-specific.

Our results encourage further studies on CDs’ effects on other ion channels, which may be
channel specific, as well as help further characterize the ligand-like effects of CDs. Moreover,
an investigation of CDs’ effects at therapeutic concentrations may give additional information on
beneficial or adverse effects during their therapeutic applications.
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A TRANSZ-ZSIRSAVAK SULYOSBITJAK A LINE-1 RETROTANSZPOZON DNS
HIPOMETILACIOT DMBA KORNYEZETI KARCINOGEN MODELLBEN

Andreidesz Kitti' Szabo LaszI6?, Molnar Richard?, Tomesz Andras?, Daragé Richard?, Deutsch
Arpad?, Varjas Timea?, Ritter Zsombor?®, Szentpéteri L. Jozsef*, Mathé Domokos®®, Heged(is
Imre®, Sik Attila*’, Kiss Istvan?, Budan Ferenc?®*’
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A globalis DNS-metilacié kulcsfontossagu a genom stabilitasaban, melyet a LINE-1
retrotranszpozon (L1-RTP) DNS-metilaltsagi allapota hiien reprezental. Az L1-RTP DNS
hipometilaciot rosszindulatu daganatokban és az dregedés soran is észlelték. A transz-
zsirsavak (TFA) fogyasztasa a DNS demetilalasaval a sziv- és érrendszeri betegségek,
valamint a rak kockazatat is néveli.

A kisérlet célja TFA tartalmu tappal etetett CBA/Ca egerek (n=6) L1-RTP DNS-metilacios
mintazatanak a vizsgalata volt a majban, vesékben és lIépben, mikdzben kbérnyezeti karcinogén
7,12-dimetilbenz[a]antracén (DMBA) intraperitonealis injekciéval (i.p.) is el6kezeltlik 6ket és
kezeletlen (n=6), illetve csak DMBA kezelt (n=6) csoportokhoz hasonlitottuk.

A DMBA kezelés szignifikans L1-RTP DNS hipometilaciét okozott a kezeletlen kontroll
csoporthoz képest az dsszes vizsgalt szervben. Tovabba a Iépben és a majban a DMBA a TFA-
val kombinalva tovabbi szignifikans hipometilaciot okozott a csak DMBA kezelt csoporthoz
képest is.

Irodalmi adatok szerint a TFA lipidmembranokban a rigiditas fokozédasat és peroxidaciot, NF-
KB aktivalodast, scavenger enzimek gatlasat és onkogének aktivaciojat okozza, ami a DNS-
metiltranszferaz (DNMT) enzimek befolyasolasan keresztil is megnyilvanul. Ez alatamasztja a
TFA artalom feltételezett szerepét az 6regedésben is, a fent emlitett artalmakon feldil.

Roviditések:

TFA transz-zsirsavak

DMBA 7,12-dimetilbenz[a]antracén
L1-RTP LINE-1 retrotranszpozon
i.p. intraperitonealis

DNMT DNS-metiltranszferaz
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A PARP INHIBITOR TALAZOPARIB VEDO HATASU KiSERLETES COLITISBEN ES
OXIDATIV STRESSZ ALTAL KAROSITOTT EPITHEL BARRIEREN

Bagoné Vantus Viola
Kovacs Dominika, Vamos Eszter, Deak Péter, Vass Ibolya, Ifj. Gallyas Ferenc, Radnai Balazs
Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet

A gyulladasos bélbetegségekben a bélham epithél barrier funkcidjanak nagymeértéki
karosodasa fokozott permeabilitashoz, ez pedig a gyulladasos valasz er6sdédéséhez és
szovetkarosodashoz vezet. A PARP fontos szerepet jatszik a DNS-repair mechanizmusok
indukcidjaban, de a tulzott aktivacidja NAD™ fogyast, energiaszint csokkenést és sejthalalt
eredményez, ami a gyulladasban is kimutathatd. Emellett a PARP indukalta jelatviteli
mechanizmusok is hozzajarulnak a gyulladasos valaszreakcié kialakitasahoz. Korabban
kimutattuk a PARP inhibitor olaparib védd hatasat kisérletes CD-modellben, melyben az
intesztinalis barrier dsszeomlasat részben az epithél sejtek energetikai 6sszeomlasa okozta.
Azonban az olaparibbal ellentétben a talazoparib nem gatolja a komplex |-et, ezért a
mitokondrialis ATP szintézis ndvelésével fokozhatja az epithél sejtek tulélését, azaz
hatékonyabb barrier védelmet eredményezhet.

Munkank célja a talazoparib gyulladasgatlé hatasanak vizsgalata TNBS-indukalta
kisérletes Crohn-betegség modellben és mesterséges epithél barrieren.

A kisérletes colitis indukalasa CD1 egérben TNBS-el tértént, a talazoparibot (0,33
mg/ttkg, ip) naponta adagoltuk. A kisérlet végeztével a vastagbél szbveti elvaltozasait
makroszkoépikus pontozassal értékeltik. Az epithelialis hatarréteg in vitro modellezésére human
Caco-2 egysejt réteget (mesterséges barrier) alkalmaztunk, melynek karosodasat H.O»-dal
indukaltuk. A barrier integritasanak vizsgalatat egy a transzepithelialis elektromos ellenallast
meérd készilékkel az xCelligence RTCA-val végeztik, valamint FITC-dextran permeabilitas
tesztet alkalmaztunk.

A talazoparib kezelés szignifikansan csokkentette a kisérletes colitis tlineteit pl. fekélyek
szama és mérete, és jelentds kulonbséget tapasztaltunk a colon témeg, colon hossz, bélfal
vastagsag mért értékeiben is. A talazoparib hatasara javult a H,O, altal karositott barrier
integritasa és csokkent az oxidativ stressz indukalta sejthalal is.

A PARRP inhibitor talazoparib tehat védé hatasunak bizonyult a TNBS-indukalta
kisérletes Crohn-betegség modellben, feltehetéen az epithél barrier integritasanak megérzésén
keresztul.

Roviditések: CD - Crohn's disease-Crohn-betegség, FITC- fluoreszcein izotiocianat dextran,
IBD - inflammatory bowel diseases, IP — intraperitonealis, PARP — poli (ADP-rib6z) polimeraz;
TEER - Trans-Epithelial Electrical Resistance, TNBS - 2,4,6-trinitrobenzén-szulfonsav
Tamogatas: TKP2021-EGA-17 Tématerlleti Kivalésagi Program
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AZ INTRACELLULARIS PROGESZTERON-INDUKALTA BLQKKOLO FAKTOR (PIBF)
MOLEKULA FUNKCIONALIS VIZSGALATA PRIMER TUDO DAGANATSEJTEKEN

Balassa Timea'?3
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Bevezetés: A PIBF molekulat els6ként terhes n6k lymphocytai altal termelt fehérjeként
azonositottak. Késdbb igazoltak, hogy mas, gyorsan osztddo szdvetek (placenta, decidua,
embrid, here, daganatok) is termelnek PIBF-et. Expresszidja soran eltéré méretl fehérje
izoformak képzédnek. A kisebb, szekretalddoé variansok, méretik és hidrofil jelleglik miatt nem
képesek atjutni a sejtmembranon, igy receptorukhoz kapcsolédva aktivalnak olyan jelatviteli
folyamatokat, mellyel hozzgjarulnak az immuntolerancia kialakulasahoz. A teljes lancu,
intracellularis PIBF a centroszéma alkotdja, részt vesz a fizioldgias és patologias invazié
szabalyozasaban. Az immuntoleranciaban és invazidban betéltott jelentésége miatt a PIBF
funkcionalis vizsgalatat tlztlk ki célul primer daganatsejteken végzett kisérleteinkben.
Modszerek: Tudé adenocarcinoma mintakbdl primer sejtkultirat készitettiink, és a sejtek PIBF
expresszidjat RNS interferenciaval csokkentettiik, melynek hatékonysagat western blot
technikaval ellendriztlik. A géncsendesités utan megmértik a sejtek E-kadherin tartalmat,
migracios és invazios tesztet végeztink, és megvizsgaltuk a sejtek matrix-metalloproteinaz
aktivitasat zselatin szubsztrat zimografiaval.

Eredmények: Az siRNS kezelés utan a primer tidd daganatsejtek PIBF tartalma 70%-kal
csokkent a kezelt sejtekben, a negativ kontrollhoz képest. A PIBF deficiens sejtek E-kadherin
mennyisége atlagosan 29%-kal nétt, mig invaziojuk 65%-kal csdkkent, amit MMP aktivitas
Kovetkeztetés: A primer tudd daganatsejtek nagy mennyiségben expresszalnak PIBF-et, mely a
tumor invaziot pozitivan regulalja, ugyanis hianyaban az invazié csokken. Az E-kadherin
expresszio ndvekedése és az MMP aktivitas csOkkenése arra utal, hogy a PIBF deficiencia a
sejtadhézio fokozasan és az ECM bonté enzimaktivitas redukalasan keresztil képes az invaziét

hozzajarulhat a rakos sejtek terjedésehez.

PIBF: Progeszteron-Indukalta Blokkol6 Faktor
RNS: Ribonukleinsav

MRNS: messenger (hirvivd) RNS

siRNS: small interfering (kis interferald) RNS
MMP: matrix-metalloproteinaz

ECM: extracellularis matrix
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REGULATOR T-SEJT MARKER GENEK 3'UTR POLIMORFIZMUSAINAK FUNKCIONALIS
VIZSGALATA

Banlaki Zsofia
Roénai Zsolt

Semmelweis Egyetem, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet, Molekularis Biologiai
Tanszék, Budapest

A regulator T-sejtek legjellemzdbb markerei a sejtfelszini CD25 fehérje (IL-2 receptor) és a
FOXP3 transzkripcios faktor. Ezek egyuttes, magas szintli expresszioja alapvetd jelentéséggel
bir mind a természetes, mind a memoaria regulator T-sejtek kialakulasaban. Ezek a sejtek az
citokintermelésének gatlasa révén, igy akadalyozva meg a tulzott er6sségi, ezaltal mar
patolégias immunvalaszt.

Habar irodalmi adatok alapjan a CD25 illetve FOXP3 géneket érintd kismértékl expresszidbeli
valtozas is dontd befolyassal lehet a sejt differenciaciora és az immunvalasz lefolyasara,
egyelére nem érhetdek el kisérletes adatok e két gén polimorfizmusainak funkcionalis
jelentéségével kapcsolatosan. Online adatbazis alapjan mindkét gén 3’ nemtranszlalédoé
régiojaban (3’'UTR) talalhatd egy-egy olyan polimorfizmus, amely valdszinisithetéen mikroRNS
kotést befolyasol, valamint az mRNS masodlagos szerkezetét is befolyasolja, igy potencionalis
funkcionalis hatassal rendelkeznek.

Kutatasaink soran in vitro sejtes rendszerben, luciferaz riporter esszékkel vizsgaltuk a vad
tipusu ill. varians allélt tartalmazoé 3'UTR szakaszok génexpresszidéra gyakorolt hatasat. A CD25
gén esetében az alap expresszids szintek megegyeztek a két allél k6zott, mig a FOXP3 gén
esetében szignifikans eltérést tapasztaltunk mar az alap expressziés szintekben, a ritka allél
javara. MikroRNS expresszids mérések alapjan a kisérletekhez hasznalt sejtvonal szamottevd
meértékben expresszal egy olyan mikroRNS-t, ami in silico elemzések szerint be tud kétédni a
FOXP3 3'UTR vad tipusu allélt tartalmazé szakaszahoz, am a varians allélt tartalmazo
szakaszhoz nem. A mikroRNS ill. mikroRNS inhibitor kotranszfekciés esszék, valamint az
allélspecifikus génexpressziés mintazatok id6beli valtozasanak vizsgalata jelenleg folyamatban
vannak.

Jelen kutatds megvaldsulasat az OTKA K131680 palyazati tdmogatas tette lehetove.
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FARNEZIL-TRANSZFERAZ INHIBITOROK TUMORELLENES HATASAI HUMAN TUDO
ADENOKARCINOMA MODELLEN
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Bevezetés

A farnezil-transzferaz inhibitorok kifejlesztését nagy érdeklédés dvezte az ezredforduldn, mint potencialis
RAS-gétl6 terdpiat. A farnezilacié gatlasa a farnezilalodé fehérjék membranlokalizaciéjanak
blokkolasahoz vezet. Bar a célt a kifejlesztett vegyliletek nem érték el a KRAS fehérje geranilgeranilacioja
miatt, széles spektrumua tumorellenes hatasuk miatt tébb szolid és hematolédgiai daganattipusban
inditottak klinikai vizsgalatokat a farnezil-transzferaz inhibitorokkal. Mivel a farnezilacié szamos fehérjét
érinthet, igy a vegyuletek tumorellenes hatasanak pontos hatasmechanizmusa még feltarasra var.
Célkitlizés

Jelen tanulmany célja a farnezil-transzferaz inhibitorok hatasmechanizmusanak feltarasa, kilénds
tekintettel a laminhalézat és kiilonb6zé kis G fehérjék valtozasaira.

Modszer

A tipifarnib farnezil-transzferaz inhibitor hatasainak vizsgalatat az SW1573 tiidé adenokarcindma
sejtvonalon végeztik el. A kezelés osztodasgatlo és apoptézist serkentd hatasat videomikroszképos és
western blot valamint sejtciklus vizsgalatok segitségével vizsgaltuk. A laminhalézat, valamint a kis G
fehérjék membranhorgonyzédasanak valtozasait immunfluoreszcens és western blot modszerekkel
tanulmanyoztuk.

Eredmények

A tipifarnib nanomoélos koncentraciéban képes volt gatolni az SW1573 sejtvonal névekedését. A western
blot és videdmikroszkdpos analizis eredményei alapjan mind apoptézis serkentd, mind robosztus
osztoédas gatlé hatas is megfigyelhetd. A videomikroszkopos felvételeken jél mérhetéen megné az
osztdédasban elakadt sejtek szama, amelyet a sejtciklus vizsgalatok is megerGsitettek. A jelenséget
vizsgalva az immunfluoreszcens analizis a laminhalézat membranlokalizacidjanak és a sejtmagok
fehérjék farnezilacidjanak gatlasa — kdvetkezményesen a membranlokalizaciojuk defektusa - szintén
hozzajarulhat a tipifarnib tumorellenes hatasaihoz.

Kovetkeztetés

A tipifarnib hatékony tumorellenes vegytiilet, amelynek hatasa elsésorban proliferacié gatlé hatasban
nyilvanul meg. A proliferacié gatlasa mogott valdszinisithetéen a laminhaldzat és tobb kis G fehérje
membranlokalizaciojanak defektusa all.

Roviditésjegyzék:

RAS: Rat sarcoma viral oncogene homolog,HRAS: Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog,RHEB: Ras homolog enriched in brain
Finanszirozasi adatok: A kutatasi munkat az NKFIH altal tamogatott 2020-1.1.6-JOVO-2021-00004
(Mutans K-Ras onkogént kifejezé human daganatok célzott terapiajanak kifejlesztése) cim( palyazat és
az ITM altal timogatott UNKP-21-4-I-SE-24 palyazat finanszirozta.
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AZ ADENOZIN HATASA A VER-AGY GAT INTEGRITASARA
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A tartos alvdsmegvonas az idegrendszeri zavarok mellett ndveli a gyulladasos molekulak
szintjét a vérben, ezaltal fokozza a vér-agy gat atjarhatésagat. A kérallapot soran megemelkedik
az agyi adenozin szint, az alvdsmegvonas okozta vér-agy gat mikodési zavart az A2A
adenozin-receptor gatlasa csdkkenti. Célunk volt megvizsgalni az adenozin vér-agy gatra
gyakorolt kbzvetlen hatasat, illetve kimutatni az adenozin receptorok kifejez8dését a vér-agy gat
sejttipusain.

Az adenozin receptorok kifejez6dését a vér-agy gatat alkotd sejttipusokon kvantitativ PCR
maodszerrel vizsgaltuk. A sejtek életképességét valos idejli impedancia-mérésen alapuld
sejtanalizissel kdvettik nyomon. A primer patkany agyi endotélsejtekbdl, agyi pericitakbol és
gliasejtekbdl létrehozott vér-agy gat modellt adenozinnal és az A2A receptor-antagonista SCH-
58261-gyel kezeltik. A barrier funkcidit elektromos ellenallas- és permeabilitasi mérésekkel
vizsgaltuk sejttenyészeteken, valamint in vivo patkanyokban.

A patkany agyi endotélsejtek expresszaljak az A2A és A2B adenozin receptorokat. Az agyi
pericitakon az A1, A2A és A2B receptorok fejezédnek ki, mig az asztroglia sejteken mind a
négy receptortipus megtalalhaté. Az adenozin kezelés szignifikansan megemelte az
endotélsejtek impedancia ertékét az elsé 2 6raban. A luminalis adenozin kezelés csdkkentette
mono- s ko-kultura modellekben az ateresztbképesseget. Patkanyokban szintén enyhitette a
vér-agy gat permeabilitasat intrakardialis adenozin adminisztracio esetében. Az abluminalis
adenozin kezelés megndvelte a harmas ko-kultura ateresztéképességét. A cerebrospinalis
folyadékba juttatott adenozin szintén fokozta a marker molekula atjutasat a vér-agy gaton. Az
SCH-58261 gatolni tudta az adenozin hatasat.

Kisérleteinkkel igazoltuk az adenozin receptorok jelenlétét a vér-agy gat sejttipusain. A luminalis
adenozin kezelés erdsitette a barriert tenyészetes modelleken és patkanyokban. Az agyi
pericita sejtek befolyasolhatjak a vér-agy gat megnyilasat abluminalis akut adenozin kezelés
soran.
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VILAGOSSEJTES VESEDAGANAT ES NORMAL VESESZ(")V'ET PROTEOM ES
TRANSZKRIPTOM SZINTU CELZOTT ELEMZESE
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A vilagos sejtes veserak a leggyakoribb vesedaganat, amely az eléfordulé 6sszes eset
nagyjabol 80%-at teszi ki. A vesesejtes karcindma kialakulasaban és progressziéjaban részt
vevd kulcsgének és fehérjék azonositasa értékes informaciokkal szolgalhat a betegek
tulélésének meghosszabbitasahoz.

Kutatasunk célja az volt, hogy uj potencialis prognosztikus és prediktiv biomarkereket
azonositsunk a vilagossejtes veserak kapcsan.

Munkank soran online elérheté gén-chip és RNS szekvenalasi adatbazisok felhasznalasaval
meghataroztuk azokat a géneket, amelyek eltéré kifejez8dést mutatnak vesedaganatos és a
normal szévetmintaval rendelkezd betegekben. A kévetkez8 |épésben a Semmelweis Egyetem
Urolégiai Klinikajan kezelt betegek szévetmintain végeztiink RNS szekvenalast. Az eltérd
génkifejezddést mutaté gének proteinjeit célzott tdomegspektrometriaval is értékeltiik, hogy
fehérje szintli expresszids adatokat is kapjunk.

Kutatasunk soran létrehoztunk egy adatbazist melyben 6sszesen 558 daganatos és normal
szovet érhetd el, melybdl 414 gén chip és 144 RNS szekvenalasi adat. A Iétrehozott adatbazis
alapjan meghataroztuk azt a top 30 gént, melynek fontos szerepe lehet a vesesejtes karcindma
patogenezisében. A meghatarozott gének koézil az IGFBP3, a PLIN2 és a PFKP mutattak a
legjelentésebb eltérést. A meghatarozott génpanelt 162 vesedaganatos és hozzatartozé normal
szovetet tartalmazé mintan is validaltuk, RNS-Seq és tdmegspektrometria segitségével. A
fuggetlen adatkészlet elemzése soran az IGFBP3 ,a PLIN2 és a PFKP szignifikans eltérést
mutatott az RNS expresszid szintjén. A proteomikai elemzés szintén alatdmasztotta az IGFBP3,
a PLINZ2 és a eltérd kifejez8dését a normal és daganatos szévetekben.

terapias lehet6ség van hasznalatban, eredményeink segitenek Uj terapias lehetéségek
feltarasaban. Tovabba a meghatarozott génpanel alkalmas lehet diagnosztikai és prognosztikai
dontéshozatal tamogatasara is.
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A NEW ROLE FOR MYELOID LEUKEMIA FACTOR (MLF) IN CONTROLLING LAMELLOCYTE
FATE IN DROSOPHILA MELANOGASTER

Bayan Kharrat'?
Nikolett Virag'2, Viktor Honti'

'"Drosophila Blood Cell Differentiation Group, Institute of Genetics, Biological Research Centre,
Szeged.

2Department of Biology, Faculty of Science and Informatics, University of Szeged, Szeged.

3 Doctoral School of Biology, Faculty of Science and Informatics, University of Szeged, Szeged.

Due to the conserved regulatory networks of hematopoiesis, the fruit fly has been widely utilized
as a model organism to understand the mechanisms of blood cell differentiation and function.
Three types of mature blood cells are present in the larva: plasmatocytes, crystal cells, and
lamellocytes, which are specialized cells that differentiate exclusively in response to immune
challenge and in case of tumors. In a screen to identify genes involved in lamellocyte formation,
we have isolated Myeloid leukemia factor (MIf), a conserved factor in the pathogenesis of acute
myeloid leukemia in humans. Although previous literature linked the MIf gene with regulating
crystal cell fate and number, no data indicated its regulatory role in lamellocyte differentiation.
We found that lamellocytes were present both in the lymph gland - a lymphoid organ - and in the
circulation of MIf null mutant larvae, suggesting a role for MIf in controlling the fate of not only
crystal cells, but also lamellocytes. With the knockdown of MIf expression in different
hematopoietic domains, we found that the function of MIf is specific to the lymph gland, where it
is required for the coordination of blood cell fate.

With genetic interaction experiments, we set up to elucidate the signaling pathways via which
MIf regulates hematopoiesis in Drosophila. We hope that our results will lead to a better
understanding of the function of the MIf family in human hematopoiesis and carcinogenesis as
well.

Funding: this work was supported by the OTKA K-131484 (VH) and RRF-2.3.1-21-2022-00005
grants.
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A LEP HIANYABAN MODOSUL AZ IMMUNVALASZ AUTOIMMUN ARTHRITIS EGER
MODELLJEBEN

Esam Khanfar', Olasz Katalin', Gajdocsi Erzsébet’, Jia Xinkai'?, Berki Timea', Balogh Péter'?,

Boldizsar Ferenc'

1 Pécsi Tudomanyegyetem, Klinikai Kézpont, Immunoldgiai és Biotechnolégiai Intézet, Pécs
2 Pécsi Tudomanyegyetem, Szentagothai Janos Kutatokdzpont, Nyirokszoveti fejlédés

Kutatécsoport

A Iép fontos szerepet jatszik a B sejtek érésében, -aktivacidjaban, valamint az
immunregulacidban. A rekombinans human aggrekan G1-doménje (rhG1) altal kivaltott
autoimmun arthritis (GIA) egerekben jol modellezi az emberi rheumatoid arthritist (RA). GIA-ban
a szisztémas immunvalaszt a lépsejtek aktivaciojaval jellemezhetd, ami a |1ép szerepére utalt.
Korabbi munkankban a sulyos lép defektussal rendelkezé NKX2-3 KO egértdrzsben a GIA
kevésbé sulyos formaban volt kivalthatd, mint normal egerekben. Jelen munkankban azt
vizsgaltuk, hogy a Iép sebészi eltavolitasa (splenectomia) utan kivalthatd-e a GIA.

A Iépeltavolitast 3 hdnapos egerekben végeztiik el, majd a gyogyulast kdvetden arthritist
indukaltunk rhG1 imuunizalassal. Kovettik az arthritis klinikai képét (pontozasos redszerrel ill.
végtag vastagsag méréssel), majd a kisérlet végén vizsgaltuk az egerek immunvalaszat (sejt
proliferacios teszt, citokin termelés, szérum antitest mérés ELISA modszerrel) és a sejtek
aktivaciojat (Ca?*-szignal).

Meglep6 médon, a Iépeltavolitott egerekben ugyanolyan sulyossaggal és incidenciaval alakult ki
a GIA, mint a kontroll csoportban. Ennek ellenére szignifikans eltéréseket tapasztaltunk az
immunvalaszban. A splenectomizalt egerek szérumaban csdkkent gyulladasos citokin és anti-
rhG1 IgM szintet mértiink, de magasabb volt az IL-4, anti-rhG1 IgG1- és az anti-CCP antitestek
szintje. A vérben emelkedett aktivalt T helper-, B1- és marginalis-zona B sejt aranyt mértiink a
splenectomizalt csoportban. A Iépeltavolitott egerekben fokozott csirakézpont képzédést
tapasztaltunk az inguinalis- és a mesenterialis nyirokcsomokban, tovabba az izolalt
nyirokcsomo sejtek jelentds aktivaciot
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EGER PREANTRALIS FOLLIKULUSOK VITRIFIKACIOJANAK ES IN VITRO
TENYESZTESENEK LEHETOSEGE!

Bordas Lilla", Térok Dora’, Cseh Sandor ' Somoskdi Bence '
! Allatorvostudomanyi Egyetem, Sziilészeti Tanszék és Haszonallat-Gyogyaszati Klinika,

A preantralis petefészek follikulusok krioprezervacioja alternativ lehetéség a nagy genetikai
ertékl vagy veszélyeztetett allatok reprodukcios életkoranak kiterjesztésére, e mellett human
medicinaban jelentéséggel birhat a kemoterapias kezelések elétti fertilitas megbrzésében. Mivel
az eml6sok petefészke nagy szamban tartalmaz preantralis follikulusokat, a felolvasztott
follikulusok in vitro tenyésztése rendkivil jelentés mennyiségl petesejthez biztosithat
hozzaférést, amelyek in vitro maturalhatdék és megtermékenyitheték, majd a kifejlédétt embridk
belltetheték vagy fagyasztva tarolhatok. Kutatasunkban egér preantralis follikulusok
vitrifikaciojanak és in vitro tenyésztésének lehetéségeit vizsgaltuk.

A preantralis tusz6ket 8-12 hetes BDF1 egerekbdl izolaltuk. A follikulusok vitrifikacidjat zart
(kriocsd) és nyitott (open puled straw (OPS) rendszerben végeztuk. Felolvasztast kbvetben a
follikulusok életképességét él6 / elhalt, valamint immunfluorescens festéssel ellenériztik, egy
részét in vitro tenyésztettik (Advanced-MEM + 5% FBS + 100 mlU/ml eCG), 20 pl-es
cseppekben, olajjal fedve, inkubatorban (36.5 °C, 6.5% CO.).

Mind az OPS, mind kriocs6 csdkkentette a tliszdk atlagos él6sejt aranyat: 96,66 (+ 5,86) % a
friss, 81,5 (£ 15,32) % az OPS és 66,82 (+ 11,88) % a kriocsé esetében. Az immunflorescencia
nem kiilénb6zott a friss és az OPS csoportok tiisz6i kézott (105,85 + 17,32 és 94,15 + 36,39). A
tenyésztés 10. napjan nem volt szignifikans kiilldnbség az elhalt sejtek aranyaban a friss (1.54 *
0.29) és az OPS (1.88 + 1.51) csoport kozott.

Sikeresen kialakitottunk egy jol miikédé protokollt egér preantralis follikulusok in vitro
tenyésztésére. Eredményeink alapjan az OPS vitrifikacio jelentésen ndveli a
vitrifikalt/felolvasztott preantralis follikulusok életképességét.

A 134887 szamu projekt az Innovacios és Technoldgiai Minisztérium Nemzeti Kutatasi
Fejlesztési és Innovaciés Alapbdl nyujtott tdmogatasaval, a FK_20 palyazati program
finanszirozasaban valosult meg. A TKP2020-NKA-01 szamu projekt a Nemzeti Kutatasi
Fejlesztési és Innovacids Alapbdl biztositott tamogatassal, a Témateruileti Kivaldésagi Program
2020 (2020-4.1.1-TKP2020) palyazati program finanszirozasaban valésult meg.
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AZ EXTRASZUZ OLIVA OLAJ CS(")KKE,NT,I A KARCJNOGEN DMBA L1-RTP DNS
HIPOMETILALO HATASAT

Budéan Ferenc'??, Szab¢ LaszI6®, Molnar Richard®, Tomesz Andras®, Daragé Richard®, Deutsch
Arpad?, Varjas Timea?®, Ritter Zsombor*, Szentpéteri L. Jozsef', Mathé Domokos®®, Hegeds
Imre®, Sik Attila’?, Kiss Istvan®, Andreidesz Kitti’

1 PTE AOK, Transzdiszciplinaris Kutatasok Intézete, Pécs

2 PTE AOK, Elettani Intézet, Pécs

3 PTE AOK, Orvosi Népegészségtani Intézet, Pécs

4 PTE AOK, Orvosi Képalkoto Klinika, Pécs

5 SE AOK, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Budapest

6 Hungarian Center of Excellence for Molecular Medicine (HCEMM) kft.
7 PTE AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs

Az EVOO fogyasztasa az életkorral 6sszefliggd betegségek (példaul keringési betegségek,
rosszindulati daganatos betegségek) kialakulasanak az esélyét csdkkenti, valamint
feltételezhetden a varhaté élettartamot néveli. Ez a globalis DNS metilacios allapotaban is
megnyilvanul — gyulladas- és daganat bioldgiai szempontbél a metilalt allapot a kedvezd, ami
viszont az életkorral romlik. Ennek az L1-RTP DNS szakasz metilacios mintazata reprezentativ
biomarkere. Példaul az L1-RTP DNS szakasz hipometilalédik a gyulladaskelté és/vagy
karcinogén anyagok hatasara, ami genetikai instabilitashoz vezet.

Erre alapozva karcinogén DMBA-val kezeltiink CBA/Ca egereket és azok majaban, lépében és
veséiben a L1-RTP DNS metilaciés mintazatot vizsgaltuk és egy masik csoporthoz
hasonlitottuk, mely tagjait a DMBA injekcio el6tt két hétig EVOO-val etettik.

A DMBA kezelt pozitiv kontroll csoportban (n=6) a DMBA a kezeletlen kontroll csoporthoz (n=6)
képest szignifikansan csokkentette az L1-RTP DNS metilaltsagi allapotat mindharom szervben.
Ezen csdkkenést az EVOO fogyasztasa szignifikans mértékben képes volt kivédeni a majban
és a lépben, valamint részben a vesékben is.

Irodalmi adatok alapjan az eredmények hatterében nem csak az EVOO &6sszetevéinek
antioxidans és gyulladascsokkent6 hatasai allhatnak, hanem a DMBA lipid membran rigiditast
fokozé - és ROS felszabadulashoz vezet8, karcinogén jelatvitelt indukal6é hatasat direkt és
indirekt is csOkkenthette az EVOO. EI6bbit a membran fluiditast ndvelé hatasa okozhatta.
Utébbit szamos szekunder szignal transzdukciés folyamat tamasztja ala, példaul a membran
rigiditas altal aktivalt C-MYC onkogént az EVOO indirekt is gatolhatta a SIRT1 aktivalasaval,
ami az mTOR/HIF-1/C-MYC utat gatolja; valamint a SIRT1 aktivalasa a DNMT1 blokkolasan
keresztll is tumorszuppresszor gének hipermetilalodasat védi ki.

Tehat kisérletiinkben az EVOO emlitett j6tékony hatasait megerésitettik.

extra sz(iz olivaolaj (EVOO)

7,12-dimetilbenz[a]antracén (DMBA)

Long INterspersed Element-1 retrotranszpozon DNS (L1-RTP DNS)
reaktiv oxigén gyokok (ROS)

DNMT1 (DNS metil-transzferaz enzim 1)
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A VON WILLEBRAND FAKTOR SZERKEZETENEK ES NYUJTHATOSAGANAK ATOMI
EROMIKROSZKOPOS VIZSGALATA

Csanyi Maria Csilla '
Salamon Pal?, Feller Timea'3, Boz6 Tamas', Harsfalvi Jolan', Kellermayer Miklos®

'Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest

2Biomérnoki Tanszék, Sapientia Erdélyi Magyar Tudomanyegyetem, Csikszereda
3Discovery and Translational Science Department, Leeds Institute of Cardiovascular And
Metabolic Medicine, University of Leeds, Leeds, United Kingdom

A von Willebrand faktor (VWF) multimer szerkezet(i plazma glikoprotein, mely a trombocitak
kihorgonyzasat segiti a szubendotéliumhoz és egymashoz. A VWF er6szenzor, a véraramlas
megvaltozasa soran fellépd er6knek megfeleléen valtozik megnyulasa. A megfeleléen hosszu
multimerek hianya vagy hosszan tarto tulsulya vérzéses vagy trombotikus allapototok kockazati
tényezbje. Legkisebb szerkezeti egysége, vagyis protomere a dimer. A protomer két nagyobb,
terminalis és egy kisebb kdzponti néduszbdl all, amelyet rugalmas szalak koétnek 6ssze, teljes
hossza 80-100 nm. Figyelembe véve, hogy a protomer fej-fej szerkezetli dimer, a kis és nagy
noduszok megfelelnek a monomer C- és N-terminalis végeinek.

Célunk volt a protomer atrendezddésének vizsgalata a mechanikai erének kitett VWF
multimerekben.

Plazma eredet(i VWF oldatot csillamra cseppentettiink, amin 1 percig inkubaltuk vagy azonnal
megnyujtottuk molekularis fésuléssel. Non-kontakt médban, levegében végeztik a pasztazast
atomi erémikroszképpal (AFM).

A multimerek nyujtas nélkul relaxalt gombolyag szerkezetliek voltak, amik a felszinen hajlékony
gyongysorként jelentek meg. A néduszok legtobbszor atfedtek, az dsszekotd szalak csak ritkan
latszottak. A molekularis fésuléssel megnyujtott multimerek a nyujtas iranyaba orientalédtak,
kiegyenesedtek és megnyultak. A nyujtott multimerek kontirhossza 416-3090 nm kozétt volt,
ami korrelalt a protomerek 19-329 nm kozotti hosszaval. A protomerekben a nyujtassal egyre
tobb kis nddusz jelent meg, ami kdztes szerkezeti allapotok jelenlétére utal. A ndduszok
magassaga a megnyulassal csokkent, ami azt jelzi, hogy a megnyulast a multimer fokozatos
kigombolyodasa és a domének kitekeredése okozza.

VWEF- von Willebrand faktor; AFM- atomi erémikroszkopia, atomic force microscopy
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MITOL LEHET IRREVERZIBILIS A CIRRHOSIS?
Dezsé Katalin, Nagy Péter, Scheich Balint, Nagy Agnes, Paku Sandor

Semmelweis Egyetem, Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Budapest

erintd valtozasok is dontdé fontossaguak. Az elmult években szamos kdzlemény szamolt be a
majfibrosis, sét a cirrhosis reverzibilitasardl, megcafolva azt a régi "dogmat", miszerint a
cirrhosis irreverzibilis. Ahhoz, hogy alaposabban megértsiik, mi teheti ezt a folyamatot egyes
esetekben mégis irreverzibilissé, fibrotikus/cirrhotikus human majakat részletes morfoldgiai
vizsgalatnak vetettink ala.

Eredményeink azt mutattak, hogy a maj koétészovetes atépllésének folyamata strukturalis
eltérések alapjan, két jol elkuldnithetd stadiumra oszthato:

A kezdeti stadiumra az eredeti majparenchyma centro-centralis és porto-portalis szeptumok
altali felosztésa jellemzé. Ebben a stddiumban még nem figyelheték meg jelentés érrendszeri
vagy epeutakat érinté morfolégiai eltérések.

Az el6rehaladott stadiumra szamos, szovettani metszeteken és 3D-rekonstrukcidval is
azonosithato szerkezeti eltérés jellemzd:

(i parenchymamentes terlletek alakulnak ki, ahol majsejtek hianyoznak, de a portalis
véna és majartéria-agakbdl valamint az epeutakbdl feléplld portalis triaszok még
azonosithatoéak;

(ii) (ii) a hepatobiliaris junkcidk elvesztése miatt a szabalyos epeutak helyett, kanyargos
lefutasu, halézatot formald ductulusok figyelhetéek meg;

(iii) (i) az epeutakban elhelyezked® 6ssejtek majsejtté differencialédva regenerativ
nodulusokat alakitanak ki, melyek azonban nem képesek az eredeti lebenykés
szerkezetet helyreallitasara.

