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Kitiintetések, dijak

AZ MBKE TAGJAINAK ELISMERESEI
2021. DECEMBER 15, ES 2022. MARCIUS 15.
KOZOTT

Az Academia Europaea rendes tagjava valasztotta Vértessy Beatat, a
Természettudomanyi Kutatékézpont Enzimoldgiai Intézet kutatdprofesszorat.

Keserli Gyorgy Miklés akadémikus (Természettudomanyi Kutatékozpont,
Szerves Kémiai Intézet) Magyarorszag szamara kivételesen értékes tudomanyos
palyafutasa, a gydgyszerkémia és a kémiai bioldgia teriletén elért, nemzet-
kozileg is kiemelkedd eredményei, iskolateremtd tudomanyos tevékenysége
elismeréseként Széchenyi-dijat kapott.

Kulcsar Péter Istvan, a Természettudomanyi Kutatokdézpont tudomanyos
munkatarsa , Off-targetmentes génmodositds megnovelt pontossagu SpCas9
variansokkal” cim{ palyamunkajaért Akadémiai Ifjiasagi Dijban részesiilt.

Gratulalunk a kitiintetetteknek!
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Varadi Andras

EGY TRANSZPORTER, EGY NUKLEAZ ES EGY METABOLIT:
A TRIO, AMELYIK A MESZESEDES KOTTAJABOL JATSZIK

Varadi Andras ; )
ELKH Természettudomanyi Kutatéokoézpont, Enzimoldgiai Intézet

Koszonom szépen a Biokémia felkérését, hogy mint
friss E6tvos-koszoru kitlintetett irjak az Ujsagba. El6bb
Y| a dijrol: ezt a Magyar Tudomanyos Akadémia adja, és
mint minden dijnak, ennek is az adja meg az értékét,
akik korabban ebben részesiiltek. Amikor értesiltem
Ll arrél, hogy 2021-ben az MTA Bioldgiai Osztalya engem
jelolt, megnéztem a korabbi dijazottak listajat. Nagyon eldkeld tarsasagba
kerlltem, csak abban reménykedhetem, hogy a jovd dijazottjai, amikor
megnézik a listat, taldan nem fogjak finnyasan elhlzni a szajukat az én nevem
lattan.

A felkérés arra szélt, hogy az ,életutamrol” irjak, egyébként a dij indoklasaban
is ez szerepelt: ,kiemelked6 tudomanyos életmiive elismeréseként”l, ami ter-
mészetesen nagyon jol esik. Mégis ugy dontdttem, hogy arrél irok, ami jelenleg
a legjobban foglalkoztat. Aki ismer, tudja, nagyon szeretek torténeteket mesélni.
~Az ember torténetmesélé allat” - sajnos nem emlékszem, melyik bdlcs mondta
ezt, de igaza volt. Vagjunk bele!

A mi kutatocsoportunkat a kot6szoveti meszesedés (connective tissue calcifi-
cation, ectopic calcification) kutatasa tartja lazban (irtunk errdl korabban a
Biokémiaban 2018. junius, http://www.mbkegy.hu/apps/mbkegy/resources/
biokem/2018/2018 06.pdf). Ez a jelenség patoldgias, azaz betegséget okozd,
illetve bizonyos betegségek velejardja. Leginkabb az artéridk meszesedésérol
szoktunk hallani, de szamtalan szévet, szerv lehet ,aldozata” ennek a nem-
kivanatos folyamatnak, a bor, a szem, a vese, az izliletek - hogy csak néhany
példat emlitsek a leggyakoribb artérids meszesedés mellett. Ez utdbbinak két
tipusat ismerjlk, az atherosclerosis, amikor plakkok képzddnek az artériak bels6
faldn, majd ezek meszesednek szlikitve az ér belsd atmérdjét. A masik tipus az
artéridk k6zéps6 (media) rétegét alkotd simaizom sejtek meszesedése (arterio-
sclerosis). Az izomhald biztositja az érfal flexibilitasat, amely ebben a kéros
allapotban egyre ridegebbé valik.

1 A hirrél beszamoltunk a Biokémia XLV(4): 4. oldalan, 2021. decemberben. (A szerkeszts-
bizottsag megjegyzése.).
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Varadi Andras

Ez utdbbi tartozik az altalunk vizsgalt, és szamos esetben a szervezet mas
helyén is kialakuld meszesedési spektrumhoz. A (pato)fizioldgiai kutatasok egyik
eredményes Utja monogénes o6rokl6dé betegségek vizsgdlata, ezeket a
betegségeket a kérdéses koéros folyamat modelljeinek tekintjik. A mi multunk-
ban nagy szerepet kapott az ABC- (ATP Binding Cassette) fehérjék kutatasa. A
kalcifikacid felé mutatd forduldpont az volt, hogy kidertlt, az ABCC6 fehérje
génjében el6forduld mutacidk egy meszesedési betegséget, a pseudoxanthoma
elasticum (PXE) nev(t okozzak. Mi még a kezdetekben bebizonyitottuk, hogy az
ABCC6 organikus anion transzporter, és hogy az a néhany betegséget okozd
mutdcié, amit megvizsgaltunk a transzport-funkcié elveszitését okozza [1].
Mivel ez a fehérje els6sorban a majban expresszalddik, a meszesedési tiinetek
pedig tobb szovetet, szervet (bér, szem, artéridk, vese) érintenek, tehat tipikus
ektopikus kalcifikacidval jaré koérképroél beszélliink. Ennek megfeleléen a PXE a
metabolikus betegségek csaladjaba tartozik. KésGbb helyesnek bizonyult az a
feltételezés, hogy a fehérje valamit a majsejtekbdl a véraramba traszportal, ami
képes megakaddlyozni a meszesedést. Ha mutdciok miatt a fehérje nem
m(ikodik, akkor ez az ,inhibitor” hianyzik a keringésbdl, kialakul a meszesedés.
A magikus metabolit utdn hosszu évekig tartd - sajnos sikertelen - kutatast
folytattunk, de nemcsak mi, hanem szamos kutatdcsoport velliink egyidében a
vildg kiilonb6z06 orszagaiban.

A megfejtéssel egy tehetséges holland kutatd, Koen van de Wetering allt el6
2013-14-ben. Felfedezték, hogy az ABCC6 el6segiti az ATP-nek a hepatocitakbal
valo kijutasat a véraramba [2, 3]. Az ATP-t a majsejtek felszinén levd ekto-
nukledz, az ENPP1 AMP-re és pirofoszfatra (PPi) hasitja. A pirofoszfatrdél pedig
ismeretes volt, hogy hatékonyan képes az ektopikus kalcifikaciét gatolni [3].
Nemcsak az ABCC6, hanem az ENPP1 mutacidi is kalcifikacidos o6rdklodo
betegséget okoznak (Generalized Arterial Calcification in Infancy, GACI),
mindkét betegségben a PPi keringésben mérhetd szintje |ényegesen ala-
csonyabb, mint az egészségesekben (1. abra).

A puzzle-t tehat sikerilt 6sszerakni! Mindenki nagyon boldog volt, mi is
fellélegeztiink, értjik a mechamizmust, itt all el6ttiink egy nagyszerd tudo-
manyos felfedezés, és nem mellesleg nem kell folytatnunk a kudarcos
kisérleteinket a metabolit azonositasa céljabdl. Ugyanakkor egyodntetd volt az a
vélemény, hogy ez a nagy felfedezés nem ,fordithatd le” terdpiara, ugyanis
koztudott volt, tankényvi adat, hogy a PPi nem szivddik fel. Amennyiben szajon
at kerll a szervezetbe, nem jut el a keringésbe, illetve a perifériara, ahol a
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meszesedés kialakul [5]. Raadasul ezt nemcsak allatkisérletek bizonyitottak,
hanem mar 1968-ben megtaldltak ra a magyarazatot: az emésztdérendszeriink-
ben nagy aktivitasu pirofoszfatazok mikodnek, amelyek hidrolizaljak a PPi-t [6].
Bioavailability zérd. Marpedig az eredményes terapia érdekében a pirofoszfat-
potlasra egész életen at sziikség van, ezért csak a szajon at valdé gydgyszer-
bevétel jon szbba.

Ectopic calcification

ENPP1

GACI

(CD73)

PXE

LIVER EXTRAHEPATIC TISSUES

Plasma, PPi is low in PXE and in GACI

1. abra. Az ektopikus kalcifikacio els6é Iépései. A majban, a hepatocitak bazolateralis
membranjaban elhelyezked6 ABCC6 transzporter az ATP kijutdsat segiti el6 a sejtekbdl. Az
ATP-t a maj mikroereiben a membranhoz kotétt formaban jelenlévs nukleaz, az ENPP1 AMP-vé
és pirofoszfatta (PPi hasitja), ami a keringésbe jut. A PPi a meszesedés, a h/drox1apatlt képz6dés
effektiv inhibitora. Tovabbi Iépések arnyaljak ezt a mechanizmust: az NT5E nukledz (Ecto-5"-
nucleotidase) b/ztOSItJa az AMP adenozinna és foszfatta vald hasitast, az adenozin gatolja a nem-

.7 .

manan mikédo ABCCC6 ENPP1 utvonal felelés a ker/ngesben "16v8 pirofoszfat mintegy 60-
70%-aért. Forras: [3].

Most egyes szam els6é személyre valtok, itt vagunk bele az én személyes

torténet-mesélésembe. Valahogy nekem ez a ,bioavailability zéré” dogma nem

tlint teljesen megalapozottnak. Rovid toprengés utan ugy dontottem, hogy

adjunk egy esélyt a szajon at bejuttatott pirofoszfatnak. Mind a két betegség
BIOKEMIA
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allatmodellje, az ABCC6 és az Enpp1 knock out (KO) egértorzs rendelkezésiinkre
allt a laborban, és tudtuk, hogyan kell a kalcifikacid el6rehaladtat mérni.
Natrium-pirofoszfatot kevertlink az allatok ivévizébe - a kontroll-csoport
tovabbra is tiszta vizet kapott - és megfeleld id6 utdn Osszehasonlitottuk a
mész-lerakddas mennyiségét a borben, az artéridkban, a vesében. Az vilagos,
hogy a korabban vazolt sikertelen kisérleteinkért, a metabolit fel nem fedezésért
valdszinlleg nem kaptam volna dijat.

Alizarin Red staining for calcium
no treatment 0.3 mM oral PPi
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2. abra. A szajon at beJuttatott plrofoszfat gdtolja a kalcifikaciot a meszesedési

Py

(no treatment) ped/g vizet 55 napon at. Az abran a lab artériaja ( iliaca) lathato az alizarin red
a lerakédott kalciumot festi. Fekete alapon az aorta keresztmetszeti képe b/zony/t]a hogy a
meszesedés az artéria k6zéps6 (media) rétegében alakult ki, Kisérleteink mindkét dllatmodelire
(ABCC6 KO és Enpp1 KO) kiterjedtek. Az arteriakon kiviil a bér, a vese és - egy indukalt modszer
segitségével - a szivizom meszesedését is vizsgaltuk. A szajon at bejuttatott pirofoszfat minden
esetben eredményesen gatolta a meszesedést. Forras: [7].
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Es nyilvan azért akarom ennek a hitetlentamaskodésnak a torténetét elmesélni,
mert a kételkedés ,bejott”. Valdéban sikerllt kimutatnunk, hogy az ivévizbe
kevert PPi meggatolta a meszesedést (2. dbra). Ami persze azt is jelzi, hogy a
PPi - legaalabbis egérben - felszivodik (mert masképp hogyan?). Kés6bb sok
kisérletben ezt is és azt is bemutattuk, hogy emberben is felszivddik.