Az el6rehaladott stadiumra jellemz6, 6ssejtek kdzvetitette regeneracios folyamat allandésitja a
parenchymakarosodast, hozzajarul a keringési zavarokhoz, és a cirrhosis irreverzibilitasahoz
vezet.

NKFIH FK 138673
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A TRPM4 IONCSATORNA ES UJ GATLOSZERENEK VIZSGALATA KUTYA BAL KAMARAI
SZIVIZOMSEJTEKEN

Dienes Csaba’

Hézsé Tamas’, Kiss Dénes Zsolt', Baranyai Dora', Kovacs Zsigmond Maté', Szabé LaszI6',
Magyar Janos'?, Banyasz Tamas', Nanasi Péter P."3, Horvath Balazs'*, Génczi Monika',
Szentandrassy Norbert'®
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2 Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Elettan Intézet, Sportélettani Tanszék,
Debrecen

3 Debreceni Egyetem, Fogorvostudomanyi Kar, Fogorvosi Elettani és Gyégyszertani nem 6nallé
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4 Debreceni Egyetem, Gyodgyszerésztudomanyi Kar, Debrecen

5 Debreceni Egyetem, Fogorvostudomanyi Kar, Alapozé Orvosi Ismeretek Intézet, Debrecen

Bevezetés: A kalcium aktivalt TRPM4 ioncsatornak elektrofiziologiai szerepe kamrai szivizomban még
nem tisztazott. A CBA-t mint potencidlisan szelektiv gatlészert valasztottuk a TRPM4 szerepének
tanulmanyozasara.

Célkitizés: A TRPM4 kutyaszivben torténd expresszidjat és a CBA szelektivitasat és hatasat kamrai
sejteken kivantuk megvizsgalni.

Modszerek: Kisérleteinket kutya bal kamrajabol enzimatikusan izolalt sejteken végeztink. Az
ionaramokat hagyomanyos és akcios potencial fesziltség-clamp technikaval rogzitettik telijes sejtes
elrendezésben, 37 ° C-on ahol 10 mM BAPTA alkalmazasaval védtik ki a TRPM4 aktivaciojat. Az AP-t
hagyomanyos hegyes mikroelektrodaval régzitettik és 10 yM CBA-t alkalmaztuk. A TRPM4 fehérje
expressziojat Western blot modszerrel vizsgaltuk.

Eredmények: A TRPM4 expresszalédott a kutyasziv minden Uregének falaban, valamint az izolalt bal
kamrai sejtekben is. A CBA csokkentette a repolarizacié 90%-anal mért AP id6étartamot és annak rovid
tava variabilitasat. A CBA novelte az AP amplitudojat és csokkentette a 0. és az 1. fazis maximalis
meredekségét. Az AP clamp mérésben a CBA-szenzitiv aram egy rovid, korai kifelé iranyulé és egy
hosszu, befelé iranyuld komponensbdl allt. A tranziens kifelé iranyuld kaliumaram és a késéi natriumaram
csokkent CBA jelenlétében, mig az L-tipusu kalciumaram nem valtozott. A CBA ezen hatasai kimosaskor
nagyrészt reverzibilisek voltak.

Osszegzés: A CBA éltali 1. fazis meredekség csokkenést és az AP amplitudé enyhe ndvekedést az Ito
gatlasa okozhatta. Az AP rovidulése a platéfazis alatt az AP-clamp felvételeken lathatd befelé iranyulo
aramok gatlasaval magyarazhato. Ez a CBA altal csokkentett befelé iranyulé aram az INa,L. A CBA nem
teliesen szelektiv TRPM4 gatloszer, ezért hasznalata el6vigyazatossagot igényel kamrai sejtekben a
TRPM4 csatornak funkcionalis vizsgalatara.

Réviditések

TRPMA4: tranziens receptor potencialis melasztatin 4

CBA: 4-kl6r-2- (2-klér-fenoxi) -acetamido) —benzoesav

AP: akcios potencial

BAPTA: 1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid
Ito: tranziens kifelé iranyulé kaliumaram INa, L: késbi natriumaram
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A RENDSZERES TESTMOZQAS IZOM- ES AGYSZ’(")VETRE’KIFEJTETT NEM-FUGG()
HATASAINAK VIZSGALATA A HIPERLIPIDEMIA EGERMODELLJEBEN
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Az elhizas és a mozgasszegény életmdd a neurodegenerativ betegségek fontos rizikdfaktorka,
mig a rendszeres testmozgas csdkkentheti a demencia kialakulasanak esélyét. Az edzés
j6tékony hatasaihoz nagymértékben hozzajarulhat az izom-agy tengelyt befolyasold szerepe,
ami egyéni adottsagoktdl is fligghet. Ezért kisérleteink célja annak vizsgalata, hogy a
rendszeres, kdzepes intenzitasu edzés milyen valtozasokat indukal zsirdus tapon (HFD) tartott
ApoB100-tultermeld, illetve normal tapon tartott vad-tipusu (WT) him és néstény egerek agy- és
izomszovetében. A testedzés térbeli memdriara kifejtett hatasat kognitiv tesztekkel vizsgaltuk,
mig az agy- és vazizomszoveteket génexpresszids és immunhisztokémiai médszerekkel
elemeztik.

A Barnes-féle labirintus teszt kimutatta, hogy az edzés szignifikansan javitotta a WT és
ApoB100 ndstények tanulasi képességeit, mig a himeknél nem mutatkozott kiilénbség. A
mikroglia marker IBA1 lefedettsége a néstényekben edzés hatasara csokkend tendenciat
mutatott, mig az ApoB100 himek agyaban a HFD-indukalt emelkedést az edzés tovabb névelte,
ami gyulladasra utalhat. A gPCR eredmények szerint a neuronalis funkcidkat is befolyasolé
leptin, illetve bizonyos transzmembran receptorok, mint a leptin receptor és a laktat receptor,
agyi expresszidja HFD vagy testmozgas hatasara szignifikans eltéréseket mutatott a két
nemben. A musculus quadriceps femoris sulya himek esetében megnétt edzés és HFD
hatasara, utdbbi intramuszkularis zsirfelhalmozddasra utalhat. Ezen kivil az 11-6 miokin
génexpresszidja és mas, az izommunkat, integritast (HspB1, HspA1) és anyagcserét (leptin,
leptin receptor) szabalyozo faktorok jelentés nemi kildnbségeket mutattak.

Osszefoglalva, a néstényeknél az agy gyulladasos és metabolikus folyamatainak eltérd
szabalyozasa, valamint a vazizomzat kedvezdbb reakcidja hozzajarulhat a tanulasi képességeik
javulasahoz. Eredményeink elésegitik, hogy a személyre szabott testmozgas terapias
lehetbségkeént szolgaljon az idegrendszeri betegségekben.

Munkankat az NKFIH (OTKA-FK138390) finanszirozta.

HFD: high-fat diet (zsirdus tap); WT: vad-tipus; ApoB100: apolipoproteinB100; IBA1: ionizalt
kalcium-koté adaptor molekula-1; II-6: interleukin-6; HspB1/A1: h6sokkfehérje B1/A1
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AZ ACETILKOLINRA ADOTT POZITiV INOTROP VALASZ KANNABIDIOLLAL KEZELT ZDF
PATKANY JOBB ES BAL KAMRAI MYOCARDIUMAN

Erdei Tamas Daniel

Bodnar Timea, Takacs Timea, Ovari Ignac, Viczjan Gabor, Varga Balazs, Szilagyi Anna,

Takacs Barbara, Szekeres Réka, Lampé Nora, Juhasz Béla, Szilvassy Zoltan, Gesztelyi Rudolf
Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Farmakoldgiai és farmakoterapiai Intézet

Kutatécsoportunk a kamrai myocardium vizsgalatara alkalmas ex vivo moédszer fejlesztésébe
kezdett, mely segitségével lehetévé valik olyan gyogyszerjeldltek vizsgalata, melyek
kardioprotektiven hatnak kulénbdzé noxakkal szemben. Vizsgalataink soran izolalt, ingerelt jobb
és bal kamrai trabekulakon a sziv két legjelent8sebb neuralis regulatoranak, a noradrenalinnak
és az acetilkolinnak az inotrop hatasat kvantifikaltuk.

Vizsgalatunkhoz Zucker Diabetic Fatty (ZDF) patkanyokat hasznaltunk. A heterozigéta, ép
metabolizmusu egyedek a negativ kontroll csoportot (Lean) adtak, mig a homozigéta, az emberi
metabolikus szindroma jellemz8it mutatd patkanyokat két csoportba osztottuk: a pozitiv kontroll
csoportba (Obese) és a kannabidiollal kezelt csoportba (Obese+CBD). Az allatokbdl, jobb és
bal kamrai trabekulakat izolaltunk, majd az ingerelt mintakon noradrenalinnal és acetilkolinnal
koncentracio-hatas (E/c) gorbéket vettiink fel az inotrop valaszt regisztralva. Az acetilkolin E/c
Bar vizsgalatunk ,pilot study”’-nak tekinthetd, a kapott eredmények tikrében elmondhatjuk, hogy
a noradrenalin mindharom csoportban pozitiv inotréop hatast valtott ki (ami a kamrai mintak
életképességét mutatta). Az Obese allatok gyengilt kamrai valaszat a CBD kezelés mindkét
oldali mintan valamelyest ersiteni latszott. Az acetilkolin esetében a CBD el6kezelés mindkét
oldali szdveten 6l lathatd (noha a nagy széras miatt nem szignifikans) pozitiv inotrép hatast
indukalt, szemben a Lean és az Obese mintak valasznélkiliseégével vagy minimalis negativ
inotrop valaszaval. Elképzelhetdének tartjuk, hogy a CBD acetilkolineszteraz-gatlé hatasanak is
koze lehet a jelenséghez.

Tématamogatas: GINOP-2.3.4-15-2016-00002; TKP2020-NKA-04
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B-SEJTEK FUNKCIONALIS VIZSGALATA A PI3K JELATVITELI UTVONALHOZ
KAPCSOLODO MOLEKULAK ELEMZESEVEL SZISZTEMAS SCLEROSISBAN

Erd6é-Bonyar Szabina

Rapp Judit !, Balogh Péter ', Minier Tiinde 2, Nagy Gabriella 2, Czirjak Laszlo 2, Berki Timea ',
Simon Diana '

1 Pécsi Tudomanyegyetem, Klinikai K6zpont, Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet, Pécs
2 Pécsi Tudomanyegyetem, Klinikai Kdézpont, Reumatoldgiai és Immunoldgiai Klinika, Pécs

A B-sejt aktivaciot egy korai eseményként irtak le a szisztémas sclerosis (SSc)
patogenezisében. A B-sejtek B-sejt receptoron (BCR) keresztili klasszikus aktivacioja érinti a
foszfatidil-inozitol-3-kinaz (P13K) utvonalat, ami szamos ko-receptor hatasat integralja.
Korabban a PI3K utvonallal kapcsolatos molekulak vizsgalata soran a Toll-like receptor (TLR)
homoldég CD180, IL-4 receptor (IL-4R) és osteopontin (SPP1) molekulak megvaltozott mRNS
expressziojat figyeltik meg a korai diffuz SSc (dcSSc)-s betegek periférias vér B-sejtjeiben.

Célkitizésunk volt a dcSSc-s betegek periférias vér B-sejtjeinek funkcionalis analizise a PI3K
jelatviteli utvonalhoz kapcsolddé molekulak vizsgalataval.

DcSSc-s betegek és egészséges kontrollok (HC) periférias B-sejtjeit magneses gyéngy alapu
negativ szelekcioval tisztitottuk, majd CD180-on, BCR-en és BCR-en+IL-4R-on keresztiili
stimulacioét kdvetden vizsgaltuk az NF-kB szignalizaciét aramlasi citometriaval, valamint
meghataroztuk a B-sejtek altal termelt IL-10 és SPP1 mennyiségét ELISA-val.

A CD180-on keresztiili B-sejt stimulacio NF-kB aktivaciét eredményezett mind dcSSc-s
betegekben, mind HC-ban, de a BCR+CD180 ko-stimulacié csak a dcSSc-s betegekben
novelte az NF-kB foszforilacidjat. Ezenkivil magasabb bazalis SPP1 és alacsonyabb bazalis IL-
10 szekréciot talaltunk a B-sejtek feltiluszéjaban dcSSc-ban mint HC-ban és a HC B-sejtjeivel

« s

vizsgalt stimulusok.

Eredményeink alapjan az alternativ B-sejt aktivalas szerepet jatszhat az SSc patogenezisében.
Mivel az NF-kB egy kdzponti kozvetitdje a gyulladasos folyamatoknak a dcSSc B-sejtek CD180-
on és BCR-en keresztiili aktivalasa hozzajarulhat a gyulladashoz, amely fontos szerepet jatszik
az SSc patogenezisében. Csak a HC B-sejtjei termeltek nagyobb mennyiségi IL-10-et az anti-
CD180 antitest kezelés hatasara, ami arra utal, hogy a CD180 szerepet jatszhat az IL-10-et
termel® szabalyozé B-sejtek diszfunkcidjaban dcSSc-ban.

Roviditések: PI3K - foszfatidil-inozitol-3-kinaz, SSc - szisztémas sclerosis, BCR — B-sejt
receptor, TLR - Toll-like receptor, IL-4R — interleukin-4 receptor, SPP1 - Szekretalt foszfoprotein
1, mRNS — messenger Ribonukleinsav, dcSSc - diffuz kutan szisztémas sclerosis, HC —
egészséges kontroll, NF-kB - nuklearis faktor, az aktivalt B-sejtek kappa-konnyilanc-fokozdja,
IL-10 — interleukin-10, ELISA - enzimhez két6tt immunoszorbens vizsgalat
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AZ EXOSZOMAK BEFOLYASOLJAK A SDC4-FUGGO SEJTMOZGAST

Fazekas Szuzina' ]
Becsky Daniel’, Horvath Péter?, Deak Agota®, Janovak Laszl6®, Dux Laszlé', Keller-Pintér
Anikd'

1 SZTE SZAOK Biokémiai Intézet
2 ELKH SZBK Biokémiai Intézet
3 SZTE TTIK Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszék

A sejtek fizioldgias és patolégias korulmények kdzott is felszabaditanak extracellularis
vezikulakat, mellyekkel direkt sejt-sejt kontakt nélkill is lehetséges kommunikacioé. Az
exoszémak 20-100 nm atmeérdjl, foszfolipid kettésréteggel hatarolt extracellularis vezikulak,
melyek lipidek, proteinek és nukleinsavak horizontalis szallitdsara képesek. Biogenezisiikben a
szindekan-4 (SDC4) proteoglikan szerepet jatszik.

A SDC4 expresszidjat shRNS-sel csdkkentettilk C2C12 egér mioblasztokban. El6sejtes
mikroszképia soran 18 dran keresztll kdvettik a sejtek mozgasat, a sorozatfelvételeken a
sejtek (n=60-222 sejt/sejtvonal) mozgasat CellTracker programmal analizaltuk. Exoszémakat
differencialt ultracentrifugalassal izolaltunk, a frakcié tisztasagat és ép exoszémak jelenlétét
dinamikus fényszdras (DLS), elektonmikroszopia és Western blot mddszerekkel igazoltuk. A
falloidin-jeldlt aktin citoszkeletont szuperrezolucios dSTORM mikroszkdpiaval vizsgaltuk, a
képfeldolgozast FIJI programmal végeztik, az elagazasok szamat és hosszat analizaltuk.

A SDC4 csendesitése csdkkentette a mioblasztok altal megtett teljes Ut hosszat, a
kezd8ponttol mért maximalis és vektorialis tavolsagot, valamint a sejtek atlag- és maximalis
sebességét. Migracios kisérleteinkben a kontroll sejtek tenyésztéd médiumabdl izolalt exoszoéma
frakcié dézisfliggéen megndvelte a korabbi paramétereket. SDC4-csendesités hatasara a sejtek
aktinhalézatanak nanoszerkezete megvaltozik, deformalddik, mely fenotipus visszaall a kontroll
sejtekéhez hasonld mintazathoz az exoszoma frakcié hatasara. Mig a kontroll sejtekben a sejt
széli és sejt kozepi régiok aktin nanoszerkezete azonos, a SDC4-csendesitett sejtekben a széli
régiok slrlibb szerkezetet mutatnak, mely kilénbség az exoszomak hatasara megvaltozik.
szerepet jatszanak. A SDC4 ubikviter expresszaltsaga miatt ezen mechanizmusok mas
sejttipusok migracidjat is befolyasolhatjak, mig az exoszomak potencialis klinikai alkalmazassal
birhatnak.

Roviditések:

SDC4 - syndecan-4

DLS — Dynamic Light Scattering

dSTORM - direct stochastic optical reconstruction microscopy

Tamogatasok: NKFI FK 134684, NKFI K 132446, TKP2021-EGA-28, Bolyai Janos Kutatasi
Osztondij (BO/00734/19/5), UNKP-21-5-SZTE-571, UNKP-21-1-SZTE-47, Nemzeti Tudods
Akadémia (FEIF/646-4/2021-ITM_SZERZ)
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FUNKCIONALIS FESZULTSEG-’KAPUZOTT NATRIQM QSATORNAK JELEN VANNAK A
HUMAN B SEJT MEMBRANJABAN

Fehér Adam' ,
Papp Ferenc', Pocsi Marianna?, Szanté G. Tibor!, Csoti Agota’, Fejes Zsolt?, Nagy Béla?, Varga
Zoltan'

1 Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet,
Debrecen )
2 Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Laboratoriumi Medicina, Debrecen

A B sejtek bizonyitottan szamos ioncsatornat expresszalnak, de a fesziltség-kapuzott natrium
csatornak (Nav) jelenléte a sejtmembranjukban a mai napig nem megerdgsitett. Ebben a
tanulmanyban elektrofizioldgiai és molekularis biolégiai médszerekkel azonositottunk tébb Nay-
ot a human B sejt membranban. A tetrodotoxin (TTX) érzékenysége a csatornaknak, az eddig
publikalt adatok alapjan, a TTX-szenzitiv és -inszenzitiv csatornak kozé esett, ami az egyuttes
kifejez6dését erbsiti ezeknek a csatornaknak. Ez a koexpresszido RT-gPCR-rel is
bebizonyosodott, mivel az adatok magas TTX-szenzitiv, és alacsony TTX-inszenzitiv Nay
csatorna mRNS szintet mutattak. A Nay-ok biofizikai paramétereinél latott variabilitas
(félmaximalis aktivacios- és inaktivaciés potencial, inaktivaciébdl valé visszatérés idéallanddja)
ugyancsak a tébbféle Nay egylttes jelenlétét feltételezi. Membranpotencial méréssel vizsgaltuk
meég a Nay-oknak a nyugalmi membranpotencial kialakité/fenntarté szerepét. Az extracellularis
térbdl elvéve a Na*-t, reverzibilis hyperpolarizaciot lattunk, ami arra utal, hogy a Nay
csatornaknak meghatarozo szerepe van a nyugalmi membranpotencial kialakitasaban. Ahogy
ez a projekt féleg az elektrofizioldgiai paraméterekre volt korlatozva, ugy nem tudjuk kizarni a
lehetséges non-kanonikus funkciéjat ezeknek a csatornaknak. Ez a tanulmany elséként mondja
ki a funkcionalis fesziltség-kapuzott natrium csatornak jelenlétét a human B sejt membranban.
A jov6ben érdemes lesz foglalkozni a Nay-ok potencialisan betdltott szerepérdl a B sejt
differenciacidban, aktivaciéban és invazidban.

Nay: feszlltség-kapuzott natrium csatorna

TTX: tetrodotoxin

RT-gPCR: reverz transzkripcios valos ideji kvantitativ polimeraz-lancreakcio
MRNS: hirvivé ribonukleinsav
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PREDIKTIV BIOMARKEREK AZONOSITASA DAGANATOS SEJTVONALAKBAN

Fekete Janos Tibor'? ,Gyérffy Balazs'2

1 Semmelweis Egyetem, Bioinformatika Tanszék, Budapest
2 ELKH Természettudomanyi Kutatokézpont, Onkoldgiai Biomarker csoport, Enzimoldgiai
Intézet, Budapest

Az in vitro sejtvonalak megkerilhetetlenek a daganatos betegségek kezelésében hasznalhaté
terapias szerek vizsgalataban. Tébb olyan projekt ismert, amelyekben tébb szaz vegyiletet
vizsgaltak kiloénb6zd sejtvonalakon, azonban az adatok kilénb6zé adatbazisban vald
szerepeltetése megneheziti azok hasznalatat. Célunk az volt, hogy ezen adatokra alapozva egy
integralt online platformot hozzunk létre, amely lehetbvé teszi a terapias valasszal kapcsolatos
gének azonositasat és validalasat.

Az online alkalmazasban négy fuggetlen adatbazist dolgoztunk fel (DEPMAP, GDSC1, GDSC2,
CTRP). A génexpresszids adatok feldolgozasa soran kvantilis normalizalast hasznaltunk. A
terapias valasz kiértékelésére a forras adatbazisok IC50 és AUC értékeit kategorizaltuk
szenzitiv és rezisztens sejtvonalra egyrészt a median, masrészt az also / felsd tercilis értékeket
hasznalva vagoépontként. A génexpresszio és a terapias valasz kozotti kapcsolat elemzésére
Mann-Whitney tesztet, random forest algoritmust és ROC elemzést hasznaltunk.

Az elemzd fellileten 6sszesen 1579 terapias szer és 1284 sejtvonal adatai érheték el. Az
alkalmazas egyedi és tobb gén egyidejli vizsgalatara is alkalmas. Tovabbi lehetéség, hogy az
egyes KEGG utvonalak génijeit egylttesen elemezziik és random forest algoritmus segitségével
meghatarozzuk a terapias valasszal leginkabb 6sszefliggést mutatd géneket. Demonstraciés
jelleggel vizsgaltuk a KEGG ERBB jelpalyaban részt vevd gének expresszidjanak a hatasat
lapatinib terapia esetén. Az elemzés 240 sejtvonal adatait hasznalta fel, az utvonalba tartozé 87
gén kdzll 34 mutatott szignifikans kapcsolatot a terapias valasszal. A szignifikans géneket
random forest algoritmussal vizsgaltuk, amely a véletlenszer(ien kivalasztott teszthalmazon
71%-0s pontossaggal azonositotta a rezisztens és 73%-0s pontosaggal a szenzitiv mintakat. A
modell pontossaga ROC analizissel ellenérizve, a gorbe alatti tertlet 0.800 volt.

Az online alkalmazas a www.rocplot.org/cells/ cimen érhet6 el.

Roviditések:
AUC: gorbe alatti tertilet; CTRP: Cancer Therapeutics Response; Depmap: The Cancer
Dependency Map Project; ERBB: Epidermalis novekedési faktor receptorcsalad; GDSC:

Genomics of Drug Sensitivity in Cancer; IC50: 50%-0s gatlé hatast okozd koncentracié; KEGG:
Kyoto Gén és Genom Enciklopédia; ROC: hatasfokméré karakterisztika
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A TIMAP FEHERJE JELATVITELI UTVONALAINAK VIZSGALATA
SH-SY5Y SEJTEKBEN

Fondodi Marton, Boratké Anita
Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomany Kar, Orvosi Vegytani Intézet; Debrecen

A TIMAP (TGF-B gatolt, membran asszocialt fehérje) fehérje a PP1 (protein foszfataz 1)
holoenzim regulator alegységeként ismert. Munkacsoportunk szamos TIMAP-PP1c szubsztrat
fehérjét azonositott endotél sejtekben, mint pl. merlin, ERM (ezrin, radixin, moezin), ECE-1
(endotelin konvertald enzim 1), illetve eEF1A (eukariéta transzlacios elongaciés faktor 1a),
ezdltal feltarva a fehérje komplex szerepét a kiildnbdzd jelatviteli utvonalakban.

A TIMAP fehérje magas expressziét mutat neuron sejtekben, igy érdekessé valt a fehérje
részletesebb vizsgalata ebben a sejttipusban is. Kimutattuk, hogy a TIMAP és a PP1¢é
alegység is jelen van mRNS és fehérje szinten is a modellrendszerként hasznalt SH-SY5Y
neuroblasztdéma sejtekben. A sejtek differencialtatasakor azonban a TIMAP fehérje és mRNS
szintje is jelentésen csokkent, valamint az érett neuron sejtekben a TIMAP a membran régiébadl
a sejtmagba transzlokalédott. A TIMAP fehérje overexpresszidja azonban gatolta a sejtek

A TIMAP idegsejtekben valo funkcidjanak leirasahoz lentiviralis technolégiaval TIMAP-depletalt
SH-SY5Y sejtvonalat allitottunk el6. Az 6t kiilénb6z8, TIMAP specifikus shRNS szekvenciat
tartalmazo pLKO.1 vektorral térténd transzdukcié utan, az SH-SY5Y sejteket puromycinnel
szelektaltuk. A géncsendesités sikerességét qPCR méréssel, valamint Western blot analizis
segitségével ellendriztik. Transzkripcids szinten kdzel haromszoros, még transzlacidés szinten
kozel tizszeres TIMAP csdkkenést figyeltlink meg a nem kodolé lentiviralis plazmid
kontrollokhoz képest.

Single-end mMRNS szekvenalassal 604 differencialtan expresszalt gént azonositottunk a TIMAP
csendesités hatasara, melybdél 321 megemelkedett 293 csdkkent expressziot mutat. (logFC>1,
p<0.01). Gene Ontology Enrichment analizist felhasznalva szamos overreprezentalt utvonalat
azonositottunk, mint pl. BMP (bone morphogenetic protein) jelatvitel, szinapszis
Osszeszerel6dés, adenilat ciklaz-modulalé G-protein-kapcsolt jelatvitel, RAC1 GTPaz ciklus,
axon iranytas. Jovébeli terveinket képzik ezen utvonalakban a TIMAP szerepének a vizsgalata.

A munkat tAmogatta: NKFI FK135384 (BA) és a Bolyai Janos Kutatasi Oszténdij (BA).
Roéviditések jegyzéke:
BMP - bone morphogenetic protein ECE-1 - endotelin konvertalé enzim 1

eEF1A - eukariéta transzlacios elongacios faktor 1 alpha

ERM - ezrin, radixin és moesin PP1 - protein foszfataz 1
PP1cd - protein foszfataz 1 katalitikus alegység, d-izoforma
RAC1 - Rac csalad kis GTPaz 1

TIMAP - TGF-8 gatolt, membran asszocialt fehérje
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ODA ES VISSZA: A DROSOPHILA VERSEJTEK KALANDOS TORTENETE

Gabor Erika’
Géczi Aliz'?, Bayan Kharat'2, Migh Ede?®, Beleon Attila®, Horvath Péter®, Széplaki Bence®,
Enyedi Marton*, Pintér Lajos*, Haracska Lajos®, Vedelek Balazs®, Honti Viktor'
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4 Delta Bio 2000 Ltd., Szeged
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Szeged

6 Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont, Genetikai Intézet, Aktin Sejtvaz Szabalyozasi Csoport,
Szeged

A Drosophila melanogaster vérsejtképzésének szabalyozasa evolucidosan konzervalt, kitinéen
alkalmas az dssejtek mikodésének, vérsejteredetl tumorok kialakulasanak, a vérsejt
transzdifferencialédas folyamatanak vizsgalatara. A transzdifferencialédas soran egy
funkcionalis sejttipus alakul at mas funkciéju sejtté; a larvalis vérsejtek esetében fagocitald, kis
kerek plazmatocitak nagyméretd, kiterllt tokképzd sejtekké - lamellocitakka differencialdodnak.
Kutatasaink soran az eddig homogénnek hitt tokképzé vérsejtek differencialodasanak és
heterogenitasanak részleteit tarjuk fel.

Az elmult évben egy-sejt transzkriptomika segitségével tobb laboratérium is megprébalta a larva
funkcionalis vérsejttipusait ujra definialni; a plazmatocitakat alcsoportokra osztottak. Ezen
kutatasok részletes informaciot szolgaltattak az egyes sejtek altal kifejezett génekrél és
ravilagitottak az egyes funkcionalis sejttipusok sokféleségére. Ugyanakkor az alkalmazott
maodszer hatranya, hogy a transzdifferencialédas soran bekévetkezd morfolégiai valtozasok
kovetését nem teszi lehetbve.

A probléma orvoslasara kidolgoztunk egy innovativ, mesterséges intelligencian alapulé komplex
maodszert, melynek felhasznalasaval vizsgaljuk a plazmatocita-lamellocita atalakulas részleteit.
A kisérletek soran ex vivo sejtkultirakban vérsejtekre specifikus transzgenikus riporterekkel
monitoroztuk a sejttipusokat, kovettik a transzdifferencialédas l1épéseit, majd a felvételeket
mélytanulason alapulé technoldgiaval elemeztik. A kilonb6zé fejlédési utvonalakhoz tartozé
vérsejteken transzkriptdm analizist végeztiink. Lamellocita alpopulaciokat kijellé géneket
azonositottunk, majd megvizsgaltuk azok kifejez6dését és funkcidjat a transzdifferencialédas
soran.

A vérsejtek differencialodasanak alaposan megértése Drosophilaban - az evolucios
konzervaltsagnak készonhetden - segithet jobban megismerni az emlds vérsejtek
transzdifferenciadlédasanak mechanizmusat.

Kutatasainkat az OTKA K-131484 (VH), valamint a RRF-2.3.1-21-2022-00005 palyazatok
tamogatasaval valdsitjuk meg.
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AZ NKX2.3 TRANSZKRIPCIOS FAKTOR EXPRESSZIOJANAK VIZSGALATA HUMAN
BELBEN

Gabris Fanni'
Kellermayer Zoltan', Kajtar Béla?, Balogh Péter’

1. Pécsi Tudomanyegyetem, Immunoldgiai és Biotechnolégiai Intézet, Pécs
2. Pécsi Tudomanyegyetem, Patholdgiai Intézet, Pécs

Bevezetés: Human gyulladasos bélbetegségek (IBD) patogenezisében az Nkx2.3 transzkripcios
faktort kddolé gén polimorfizmusai ismert hajlamosité tényez6k. Szintén human mintakban
azonositottak a colon kriptak Lgr5* intesztinalis &ssejtjei korll elhelyezkedd Nkx2.3*
miofibroblasztokat, melyek szerepet jatszhatnak ezen 6ssejtek homeosztazisaban.
Munkacsoportunk korabban Nkx2.3-deficiens egerekben fokozott colon epitél sejt proliferaciét
irt le, valamint megfigyeltik, hogy ezekben az egerekben nem valthaté ki DSS-indukalta
vastagbélgyulladas. Jelen munkankban kulonbdzd életkoru egészséges, illetve felnétt tumoros
colon mintak Nkx2.3 transzkripcios faktor expressziés mintazatat vizsgaltuk.

Anyag és Mddszer: A PTE KK Patholdgiai Intézet szévetbankjabdl kivalasztott, tumoros és
gyulladasos elvaltozasokat nem tartalmazé mintakat harom korcsoportba soroltuk (0-3, 15-20,
50-80 év). A vastagbéldaganatos betegek életkora 64-79 év volt. Paraffin fixalt metszeteken
anti-human Nkx2.3 antitest segitségével immunhisztokémiai médszerrel és morfometriai
analizissel vizsgaltuk az Nkx2.3 nuklearis kifejez6dését.

Eredmények: Az Nkx2.3 a bél lamina propria rétegében, egyes endotél sejtekben és a lamina
muscularis mucosae simaizom sejtjeiben fejezddik ki. Az egészséges mintakban a 0-3 éves
korcsoportban volt a legmagasabb az Nkx2.3 pozitiv sejtmagok szama. A pozitiv sejtek
aranyaban és intenzitasaban szignifikans kilénbség mutatkozott a 0-3 és 15-20 éves
korosztaly, valamint a 0-3 és 50-80 éves korosztaly kd6zott (magasabb a 0-3 korosztalyban). A
colorectalis daganatos mintakban az Nkx2.3 expresszié nagymértékben csokkent az
egészséges korcsoportokhoz képest. Appendixben a helyi magas endotelialis venulak (HEV)
mutattak intenziv festédést.

Kovetkeztetés: Az Nkx2.3 expresszidja az életkortdl fliggéen eltér, idésekben és colorectalis
daganatokban nagymértékben csokken. Az Nkx2.3 transzkripcios faktor szerepet jatszhat a bél
integritasanak fenntartasaban, de ennek kapcsolata a tumoros atalakulassal tovabbi
kutatasokat igényel.
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VAKCINALAS UTANI SARS-COV-2 SPECIFIKUS HUMORALIS ES CELLULARIS IMMUNITAS
OSSZEHASONLITO VIZSGALATA EGESZSEGES EGYENEKBEN VALAMINT AUTOIMMUN
BETEGEKBEN

Gémes Nikolett'*, Szabo Enikd', Neuperger Patricia 4, Balog Jozsef A."#, Nagy Lajos .8, Honfi

Daniel 5, Szekanecz Zoltan’, Puskas Laszlo G."®, Toldi Gergely®, Balog Attila®’, Szebeni Gabor
J_1,2,3,*

'Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Szeged

2E|lettani, Szervezettani és Idegtudomanyi Tanszék, SZTE, TTIK, Szeged

3CS-Smartlab Devices Kft., Szeged; “Biologia Doktori Iskola, SZTE, TTIK, Szeged
SReumatoldgiai és Immunoldgiai Klinika, SZTE Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kézpont, Szeged
8Avidin Kft., Szeged; "Reumatoldgiai Tanszék és Klinika, DE-AOK, Debrecen

8Liggins Intézet, Aucklandi Egyetem, Uj-Zéland

A vakcinacio altal létrejové anti-SARS-CoV-2 immunitas elengedhetetlen az uj pandémia
elleni védekezésben. A kiilénbdzd vakcinak altal kivaltott humoralis illetve cellularis
immunvalaszrél jelenleg kevés adattal rendelkeziink az autoimmun reumas és mozgasszervi
betegségek (RMD) csoportjaban.

Kutatasunk soran a két dézisos — BBIBP-CorV inaktivalt, Gam-COVID-Vac és AZD1222
adenovirus alapu, illetve a BNT162b2 és mRNA-1273 mRNS alapu — vakcinak
immunogenitasat valamint biztonsagossagat vizsgaltuk autoimmun RMD betegek (n=89) és
egészséges, dnkéntes résztvevék (n=74) kdzott. Az oltas hatasossagaval és
biztonsagossagaval parhuzamosan vizsgaltuk a neutralizalé anti-RBD (receptor kétd alegyséqg)
specifikus humoralis és a SARS-CoV-2 specifikus T-sejtes immunvalaszt a masodik vakcina
beadasat kdvetbéen egy illetve négy hénappal.

A betegségspecifikus 6sszehasonlitas azt mutatta, hogy az antitestes valasz a
vakcinaciot kdvetéen 4 hénappal a spondyloarthropatias csoportban magasabb volt, mint az
autoimmun RMD csoportokban. A csékkent immunogenitas kockazati tényezdi kdzé tartozott a
betegség hosszabb lefolyasa, a magas autoantitestes immunszerolégiai profil, valamint a
betegek anti-CD20 terapiaja. A pozitiv anti-RBD antitest valasz aranya az egészséges kontroll
csoport esetén a betegekhez viszonyitva, oltas utan 4 hénappal inaktivalt BBIBP-CorV
virusvakcina esetében 69% vs. 55% volt, 97% vs. 53% a Gam-COVID-Vac és az AZD1222
adenovirus-vektor alapu vakcinak, valamint 100% vs. 81% a BNT162b2 és mRNS-1273 mRNS
vakcinak egyesitett adatainal. Tovabba, a diagnosztikailag pozitiv T-sejtes immunitast az esetek
legnagyobb aranyaban a BBIBP-CorV inaktivalt vakcina okozta.

Eredményeink megmutattak, hogy mind az 6t vizsgalt vakcina immunogén a betegek
nagy részében, valamint az egészséges kontroll csoportban, eltér6 antitestes és T-sejtes
immunvalaszt indukalva.

Réviditések: RMD - reumas és mozgasszervi betegségek, TNF-a - tumor nekrozis faktor-alfa
Forras: 2020-1.1.6-JOVO -2021-00003 (NKFIH)
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AZ IN VIVO KANNABIDIOL-KEZELES HATASA AZ ADENOZINERG RENDSZERRE ZDF
PATKANY PITVARON

Viczjan Gabor ', Szilagyi Anna ', Takécs Barbara ', Ovari Ignac ', Erdei Tamas !, Teleki Vanda ',

Zsuga Judit?, Szilvassy Zoltan ', Juhasz Béla !, Varga Balazs ', Gesztelyi Rudolf

' Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézet
2 Debreceni Egyetem, Népegészségligyi Kar, Egészségligyi Menedzsment és Minségiranyitasi
Tanszék

A kannabidiol (CBD) pszichotrép hatassal nem rendelkez§ fitokannabinoid, melyet a 2-es tipusu
cukorbetegség és egyes idegrendszeri betegségek (pl. epilepszia) lehetséges gydgyszereként
kiterjedten vizsgalnak. Célunk annak feltarasa volt, befolyasolja-e a CBD a protektiv A4
adenozin receptor funkcidjat a sziven.

Zucker Diabetic Fatty (ZDF) patkanyok ,lean” (egészséges) illetve ,,obese” (2-es tipusu
cukorbeteg) tipusaibol harom csoportot alakitottunk ki: konvencionalisan etetett lean,
diabetogén tapon tartott obese és a diabetogén tap mellett 4 hétig oralisan CBD-kezelt (60
mg/ttkg/nap) obese patkanyok. Az allatok Krebs oldattal feltéltétt szervkadakban felfliggesztett
és ingerelt (3 Hz, 1 ms, 1-2 V) bal pitvari fllcséin koncentracio-hatas gorbét vettiink fel el6szor
adenozinnal, majd (mosast kévetéen) A+ szelektiv és alig bomlo ciklopentil-adenozinnal (CPA),
az inotrép valaszt mérve.

A CBD-kezelt obese patkanyok adenozinra adott valasza kis és kézepes koncentracioknal
szignifikdnsan meghaladta a masik két csoport valaszat (melyek egymastol nem kiildnboztek),
mig a maximalis valaszok ugyanakkorak voltak mindharom csoportban. A CPA-ra adott valasz a
kezeletlen obese patkanyoknal volt szignifikansan a legerésebb, mig a CBD-kezelt obese
allatoknal a leggyengébb (bar nem kilénbdzoétt szignifikansan a lean patkanyok valaszatél). A
jelenség hatterében a CBD ismert adenozin-transzport gatloé hatasa allhat, ami megvédi az
adenozint az intracellularis eliminaciétol. A maximalis hatas valtozatlansaganak oka az lehet,
hogy az adenozin koncentracié-hatas goérbéje CBD-vel nem kezelt allatokon is szaturalt (vagyis
az adenozinra adhaté maximalis valaszt tikrozi). A CBD-kezelt allatokon a CPA-ra adott valasz
csokkenését a tartésan fokozott adenozinerg stimulacié miatti enyhe A1 adenozin receptor
deszenzitizacié okozhatta. A CBD-kezelés tehat fokozott adenozinerg védelmet tarthat fenn a
szivben (az enyhe A4 adenozin receptor deszenzitizacio ellenére is).

ZDF: Zucker Diabetic Fatty; CBD: kannabidiol; CPA: ciklopentil-adenozin

Tématamogatas: GINOP-2.3.4-15-2020-00008; TKP2020-NKA-04
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A HOSOKK HATASA A HASADO ELESZTO INTRACELLULARIS MEMBRANRENDSZERERE

Gudmann Péter’, Péter Maria’, Balogh Gabor', Gombos Imre', Torok Zsolt!, Vigh Laszlé!, Glatz
Attila’

'Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Biokémiai Intézet, Molekularis Stresszbioldgia Csoport, ELKH
(6726 Szeged, Temesvari krt. 62.)

A héstressz elleni intracellularis védelem vizsgalatahoz idealis modellszervezet a
hasado éleszt6 (Schizosaccharomyces pombe), amely az emlésdkéhez nagyban hasonlité
stresszvalasszal és jelatviteli utvonalakkal rendelkezik. A HS soran jol vizsgalhat6 benne a
termoprotektiv molekulak — mint hésokkfehérjék (Hsp), trehaldz és lipidek'2 — szerepe. A harom
nagy, védelemért felelés molekulacsoport egymassal kdlcsdnhatva jatszik szerepet a HS elleni
védelemben. A sejtmembranok fizikai-kémiai tulajdonsagaik révén ,héméréként” érzékelik a
hémérsékletvaltozast. A membranaktivalt jelatviteli folyamatok hatasara a lipidosszetétel
jelentdsen megvaltozik, igy alkalmazkodva az uj kértilményekhez.

Korabban megmutattuk, hogy az S. pombe-ban a triacilglicerolt (TG) raktarozé
zsircseppek (,lipid droplet™-ek) is aktiv szerepet jatszanak a hésokk elleni védelemben?.
Bizonyitottuk, hogy a mérheté TG szintézisére képtelen, kétszeres nullmutans (dga1A/plh1A;
DKO) torzs héérzékeny és enyhe HS-t kdvetben is csak hosszl lagfazis utan kezd névekedni’.

Jelen vizsgalatainkban megfigyeltik, hogy HS hatasara mind a vad tipusu, mind a DKO
sejtekben jelentds valtozasok mennek végbe a sejtek membrannal rendelkezé organellumaiban.
Az enyhe (40 °C, 1 6ra) és szubletalis (48 °C, 20 perc) HS koérilmények hatasara bekdvetkezé
valtozasok nyomon kovetésére fluoreszcens riporter molekulakat (MitoTracker, MDY -64, ER-
thermo-Yellow, stb.) hasznaltunk. A legnagyobb mérték( morfolédgiai valtozasok - meglep6
maodon - enyhe HS hatasara alakulnak ki a DKO sejtek organellumaiban. A valtozasok érintik
tobbek kozott az ER-t, mitokondriumokat és vakudlumokat is. A megfigyelt eltérések
kilénbdznek mind a vad tipusnal latottaktdl, mind a szubletalis HS-nél tapasztaltaktél. Ennek
oka lehet a DKO sejtekben a TG szintézis hianyaban sérilt ,membrane remodelling” képesség
és/vagy a fokozott szignal lipid képz6dés?.

HS: héstressz, Hsp: hésokkfehérje, LD: lipid droplet, S. pombe: Schizosaccharomyces pombe,
TG: triacilglicerol, dga: diacilglicerol O-aciltranszferaz, plh1: foszfolipid-diacilglicerol
aciltranszferaz, ER: endoplazmatikus retikulum

Ezt a munkat az OTKA 135759 palyazat tdmogatta.
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A FLUORESZCENS JELOLES HATASAINAK VIZSGALATA AZ ANTITESTEK FUNKCIOIRA

Hajdu Timea', Mocsar Gabor', Nagy Péter’

' Debreceni Egyetem- Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet,
Debrecen

A fluoreszcens festékmolekuldkkal ellatott antitesteket rutinszerlien alkalmazzak szamos molekuléris
biolégiai vizsgaldbmodszer soran. A legtdbb laboratériumban a fluoroférokat az IgG molekula lizin
aminosav oldallancaihoz kapcsoljak aspecifikus médon. A fluoreszcens festék jelenléte igazoltan
befolyasolja az antitest epitopkotd képességét. Kisérleteink célja annak kideritése, hogy az IgG-n
jelenlévé festékmolekulak szama az antitest egészére és annak bizonyos doménjeihez kétheté funkcidira
milyen hatast gyakorol.

Az egy antitestre juté atlagos festékmolekulaszam, vagy masnéven jeldlési arany megadasara az F/P
(fluorofér/protein) jeldlést alkalmazzuk. Kisérleteink soran a HER2 ellen termeltetett trastuzumab,
valamint az MHC-I fehérjét felismeré W6/32 antitest vizsgalataval foglalkoztunk. Aramlasi citometriaval az
antitestek 6t funkcidjat tanulmanyoztuk a jel6lési arany fuggvényében. Egyrészt vizsgaltuk (1) sejtfelszini
antigénekhez kétédéstiket, vagyis az epitdopkoté domén funkcidjat, valamint (2) az Fc specifikus,
csapdazo antitestekhez valo kétédésen keresztlil az IgG antigenicitasat; tovabba, (3) az antitestek
Protein-G fehérjéhez kétédése segitségével a CH1 domén, valamint (4) Protein-A-hoz és (5) Fc
receptorhoz torténd kétédésén keresztiil pedig a CH2 és CH3 domén kozétti régio mikodését. 1défiggd
anizotropiamérésekkel kivantuk kérvonalazni a jel6lési arany hatasat az antitest dinamikai jellemzdire, a
kénny(- és nehézlanc egymashoz viszonyitott mozgasanak esetleges megvaltozasara.

Megallapitottuk, hogy a jelélési arany nemcsak az antitest epitopkoté képességét, hanem a masik harom
vizsgalt antitestrégio funkcidjat is befolyasolja. A magas jeldlési aranyu antitestek esetében mindegyik
funkcio szinte ugyanolyan mértékben csokkent, vagyis a fluoreszcens jelolés az antitest egészére
kiterjed® funkcionalis gyenguléshez vezet. |d6fliggd anizotropiamérésekkel kimutattuk, hogy az antitest
koénnyi- és nehézlancanak csapkodd mozgasa a jelolési arany névelésével gyorsabba valik, ami részben
magyarazhatja az antigénkétésben tapasztalt gyengulést, melynek Iétrejéttéhez az antitest merevebb

konformacioja sziikséges.

Réviditések:
IgG: immunglobulin-G HER2: Human epidermalis ndvekedési faktor receptor 2
MHC: f6 hisztokompatibilitasi komplex
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ELEKTROSZTATIKUS SZALKEPZESSEL ELOALLITOTT POLIMER SZALAK ATOMER®
MIKROSZKOPOS VIZSGALATA

Hegedus Imre'?®, Pazmany Rita'?, Voniatis Constantinos'®, Kellermayer Miklés'™, Mathé
Domokos'®, Jedlovszky-Hajdu Angéla'

1 Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbiolégiai Intézet, Budapest a: Nanokémiai
kutatécsoport, b: Nanobiotechnolégia és egyedi-molekula biofizika kutatécsoport, c: In vivo
képalkoté munkacsoport

Az elektrosztatikus szalképzéssel 1étrehozott membranokat alkoté nanoszalak egyedi fizikai
paramétereinek (atmérd, fellleti érdesség és rugalmassag) molekularis szintl megértése fontos
az orvosbioldgiai felhasznalas soran. A nanoszalak viszkézus polimer oldatok fecskenddn
torténd ataramoltatasaval hozhatdk Iétre, mely soran nagyfeszlltséget kapcsolunk a ti hegye
és a foldelt céltargy kdzé. A polimer oldat a céltargy felé haladva ostorozé mozgast végez, mely
soran az olddszer elparolog és szaraz polimer szal formajaban csapddik be. A mintavétel a
kialakuld szalak utjaba helyezett Giveg fed6lemezekkel tortént. Négy polimer rendszert
vizsgaltunk, polivinil alkohol (PVA), polikaprolakton (PCL), poliszukcinimid (PSI), valamint
polikaprolakton/poliszukcinimid hibrid nanoszalat (PSI/PCL). A nanoszalak egyedi fizikai
tulajdonsagaikat Cypher ES atomerdmikroszkép (AFM) segitségével hataroztuk meg, az
atmérdket levegdn vizsgaltuk. A szalak fellletének érdességét IgorPro 6.37 program
segitségével hataroztuk meg. A nanoszalak mar kialakulasuk soran dsszeallhatnak kétegekké,
vagy szal 6sszeolvadas torténhet, ezért méretik szérast mutat. Atmérsik 0,5-1,5 pm kozott
mozognak polimertdl fliggben, a hibrid nanoszal esetében a 2,3 pym-es atmérdk is megjelentek.
A szalak magassaga 0,4-0,8 um kozott valtozik, a hibrid nanoszal 0,6-1,0 um-es lehet. A PVA
és PCL rostok fellillete kevésbé érdes (rms kb. 300 nm, N4 ISO-fokozat), mint a PCL és
PSI/PCL rostoké (rms 350-500 nm, ISO N5) a 12-es nemzetko6zi ISO skalan. Az AFM ti
vertikalis mozgatasaval er6gorbéket felvéve a nanoszalak hossztengelyére merdleges
(tangencialis) Young-modulusait (Y:) is meghataroztuk. A PVA (0,5-1,5 GPa) és a PSI (0,5-3,5
GPa) keményebb, mig a PCL (0,1-0,5 GPa) lagyabb anyagnak mutatkozik. A PSI/PCL hibrid
nanoszalak Young-modulusa 0,1-3,5 k6zo6tt valtozik, ami éppen a két dsszetevd (PSI és PCL)
nanoszal Y értékeinek az 6sszege.

Roviditésjegyzék: AFM: atomerémikroszkop; PVA: polivinil alkohol, PCL: polikaprolakton, PSI:
poliszukcinimid, Y tangencialis Young-modulus; rms (root mean squere): a fellletet alkoto
pontok siktol valo eltérésének négyzetes atlaga, ISO (International Organization of
Standardization): Nemzetkdzi Szabvanylgyi Szervezet.
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PACAP receptor expresszidjanak vizsgalata human corneaban

Hinnah Barbara’
Fedor-Lénart Kinga', Reglédi Dora?, Médis Laszl6®, Juhasz Tamas'

'Debreceni Egyetem, AOK, Anatémiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet
2 Pécsi Tudomanyegyetem AOK, Anatémiai Intézet, PTE-MTA, ,Lendiilet PACAP kutatécsoport”
3 Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpont, Szemklinika

A szaruhartya-atiiltetés (keratoplastica) az 6sszes human transzplantacio kdzil a leggyakoribb
és legsikeresebb mditéti eljaras. A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP) a
koézponti idegrendszerben azonositott neurohormon, mely szamos extraneurondlis szdvetben
receptoraihoz (PAC1, VPAC1, VPAC2) kapcsolddva anti-inflammatorikus és anti-ischaemias
hatast fejt ki. Receptorainak expresszidja nem ismert az egyes corneat érinté kérképekben.
Kutatdsunk soran célul tlztik ki az eltavolitott mintak PACAP receptor expresszié profiljanak
vizsgalatat, a kapott eredmények 6sszehasonlitasat a mitéti indikaciot képzé elvaltozasok,
valamint a betegek kor- és mtéti elézményeinek tukrében.

Kutatasunk soran a DE KK Szemklinikan perforald keratoplastica (PKP) soran eltavolitott
corneakat vizsgaltuk (n=70), fiziolégias kontrollként elhunytakbdl izolalt cornedkat hasznaltunk
(n=10). A PAC1, VPAC1, VPAC2 expresszioit RT-PCR-ral és Western blottal kévettiik nyomon.
A leggyakoribb mditéti indikaciot képezd szembetegségekként a dystrophiak (n=12),
degeneratiok (n=12), bullosus kerathopathia (n=6), keratonconus (n=6), illetve ulcusok (n=6)
jelentették, tarsbetegék kézil diabetes mellitus (n=7) és hiperténia (n=7) szerepelt a
leggyakrabban. A pre-pro-PACAP RNS a kontroll mintéak 60%-aban, a beteg mintak 63 %-aban
volt kimutathaté. A PAC1, VPAC1, illetve VPAC2 mRNS is kimutathaté volt a kontroll és beteg
mintakban egyarant. Az alabbi betegségekben egyik PACAP receptor fehérjeexpresszidja sem
valtozott szignifikans mértékben: keratopathia bullosa, keratoconus, dystrophia, degeneratio,
ulcus, viralis keratitits, bakterialis keratitis. Tovabba nem befolyasolta, hogy a mitét elsé vagy
tobbszori reoperaciod, valamint a tarsbetegségként szerepld hiperténia vagy diabetes megléte
sem.

Mivel a receptorok expresszidja nem valtozott az eltér6 megbetegedések soran, indokolt lehet
egy PACAP alapu szemcsepp posztoperativ adagolasat célzé kutatas.

Tamogato: NKFIHK139396, UNKP-21-2-1-DE-246
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AZ ATF4-MKP-1-MAPK-MITOKONDRIALIS KAROSODAS-SEJTHALAL RETROGRAD
UTVONAL PARP-1 ALTALI REGULACIOJA OXIDATIV STRESS SORAN

Hocsak Enik8, Kalman Nikoletta, Antus Csenge, Erés Krisztian, Hegedls Zoltan, Bognar Zita,
Szabo Aliz, ifj. Gallyas Ferenc, Simegi Balazs

Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, PTE AOK, Pécs

Szamos tanulmanyban kimutattak, hogy a PARP inhibitorok csdkkentik a JNK és a p38 MAPK
aktivaciojat, ami fontos esemény a gyulladasos folyamatokban és a sejthalalt indukalé utakban,
de a folyamat molekularis mechanizmusa maig nem teljesen tisztazott.

Az oxidativ stressz indukalta MAPK aktivaciét megvizsgalva kimutattuk a PARP inhibitor (PJ-
34) altali MKP-1/Dusp1 expresszid kiemelkedd szerepét a JNK és p38 inaktivacio esetén,
valamint a mitokondriadlis karosodas, és a sejthalal redukciéjaban. Szamos transzkripcios faktor
részvételét elemeztik az MKP-1 expresszidja soran (Hsf1, 2, 4, Creb1 és ATF4/Creb2) és
eredményeink azt mutatjak, hogy az ATF4/Creb2 lecsendesitése megakadalyozza a PARP-
inhibitor indukalta MKP-1 expressziét, a mitokondriumok védelmét és végsb soron a
citoprotekciot. A PARP-1 katalizalja az ATF4/Creb2 poli-ADP-ribozilaciéjat és gatolja annak
koétédését a CRE helyhez a DNS-en, igy inaktivalva azt. A PARP-1 kétédése a CRE helyhez
elésegiti 6nmaga poli-ADP-ribozilaciéjat, és ez a folyamat gatolhaté PARP-inhibitorral.

Ezek az adatok ramutatnak arra, hogy a PARP-1-gatlas megakadalyozva az ATF4/Creb2
inaktivacidjat a poli-ADP-ribozilacion keresztiil, beinditja az MKP-1 expresszioét, amely igy képes
inaktivalni a JNK és a p38 MAPK-ok kdzvetitette mitokondrialis karosodast és a sejthalalt.

Ez a PARP-inhibitor indukalta retrograd utvonal fontos lehet az oxidativ stress hatasara
kialakuld kronikus betegségekben, masrészrél a JNK aktivacidjanak kritikus szerepe van a
rakos Bssejtek tumor-indukalé képességében. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az altalunk
feltérképezett utvonal egy tovabbi bizonyiték a PARP-inhibitorok kiemelked6 szerepére a
modern rakterapiaban.

A kutatds az Eurépai Uni6 és a Magyar Allam tamogatéséaval, az Eurépai Szociélis Alap
tarsfinanszirozaséaval valoésult meg az EFOP-3.6.1-16-2016-00004, AOK KA-2021-04, AOK KA-
2021-11. szamu projektek keretén bellil.

PARP: Poly(ADP-ribose) polymerase, JNK: c-Jun N-terminal kinase, p38 MAPK: p38 mitogen-
activated protein kinase, MKP-1/Dusp1: MAP kinase phosphatase-1/ dual-specificity
phosphatases 1, ATF4/Creb2: activating transcription factor-4/ cAMP response element binding
protein 2, CRE: cAMP response element
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AZ ABCG2 MULTIDROG TRANSZPORTER VARIANSAINAK "TERATIPUS" SZERINTI
OSZTALYOZASA
Homolya Laszlé

Természettudomanyi Kutatékdzpont, Enzimologiai Intézet

Az ABCG2 egy multispecifikus membrantranszporter, amely a kiilénb6z9 fiziolégiai
hatarfeliletek sejtjeinek membranjaban kifejez8dve részt vesz a szervezet toxikus anyagokkal
szembeni védelmében. Miikbdése altal alapvetd befolyassal bir a kilonbdzé
gyoégyszermolekulak felszivédasaban, kivalasztasaban, és a szervezetben térténé
megoszlasaban. Az ABCG2-ben térténd genetikai valtozasok vezethetnek csékkent
plazmamembran expresszidohoz és/vagy nem megfeleld transzportfunkciohoz, amely sokszor a
gyogyszerekre adott terapias valaszok megvaltozasat, illetve toxikus reakcidk kialakulasat
eredményezheti. A hugysav az ABCG2 egyik endogén szubsztratja, igy a transzporter nem
megfeleld mikddése hyperurikémiahoz vagy kdészvényhez vezethet. A human ABCG2 multidrog
transzporterben nagyszamu polimorfizmust és mutaciét azonositottak, azonban ezek
szisztematikus csoportositasa nem tértént meg. Ezeket figyelembe véve az ABCG2 variansok
szamara egy Uj osztalyozasi rendszert javasoltunk, melyben a transzporterben bekévetkezé
defektus természetét, valamint a fenotipus korrekcidjahoz sziikséges stratégiat, az un.
Jteratipust” vessziik alapul. igy az ABCG2 ismert genetikai valtozatai hét kiilénbdzé osztalyba
sorolhatdk. A mutans valtozatok megfeleld klasszifikaciéjahoz viszont az ABCG2-ben lévé
defektusok megallapitasara alkalmas metodikakra is sziikség van. A ,teratipus” alapu
osztalyozasi rendszert ezért 6sszekotottiik megfelelé médszertannal is. A klasszikus biokémiai
és transzport biologiai megkozelitéseken tul egy Uj, dinamikus sejtbioldgiai modszert is
kidolgoztunk, amely alkalmas az ABCG2 variansok trafficking hibainak az azonositasara. Ennek
segitségével kimutattuk, hogy az ABCG2 két, a természetben is eléforduld és kdszvényt okozé
polimorf valtozata (Q141K és M71V) sejten bellli utja soran mely Iépéseknél szenved el
karosodast. A betegek ABCG2 genotipusanak megallapitasa, valamint annak teratipus szerinti
besorolasa el6segitheti a személyre szabott terapiak tervezését, mellyel egyrészt a
beavatkozasok hatékonysaga ndvelhet6, valamint megel6zhetdk lehetnek a potencialis toxikus

reakciok.
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A LIPID RAFT DISZRUPCIO BEFOLYASOLJA A SEJTELETKEPESSEGET, A
MEMBRANFLUIDITAST ES A TRPM8 IONCSATORNA AKTIVACIOT

Horvath Adam1,2 Tovabbi szerzék: Steib Anita1,2, Kantas Boglarka1,2, Bergnkei Gabor1,2,
Erostyak Janos2,3, Nehr-Majoros Andrea1,2, Helyes Zsuzsanna1,2, Széke Eva1,2

1 Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar Farmakoldgiai és Farmakoterapiai
Intézet, Pécs, 2 Pécsi Tudomanyegyetem, Szentagothai Janos Kutatokézpont és
Idegtudomanyi Centrum, Pécs, 3 Pécsi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar Fizikai
Intézet, Pécs

A Tranziens Receptor Potencial (TRP) ioncsatornak meghatarozé szerepet téltenek be szamos
élettani/patoldgiai folyamatban. Sokat tudunk az aktivalhatésagukrél, de a sejtmembrannal valé
kapcsolatukrél keveset. A fajdalom- és h6érzékelésben fontos ioncsatorna, a TRP Melastatin 8
(TRPMS8) tébb mas TRP ioncsatorna mellett lipid raftokban helyezkedik el. Ezek koleszterinben,
szfingolipidekben gazdag membranelemek. Integritdsuk megbonthaté meltil-B-ciklodextrinnel
(MCD), amely depletalja a koleszterint, szfingomielinazzal (SMaz) amely hidrolizalja a
szingomielineket, illetve Myriocinnel (Myr), amely gatolja a szfingolipidek felépuilését.
Kutatécsoportunk korabban in vitro és in vivo is leirta, hogy a lipid raft diszrupcié TRP receptor
gatlé hatast eredményez.

Vizsgalatainkban célul tlztik ki az MCD/SMaz/Myr sejtéletképességre, membranfluiditasra
kifejtett hatasainak, valamint TRPM8 agonista icilinnel kivaltott fajdalomreakcidban
antinociceptiv hatasanak vizsgalatat. A viabilitasvizsgalathoz CHO sejteken CellTiter-Glo, illetve
membranfluiditas elemzéséhez Laurdan festéket hasznaltunk kezelt és kezeletlen CHO
sejteken, a fluiditast jellemz6 paramétereket az idébontott fluoreszcencia-emisszids
spektrumokbol szamitottuk. /n vivo icilint injektaltunk him NMRI egerek jobb hatsé talpaba -
amelyeknek egy csoportja MCD/SMaz/Myr el6kezelésben részeslilt - majd 20 percig mértik a
fajdalomreakcio idejét. A sejtéletképességet sem a SMaz, sem a Myr nem befolyasolta egyik
esszében sem, azonban az MCD mindkét médszerrel koncentracio-figgé modon elpusztitotta a
sejteket. A fluoreszcens spektroszképiai eredmények alapjan sem a SMaz, sem a Myr nem
befolyasolta a membranfluiditast, azonban az MCD megvaltoztatta azt. Allatkisérletiinkben a
SMaz és az MCD szignifikansan csokkentette az icilin kivaltotta fajdalomreakcioé idejét, mig a
Myr nem befolyasolta azt. Konkluziéként elmondhatd, hogy a lipid raftok koleszterin- és
szfingolipid-tartalmanak depletalasa egyarant igéretes farmakologiai tamadaspontot jelenthet a
TRP ioncsatornak befolyasolasaban.

Roviditések:

MCD: Metil-B-ciklodextrin, Myr: Myriocin, SMaz: Szfingomielinaz, TRP: Tranziens Receptor
Potencial, TRPMS8: Tranziens Receptor Potencial Melastatin 8,

Tamogatok:

NKFI-138936, KTIA_NAP_20017-1.2.1-NKP-2017-00002, GINOP-2.3.2-15-2016-00050, EFOP-
3.6.2-16-2017-00008, UNKP-21-3 Uj Nemzeti Kivalésadg Program, Emberi Eréforrasok
Minisztériuma, Richter Gedeon Talentum Alapitvany
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GLUING GAP TO KRAS G12D MUTANTS: A NEW APPROACH IN CANCER DRUG
DEVELOPMENT

Randelovi¢ lvan'2, Svajda Laura?, Léner Violetta', Hidvégi Anita2, Nyiri Kinga®#, Koppany
Gergely®#, Vértessy Beata®*, Rec Tamas®, Grolmusz Vince®®, Kigyos Attila’, Tovari Jozsef'2.

1 KINETO Lab Ltd., Budapest, Hungary

2 Department of Experimental Pharmacology, National Institute of Oncology, Budapest,
Hungary

3 Laboratory of Genome Metabolism and Repair, Institute of Enzymology, Research Centre for
Natural Sciences, Hungarian Academy of Sciences, Budapest, Hungary

4 Department of Applied Biotechnology and Food Sciences, Budapest University of Technology
and Economics, Budapest, Hungary

5 PIT Bioinformatics Group, Eétvds University, Budapest, Hungary

6 Uratim Ltd., Budapest, Hungary

RAS genes comprise the most frequently mutated oncogene family in human cancer with
incidence up to 30%, and these tumors are associated with the worst prognosis. Among them
KRAS isoform is the most mutated with 84%, where KRAS (G12D) is the most dominant mutant
subtype with incidence of 33%, which is present in approximately 70% of pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC). Therefore the development of anti-KRAS therapies is a major priority
for cancer research. However, efforts to inhibit the functioning of mutant G12D KRAS have not
translated into clinical benefits yet, where the biggest advantage is reached by recently
discovered noncovalent, potent, and selective KRAS G12D inhibitor, MRTX1133. Direct
targeting of the mutant G12D KRAS protein has proved unsuccessful due to specific three
dimensional conformations with no well-defined druggable sites, which also prevent the binding
of the GAP protein to its surface, triggering signaling cascade for uncontrolled cell growth. In
order to inhibit this signaling, we established a new method for finding small molecules, binding
to both the GAP and the mutated KRAS molecules. These small molecules glue together the
GAP and the mutated KRAS G12D molecules, thus serving as new cancer drugs. By this new
method we identified and selected two small molecule drugs which specifically and selectively
inhibit the growth of the pancreatic cancer cell line with KRAS G12D mutation compared to
KRAS wild type cancer and normal cell lines. Moreover, one compound showed selective tumor
inhibition of pancreatic tumor bearing mice with no toxicity for the experimental animals.
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A TT-232 SZOMATOSZTATIN ANALOG HEPTAPEPTID, MINT UJ PERSPEKTIVA A
FAJDALOMCSILLAPITASBAN

Kantas Boglarka1 Tovabbi szerzék: Borbély Eva1; Horvath Adam1; Pintér Erika1, 2, 3; Helyes
Zsuzsannal,2, 3

1. Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Farmakoldgiai és Farmakoterapiai
Intézet & Szentagothai Janos Kutatokdzpont és Idegtudomanyi Centrum, Pécs

2. PharmInVivo Kft., Pécs

3. Algonist Biotechnolgies GmbH, Bécs, Ausztria

Munkacsoportunk korabbi eredményei és irodalmi adatok bizonyitottédk a kapszaicin-érzékeny
szenzoros idegvégzédésekbdl felszabadulé szomatoszatin fajdalomcsillapité és
gyulladascsokkenté hatasait melyek a SST4 receptor kdzvetitésével valdésulnak meg az
endokrin rendszer befolyasolasa nélkill, azonban a nativ szomatosztatin rovid felezési ideje és
szerteagazo hatasai miatt terapiasan nem alkalmazhaté.

A TT-232 egy SST1/SST4 szelektiv agonista heptapeptid, melynek hatasait CFA altal kivaltott
artritisz és kdvetkezményes hiperalgézia, valamint az Gl6ideg részleges lekdtése okozta
neuropatias fajdalom (PSNL) egérmodelljeiben vizsgaltuk. A kisérletekhez him C57BI/6 alapu
vad tipusu (SST4WT) és SST4KO egereket hasznaltunk. A TT-232 kezelést a CFA modellben
naponta ismételtuk (100 pg/kg, i.p.), a PSNL modellben egyszeri kezelés tortént (100, 200
Mag/kg, i.p.). Az allatok mechanikai fajdalomkiiszobét a kisérletek soran dinamikus plantaris
eszteziométerrel hataroztuk meg, a CFA modellben a labduzzadas mértékét is mértik
pletizmométerrel.

A CFA modellben 25-30%-kal, a PSNL modellben 35-45%-kal csdkkent az allatok mechanikai
fajdalomklszobe a beavatkozast kdvetéen. A TT-232 a SST4WT egereknél 20-25%-o0s anti-
hiperalgetikus hatast mutatott a CFA modellben ismételten adagolva, a PSNL modellben 15 és
20%-os anti-hiperalgetikus hatassal birt 100, valamint 200 pyg/kg dozisban egyszeri adast
kovetden, ezzel szemben a SST4KO egerek fajdalomkiszdbére nem volt hatassal. A CFA
modellben a TT-232 a SST4WT egerek esetén sem befolyasolta labduzzadas mértékét.
Bizonyitottuk a TT-232 anti-hiperalgetikus hatasat egér fadalommodellekben, amelyet az sst4
aktivacioja kdzvetit. Eredményeink alapjan a TT-232 igéretes analgetikumfejlesztési
perspektivakat nyithat a kronikus gyulladasos és neuropatias fajdalom kezelésére.

Roviditések:

SST4 receptor: szomatosztatin 4 receptor

CFA: komplett Freund-adjuvans

PSNL: partial sciatic nerve ligation

Tamogatok: Nemzeti Agykutatasi Program (2017-1.2.1-NKP-2017-00002), OTKA K 134214,

OTKA K138046, Bolyai Janos Kutatéi Osztondij, UNKP-21-3
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~ LINE1 RETROTRANSZPOZICIO, o
EGY JELENTOS SZEREPLO A HUMAN TUMOROK KIALAKULASABAN?

Khaldoon Sadiq Ahmed Abdullah™?
Karkas Réka'?, Pankotai-Bodo Gabriella®, Stikdsd Farkas®, Matés Lajos?

1 Szegedi Tudomanyegyetem, Multidiszciplinaris Orvostudomanyok Doktori Iskola, 2 Szegedi
Bioldgiai Kutatokdézpont, Genetika Intézet, Tumor Genom Kutatdcsoport, 3 Szegedi
Tudomanyegyetem, Szent-Gydrgyi Albert Klinikai Kézpont,

Pathologiai Intézet

A LINE1 (Long interspersed nuclear element 1) retrotranszpozon szekvenciak a human mobilis
genetikai elemek egyik legjelentésebb és legabundansabb csoportja, a genom 17%-at alkotjak.
A 450.000 képia tulnyomo tébbsége inaktiv, nem mobilizalhatd, de kortlbelll 100 intakt LINE1
elem jelenleg is képes retrotranszpoziciora. A LINE1 elemek alacsony fiziologias aktivitasa a
csiravonal sejtekben evolucids hajtderét biztosit, fenntartja a genetikai variabilitast. Testi
sejtekben azonban szamos cellularis mechanizmus tartja teljes kontroll alatt a de novo LINE1
inszerciok létrejottét. Szamtalan szervezetet érd kilsd, kornyezeti hatas vagy patoldgias allapot
képes e defenziv mechanizmusok megbontasara, az igy megemelkedd LINE1 aktivitas pedig
szomatikus ,mutatorként” tumorok kialakulasahoz jarulhat hozza. Szamos ,driver’” mutacié
kerilt leirasra az utébbi évek soran, amelyet Uj LINE1 integracidés események hoztak létre. A
LINE1 elemek aktivacidjanak és szomatikus kontrollmechanizmusaik megértése tumorbioldgiai
szempontbdl jelentds feladat.

Kutatécsoportunk egy, a LINE1 retrotranszpozon altal kifejezett fehérje jelenlétét vizsgalja
malignus szdveti elvaltozasokban. A LINE1 ORF1p egy 40 KDa nagysagu RNS kotd fehérje,
melynek jelenléte a LINE1 retrotranszpozicio el6feltétele. Az ORF1p expresszios mintazatanak
meghatarozasaval a LINE1 aktivitas karcinogenezisben betéltétt szerepét tudjuk vizsgalni. A
MolMedEx human tumorbank 355 mintajabdl készitett széveti multiblokkok (TMA)
immunhisztokémiai vizsgalata soran hataroztuk meg az ORF1p expressziés szintjeit. Az
elemzett mintak (primer és metasztatikus tumorok) 64%-aban detektalhato volt az ORF1
fehérje. Ez a magas eléfordulasi arany erdsiti az ORF1p tumor markerként valo
felhasznalasanak lehetéségét is. Tovabbi kisérleteink soran vizsgaljuk az ORF1p
immunopozitivitas, és egyes rak ,driver’ gének mutacidinak egyuttes jelenlététét, valamint
esetleges kapcsolatukat az alkalmazott tumorterapias modszerekkel. Eredményeink alapjan a
LINE1 elemek remobilizacidjanak jelentds szerepe lehet a karcinogenezis és a tumor
progresszio folyamataban.