Az els6 sikeres kisérlet utdan egy merész lépésre szantam magam, vettem egy
replldjegyet Amsterdamba, hogy megmutassam az eredményeinket a holland
kollégainknak, annak, aki a pirofoszfat szerepére rajott, és annak az id0s,
nagynev(i kutatonak, a Holland Rakkutato Intézet igazgatdjanak, Piet Borstnak,
aki végig nagy érdeklédéssel kisérte a meszesedéssel kapcsolatos munkakat (és
akivel mar korabban az ABC fehérje-kutatasinkban egyltt dolgoztunk).
Bekopogtam Piet szobdjaba, és megkérdeztem tdle, mit szélna, ha valaki ide
besétalna, ahogy most én, és azt mondand, szeretné kiprobdlni a szajon at
bejuttatott pirofoszfat hatdsat. Piet 6ridsi szinjatékba kezdett, feldllt az
asztalatol, két oldalt a fejét fogta és ingatta. (Egyszer elmesélte nekem, hogy az
apja nagynevl(i orvosprofesszor volt, az édesanyja pedig szinésznd. Hol az egyik,
hol a masik szll6 tor ki beldle. Most szemlatomast a kedves mama). ,,Andras,
Andras” - mondta tovabb jatszva a teatraitast -, ,ilyen szamarsagot csak egy
biofizikus mondhat”. Fogalmam sincs, mi a baja a biofizikusokkal, taldn annyi,
hogy 6k nem mindig mélyednek el az éllettanban. Mondtam neki, hogy nem
vagyok biofizikus, de 6 tovabb sopankodott: ,még ilyen marhasagot, hat én
amikor orvostanhallgatdoknak klinikai biokémiat tanitottam, benne volt a
tananyagban, hogy a pirofoszfat nem szivodik fel. Es pontosan tudjuk, hogy
miért nem. Kozben fel-ald jarkalt, még mindig a fejét fogta, szemlatomast
élvezte a sajat el6adasat. Egyszercsak, mint akibe villam csapott, megallt:
~Andras, te megmérted!” Ezt nem kérdezte, hanem kijelentette. Rajott, hogy
emiatt jottem. ,Mutasd az eredményeket”. Hosszasan végig kérdezte a
kisérletek valamennyi paraméterét, mit hogyan meértink, hogyan késziltek a
mikroszkdpos felvételek - kdzben végig azt kérdezte diinnydgve sajat magatdl
~hogy a fenébe lehet ez?”. Kbzben egy ritka dicséret hagyta el a szajat: ,nektek
elhiszem, mert ti rendesen végzitek a kisérleteiteket”. (Ez egyébként nemcsak
nekem, hanem Sarkadi Balazséknak is szdlt.) J6 par elméletet prébalt felallitani,
pl. biztosan a szajlregbdl szivdodik fel (ezt kés6bb magamon kiprobaltam, de
nem). Tulajdonképpen megnyugodtam: ha ez a tapasztalt, kivalé tudos (H-index
= 120) nem taldlta meg a kisérleteinkben a hibat, akkor mehetlink tovabb.
Kedvez6 fordulat volt, hogy Koen van de Weetering, aki jelen volt ennél a
beszélgetésnél, néhany jo otletet adott, majd néhany honap mulva Budapestre
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jott, és szamos kisérletet egyltt végeztiink el. Piettel legkdzelebb par hénap
mulva egy kis FEBS-konferencian talalkoztam 2016 tavaszan. ,,Andras, azt ugye
tudod, hogy miel6tt bekllditek a cikket vagy el6 akarod adni valahol, ezt
szabadalmaztatni kell!” En hGizédoztam, nem, nem gondolom. Majd elolvassak a
cikket, és akit érdekel, az elkezdi a gydgyszerfejlesztést. Faraday sem
szabadalmaztatott semmit - mondtam kissé nagyképlien. Sokaig én is igy
gondoltam - mondta Piet. De a vildg nem igy m(kodik. Ha nincs megvédve egy
felfedezés, akkor senki sem fog pénzt szanni arra, hogy tovabb fejlessze. Mert
nem lehet biztos abban, hogy valaki nem fogja megeldzni, és akkor az 6 0sszes
erdfeszitése, invesztalt pénze semmivé valik. Egy taldalmanyt meg kell védeni,
kilénben nem lesz hasznositds. Ha akarod, megérdekl6déom nalunk, hogy
~Szabadalom-képes-e”, amire rajottetek. Ez oridsi megkoénnyebblilést okozott
nekem, mert mar a hideg verejték csorgott a hatamon, amikor arra gondoltam,
hogy hogyan tudnék barmit is szabadalmaztatni nalunk. Most nem részletezném
az MTA TTK 2016 korili gyaszos helyzetét. Piet a kOvetkezot tette: elkérte a még
eléggé kezdeti allapotban lévd kéziratot (az abrak mar jé allapotban voltak), és
elklildte egy egymondatos kérdéssel (,van-e ebben fantazia”) a korabban maga
altal igazgatott Holland Rakkutatd Intézet (NKI) Technology Transfer irodajanak.
Par hét mulva levelet kaptam az egyik munkatarsuktél: alaposan megbeszéltiik
az irodaban, és ugy lattuk, ezt érdemes elvallalni. Ezek utan az irodank vezetdje
az NKI igazgatdja elé terjesztette irdasban az elemzésiinket, aki elfogadta a
javaslatunkat, hogy adjunk ajanlatot a magyar kutatdknak, illetve az MTA TTK-
nak. Az ajanlat pedig igencsak nagyvonall volt: az NKI szabadalmaztatja a
taldlmanyunkat, annak minden koltségét fedezi. A szabadalom 85%-ban a TTK,
15%-ban az NKI tulajdona, a feltaldlok magyar és holland kutaték a fenti
aranyban. Tovabb menve, a szabadalom megsziiletése utdn legjobb tudasa
szerint jar el, hogy partnereket talaljon annak hasznositdsa érdekében (ebben
az NKI ériasi kapcsolat-rendszerrel és tapasztalattal rendelkezik, mondom én).
Ehhez a tevékenységhez minden jog az NKI kezébe kerll, tehat ebben az MTA
TTK-nak nincs feladata. A hasznositas bevételein - az NKI koltségeinek levonasa
utan - a felek a 85:15 aranyban osztoznak. Tatott szajjal olvastam az ajanlatot.
Nagyvonalu - irtam fent. De nem ez a helyes kifejezés, ennél tobbrdl, masrdél van
sz0: ez az ajanlat minden izében, minden részletében észszer( és korrekt.
Mindkét fél szamara elényos.

2016 szeptemberében nyujtottak/nyujtottuk be a szabadalmat - igy szabadon
elmondhattam a prirofoszfat remélhetd aldasos hatasairdl szélé elbadasomat az
oroklodé meszesedési betegségek konferencidjan Philadelphidban. Szamomra is
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meglepl volt az a kitérd lelkesedés, amivel a terlileten dolgozé - mar korabban
is ismert vagy itt megismert - kollégaink fogadtak a felfedezéslinket. Minden
olyan egyszerilinek, problémamentesnek tlint. Innen Washingtonba mentem egy
masik konferenciara, ahol ismét taldlkoztam Piettel. EImondtam neki a pozitiv
hireket, és azt, hogy az NKI-s szabadalmi szakértdk nyilvdn hamarosan
megtaladljak azt a gydgyszerfejleszt6é céget, aki erre ,rédharap”, nekiink ezzel mar
semmi dolgunk. Andras, a vilag nem igy m(koédik, mondta nem el6szor. Bizony
hogy nektek kell egy csomd mindent megcsinalnotok, akarki is szall be ebbe a
fejlesztésbe. Ezt senki helyettetek nem végzi el. Mert ti értetek a legjobban
hozza: ti ismeritek ezeket az allatmodelleket, tudjatok, hogyan kell a mesze-
sedést kovetni, hogyan kell a keringésben a felszivdédott pirofoszfatot mérni
(nem egyszerl), egyszéval a munka nemhogy véget ért volna, hanem
folytatddik. Igaza volt: ezt nevezzik transzlacids kutatasnak, sokat hivatkozunk
ra, amikor grantokat irunk - féleg igéretek formajaban - de nem biztos, hogy
mindenki tudja, hogyan ,csinalédik”. Idemasolom a Wikipedia definicéjat:
. Translational research (also translation research, translational science, or
translation) is research aimed at translating (converting) results in basic
research into results that directly benefit humans.”

A kovetkezo fordulat, hogy egy-két igencsak magas presztizs(i Ujsagot megjarva
a kézirat a szintén joél poziciondlt EMBO Molecular Medicine-nél kotott ki.
Munkank a lap egyik szerkeszt6jéhez kerilt, aki okos, sokszor provokativ
kérdéseivel sokat segitett abban, hogy a cikk - j6 néhany tovabbi kisérletnek
készonhetben - egyre jobb lett, és megjelent [7].

Par honap mulva furcsa e-mail esett be a postalddamba. ,Elolvastam a cikket,
elkezdtem szedni a szert, de nagyon keser(i, ezt mégis hogyan gondoljak?”
(nem sz6 szerinti idézet). Mérges lettem, mi a cikkben felszivodasi demostrativ
kisérletek eredményeit mutattuk be, nem ,kezelésre” vonatkoz6 javaslatokat.
Nem tulsdgosan udvarias levélben fejtettem ki, hogy ne csindljon ilyen
butasagot, igaz, hogy a pirofoszfat élelmiszeradalék, nem mérgezd, de senki se
szedje ,gydégyszerként”. Miutan elkildtem a valasz e-mailt, néztem csak meg
alaposan ki volt a levéliré. A név, J. L. alatt annyi allt ,Panorama Research”.
Google, kiderllt, hogy a P. R. kaliforniai gydégyszerfejleszt6 vallalat, amelyik
akkor éppen tizenhat fejlesztési projektet vitt. EInoke pedig nem mas, mint J. L.
Elkildtem a levelezés masolatat az NKI Technology Transfer munkatarsanak,
Timnek, aki rogton irt a Panoramanak. Par hdnap egyezkedés, majd J. L. eljott
Budapestre, a Gellért Szalld halljdban beszéltiink meg taldlkozét. Alldogéltam,
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nézelddtem, amikor egy széles mosolyu ur jott felém, kezében maga el6tt tartva
egy 50 grammos Na,P,0, -ot tartalmazdé vegyszeres dobozt. ,You must be
Andras” mondattal ismerkedtiink meg. Mara az NKI szakemberei segitségével
licensz-szerz6dés jott létre a pirofoszfat terdpids alkalmazasara, a Panorama
|étrehozott egy ,projekt-céget” (Pyrogenix), a cél pedig egy nagyobb, minden
szempontbdl jol megtervezett klinikai kiprobalas (Oral pyrophosphate therapy in
pseudoxanthoma elasticum). Tehat az egyik 6roklodé meszesedési betegséget
vesszik célba.

enzyme substitition

3. abra. Kiilonféle kisérleti stratégiak a meszesedés gatlasara a pseudoxanthoma
elasticum betegseég esetében. Valamennyi stratégia a plazma pirofoszfat szint helyreallitasat
illetve potlasat celozza. Csillag jelzi a mi felfedezésiinket felhasznald klinikai kisérleteket.

Mindez Utrechtben, és reményeink szerint hamarosan elkezdddik - itt van a vilag
legnagyobb betegcsoportja, alaposan kivizsgalva a nagyon felkészult klinikus
csapat altal. Csakhat a Covid, mint sok egyebet, ezt is lelassitotta. Mindenesetre
ennek el6késziletei folynak, ebben a mi laborunk is szorgoskodik [8].

De vannak mas fejlemények: Franciaorszagban, ahol szintén elég nagy
betegcsoport all rendelkezésre, mar jovahagyast nyert egy hasonld, de a fentitdl
némileg eltér6en szervezett klinikai kiprobalas (,PROPHECI, PyROphosPHate
Supplementation to Fight ECtoplc Calcification in PseudoXanthoma Elasticum”
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NCT04868578, clinicaltrials.gov). Nekem nagyon tetszik ez a romantikus néy, a
franciak tudjak, hogyan kell vonzoéva tenni egy projektet!

Tobbféle, a meszesedést megel6z6, egymassal versengl elképzelés van
porondon, hiszen a folyamatba tobb ponton is be lehet avatkozni. Tehat nagy a
kompeticio (3. abra).

Id6kozben kideritettliik, hogy a baleseti trauma okozta meszesedést is gatolja a
pirofoszfat [9]. Erdeklddésiink mas kalcifikdcidval tarsuld betegségek felé is
kinyilt. A szkleroderma (SSc, szisztémas szklerdzis) autoimmun betegség,
amely gyakran jar egyltt calcinosis cutis-szal, egyfajta ektopikus meszese-
déssel, amely rendkivil fajdalmas szovédmeény. Egy amerikai csoporttal egyutt
felfedeztlik, hogy a keringésben Iévd PPi szintje csdkkent SSc-s betegekben, és
feltételeztilk, hogy a PPi hianya hozzajarulhat az SSc-ben kialakuld mesze-
sedéshez, a kalcindzishoz [10]. Ezen eredmény alapjan, Magyarorszagon harom
klinikai kdzpont és a mi kutatdocsoportunk részvételével a PPi oralis adagolasat
célzoé klinikai vizsgalatot engedélyezett a hatdsag (,Calcinosis Reduction by
Pyrophosphate in SSC”, NCT04966416, clinicaltrials.gov). A sztori folytatodik...