Roviditések:

LINE1: Long interspersed nuclear element 1

ORF1p: Open reading frame 1 protein

TMA: Tissue microarray, szdveti multiblokk
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AZ o-KETOGLUTARAT-DEHIDROGENAZ KOMPLEX DLST"" ES DLD*" ALEGYSEGEK
KIUTESENEK HATASA AZ OXIGENFOGYASZTASRA ES REAKTIV OXIGENGYOK-
KEPZODESRE EGER AGY! MITOKONDRIUMOKON

Kokas Marton
Horvath Gerg6, Tretter Laszlo

Neurobiokémiai Munkacsoport, Biokémiai Tanszék, Semmelweis Egyetem, Budapest

A mitokondridlis Krebs ciklus az energiaatalakitasban fontos szerepet jatszik, amelynek
sebességmeghatarozé lépését az aKGDHc katalizalja. A reakcié soran aKG-bdl szukcinil-
koenzim A és CO, képzédik, mikozben a NAD* NADH-va redukalédik. Az enzim harom
alegységbdl all: 2-oxoglutarat-dehidrogenaz; dihidrolipoil-transzszukcinilaz;  dihidrolipoil-
dehidrogenaz. Az aKGDHc alulmikoédését szamos neurodegenerativ korképben azonositottak,
igy az alegységek hianya miatt kialakuld bioenergetikai valtozasok tanulmanyozasa nagy
jelentdséggel bir a betegségek patomechanizmusanak megismerésében. Szamos
kutatocsoport megfigyelte, hogy a mitokondrialis matrix dehidrogenazok, igy az aKGDHc is,
képesek ROS képzésre emelkedett NADH/NAD* arany mellett. Jelen kutatasunkban az
oKGDHc DLST és DLD alegység heterozigéta formaban tortént kiltésének hatasat vizsgaltuk a
mitokondrialis oxigénfogyasztasra és a ROS termelésre kulonféle légzési szubsztratok
jelenlétében.

Kisérleteinkhez agyi mitokondriumokat izolaltunk a kdvetkezé egérmodellekbél: vad
tipusu, DLST*" heterozigota génkilitott, DLD*" heterozigota génkilitott, és DLST*-, DLD*" kettés
heterozigéta génkiutdétt. A mitokondrialis oxigénfogyasztast Clark-tipusi polarografias
oxigénelektréddal, mig a H.O- termelést Amplex UltraRed segitségével fluoreszcensen mértik.

Az a-KG-tal energizalt mitokondriumok O fogyasztasa ADP jelenlétében mindharom KO
tipusban szignifikansan csokkent a vad tipushoz viszonyitva, mig szukcinattal lélegeztetett
mitokondriumok légzését az aKGDHc alegységeinek hianya nem befolyasolta. A H,O, termelés
a-KG-tal energizalt mitokondriumban ADP jelenlétében és Komplex | gatlészer hozzaadasa
utan alacsonyabb volt a transzgén csoportokban a kontrolhoz képest. Szukcinattal valo
energizalas esetén ADP nélkil magas H:O. termelést lehetett mérni a reverz elektron
transzportnak kdszonhetéen. A DLD*- és DLST*", DLD"" kettés génkilitott mitokondriumokban
jelentésen alacsonyabb volt a RET altal generalt ROS-képz8&dés a kontrolhoz viszonyitva.

Eredményeink bizonyitjak az aKGDHc alegységeinek ROS-képzésben betdltott fontos
szerepét a forward és reverz elektrontranszport soran patoldgias korilmények kozott.
oKG: o-ketoglutarat, aKGDHc: a-ketoglutarat-dehidrogenaz komplex; DLD: dihidrolipoil-
dehidrogenaz; DLST: dihidrolipoil-transzszukcinildz; H.O.: hidrogén peroxid; OGDH: 2-
oxoglutarat-dehidrogenaz; RET: reverz elektrontranszport; ROS: reaktiv oxigéngydkdk
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A MITOKONDRIALIS KOENZIM Q REDOX ALLAPOT ES A MITOKONDRIALIS
OXIGENFOGYASZTAS PARHUZAMOS MERESE 1IZOLALT MITOKONDRIUMOKBAN

Komlédi Timea'?
Luiza Cardoso', Tretter Laszlé?, Erich Gnaiger’

1 Oroboros Instruments, Innsbruck, Ausztria
2 Neurobiokémiai Munkacsoport, Biokémiai Tanszék, Semmelweis Egyetem, Budapest

A tapanyagok lebontadsabdl szarmazé redukald ekvivalensek (NADH, FADH2) a mitokondridlis
elektrontranszport rendszerben oxidalédnak az oxigén redukciojaval és ATP szintézisével
kapcsoltan. A CoQ a mitokondridlis elektron transzport rendszer (METR) kdzponti eleme, amely
biztositja az elektronok szallitdsat a Cl és CII-rél, valamint egyéb dehidrogenazokrol (pl. (-
glicerofoszfat dehidrogenaz) a CllI felé. A CoQ redox allapota jol tikrozi a mETR redukaltsagat
és oxidaltsagat fiziolégias és patologias korulmények kdzott. Munkank soran olyan miszert
fejlesztettlink ki, amely képes a mitokondrialis oxigénfogyasztas és a CoQ redox allapotanak
parhuzamos mérésére izolalt mitokondriumokban és permeabilizalt sejteken.

A CoQ redox allapotdnak mérése haromelektrodos rendszerrel torténik (Uveges szénelektrod,
referenciaelektrdd, platina segédelektréd), amelyhez sziikség van kivilrdl adott révid oldallancu
oxidalt CoQ2 molekulara. A CoQ2 egyensulyban van a mitokondrialis CoQ-val, igy redukalédik
a Cl-n, ClI-n valamint oxidalodik a CllI-n. Egyensulyi allapotban a CoQ2 redox allapota tikrozi a
mitokondrialis CoQ redox allapotat. A mitokondriumban redukalt CoQ2 a szénelektrodon
oxidalédik, mikézben a segédelektrod és a szénelektrod kozott mérjik az aramerésséget. A
CoQ2 (és a CoQ) redukcidja az aramerésség novekedésével, oxidacidja az aramerbsség
csOkkenésével jar egytt.

Kisérleteinket egér agybdl és szivbél izolalt tobbféle légzési szubszirattal energetizalt
mitokondriumokon végeztik. ADP nélkil a CoQ2 redukalt, az O, fogyasztas alacsony, majd
ADP hatasara a CoQ2 oxidalodik, a légzés fokozddik. Szétkapcsolészer hatasara a légzés
tovabb né és a CoQ2 tovabb oxidaldédik. A CoQ2 redukaltsaganak mértéke nemcsak a
mitokondrium kapcsoltsagi allapotatél, hanem az alkalmazott [égzési szubsztratoktdl is fiigg.

Eredményeink meggy6zéen mutatjak, hogy a CoQ2 redox allapota jol tlikrdzi a mitokondrialis
CoQ redukaltsagi allapotat.

Cl: komplex I; Cll: komplex II; Clll: komplex Ill; CoQ: koenzim Q; CoQ2: két izoprenoid egységet
tartalmazo koenzim Q; mETR: mitokondrialis elektrontranszport rendszer
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A/CR2 (CD21) KOMPLEMENTRECEPTOR GATOLJA AZ EMBERI B-SEJTEK BCR-INDUKALT
AKTIVACIOJAT, BLASZTOGENEZISET, PROLIFERACIOJAT ES ELLENANYAG-
TERMELESET

Kovacs Kristof Gyorgy'2
Macsik-Valent Bernadett?, Lukacsi Szilvia2, Matk6 Janos', Bajtay Zsuzsa'?, Erdei Anna'?

'E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Immunologiai Tanszék, Budapest
2E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, MTA-ELTE Immunoldgiai Kutatécsoport, Budapest

Bevezetés
A CR2-t (2-es tipusu komplementreceptor, CD21) A&ltalanosan a B-sejt-receptor (BCR) aktivalo

koreceptoranak tekintik emberben, dontéen az egér-B-sejtek vizsgalatanak eredményeire alapozva és
figyelmen kivil hagyva a szakirodalom ellentmondasossagat, valamint a két faj kozotti alapvetd
eltéréseket. Kutatasunk e lényeges, ugyanakkor erésen vitatott kérdés tisztazasara és az emberi CR2
funkciéjanak tanulmanyozasara iranyult.

Modszerek
Emberi vérb8l és mandulabdl izolalt B-sejtekhez a CR2 természetes ligandumaként hasznalt C3d és a

BCR-stimulusként alkalmazott anti-lgG/A/M streptavidinnel képzett komplexét adtuk. Az igy megvalésuld
BCR és CR2 keresztkétésének hatasat a kdvetkezd B-sejt funkciok esetében vizsgaltuk: azonnali Ca?*-
valasz, a CD69 (korai aktivacidés marker) kifejez6dése, az IL-6 (proinflammatorikus citokin) szekrécioja, a
blasztogenezis, a proliferacid, valamint az ellenanyag-termelés (IgM és I1gG).

Eredmények

Az intracellularis Ca?*-koncentracio névelésére dnmagaban képtelen, szuboptimalis BCR-stimulus C3d-
vel egyutt alkalmazva fokozott Ca?*-valaszt eredményezett. A CD69 kifejez6dését, az IL-6 szekréciojat, a
blasztogenezist, a proliferaciot, tovabba az IgM- és IgG-termelést szignifikansan és doézisfliggéen gatolta
a C3d, kuléndsen az alacsony BCR-stimulusok esetében. Mindez azt mutatja, hogy a C3d az emberi B-
sejtek sejtciklusat feltartéztatja — szemben az egér-B-sejtek esetében leirtakkal, miszerint az ndévekedési
faktorként funkcional.

Kovetkeztetés

Eredményeink bizonyitjak, hogy a CR2 gatlé koreceptorként szolgal a BCR szamara az emberi B-
sejteken. Korabbi vizsgalataink és irodalmi adatok alapjan feltételezhet, hogy ennek hatterében az all,
hogy az emberi B-sejteken a CR2 molekula a szignifikansan gatlé hatasu CR1 (CD35) receptorral szoros
komplexben fordul eld, és ez utdbbi hatasa érvényesil. Kovetkezésképpen — ellentétben a tankonyvi
dogmaval — a C3d nem nevezhet6 az immunvalaszt serkentd altalanos molekularis adjuvansnak, azt
csak az egeér esetében bizonyitottak.

K&szonetnyilvanitas
ELTE (TKP2020-IKA-05), OTKA (K112011), MTA, Széchenyi (VEKOP-2.3.3-15-2017-00021).

Roviditésjegyzek
BCR: B-sejt-receptor, CD: differencialédasi klaszter, CR: komplementreceptor, lg: immunglobulin, IL:
interleukin.
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AZ IMMUNELLENORZOPONT-GATLOSZEREK TERAPIAS HATASANAK ELOSEGITESE
TIROZIN-KINAZGALTOK SEGITSEGEVEL

Kovacs Szonja Anna'?
Dr. Gy6rffy Balazs'2

1 Semmelweis Egyetem, Bioinformatika Tanszék, Budapest
2 ELKH Természettudomanyi Kutatokézpont Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A melanoma kezelésében nagy fellendilést jelentettek az immunellenérzépont-gatloszerek
(anti-CTLA-4, anti-PD-1, anti-PD-L1), annak ellenére, hogy hatasaik elmaradtak a varttél.
Reménykelté azonban, hogy a kezelések kombinalhatoak mas terapiakkal is (pl. kinazgatlokkal)
a klinikai valasz ndvelésének érdekében. Ceélul tlztlk ki, hogy olyan potencialisan célozhaté
gyégyszercélpontokat (kindzokat) azonositsunk be, amelyek az immunterapiara adott terapias
valaszt potencirozhatjak. Vizsgalatainkhoz immunellenérzépont-gatlészerekkel kezelt betegek
publikusan elérheté génexpresszios és klinikai adatait gy(jtottik 6ssze kilénb6zd tumorokbdl.
Az eltér6 génexpresszié vizsgalatanak statisztikai kiértékeléséhez Mann-Whitney-tesztet,- a
tuléléselemzéshez Cox regressziot hasznaltunk. Ezeknek segitségével kapott listat tovabbi
szlrési feltételeknek vetettiink ala: génexpresszios valtozas mértéke (FC>1.5) és a nem
reagalo betegek szama (n>100). Az adatbazis 1,290 metasztatikus melanoma mintat (720
darab vérminta és 570 szdvetminta) dolgoz fel. A betegek a-PD-1 (n=501) vagy a-CTLA-4
(n=842) kezelésben részesiiltek, amelybdl 53-an egyittesen kaptak a kétféle kezelést. A
legjobb ROC AUC értéket eléré kinazok tovabbi szlirése utan 21 kinazt talaltunk, amelyeket
manualis vizsgalatnak vetettiink ala. A kinazok kézil a PI4K2A-t (p=8.9E-09; FC=1.84; n=268)
és az SRC-t (p=4.69E-08; FC=1.60; n=268) talaltuk a legigéretesebbeknek. Tulélési elemzés
eredményeként a PI4K2A és SRC negativ prognosztikus szerepét igazoltuk vilagossejtes
veserakban (p=0.0047; p=6.8e-9) és hepatocellularis karcinémaban (p=0.0045; p=4.9¢e-5). A
PI4K2A és SRC tirozin-kinazok magasabb expresszidjat mutattuk ki az immunellenérzépont-
gatlészerekre nem reagald betegekben. Eredményeinket tervezziik validalni C57BL/6JRj egér
modellen. Osszefoglalva, elézetes eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a PI4K2A
és SRC kiemelt jelentéséggel birhat a melandma progressziéjat tekintve és hozzajarulhat az
immunterapias kezelésekkel szembeni rezisztencia kialakulasahoz.

CTLA-4: Cytotoxic T Lymphocyte—Associated Antigen 4

PD-1: Programmed Cell Death Protein 1

PD-L1: Programmed Death-Ligand 1

FC: Fold Change

P14K2A: Phosphatidylinositol 4-Kinase Type 2 Alpha

SRC: Proto-Oncogene Tyrosine-Protein Kinase Src

ROC AUC: Receiver Operating Characteristic Area Under the Curve
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CELLULARIS MEMBRANOK BIOFIZIKAI PARAMETEREINEK VIZSGALATA GAUCHER-
FENOTIPUSU NEURONALIS SEJTMODELLBEN

Kovacs Tamas'
Vigh Barbara', Szabo Maté', Cs. Szabd Bence', Székelyhidi Virag', Kurtan Kitti', Panyi
Gyorgy', Nagy Péter', Zakany Florina’

'Debreceni Egyetem, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet, Debrecen

A lizoszomalis béta-glikocerebrozidaz (GBA) drokletes deficienciaja altal okozott Gaucher-koér
patognomikus eltérése a glikozilceramid (GlcCer) felhalmozédasa az intracellularis
organellumok membranjaban és a plazmamembranban, amely révén azok biofizikai jellemzdi
jelentdsen megvaltozhatnak, hozzajarulva a betegség patomechanizmusahoz. A Gaucher-
kérban leginkabb érintett sejtek a makrofagok mellett a neuronok, amelyek eltérései megfelelé
modellrendszer hianyaban meég jérészt ismeretlenek.

Célul tlztlk ki egy uj neuronalis Gaucher-modellrendszer membranbiofizikai karakterizalasat.
Ehhez a GBA™ egerekbdl szarmazo immortalizalt kortikalis neuronokbdl allé modellben
koérnyezeti paraméterekre szenzitiv fluoroférok (TMA-DPH, Laurdan, PY3174, di-8-ANEPPS és
F66) spektrofluorimetrias, konfokalis mikroszképos és aramlasi citométeres vizsgalataval
jellemeztiik a membranbiofizikai eltéréseket kontroll GBA** sejtekhez viszonyitva. Emellett
konfokalis mikroszképia, F66 és intracellularis organellumokra specifikus markerek
hasznalataval karakterizaltuk kildnb6zé kompartmentumok membranjait.

Eredményeink alapjan a GBA™- neuronokban a GlcCer akkumulaciéja a membranbiofizikai
paraméterek eltéréseivel tarsul. A GBA’ neuronokban a GBA** neuoronokhoz képest ugyanis
szignifikansan lecsdkken a membranok fluiditasa, illetve hidraciéja (a TMA-DPH fluoreszcencia
anizotrdpiaja, illetve a Laurdan generalizalt polarizacidja (GP) magasabb), valamint
megnovekszik a lipid rendezettség mérteke (a PY3174 GP értéke emelkedett). Emellett megnétt
a membranhoz asszocialt molekularis dipolok rendez8désébdl szarmazd és a membran
belsejében jelentds pozitiv potencialként megjelendé dipdlpotencial nagysaga (az intramembran
elektromos er6tér nagysagaval aranyos di-8-ANEPPS excitaciés arany megnétt, mig az azzal
negativan korrelalé F66 emisszios arany lecsokkent). Kilénbdzé intracellularis organellumokat
vizsgalva azt talaltuk, hogy a dipdlpotencial killondsen a lizoszomakban emelkedett, amely
eltérés nagyobbnak bizonyult, mint a plazmamembranban.

Kisérleteink soran karakterizaltuk az Gjonnan leirt GBA™ neuronalis Gaucher-fenotipusu
modellrendszer membranbiofizikai eltéréseit, valamint validaltunk egy olyan mérési médszert,
amely alkalmas lehet él6 sejtek cellularis membranjainak biofizikai karakterizalasara in situ.

UNKP-21-4-11-DE-137, UNKP-21-4-11-DE-138, UNKP-21-3-1-DE-233, UNKP-21-3--DE-316

Roviditések: di-8-ANEPPS: 4-(2-[6-(dioktilamino)-2-naftalenil]etenil)-1-(3-szulfopropil)piridinium belsé so,
F66: N-[3-(40-dihexilamino-3-hidroxi-flavonil-6-oxi)-propil]-N,N-dimetil-N-(3-szulfopropil)-ammadnium,
belsé s6, GBA: lizoszomalis béta-gliikkocerebrozidaz, GlcCer: glikozilceramid, Laurdan: 6-dodekanoil-
N,N-dimetil-2-naftilamin, PY3174: 4-[2-(6-Dibutilamino-5-fluoro-naftalen-2-il)-vinil]-1-(3-trietilammonio-
propil)-piridinium dibromid, TMA-DPH: 4’-(trimetilammonio)-difenilhexatrién
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A TILORON METABOLIKUS HATASAI MAGAS ZSIRTARTALMU DIETA ESETEN /N VIVO
EGERMODELLBEN

Kohler Zoltan Marton'
Trencsényi Gyorgy?, Horvath Barnabas', Halasz Judit®, Szenci-Kaszas Balazs', Szabo Kitti',
Kovacs Mercédesz', Dux Laszld', Schaff Zsuzsa®, Rovo Laszlo?*, Keller-Pintér Aniké!

' Szegedi Tudomanyegyetem, Biokémiai Intézet; Szeged

2 Debreceni Egyetem, Nuklearis Medicina Intézet; Debrecen

3 Semmelweis Egyetem, Patoldgiai, Igazsagugyi és Biztositasi Orvostani Intézet; Budapest
4 Szegedi Tudomanyegyetem, Ful- Orr- Gégészeti és Fej- Nyaksebészeti Klinika; Szeged

A tiloron széles spektrumu antiviralis (influenza, Ebola, SARS-CoV-2) hatasa mellett
képes fokozni az epitélsejtekben a TGF-3 szupercsaladba tartoz6 BMP-k expresszidjat. A BMP-
medialt SMAD1/5/8-SMADA4 jelatvitel tobbek kozott a GLUT4 transzkripcidjat befolyasolja,
valamint a GLUT4 a sejtmembranba térténd athelyez6dését is szabalyozhatja inzulin jelenléte
nélkul a PI3K/Akt2/AS160 jelpalya altal. Munkank célja a tiloron metabolikus hatasanak
vizsgalata magas zsirtartalmu étrend (HFD) esetén in vivo egérmodellben.

A 6 hetes kisérlethez 12-14 hetes, him C57BL/6 egereket alkalmaztunk [kontroll, HFD,
valamint HFD + tiloron (3. héttél 3 naponta 25 mg/ttkg) csoportok]. Hetente mértiik a
testtdmeget és vércukorszintet, valamint az utolsé héten a glikéz toleranciat. PET/CT-vel a
radioaktiv glikoz analdg ('8FDG) felvételt és szOveti eloszlast vizsgaltuk. A kisérleti id6
expresszidjat és foszforilacidjat Western blot technikaval.

Jelentds sulygyarapodast, emelkedett vércukorszintet és csdkkent glikéz toleranciat
tapasztaltunk a HFD hatasara, melyet a tiloron csékkentett. A HFD fokozta a hasi zsir
mennyiségét, tovabba csdokkentette a vizsgalt vazizmok, sziv és maj tibiahosszra normalizalt
tomegét. A PET/CT eredmények alapjan a tiloron javitja a vazizom, zsirszévet, szivizom és maj
BEDG felvételét. Az AS160 foszforilacidja és a GLUT4 expresszié fokozodasa a tiloron kezelés
hatasara szignifikansan megemelkedett. A maj hisztolégiai vizsgalata alapjan a HFD hatasara
diffiz, dominansan mikrovezikularis steatosis (S3/3) alakult ki a mintakban, a tiloron hatasara
ezen vezikulak szama és mérete csokkent.

Eredményeink alapjan a magas zsirtartalmu diétaval szembeni szamos pozitiv hatasa
felveti a tiloron alkalmazasanak, illetve az altala indukalt jelpalya befolyasolasanak lehetéségét

Tamogatasok: NKFI FK 134684, NKFI K 132446, TKP2021-EGA-28, Bolyai Janos Kutatasi
Osztondij (BO/00734/19/5), UNKP-21-5-SZTE-571.

TGF-B: transzformalé ndvekedési faktor béta; BMP: csont morfogenetikus fehérje; GLUT4:
glukéztranszporter 4; PI3K: foszfatidil-inozitol-3-kinaz; AS160: Akt-szubsztrat 160 kDa; HFD:
magas zsirtartalmu diéta; PET/CT: pozitron emisszids tomogréafia/ computer tomografia; '®FDG:
2-[18F]fluoro-2-deoxi-B-D-glikoz
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A TILORON JAVITJA A GLUKOZFELVETELT IN VIVO ES IN VITRO VAZIZOMSEJTEKBEN A
BMP JELATVITEL ES GLUKOZ TRANSZPORTER SZINTEK NOVELESEVEL

Kohler Zoltan Marton' ,
Trencsényi Gyorgy 2, Juhasz Laszl6®, Zvara Agnes®, Szabo Judit?, Dux Laszld', Puskas Laszlé®,
Rové LaszIo®, Keller-Pintér Aniko'

' Szegedi Tudomanyegyetem, Biokémiai Intézet; Szeged

2 Debreceni Egyetem, Nuklearis Medicina Intézet; Debrecen

3 Szegedi Tudomanyegyetem, Sebészeti Mtéttani Intézet; Szeged

4 E6tvos Lorand Kutatasi Haldzat, Szegedi Biologiai Kutatokézpontja, Funkcionalis Genomika
Laboratérium; Szeged

5 Szegedi Tudomanyegyetem, Fil- Orr- Gégészeti és Fej- Nyaksebészeti Klinika; Szeged

A vazizomzat méretébdl adoddan jelentés szerepld a szervezet glikoz anyagcseréjében. Inzulin
rezisztenciakor azonban a karosodott sejten bellli jelatvitel hatasara elmarad a vazizomzat
vércukorszint szabalyozo funkcidja. Egy antiviralis szer, a tiloron képes a BMP-k transzkripciéjat
és jelatvitelét fokozni. A BMP-k a PPARy-n keresztll segithetik a GLUT4 szintézist, valamint a

s s

In vitro kisérleteinkhez C2C12 egér mioblasztokat (20 és 35 nM tiloron kezelés, 40 6ra) és
C2C12 sejtekbdl differencialtatott miotubulusokat (2 és 5 éras akut kezelés, 20 nM tiloron)
hasznaltunk. A transzkripcids valtozasok vizsgalatara gqPCR-t és mMRNS szekvenalast, a fehérje
mennyiségi és aktivacios vizsgalatokhoz western blot-technikat, mig a GLUT1 és GLUT4
intracellularis kimutatasara immuncitokémiat végeztiink. Tovabba Packard Cobra Il gamma
counterrel a sejtek '®FDG felvételét, Oroboros O2k respirométerrel a mitokondrialis respiraciot
tanulmanyoztuk. A gliikdzfelvételre gyakorolt hatas in vivo vizsgalatahoz C57BL/6 egereket
intraperitonealisan oltottunk tiloronnal (2x25 mg/kg), majd nanoScan PET/MRI-vel kdvettik
nyomon "®FDG szovet szint(i eloszlasat.

Tiloron hatasara mioblasztokban nétt a BMP-k és Smad4 transzkripcioja, valamint a BMP-k
szabalyozta Smad1/5/8 foszforilaltsaga. N6tt a PPARYy, vele a GLUT4, valamint a
foszforilaltsaga a differencialt sejtekben is fokozodott. A kezelés hatasara a radioaktiv jelolt
glikoz felvétele emelkedett a mioblasztokban. Bar a mitokondriumok mennyiségében és
biogenezisét szabalyozé PGC-1a-ban nem tapasztaltunk kiilénbséget, az alap és ATP kapcsolt
mitokondrialis légzésben csokkenést detektaltunk. In vivo nétt a BFDG felvétel a vazizomban,
majban és zsirszovetben.

Eredményeink uj perspektivat nyitnak a 2-es tipusu cukorbetegség kezelésében a BMP utvonal
szabalyozasa léveén.

Tamogatasok: NKFI FK 134684, NKFI K 132446, TKP2021-EGA-28, Bolyai Janos Kutatasi
Oszténdij (BO/00734/19/5), UNKP-21-5-SZTE-571

BMP: csont morfogenetikus fehérje; PPARYy: peroxiszéma proliferator aktivalt receptor-y;
GLUT4: glikoztranszporter 4; PDK1: foszfoinozitid fiuggé protein kinaz1; PI3K: foszfatidil-
inozitol-3-kinaz; '®FDG: 2-[18F]fluoro-2-deoxi-B-D-gliikdz; AS160: Akt-szubsztrat 160 kDa; PGC-
1a: peroxiszoma proliferator aktivalt receptor-y koaktivator 1
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AZ AP39 HIDROGEN-SZULFID DONOR MOLEKULA HATASA OREGEDESSEL
OSSZEFUGGO GENEK EXPRESSZIOJARA POLGAP?7A EGERBEN

Készegi Balazs'
Kalman Nikoletta', Barandi Gergd', Hampuch Adam'?2, Veres Balazs'

1 Pécsi Tudomanyegyetem AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
2 Pécsi Tudomanyegyetem TTK, Bioldgia Intézet, Allatszervezettani és Fejlédésbioldgiai
Tanszék, Pécs

A hidrogén-szulfid (H2S) mint gaztranszmitter az utébbi évtizedekben a kutatasok célpontjava
valt. A H,S-termeld reakcidk zavara tdbbek kdzoétt kapcsolatba hozhaté az éregedéssel,
gyulladasos folyamatokkal, kardiovaszkularis betegségekkel. Emellett bizonyitottak a H»S
citoprotektiv, reaktiv oxigén gyok eliminalé hatasat és az intracellularis szignaltranszdukciéban
betdltott szerepét.

Kisérleteink soran a H,S hatasat egy deficiens DNS-polimeraz gammat (POLG) expresszalé
(PolgAP?57A) egértorzson vizsgaltuk. A hibas mitokondrialis DNS-polimerazt expresszald allatok
mitokondriumaiban az akkumulalédé mutaciok felgyorsult dregedéshez és révidebb
élettartamhoz vezetnek. Feltételezziik, hogy a mitokondriumba iranyitott AP39 molekulabdl
felszabadulé H2,S mérsékelheti ezen elvaltozasokat és befolyasolhatja az dregedéssel
Osszefliggb gének expresszidjat.

Kisérleteink soran PolgAP%7A és vad tipusu egereket kezeltiink AP39-el, illetve hatéanyag és
vivéanyag kontrollal 7 hénapon keresztiil, majd maj-, vese-, izom-, sziv- és |épszdvetbdl 17, az
Oregedés folyamataval 6sszefiiggésbe hozott gén génexpresszids vizsgalatat végeztik el
gPCR-al. Emellett monitoroztuk az allatok testsulyanak valtozasat is.

Eredményeink alapjan az AP39 molekulaval kezelt egerek és a kontroll csoportok k6zott a
testsulyban nem mutatkozott kildnbség. A vizsgalt génexpresszids valtozasok szoveti eltérést
mutattak, az AP39 hatasa leginkabb a maj és sziv mintakban mutatkozott, a hatéanyaggal

kezelt allatok esetén tobb génnél is jelentbs valtozast tapasztaltunk.
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PACAP ES TGFB JELATVITELI UTAK mRNS EXPRESSZIOJANAK VIZSGALATA HUMAN
ENDOMETRIOSIS MINTAKBAN

Kulcsar Maté’
Szegeczki Vince', Fazekas LaszIé', Orlik Brigitta?, Térok Péter®, Jakab Attila®, Reglédi Dora?,
Juhasz Tamas'

'DE Anatémiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet, Debrecen, 2DE KK Patoldgia Intézet, Debrecen,
3DE KK Sziilészeti és Né6gyogyaszati Klinika, Debrecen, PTE Anatémiai Intézet, Pécs

A méhuregen kivul elhelyezkedd, és a ndi nemi ciklus hormonalis valtozasaira reagald
méhnyalka esetén beszéliink endometriosisrél. Legujabb kutatasok feltételezik, hogy az
endometrialis 6ssejtek migracids és invazios képessége megnodvekszik bizonyos transzkripcios
faktorok fokozott expresszidja miatt. Az ectopias szdvet ilyen tipusti megtelepedését a TGFf3
jelatviteli ut befolyasolhatja. A PACAP, amelynek szerepét leirtak kilonbdzd exkrécios
mirigyiekben, crosstalk mechanizmus segitségével kontrollalhatja a TGFf szignalizaciét.

Jelen kutatas célja, PACAP-kezelt endometrioid szévetek TGFp jelatvitelének vizsgalata.

A Szilészeti és N6gydgyaszati Klinikan eltavolitott miitéti endometrioid mintakat (n=6) 6t
kezelési csoportba osztottuk: kontroll, etanolos kontroll, hormon (6sztradiol és progeszteron),
PACAP és hormon-PACAP kezelt csoportokba. A hormonkezeléssel a néi nemi ciklus
valtozasait igyekeztliink imitalni. A kezelést kdvetéen, 15 molekula mRNS expresszidjat
vizsgaltuk konvencionalis RT-PCR segitségével.

A VPAC1 receptor minden mintaban expresszalddott, mig a PAC1R és VPAC2R jelenléte
variabilis volt. A hormon-PACAP kezelt csoportnal szignifikans cstkkenést detektaltunk a
TGFBR-II, Smad3, Nanog, Aromatase és p21 esetében. Ugyanezen csoport esetén,
tendencidzus csdkkenést figyeltink meg a TGFB-1, TGFBR-I, Smad2, Sox2 és VEGF mRNS
expresszidjanal. Az Oct4 transzkripcios faktort a mintak csupan felénél mutattuk ki.

Osszefoglalva, az endometrioid szdvetben expresszalédnak PACAP-kotd receptorok. Tovabba,
a PACAP hormonok jelenlétében befolyasolja a TGF jelatvitelt, illetve azon molekulak mRNS
expresszidjat, amelyek szerepet jatszanak az endometriosis kialakulasanal. A jov6ben
szUkséges ugyanezen molekulak vizsgalata ép, eutopias endometriumban, amely
alatamaszthatja a jelen kutatas eredményeit.

Az Innovéciés és Technolbgiai Minisztérium UNKP-21-3-Il kédszamu Uj Nemzeti Kivaléség
Programjanak a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovaciés Alapbdl finanszirozott szakmai
tamogatasaval készlilt. Tovabbi tamogaté: NKFIHK139396

PACAP: pituitary adenylate cyclase activting polypeptide (hipofizis adenilat-ciklaz aktivald

polipeptid)
VEGF: vascular endothelial growth factor (vaszkularis endothelialis névekedési faktor)
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A NIKOTINSAV-SZARMAZEK BGP-15 NYUL MODELLEN JAVITJA A DIASZTOLES
FUNKCIOT
CGMP-PKG UTVONALON KERESZTUL

Lampé Nora', Priksz Daniel’, Szekeres Réka Maria', Garami Gréta', Kovacs Arpad?, Bombicz
Mariann', Raduly Arnold Péter®, Gesztelyi Rudolf!, Téth Attila®, Papp Zoltan®, Hamdani Nazha*,
Szilvassy Zoltan', Juhasz Béla’
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2Debreceni Egyetem, Klinikai K6zpont Kardioldgiai és Szivsebészeti Klinika, Debrecen,
Kardiologiai Klinika

3Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Kardioldgiai- és Szivsebészeti Intézet,
Klinikai Fiziologiai Tanszék

“Ruhr Egyetem, Molekularis és Kisérleti Kardiologiai Intézet, St. Josef Kérhaz

Korabbi vizsgalatokban a BGP-15 gydgyszerjeldlt kedvezé hatasokat mutatott szivelégtelen
ragcsaldomodelleken, illetve izom-disztréfiak esetén. Hipotézislink szerint javithatja a diasztolés
funkciot ateroszklerotikus eredet(i kardiomiopatia modelljén. Hiperkoleszterinémias (HC)
nyulmodellt alkalmazva, a gydgyszerjel6lt akut hatasait i.v. adas utan echokardiografiasan
kovettik, kronikus hatasainak vizsgalatahoz pedig per os 16 héten at kezeltiik az allatokat. A
kezelés végén echokardiografias vizsgalatokat végeztiink, mértiik az endothel-fiiggd
vazorelaxacié mértékét, szérum paramétereket hataroztunk meg, majd a bal kamara izolalasat
koévetden molekularis bioldgiai technikakkal vizsgaltuk a Protein Kinaz G (PKG) utvonal
fehérjéit. Eredményeink szerint mind az egyszeri, mind a krénikus BGP-15 kezelés
szignifikdnsan javitotta a diasztolés funkciot (E/e’, E/A, IVRT, DecT, Tei-index), annak ellenére,
hogy a vaszkulatura allapotan nem volt képes valtoztatni. A krénikus kezelésben részesiilt
mintak esetén a foszfolamban Ser16 foszforilacioja emelkedett, a SERCA pumpa expresszidja
nem valtozott. A BGP-15 gatolta a PDE1 enzimet, a PDE5 expresszidja csokkent, a cGMP
szintje és a PKG enzim aktivitasa megnovekedett a kezelt csoportban. A titin PKG-fliggé
foszforilacidja ndvekedett, mely hozzajarulhat a diasztolés funkcié javulasahoz.
Kovetkeztetésként a BGP-15 emeli a cGMP-PKG-PLB-titin jelatviteli Ut aktivitasat és javitja a
diasztolés paramétereket nyul modellen. Mivel a gyégyszerjeldlt korabbi human vizsgalatokban
biztonsagosnak bizonyult, indikaciébdvitése indokolt lehet diasztolés diszfunkcié iranyaba.
BGP-15: O-[3-piperidino-2-hidroxi-1-propil]-nikotinsav amidoxim; cGMP: Ciklikus guanozin-
monofoszfat; DecT: Deceleracios id6; E/A: korai és kés6i (pitvari) mitralis bearamlasi
csucshullam aranya; E/e’: korai mitralis bearamlasi csucshullam és a mitralis anularis korai
mozgasi sebesség aranya; HC: Hiperkoleszterinémias; IVRT: Izovolumetrias relaxacios idd;
PDE: Foszfodiészteraz; PKG: Protein Kindz G; PLB: Foszflamban; Ser: Szerin; SERCA:
Szarkoplazmatikus/endoplazmatikus retikulum kalcium ATP-az;

Tamogatas: GINOP-2.3.4-15-2020-00008, TKP2020-IKA-04, TKP2020-NKA-04
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EXTRACELLULARIS VEZIKULAK IN SITU VIZSGALATA 2D SEJTVONALAKBAN ES 3D BIO-
NYOMTATOTT SEJTTENYESZETEKBEN

Lenzinger Dorina', Németh Krisztina'!, Koncz Anna’, Danko Titanilla2, Petévari Gabor?, Raffay
Regina?, Lérincz Péter®, Sebestyén Anna?, Buzas Edit"*®, Visnovitz Tamas'

'Semmelweis Egyetem, Genetikai, Sejt- €s Immunbioldgiai Intézet, Budapest

2 Semmelweis Egyetem, |. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Budapest

3 E6tvos Lorand Egyetem, Anatdmiai, Sejt- és Fejlédésbiologiai Tanszék, Budapest
4HCEMM-SU Extracellular Vesicles Research Group, Budapest

5 ELKH-SE Immun-Proteogenomikai Extracellularis Vezikula Kutatécsoport, Budapest

Az extracellularis vezikulak (EV-k) kulcsfontossagu szerepldk a sejtek kdzotti
kommunikaciéban, antigén prezentalo és raktarozo funkciokat lathatnak el. A sejtek
membranjarél valé leflizé6dés utan tébbnyire gémb alakot vesznek fel, Gnmaguk
megsokszorozasara képtelen részecskék.

Kisérleteink célja 2D sejttenyészetek altal kibocsatott és az él6 szoveti formaciokhoz kdzelebb
konfokalis mikroszképpal és transzmisszids elektronmikroszkoppal (TEM).

A 3D bio-nyomtatott sejttenyészetekben alginat biztositotta a sejtek névekedéséhez sziikséges
vazat. A sejteket és kdrnyezetliket fixalas utan immunfluoreszcensen jeléltik. Hogy megfeleléen
lathassuk a sejtek és a lefiz8dd EV-k kilsé felszinét, a plazmamembranokat a laboratériumunk
altal kifejlesztett lactadherin alapu médszerrel jeloltik. A miigyantaba agyazott mintakbol
készult ultravékony metszeteket TEM segitségével vizsgaltuk.

A lactadherin alapu jel6lési rendszernek kdszénhetéen az EV-ket képz6désik helyén, széles
mérettartomanyban figyelhettlik meg. Azonositottunk a 2D és 3D sejttenyészetek
mindegyikében extracellularis, nagyméret(i, multivezikularis test (MVB)-szeri strukturakat. 3D
tenyészetek esetén az alginat-scaffold és a sejtek altal termelt extracellularis matrix jelentésen
hozzajarultak a sejteket kortlvevd és lef(iz6dé EV-k megfigyelhetéségéhez. Az alginat-scaffold
a mintael6készités soran serul, kontrasztositaskor er6sen elektrondenzzé valik, igy TEM
segitségével az alginatban elhelyezkedd EV-k nehezen vizsgalhaték. TEM felvételeken
azonositottuk az en bloc lefiz6d6, MVB-szer( partikulumokat és azok szerkezetét.

Az MVB-szer( strukturakat mindegyik kisérleti elrendezésben megfigyeltik. Ez a nemrégiben
felfedezett EV szekrécids mechanizmus (Valcz G, Buzas E et al. J Extracell Vesicles, 2019)
jelen eredményeink alapjan egy ujfajta, altalanosan jelenlévé EV felszabadulasi utvonal lehet. A
3D bio-nyomtatott sejttenyészetek uj vizsgalati kornyezeteket és mddszereket biztositanak,
kiterjesztve a sejtek mikrokdrnyezetének megfigyelhetéségét, és Uj EV szekrécios utvonalak
megismerésének lehetfségét.

EV: extracellularis vezikula MVB: multivezikularis test
TEM: transzmisszids elektronmikroszkop
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B2-INTEGRINEK SZEREPE EMBERI MIELOID SEJTEK MIGRACIOJABAN

Lukéacsi Szilvia'
Balazsin Viktor?, Erdei Anna'?, Bajtay Zsuzsa'?

1 MTA-ELTE Immunolégiai Kutatécsoport, ELKH, Budapest
2 Immunolégiai Tanszék, ELTE, Budapest

A Bz-integrin csalad négy heterodimer receptort foglal magaba: LFA-1 (CD11a/CD18),
CR3 (CD11b/CD18), CR4 (CD11c/CD18) és CD11d/CD18. Koézulik a CR3 és a CR4
komplementreceptoroknak sokszor azonos szerepet tulajdonitanak, ugyanis az extracellularis
doménjeik nagyfoku szerkezeti hasonlésagot mutatnak és ligandum specificitasuk is részben
atfedd. Kutatécsoportunk korabbi eredményei azonban munkamegosztast bizonyitottak a két
komplementreceptor kdzott, hiszen fizioldgias kérilmények kdzott a CR3 jatszotta az iC3b-vel
opszonizalt Stahpylococcus aureus fagocitézisaban a f6 szerepet, mig a fibrinogénhez valé
adherencidban a CR4 dominans funkciojat mutattuk ki (Sandor és mtsai, 2016; Lukacsi és
mtsai, 2017). Jelenlegi kutatasunk célja a receptorok migracidban betdltott szerepének
felderitése és a sejtmotilitashoz elengedhetetlen receptor atrendezddés vizsgalata.

Monocita eredetli makrofagok és dendritikus sejtek migraciés kapacitasat transwell esszé
segitségével mértik fizioldgias és LPS indukalt gyulladasos kérilmények kozott. Az LPS
hatasat a receptorok internalizaciojara és reciklizaciojara aramlasi citometriaval és konfokalis
mikroszképiaval kdvettik nyomon. A fehérjék lebomlasanak aranyara az internalizalt receptorok
és a lizoszémak kozotti kolokalizacio mértékébdl kovetkeztettiink.

Eredményeink bizonyitjak, hogy mind a CR3, mind a CR4 részt vesz a sejtek
ellentétben az LFA-1 molekula sejtfelszini mennyisége valtozatlan maradt, melyet az LPS
jelenléte sem befolyasolt. Az intracellularis receptorok és a lizoszémak kozott tapasztalt
alacsony kolokalizacios rata alatamasztja, hogy a receptorok nem az endoszémalis lebontas
utvonalara kerlilnek, hanem a sejtek felszinére visszakertlve Ujboli ligandumok megkdtésére
valnak alkalmassa. A transzmigracioban valé részvétel és a gyors reciklizacié alatamasztja a
receptorok jelentéségét a leukocitak mozgasaban. Ezért fontosnak tartjuk tovabb vizsgalni az
internalizacio vezikularis utvonalait és az intracellularis receptorok ujboli kikertlésének
mechanizmusat.

CR3/4 3/4-es tipusu komplementreceptor (complement receptor)
iC3b inaktivalt C3b komplementfragmentum
LFA-1 limfocita funkcié asszocialt antigén 1 (lymphocyte function-associated antigen)

LPS lipopoliszacharid
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PEPTID TOXIN EREDETU RIANODIN RECEPTOR GATLOSZER VIZSGALATA
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A rianodin receptor (RyR) a szarko-endoplazmas retikulum (SR) membranjaban talalhaté
ligandfiiggd ioncsatorna, mely fizioldgias kértlmények kozoétt idegi ingerilet hatasara megnyilik
és Ca?*-ot szabadit fel az SR-bdl, ami kivaltja az izom 6sszehutizédasat. Munkacsoportunk
kordbban mar vizsgalta egy skorpiétoxin, a maurocalcin (MCA) vazizom tipusu RyR (RyR1)
mikodésére gyakorolt hatasat és megallapitottuk, hogy a MCA a RyR poérusaba jutva a
csatornat félig nyitott allapotban rogziti. Mivel ez a hatas jelentésen néveli a RyR-en keresztil
folyé aramot, nem szamit jo gyodgyszerjeldltnek. Ezért az MCA tovabbi vizsgalata helyett MCA-
hoz hasonlo, ismert pérusblokkold toxinokat kerestlink, mely soran a K*-csatorna blokkol6
charybdotoxin (CHTX) és a MCA kozétti szerkezeti hasonlésagra figyelttink fel. A CHTX-nal
végzett kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a CHTX mar 40 nM koncentracidban bezarja a
RyR1-t. Mivel a K*-csatornak blokkolasaért a 27. poziciéban elhelyezked® lizin felelés, a 27.
pozicidban a lizint aszparaginnal (K27N) helyettesitd valtozatat teszteltik. Eredményeink szerint
a K27N valtozat megbrzi a RyR1-gatld képességét. A CHTX és a RyR1 haromdimenzids
szerkezetének hasznalataval molekulamodellezést végeztink, hogy megtalaljuk a pérusblokkért
felel6s aminosavat, amely harom lehetséges talalatot is adott. Ez alapjan a 11-es poziciéban
Iévd lizin, a 18-as pozicidban 1évoé lizin és a 34-es pozicidban I1évd arginin cseréje kulon-kulon
megtortént, majd a harom mutans (K11N, K18N, R34Q) hatasat vizsgaltuk. A K11N és a K18N
a K27N-hez hasonlo hatassal rendelkezik, viszont az R34Q csaknem hatastalannak bizonyult,
igy a toxin RyR1 blokkol6 képességéért a 34-es pozicidban 1évé arginin a felelés. Az
eredmények nyoman a CHTX farmakotechnoldgiai optimalizalasan is dolgozunk, mely soran a
toxin membran permeabilitasanak ndvelése a cél.

RyR — rianodin receptor

RyR1 — vazizom tipusu rianodin receptor izoforma
SR - szarko-endoplazmas retikulum

MCA — maurocalcin

CHTX — charybdotoxin
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A TUMOROS ES NORMAL SZOVETEK KOZOTT MEGORZOTT GENEXPRESSZIOS
KORRELACIOK AZ EXTRACELLULARIS MATRIX FONTOSSAGARA UTALNAK
HASNYALMIRIGY KARCINOMABAN
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A génexpresszidés mintazatban fellelhetd korrelaciék gyakran kézds iranyitas alatt allé és/vagy
hasonlé szerepet betdltd géneknek kdszonhetdk. Feltételezésiink szerint a tumoros és normal szévetben
egyarant megdrzott génexpresszios korrelaciok létfontossaguak lehetnek a sejtek életben maradasahoz,
ezért ezek feltarasa Ujabb célpontot szolgaltathat személyre szabott terapiak fejlesztésére. A
hasnyalmirigy karcindbma rossz prognozissal tarsuld, limitalt terapias lehet6ségekkel rendelkezé
daganatos megbetegedés, ahol nagy szikség van Uj, hatékonyabb biomarkerek azonositasara. Célunk
ezért a konzervalt génexpresszidos Kkorrelaciok feltardsa volt tumoros és normal hasnyalmirigy
szdvetmintak 6sszehasonlitasa réveén.

A génexpresszidos adatok az NCBI GEO és a TCGA adatbazisokbdl szarmaznak. A microarray
adatszettbdl kinyert 248 tumoros és 108 normal minta 6sszességében 12,210 gén expresszios
mintazatanak vizsgalatat tette lehetévé. RNS-szekvenalasi adat 177 tumoros és 4 normal szévetbdl allt
rendelkezésre, melyhez tovabbi 248 normal minta génexpressziés mintazata jarult (GTEX),
Osszességében 21,479 gén expresszids adatat tartalmazva. Mann-Whitney U teszt segitségével
hataroztuk meg a génexpresszios eltéréseket (p < 0.01), majd Pearson korrelaciéval hataroztuk meg a
tumorokban és normal szovetben egyarant eléforduld korrelaciés mintazatot.

Osszességében 371 kdzds, mind tumorban, mind normal szdvetben eléforduld génexpresszios
korrelaciot sikerllt azonositanunk, melyek mind a microarray, mind az RNS-szekvenalason alapuld
adatokban egyarant fellelhet6ek voltak. A korrelacioban szerepl6 gének jelentds része az extracellularis
matrix szerkezetének kialakitasaban jatszik szerepet, melyek kozil hét gén (SPARC, COL6A3, MMP2,
HTRA1, FN1, PALLD, and COL3A1) jelent6sen felllreprezentalt a koézos korrelaciokban. 28 gén
esetében a magas expresszio rossz kimenettel tarsult (FDR < 10%). Kiemelt figyelmet kapott az FN1 gén,
melynek magas kifejez8dése rovidebb tuléléssel tarsult (p = 0.00097, FDR < 5%); valamint a MYL12A
and MYL12B gének, melyek expresszids szintje szignifikansan emelkedett a normal, tumoros és
metasztatikus szOvetmintak kdzott.

A konzervalt korrelaciokban szereplé extracellularis matrix komponensek és a koztik fellépd
kélcsOnhatdsok Uj kombinaciés terapidk lehetéségét teremtik meg. Fontos hangsulyozni, hogy két
kiilonb6z6 platformrol szarmazo adatok esetében sikerllt azonositanunk a meg6rzott korrelaciokat, mely

az eredmények valddisagara utal.
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A VILAGOSSEJTES- ES PAPILLARIS VESEDAGANATOK METABOLIKUS JELLEMZESE ES
UJ TERAPIAS LEHETOSEGEIK
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A vesedaganatok leggyakoribb szdvettani alcsoportjai a vilagossejtes- (ccRCC) és papillaris
(pRCC) tipusok. Késdi diagnézis esetén — amikor a mitéti beavatkozas mar nem kurativ — a
betegek palliativ kezelésben részesulnek. A klinikai kutatdsokban ccRCC esetében 432, mig
pRCC esetén csupan 22 aktiv klinikai vizsgalat zajlik. Az el6rehaladott, rossz prognézisu pRCC
esetében igy nagy szlkség van Uj terapias lehetéségek kidolgozasara.

Munkankban a két szdvettani tipus kozotti altalanos metabolikus kilénbségeket human ccRCC
(786-0) és pRCC (ACHN) sejtvonalakban vizsgaltuk. Tanulmanyoztuk mTOR- (rapamycin) és
metabolikus gatldkkal (doxycycline, metformin stb.) szembeni érzékenységliket és metabolikus
fenotipusuk jellegzetességeit Wes Simple, LC-MS és kilénb6zd proliferaciés tesztek (Alamar
Blue, Suforhodamine B assay) segitségével. A sejtvonalakban és a human mintakban
immunfestésekkel is meghataroztuk a metabolikus Utvonalak aktivitasat jelz6 enzimek (GLUT1,
G6PD, GLS, CPT1A stb) és szabalyozé utvonalaik markereinek (mTOR, pS6, Rictor stb)
expressziojat.

In vitro kisérleteinkben az RCC sejtvonalak altalanos emelkedett mTOR-aktivitasat figyeltik
meg. A ccRCC sejtvonal (786-0) emellett magas glikolitikus aktivitast, mig a pRCC (ACHN)
emelkedett OXPHOS aktivitast és alternativ szubsztrathasznositassal 6sszefliggd enzim
expresszios mintazatot mutatott. Az altipusok kézotti kilonbségeket human mintakon végzett
immunhisztokémiai festésekkel is igazoltuk. A kiilléonb6zd metabolikus kezelésekben az
elébbieknek megfeleléen érzékenység kuldonbségeket mutattunk ki, a tébb metabolikus
utvonalat gatlé kombinaciés kezelések pedig szignifikans proliferacidégatld hatasokat mutattak
(rapamycin+metformin, rapamycin+doxycycline), kilénésen pRCC esetén.

Vizsgalataink ramutatnak a szovettani altipusok f6 metabolikus kilénbségeire: a ccRCC
energiaellatasat elsésorban a glikolizis, mig pRCC esetén az alternativ metabolikus utvonalak,
a glutaminolizis, acetathasznositas biztositja, jelentés pentdz-foszfat ut aktivitas mellett.
Eredményeink felhivjak a figyelmet a metabolikus fenotipusnak megfelel, akar kombinacios
kezelések tovabbi széleskorlbb vizsgalatara.

Tamogatas: NKFI-FK-128404 ED_17-1-2017-0009, UNKP_19_I-SE-80; STIA-KFI2020

ccRCC - clear cell renal cell carcinoma pRCC — papillary renal cell carcinoma

mTOR — mammalian target of rapamycin

LC-MS - liquid chromatography - mass spectrometry (folyadékkromatografia — témegspektrometria)
GLUT1 — glucose-transporter 1 G6Pd — Glucose-6-phosphate dehydrogenase

GLS - Glutaminase CPT1A — Carnitine Palmitoyltransferase 1A

pS6 — foszforilalt S6 riboszomalis protein  OXPHOS — oxidativ foszforilacié

Rictor — Rapamycin-insensitive companion of mammalian target of rapamycin
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MEMBRANTRANSZPORTHOZ KAPCSOLHATO GENEK METILACIOS VALTOZASAI A
VASTAGBEL ADENOKARCINOMA KIALAKULASA SORAN

Miiller Dalma'?, Gyé6rffy Balazs'?

12TTK, Enzimoldgiai Intézet, Onkologiai Biomarker Kutatocsoport, Budapest
2 Semmelweis Egyetem, Bioinformatika Tanszék, Budapest

Célkitlizések. A DNS metilacio a tumorgenezisben soran betdltétt jelentéségét évtizedekkel
ezel6tt felismerték: genomi szinten a rakos sejtekre globalis hipometilacio, illetve bizonyos
gének promoter szekvenciaira hipermetilacio jellemzé. A metilaciot teljes genom szinten
vizsgalé platformok kdézl az lllumina HumanMethylation450k a legnépszeriibb, nagy
mintaszammal foglalkozé tanulmanyok szamara alkalmas platform.

Anyag és médszer. Az adatbazis létrehozasahoz a GEO (Gene Expression Omnibus)
adatbazisban val6 szisztematikus keresésbél, illetve a GDC adatbazisbdl szarmazo nyers
jelintenzitas és klinikai adatot hasznaltunk fel. Az adatokat R programkdrnyezetben, a minfi
programcsomag segitségével dolgoztuk fel. A géneken bellili metilacios kilénbséget a gének
klénbdz6 régidira (promodter, 5’UTR, elsd exon, géntest, 3’UTR) bontva vizsgaltuk. A gének
O0sszehasonlitasat Mann-Whitney-prébaval végeztiik el és a szignifikans kilénbséget mutatdkat
a metilacio mértékeét kifejez6 beta-értékek kildnbsége szerint rangsoroltuk és a Galaxy szerver
online platformjan végeztiink gén ontolédgia elemzést.

Eredmények. Egy 1559 mintabdl szarmazé adatot tartalmazé adatbazist hoztunk létre, mely 791
egészséges, 131 adendma és 637 adenokarcindma szovetbdl szarmazé adatot tartalmaz. A
szignifikans metilaciés ndvekedést mutatod killonbséget mutatd gének kdzott szerepeltek az
FDA (Food and Drug administration) altal engedélyezett biomarkerek, valamint ismert biomarker
jeloltek (pl. SEPT9, SFRP2, C1orf70). A gén ontologia elemzés eredményeképpen azt figyeltlik
meg, hogy a membrantranszport csoportba sorolt géneket érinté szignifikans metilacios
események elsésorban a promoéter és az elsé exon régidban voltak megfigyelhetéek és a
zsirsavak membrantranszportjaval kapcsolatban voltak a leggyakoribbak.

Megbeszélés. Publikus adatok felhasznalasaval lIétrehoztunk egy adatbazist és az elemzéséhez
szlkséges munkafolyamatot, mely kiindulépontja lehet Uj DNS-metilaciés biomarkerek
azonositasanak vastagbél daganatban. Mindemellett a membrantranszportban részt vevd
fehérjék expresszidjat befolyasold metilacios folyamatok vizsgalatat is célként tiztik ki a
vastagbél adenokarcindma kialakulasat befolyasol6 tényez6k jobb megértése céljabdl.
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A CXCR4-CXCL12 JELATVITEL SZEREPE A COLORECTUM KULSO BEIDEGZESENEK
KIALAKULASABAN

Halasy Viktéria, Sz6cs Em&ke, Sods Adam, Jancsovics Dalma, Kovacs Tamas, Nagy Nandor

Semmelweis Egyetem, Anatémiai, Szdvet- és Fejlédéstani Intézet, Ossejt és Kisérletes
Embryolégia Laboratérium, Budapest

A bélidegrendszert idegi ganglionok intrinsic halézata és a perifériardl szarmazé extrinsic
eredetli idegrostok alkotjak. A Remak-ganglion egy ducléc eredetl 8ssejtekbdl szarmazé
ganglionalt képlet, amely a cloacatdl a vékonybél proximalis szakaszaig terjed és szerepet
jatszik a bél kilsé beidegzésében. A Remak-ganglion a cloaca falaban talalhatd plexus pelvicus
folytatasaként alakul ki, amibél a bélfejlédés korai szakaszaban idegrostok nének az utébél
muscularis rétegébe. A velesziiletett rendellenes beidegzés motilitasi zavart okoz a
béltraktusban, azonban az embryonalis bél extrinsic beidegzésének hatterében zajlé
molekularis mechanizmusok nagyrészt ismeretlenek. In situ hibridizacios vizsgalatokkal
igazoltuk, hogy a CXCR4 receptorhoz ké6t6dé CXCL12 chemokin molekula a Remak-ganglion
és a plexus pelvicus kortli mesenchymaban is kifejezédik. El6zetes eredményeink alapjan
feltételeztik, hogy a CXCR4 jelatvitel a vérképzé és primordialis 6ssejtek ontogenezise mellett,
részt vesz a vastagbél extrinsic beidegzésének embryonalis fejlédésében.

Csirke, egér és human embryokon végzett CXCR4 in situ hibridizaciés jeléléseket, szoveti
rekombinacids technikakkal 6tvozve kimutattuk, hogy a CXCR4 receptor a ducléc eredeti
fejlédnek. Rekombinans CXCL12 fehérje jelenlétében tenyésztett utébelekben szignifikansan
megnédtt az extrinsic idegrostok axonprojekcidja, mig a CXCR4 jelatvitelt blokkold AMD3100
hozzaadasa gatolta a duclécsejtek kivandorlasat €s az axonok kindvését az in vitro tenyésztett
explantatumokbdl. Eredményeink alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy a CXCR4/CXCL12
jelatvitelnek nélkuldzhetetlen szerepe van a colorectum kulsé beidegzésének embryonalis
fejlédésében.

NKFI grant: 138664
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INTRATUMOR HETEROGENITAS ES A TMEM45A FEHERJE VIZSGALATA TUDO
ADENOKARCINOMABAN EGYSEJT TOMEG CITOMETRIAVAL

Neuperger Patricia’?, Balog Jozsef Agoston'?, Furak Jozsef®, Tiszlavicz Laszl6*, Szalontai
Klara®, Man Imola®, Kotogany Edit!, Puskas Laszl6"® és Szebeni Gabor Janos"’

" Funkcionalis Genomika Laboratérium, Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont

2 Szegedi Tudomanyegyetem, Bioldgia Doktori Iskola

3 Szegedi Tudomanyegyetem, Sebészeti Klinika, Mellkassebészeti Osztaly

4 Szegedi Tudomanyegyetem, Pathologiai Intézet

5 Csongrad Megyei Mellkasi Betegek Szakkorhaza

6 Avicor Kift

’ Fiziologiai és GLP Toxikoldgiai Labor, Elettani, Szervezettani és Idegtudomanyi Tanszék,

Szegedi Tudomanyegyetem

Célkitlizés: A vilag egyik vezet6 elhalalozasi oka a tid6érak a magas mortalitasi rataja miatt. Kezelését
nagymértékben megneheziti a heterogenitas ténye, mivel tumoron belll a sejtek alpopulaciéi mas
fenotipust mutatnak. Ebbdl kifolyélag egyre fontosabba valnak a multiplex és heterogenitast figyelembe
vevd, egysejt-szintli vizsgalatok.

Anyagok és médszerek: Kisérleteinkhez 3 human nem kissejtes tidd adenokarcinéma: az A549, H1975
és H1650 sejtvonalakat hasznaltunk, emellett human sebészeti tidétumor mintakat is vizsgaltunk.
Modszereink kdzponti eleme az egyseijt tdmeg citométer, mely fémizotdpokkal konjugalt antitesteket
hasznal, ezzel lehetévé téve multiparaméteres, akar egy mintabdl 44 fehérje egysejt szintl vizsgalatat. A
sejtvonalak sejtciklusat hidroxiureaval szinkronizaltuk, majd aramlasi citométerrel ellenériztik.
Hisztopatoldgiai mintakon TMEMA45A expressziét és HIF 1-a kolokalizaciét vizsgaltunk.

Eredmények: A sejtvonalak kozotti és sejtvonalon bellili heterogenitast k6zés markerexpresszié alapjan,
egy tobb dimenzids tér redukalasaval kiilonb6zé vizualizacios technikakkal szemléltettik. A sejtvonalak
fenotipusa egymastol eltérd mintazatot mutat, illetve sejtvonalon belll is elkilonithetéek az egyes
markereket gyengén és erésen expresszald populaciok. Az egészséges human primer tidészovettel
szemben a human primer invaziv acinaris adenokarcinoma tumorban leger6sebb valtozast mutato
markerek az MCT4, GLUT1, CA9 és TMEMA45A, melyek expresszidja tizszeresére nétt. Az
immunhisztokémias tidd tumoros metszeteken a TMEM45A (n=17) a nem tumoros emfizémas kontroll
mintakhoz képest (n=3) er6sen fejez&dik ki. A tumor metszeteken a TMEM45A és a HIF1- a részleges
kolokalizaciot mutat.

Megbeszélés: Kimutattuk, hogy a sejtciklus szinkronizalasa ellenére, a sejtvonalon belili heterogenitas
tovabbra is fennal, a sejtvonalak adekvat modellek, ahol a heterogenitas nem a sejtciklus kilénb6z6
fazisaibol adédik. Primer human tidé adenokarcindma mintan elséként azonositottuk a sejtfelszinen a
TMEM45A fehérjét, aminek az expresszidjat immunhisztokémiaval igazoltuk.

Roviditések: TMEM45A - transzmembran fehérje 45A, HIF1-a - Hipoxia indukalt faktor-alpha, MCT4 -
Monokarboxilat transzporter 4, GLUT1 — Gliikéz transzporter 1, CA9 — Karboanhidraz 9
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A HUMAN SZTEARIL-KOA DESZATURAZ-5 (SCD5) IZOFORMAK ELTERO SZOVETI
EXPRESSZIOJANAK NYOMABAN

Orosz Gabriella1, Szabod Luca1, Kereszturi Eva1
1Semmelweis Egyetem, Molekularis Biologiai Tanszék, Budapest

Napjainkban nagy figyelem iranyul a telitett zsirsavak karos hatasainak vizsgalatara, és azokra
a mechanizmusokra, amelyek képesek lehetnek a zsiracil-KoA tulkinalat csokkentésére. A
lipotoxicitassal szembeni védekezés kulcsenzimei a telitetlen zsirsavak szintéziséért felelds
sztearil-KoA deszaturdzok (SCD). Az 5-6s izoformardl azonban igen keveset tudunk.

Munkank soran arra kerestik a valaszt, hogy az SCD5 A és B, valamint az SCD1 milyen
aranyban vannak jelen a kulénb6z6 human szdvetekben. Tovabbi célunk volt az SCD5 splicing
mechanizmusanak vizsgalata.

Az SCD1-et és az SCD5 A és B variansok expresszidjat gqPCR-rel detektaltuk. Az SCD5 A és B
formak intron szerkesztési kuldonbségeit SCDS minigén konstrukcio segitségével vizsgaltuk.

Meghataroztuk az SCD5 A és B relativ expressziojat és aranyat, valamint az dssz sztearil-KoA
deszaturaz expressziét tiz kilénb6zé human szévetben. Az A varians 10—100-szor nagyobb
mennyiségben van jelen a B-hez képest. Bizonyos szévetkeben SCD1 tulsuly figyelheté meg
(m3j, tidd), mas szdvetek inkabb az SCD5-6t fejezik ki (hasnyalmirigy, petefészek), megint
mashol viszont az SCD1:SCD5 arany kiegyenlitett (agy). Mivel az SCD5 B forma minden
szdvetben csupan téredéke az A valtozatnak, a gén két kritikus intronjat tartalmazé expressziés
konstrukcid segitségével bizonyitottuk, hogy mind az 3-as, mind pedig a 4-es intron kivagédhat.

A jelent6sen eltéré szdveti SCD1:SCD5 arany a két forma eltér szerepét feltételezi, mely
azonban tovabbi intenziv kutatast igényel. A létrehozott SCD5 minigén konstrukcioval
bizonyitottuk, hogy mindkét SCD5 varians relevans intronja képes kivagodni in vitro,
megteremtve a lehet6séget a human szdvetekben tapasztalt expresszids mintazat kialakulasi
mechanizmusanak vizsgalatara.

A munkat az NKFIH FK_138115 palyazat seqgitette.

SCD1 és 5: sztearil-KoA deszaturaz-1 és 5
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EGY UJ POK-PEPTID, MELY HATASSAL VAN A Kv1.5 FESZULTSEGFUGGO
KALIUMCSATORNARA, EZALTAL POTENCIALIS ANTIARRITMIAS-SZER

Fehér Adam’, Cséti Agota?, Diana Alvarado?, Samuel Cardoso-Arenas?, Ligia-Luz Corrales-
Garcia?®, Herlinda Clement?, lvan Arenas?, Pavel Andrei Montero-Dominguez?, Timoteo
Olamendi-Portugal?, Fernando Zamudio?, Jesus Borrego'?, Panyi Gyorgy', Varga Zoltan',
Gerardo Corzo? és Papp Ferenc’

' Debreceni Egyetem, AOK, Biofizikai és Sejtbiolégiai Intézet

2 Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos, Instituto de Biotecnologia, Universidad
Nacional Auténoma de México, México.

3 Departamento de Alimentos, Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias, Universidad
de Antioquia, Colombia.

A pokmérgek kildnb6zé peptideket tartalmaznak, amelyek modositjdk az ioncsatornak mikoédéseét,
féként a gerjeszthetd rovarsejtekben. A pokmérgek tudomanyos kutatasa a peptid-toxinok széles skalajat
tarta fel, amelyek kilénb6zd farmakolégiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, még az emlésfajok esetében
is. A human Kv1.5 feszlltség-kapuzott kaliumcsatorna a pitvari akcios potencial egyik fontos alkotdja.
Mutaciéi a pitvarfibrillacié orokletes formaihoz kapcsolddnak. Harminc kiilénb6zé allat méreganyagatnak
hatasat vizsgaltuk meg a human Kv1.5 ioncsatornara, amely a pitvarfibrillacié terapiajanak potencialis
célpontja. Az O. supermirabilis pok teljes méreganyagat, patch-clamp mérésekkel teszteltik CHO-
sejtekben kifejezett Kv1.5 ioncsatornan. A méreganyag aktiv komponensének azonositasa érdekében
HPLC ,forditott fazisu” frakcionalast végeztink. Sikerllt is izolalni az aktiv peptidet, amit Osu1-nek
neveztink el. Az Osu1 hasonlé hatast mutatott a Kv1.5-re, mint a teljes méreg, ezért meghataroztuk az
Osu1 els6dleges szekvencigjat, majd az 6t kodold gént. A rekombinans Osuil-et (rOsu1) E. coli
expressziods rendszerben termeltettik. Mikromolaris koncentraciéban az rOsu1 ugyanazt a modulaciot
mutatta a Kv1.5-6n, mint a természetes Osul és a teljes méreganyag. Nevezetesen, az aram
amplituddjanak csokkenése mellett az ionaram aktivacios kinetikaja is lelassult, ami arra utal, hogy az
Osu1 a Kv1.5 fesziltségérzékeld részéhez kotddik, megvaltoztatva a csatorna kapuzasi kinetikajat.
Tudomasunk szerint ez az elsé tanulmany, amely az Oculicosa supermirabilis podk mérgét vizsgalja. Az
Osu1 egyike annak a harom peptidnek, amelyek moédositjak a human Kv1.5-6n atfolyd ionaramot.
Azonban a masik két peptid esetében a Kv1.5 gatlasa csupan, mint ,mellékhatas” jelenik meg az

irodalomban. igy az Osu1 az elsé olyan peptid, mely hatasat célzottan vizsgaljuk a Kv1-5-6n és igy
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TOBBSZOROS CELZASSAL ELLATOTT NANORESZECSKEK VIZSGALATA VER-AGY GAT
MODELLEN ES HUMAN KOZEPAGYI ORGANOIDOKON

Porkolab Gerg6'?

Mészaros Maria', Szecsko Anikd', Kondor Nora', Ferenc Gyorgyi®, Kota Zoltan', Pali Tibor',
Vigh Judit!, Walter Fruzsina’, Silvia Bolognin*, Jens C. Schwamborn*, Jeng-Shiung Jan®, Deli
Maria', Veszelka Szilvia'

' Biofizikai Intézet, ELKH Szegedi Bioldgiai Kutatékdzpont, H-6726 Szeged, Temesvari krt. 62.
2 Bioldgia Doktori Iskola, Szegedi Tudomanyegyetem, H-6720 Szeged, Dugonics tér 13.

3 Noévénybiologiai Intézet, ELKH Szegedi Biologiai Kutatokdzpont, H-6726 Szeged, Temesvari
krt. 62.

4 Luxembourg Centre for Systems Biomedicine, University of Luxembourg, Belvaux, Luxemburg
° Department of Chemical Engineering, National Cheng Kung University, Tainan 70101, Tajvan

A vér-agy gat fizioldgias szallitéfehérjéit célzé nanorészecskék igéretes gydgyszerhordozok
lehetnek biofarmakonok agyi bejuttatasa céljabdl. A solute carrier (SLC) csalad egyes
szallitéfehérjéi ugyanis nagymértékben fejezédnek ki és specifikus mintazatot mutatnak a vér-
agy gatat felépité agyi endotélsejtekben. Kisérleteink soran ezért olyan vezikularis
nanorészecskéket készitettiink és vizsgaltunk, melyeket harom, az agyi endotélsejtek
szallitofehérjéit célzé molekula — aszkorbinsav, glutation és leucin — kombinaciéjaval lattunk el.
Kimutattuk, hogy a nanorészecskék tdbbszords célzasa fokozza a részecskékbe toltott
fluoreszcens albumin primer patkany agyi endotélsejtekbe térténd felvételét és vér-agy gat
modellen valé atjutasat. Konfokalis mikroszkopia segitségével igazoltuk, hogy a részecskék
toltete a vér-agy gat modellen atjutva képes bejutni egészséges személyekbdl és Parkinson-
kéros betegekbél differencialtatott human kézépagyi organoidokba is. Hémérséklet-valtoztatas,
valamint endocitézis- és metabolikus gatlészerek alkalmazasaval megallapitottuk, hogy a
nanorészecskék sejtfelvétele aktiv folyamat, mely részben endocitdzis, részben membran fazié
révén jon létre. Végul az agyi endotélsejtek negativ sejtfelszini toltésének szerepét a
nanorészecskék sejtfelvételében a glikokalix enzimatikus emésztésével és egy kationos lipid
hasznalataval bizonyitottuk.

Eredményeink igazoljak, hogy az agyi endotélsejtek szallitéfehérjéinek tObbszords célzasa
fokozhatja hatéanyagok vér-agy gaton val6 atjutasat és alkalmasnak bizonyulhat a kdzponti
idegrendszert célzé gyogyszerbeviteli rendszerek kifejlesztése soran.
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A DISZREGULALT IMMUNVALASZ HATTEREBEN ALLO GENEXPRESSZIO VALTOZASOK
VIZSGALATA

Elek Zsuzsanna1, Losoncz Eszter1, 2, Keszler Gergely1, Rénai Zsolt1

1Semmelweis Egyetem, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet, Molekularis Biologiai
Tanszék, 1094 Budapest, Tlzolté u. 37-47.
2Bacs-Kiskun Megyei Oktatokorhaz, 6300 Kecskemét, Nyiri ut 38.

Klinikai tapasztalatok alapjan sulyos fertézés esetén a betegek kb. felében diszregulalt
immunvalasz (szepszis) jon létre, ami az esetek mintegy 50%-aban az intenziv kezelés ellenére
is halalhoz vezet6 sokszervi kdrosodashoz vezet. Munkank célja olyan célgének és molekularis
folyamatok transzkriptomikai szintl azonositasa, amelyek hozzajarulhatnak a diszregulalt
immunvalasz létrejottéhez, s igy a jovBben beépithetdk a diagndzis vagy akar a kezelés
eszkdztaraba.

A génexpresszi6 szintli vizsgalat soran harom betegcsoportot elemeztiink: (1) fertézott, de nem
szeptikus; (2) szeptikus; (3) a szeptikus csoport gyogyult betegei. A kutatast az ETT-TuKeB és
az OTFFHA (20572-5/2019/EUIG) engedélyezte. A vérmintakat a Bacs-Kiskun Megyei
Oktatokorhazban gyijtottik. A génexpresszio-elemzés a QuantStudio 12K Flex OpenArray
Human Signal Transduction Panel segitségével tortént 573 célgén és 24 belsé kontroligén
egyideji elemzésével.