Hogy mi az én térténetem tanulsaga? Talan annyi, hogy a kell6 idoben és kelld
mennyiségben adagolt kételkedés, az igazan jé csapat és nagy szerencse, ez az,
amire sziikség van. Mint megtudtam, a szerencse rovid definicidja: par év elég
kemény munka. Vagy ahogy a nagynev(i boraszok mondjak: ,In vino veriték.”
Es van egy plagizalt jelmondatom. ,Always look on the bright side of SCIENCE!”
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HATOANYAGOK SEJTBEJUTTATASA PEPTIDEKKEL -
HATEKONY SEJTPENETRALO PEPTIDEK FEJLESZTESE

Banoczi Zoltan }
ELTE, Kémiai Intézet, Szerves Kémiai Tanszék

Osszefoglalas

A sejtpenetrald peptidek felfedezésiik 6ta magukban hordozzak a potencialt,
hogy hatékony gyogyszerhordozd rendszerekké valjanak. A csaladba tartozo
peptidek, valamint ezen peptidek kémiai moddositdsanak szama évrol évre
gyarapszik, ami jél mutatja a téma iranti nagyfoku érdeklodést. Kutatasaink
alapjat az a megfigyelés adta, hogy egy sejtpenetralé enzimszubsztrat peptid
esetén a 4-((4-(dimetilamino)fenil)azo)benzoil csoport (Dabcyl) jelentds mér-
tékben fokozta a sejtbejutdst. Ebben a peptidben az internalizaciéért egy
heptaarginin egység a felel6s. Ebbdl kiindulva vizsgaltuk a Dabcyl csoport
oligoargininek és azok modositott szarmazékainak internalizacidjara kifejtett
hatasat. A Dabcyl csoport jelentosen fokozta a sejtbejutast, amely hatas szigni-
fikdnsan a hexaarginin (Dabcyl-RRRRRRK(Cf)) esetén jelent meg. Ennél a
peptidnél mar alacsony koncentraciéban (2,5 pM) is jelent6s aranyu direkt
internalizaciot figyeltink meg. Ezen peptid sejtbejutasaban - akar csak az
oktaarginin esetén - a kdzvetlen sejtbejutds mellett a makropinocitdzis, mint
vezikularis transzport jatszik szerepet. Habar a Dabcyl-RRRRK(Cf) nem mutatott
kiemelked6 sejtpenetrald képességet, alacsony koncentracioban nagymértéki
direkt internalizaciéra volt képes. Ezért a tovabbiakban kémiai mddositasokkal
probaltuk fokozni a sejtbejutas mértékét. Ha a szekvencidba kozépre (Dabcyl-
RRWRRK(Cf)), vagy az N-terminalisra egy Trp-t illesztettliink (Dabcyl-WRRRRK
(Cf)), akkor nagymértékben nott a sejtbejutds, és kdzben sikerllt megorizni a
nagyaranyl direkt penetraciét alacsony koncentraciéban. Erdekes, hogy az
endocitozissal torténd sejtbejutdsuk soran nem a makropinocitozis, hanem a
kaveola/lipid-raft-medidlt endocitdzis jatszik szerepet. Eredményeink azt mutat-
jak, hogy ezek a rovid tetraarginin szarmazékok idedlisak lehetnek kiilénb6z6
bioldgiai aktivitassal rendelkez6 anyagok sejtbejuttatasara.

Bevezetés

Hatdéanyagok szervezetbe juttatdsa soran elengedhetetlen, hogy a hatdanyag

kilénbdz6 bioldgiai membranokon jusson keresztil. Ha sikertl olyan hato-

anyagot kifejlesztenlink, mely a bioldgiai aktivitas mellett optimalis perme-

abilitasi tulajdonsagokkal is rendelkezik, mar jé uUton jarunk. A legtobb esetben

azonban ekkor is felmerll a célzott sejtbejuttatas igénye, mely 6nmagaval a
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hatdéanyaggal ritkdn megvaldsithaté. Az intracellularis célmolekula elérésére
vagy célzott jellegének fokozasara ma mar szamos hatéanyagszallité molekula
vagy rendszer all a rendelkezéslinkre. Ezek lehetnek peptid, polimer, liposzoma
vagy nanorészecske alapuak [1-3].

A peptid alapu hordozé rendszerek egyik nagy csaladjat alkotjak a sejtpenetrald
peptidek (CPP) [4]. Ezek a viszonylag révid (8-30 aminosav) peptidek képesek
a sejtmembranon athatolni és a hozzajuk kémiailag vagy fizikailag kotott
hatdanyagot is magukkal vinni. A peptidek valtozatos szerkezetliek, csak
néhany koézos tulajdonsagot mutatnak. Nagyon sok CPP fizioldgias kortilmények
ko6zott pozitiv toltésli, mig mas peptidek amfipatikus szerkezettel birnak, mely
szerkezetet altaldban csak a membrannal torténd kolcsdnhatas soran veszik fel
[5]. Az irodalomban szamos példa talalhatd a legvaltozatosabb vegyiletek
hatékony sejtbejuttatasara, legyen az kis molekula, peptid, oligonukleotid vagy
fehérje [4]. Ezek sejtbejutasa kétféleképpen torténhet: a) a peptidek atjut-
hatnak direkt internalizacidval/transzlokacioval a membranon, ez az Utvonal
energia fliggetlen és a peptid kozvetlenll a citoszolba jut; vagy b) valamilyen
endocitézissal, mely energia fliggd uUtvonal és a peptid egy vezikulaba keril,
ahonnan ki kell jutnia [5]. Ha ez nem torténik meg, akkor a peptid és a
bejuttatandd anyag is becsapdazddik és nem tudja az intracellularis teret és az
itt taldlhatd célpontjat elérni. Ezen peptidek nagyszamu felhasznaldsa mutatja a
potencidljukat, mint hatdanyag szallitd rendszerek. Van azonban néhany
hatranyos tulajdonsaguk, melyek miatt a szerkezetlik optimalizaldsa a mai napig
izgalmas kutatasi tertlet. Ilyen probléma a szervezetbdl vald gyors kilrtlés, a
nem célzott hatdanyag szallitds és sejtbejutas utani vezikularis becsapdazddas.

Kutatasaink kiinduldépontjat az a megfigyelésink adta, hogy a 4-((4-(dimetil-
amino)fenil)azo)benzoil (Dabcyl) csoport képes fokozni peptidek sejtbejutasat.
Ezt felhaszndlva olyan rovid oligoarginin alapu sejtpenetralé peptideket tervez-
tink, melyek alkalmasak lehetnek biolégiai aktivitassal rendelkez6 anyagok koz-
vetlen sejtbejuttatasara.

Mddszerek

Peptidek szintézise

Valamennyi peptidet Fmoc/Bu stratégidval allitottuk el6 manualisan Rink-amid
MBHA gyantan. Az aminosavak kapcsolasa diizopropilkarbodiimid (DIC) és 1-
hidroxibenztriazol (HOBt) kapcsoldszerekkel tortént. Az Fmoc-csoport hasitasat
1,8-diazabiciklo[5.4.0]undek-7-én-piperidin elegyével hasitottuk. A szintézis
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végén a peptideket megfelel6 gyokfogdkat tartalmazd TFA eleggyel hasitottuk a
gyantardl. A fluoreszcens jelz6molekulakat (5(6)-karboxifluoreszcein (Cf); 5(6)-
karboxi-tetrametilrodamin (Rh)) DMF-ben DIC-HOBt kapcsoldszerek segitségé-
vel épitettliik be a jelolt peptidekbe.

A sejtbejutas vizsgalata aramlasi citometrias mérésekkel

médiummal kezeltlik kilonb6z6 idétartamig, majd mostuk Oket és tripszinnel
kezeltlik. Az ezt kdvetd mosas utan a sejtek fluoreszcencidjat BD LSR II vagy
Attune NxT Flow Cytometer daramlasi citométerrel mértiik. A kapott adatokat
FACSDiVa 5.0 programmal értékeltik ki. A kilénb6z6 inhibitorokkal végzett
mérések soran a peptidekkel torténé kezelés elott a sejteket a megfeleld
inhibitorok oldataival el0kezeltik.

A sejtbejutas vizsgalata konfokalis fluoreszcens mikroszkdppal

EIS sejtes felvételek esetén a sejteket 37 és 4 °C-on inkubdltuk a peptidek
vagy szérummentes médiumban, majd a sejteket mostuk. A sejtek fluo-
reszcencidjat Olympus FV1000 konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal vizsgal-
tuk.

Fixalt sejtek esetén, a peptidekkel térténd kezelés és mosasok utan a sejteket
4%-o0s formaldehid oldattal fixaltuk 20 percig. Majd az igy el6készitett sejtek
fluoreszcenciajat Zeiss LSM 710 konfokalis fluoreszcens mikroszkdppal tanul-
manyoztuk.

Eredmények

Az irodalmi adatok azt mutatjak, hogy az oligoargininek egy bizonyos méret
felett hatékonyan képesek a sejtekbe jutni [6, 7]. A rovidebb szarmazékok
elhanyagolhatd mértékl internalizaciéra képesek csak. Egy intracellularis enzim,
a kalpain szubsztratpeptidjével valdé munka soran figyeltiink fel arra, hogy a
szubsztratban hasznalt, a fluoreszcencia elnyelésére képes, nem fluoreszcens
Dabcyl csoport jelentés mértékben fokozta a szubsztratpeptid sejtbejutasat.
Ezen megfigyelésinkbdl kiindulva vizsgaltuk, hogy fellép-e ez a sejtbejutas
fokozas rovid (4 vagy 6 tagszamu) oligoarginin esetében is. Az eredmények azt
mutattak, hogy mindkét esetben nétt a sejtbejutott peptid mennyisége, de ez a
hatds a hexaarginin (Arg,) esetén sokkal jelent8sebb volt (1.a abra) [8]. Habar
a Dabcyl csoport jelent0sen fokozta a tetraarginin sejtbejutasat, mely 5 és 10
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MM-os koncentraciédban a hexaarginin sejtbejutdsanal is hatékonyabb volt,
lényegesen nagyobb hatast fejtett ki a hexaarginin sejtbejutdsara. Olyannyira,
hogy ez a szarmazék a jol ismert sejtpenetrald peptidnél, az oktaargininnél is
jobb internalizaciét mutatott.
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[ pabeyr-argerysicH-ny, W crargnH,
1. abra. Oligoargininek (Arg, Arg.) sejtbejutasa a) HL-60 és b) HelLa sejteken. Hela
sejtek esetén a kezelés szerumot tartalmazo (+) vagy nem tartalmazo (-) mediummal tortent.
A Dabcyl-Arg,-Lys(Rh) és a Ac-Arg,-Lys(Rh) peptid sejtbejutasanak kulbnbséget Student t-

teszttel vizsgaltuk (***: p < 0,001).” Az adatok 3 mérés atlagat + standard hibajat mutatjak.
(Cf: 5(6)-karboxifluoreszcein; Rh: 5(6)-karboxi-tetrametilrodamin.)

A hexaarginin szarmazék sejtbejutdsat Hela sejteken is vizsgaltuk szérum-
mentes vagy szérumot tartalmazé meédiummal kezelve. Ezen sejt esetén is
jelentOs kulénbség mutatkozott a Dabcyl csoportot tartalmazé és anélkili peptid
sejtbejutdasaban valamennyi vizsgalt koncentraciéban (1.b abra ). 2,5 uM-os
peptidkoncentracidé esetén vizsgalva a szérum hatasat elmondhatjuk, hogy az
jelentésen csOkkentette mindkét peptid sejtbejutasat, de a Dabcyl tartalmu
hexaarginin még ekkor is jelentds internalizaciéot mutatott. Habar az irodalom-
ban szamos kémiai modositast alkalmaztak mar oligoargininek sejtbejutdsanak
fokozasara (acilezés [9], ciklizdlds [10]), aromas csoportok ilyen jellegl
alkalmazdsa nem széleskor(ien elterjedt.