Eredményeink alapjan szepszisben a fert6z6tt mintakhoz viszonyitva 143 gén expresszidja
valtozott szignifikansan. A valtozasok dont6 része immunszuppressziéra utal, ami az adaptiv
immunvalasz anergiajanak feleltetheté meg (anti-inflammatorikus citokinek és proapoptotikus
gének fokozott atirasa, a T- és B-sejt-receptorokrdél induld aktivacios és tulélési jelpalyak,
valamint a limfocitak klonalis expanziéjanak gatlasa). Az eltérések kisebb hanyada a primer
immunvalasz erés gyulladasos aktivaciéjara utal (proinflammatorikus citokinek, neutrofil és
makrofag aktivacios markerek). Szepszisben tehat a primer immunvalasz még a
fertézott/gyulladasos allapotnal is aktivabb, azonban az adaptivimmunvalasz a kimerilés
kifejezett jeleit mutatja, ami jol megfeleltethetd a betegség klinikai lefolyasanak. A gyogyult
betegekben a szepszisre jellemzd eltérések dontd része normalizalédott.

A diszregulalt immunvalasz molekularis mechanizmusanak részletesebb feltarasat nagyobb

minta transzkriptomszint(i elemzése (RNS-szekvenalas) segitheti, amit a miRNS-ek egyideji
elemzése, azaz a poszttranszkripcios szabalyozas vizsgalata tovabb pontosithat.

A kutatast az NKFIH K131680 palyazat tdmogatta.
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EGY KISMOLSULYU HOSOKKFEHERJE METABOLIKUS SZINDROMA TUNETEIRE
GYAKOROLT HATASANAK VIZSGALATA TRANSZGENIKUS EGERMODELLBEN

Ruppert Zsofia', Rakdczi Bettina!, Dukay Brigitta’, Hajdu Petra’, Sarkézy Marta?, Sziics Gergé?,
Csont Tamas?, Torok Zsolt', Santha Miklds', Téth Melinda’

1 ELKH, Szegedi Bioldgia Kutatokdzpont, Biokémiai Intézet, Szeged
2 Szegedi Tudomanyegyetem Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomanyi Kar, Biokémiai Intézet,
Szeged

Az elhizas és a metabolikus szindroma vilagszerte egyre nagyobb problémat jelent. Ismert,
hogy a tulsullyal egyuttjaré patoldgias folyamatok hatasara megvaltozhat a hésokkfehérjék
(HSPs) expresszids szintje. Mivel a HSP-k f6 funkcidja a sejtek fehérje homeosztazisanak
fenntartasa, fontos terapias célpontok lehetnek kiilénb6z6 betegségekben. Ezért kisérletiinkben
azt vizsgaltuk, hogy a HSPB1 tultermelése milyen hatassal van a metabolikus szindréma
tineteire.

Betegségmodellként egy zsirdus tappal etetett APOB-100-tultermeld egértérzset (APOB/HFD)
hasznaltunk, melyet kereszteztiink egy HSPB1-tultermeld vonallal (APOB/HSP/HFD). 10
honapos allatok majabdl készllt metszeteken a lipidcseppek szamat és méretét hematoxilin-
eozin festést kdvetéen Imaged szoftverrel hataroztuk meg. A kilénb6zd citokinek, receptorok,
transzport fehérjék, valamint stresszfaktorok expresszids szintjét gqPCR segitségével vizsgaltuk.
Az allatok testtdmege jelentésen megnétt mind a him, mind a n6stény APOB allatokban zsirdus
diéta hatasara, a HSPB1 tultermelése a néstények esetében pedig tovabbi szignifikans
testtdmeg ndvekedést eredményezett. Ezzel szemben a maj tdmege kizardlag a him
APOB/HFD allatokban emelkedett, mellyel parhuzamosan a lipidcseppek szama és mérete is
szignifikdnsan magasabb értéket mutatott a kontrollokhoz képest. Ezzel 6sszefliggésben
jelentds nemi kilénbséget talaltunk tdbb, a majszdvet elzsirosodasahoz kapcsolhatd gén
expresszios szintjében, mint amilyen a lipoprotein lipaz vagy a leptin receptor. Ezen kivl
megfigyeltik, hogy néstény APOB/HFD allatokban a HSPB1 tultermelése csOkkentette a
lipoprotein lipaz és bizonyos citokinek expressziojat.

Eredményeink szerint a HSPB1 tultermelés hatasara megvaltozik a zsirdus diétan tartott allatok
testtomegnodvekedésének mértéke és egyes gének expresszios szintje a majban, melybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a HSPB1 befolyasolhatja a metabolikus szindréma tiineteit, azonban
hatasait nemtél fliggé maodon fejti ki. Munkank az NKFIH (OTKA FK138390) tamogatasaval
készdlt.
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A CITOPLAZMATIKUS VAS-POOL SZEREPE A MEZOFILLUM-SEJTEK VAS-
HOMEOSZTAZISANAK SZABALYOZASABAN

Sagi-Kazar Maté'
Solti Adam’

' E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Bioldgiai Intézet, Novényélettani és Molekularis
Novényélettani Tanszék, Budapest 1117 Pazmany Péter sétany 1/C

A szamos esszencialis mikroelem kozil a vas kiemelkedden fontos szerepet t6lt be, mint redox-
folyamatokkal jaro, katalitikus, illetve ROS-eliminalé enzimreakcidk kofaktora. Kiemelkedd
szerepe van a fotoszintetikus és légzési elektrontranszport-lancok felépitésében.

A gyokeér vasfelvételi rendszer és a hosszutavu vastranszport szabalyozasanak esszencialis
szerepe van a levelek vas-homeosztazisanak meg6rzésében, amelyben a mezofillum-sejtek
vas-érzékelése és az ebbdl kiinduld hosszu tavu szignalizacios rendszer lehet a felel6s. A
sejten bellili vasmozgatas a citoplazma és organellumok kdzoétt kdzvetlen médon
szabalyozhatja, hogy kialakul-e vashianyt/ tdbbletet jelz6 szignal. A vas sejten bellli gyors
remobilizacidjaért elsésorban a vakudlum, kisebb részt a mitokondriumok és a kloroplasztiszok
lehetnek felel6sek.

Arabidopsis thaliana modellen vizsgaltuk levélsejtek vashaztartasanak valtozasat kilonb6zé
vasellatas mellett. 1zolalt protoplasztok és organellumok spektrofotometriasan meghatarozott
vastartalom valtozasa, illetve organellaris vastranszporterek gPCR-rel meghatarozott
expresszios mintazata alapjan kdvetkeztettlink a sejten beliili vas mozgasara. A hosszutavu
vas-szignalizaciot az OPT3 és YSL1/3 floém-lokalizalt vastranszporterek expresszids
mintazataval modelleztik. Az OPT3 a vasfelvételi rendszert serkenti, expresszidja vashiany
hatasara megemelkedik, mig az ellentétes miikédési YSL1/3 expresszidja lecsokken.

Jelenlegi eredményeink alapjan a vashiany elsésorban a kloroplasztiszok vashaztartasat
zavarja meg, mig vastobbletnek nincs jelentés hatasa sem a kloroplasztiszokra, sem a
mitokondriumokra. A levélsejtek és vakudlumok vastartalma ezzel szemben a vasellatasnak
megfeleléen valtozik, amit a vakuélaris vastranszporter fehérjék expresszidja is kdvet. Az egyes
sejtkompartmentek vastartalom valtozasa alapjan, a citoplazmatikus vas-pool elsésorban
vashiany hatasara valtozik, mig a vastobbletet a vakudlum kiegyenliti. Feltételezéseink szerint a
citoplazmatikus vas-pool csokkenése indukalja a hosszutavu vastranszport rendszerben a vas
Ujra eloszlasat, az OPT3-YSL1/3 rendszeren keresztll, ami a gyokérben a vastartalom
lecsokkenéséhez, és a vasfelvételi rendszer serkentéséhez vezet.

ROS reaktiv oxigén formak
gPCR kvantitativ realtime-PCR
OPT3 Oligopeptid Transporter 3

YSL1/3 Yellow Stripe-like 1/3
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SPECIFIKUS HSP70-LIPID KOLCSONHATASOK FELDERITESE

Sandor, N., Kiss, B., Tapodi, A., Rauch, T., Juhasz, K., Balogi, Z.

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet,

Pécs

Korabban kimutattak, hogy a hésokkfehérjék csaladjaba tartozé Hsp70-nek fontos fizioldgias és
patofizioldgias funkciéi vannak. Amikor a sejtet stressz éri megvaltozik a membran fluiditasa és
ez egy jelzés a hdsokkfehérjék termelédésére, amik igy a sejtmembranokban talalhaté
lipidekkel kdlcsonhatasba lépnek. A Hsp70 kuldnféle funkcidkkal bir aszerint, hogy mely
lipidekkel hat kélcsén. Tanulmanyunk célja, hogy a Hsp70 kélcsdnhatasat vizsgaljuk eddig nem
prébalt lipidekkel és a lipidkdtédés jelentéségét illetve mechanizmusat megértsiik. Ennek
érdekében in vitro kérilmények k6zott vizsgaltuk a tisztitott rekombinans Hsp70 kdélcsdnhatasat
lipid ,monolayer’-ekkel és liposzémas lipid kettds rétegekkel. ,Monolayer” technikaval vizsgalva
a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (P14,5P) kimagaslé kdlcsonhatast mutatott. A liposzémas
rendszereket membranalkoté és specialis lipidek keverékeként allitottuk elé. A foszfatidil-kolin
(PC) és foszfatidil-szerin (PS) az irodalmi eredmények szerint nem illetve teljes mértékben
kototte meg a Hsp70-et. Foszfatidil-etanolamin (PE) jelenléte kevéssé, koleszterol (Chol) és
szfingomielin (SM) egyaltalan nem ndvelte a kdlcsdnhatas mértékét a PC-hez képest. PS
hozzaadasaval er6s, mig a sejtfelszin sértlésekor megjelend ceramid (Cer) jelenlétében
gyenge kotédés figyeltiink meg. A liposzémas rendszerekhez adott Pl4,5P ezidaig nem
erBsitette a kodlcsdnhatast, amely ellentmondas feloldasa tovabbi kisérleteket kivan.

lipid, N-acil-foszfatidil-etanolamin (NAPE) a Hsp70 drasztikus membrankétédését eredményezte
a nem kolcsénhaté PC/Chol/SM matrixba agyazva. A Hsp70-nel U kdlcsdnhaté lipid partnernek
mutatkozik tehat a P14,5P és a NAPE, de tovabbi vizsgalatok, sziikségesek miel6tt funkcionalis
szerepuket tesztelnénk. Eddig nem ismert specifikus Hsp70-lipid kdlcsdnhatasok kimutatasa

értékes lehetéségeket jelenthet a Hsp70 lipidfliiggd sajatsagainak felfedezésében.

Roviditések:
Hsp70 h&sokkfehérje 70 PC foszfatidilkolin
PS foszfatidilszerin Pl4,5P foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat

Chol koleszterol PE foszfatidil-etanolamin
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KOHERENS KONTROLL CALMODULINBAN

Schay Gusztav ' Michael Klopf 2 Onica Klaudia® Balog Erika ' Liliom Karoly '

' Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
2 Helmholtz Zentrum Dresden Rossendorf, Deutschland.
3 Pazmany Péter Katolikus Egyetem, Budapest

A Calmodulin mikdédésében alapvetd fontossagu kérdés hogy a kalcium ion kétése soran mi
alapjan valasztja ki a fehérje a nagy szamu lehetséges partner kézil a megfelelét. Ebben
minden valdszinliség szerint a fehérje mozgasi mintazatai jatszanak meghatarozé szerepet,
azaz a kalcium kotés vélhetéen olyan mozgasi mintazatok kialakulasat segiti el6, melyek azutan
az energia-felszinen a megfelelé konformacio kialakulasahoz sziikséges szerkezethez kdzeli
allapotba mintegy fokuszaljak a molekula-populaciét. Amennyiben ez létez6 mechanizmus,
akkor megfeleld rezonans pumpalassal a konformacids eloszlas megvaltoztathato. Ezt
vizsgaltuk meg THz frekvencigju pumpalassal, optikai proba kisérletekben, és kimutattuk hogy
30 THz pumpaldé frekvencia valamint 2.5W/mm? intenzitas mellett tranziens koherens oszcillacio
alakul ki, melynek amplitidoja és frekvenciaja a pumpald jel frekvenciajatol és
teljesitménys(iriségétél fligg.
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EFFECT OF ERBB2 MISSENSE MUTATIONS ON DIMER FORMATION

Serrano-Cano, T. Gabriela®
Nagy Péter’,

1 Debreceni Egyetem, Biophysics and Cell Biology department

ErbB2 is a member of the epidermal growth factor receptor family and the single member
without a ligand-binding domain. Instead, its activation is triggered by heterodimerization with
ligand activated ErbB1(EGFR) or by homodimerization at high membrane concentration.
Overexpression of ErbB2 is caused by ErbB2 gene amplification causing the ErbB2 signaling
network to be constitutive active. ErbB2 gene amplification has been linked to a more
aggressive cancer development. In the past decade, several single nucleotide alterations have
been reported within the different regions of ErbB2 gene. The R143Q and V842] missense
mutations are two recurrent ErbB2 mutations and present in sperm cells in a higher frequency
than expected for de novo germline mutations. However, the effect of each mutation on cell
signaling or its potentially activating functional significance has not been elucidated. To achieve
this aim CHO cells were transfected with ErbB2 WT, V842| and R143Q variants and co-
transfected with EGFR for measurement of ErbB2 homodimerization and its heterodimerization
with EGFR using FRET analysis. In co-transfected cells, the ErbB2 missense mutations showed
no significant increase in heterodimer formations compared to ErbB2 WT even in the presence
of EGF stimulation. Interestingly, ErbB2 V842I| variant showed a higher homodimer formation
than ErbB2 WT which could be related to a higher cell signaling activity. In conclusion, the
R143Q and V842I variants do not influence the formation of EGFR-ErbB2 heterodimers even
under stimulating condition. Additionally, this lack of significant increase in heterodimerization
seen with V842l could be related to its higher propensity for homodimer formation.

Roviditések:
EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor, CHO: Chinese Hamster Ovary, FRET: Férster
resonance energy transfer, EGF: Epidermal Growth Factor
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MOLEKULARIS ZSUFOLTSAG, KATIONOK, LIGANDUMOK ES HYDROSZTATIKAI NYOMAS
HATASA G-QUADRUPLEXEK SZERKEZETERE

Somkuti Judit', Molnar Orsolya Réka', Végh Andras'?, Grad Anna', Adanyi Monika', Smeller
LaszIo'

'Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
2Semmelweis Egyetem Szemészeti Klinika

A nukleinsavakban a jol ismert kettés szalu szerkezet mellett un. nem-kanonikus strukturak is
el6fordulnak. Ezek kdzul a legjelentésebb a G-quadruplexnek (GQ) nevezett négyszalu
szerkezet, amelyet a guaninban gazdag szekvenciak képesek kialakitani. Négy guanin
szervez6dik egy sikba, igy alkotva egy G-quartetet, amelyet Hoogsteen tipusu hidrogénhidak
stabilizalnak. Tipikusan két vagy harom ilyen egymas folott elhelyezkedd quartet alkot egy G-
quadruplexet. Fontos szerepe van az egyértéki kationoknak, amelyek stabilizaljak ezt a
szerkezetet. A G-Qek jelent6ségét mutatja, hogy a telomér régioban, ill. szamos onkogén
promoterében is megtalaltak dket.

Méréseinkben szamos GQ formalé szekvenciat tanulmanyoztunk, Fourier-transzformacios
infravords (FTIR) spektroszkodpiaval, ill. fluoreszcencia energia transzfer modszerrel.

A human telomér (HTEL) szekvencia altal formalt GQ térfogati paramétereit vizsgalva
megallapitottunk, hogy a molekularis zsufoltsag (amit itt a nukleinsav sajat maga okozott) a
kitekeredési térfogatot jelentésen megvaltoztatja, annak eléjelét is atforditva. ([1V = -19 ml/mol
—rél +7 ml/mol-ra valtozik a 0,08-75 mg/ml tartomanyban). [1]

A hepatitis B virus genomjaban talalhaté harom potencialisan GQ formalé szekvenciarol
bizonyitottuk be, hogy ténylegesen GQt alkot. Megallapitottuk, hogy a TMPyP4 (amely egy
kationos porfirinszarmazék, melyet human GQk stabilizalasara fejlesztettek) stabilizalja
mindegyik quadruplexet, ill. meghataroztuk ezen GQk termodinamikai, stabilitasi és térfogati
paramétereit. [2] Az emlitett harom szekvencia kézul részletesebben vizsgaltuk a HepB1-nek
nevezett GGCTGGGGCTTGGTCATGGGCCATCAG szekvenciat. Megallapitottuk, hogy ezt
GQta Na* ion erésebben stabilizalja, mint a K*, ami ellentétes az eddigi irodalmi trenddel.
Harom GQ stabilizal6 ligandumot vizsgalatunk (TMPyP4, PhenCD3, BRACO19), melyek kozul a
TMPyP4 és a PhenCD3 t6bb mint 20 °C-al novelte a kitekeredési h6mérsékletet, mig a
BRACO19 stabilizalé hatasa ennél gyengébb (mintegy 5 °C-os volt). [3]

Eredményeink felvetik a human rakterapiara fejlesztett GQ-specifikus ligandumok esetleges
alkalmazasanak lehet6ségét a virusok esetében.

[1] J. Somkuti, M. Adanyi, L. Smeller, Biophysical Chemistry 254 (2019) 106248

[2] Somkuti, J.; Molnar, O.R. Grad, A.; Smeller, L., Biology 10 (2021) 10, 1173.

[3] Orsolya Réka Molnar, Andras Végh, Judit Somkuti, Laszlé Smeller, Scientific Reports 11
(2021) 23243 DOI:10.1038/s41598-021-02689-y
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A KEREGALLOMANY SEJTES ES MOLEKULARIS OSSZETETELE
A BURSA FABRICII LIMFOID FOLLIKULUSAIBAN

Soo6s Adam1
Sz6cs Embke, Fejszak Néra1, Jancsovics Dalma1, Halasy Viktéria1, Nagy Nandor1
1 Semmelweis Egyetem, Anatémiai, Szévet- és Fejlédéstani Intézet, Budapest

A bursa Fabricii a madarak primer nyirokszerve, amelynek szerkezeti és mikodési
alapegységeiben, a limfoid follikulusokban zajlik a B-sejtek proliferacidja és differencialédasa. A
follikulusok két, szdvettanilag és fejlédéstanilag jol elkulonilt kompartmentbél, az ektodermalis
eredetli vel6allomanybdl és a mezodermalis eredetli kéregallomanybdl allnak. Annak ellenére,
hogy a B-sejtek éréshez szukséges follikularis veléallomany szdvettana részletesen
karakterizalt, az ontogenetikailag késébb megjelend kortikalis régié szdveti és molekularis
Osszetétele nem ismert. Kutatdsunk soran a bursa Fabricii follikulusok kéregallomanyanak
sejtszintl és molekularis elemzését végeztik el.

Az IgM+ molekulakat kifejezé medullaris B-sejtekkel ellentétben a kéreg B-sejtiei CXCR4
pozitivak, és IgM-et alacsonyan expresszalnak. A follikularis kéregallomanyban dendritikus sejt
nem talalhatd, viszont CSF1R+/TIM4+/Lep100+ makrofagok egyenletesen el6fordulnak. Az
ECM részletes karakterizalasa soran azt talaltuk, hogy mig a matrix fehérjék tébbsége korai
embrionalis bursaban is kifejez6dik, addig a tenascin-C expresszidja elészor csak a kikelés
tajan, a 16-18 napos embri6 follikuluskezdeményei kérul figyelheté meg. A kikelést kdvetden a
kéregallomanyra specifikus tenascin-C, jellegzetes eloszlast mutatva a kapillarisok koral
koncentralddik. A tenascin-C funkciéjanak in vitro vizsgalata igazolta, hogy a B-sejtek
tenascin-C tulexpresszaltatas is gatolja a fejl6d6 follikulusok B-sejtes kolonizaciojat.

Eredményeinket 6sszefoglalva kijelenthetjik hogy 1.) a kéregallomany fejlédése a
kikelés elétt 5 nappal megkezdédik. 2) a kéregallomany B-sejt populacidja Bu-
1+/CXCR4+/IgM""“+ expresszids mintazatot mutat és CSF1R+ dendritikus sejteket nem
tartalmaz, viszont rendelkezik egy CSF1R+/TIM4+/Lep100+ makrofag populaciéval. 3) a
kéregallomany vazrendszerét mezenchimalis retikulum sejtek képezik, amelyek tenascin-C-ben
gazdag extracellularis matrixot termelnek. 4) In vivo és in vitro kisérletek szerint a tenascin-C
gatlo kdrnyezetet jelent a vandorlé B-sejtek szamara.

ECM — Extracellularis matrix
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AZ ENDOTELSEJTEK JELENTOSEGE A TUMOROKBAN: SEJTFELSZINI MARKEREK
AZONOSITASA ES CELOZHATOSAGA

Surguta Sara Eszter1,2
Cserepes Mihaly1,2, Kigyds Attila2, Varady Gyoérgy3, Doleschall Zoltan1, Hidvégi Anita1, Léner
Violetta2, Tovari Jozsef1,2

1 Orszagos Onkoldgiai Intézet, Budapest

2 KINETO Lab Kft., Budapest

3 Eo6tvds Lorand Kutatasi Haldzat, Természettudomanyi Kutatékdzpont, Enzimoldgiai Intézet,
Budapest

A malignus megbetegedések vilagszerte a vezetd halalozasi okok kézé tartoznak. A szolid
tumorok 6sszetett szerkezetliek, mégis, a terapias eréfeszitések tdbbnyire kizardlag a
tumorseijtek kdzvetlen célzasara korlatozédnak. Ugyanakkor a tumor felépitésében szamos mas
sejttipus és sejtkdzotti allomany is részt vesz. Kiemelked6 fontossagu a tumor vérellatasat
biztositd erek szerepe a daganatok fejlédésében. A tumorokban talalhaté erek (tumor endothlial
cells: TEC) funkcidjukat és eredetuket tekintve hasonldak a tdbbi szdvet ereihez, azonban mind
morfoldgiajuk, mind molekularis sajatsagaik kiillénb6znek a fizioldgias endotéliumtél.
Kutatasunk kézéppontjaban az altalanos és szévetspecifikus TEC-markerek azonositasa, és a
tumor-endotéliumot - egyben a szolid tumorokat — célzo Uj terapias lehetéségének feltarasa all.
A kilénb6zd szdvetekben kifejl6dd attétek intratumoralis endotélsejt génexpresszidjanak
vizsgalatara B16 egér melanoma, C26 colon carcioma és 3LL-HH tid tumorsejtvonalakat
vontunk be. Primer [épdaganatot és majkoléniakat Iépbe oltassal, tiddkoloniakat farok
intravénasvéna oltassal hoztuk létre. Az implantalt tumorok eredését kdvetden a koldniak
makroszkopos megjelenését megvarva tumorszdovet izolaltunk és egysejt-szuszpenziét
készitettlink. Immunhisztokémiai jeldléssel a kontroll és tumoros CD31+ endotélsejteket
aramlasi citometrias sejtszortolas segitségével izolaltuk. A kilénb6zé endotéimintak RNS-
tartalmanak szekvenalasat és microarray vizsgalatat végeztik.

Mind a harom vizsgalt tumorsejtvonal esetén sikeresen kialakitottunk tidé és lép-ma3;j
kolonizaciés modellt. A kapott szekvenalasi és array vizsgalati adatokbdl 6sszehasonlitd
génexpressziojat tudjuk dsszevetni az adott lokalizacié kontroll ép szovet ereivel. Ezeket a
kulénbségeket hasznalva ujfajta tamadaspontokat talalhatunk daganatellenes hatéanyagok
fejlesztésére, vagy azok célba juttatasara.

Tamogatok: A munkat a Témateruleti Kivalosagi Program (TKP2021-EGA-41), valamint a
Nemzeti Laboratériumok Program - Nemzeti Tumorbioldgiai Laboratérium (NLP-17) palyazatok
tamogatasaval végezzik. Surguta S. E. az ITM-NKFIA finanszirozasu Kooperativ Doktori
Program (1018567) tamogatottja.

Roviditések: TEC - Tumor Endothelial Cells
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DROSOPHILA VERSEJTEK PLASZTICITASANAK TANULMANYOZASA PRIMER
VERSEJTKULTURAK SEGITSEGEVEL

Sutus Enikd'
Gabor Erika', Bayan Kharrat'#, Jankovics Ferenc?, Sinka Rita®, Honti Viktor'

1, Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont, Genetikai Intézet, Drosophila Vérsejt Differencialédas
Csoport, Szeged

2, Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Genetikai Intézet, Drosophila Ivarsejt Fejlédési Csoport,
Szeged

3, Szegedi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi és Informatikai Kar, Genetikai Tanszék,
Szeged

4, Szegedi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi és Informatikai Kar, Bioldgia Doktori Iskola

A Drosophila melanogaster széles korben alkalmazott modellszervezet az immunrendszer és a
vérsejtekhez kapcsolddd tumorképz8dés tanulmanyozasara. Immunsejtjei, a hemocitak,
funkciojukban nagy hasonlésagot mutatnak az emlésék mieloid sejtjeihez. A naiv larva
keringésében két vérsejttipus talalhato, a plazmatocita és a kristalysejt. Immunindukciot
kdvetden és tumoros allatokban egy harmadik vérsejttipus, a lamellocita differencialédik. Ujabb
kutatasok ravilagitottak, hogy a korabban terminalisan differencialédott sejteknek gondolt
plazmatocitak képesek eredeti funkciojukat megvaltoztatva lamellocitakka atalakulni, vagyis
transzdifferencialédni.

A hemocitak tanulmanyozasa szamos nehézséggel jar, ugy mint a vérsejtek steril kérilmények
kozott torténd izolalasa és hosszabbtavl fenntartasa, in vivo monitorozas esetén a larva és a
vérsejtek mozgasanak kdvetése. Mivel a rendelkezésre allé médszerekkel a vérsejtek
korlatozott ideig vizsgalhatdk, létrehoztunk egy ex vivo sejttenyésztési médszert a plazmatocita-
lamellocita atalakulas lIépéseinek, illetve a folyamat szabalyozasanak jobb megértése
érdekében.

Tapasztalataink alapjan a hemocitak kultdraban fenntarthatdk, a plazmatocitak megérzik
osztoédasi és transzdifferencialédasi képességliket. Kultirainkban mindkét korabban leirt
lamellocita tipus — az I-es és ll-es tipusu lamellocita — is megfigyelhetd. A kiilonbozé vérseijt
tipusok plaszticitasanak vizsgalatara kidolgoztunk egy blaszticidin rezisztencian alapuld
szelekcios rendszert is. Reményeink szerint kutatasi eredményeink hozzajarulnak a vérsejtek
plaszticitasanak, a transzdifferenciacio folyamatanak és szabalyozasanak pontosabb
megeértéséhez.

Kutatasainkat az OTKA K-131484 (VH) és a RRF-2.3.1-21-2022-00005 palyazatok
tdmogatasaval valositjuk meg.
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METILENKEK HATASA A RAGCSALOKBOL IZOLALT AGYI MITOKONDRIUMOKRA
KOMPLEX Il GATLAS ESETEN

Svab Gergely'
Kokas Marton', Sipos Ildik6?, Ambrus Attila’, Tretter Laszlo'

1 Semmelweis Egyetem, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet, Budapest
2 Semmelweis Egyetem, Neuroldgiai Klinika, Budapest

A metilénkék (MK) alapvazat, a fenotiazin vazat els6ként 1883-ban szintetizaltak. A 19. szazad
végétdl napjainkig betegségek széles spektruman alkalmazzak, 1891-ben a malariaban, az
1890-es években pszichiatriai betegeken alkalmaztak. Az 1900-as évek elején felfedezték
antimikrobialis hatasat, késdbb toxikus allapotok kezelésében (methemoglobinémia,
cianmérgezés, ifoszfamid enkefalopatia, szeptikus sokk) is fontos szerepet kapott. A MK
mitokondrialis hatasai k6zé tartozik az ,alternativ elektrontranszport”, ami alatt azt értjik, hogy
az elektronok mitokondrialis ETC komplexei helyett, egy alternativ utvonalon haladnak végig,
athidalva ezzel a mitokondrialis ETC két komplexét. igy a MK alkalmazasanak nagy jelentésége
van a komplexek karosodasa esetén.

Munkank soran egér, patkany és tengerimalac agykéregbdl izolaltunk mitokondriumokat. A
mitokondrialis oxigénfogyasztast Clark-tipusu polarografias elektroddal, a membranpotencialt
safranin fluoreszcenciaval, mig a NADH/NAD* aranyt a NADH autofluoreszcenciaval mértik.

MK hatasra a Cl| szubsztrattal energetizalt, Clll gatolt mitokondriumokon fokozddott az
oxigénfogyasztas, hiperpolarizalédott a membran, csdkkent a NADH fluoreszcencia. ADP
hatasra csOkkent az oxigénfogyasztas, depolarizalédott a membran és emelkedett a
NADH/NAD®* arany. Ezt kdvetéen ANT gatldé hozzaadasra fokozodott az oxigénfogyasztas,
hiperpolarizaléodott a membran és csokkent a NADH/NAD* arany. Ennek a szokatlan
jelenségnek a magyarazata a MK elhelyezkedésében és toltésvaltozasaban keresendd. A MK
pozitiv toltése révén felvételre kerlil a mitokondriumokba, ahol redukalddik, majd a citokrém c-t
redukalva ujra oxidalt allapotba kerul, igy ismét képes részt venni a NADH-rél torténd
elektrontranszportban, ezzel athidalva a Cl és a Clll gatlast.

Eredményeink bizonyitjak, hogy a MK a membran polarizaltsaganak fliggvényében képes
athidalni a Cl és a CIll gatlast, ezzel el6segitve a NADH oxidacidjat és fokozva a citrat-kor
mukodését, igy javitva a mitokondrium bioenergetikai paramétereit.

ANT: adenin-nukleotid-transzlokaz; Cl: komplex I; Clll: komplex lll; ETC: elektrontranszport
lanc; MK: metilénkék
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A SEJTMEMBRAN HATASA A LOKALIS LIGANDUM KONCENTRACIORA
Szabd Agnes1 Széllési Janos1,2, Nagy Péter2

1MTA-DE Sejtbiologiai és Jelatviteli Kutatocsoport, Debreceni Egyetem
2Debreceni Egyetem AOK Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

Bevezetés: A plazmamembran kulcsfontossagu szerepet tolt be jelatviteli folyamatokban, mivel
a hirvivok és a gyogyszermolekulak vagy kétédnek a membranhoz, vagy athaladnak rajta. Bar a
ligandum kotédése trividlis egyensulyi folyamat, a jelenséget jelentésen modosithatja a
ligandumok dinamikus asszociacidja és disszociacioja, ill. kilénb6zd membranjelenségek. Ezért
célul thztuk ki, hogy megvizsgaljuk, milyen hatassal van a membran kdzelsége a ligandum

s

Médszerek: A méréseket eGFP-ErbB1 receptorokat stabilan kifejez6 CHO sejteken (F1-4
sejtvonal) vagy ezek eCFP-ErbB2 plazmiddal transzfektalt valtozataval végeztik, vagy ezen
sejtekbdl készitett vezikulumokkal (GPMV). Az ErbB1 fluoreszcensen jeldlt ligandumaval
(TAMRA-EGF) inkubaltuk a sejteket / vezikulumokat, majd FCS-sel meghataroztuk a
Eredmények: A csak ErbB1-et kifejezd F1-4 sejtvonal esetében a sejtmembran ~5 pm-es
kérnyezetében ~3-szor nagyobb volt az EGF koncentracid, mint a szabad oldatban. Az ErbB2-t
expresszalo sejtekben a TAMRA-EGF lokalis koncentracidja a sejtmembran felett 10-20 um-rel
maximumot mutatott. Az EGF koncentraciés maximum egybe esett az EGF diffuzids
allanddéjanak minimumaval. Ezzel szemben a sejtekbdl készitett vezikulak esetén nem
tapasztaltuk ezen csucsok jelenlétét. Az ErbB2-vel nem transzfektalt F1-4 sejtek esetében a
membran lokalis EGF koncentraciora kifejtett hatasat a sejtek fixalasa megszintette, a
Latrunculin-B kezelés viszont hatastalan volt. Az ErbB2-vel transzfektalt sejtek esetében
azonban mind a Latrunculin-B jelenléte, mind a fixalas cstkkentette a membranhatas mértékét.

Konklizio: Bar a kisérletek értelmezése és kvantitativ modellezése még folyamatban van, az
eredmények egyértelmiien alatamasztjak, hogy a sejtmembran jelentésen médositja a
ligandumok membranban expresszalt receptorok kérnyezetében mérheté koncentraciojat.

Roviditések:

EGF: epidermalis ndvekedési faktor

ErbB1: epidermalis névekedési faktor receptor (EGFR)
FCS: fluoreszcencia korrelaciés spektroszkopia

F1-4: ErbB1-eGFP-vel stabilan transzfektalt CHO sejtvonal
GPMV: giant plasma membrane vesicle
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A SZINDEKAN-4 OSSZETETT SZEREPE A VAZIZOMZATBAN: MIOGENEZIS ES
ONKOGENEZIS

Szabo Kitti'
Varga Daniel 2, Végh Attila Gergely?, Liu Ning*, Xiao Xue®, Xu Lin®, Dux Laszl¢",
Erdélyi Miklos?, Rovo LaszIé®, Keller-Pintér Aniko'

'Szegedi Tudomanyegyetem, Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomanyi Kar, Biokémiai Intézet,
Szeged

2Szegedi Tudomanyegyetem Természettudomanyi és Informatikai Kar, Optika és
Kvantumelektronika Tanszék, Szeged

SE6tves Lorand Kutatasi Haldzat, Biologiai Kutatokézpont, Biofizika Intézet, Szeged
“Texasi Egyetem Délnyugati Orvosi Kézpontja, Molekularis Biologia Tanszék, Dallas, Texas,
USA

STexasi Egyetem Délnyugati Orvosi K6zpontja, Kvantitativ Biomedikai Kutatokdzpont,
Népesség- és Adattudomanyi Tanszék Dallas, Texas, USA

6Szegedi Tudomanyegyetem, Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomanyi Kar, Gégészeti és Fej-
Nyaksebészeti Tanszék, Szeged

A vazizomzat nagyfoku regeneracios képességet mutat, amely molekularis szinten megismétli az
embriondlis miogenezist. A rabdomioszarkdma a leggyakoribb gyermekkori lagyrésztumor és az
izomsejtek differencialédasanak karosodasa jellemzi. A mioblaszt fuziéban kulcsszerepet jatszik az aktin
citoszkeleton atépllését szabalyozé Rac1 GTP-az. A SDC4 (szindekan-4) proteoglikan szabalyozza a
Rac1-GTP szintjét, génkilitétt egerekben a vazizom morfoldgiaja és regeneracidja sérll, azonban nem
tisztazott, hogy a SDC4 hianya hogyan vezet az izomregeneracié zavarahoz. Célunk volt a SDC4
miogenezisben és onkogenezisben betdltott szerepének vizsgalata.

C2C12 egér mioblaszt sejtek SDC4 szintjét shRNS-sel csdkkentettiik. A Rac1 aktivitast NSC23766-tal
gatoltuk, a fehérjék expresszidjat Western blottal vizsgaltuk. A sejtek fuzidjat jellemzé fuzids (miotubulus
sejtmag/ésszes sejtmag) és differenciaciés (multinuklearis/0sszes sejtszam) indexet dezmin
immuncitokémiat koévetéen szamoltuk. Atomerdé mikroszképpal vizsgaltuk a sejtek rugalmassag
valtozasait, szuperrezolucios dSTORM mikroszképiaval az aktin nanoszerkezetet. Human
rabdomioszarkéma mintak (n=199) SDC4 expressziojat nukleinsav szinten detektaltuk.

A SDC4 csendesités szignifikdnsan megemelte a fluzidés- és differenciaciés indexet. A foszfo-
PAK1(Thr423) szintje szignifikdnsan n6tt SDC4 csendesités hatasara, mig NSC23766 kezelést kdvetben
a SDC4 csendesitett sejtekben megfigyelheté foszfo-PAK1(Thr423) és foszfo-kofilin(Ser3) emelkedés
elmaradt. A SDC4 csendesitett sejtek aktin citoszkeletalis architekturaban nanoszintl valtozasokat
mutatottunk ki, atomeré mikroszképia soran pedig csokkent rugalmassagot tapasztaltunk (kontroll vs.
shSDC4: 43,43 + 5,593 vs. 164,0 + 36,50 kPa). A PAX-FOXO1 génfuziét nem mutatd, heterogén
csoportot alkoté rabdomioszarkémak 28%-aban SDC4 génamplifikacid figyelhet6é meg, melyet RNS
szekvenalasi adatok alapjan megemelkedett SDC4 expresszio kisér.

Vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy a SDC4 expresszidé csokkenése teret engedve a Rac1

magas SDC4 expresszio hatraltatja a miogenezist és el6segiti az onkogenezist.

Roviditések: Rac1 (Ras-hoz kapcsolt C3 botulinum toxin 1-es szubsztratja), PAK (p21 aktivalt kinaz)1,
SDC4 (szindekan-4)

Tamogatas: NKFI FK 134684, NKFI K 132446, TKP2021-EGA-28, Bolyi Janos Kutatasi Oszténdij
(BO/00734/19/5), UNKP-21-5-SZTE-571.
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A VS38C JELOLES LIMITACIOI A PLAZMASEJTES MIELOMA
ARAMLASI CITOMETRIAS DETEKTALASA SORAN

Szaloki Gabor'
Czeti Agnes’, Varga Gergely?, Szita Virag Réka?, Komldsi Zsolt Istvan®, Takacs Ferenc ', Mark
Agnes', Timar Botond', Matolcsy Andras', Barna Gabor'

1 Semmelweis Egyetem, Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato intézet, Budapest, 2 Semmelweis
Egyetem, Belgydgyaszati és Hematoldgiai Klinika, Budapest, 3 Semmelweis Egyetem,
Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet, Budapest

A plazmasejtes mieldma a plazmasejtek rosszindulati daganata. A paciens csontveld
aspiratumanak aramlasi citometridas vizsgalatanak jelent6s szerepe van a diagnézis
felallitasaban és a beteg kezelésre adott valaszanak értékelésében. Mivel a vizsgalt sejtfelszini
markerek variabilisen expresszaldédhatnak a kéros sejteken, mindemellett a kezelés hatasara is
megvaltozhat kifejez8désiik mértéke, folyamatos az igény UuUjabb, allandé expresszidju
markerekre.

A VS38c egy monoklonalis ellenanyag, mely az ER-ben talalhatdé CLIMP63 fehérjéhez kotédik.
Ez a fehérje a hemopoetikus sejtek k6zott egyedulalléan magas expressziot mutat a plazma- és
mieldma sejtekben, igy hasznalhaté lehet azok azonositasara.

Bar immunhisztokémiai jelblések soran a VS38c intenziven jeldlte a normal és koros
plazmasejteket, kivancsiak voltunk, hogy ez hasonldéan térténik-e aramlasi citometrias jeldlés
soran is. Ehhez 196 paciens csontvel&jében vizsgaltuk meg a plazmasejtek VS38c-vel torténd
jelolédését. Azt tapasztaltuk, hogy ha a sejteket erds detergenssel permeabilizaltuk, akkor
minden plazmaseijt intenziven jelol6détt, mig ha mérsékelt permeabilizacié tortént, az esetek
tobbségében megjelent egy VS38c-vel alig jel6l6dd plazmasejt alpopulacié. Ez felvetette azt a
lehetéséget, hogy a plazmasejtek kdzbtt jelen van egy detergens-ellenallébb ER membrannal
rendelkezd alpopulacié. A plazmasejtek heterogenitasat az is alatamasztja, hogy ezek a
plazmasejtek kevésbé toleraljak a mechanikai megterhelést, ugyanis ha a jeldlés el6tt mosassal
eltavolitiuk a mintabdl az szolubilis immunglobulinokat, ezek a sejtek a centrifugalas soran
elvesznek. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a plazma- és mieldma sejtek ER membran
permeabilizalhatésag szempontjabdl heterogén populaciot alkotnak, melynek lehet bioldgiai
relevanciaja is. Emellett kijelenthetd, hogy aramlasi citometrias mérés soran fokozott figyelmet
kell forditani a megfelel6 membran permeabilizalasra, hogy elkeriljilk a nem megfeleld
permeabilizacié miatti hamis negativ VS38c jeldlédést.

Roéviditések: ER: endoplazmatikus retikulum
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HUMAN ENDOMETRIOSIS ES MEHURI ENDOMETRIUM MINTAK IN VITRO
SZOVETTENYESZTESE MOLEKULARIS VIZSGALATOKRA

Szegeczki Vince'

Kulcsar Maté', Fazekas LaszIé", Orlik Brigitta?, Torok Péter®, Jakab Attila®, Reglédi Dora®,
Juhasz Tamas'

'DE Anatdmiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet, Debrecen, 2DE KK Patoldgia Intézet, Debrecen,
3DE KK Sziilészeti és Né6gyogyaszati Klinika, Debrecen, PTE Anatdémiai Intézet, Pécs

A human endometrium az élévilag méhlepényes egyedei kdzott egyediilalld szévet, tekintve
hogy az elevensziilék oestrus ciklusa helyett menstruacios ciklussal bir. A méhnyalkahartya
komplex szdvet, felépitésében szamos sejttipus vesz részt, amelyek befolyasoljak egymas
mikddését. Endometriosisrol beszélink abban az esetben, ha a méh dregén kivil a néi nemi
ciklus hormonalis valtozasaira reagalé endometrium talalhatd. Napjainkban az ectopias szévet
kialakulasaban egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak a kulénb6zé molekularis folyamatoknak,
amelyek eltérnek az eutopias szdvet fizioldgias folyamataitél.

Mivel az endometrialis sejtvonalak és az allatmodellek nem alkalmasak ezen egyedi szdvet
komplex folyamatainak tanulmanyozasara, célunk volt egy olyan in vitro szévettenyésztési
maodszer létrehozasa, amely alkalmas a human endometrialis szovetek fenntartasara, illetve ezt
koévetden azok molekularis modszerekkel térténd vizsgalatara.

Kisérleteinkhez matéti uton eltavolitott endometriosis és endometrium mintakat hasznaltunk. A
mitét napjan beérkez6 mintat harom csoportra osztottuk: egy mintarészt egybdl lefixaltunk
(,Friss™), egyet hormonokkal (,E2+P4”) kezeltiink, egyet pedig hormonadagolas nélkil a
kezelési id6 végeig fenntartottunk (,Kontroll”). Az E2+P4 csoportok esetén a ndi nemi ciklus
hormonalis valtozasait igyekeztlink imitalni. Az URM 1. ismeretében, a mintakat a ciklus 24.
napjaig a mindenkori hormonkoncentracioknak megfeleléen kezeltlik. A tenyésztési periodust
koévetden a mintakat HE festéssel vizsgaltuk, illetve immunhisztokémiaval tanulmanyoztuk a
szovet sejtjeinek sejtfelszini markereit.

Az ectopias mintak esetében a szdvetek kivétel nélkll fenntarthatok a kezelési idé végeéig, mig
az eutopias mintaknal csak a teljesen egészséges méhnyalkahartya tarthaté fenn. A
szovettenyésztési moédszer alkalmas a két endometrialis szévet molekularis folyamatainak
O0sszehasonlitasara és tanulmanyozasara.

Az Innovéciés és Technolbgiai Minisztérium UNKP-21-3-Il kédszamu Uj Nemzeti Kivaléség
Programjanak a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovaciés Alapbdl finanszirozott szakmai
tamogatasaval készlilt.

E2: 17B-estradiol (6sztradiol)
P4: progesterone (progeszteron)
URM 1.: az utolso6 rendes menstruacio elsé napja
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AZ IDOSKORBAN ELKEZDETT RENDSZERES FIZIKAI AKTIVITAS HATASANAK
VIZSGALATA AGING PATKANY MODELLEN REKREACIOS ES EROLTETETT FUTAS
SEGITSEGEVEL

Szekeres Réka
Priksz Daniel, Bombicz Mariann, Varga Balazs, Szilagyi Anna, Takacs Barbara, Erdei Tamas,
Viczjan Gabor, Ovari Ignac, Gesztelyi Rudolf, Szilvassy Zoltan, Juhasz Béla

Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézet

Bevezetés és célkitlizések: Egyre id6s6dé tarsadalmunkbdl kifolydlag fokozott az igény arra,
hogy azonositsuk és bdévitsiik azon lehetéségek tarhazat, amelyek képesek mérsékelni az
Oregedéssel jaro funkciéromlasokat.

Anyagok és modszerek: 18 hénapos Sprague Dawley patkanyokat 3 csoportra osztottunk: (1)

kontroll csoport: 6k modellezték az id6sddé, fizikailag inaktiv populaciot; (1) rekreacios csoport,
ketreclkben beépitett futdkereket helyeztiink el, azt tetszés szerint hasznalhattak 6 hénapon at;
(1) eréltetett futé csoport, akik fél éven keresztil heti 6 napon, meghatarozott sebességgel,
adott ideig futottak. A kisérlet végpontjaban echokardiografias, illetve elektroretinografias
meéréseket végeztlink ketamin-xylazin anesztézia alatt. Ezt kévetéen 5 mg/ttkg i.p. isoproterenol
adasa utan meghataroztuk a csoportok tulélési gorbéit, végll az aorta endothel-fliggd
Eredmények: Echokardiografids méréseink soran az inaktiv allatokhoz képest a rekreacios és
az erbltetett futd csoportokban a systoles paraméterek szignifikans javulasat detektaltuk, am a
szoveti Doppler technikaval meghatarozhatd bal kamrai csucs systoles sebesség csokkent az
erbltetett testmozgast reprezentald csoportban, a rekreacios allatokban mérthez viszonyitva.
Elektroretinografias médszerrel megallapitottuk, hogy az ,a” és a ,b” hullamok amplitiddja
fokozottabb mindkét aktiv csoportban, és megjegyzendd, hogy az erdltetett mozgas soran a
legnagyobb mértéki. Az endothel-fliggé vazorelaxaciot mindkét tipusu testmozgas
szignifikansan fokozta, de kulénbséget nem lattunk a mozgasformak kozott. Az isoproterenolt a
kontroll csoportba tartozo allatok koztl 0, a rekreacids csoportbdl 1, az erbltetetten futd allatok
kozul 2 élte tul, illetve a kisérlet teljes ideje alatt a sportolo allatok javuld tulélést mutattak.
Kovetkeztetések: Eredményeink alapjan az idésebb korban elkezdett mindennemi testmozgas
kedvezben befolyasolja a retina funkcidjat, a szivfunkcios paramétereket, valamint a tulélési
goOrbéket.

Tamogatas: TKP2021-EGA-1, GINOP-2.3.4-15-2020-00008

i.p.: intraperitonealis
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AZ AYAHUASCA KOMPONENSEINEK TERAPIAS POTENCIALJA A SZEM ISZKEMIA-
REPERFUZIOS KAROSODASABAN

Szilagyi Anna'’
Varga Balazs', Szilvassy Zoltan', Juhasz Béla', Frecska Ede?, Takacs Barbara', Szekeres
Réka', Tarjanyi Vera', Bombicz Mariann', Priksz Daniel’, Kovacs Attila®

1 Debreceni Egyetem AOK Farmakolbgiai és Farmakoterapiai Intezet,
2 Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont AOK Pszichiatriai Tanszék

Az iszkémia-reperfuziés (I/R) karosodasnak jelentds szerepe van szamos szembetegség
optikus neuropatia. Jelenleg nem all rendelkezésre hatékony kezelés az I/R karosodashoz
kapcsolddd szembetegségek kivédésére és gyodgyitasara. Kisérletlinkben az ayahuasca két
fontos komponensének, az N,N-dimetiltriptaminnak (DMT) és a harmalinnak a retinoprotektiv
hatasat teszteltlik. Spargue Dawley patkanyok szemén ligaciés modszerrel 60 perc globalis
iszkémiat provokaltunk, melyet egy 7 napig tarté reperfuzids fazis kovetett. Ezalatt az allatokat
harmalinnal, DMT + harmalinnal vagy vivbanyaggal kezeltik. Egy hét elteltével
elektroretinografias (ERG) méréseket, western blot analizist és hisztoldgiai elemzést végeztiink
az allatok szemein. A harmalin kezelés 6nmagaban protektivnek bizonyult a szem I/R
karosodasaval szemben, mig a DMT-vel torténé egylttes adas esetén, ez a védd hatas nem
érvényesilt. A harmalin mérsékelte a retina rétegvastagsaganak csdkkenését, valamint ERG
meéréseink alapjan csokkentette a szem funkcionalis karosodasat. A western blot vizsgalatunk
soran az I/R patomechanizmusaban fontos fehérjéket vizsgaltunk, melyeknek szerepe van a
gyulladasos valaszban, az oxidativ stressz és a sejthalal kivaltasaban és a szdveti
destrukciéban. A harmalin cstkkentette a PARP1, MMP9 és az NFkB expresszidjat és novelte a
Hsp70 szintézisét. A DMT kezelésben is részesiildé csoportban a hatas ellentétes volt. A DMT
igéretes gyogyszerjeldlt szamos betegség kezelésében, ezért nemkivant karos hatasa a szem
keringészavara esetén tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé. Jelen kisérlet felfedte a MAO-A
gatlas terapias potencialjat a szem I/R karosodassal 6sszefiiggd betegségeiben.

I/R = iszkémia-reperfuzié; DMT = N,N-dimetiltriptamin; ERG = elektroretinografia; PARP1 =
poli(ADP-rib6z) polimeraz-1; MMP9 = matrix metalloproteinaz-9; NFkB = Nuclearis faktor kappa
B; Hsp70 = 70 kDa molekulasulyu hésokkfehérje
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FOSZFATIDILSZERIN RECEPTOROK A VAZIZOM SERULEST KOVET®
REGENERACIOJABAN

Szondy Zsuzsa'? Nour Al-Zaeed', Budai Zsofia', Szentesi Péter®, Csernoch Laszl6®, Sarang
Zsolt'

'Debreceni Egyetem, AOK, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet, Debrecen
*'Debreceni Egyetem, FOK, Alapozé Orvosi Ismeretek Tanszék, Debrecen
3'Debreceni Egyetem, AOK, Elettani Intézet, Debrecen

A vazizom sérllést kdvetd regeneracidja az izomrostok bazalis laminajaban elhelyezked
szatellit sejt differenciaciéja nem szatellit sejt autonédm folyamat, hanem a koérnyezé sejtek altal
kibocsajtott szignalmolekulak figgvénye. A folyamat szervezésében meghatarozé szerepet
toltenek be a sérilés helyére bevandorld makrofagok, részben mert eltakaritjak az elhalt
sejteket, részben mert a mioblaszt differenciaciot regulalé szignalokat bocsajtanak ki. A
folyamat kezdetén ezek gyulladasos makrofagok, melyek az eltakaritast kdvetéen un. gyégyitd
makrofagokka alakulnak. Mind a korai szakaszban termelt gyulladasi citokinek, mind a gyogyité
szakaszban termelt névekedési faktorok és gyulladasellenes molekulak sziikségesek a
megfeleld széveti regeneracidohoz. Az elhalt sejtek makrofagok altali felismerése PSR-aik
segitségével torténik. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogyha ilyen receptorok hianyoznak, mi
torténik a vazizomizom regeneraciojaval. Megallapitottuk, hogy hianyukban nemcsak az
eltakaritas fog késni, hanem késik, illetve nem megfeleld a makrofagok gyogyité iranyba térténé
konverzidja is bizonyitva, hogy a konverzié a fagocitozis fliggvénye. Emiatt kulcs névekedési

c s
Ty

Rovidités: PS, foszfatidilszerin; PSR, foszfatidilszerin receptor

Tamogatd: OTKA 124244 és 138162



51. MEMBRAN TRANSZPORT KONFERENCIA
POSZTER ABSZTRAKTOK

A BURSA FABRICIIBEN ZAJLO o
LIMFOID FOLLIKULOGENEZIS KARAKTERIZALASA

Sz6cs Eméke!

So6s Adam', Halasy Viktéria, Jancsovics Dalma’, Nagy Nandor!

Semmelweis Egyetem, Anatémiai, Szdvet- és Fejlédéstani Intézet, Ossejt és Kisérletes
Embriolégia Laboratorium

A bursa Fabricii (BF) a madarak bélhez-asszocialt primer nyirokszerve, a B-limfocitak
embrionalis fejlédés kezdetén a BF epitelialis telepe a kloaka disztalis, ektoderma-eredetli
szakaszabdl indul ki. Az organogenezis idején a BF hdmkezdeményét vastag mesenchymalis
sejtréteg boritja, amelyet vér eredetii 8ssejtek (B-limfocita, makrofag és dendritikus
prekurzorok) népesitenek be. A véreredetii mieloid prekurzorok a mesenchymaban a
hamsejteket follikulusbimbok képzésére késztetik. A B-limfocita prekurzorok tovabbi
differencialodasat a BF follikulusokat alkotd dendritikus-, makrofag-, és hamretikulum sejtekbdl
allé mikrokérnyezete hatarozza meg. A stromalis mikrokérnyezet jelentésége a
lymphopoiezisben féleg az 8ssejtek differencialédasat iranyitdé névekedési faktorok és citokinek
felfedezésével értékelddott fel.

Jelen munkank soran hisztolégiai és immuncitokémiai médszerrel tanulmanyoztuk a
mieloid sejtek megjelenését és differencialdédasat, amelyek elinditjak a BF limfoid follikulusainak
ontogenezisét a B-sejtek bejutasa el6tt. A 9 napos csirke embridban az EIVE12 monoklonalis
ellenanyag (mAb) a ham alatti mesenchymaban kis csoportokat képezb kerek sejteket jeldl,
melyek hamba vandorlasat koveti a follikulusok kezdeményét alkoté hambimbdk megjelenése.
Egy nappal késébb, CSF1R+, illetve TIM4 receptorokat expresszalé nyulvanyos sejtek
kolonizaljak a hambimbdkat, amiben 24-48 éraval kés6bb CXCR4+/chB6+/IgM+ B-sejt
prekurzorok telepednek meg. Kikelést kdvetéen a BF-ben képz6d6 chB6+ B-limfocitak a
perifériara vandorolva a szekunder nyirokszerveket kolonizaljak.

Kovetkeztetés: Az EIVE12 mADb altal felismert sejt epitelialis invazidja az embrionalis élet
soran joval megelézi a dendritikus/makrofag sejtek follikulusbimbdkba térténé bevandorlasat. Ez
az uj megfigyelés arra utal, hogy az eddigi elképzeléssel szemben nem a dendritikus prekurzor
sejtek és a ham dendro-epitelialis kdlcsdnhatasa, hanem egy Uj sejttipus, az EIVE12+ limfoid
follikulusbimbé indukalé” sejtek invazidja inditja el a follikulogenezist.
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A RICTOR AMPLIFIKACIO ES AZ MTORC2 AKTIVITAS MEGHATAROZASA ES
JELENTOSEGE KISSEJTES TUDOCARCINOMA SEJTVONALAKBAN

Sztankovics Daniel' Krencz lldiké', Danko Titanilla', Nagy Noémi', Petévari Gabor'!, Papay
Judit!, Khodr Andras?, Sebestyén Anna’

1 Semmelweis Egyetem, Patoldgiai és Kisérleti Rakkutaté Intézet, Budapest, Magyarorszag
2 Mayo Clinic, Department of Laboratory Medicine and Pathology, Jacksonville, FL, USA

Az ujonnan diagnosztizalt tidédaganatos esetek 15-20%-at a neuroendokrin daganatok
kozé tartozo kissejtes tidbécarcinomak (SCLC) alkotjak. A betegségre jellemzé a rendkivil rossz
progndzis és a korai attétképzddés. Az SCLC-k kezdetben jol reagalnak a platinabazisu
kemoterapiara, azonban a legtébb esetben néhany honap alatt rezisztencia alakul ki. A terapias
nehézségek és a kedvezbtlen progndzis miatt az SCLC-k genetikai jellemzése intenziven zajlik.
A kézelmultban az mTORC2 vazfehérjéjét kddoldé RICTOR gén amplifikacidjat a leggyakrabban
el6forduld, célozhatd genetikai eltérésként azonositottak az SCLC-kben.

Munkankban a human SCLC sejtvonalak RICTOR amplifikacios statuszat és mTOR-
aktivitasat, valamint a jellemzett sejtvonalak in vitro és in vivo cisplatin és kilénb6z6 mTOR-
gatldékkal szembeni érzékenységét vizsgaltuk.

FISH és ddPCR vizsgalatokkal 8 human SCLC sejtvonal RICTOR amplifikaciés
statuszat jellemeztik. A sejtvonalakon Alamar Blue és Sulforhodamine B esszékkel az mTOR-
jelatviteli ut inhibitorainak proliferaciégatlé hatasat vizsgaltuk a kezelésben hagyomanyosan
alkalmazott cisplatinnal 6sszehasonlitva. Az mTOR-jelut fehérjéinek expresszidjat
immunhisztokémiaval és Western blottal is vizsgaltuk a kiilénb6zé mintakban.

A RICTOR amplifikaci6 jelenlétét 2 sejtvonalban, mindkét médszerrel igazoltuk (FISH,
ddPCR). A legtdbb sejtvonal a cisplatin kezeléssel szemben rezisztens volt. A RICTOR
amplifikaciéval vagy az mTOR-jelut egyéb genetikai eltéréseivel rendelkezé sejtvonalak az
mTOR-gatlo (els6sorban az mTORC1 és C2 kinaz inhibitor) kezeléssel szemben érzékenynek
bizonyultak.

A RICTOR amplifikacio, illetve magas mTORC1 és mTORC?2 aktivitas jol targetalhaté
jellegzetessége lehet az SCLC-knek. Ezzel 6sszefliggésben az ujgeneraciés mTOR-gatlok
(els6sorban az mTORC1 és C2 kinaz gatlok) kombinaciés kezelésekben fokozhatjak a
kemoterapias szerek (pl. cisplatin, etoposid, stb.) hatékonysagat, a jovében lehetséges
megoldast jelenthetnek a jelenlegi kezelésekkel szemben kialakuld rezisztencia attorésében.

Tamogatasok: NKFI-FK-128404, STIA-KFI2020, ED_17-1-2017-0009

Roviditések: SCLC — Small Cell Lung Cancer; mTORC1 és C2 - Mammalian Target Of
Rapamycin Complex 1-2; RICTOR - RPTOR Independent Companion Of mTOR Complex 2,
FISH - Fluorescence In Situ Hybridization; ddPCR — Droplet Digital PCR
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PROTEASZOMA GATLO (MG-132) ES KINAZ GATLOK HATASA PATKANY
FEOKROMOCITOMA (PC12) SEJTEK JELATVITELERE

Tarjanyi Oktavia'?
Vecsernyés Monika'?, Berta Gergely'?, Stayer-Harci Alexandra'?, Balogh Balint!, Boldizsar
Ferenc?, Szeberényi Jozsef'?, ifj. Sétalo Gyorgy'

1 Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Bioldgiai Intézet és Kézponti
Elektronmikroszképos Laboratérium, Pécs

2 Szentagothai Janos Kutatokézpont, Jelatviteli munkacsoport, Pécs

3 Pécsi Tudomanyegyetem, Klinikai Kézpont, Immunolégiai és Biotechnoldgiai Intézet, Pécs

Bevezetés: A patkany feokromocitoma (PC12) sejtvonal kedvelt modell rendszere az in vitro
idegsejt differenciacio, tulélés és apoptozis vizsgalatanak. Az MG-132 proteaszéma gatlo
vegyulet ezekben a sejtekben beinditja a neuronalis differenciacié folyamatat, azonban 24 6ra
elteltével a sejtek morfoldgiai valtozasai egyre inkabb a programozott sejthalal jeleit mutatjak.
Az ubikvitin-proteaszéma rendszer (UPS) megfeleld mikoddése sziikséges szamos jelatviteli ut
szabalyozasahoz. Kilénb6zb daganatok, gyulladas és neuroldgiai korképek hatterében az UPS
mellékhatasa a periférias neuropatia, melynek pontos kialakulasi mechanizmusa még nem
tisztazott. Masrészrél az UPS csdkkent miikddése mutathaté ki neurodegenerativ
megbetegedésekben.

Modszerek: A proteaszoma-aktivitast fluorimetrias eljarassal, a sejtek morfoldgiai valtozasait
faziskontraszt mikroszkdppal, az apoptdzis folyamatat magfestéssel, flow citometriaval, WST-1
kolorimetrias esszével, valamint a kiilénb6z6 jelatviteli utvonalak aktivitasat Western-blot
analizissel detektaltuk. A jelatviteli utak kdzti kapcsolatok feltérképezésére kinaz gatlokat
(LY294002, SB203580, SP600125) hasznaltunk.

Eredmények: Az MG-132 proteaszoma gatldval végzett kezelés kétfazisu valaszt valt ki PC12
sejtekben. Kezdetben neuronalis differenciaciét indukal, de a hosszabb kezelések apoptézishoz
vezetnek, melynek hatterében a stressz-kinazok (JNK és p38) és a kaszpaz-3 fokozott, valamint
a tulélést kdzvetitd Akt csdkkent aktivitasa figyelheté meg. A kilonb6zé kinaz gatlokkal végzett
kisérleteink alapjan feltérképeztiink egy komplex szabalyozasi haldzatot e jelatvitel
komponensek kozott. Vegul kimutattuk, hogy egyes kinaz inhibitorok képesek gatolni, vagy
potencirozni az MG-132 altal kivaltott jelatviteli valtozasokat.

Kovetkeztetések: Eredmeényeink lehetséges magyarazatul szolgalhatnak a proteaszoéma gatlok
altal kivaltott periférias neuropatia, illetve kiilonb6zé neurodegenerativ betegségek molekularis
hatterére, és akar ujszerd, kombinacids terapiak kidolgozasahoz is hozzasegithetnek a jovében.

JNK: Jun N-termindlis kinaz, a stressz jelatvitelben szerepet jatszé Mitogén Aktivalt Protein Kinaz
LY294002: Foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) -inhibitor, gatolja az Akt foszforilacidjat

MG-132: peptidil-aldehid tipusu proteaszéma gatlé vegyulet

p38: a stressz jelatvitelben szerepet jatszé Mitogén Aktivalt Protein Kinaz

PC12: patkany feokromocitéma sejtvonal

SB203580: egy ATP-kompetitiv p38 MAPK-inhibitor, gatolja a p38 aktivitasat

SP600125: egy ATP-kompetitiv pan-JNK-inhibitor, gatolja a JNK aktivitasat

UPS: ubikvitin-proteaszéma rendszer

WST-1: tetrazolium so, melyet az él6 sejtek aranyanak meghatarozasahoz hasznaltunk
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A THROMBOSPONDIN-1 FEHERJE POSZTTRANSZLACIOS SZABALYOZASA A PKC-PP2A
UTVONALON KERESZTUL AZ ENDOTEL SEJTEKBEN

Thalwieser Zséfia, Kiraly Nikolett, Csortos Csilla, Boratké Anita

Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Vegytani Intézet; Debrecen

Munkank sordan a sejtek biokémiai, jelatviteli folyamatainak egyik alapveté reverzibilis
szabalyozasaval a fehérjék foszforilacidja/defoszforilacidjaval foglalkozunk, melyet a protein
kindzok és foszfatazok katalizalnak. A protein foszfatdz 2A (PP2A) szubsztrat fehérjéinek
vizsgalata soran kimutattuk, hogy a B55a regulator alegységet tartalmazé holoenzim egy
potencialis célpontja a thrombospondin-1 (TSP1) fehérie. TSP1 egy olyan matricellularis
glikoprotein, melyet leggyakrabban az angiogenezis és a tumor ndvekedés természetes
inhibitoraként emlegetnek. Munkank soran pull down, illetve immunprecipitaciéval igazoltuk a
PP2A és TSP1 fehérjék kozti kdlcsdnhatast. Western blot és qPCR technikakkal kimutattuk,
hogy a PP2A gatlasa okadansavval, a protein kinaz C (PKC) aktivalasa PMA-val, valamint a
PKC gatldsa G66976-tal hatassal van a TSP1 szintjére endotél sejtekben. Immunprecipitacioval
igazoltuk, hogy a TSP1 fehérje szerin oldallancon foszforilalédik. Foszforilacidos predikcids
szoftver felhasznalasaval a TSP1 teljes szekvenciajaban 6t potencialis PKC altal foszforilalhaté
szerin oldallancot azonositottunk (Serd4, Ser93, Ser297, Ser1113 és Ser1161). A foszforilacios
oldallanc azonositasahoz harom fragmentet hoztunk létre (1-221aa, 222-314aa, 972-1171aa),
majd az érintett oldallancok helyspecifikus mutagenezisével foszfomutans rekombinans
fehériéket hoztunk Iétre, melyeket in vitro PKC foszforilaciés kisérletben felhasznalva
azonositottuk a foszforilacids oldallancot. A TSP1 foszforilacioja hatassal van az endotél sejtek
élettani mikodésére is. A B55a depletalt sejtek érképz6é képessége megemelkedik, azonban
sebgyogyulasi képessége csbOkken a kontroll sejtekhez képest. NanoShuttle rendszer
felhasznalasaval kimutattuk, hogy B55a depletalt sejtek nagyobb, instabilabb 3D spheroidokat
képeznek. A tovabbiakban a TSP1 foszfomutansait tervezziik felhasznalni a folyamatok
tanulmanyozasaban.

A munkat tamogatta: UNKP-21-3-11-DE-17 (TZS) és NKFI FK135384 (BA).

PP2A — protein foszfataz 2A

TSP1 — thrombospondin-1

PKC — protein kinaz C
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A SZTEARIL-KOA DESZATURAZ-1 M224L POLI’MORFIZMUSANAK JELENTOSEGE A
LIPIDHOMEOSZTAZISBAN

Tibori Kinga1, Orosz Gabriella1, Csala Miklés1, Kereszturi Eva1
1Semmelweis Egyetem, Molekularis Biologiai Tanszék, Budapest

Szamos, a tulzott taplalékbevitellel és mozgasszegény életmdddal dsszefiiggd tlinetegyittes
hatterében a lipidanyagcsere szisztémas zavara éallhat. A lipotoxicitassal szembeni védekezés
kulcsenzime a telitetlen zsirsavak szintéziséért felelés sztearil-KoA deszaturaz-1 (Scd1). Az
enzim fokozott aktivitasa vagy tultermelé6dése azonban szintén kedvezétlen a szervezet
szamara, hozzajarulhat a ll-es tipusu diabétesz kialakulasahoz.

Munkank soran arra kerestik a valaszt, hogy az Scd1 aminosav cserét okozé polimorfizmusa
(M224L, rs2234970) hozzajarulhat-e az enzim eltérd mikoédéséhez.

A vad tipusu Scd1-et expresszids vektorba klonoztuk, Glu-Glu-tagelt és aminosavcserét
hordozé valtozatait iranyitott mutagenezissel hoztuk létre, majd HEK293T sejtes rendszerben
vizsgaltuk. A fehérje szinteket immunoblottal, az mRNS expresszio valtozasat gPCR-rel, az
enzimaktivitdsokat GC-FID-del kdvettik.

Bizonyitottuk, hogy az M224L polimorf enzim a lassabb fehérjedegradacié és a stabilabb mRNS
szerkezet kdvetkeztében nagyobb mennyiségben van jelen a sejtekben. A megndvekedett
enzimmennyiség megemeli a telitetlen:telitett zsirsav aranyt, szignifikans mértékben ndvelve a
C18:1 és a C16:1 intracellularis mennyiségét. Kimutattuk, hogy zsirsavak (oleat, palmitat,
palmitoleat, linoleat, sztearat) jelenlétében az M224L stabilitasa tovabb fokozédik, mig a vad
tipusu Scd1 szintjére nincsenek hatassal. Az M224A mesterséges varians vizsgalata soran a
vad tipusu Scd1-hez hasonlé intracellularis enzimmennyiséget detektaltunk, azonban a mutans
fehérje stabilabbnak, az mRNS pedig instabilabbnak mutatkozott. Ugyanakkor a kilénb6zé
zsirsavak a vad tipushoz hasonléan nem befolyasoltak a fehérje szintjét.

Eredményeinkbél arra kdvetkeztethetiink, hogy az M224L polimorfizmus megndvekedett Scd1
szintet eredményez, fokozza a sejt telitetlen zsirsavmennyiségét. Az M224A mesterséges
varians vizsgalataval bizonyitottuk, hogy a metionin elvesztése stabilizalja a polimorf fehérjét, a
leucin megjelenése pedig magasabb mRNS szintet és zsirsav fliggé fehérje stabilitast
eredmeényez.

A munkat az NKFIH K_125201 és FK_138115 palyazatok segitették.
Scd1: Sztearil-KoA deszaturaz-1
M224L.: a 224-es poziciéban Met helyett Leu aminosav talalhaté
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A BMP-INDUKTOR TILORON ANTIFIBROTIKUS HATASANAK VIZSGALATA LEGUTI
FIBROBLASZTOKBAN
Toth Eniké', Szabd Kitti', Vég Attila Gergely?, Becsky Daniel’, Dux Laszl6", Rovo Laszlo®,
Keller-Pintér Anikd’

' SZTE SZAOK Biokémia Intézet; 2 ELKH SZBK Biofizikai Intézet
3SZTE Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kézpont Fiil-orr-gégészeti és Fej-nyaksebészeti Klinika

A laryngeadlis fibrézis és a kdvetkezményes gégeszikilet kialakulasa a hosszan tarto intubalas
sulyos szovédmeénye. Ismert, hogy a megndvekedett TGF-béta szint felelés a fibroblasztok aktiv
fenotipusanak kialakitasaért, a fokozott migraciés képességért, valamint az alfa-SMA és egyéb fibrozis
markerek expresszidjanak indukalasaért. A szintetikus, kis-molekulasulyu tiloron epithel sejtekben
indukalja az antifibrotikus hatasi BMP jelutat és in vivo csOkkenti a tidéfibrozis mértékét, igy célunk in
vitro a léguti fibroblasztokra gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa.

Kisérleteinkhez MRC5 human léguti fibroblaszt sejtvonalat hasznaltunk, a sejteket 10 nM, 20 nM
és 35 nM tiloronnal, illetve 5 ng/ml TGF-bétaval kezeltik. Az mRNS expressziot gPCR technikaval
vizsgaltuk. A foszfo-Smad1/5/8 sejtmagi mennyiségét és az alfa-SMA expressziét fluoreszcens
mikroszkopos felvételeken EpiSelector-szoftverrel mértik. Az in vitro kétdimenzids sejtmigracios
vizsgalatokat nagy atereszt6képességl élésejtes mikroszkdpiaval végeztik. A sorozatfelvételeken a
sejtek random mozgasat CellTracker és FIJI képfeldolgozé programokkal analizaltuk. A matrix
rugalmassagat atomerd mikroszkopiaval vizsgaltuk.

A tiloron képes fokozni a BMP jelatvitelben résztvevé molekulak mRNS szintjeit, valamint a
pSMAD 1/5/8 sejtmagi jelenlétét is szignifikansan megemelte, kivédte a TGF-béta hatasara indukalédott
fokozott fibroblaszt migraciot, csokkentette a TGF-béta okozta alfa-SMA expressziét (kontroll vs. TGF-
béta vs. TFG-béta + 20 nM tiloron kezelt vs. TFG-béta + 35 nM tiloron kezelt: 265,8+12,92 vs.
823,5454,86 vs. 279,4+13,83 vs. 296,9+10,83 dnkényes egység), valamint helyreallitotta az
extracellularis matrix rugalmassagat (kontroll vs. TGF-béta vs. TFG-béta + 20 nM tiloron kezelt vs. TFG-
béta + 35 nM tiloron kezelt: 1,156+0,098 vs. 2,641+0,2727 vs. 1,469+0,2461 vs. 1,306+0,2158 6nkényes
egyseg).