A sejtbejutas soran nagyon fontos a peptid sejten bellli eloszlasa. Az egyik 6
probléma ezen peptidek esetén, hogy habar bejutnak a sejtbe, ott valamilyen
vezikuldban csapdaba esnek, és nem érik el az intracellularis teret. Ennek
vizsgalatara a Dabcy-Arg,-Lys(Rh) peptiddel kezelt sejtek fluoreszcenciajat
konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal detektaltuk (2. abra).

A 37 °C-on 30 percig tartd kezelés utan a sejtek jelentds fluoreszcenciat
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mutattak mar 2,5 pM-os kezelési koncentracié esetén is (2.a abra). 5 és 10 pM-
ban a teljes sejt egybefliggd fluoreszcenciat mutatott. A diffuz eloszlasu
fluoreszcencia jel mar 2,5 uM-nal is megfigyelhetd, ami arra utal, hogy a peptid
mar ebben az alacsony koncentracidéban is jelentés mértékben, direkt mddon
internalizaldédik. Ha szérumot is tartalmazott a kezeléshez hasznalt médium,
ettdl eltérd fluoreszcens képet tapasztaltunk (2.b abra).

a) 2,5 uM 5uM 10 uM b) 5uM 10 uM

2. abra. A Dabcyl-Arg ~Lys(Rh) setheJutasa HelLa sejteken a) szérummentes b) szé-
rumot tartalmazé mé&diumban. Lépték: a) 50 uym, b) 100 um. (Rh: 5(6)-karboxi-
tetrametilrodamin.)

Egyfeldl lecsokkent a fluoreszcencia intenzitds, masfeldl az eloszldsa 5 pM-nal
pontszer( volt, utalva arra, hogy valamilyen vezikularis transzport jatszédott le.
A szérum ezen hatésa azzal magyarézhaté hogy a szérumfehérjék k6lcson-
és igy megvaltoztatjak a setheJutas madjat is. A két mérés egyoOntetlen
mutatja, hogy a direkt penetraciéhoz egy bizonyos peptidkoncentracié sziiksé-
ges, és az alatt nem valdsul meg. Hexaarginin esetén ez az érték 5-10 uM kozé
esett, ha azonban a peptid N-terminalisat Dabcyl csoporttal mddositottuk, akkor
lecsokkent 5 uM ala.

A peptidek sejtbejutdasanak idéfliggését vizsgalva elmondhatjuk, hogy a
folyamat nagyon gyors, a peptid mar révid idén belil (1,5 perc) bejut a sejtbe,
és ott diffuz eloszlast mutat (3.a abra).

Ha a sejteket EIPA-val (5-(N-etil-N-isopropil)amilorid), egy jél ismert makro-
pinocitdzis gatldéval elbkezeltiik, akkor mind a sejtbejutds sebessége, mind
meértéke jelentésen csokkent (3.b dbra). 4 perc utan jelent meg a peptid a sejten
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belll, és jelentdésen gyengébb fluoreszcencia intenzitast kaptunk. Hasonlo
eredményt hozott, ha a kezelést 4 °C-on végeztik. Hosszabb id0 elteltével jutott
be a peptid a sejtekbe és kisebb fluoreszcencia jelet detektaltunk (3.c abra).
Mindez azt jelenti, hogy a Dabcyl csoport fokozza a hexaarginin sejtbejutasat,
de nem valtoztatja meg annak modjat. Akarcsak az oktaarginin [11], ez a
szarmazék is makropinocitdzis altal jut a sejtekbe.

a)

0,5 perc 1,5 perc 2 perc 4 perc 7 10 perc

b) 0,5 perc 1,5 perc 2 perc 4 perc 10 perc

c) 5 perc 15 perc 30 perc

3. abra. A Dabcyl-Arg —-Lys(Cf) peptid sejtfelvétele HelLa sejteken. Hela sejteket inku-
baltunk Dabcyl-Arg, Lys?Cf) peptiddel 5 uM-os koncentracioban a-MEM(-) médiumban a) 37
°C-on; b) makropmoc:toz:s inhibitor el6kezelést (EIPA, 100 uM, 30 perc) kévetéen 37 °C-on;

c)4 3C-on. Léptek: 50 um. (Cf: 5(6)-karboxifluoreszcein.)
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Egy fluoriméterrel torténé mérésen alapuldé mddszerrel pontosan meghataroz-
hatd a sejtekbe jutott peptid mennyisége [12]. Ebben az esetben a sejteket a
fluoreszcensen jeldlt peptidekkel torténd kezelés utan lizaljuk, és a sejtlizatum
fluoreszcencia intenzitasabdl egy kalibraciés gorbe segitségével meghatarozzuk
a sejtekbe jutott peptid mennyiségét. CHO-K1 sejteket kezeltlink a peptidek
on nem jatszddik le energiafliggd sejtbejutds, igy a peptidek sejtbejutasa nem
valésulhat meg endocitézison keresztil, az csak direkt internalizacidval
torténhet (1.tablazat, Transzlok.). Ezzel szemben 37 °C-on mind az endocitozis,
mind a direkt internalizacié lejatszédhat (1. tablazat, n(peptid) (pmol) 37 °C-
on).

1. tablazat Dabcyl csoporttal modositott oligoargininek sejtbejutasa

Peptid c(peptid) n(peptid) n(peptid) n(peptid)
(M) (pmol) (pmol) 4°C-on /
37 °C-on 4°C-on n(peptid)
Endocit.+ Transzlok. 37°C-on
Transzlok.
1 0,7+0,1 | 0,4 +£0,06 0,57
Dabcyl-Args-Lys(Cf)-NHz 2,5 2,2+0,2 0,9+ 0,1 0,43
5 7,8 0,9 1,8 +£0,1 0,22
10 30 £ 3,3 42 +0,3 0,14
1 2,5+0,2 | 0,6 £0,04 0,25
Dabcyl-Arge-Lys(Cf)-NH2 2,5 24 £ 1,3 1,9+0,3 0,08
5 59 £ 2,5 6,1 £0,8 0,10
10 149 £ 6 18 £ 2 0,12

A két érték aranyabdl (1. tablazat, n(peptid) 4°C-on / n(peptid) 37°C-on)
kovetkeztethetlink a direkt internalizacid sejtbejutasban jatszott aranyara. A
tetra- és hexaarginin szarmazékaival kapott eredményeket 6sszehasonlitva
érdekes Osszefliggést allapithatunk meg. A hexaarginin esetében visszakaptuk
a konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal latott eredményeket, azaz a koncent-
racio novekedésével né a direkt internalizacio mértéke (kivéve 1 uM-nal).
Tetraarginin esetén azonban azt tapasztaltuk, hogy alacsony koncentraciéonal a
direkt internalizacid jelentds szerepet jatszik a sejtbejutdsban, mig a kon-
centracié ndvekedésével ennek aranya csdkken az endocitdzissal szemben.

A fentiek alapjan ezen tetraarginin szarmazék idealis lehetne hatdanyagok
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sejtbejuttatasara, hiszen a direkt sejtbejutas elkerili a vezikularis becsap-
dazédast. Hogy tovabb fokozzuk a hatékonysagat, tovabbi modositasokat
probaltunk ki. Az irodalomban szadmos példa van arra, hogy a Trp jelent6s
mértékben képes oligoargininek internalizaciéjat fokozni [13]. Ezért mi is
beépitettiink a tetraarginin szarmazékunkba egy vagy két Trp egységet,
tavtartoval vagy anélkial [14]. Az egyes szarmazékok hatékonysaganak
vizsgalatdhoz MCF-7 és MDA-MB-231 sejteket kezeltliink a peptidek kilénb6z6
koncentraciéju oldataival 90 percig, 37 °C-on, majd mértik a sejtek
fluoreszcenciajat aramlasi citometridval (4. abra).
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4. abra. A Dabcyl és Trp tartalmu tetraargininek sejtbejutasa MCF-7 és MDA-MB-231
sejteken. A sejteket 1, 5 és 10 uM-os peptid oldatokkal inkubaltuk 90 percig 37 °C-on, majd
tripszines kezelés utan a sejtek fluoreszcencia intenzitasat aramlasi citometriaval mértik. A) és
B) a Dabcyl csoport és Trp hatasat, mig C) és D) a Trp helyzetének és szamanak a hatasat
mutatja be a sejtbejutasra. A fluoreszcencia intenzitasokat a Dabcyl-RRWRRK(Cf) peptid 10 uM-
ban mért fluoreszcencia intenzitasahoz (100%) viszonyitottuk.
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MCF-7 esetében a mért fluoreszcencia intenzitasok azt mutattak, hogy egy Trp
beépitése a szekvencia kozepére csak kismértékben fokozza a tetraarginin
sejtbejutasat, ha viszont a Dabcyl csoport is jelen van (Dabcyl-RRWRRK(Cf)),
akkor kisebb koncentracioknal (1 és 5 uM) az oktaargininnél hatékonyabb, mig
10 yM-ban azzal 6sszemérhet6 sejtpenetracids képességet kaptunk (4.a abra).
Az MDA-MB-231 sejtekkel is hasonlé eredményt kaptunk, azzal a kilénbséggel,
hogy 10 uM-ban az oktaarginin 3-szor nagyobb internalizaciéot mutatott a
Dabcyl-RRWRRK(Cf) peptidhez képest (4.b &bra). Tovabb vizsgdlva a Trp
hatdsat megallapitottuk, hogy annak helyzete befolyasolja a sejtbejutas
mértékét (4.c, d dbra). Ha az N-terminalisra, vagyis a Dabcyl csoporthoz kozel
helyeztik el, akkor kismérték(i novekedést (10-25%), mig a C-termindlisra
helyezve jelentds csokkenést (> 50%) mértiink a sejtbejutdsban mindkét
sejtvonalon. Tovabbi Trp beépitése a szekvencidba - a két Trp helyzetétdl
figgetlentl - vagy nem novelte jelentésen a sejtbejutast (Dabcyl-RRWRRWK
(Cf) peptid MCF-7 sejteken, 4.c abra), vagy csokkenést eredményezett az
internalizacio mértékében (mindegyik szarmazék MDA-MB-231 sejteken, 4.d
abra). A két hatékony szarmazék sejtbejutasat CHO sejteken is vizsgaltuk a
kordbban mar emlitett fluorimetrids mddszerrel (2. tablazat).

2. tablazat Dabcyl-RRWRRK(Cf) és Dabcyl-WRRRRK(Cf) peptidek sejtbejutasa

Peptid c(peptid) n(peptid) n(peptid) | n(peptid)
(M) (pmol) (pmol) 4°C-on /
37 °C-on 4°C-on n(peptid)
Endocit.+ Transzlok. 37°C-on
Transzlok.
| 22+04 1,8§+0,3 0,82
Dabcyl—Argg—Trp—Argz—Lys(Cf)—NHz 2,5 12 + 2,5 7,5i 173 0,63
5 375 14+1,9 0,38
10 123+ 16 25+2,7 0,20
1 8+1 2,4+0,3 0,30
Dabcyl—Trp—Arg4 —LyS(CD—NHQ 2,5 25 + 4 10 + 1,8 0’40
5 83+ 16 19+2 0,23
10 270 + 68 50+ 8 0,19

Ezen a sejtvonalon a Trp kilénb6zd helyzete nagyobb kilénbséget ered-
ményezett. Ha a Trp a peptid N-terminalisara kertlt beépitésre, akkor 2-szer
hatékonyabb internalizaciot mértiink minden koncentraciéban (2. tablazat).
Habar a Dabcyl-RRWRRK(Cf) peptid kisebb mérték( sejtbejutast mutatott,
annak mértéke megegyezett a korabban hasonlé sejtvonalon vizsgalt Dabcyl-
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RRRRRRK(Cf) peptidével (1. tablazat). Tovabbi érdekes megfigyelés volt a
peptidekkel kapcsolatban, hogy a sejtbejutasukban jelentés mértékl a direkt
internalizacio. A Dabcyl-RRWRRK(Cf) peptid esetén alacsony koncentracidoban
szinte kizardlag a direkt internalizécié a fé Gtvonal. igy elmondhatjuk, hogy a
Dabcyl-Arg,-Lys(Cf) sejtbejutasat a Trp beépitése jelentésen néveli ugy, hogy
kézben a direkt internalizacié nyujtotta elényét nem rontja, s6t még fokozza is.

Mivel mindkét peptid sejtbejutasaban szerepet jatszik valamilyen endocitozis,
inhibitorok segitségével vizsgaltuk a kilénb6z6 endocitdzis Utvonalak lehetséges
szerepét (5. abra).

A
o
|

*kk*

Dabcyl-RRWRRK(C) Dabcyl-WRRRRK(Cf)
150 * 200-
g g * %%
[ 2 150-
§ 100+ é 3
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5. abra. Kiilonb6zé endocitozist gatlo szerek hatasa a peptidek sejtbejutasara. MDA-
MB-231 sejteket kezeltiink 5-(N-etil-N-isopropil)amilorid (EIPA, 50 uM), klérpromazin (CPZ,30
uM), metil-B-ciklodextrin (MBCD, 5 mM) és kolchicin (COL, 20 uM) oldataval 30 percig, majd a
peptidek 5 uM-os oldataival 90 percig. A sejtek fluoreszcencia intenzitasat aramldsi citometriaval
vizsgaltuk, A kontrolltdl vald szignifikans eltérést Student t-teszttel vizsgaltuk (**: p<0,01, ***:
p<0,001 és ****: p<0,0001).

N\ NS

A kilonb6z0 inhibitorok kozlil csak a metil-B-ciklodextrin (MBCD) eredményezett
szignifikans csokkenést a peptidek sejtbejutdasdban. A membran koleszterin
tartalmanak elvondsaval ez a vegyllet gatolja a kaveloa/lipid-raft-medialt
endocitozist. Sem az EIPA (makropinocitdzis inhibitor), sem a klérpromazin
(CPZ, klatrin-medialt endocitdzis inhibitor), sem a kolchicin (COL, mikrotubulus
polimerizaciot gatlé anyag) nem csokkentette szignifikdnsan a sejtbejutott
peptidek mennyiségét egyik peptid esetében sem. Az MBCD altal lecsokkentett

BIOKEMIA
XLVI. évfolyam 1. szam 2022. marcius
24



Banodczi Zoltan

fluoreszcencia intenzitas aranya (Dabcyl-WRRRR-K(Cf): 28,8% és Dabcyl-
RRWRR-K(Cf): 33,5%) megfelel a fluorimetrids mérések soran tapasztalt
endocitdzis/direkt internalizacié aranyanak. ElImondhatjuk tehat, hogy mindkét
peptid esetén a direkt internalizacié mellett fellép6 vezikularis transzportban az
endocitozis kaveloa/lipid-raft-medialt valtozata vesz részt. Habar az endocitdzis
altali sejtbejutds gyakran rontja a CPP-nek, mint hatdanyag szallitdé rend-
szereknek a hatékonysagat, ez a valtozata azzal az el6nnyel jarhat, hogy a
keletkez6 vezikuldk elkerllik a lizoszomat, és tartalmukat inkabb a Golgi-
készllékbe vagy az endoplazmatikus retikulumba szallitjdk, ahonnan a
hatéanyag bomlas nélkil kiszabadulhat.

Hoechst 33342 LysoTracker Overlay

6. abra. Dabcyl-RRWRRK(Cf) és Dabcyl-WRRRRK(Cf) peptidek setheJutasa MDA-MB-
231 sejteken. A sejteket a peptidek 5 uM-os oldataival inkubaltuk 1 éran keresztil (z6ld), a
sejtmagokat Hoechst 33342 festékkel festettik meg (kék), a lizoszoméakat LysoTracker Deep
Red festékkel jeloltiik (piros). Lépték: 20 um.

Control

Dabeyl-RRWRRK(CT)

Dabeyl-WRRRREK(CK)

A két peptid sejten bellli eloszlasanak vizsgalatdhoz MDA-MB-231 sejteket
inkubaltunk a peptidek 5 pM-os oldataival, majd fixalas utan vizsgaltuk
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konfokalis fluoreszcens mikroszkoéppal (6. dbra). Mindkét peptid esetén jelentds
sejtbejutast tapasztaltunk, de a Dabcyl-WRRRRK(Cf) peptiddel kezelt sejtek
er0sebb fluoreszcenciat mutattak. Mindkét esetben megfigyelhetd volt diffuz és
pontszer( eloszlds, utalva a direkt és az endocitézis Utjan torténd internali-
zacidra. A sejtmagot jeldlve, jol lathatd volt, hogy a sejtmag kék és a sejtben
lévo peptid zold fluoreszcens jele nem mutatott kolokalizaciot, azaz elmondhatd,
hogy egyik peptid sem lokalizalédott a sejtmagban.

Eredmények megbeszélése

A megfelel6 hosszusagu oligoargininek hatékonyan képesek sejtekbe bejutni, és
széleskorlen alkalmazott peptidek a legkllénb6z6bb hatdanyagok sejtbejutta-
tasara. A rovidebb szarmazékaik - tetra-, hexaarginin — csak kismérték(i inter-
nalizaciora képesek. Oktaarginin esetén szamos kémiai modositassal sikerilt
fokozni a sejtbejutast. Kutatasaink soran arra voltunk kivancsiak, hogy a Dabcyl
csoport, egy gyakran alkalmazott fluoreszcenciat elnyel6 molekula FRET
parokban, képes-e fokozni rovid oligoargininek sejtbejutasat. Eredményeink azt
mutattak, hogy mind a tetraarginin, mind a hexaarginin sejtbejutasat fokozta,
de a hexaarginin (Dabcyl-RRRRRRK(Cf)) esetén ez a hatas sokkal jelentésebb
volt, még az oktaargininnél is hatékonyabb peptidet kaptunk (1. dbra). A sejten
bellli eloszlasa azt mutatta, hogy ez a peptid mar alacsony koncentraciéban is
jelentOs direkt internalizaciéra képes (2. abra), és az emellett fellépd energia-
figgl sejtbejutdas makropinocitézis utjan valdésul meg (3. abra). A makro-
pinocitdzis a fo Utvonal az oktaarginin sejtbejutdsaban is [11]. A konfokalis
fluoreszcens mikroszkdéppal kapott képeken (2. abra) jol lathatd, hogy mar
alacsony koncentracional fellép a kdzvetlen sejtbejutas. EImondhato tehat, hogy
a Dabcyl csoport jelentés mértékben fokozza a hexaarginin sejtbejutasat ugy,
hogy a fd internalizacidés utat nem valtoztatja meg.

A peptidekkel kezelt sejtek lizatumanak fluorimetrids vizsgalata azt mutatta,
hogy habar a tetraarginin szarmazék (Dabcyl-RRRRK(Cf)) kevésbé képes
bejutni a sejtekbe, a Dabcyl-RRRRRRK(Cf) peptidhez képest jelent6s direkt
internalizaciot mutatott alacsony koncentraciéban (1. tablazat). Ez nagyon
elényods tulajdonsag, és ugy latszik, az arginin egységek szamanak cstkkentése
a Dabcyl csoport jelentlétében képes fokozni a kdzvetlen sejtbejutds aranyat.
Ezzel parhuzamosan azonban a bejutott peptid mennyisége is nagymértékben
csokkent. Irodalmi adatok alapjan, melyek azt mutattdk, hogy a Trp képes
fokozni oligoargininek sejtbejutasat [13], a Dabcyl-RRRRK(Cf) peptidbe egy Trp
épitettink (Dabcyl-RRWRRK(Cf)). Ekkor jelent6sen megndvelt sejtbejutast
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mértink (4. abra). A Trp hatasa helyzetfliggd volt, az N-terminalisra helyezve
(Dabcyl-WRRRRK(Cf)) hatékonyabb peptidet kaptunk, mig a C-terminalis
helyzetben (Dabcyl-RRRRWK(Cf)) sokkal kisebb mérték( internalizaciot ered-
ményezett (4. abra). Fluorimetrids mérések azt mutattak, hogy az internalizacio
novelésével egyidejlileg a kozvetlen sejtbejutds magas aranyat is sikerilt
megoriznlink, ami a Dabcyl-RRWRRK(Cf) peptid estén volt kiugréoan magas (2.
tablazat). Ezen peptidek sejtbejutdsaban a kozvetlen internalizacié mellett a
kaveola/lipid-raft-medidlt endocitdzis jatszik szerepet (5. abra). Ez a fajta
endocitézis lehetOvé teszi, hogy a sejtbejutds utdn a peptid és szallitmanya
elkerilje a lizoszomat, és a Golgi-készliléken vagy az endoplazmatikus retiku-
lumon keresztll a citoszolba kertljon.

Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy a Dabcyl csoport képes megnévelni
oligoargininek sejtbejutasat, de a hatékony peptidhez megfelelé6 szamu arginin
egységre van szlkség (a hexaarginin hatékony volt, mig a tetraarginin nem).
Emellett nem valtoztatta meg az eredeti peptid sejtbejutdasanak mechanizmusat,
az tovabbra is makropinocitozissal jutott be a sejtekbe a kdzvetlen internalizacid
mellett. Megfigyeltik tovabbda, hogy Dabcyl csoport mellett Trp beépitése mar
rovid oligoarginin (tetraarginin) esetén is hatékony sejtpenetrdld peptidet
eredményez, Ugy, hogy jelentds mérték(i kdzvetlen internalizaciét tapasztalunk,
és emellett mar nem makropinocitdézis, hanem a hatdanyagszallitds esetén
hatékonyabb kaveola/lipid-raft-medidlt endocitdzis valéosul meg. Eredményeink
felhasznaldasaval lehetdség nyilhat peptidek, fehérjék egyszerli modositasara
sejtbejutasuk fokozasa érdekében.
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Abstract

Breast cancer, the most frequent cancer in women, is characterized by pathological changes to the microbiome of breast
tissue, the tumor, the gut, and the urinary tract. Changes to the microbiome are determined by the stage, grade, origin (NST/
lobular), and receptor status of the tumor. This year is the 50th anniversary of when Hill and colleagues first showed that
changes to the gut microbiome can support breast cancer growth, namely that the oncobiome can reactivate excreted estro-
gens. The currently available human and murine data suggest that oncobiosis is not a cause of breast cancer, but can support
its growth. Furthermore, preexisting dysbiosis and the predisposition to cancer are transplantable. The breast’s and breast
cancer’s inherent microbiome and the gut microbiome promote breast cancer growth by reactivating estrogens, rearranging
cancer cell metabolism, bringing about a more inflammatory microenvironment, and reducing the number of tumor-infiltrating
lymphocytes. Furthermore, the gut microbiome can produce cytostatic metabolites, the production of which decreases or
blunts breast cancer. The role of oncobiosis in the urinary tract is largely uncharted. Oncobiosis in breast cancer supports
invasion, metastasis, and recurrence by supporting cellular movement, epithelial-to-mesenchymal transition, cancer stem
cell function, and diapedesis. Finally, the oncobiome can modify the pharmacokinetics of chemotherapeutic drugs. The
microbiome provides novel leverage on breast cancer that should be exploited for better management of the disease.