Eredményeink alapjan a tiloron kivédi a TGF-béta hatasat léguti fibroblasztokban, mely (j
lehet&ségeket nyithat a heges gégeszikuletek, gégefibrozis kezeléseére.

Tamogatasok: NKFI FK 134684, NKFI K 132446, TKP2021-EGA-28. Bolyai Janos Kutatasi
Oszt6éndij (BO/00734/19/5), UNKP-21-5-SZTE-571.

TGF-béta: Transzformalé novekedési faktor-béta , alfa-SMA: alfa-simaizom aktin, BMP: csont
morfogenetikus fehérje, pSMAD 1/5/8: foszfo-SMAD 1/5/8
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A MIF TAUTOMERAZ INHIBITOR KRP-6 GATOLJA A GYULLADASOS MAKROFAG
AKTIVACIOT ES VEDI A MITOKONDRIALIS ENERGIATERMELEST

Vamos Eszter, Bagoné Vantus Viola, Kovacs Dominika, Deak Péter, Készegi Balazs, Kalman
Nikoletta, Vass Ibolya, Ifj. Gallyas Ferenc, Radnai Balazs

Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet

Bevezetés: A MIF az egyik legrégebben leirt citokin, mely példaul makrofagokban fokozni képes
kronikus és akut gyulladasos korképben jatszik kulcsszerepet (pl.: szepszis, kronikus
tidégyulladas). De emelkedett MIF szintet talaltak gyulladasos bélbetegségekben is.
Mindezekkel szoros 6sszefiiggésben a MIF gatlas pozitiv hatasat is leirtak mar szamos
gyulladasos modellben. A kutatécsoportunk egy MIF gatlé csalad (tautomeraz inhibitorok) egyik
Uj képvisel6je, a KRP-6 hatasat vizsgalta LPS indukalta makrofag sejtekben és a hatasat
dsszehasonlitottuk a klasszikus MIF tautomeraz inhibitoréval az ISO-1-gyel.

Modszerek: RAW264.7 egér makrofag sejteket LPS-sel (1 ug/ml) indukaltuk és 20uM KRP-6-tal
vagy ISO-1-el kezeltiik 8ket. Az LPS-sel kezelt makrofagok ROS termelését dihidrorodamin 123
fluoreszcens festékkel, a képz6d6 nitritet Griess-reagenssel, az aktivalt makrofagok altal a
médiumba szekretalt IL-6 mennyiségét Ready-Set-Go ELISA kittel hataroztuk meg. A
mitokondrialis oxigénfogyasztast SeahorseXFp milszerrel mértik, ehhez a RAW 264.7 sejteket
10 ng/ml IFN-y—val és 100ng/ml LPS-sel 6nmagaban vagy KRP-6-tal (20 uM) vagy ISO-1-el (20
MM) egyitt kezeltlk.

Eredmények: A KRP-6 kezelés hatasara szignifikansan csokkent az LPS indukalta ROS, nitrit
és IL-6 termelés. KRP-6 hatasara javult az aktivalt sejtek alap- és maximalis légzése, ATP
termelése és a tartalék respiracios kapacitasa is, kis mértékben tovabb csdkkentette a nem
mitokondrialis oxigénfogyast.

Kovetkeztetések: Kisérleteink tehat azt mutatjak, hogy az altalunk alkalmazott MIF tautomeraz
inhibitor, a KRP-6, az LPS indukalta gyulladasos makrofag aktivacié szamos aspektusat jobban
gatolta, mint az ISO-1. igy jelent8s szerepe lehetne kiilénb6zd gyulladasos kdérképek

Roviditések: MIF - makrofag migracio gatlé faktor, KRP-6 - (3E)-3-(2-Methoxybenzylidene)-2,3-
dihydro-4H-chromen-4-one, ISO-1 - 4,5-Dihydro-3-(4-hydroxyphenyl)-5-isoxazoleacetic acid
methyl ester, LPS — lipopoliszacharid, IL-6 — interleukin-6, IFN-y — interferon-gamma

Tamogatas: TKP2021-EGA-17 Tématertleti Kivalosagi Program
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A FESZULTSEGKAPUZOTT DIMER ES MONOMER PROTONCSATORNA
FLUOROMETRIAS JELEI

Papp Ferenc’, Gilman Toombes?, Fehér Adam’, Pethé Zoltan'?, Bagosi Adrienn’, Aimassy
Janos*, Panyi Gyorgy' és Varga Zoltan'

' Debreceni Egyetem, AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

2 Molecular Physiology and Biophysics Section, Porter Neuroscience Research Center, National
Institute of Neurological Disorders and Stroke, National Institutes of Health, Bethesda, United
States

3 Institut fiir Physiologie Il, Robert-Koch-Str. 27b, 48149, Minster, Germany.

4 Debreceni Egyetem, AOK, Elettani Intézet

A feszlltség-kapuzott membranfehérjék konformacioé-valtozasanak vizsgalatara az egyik
legalkalmasabb technika a Voltage-Clamp Fluorometry (VCF), mellyel a fehérje egyik
extracellularis részéhez csatolt festék fluoreszcencia-intenzitasanak valtozasat mérjuk. A
fehérje konformaciés atrendezddését a membranpotencial elektrodak altali megvaltoztatasa
hozza létre. A festék lokalis kérnyezetének a valtozasa idézi el a fluoreszcencia intenzitas
novekedését vagy csokkenését. Méréseink soran a Hv1 fesziltség-kapuzott protoncsatorna
VCF jelének keletkezését vizsgaltuk, amely hasonld feszliltségérzékel6 szerkezettel
rendelkezik, mint a tobbi feszlltség-kapuzott ioncsatorna, de hianyzik beléle a pérus, amin
keresztil az ionok keresztll haladnak a sejtmembranon. Ezen kisérleteink elsédleges célja az
volt, hogy felderitsiik azoknak a fluoreszcenciat kiolt6 aminosavaknak a helyzetét a Hv1
fehériében, amelyek hozzajarulnak a VCF jel kialakulasahoz. A természetben els6sorban
dimerként fordul el a Hv1 fehérje és ezért a méréseinkben is a dimer Hv1-et kezdtlik vizsgalni.
A dimer mindkét alegységét fluoreszcensen megjeldlttk Tamra-MTS festékkel. Eddigi
eredményeik azt jelezték, hogy a Tamra fluoreszcenciajat meghatarozza, hogy milyen
tavolsagra van kioltd aminosavaktol, valamint a sejtmembran lipid molekulaitdl. Kisérleteinkben
annak jartunk utana, hogy ugyanazon alegység kioltd aminosavai hatnak-e kdlcsén a Tamra-
val, mint amit a Tamra-val megfestettink, vagy a dimer Hv1 masik alegységének aminosavai is
szerepet jatszanak a VCF jel kialakitasaban. Ehhez a szimmetrikus dimer Hv1 mellett
aszimmetrikus dimerek VCF jeleit is vizsgaltunk, tovabba monomer Hv1-gyel is végeztink
kisérleteket. Eredményeinket Osszevetettik egyszerli haromallapotd modellinkkel, amiben

egyetlen dominans kiolté aminosavval szamoltunk a sejtmembran lipid molekulai mellett.
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TARGETING MC1R WITH PEPTIDE-DRUG CONJUGATES USING IN VITRO AND IN VIVO
MELANOMA MODELS

Vari Balazs1
Szabd lldikd2, Randelovic Ivan1, Vari-Mez6 Diana1, Mez6 Gabor2, Tovari Jozsef1

National Institute of Oncology, Experimental Pharmacology1
Edtvos Lorand Research Network (ELKH), Peptide Chemistry group2

Melanoma is a class of skin cancer when specific type of cells called melanocytes start to
proliferate out of control. Melanoma is not among the most common cancer types, but it is rather
dangerous because of its high metastatic potential. According to the American Cancer Society’s
estimations, there will be around 100.000 new melanoma cases. Once, melanoma
metastatized, it is extremely challenging to cure patients, therefore, finding new effective
treatments is crucial. Melanocortin-1 receptor (MC1R) is highly expressed on cancer cells of a
subset of melanoma patients. Since healthy cells do not show high expression of MC1R, it may
be used for targeted cancer therapy. Our collaboration partner synthesized targeting peptides
based on one of MC1R’s ligand called a-MSH. These peptides were connected to a cytotoxic
agent, Daunomycin. Expression of MC1R was tested by gPCR and Western blot methods to
select suitable experimental models. Cytotoxicity of the newly synthetized peptide-drug
conjugates were tested on various cell lines including healthy fibroblasts. Effect of cancer
progression was also tested on our murine allograft model. Moreover, murine xenograft models
were established to see the result of conjugates on human cells in an in vivo model.

Balazs Vari acknowledges financial support from the National Laboratories Excellence program
(under the National Tumorbiology Laboratory project (NLP-17)) and the Hungarian Thematic

Excellence Programme (TKP2021-EGA-44).
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NUKLEOLIN-SPECIFIKUS PEPTID-HATOANYAG KONJUGATUMOK TERVEZESE CELZOTT
TUMORTERAPIARA

Vari-Mez6 Diana,' Basa Bettina,?® Kiss Krisztina,* Enyedi Kata Néra,® Horvath Lilla,??
Biri-Kovacs Beata,?® Vari Balazs,! Tévari Jozsef,'Mezd Gabor?3

10rszagos Onkoldgiai Intézet, Kisérletes Farmakoldgiai Osztaly
2ELKH-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport

3E6tvds Lorand Tudomanyegyetem, Kémia Intézet

4Tavanta Therapeutics Hungary Zrt.

A tumoros megbetegedések gyogyitasban kulcsszerepe van a kemoterapianak, amely
azonbanszamos mellékhatassal jar. Jelent6s el6relépés lehet a célzott terapia alkalmazasa,
amikor ahatdéanyagot olyan iranyitdé molekulahoz kapcsoljak, amely szelektiven ismeri fel a
tumorspecifikus vagy a tumorsejteken tulexpresszalédé receptorokat, vagy egyéb sejtfelszini
markereket. A teljes gydgyulashoz elengedhetetlen, hogy ne csak a szenzitiv, hanem a
rezisztens tumorsejteket is elpusztitsuk. Azonban a rezisztens sejtek, mint példaul a tumor
Ossejtek kevesebb és/vagy mas tipusu sejtfelszini struktiraval rendelkeznek, igy nehéz
olyaniranyité molekulat talalni, amely alkalmas lehet mind a két tumorsejt tipus célzasara. Egy
ilyen fehérje lehet a nukleolin, amely mind a gyorsan osztédoé szenzitiv tumorsejteken, mind a
rezisztens sejteken is nagy mennyiségben megjelenik a sejtfelszinen.

Kutatasainkban igazoltuk a nukleolin jelenlétét killonb6z6 tumor tipusokon, tovabba in vitro és in
vivo modelleken azt is, hogy a klinikumban alkalmazott hatdéanyagokkal térténd kezelés
hatasara megndvekszik a nukleolin szint a tumorokban. Tehat a nukleolin alkalmas célpont
lehet a célzott terapiaban.

Az irodalomban legismertebb nukleolin-specifikus iranyité peptid egy 31 aminosavbdl allo
szekvencia (F3 peptid). Egy ilyen méretl peptid alkalmazasa terapias konjugatumban azonban
nem koltséghatékony. Ezért az F3 peptidbdl kiindulva kisebb atlapolé fragmenseket allitottunk
el6, amelyekhez daunomicint kapcsoltunk oxim-kotéssel. Azt tapasztaltuk, hogy az N-terminalis
dekapeptid fragmensbél készult konjugatum hasonlé aktivitassal (citotoxicitas,

sejtbejutasi képesség) rendelkezik, mint a teljes hosszusagu peptid konjugatum. Ha ennek a
peptidnek a szekvenciajat tovabb optimaltuk, akkor névelhetd volt a tumorellenes hatas.
Kompeticios kisérletekkel vizsgaljuk, hogy a rovidebb peptidet tartalmazoé konjugatum szintén
specifikus-e a nukleolinra. A leghatékonyabb konjugatumokat in vivo vizsgalatokban is
teszteljuk.

Tamogatasok:

Tématertleti Kivalosagi Program 2021 (TKP2021-EGA-44)
Nemzeti Tumorbioldgiai Laboratérium projekt (NLP-17)
NKFIH (2018-1.2.1-NKP-2018-00005, K119552)
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AZ EKDISZTEROIDOK VER-AGY GATRA GYAKOROLT VEDOHATASANAK VIZSGALATA
OXIDATIV STRESSZ SORAN

Vigh Judit P."#
Santa-Maria Ana Raquel', Galvis-Montes Daniel S.!, Walter Fruzsina R.", Hunyadi Attila?, Deli
Maria A."

1 Szegedi Biolégiai Kutatékdzpont, Biofizikai Intézet, Szeged
2 Szegedi Tudomanyegyetem, Farmakognodziai Intézet, Szeged,

A szteroid hormonok kdzé tartozé ekdiszteroidok fontos szerepet jatszanak az izeltlabuak
egyedfejlédésének szabalyozasaban. Novényekben termelédve védelmi feladatot latnak el
azaltal, hogy képesek megzavarni a névényevé rovarok fejlédését. Ezen kivil emlésdkben,
koztik az emberben is, szamos jotékony, anabolikus, metabolikus és antioxidans hatasuk
ismert. A vegyuletcsoport legjobban tanulmanyozott tagjai a 20hidroxiekdizon és szarmazéka a
kaloniszteron.

A vér-agy gat alapjat az agyi hajszalereket alkoté endotélsejtek és a sejtek k6zotti szoros
kapcsolatok alkotjak. Mivel a vér-agy gat miikédése a legtébb kdzponti idegrendszerrel
kapcsolatos megbetegedésekben sértil, rendkivil fontos olyan védémolekulakat talaini,
amelyek elésegitik a gatmiikodés fenntartasat.

Kutatasi célunk az volt, hogy a 20-hidroxiekdizon és a kaloniszteron potencialis védé-hatasat
vizsgaljuk human agyi endotélsejtekben élettani kérilmények kézétt és oxidativ stressz soran.

Vér-agy gat modellként hCMEC/D3 human agyi endotélsejtvonalat hasznaltunk, melyeket terc-
butil-hidroperoxiddal kezeltlink az oxidativ stresszt kivaltasa érdekében. A sejtek
életképességét impedancia alapu, valos idejl sejtanalizissel kovettiik nyomon. A gatmiikodés
vizsgalatara transzendotélialis elektromos ellenallas és permeabilitas méréseket, illetve a
Végul megmeértlik a reaktiv oxigengyokdk termelédését normal kérilmények kdzott és a terc-
butil-hidroperoxid kezelés kdvetkeztében létrejové karosodas soran.

0,01 uM) kezelés hatasara er6s6dott az endotélsejtek alkotta gat szorossaga normal
tenyésztési korilmények kdzott. A kaloniszteron kezelés véddhatast fejtett ki oxidativ stressz
okozta sejtkarosodas soran, csOkkentette a vér-agy gat sérulését, azonban a reaktiv
oxigéngyokok termelédésére nem volt hatasa. Eredményeink felvetik, hogy a vizsgalt
ekdiszteroidok vér-agy gat vedé hatasa kiaknazhato lehet terapias lehetéségként kilonb6zd
neurovaszkularis betegségekben.

Munkank a Richter Gedeon Nyrt. Centenariumi Alapitvany, 1103 Budapest, Gyémréi ut 19-21
és NKFIH (OTKA-K134704) tamogatasaval késziilt.
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EXTRACELLULARIS VEZIKULAK LIPID TARTALOM ALAPJAN TORTENO MENNYISEGI
MEGHATAROZASA

Almasi Anna'?, Koncz Anna' Németh Krisztina', Csomos Attila®, V. Vukman Krisztina', Xabier
Osteikoetxea’®, Mucsi Zoltan*, Buzas Edit %8, Visnovitz Tamas',

'Semmelweis Egyetem, AOK, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet, Budapest

2 Pécsi Tudomany Egyetem, Egyészségtudomanyi Kar, KLK, Pécs

3 E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, TTK, Hevesy Gyorgy Doktori Iskola, Budapest

4 Miskolci Egyetem, Anyagtudomanyi Kar, Kémia Intézet, Miskolc

SHCEMM-SU Extracellular Vesicles Research Group, Budapest

8 ELKH-SE Immun-Proteogenomikai Extracellularis Vezikula Kutatocsoport, Budapest

Az extracellularis vezikulak (EV) vizsgalataval foglalkoz6 tudomanyterulet az egyik
legdinamikusabban fejl6dé terllet az orvos-bioldgiai alap és alkalmazott kutatasok terén. A
megjelend publikacidk szama a 2000-es évek elejétél kezdve exponencialisan né, a
tudomanyterilet robbanasszerien fejlédik, ugyanakkor az EV-k mennyiségének
standardizalasara hasznalt médszerek az egyre ndvekvé kutatoi és diagnosztikai igényeket
nem elégitik ki.

A leggyakrabban hasznalt médszerek nem tudjak megkulénbéztetni a fehérje aggregatumokat
az EV-ktdl, vagy a mérések nagyon koltségesek és nagymi(iszert igényelnek. Az EV-k lipid
tartalmanak mérése kézenfekvé megoldasnak tlinik az EV-k standardizalasara, hiszen minden
EV foszfolipid kettésmembrannal hatarolt képzédmeény. Azok lipid tartalma egyenes aranyban
van a vezikulak fellletével és mérettartomanyon belil azok mennyiségével.

Az EV-k lipid tartalmat fehérje/lipid aranyat leggyakrabban infravérds spektroszképia vagy
tomegspektroszkopia alapjan hatarozzak meg. Ezek az eszkd6zok egy rutin bioldgiai labor
szamara nem vagy csak nehezen érhetbek el. Nemrégiben kolorimetrias, szulfofoszfovanillin
(SPV) alapu meghatarozasi modszert fejlesztettlink ki, mely megbizhatdéan alkalmazhaté EV-k
lipid tartalmanak meghatarozasara 0,5-5 ug lipid tartomanyban. Az érzékenység tovabbi
novelése fluoreszcens mérésekkel tlinik lehetségesnek.

A lipofil fluoreszcens festékek micellaképzé tulajdonsaga miatt nem, vagy csak korlatozottan
hasznalhatok EV-k lipid tartalmanak meghatarozasara. A jelolt EV-k és a festék aggregatumok
nehezen, pl. gradiens ultracentrifugalas segitségével valaszthatdk el. Egyes lipofil fluoreszcens
festékek micellai ugyanakkor 6nmaguk fluoreszcenciajat kioltjak. A festék aggregatumok nem,
csak a bioldgiai membranba beépult molekulak fluoreszkalnak. llyen fluoreszcens festékeket
teszteltink EV-k lipid tartalmanak meghatarozasara. Az alkalmazott fluoreszcens festékek
segitségével sikerult egy nagysagrenddel megndvelnink az EV-k lipid tartalmanak
meghatarozasi tartomanyat. A fluoreszcens modszerrel kb. 0.05-1 ug lipid, mig a SPV alapu
modszerrel 0.5-30 pg lipid mérhetd megbizhatoan.

EV: extracellularis vezikula
SPV: szulfofoszfovanillin



51. MEMBRAN TRANSZPORT KONFERENCIA
POSZTER ABSZTRAKTOK

AZ EXTRACELLULARIS MATRIX VALTOZASANAK HATASA A PANCREAS DUCTALIS
ADENOKARCINOMA ORGANOIDOKRA

Wiener Zoltan', Sods Andras Aron', Szabé Daniel Mark”, Zedld Anikd'

'Semmelweis Egyetem, Genetikai, Sejt- €s Immunbioldgiai Intézet, Molekularis Onkobioldgiai
Kutatécsoport

A pancreas ductalis adenocarcinoma (PDAC) a rakos megbetegedésekkel kapcsolatos
halalesetek egyik vezet6 oka. Az alacsony (<8%) 6téves tulélési aranyt a kés6i diagndzis és a
kezelések gyenge hatékonysaga magyarazza. A betegekbél szarmazé organoidok megtartjak a
kiindulasi szdvetre jellemz6 sejtes heterogenitast, mely kiléndsen fontos a genetikailag
véltozatos PDAC esetében. igy az organoidok az egyik legmodernebb modellt biztositjak a
human tumorok tanulmanyozasara. Az extracellularis vezikulak (EV) membrannal kérilvett
vezikulak, melyek cargo-ja fontos szerepet jatszik az intercellularis kommunikacidban. Mivel a
PDAC progresszibja soran a kollagén feldusul az extracellularis matrixban (ECM), igy a
kollagén | hatasat vizsgaltuk a PDAC organoidok i) génexpresszidjara és ii) EV kibocsatasara.
Kollagén hatasara invazids sejtek megjelenését tapasztaltuk. Az invazios sejtek jellemzésére
olyan géneket valasztottunk ki, mely expresszids valtozasa kévetkezetesen megfigyelhetd volt
minden organoidnal kollagénben. A PDAC organoidokbdl szarmazé EV-k cargo-janak
jellemzése soran nagyfoku heterogenitast tapasztaltunk a miRNS profilban a betegek kdzott.
Nem csak a normal hasnyalmirigy ductalis organoidokban, hanem a PDAC organoid
vonalakban is megnévekedett EV-szintet detektaltunk kollagén tenyészetekben a lamininban
gazdag Matrigelhez képest. A PDAC organoid eredetli EV-k azonban nem voltak hatassal a
tumor-asszocialt fibroblasztok alpopulacicira.

Eredményeink szerint az EV-k miRNS cargo-ja nagyfoku heterogenitast mutatott, és kollagén
hatasara megemelkedett az EV szint, mely azonban nem befolyasolta a fibroblaszt alpopulaciok
aranyat. A kollagén hatasara expresszids valtozast mutatd gének lehetbévé teszik az invazios
Finanszirozas: OTKA137554 (ZW, Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovaciés Hivatal),
TKP2021-EGA-24, UNKP Uj Nemzeti Kivalosagi Program (UNKP-21-5-SE-16, ZW, Innovacids
és Technoldgiai Minisztérium), Bolyai Janos Kutatasi Oszténdij (BO/00131/20/8, Magyar
Tudomanyos Akadémia, ZW).
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COMPARISON OF BIOPHYSICAL PROPERTIES OF WILD TYPE K* CHANNELS WITH A
MUTANT FOUND IN CANCER CELLS

Yen Chiao Hsin, Zoltan Petho and Zoltan Varga

In order to survive and proliferate, tumor cells adapt to their microenvironment, which may
involve mutations of their various proteins, including ion channels. We have collected mutation
data from public online databases containing sequences of ion channels obtained from different
cancers. By aligning the sequences of related channels, we observed patterns and found the
residue positions of the most frequent mutations. R367C in the voltage-gated Kv1.3 K+ channel
was one such mutation, which involves an arginine residue in the voltage-sensor of the channel.
Kv1.3 is found in multiple cell types, but it most abundant in immune cells, such as lymphocytes.
Our aim in the study was to characterize the biophysical properties of this mutant channel and
compare it to the wild type. For this purpose, we generated the R367C mutant by site-directed
mutagenesis.

We studied the channels by performing whole-cell or outside-out patch-clamp experiments on
Chinese Hamster Ovary (CHO) cells transfected with the wild type or mutant channel gene,
which were tagged with Green Fluorescent Protein. By using various voltage protocols, we
studied the activation and inactivation kinetics and voltage sensitivity of the channels.

Our results indicate that the mutation significantly slows both opening kinetics and inactivation
kinetics by acting on the voltage-sensor domain.

We hypothesize that tumor cells acquire ion channel mutations due to selection pressure, which
ultimately affects tumor cell properties. With future experiments, we plan to investigate the
pharmacology of the mutant channel and determine the functional relevance of the mutation.
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PAC1 RECEPTOR ALTERATION IN AGING OF ARTICULAR CARTILAGE

Yonatan Segal’
Anna Toth', Kinga Fedor-Lénart ', Kalman Racz?, Réza Zakany', Dora Reglédi®, Tamas
Juhasz’

'University of Debrecen, Department of Anatomy, Histology and Embryology, Debrecen,
Hungary

2 University of Debrecen, Department of Forensic Medicine, Debrecen, Hungary

3 University of Pécs, Department of Anatomy, PTE-MTA PACAP Research Team, Pécs,
Hungary

Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) is a multifunctional
polypeptide regulating various physiological and developmental processes. PACAP is reported
to prevent harmful effects of oxidative and mechanical stress in hyaline cartilage. Its most potent
receptor is PAC1 which activation leads to enhanced Sox9 expression subsequently, increases
the expression of collagen type Il, glucose aminogylcans and aggrecan. On the other hand, no
data can be found about PACAP function in human articular cartilage aging processes.

Our main goal was to follow the expression of PAC1 receptor and its downstream
targets’ in aging of human knee joint.

The investigation was performed on articular cartilage of human knee joints, taken from
cadavers of varying ages divided into their respective decade age group (28996-2/2018/EKU).
Hematoxilin-eosin, dimethyl-methyilene blue and picrosirius stainings were performed to
investigate the morphology, the extracellular matrix components and the thickness of articular
cartilage. Western blot and immunohystochemistry was used to follow the expression of PACAP
related signalization. Our results suggest that the thickness and extracellular matrix content of
articular cartilage of knee joints decreases with aging. The cartilage degeneration process most
likely begins between the ages of 40 to 50. Expression of PAC1 receptor decreases in parallel
with the reduction of cartilage thickness, that leads to reduced Sox9 expression subsequently
with cartilage specific matrix production.

In summary we can see correlation in the reduction of cartilage thickness and quality
together with PAC1 receptor expression and activity. These results may open new perspectives
in regenerative cartilage medicine.

Supported by NKFIHK139396
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A CIKLODEXTRINEK GATOLJAK A SARS-COV-2 TUSKEFEHERJE ACE2
RECEPTORHOZ TORTENO KOTODESET ES FELVETELET

Zakany Florina’
Kurtan Kitti', Varga Zoltan', Nagy Péter!, Panyi Gyorgy', Kovacs Tamas'

1 Debreceni Egyetem, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen

A SARS-CoV-2 4ltal okozott COVID-19 betegségben az elsé elfogadott gyogyszer a remdesivir
volt, amelyet porként vagy koncentralt oldatként infuziéban alkalmaznak a klinikumban. Azonos
mennyiségl remdesivir mellett mindkét formulacio jelentés mennyiségl (3-6 g) szulfobutiléter-
béta-ciklodextrint tartalmaz, melynek vérbeli koncentracidja a mM-os nagysagrendet is elérheti.
A SARS-CoV-2 sejtekbe torténd tiskefehérje altal medialt bejutasanak kapui a lipidtutajok,
amelyekben a tliskefehérje receptoraként szolgaléd ACE2 receptor és a sejtbe jutast segitd
TMPRSS2 proteaz dusul.

A ciklodextrinek koleszterinkivond képességuk révén a tutajok roncsolasaval képesek
csOkkenteni szamos fehérje tutajbeli lokalizaciojat. Azt vizsgaltuk, hogy kilénbdzé CD-ek és
remdesivir formulacidok hogyan befolyasoljak az ACE2R és a TMPRSS?2 lipidtutajokkal valé

,,,,,,

torténd kotédését és sejtbe torténd felvételét.

Kisérleteinket az ACE2R-t és TMPRSS2-t stabilan expresszalé HEK sejteken és Calu-3
sejteken végeztik. Konfokalis mikroszkdpiaval kimutattuk, hogy kiilénb6zd ciklodextrinek és
remdesivir formulacidk terapiasan relevans koncentraciokban alkalmazva szignifikansan
csokkentik az ACE2R és TMPRSS?2 lipidtutajokkal és egymassal valo kolokalizaciojat, mig a
remdesivir Snmagaban nincs hatassal ezekre. Aramlasi citometria soran a ciklodextrinek és
remdesivir formulacidk dozisfiggden csdkkentették a fluoreszcensen jeldlt vad tipusu és delta
variansu tiskefehérje ACE2R kotését, hasonléan a tliskefehérjék felvételéhez, amelyet
konfokalis mikroszképiaval kvantifikaltunk.

A ciklodextrinek terapiasan relevans koncentracioban alkalmazva az ACE2R, TMPRSS2 és
tuskefehérjék ACE2R kotését és felvételét. Kétszeres ciklodextrin tartalma révén a remdesivir
oldat hatékonyabban gatolja a fenti folyamatokat, ami felhivja a figyelmet a cikldeoxtrinek eddig
kiaknazatlan terapias potencialjara, valamint a kétféle remdesivir formulacié esetleges in vivo
hatékonysagbeli killdnbségeire.

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

Roviditések: ACE2R: angiotenzin konvertald enzim 2 receptor, Calu-3: human bronchialis
epithelialis sejtvonal, COVID-19: koronavirus betegség 19, HEK: human embriondlis vese
sejtvonal, SARS-CoV-2: Severe Acute Respiratory Syndrome-koronavirus 2, TMPRSS2:
transzmembran szerin proteaz 2
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CERAMIDOK SZEREPENEK VIZSGALATA A Ky1.3 IONCSATORNA PARKINSON-KORRA
JELLEMZO FOSZFORILACIOJABAN ES KAPUZASANAK MODOSITASABAN

Zakany Florina'
Cs. Szab6 Bence', Székelyhidi Virag', Nagy Péter', Varga Zoltan', Panyi Gyoérgy', Kovacs
Tamas'

'Debreceni Egyetem, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet,Debrecen

A Parkinson-koér patomechanizmusaban kulcsfontossagu a mikrogliak Kv1.3 fiiggé aktivacidja,
ami magaba foglalja a Ky1.3 expresszidjanak ndvekedését és betegségre jellemzé
foszforilacidjat, ezaltal a csatorna szelektiv gatlasa Uj terapias médot jelenthet. A betegség
masik jellegzetessége a membran ceramid tartalmanak ndvekedése, amely ceramid platformok
megjelenéséhez vezet. Az, hogy a membran ceramid tartalmanak névelése hogyan befolyasolja
a Kv1.3 membran mikrodomének kozti megoszlasat, valamint a ceramid platformok eltéré
membranbiofizikai és jelatviteli kdzeguk révén hozzajarulhatnak-e a Kv1.3 Parkinson-kérra
jellemzd foszforilacidjahoz és kapuzasanak megvaltozasahoz nem ismert.

Célunk annak vizsgalata, hogy a membran ceramid (t6ltés, LPS kezelés) és glikozilceramid
(téltés) szintjeit valtoztatod kezelések hatasara hogyan valtozik a Ky1.3 és pKy1.3 ioncsatornak
szintje és membran mikrodomének kézti lateralis megoszlasa, valamint a csatorna kapuzasa.

Mikroglia sejteken konfokalis mikroszképiaval kimutattuk, hogy mig a glikozilceramid téltés
esetén a Ky1.3 és a lipitutajok kozti kolokalizacio, addig a ceramid szintet emeld kezelések
hatasara a csatorna és ceramid platformok kozti kolokalizacié névekedett. Aramlasi citometrias
meérések alapjan a ceramid toltés és LPS hatasara megnétt a pKy1.3 mennyisége, ami egyutt
jart a pKy1.3 és a ceramid platformok koézti kolokalizacio ndvekedésével, a pKy1.3 és a
lipidtutajok kozti kolokalizacio valtozasa nélkil. Kételektrodas voltage-clamp fluorimetriaval
kimutattuk, hogy mig a ceramid és a glikozilceramid hasonléan médositja a Ky1.3 egyensulyi
aktivaciojat (jobbra tolja el a G-V gorbét), a ceramid a csatorna fesziltségszenzoranak
mikodését leird F-V gorbére is hasonld hatast gyakorol.

Eredményeink alapjan Parkinson-korban a ceramid szint ndvekedése a Ky1.3-on keresztll,
annak nem vezet6 (foszforilacid) és vezet6 funkcidit (kapuzas) egyarant befolyasolva, direkten
hozzajarulhat a mikrogliak gyulladasos citokintermeléséhez, ezaltal a neuronpusztulashoz.

UNKP-21-4-1I-DE-138, UNKP-21-4-1I-DE-137, UNKP-21-3-I-DE-233

Roviditések: F-V gorbe: fluoreszcens jel feszultségfliiggéseét leird gorbe, G-V gorbe: egyensulyi
aktivacio feszlltségfuggését leird gorbe, Ky: feszultségkapuzott kaliumcsatorna, LPS:
lipopoliszacharid, pKy1.3: Y135-6n foszforilalt Ky1.3 ioncsatorna
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A GM-CSF RECEPTOR 3 SORSA PATKANY MESOTHEL SEJTEKBEN GYULLADAS
INDUKALTA EPITHELIALIS-MESENCHYMALIS ATALAKULAS SORAN

Zsiros Viktoria®, Goltl Eszter!, Doczi Nikolett!, L. Kiss Anna’
' Semmelweis Egyetem; Anatémiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet; Budapest

Korabbi munkaink soran igazoltuk, hogy a patkanyok hashartyajanak mesothel sejtjei
Freund-adjuvans indukalta gyulladas soran mesenchymalis atalakulason mennek keresztil
(EMT II). Kisérleteinkben vizsgaltuk, hogy a vérképzésben szerepet jatszo,
immunmodulatorként is funkcionalé GM-CSF indukal-e EMT-t mesothel sejtekben. Morfolégiai
és biokémiai vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a mesothel sejtek termelik a GM-CSF-et és
expresszaljak a jelatvitelért felelés GM-CSFR B-t. Kimutattuk, hogy a GM-CSFR 3 caveolak
kézrem(ikddésével internalizalédik, a gyulladas korai id6pontjaiban korai endoszémakba
szallitodik, ahol végbemegy az EMT-hez sziikséges JAK2-medialt STATS tirozinon vald
foszforilaciéja. A gyulladas lecsengésével a GM-CSFR 8 kés6i endoszomakban detektalhato,
majd ezek lizoszémakkal valé fuzidja soran lebomlik.

A jelatviteli utak nem csak lecsengenek, hanem szabalyozott mechanizmusok révén
gatlédnak. Jelen munkankban arra kerestiink valaszt, hogy a GM-CSFR B lizoszémalis
mesothel sejtekben olyan negativ regulator, amely a GM-CSF jelatviteli itvonalainak gatlasaval
megfékezi az EMT-t. Ismeretes, hogy a fehérjék lebontasanak szabalyozasaban az ubiquitin
szignal kulcsfontossagu szerepet jatszik, ezért immuncitokémiai és biokémiai moédszerekkel
tanulmanyoztuk egy ubiquitin-ligaz komplex komponenseinek (SOCS1, Cullin5) expressziojat,
illetve vizsgaltuk a GM-CSFR 3, ubiquitin, SOCS1 és Cullin5 kolokalizaciéjat egymassal és
kilénb6z6 endocitotikus markerekkel (Cav-1, EEA1, Rab7, Rab11).

Eredményeink egyértelmien igazoljak, hogy a GM-CSF jelatvitel leallitasat és a receptor
ubiquitinilalasat végzé SOCS1 és Cullinb expresszalddnak mesothel sejtekben. Az ubiquitin a
gyulladas és regeneracié napjaiban az endoszémalis Rab5, Rab7 markerekkel mutat erés
kolokalizaciot. A GM-CSFR B és az ubiquitin kolokalizacidja a gyulladas 5.-8. napjan a
legerésebb, bizonyitva, hogy a receptor ubiquitinilalasa felelés a receptor degradativ utvonaira,
lizoszdmakba vald tereléséért, lehetbvé téve a regeneracio megindulasat.

Roviditésjegyzék: EMT (Epithelial-Mesenchymal Transition), GM-CSF (Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulating Factor), GM-CSFR (Granulocyte-Macrophage Colony
Stimulating Factor Receptor), SOCS (Suppressor of Cytokine Signaling), Cav-1 (Caveolin-1),
EEA1 (Early Endosome Antigen 1), Rab (Ras-related GTP-binding protein)