Keywords Breast cancer - Oncobiome - Oncobiosis - Inflammation - Metastasis - Bacterial metabolite

1 Introduction pathways and discuss how these pathways protect against
metastasis formation in breast cancer.

Dysbiosis is an abnormal adaptation of the microbiome, Breast cancer is the most frequent cancer among women

characterized by abnormal microbial composition and func-  and is the leading cause of cancer-related deaths in women

tion. Neoplastic diseases are characterized by dysbiosis that ~ [9, 10]. Nevertheless, in developed countries, the 5-year
is coined oncobiosis [1]. The microbiome that is undergoing  survival of breast cancer is above 80% due to population-
oncobiotic transformation is termed the oncobiome. Onco- ~ wide screening programs and the consequent early identi-
biosis occurs in multiple neoplasias, including breast cancer, ~ fication [11]. Although several risk factors were identified
and oncobiosis may have a pathogenic role in these cancers  that increase the risk for breast cancer, most newly diag-
[2—8]. In this review, we will dissect the microbiome-elicited nosed patients have no obvious risk factors [12]. The risk
for breast cancer increases with age, and most breast can-
cer patients are diagnosed in their 50 s after menopause.
Extended exposure to female hormones due to hormone-

P4 Peter Bai
baip@med.unideb.hu repla.cement therapy, early menarche, and late menopause
are risk factors for breast cancer [12]. BRCA1 and BRCA2
' Department Medical Chemistry, Faculty of Medicine, genes were identified as genetic risk factors for breast can-
University of Debrecen, Debrecen 4032, Hungary cer, although mutation carriers represent a minority among
2 MTA-DE Lendiilet Laboratory of Cellular Metabolism, breast cancer patients [13]. A family history of breast cancer
Debrecen 4032, Hungary or neoplasias is also a risk factor for breast cancer [12] and
3 Research Center for Molecular Medicine, Faculty dense breast [ 14, 15]. Successful pregnancies, lactation, and
;){fMedicine, University of Debrecen, Debrecen 4032, physical activity are protective factors against the disease
ungary
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Abstract

Despite advancements in cancer management, tumor relapse and metastasis are associated with poor outcomes in many
cancers. Over the past decade, oncogene-driven carcinogenesis, dysregulated cellular signaling networks, dynamic changes
in the tissue microenvironment, epithelial-mesenchymal transitions, protein expression within regulatory pathways, and
their part in tumor progression are described in several studies. However, the complexity of metabolic enzyme expression is
considerably under evaluated. Alterations in cellular metabolism determine the individual phenotype and behavior of cells,
which is a well-recognized hallmark of cancer progression, especially in the adaptation mechanisms underlying therapy resist-
ance. In metabolic symbiosis, cells compete, communicate, and even feed each other, supervised by tumor cells. Metabolic
reprogramming forms a unique fingerprint for each tumor tissue, depending on the cellular content and genetic, epigenetic,
and microenvironmental alterations of the developing cancer. Based on its sensing and effector functions, the mechanistic
target of rapamycin (mTOR) kinase is considered the master regulator of metabolic adaptation. Moreover, mTOR kinase
hyperactivity is associated with poor prognosis in various tumor types. In situ metabolic phenotyping in recent studies high-
lights the importance of metabolic plasticity, mTOR hyperactivity, and their role in tumor progression. In this review, we
update recent developments in metabolic phenotyping of the cancer ecosystem, metabolic symbiosis, and plasticity which
could provide new research directions in tumor biology. In addition, we suggest pathomorphological and analytical studies
relating to metabolic alterations, mTOR activity, and their associations which are necessary to improve understanding of
tumor heterogeneity and expand the therapeutic management of cancer.

Keywords Metabolic heterogeneity - Metabolic plasticity - Metabolic phenotypes - mTOR hyperactivity - Cancer

1 Introduction

Metabolic alterations and bioenergetic adaptation mecha-
nisms are essential components of the metabolic ecosystem
and play a key role in cancer progression. In the past two
decades, considerable advancements have been achieved in
this field of research. Warburg and Minami were the first to
describe altered tumor metabolism in 1923 [1]. Approxi-
mately one century later, metabolic symbiosis of tumor tis-

The included figures were created with BioRender (https://
biorender.com) covered by 1% Department of Pathology and
Experimental Cancer Research institutional license.

P4 Anna Sebestyén sues, including alterations within the tumor microenviron-
sebestyen.anna@med semmelweis-univ.hu; ment, were highlighted among the main hallmarks of cancer
hsebanna@gmail.com « ) . .

[2]. The term “Warburg effect” was coined in the 1970s,

! 1St Department of Pathology and Experimental referring to rapid glucose uptake and high-rate lactate secre-
Cancer Research, Semmelweis University, Ull5i it 26, tion into the tumor microenvironment (increased acidifica-
1085 Budapest, Hungary tion). This fundamental feature of the anabolic processes is

2 Department of Anatomy, Histology and Embryology, necessary for cancer progression and tumor cell prolifera-
Semmelweis University, Ttizolt6 utca 58, 1094 Budapest, tion, where the conversion of glucose to lactate provides a
Hungary
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: PARPs and tankyrases (TNKS) represent a family of 17 proteins. PARPs and tankyrases were originally identified
PARP as DNA repair factors, nevertheless, recent advances have shed light on their role in lipid metabolism. To date,
ARTD PARP1, PARP2, PARP3, tankyrases, PARP9, PARP10, PARP14 were reported to have multi-pronged connections
cholesterol to lipid metabolism. The activity of PARP enzymes is fine-tuned by a set of cholesterol-based compounds as
triglyceride oxidized cholesterol derivatives, steroid hormones or bile acids. In turn, PARPs modulate several key processes of
polyunsaturated fatty acid lipid homeostasis (lipotoxicity, fatty acid and steroid biosynthesis, lipoprotein homeostasis, fatty acid oxidation,
HDL etc.). PARPs are also cofactors of lipid-responsive nuclear receptors and transcription factors through which
;gll;:BP PARPs regulate lipid metabolism and lipid homeostasis. PARP activation often represents a disruptive signal to
ACAT1 (lipid) metabolism, and PARP-dependent changes to lipid metabolism have pathophysiological role in the
ABCA1 development of hyperlipidemia, obesity, alcoholic and non-alcoholic fatty liver disease, type II diabetes and its

Abbreviations: ABCA1, ATP-binding cassette sub-family A Member 1; ACAT1, Mitochondrial acyl-coenzyme A/cholesterol acyltransferase-1; ACBD3, Acyl-CoA-
binding domain containing 3; ADPR, ADP-ribose; AFLD, Alcoholic fatty liver disease; AHR, Aryl hydrocarbon receptor; ALDH2, Aldehyde dehydrogenase 2; AMPK,
AMP-activated protein kinase; ApoB, Apolipoprotein B; AR, Androgen receptor; ARH3, ADP-ribosyl-acceptor hydrolase-3; ARTs, ADP-ribosyl transferases; ARTD,
Diphtheria toxin-like ADP-Ribosyltransferases; C/EBPa, CCAAT-enhancer-binding protein alpha; cyp, Cytochrome P450; DGAT, Diacylglycerol O-acyltransferase;
DHT, dihydrotestosterone; EBF, Early B cell factor; EMA, European Medicines Authority; eNOS, Endothelial nitrogen oxide synthase; EPHX1, Microsomal epoxide
hydrolase; ER«, Estrogen receptor alpha; ERK, Extracellular signal-regulated kinase; FABP7, Fatty acid binding protein 7; FDA, Food and Drug Administration;
FoxO1, Forkhead transcription factor O1; GATA, GATA-binding factor; GLP-1, Glucagon-like peptide-1; Glut4, Glucose transporter-4; GR, Glucocorticoid receptor;
hADMSC, Human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells; HCD, High cholesterol diet; HDAC, Histone deacetylase; HDL, High density lipoprotein; HFD, High-
fat diet; HFRD, High fructose diet; HNF4, Hepatocyte nuclear factor 4; HPF1, Histone PARylation factor 1; Hsd17b11, Estradiol 17-beta-dehydrogenase 11; H2BE35,
Histone H2B on glutamate 35; IDL, Intermediate density lipoprotein; IGF-1, Insulin-like growth factor-1; iNOS, Inducible nitrogen oxide synthase; InsR, Insulin
receptor; iPSCs, Induced pluripotent stem cells; IRF, Interferon-regulatory factor; JNK, Jun kinase; KLF, Kriippel-like factor; LDL, Low density lipoprotein; LPS,
Bacterial lipopolysaccharide; LXR, Liver X receptor; MARylation, Mono(ADP-ribosyl)ation; MCD, Methionine-choline deficient; mTORC1/2, Mammalian/mechanistic
Target of Rapamycin Complex 1/2; NAD+, Oxidized nicotinamide adenine dinucleotide; NAFLD, Non-alcoholic fatty liver disease; NASH, Non-alcoholic steatohe-
patitis; NCoR-1, Nuclear Receptor Corepressor 1; NEFA, Non-esterified fatty acids; NF-kB, Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; NMN,
Nicotinamide mononucleotide; HIF, hypoxia inducible factor; NMNAT, Nicotinamide/nicotinic acid mononucleotide adenylyltransferase; NOR1, Neuron-derived
orphan receptor 1; NOx, Nitrogen oxides; NR, Nuclear receptor; oxLDL, Oxidized LDL; OXPHOS, Oxidative phosphorylation; PAR, poly(ADP-ribose); PARG, Poly(ADP-
ribose) glycohydrolase; PARPi, PARP inhibitor; PARylation, Poly(ADP-ribosyl)ation; PPAR«, Peroxisome proliferator-activated receptor alpha; PPARy, Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma; PR, Progesterone receptor; P-Sel, P-selectin; PTMs, Post-translational modifications; RXRa, Retinoid X-receptor alpha; SAHA,
Suberoylanilide hydroxamic acid; snoRNAs, Short nucleolar RNAs; SNP, Single nucleotide polymorphism; Srd5al, Sa-reductase; SREBP, Sterol regulatory-element
binding protein; StAR, steroidogenic acute regulatory protein; STAT, Signal transducer and activator of transcription; TC, Total cholesterol; TCDD, 2,3,7,8-tetra-
chlorodibenzo-p-dioxin; TF, Transcription factors; TG, Serum triglyceride; TLR2, Toll-like receptor-2; TNFa, Tumor necrosis factor a; TNKS, Tankyrase; TRPM2,
Transient receptor potential M2; UCP, Uncoupling protein; V-Cam, Vascular cell adhesion molecule 1 (CD106); VLDL, Very low density lipoprotein; VPA, Valproic
acid; WAT, White adipose tissue; WHO, World Health Organization; 7KC, 7-ketocholesterol; 15-HC, 15a-hydroxicholestene.
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Témavezeto: Dr. Sziits David

Minden egyes sejt genomjaban napi szinten tobb tizezer, kilénb6z6 forrasbdl
szarmazd karosodas, vagy mas néven DNS-lézié alakul ki, melyek kilénboz6
formakat vehetnek fel [1]. Az evollcié soran létrejott szamos DNS-hibajavité
folyamat ellenére, ezek sokszor a DNS masoldsaig fennmaradnak, és elakaszt-
hatjdk a nagy specificitasu, érzékeny replikativ DNS-polimerazokat, ami a
replikacios villa eltorését, genomi atrendez6déseket, vagy a sejt haldlat okoz-
hatja [2]. Ennek megakadalyozasara alakult ki a DNS-hibaelkeriilés folyamata
[3], melynek két alapvetd valtozata a transzlézids szintézis (TLS), mely
specializalt, a |ézidkat is felismerni képes, ugynevezett transzlézids polimera-
zokat alkalmaz, illetve a templatvaltas és a homoldg rekombinacié (HR), melyek
ideiglenesen az ép testvérkromatida szekvencidjat hasznaljak fel a karosodas
kikertiléséhez. A parhuzamos uUtvonalak kdzotti valasztas legfontosabb faktora a
Nuclear Antigen) a poszttranszlaciés modositasa, els6sorban nem-proteolitikus
ubikvitinacidja.

A transzlézidés polimerazok legfontosabb jellemz6je, hogy szerkezeti tulajdon-
sagaik, példaul tdgas szubsztratkotd-zsebik és az ,ellen6rz6” 3'-5’ exonukledz-
domének hidnya miatt sokkal megengeddbbek a templat-DNS bazisainak
mindségével szemben [4]. Azonban éppen kevésbé szigori masolasi tulajdon-
sagaik kovetkeztében gyakran a DNS informaciotartalmat megvaltoztatva irjak
at a léziokat, azaz mutacidkat okoznak. Ez igaz mind a kils6 DNS-karositd
hatasokkal, mind pedig a sejtek spontan mutagenikus folyamataival kapcsolat-
ban [5], s6t, ép DNS-en is alacsonyabb pontossaggal rendelkeznek [6]. A
transzlézidés szintézisben résztvevd kilonféle polimerazoknak és szabalyozé
fehérjéiknek a sejtekben megfigyelheté genomi valtozasokra kifejtett hatasat
mar tobb mint fél évszazada tanulmanyozzdk, am a teljes genom szintjén, él6
sejtekben a jelenséget csak az elmult évtizedekben, az Uj-generacios
szekvenalasi technoldgiak széles korben elérhetdvé valasaval kezdték vizsgalni.
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A genomban kialakuldé mutaciék fontossagat a daganatok genomjainak
vizsgalata is bizonyitja: az elmult években tébb tizezer tumoros minta muta-
cidinak matematikai elemzésével olyan mintazatokat (Ugynevezett signature-
oket) taladltak [7], melyek utalhatnak a betegséget kivaltd kilsdé vagy bels6
okokra, illetve az adott daganatra optimalis kezelésekre is; ezek példaul a
COSMIC Signatures adatbazisban [8] taldlhatéak meg. Szamos ilyen mutacids
mintazat eredetét azonban, noha konzisztensen kimutathaté a jelenlétiik, eddig
nem sikerdlt felderiteni.

Az ilyen jellegi kérdések megvalaszolasara a genetikailag jol jellemzett
sejtvonalak standardizalt korilmények kozott torténd mutagén kezelése, illetve
az indukalt genetikai valtozasok teljesgenom-szekvenalassal torténd felderitése
nyUjthat lehet0séget. Doktori munkam alatt egy ilyen kisérletes és elemzési
rendszer feldllitdsaban vettem részt, majd ennek segitségével vizsgaltam a
DNS-hibaelkertlés altal, kiilonb6z6 karositd hatasok miatt kialakulé mutacidkat
és az azokbdl Osszedlld mintazatokat. Ezeket a mutagén folyamatokat harom
kilonb6z6 megkdzelitésben vizsgaltam: elemeztem a kiils6 DNS-karositd
anyagok altal kivaltott mutdciés mintazatokat, vizsgaltam egyes DNS-
hibaelkeril6 folyamatok hidanyaban spontan kialakuld mutacidkat, illetve
jellemeztem a transzlézids szintézis altal indukalt |éziék kérnyezetében, am ép
DNS-en képz6d6, ugynevezett ,jarulékos” mutacidkat.

Az elemzések lefolytatasahoz sziikség volt egy olyan kisérletes, illetve
bioinformatikai munkafolyamat kiépitésére, mely alkalmas az adott id6tartam
alatt indukalédd kilonb6z6 mutacidtipusok gyors és megbizhatd detektdlasara
(1. abra). Ennek a moddszertani fazisnak els6sorban a masodik, in silico
szakaszaban vettem részt. Ennek soran egyrészt részletesen feltérképeztik a
kisérletek zomében felhasznalt, hazityuk limfoblasztdma eredetli DT40 sejtvonal
genomjat, masrészt pedig tobb kilénboz6 célld szoftver 6sszehangolasaval
feldllitottam egy, az altalunk szekvenalt, illetve adatbazisokbdl letoltétt genomi
mintak elOkészitését, elemzését és hosszutavu tarolasat lehetévé tevo bio-
informatikai rendszert. A folyamat egyik kdézponti eleme a részben a kutatoé-
csoportunk altal fejlesztett IsoMut nev(i szoftver, mely alkalmas akar 20-30
izogenikus mintaban rovid id6 alatt, nagy pontossaggal megtalalni az egyedi
mutdacidkat.

A klils6 hatasok mutagén hatasaival kapcsolatban els6sorban a ciszplatin nevi
kemoterdpidas szert hasznaltuk, melynek tumorellenes hatdsa legnagyobb
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részben a genomi DNS szomszédos purinbazisainak szalon bellli kereszt-
kotésein alapszik. Vadtipusu DT40 sejteken 50 nap alatt végrehajtott, az IC, -
nek megfelel6 koncentracioju ciszplatinnal térténd kezelések utan a kontrollhoz
képest mind a pontmutdcids rata, mind a rovid indelek szamanak jelentds
novekedését tapasztaltuk (2. abra).

kiindulasi @ fajlintegritas fastq biolégiai
opulacio ellenérzése ; - ellendrzés
pop (mds) (min. 2 fajl) (Fastac)
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1. abra. Az indukalt mutaciok kimutatasara alkalmas munkafolyamat attekinté
sémaja. A) Kisérletes szakasz. B) Bioinfomatikai szakasz.

A vartnak megfeleléen a mutaciok tobbnyire szomszédos purinoknal alakultak
ki, és a leggyakoribb események A/G[G>T]N pontmutaciok, GG[+1T]T inszer-
ciok és GG és AG motivumokat érint6é dinukleotid-mutaciok voltak. Transzlézids
szintézis génekre kiGtott sejtek segitségével megmutattuk, hogy ezek a
valtozasok a PCNA ubikvitinacidjatol fliggenek, am a kozvetlenll felelGs
polimerdzt nem taldltuk meg. Osszehasonlitva maéasok kordbban publikalt
eredményeivel azt taladltuk, hogy az altalunk kimutatott mutdcidés mintazat
mellett parhuzamosan egyéb mintazatok is megjelenhetnek, melyek sejttipustol

filggdek, és valodszinlileg az eltér6 DNS-hibajavitasi Utvonal-hasznalatbdl
adodnak.
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Kutatécsoportunk egy korabbi publikaciéjaban leirta [9], hogy a BRCA1~- vagy
BRCA2~/- DT40 sejtekben megemelkedett pontmutacids rata tapasztalhatd, mely
egy jellegzetes triplet spektrumot kovet, és ez nagy hasonldésagot mutat a
BRCA1/2 mutans daganatokban tapasztalt COSMIC SBS3 signature-rel.
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2. abra. A ciszplatin altal indukalt mutaciok jellemz6i. A) A ciszplatin kezelés hatasa a
pontmutaciok szamara. B) A ciszplatin-kezelt sejtekben tapasztalt triplet pontmutacios
spektrum. C) Ciszplatin altal indukalt mutaciok szama TLS mutansokban. D) A dinukleotid
mutaciok észlelt tipusai. E) A ciszplatin-indukalta inszerciok megoszlasa a szomszédos bazisok
szerint.

Doktori munkam soran egy nem-negativ matrix faktorizacidé (NMF) nevd gépi
tanulasi mddszert felhasznalva bebizonyitottam, hogy a BRCA1/2 géneken kivil
meég szamos, a homoldgia-alapu javitasban részt vevd gén hianyaban is a
signature 3 jelenik meg (3. abra). Egy CRISPR-Cas9 alapu kett6sszal-torés
esszé segitségével ki tudtam zarni, hogy ez a DNS toréseivel van
Osszefliggésben, végll pedig BRCAl-re és kllonféle TLS-polimerazokra kettés
mutans sejtek spontan mutacidinak vizsgalataval azt is megmutattuk, hogy a
HR hianyaban jelentkez6 mutacidkat a transzlézids szintézis valtja ki.

Harmadik megkozelitésként a TLS altal ép DNS-en, nem célzottan kialakuld,
LJjarulékos” mutacidkat vizsgaltam DT40 sejtvonalak teljesgenom-szekvenalasi
adataiban (4. abra). Ehhez els6 megkdzelitésben az egymashoz a vartnal
kézelebb esd pontmutacios parok szamat tanulmanyoztam kilonféle mutagén
hatdsok kdvetkeztében, és azt talaltam, hogy ilyen események csak bizonyos
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mutagén hatdsok utan jelentkeznek (ciszplatin, UVC sugarzas, és a BRCA1~/-
genotipus). A ciszplatin és az UVC esetében jol elkllonithetdek a karakte-
risztikus, kozvetlenll a 1ézidnal képzdd6 mutaciok, és ez alapjan az derilt ki,
hogy a mutacids parok egyik tagja legtobbszor egy |ézidnal, mig a masik attdl a
polimerdz haladasi iranya szerint downstream irdnyban, legfeljebb 30
bazisparnyira jelent meg. Genetikai megkozelitéssel bizonyitottam, hogy a
jarulékos mutacidkat a ciszplatin esetében a polimeraz k nevd TLS polimeraz

« 7 s

N4

kimutatni, ami tdbb parhuzamos utvonal létét sugallja. Kilonféle human sejtek
és tumorok genomjanak vizsgalataval bizonyitottam, hogy jarulékos mutacidk
emberben is kialakulnak, illetve ciszplatin esetében NMF segitségével azt is
igazoltam, hogy a nem kozeli mutacios parban elhelyezked6, am nem is a
|ézidknal kozvetlenll elhelyezked6 szubsztituciok jelent6s része is valdjaban
jarulékos mutacio.

Doktori munkam soran 6sszességében szamos oldalrdl koériljartam a sejtek
spontan és kivilrdl indukalt mutagenezisének mechanizmusait, melyek minden
esetben arra utaltak, hogy a transzlézids szintézis, bar fontos szerepe van a
replikacié folytonossaganak fenntartasaban, felelds a pontmutacios teher egy
jelentOs részéért is. Ekdzben szamos, a terlilet élvonalaba tartozé kisérletes és
bioinfomatikai mddszerrel ismerkedtem meg, és lehetéségem volt részt venni
egy olyan elemzési keretrendszer felallitdsaban is, amely szamos kils6 hatas
vagy mutans genotipus mutagén kovetkezményeinek pontos és hatékony
kimutatasara és részletes tanulmanyozasara lehetéség fog teremteni a jovoben.

A doktori dolgozat alapjaul szolgalé publikacidok
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A RASSF1A (a Ras-koét6é domén fehérjecsalad / Ras ASSociation domain Family
1A jell fehérjéje) egy nagy jelent6ségli tumorszuppresszor fehérje: hianya,
vagy csokkent mikodése gyakran megfigyelhet6 kildnféle raktipusok esetében.
Szamos jelpdlya fontos szereplOje, a sejtek mikodését harom kilonboz6
terlileten szabdlyozza. Egyrészt fontos kozvetitéje a kils6 jelek hatdsara
beinduld (extrinszik) apoptotikus jelatvitelnek, vagyis részt vesz a rakos sejtek
elpusztitdsaban. Masrészt toébb ponton szabdlyozza a sejtciklust, igy
akadalyozza a rakos sejtekre jellemz6 koros sejtburjanzast. A mikrotubulusokat
is stabilizalja, igy gatolja a sejtmozgasokat, ezen keresztlil pedig valdszinlleg az
attétek kialakulasat is [1, 2].

[ cdc20 |
E@:. EE:' d 20
APC —> . APC —)@AP / & CycllnAM

{ Emil | T W“’IA Wm \ cdc20 W

1. abra. A RASSF1A gatlo hatasa a mitozis elején és foszforiléCIOJa az Aurora-A kinaz
altal [2].

Doktori munkam soran a RASSF1A és egy onkogén proteinkindz, az Aurora-A
kolcsonhatasat vizsgaltam, amely a sejtben a mitdzis korai fazisaban zajlik [3]
(1. abra). A RASSF1A ekkor gatolja az APC/C-Cdc20 (APC: Anafazist el6segitd
komplex / Anaphase Promoting Complex, Cdc: Sejtosztédasi ciklus fehérje /
Cell-Division Cycle protein) ubikvitin-ligdz komplexet, igy a sejtosztddast is. A
mitdzis soran mikodik azonban az Aurora-A kindz is, amely a RASSF1A fehérjét
foszforilalja. A foszforildlt RASSF1A az APC/C-Cdc20 komplexnek mar nem
gatldszere, hanem szubsztratja. A RASSF1A ubikvitindlédik és lebomlik, az
APC/C-Cdc20 komplex igy felszabadul a gatlas alél, az osztdédas pedig
folytatodik.
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A RASSF1A emlitett foszforilacidéja kdros esetben, példaul ha a RASSF1A eleve
csokkent koncentraciéban van jelen a sejtben, vagy az Aurora-A tulzott
mukodése esetén, kontrollalatlan osztédashoz, rakhoz vezethet. Ezt a hatast
fokozza, hogy a foszforilacié raadasul a RASSF1A lebomlasat eredményezi, ami
annak egyéb tumorszuppresszor mikodését is visszaszoritja. Az Aurora-A kindz
és a RASSF1A fehérje kolcsbnhatasa tehat jo célpontja lehet kemoterdpias
szereknek. Ilyen szerek tervezéséhez ismerniink kellene a koélcsénhatas
molekularis részleteit. Doktori munkamban ezek feltarasat kezdtem meg a
kotofelszinek domén szintl térképezésével.

A
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2. abra. A RASSF1A doménjei és a deléciés mutansok. A) A fehérjék domén topoldgidja.
Fekete hullamos vonal jeloli a rendezetlen szakaszokat, szines négyszégek a doméneket. A
szamok a domének és szerkezeti elemek hatarait jelolik a szekvenciaban. B) A kézeli rokon
RASSF5 doménjeinek térbeli szerkezete [6-8].

A RASSF1A 3 doménbdl, illetve egy N-termindlis rendezetlen szakaszbdl all [4]
(2.A abra, fent). Legnagyobb doménje a Ras-kot6-domén (RBD), amely az
Aurora-A foszforilacids helyet is hordozza, ennek szomszédsagaban pedig egy
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flexibilis hurok talalhaté. A C-terminalis helyzet(i SARAH domén (Sav-RAssf-Hpo
koélcsbnhatdas domén) alfa-helikalis szerkezetl. Ilyen domén szamos fehérjében
talalhatd, mas SARAH doménekkel alkotnak homo- és heterodimereket [5, 6]. A
RASSF1A fehérjérdl ugyan nem all rendelkezésre kristalyszerkezet, viszont a
kozeli rokon RASSF5 doménjeinek szerkezete ismert (2.B abra). A RASSF1A-
domének szerkezete a szekvencidk egyezése alapjan ehhez nagyon hasonlé
lehet.

A RASSF1A 4 csonkolt mutansat hoztam Iétre (2.A abra), ezek Ossze-
hasonlitasaval az egyes domének koélcsonhatasban betoltétt szerepét vizsgal-
hattam. A teljes hosszUsagu RASSF1A eldallitdsa sajnos nem sikerilt, ez a
fehérje valdszinlileg csak sejtes kbdzegben stabil. A legteljesebb altalam
|étrehozott valtozat, a ‘AN’ mellett két masik mutansbdl kitéroltem ezen felll a
SARAH domént ('RBD’ valtozat), illetve a hurkot ("AN-Aloop’), valamint kilon
kifejeztem magat a SARAH domént is. Az Aurora-A kinaz oldalardl egyetlen

konstrukciot hasznaltam: a csak a kindazdoménbol alld csonkolt valtozatot.
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3. abra. Foszforilacios kinetikai mérések. A AN (sététkék) 20 uM alatti (teli kérék) és feletti
(Ures karikak) koncentracidinal, valamint az RBD (piros) és AN-Aloop (vilagoskék) mutansokkal

mért kinetikai paraméterek koncentracidfiiggése A) Michaelis-Menten és B) Eadie-Hofstee
szerinti abrazolasban [9].

A RASSF1A fehérjérél ismert, hogy homodimereket képez, azt viszont nem
tisztaztak egyértelmlien, hogy ebben mely molekularészletek vesznek részt. A
RASSF1A csonkolt mutansaival végzett analitikai gélszlrés kisérletek alapjan a
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dimerizacié (legalabbis az altalam vizsgalt csonkolt formak esetében) a SARAH
doménen keresztll zajlik. A monomer-dimer egyensuly disszociacios allanddja
durva becsléssel a 10 uM nagysagrendbe tehet6.

Az enzim-szubsztrat komplex funkciondlis vizsgalatdhoz a RASSF1A Aurora-A
kindz altali foszforilacidéjat mértem steady-state korlilmények kozott a
szubsztrat RASSF1A mutansok kilonb6zd koncentracidinal (3. abra). A kezdeti
sebesség koncentraciofliggésének illesztésével kapott kinetikai paramétereket
az 1. tablazat foglalja 6ssze. Az adatok Eadie-Hofstee szerinti abrazolasabdl (3.B
abra) kitlinik, hogy a AN valtozat bifazikus kinetikat kovet, melynek téréspontja
kb. 20 uM koncentraciénal taldlhaté. Az adatok két populacidja a monomer (<20
MM) és dimer (>20 pM) allapotoknak felelhet meg, a téréspontot jellemz6 20 uM
UM K, értékkel. Ezen felll a csak monomerként |étez6 RBD mutans kinetikaja
nem bifazikus (3.B &bra). Erdekes, hogy a monomer RBD kinetikai szempontbdl
nem a monomer, hanem a dimer AN mutdnsra hasonlit: mindketté Iényegesen
nagyobb K_ értékkel jellemezheté, mint a monomer AN. Ez arra utal, hogy a
SARAH domén kozvetlenlil részt vesz az Aurora-A kinazzal alkotott
koélcsbnhatasban: ha nincs jelen (RBD) vagy le van koétve egy homodimer
kélcsbnhatasban (AN dimer), az Aurora-kinazzal alkotott komplex affinitasa
csokken. A hurok eltavolitasa (AN-Aloop) a K_ paraméterre nincs hatassal, a k_
értékét viszont jelentdsen csdkkenti, a hurok tehat a katalizist segiti el6.

t

1. tablazat. A RASSF1A mutansok foszforilaciéjanak kinetikai paraméterei

RASSF1A mutans kcat (min-t) Km (HM)
AN (< 20 uM) 35 %10 9,0 £2,5
AN (> 20 uM) 70 £15 41 £5
AN-Aloop 6,8 £0,6 10 £2
RBD 47 5 43 +5

Az Aurora-A kindzdomén és a RASSF1A deléciéos mutansok fizikai kdlcsonhatasat
SPR (Surface Plasmon Resonance) kotodési kisérletekben vizsgaltam. A
mérések egyértelmlien megmutattak, hogy az 6nmagaban all6 SARAH domén
kozvetlenil koétddik a kindzdomén felszinén. Emellett a teljesebb formakkal
végzett kisérletekbdl kitlint, hogy a AN mutans Iényegesen lassabban disszocial
az Aurora-A kindzrél, mint az RBD, amelyr6l a SARAH domén hianyzik. Ez a
mérés is igazolja, hogy a SARAH domén stabilizadlja az enzimszubsztrat
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komplexet. Az Onmagadban &ll6 SARAH domén ugyanakkor I|ényegesen
gyengébben kotédik, mint a teljesebb formak, vagyis az Aurora-A elsddleges
kotbhelye az RBD-doménen lehet.

Méréseim mellett csoportunkban a komplex in silico szerkezeti modelljét is
|étrehoztuk (4. abra). Az RBD-domén és az Aurora-A kolcsénhatdsanak modellje
(4.A abra) alatamasztja feltételezésemet, hogy a hurok (fekete) nem vesz részt
a kolcsonhatasban. A SARAH domén modellezése (4.B abra) soran a SARAH
domén lehetséges konformacidinak sokasagat hoztuk létre geometriai szimu-
lacidval, majd ezek kozll valasztottuk ki azt a 10 szerkezetet, amelyek a
legnagyobb fellleten kétddtek az Aurora-A kinazdoménjén. Ez a modell igazolja,
hogy szerkezeti szempontbdl valdéban lehetséges kozvetlen koélcsdnhatas a
SARAH domén és az Aurora-A kindzdoménje kozott. A pontos kotofelszint a
modell ugyan nem tarta fel, de a koélcsénhatdsok gyakorisaganak eloszlasa
alapjan az valészin(ileg a kindzdomén C-lebenyén lehet.

Ser203

: AuroraA \

4. abra. Az enzim-szubsztrat komplex szerkezeti modellezése. A) Az Aurora-A
kindzdomén (kék) és a RASSF1A RBD-domén kélcsénhatasa. A sargaval jelélt RBD tartalmazza
a hurkot (fekete) is, a piros modellbél ez hianyzik. Az RBD szerkezetekben az Aurora-A
foszforilacios hely (Ser203 oldallanc) is feltiintetésre keriilt. B) A SARAH domén lehetséges
kétoédése az Aurora-A kindzdoménjén. A kinazdomént fehér, az RBD-domént piros, az 5 SARAH
domént kiilbnb6z6 szinekkel jelbltem. A kindzdomén felszinén kék szinezés jeléli a SARAH
doménnel alkotott kélcsénhatasok gyakorisagat [9].

Aurora A
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A fentebb bemutatott eredmények alapjan a RASSF1A - Aurora A komplex
kialakulasara és m(ikodésére a kovetkezd modellt allitottam fel: az elsédleges
kolcsdnhatds az Aurora-A kindzdoménje és a RASSF1A Ras-kotd doménje kdzott
alakul ki. Ezt kovetéen a SARAH domén az Aurora-A kindzdoménre (feltehetbleg
annak C-lebenyére) razarulva stabilizadlja a komplexet. A foszforilacidés hellyel
szomszédos huroknak a katalizisben van szerepe, valdszinlleg a foszforilacids
hely és kérnyezete szamara biztositja a szilkséges mozgékonysagot a katalitikus
ciklus soran.

Eredményeim jé alapot szolgaltathatnak a kotofelszinek részletesebb
feltérképezéshez, amely pedig mar lehetdvé tenné a fehérje-fehérje
kolcsdnhatast célzd gatldszerek tervezését. Elvi szempontbdl fontos eredmény,
hogy eddig le nem irt, meglepld kozvetlen kolcsonhatast mutattunk ki egy
SARAH domén és egy globularis fehérjedomén kozott.
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I KONFERENCIA HIREK MBKE 2022. évi Vandorgy(ilése

MEGHIVO A MAGYAR BIOKEMJAJ EGYESULET
2022. EVI VANDORGYULESERE
PECS, 2022. AUGUSZTUS 25-27.

Kedves Kollégak!

Nem sikerilt még ,leporolni” a Biokémiai Vandorgyllés weblapjat https://
www.hbs-conference.hu/, de remélhet6leg hamarosan erre is sor kerdil.

A weblapon olvashatdkkal ellentétben LESZ az idén Biokémiai Vandorgyllés
2022. aug. 25-27. kozott Pécsett, amelyre szeretettel varunk minden
érdekl6dét!

A konferencia felhivasa és minden tovabbi informacié a konferencia honlapjan
lesz megtalalhatd (https://www.hbs-conference.hu/), illetve elektronikus
levélben értesitjiik az MBKE tagjait.

Buday LaszIlé, az MBKE elnbke
Lontay Beata, az MBKE fétitkara
Bognar Zita és Gallyas Ferenc, helyi szervezbk
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l FELHIVAS Tanké Béla dij

FELHIVAS

A Tanko Béla dij az MBKE legrangosabb kitlintetése, amelynek odaitélésére
kétévente kerll sor. 2012 o6ta a dijat két kategdridban adomanyozza az
Egyesilet Intéz6 Bizottsaga.

Tankoé Béla dijjal a megel6z6 években kiemelked6 jelent6ségl kutatd és
iskolateremt6 munkat végzo, illetve a magyar biokémikus kdzosség érdekében
jelent6s kozéleti aktivitast kifejto kollégakat dijazzuk.

A Tanko Béla életmii dijat a magyarorszagi biokémiai és molekularis bioldgiai
kutatas iranyait meghatarozod, alapvet6 felfedezéseket jegyz6 kutatdk kapjak.

A dijra személyi javaslatot tehet az MBKE barmely tagja.

Kérjiik a javaslatok bekiildését 2022. aprilis 15-ig a
mbke@ttk.hu és a szucs.maria@brc.hu e-mail cimekre.
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l FELHIVAS Bio-Science Kft. publikdciés dija

PALYAZATI FELHIVAS

A BIO-SCIENCE Kft. palyazatot hirdet a Magyar Biokémiai Egyesilettel
egylttmdkodve a 2021. évben, nemzetkozi folydiratban megjelent?, molekularis
bioldgiai témaju kdzlemény szerzbje/szerz0i részére.

Palyazatot nyujthatnak be az MBKE tagjai és tagjeloltjei2. A 35 év alatti palyazék
az elbiralads soran eldonyben részesillnek. A palyazatokat az MBKE elismert
szakemberekbdl allo bizottsaga biralja el.

A palyazat dija nett6é 500.000 Ft

Az Osszeg felhasznalhatd a BIO-SCIENCE Kft. altal forgalmazott termékekre és
a 2022. évi MBKE Vandorgyllésen (Pécs, 2022. augusztus 25-27.) valé részvétel
koltségeinek (regisztracid és szallaskoltség) fedezésére.

A nyertes palyazd eredményeit szobeli el6adasban ismerteti a 2022. évi MBKE
Vandorgyllésen. Eldnyben részeslilnek azok a munkak, amelyek déntéen hazai
tudomanyos m(helyekben késziltek.

A palyazatokat (a folydiratban megjelent cikk pdf file-jat) az MBKE Titkarsagara
kérjuk bekildeni, az mbke@ttk.hu e-mail cimre.

Bekiildési hatarido: 2022. aprilis 20.
Az eredményrol a palyazokat 2022. majus 15-ig értesitjiik.

10nline megjelenés is elfogadhatd.
2Az MBKE tagjeléltie az a személy, aki a belépési nyilatkozatot kitbltve eljuttatta az MBKE-nek
és befizette a tagdijat.
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