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Uj hatéanyagok, célpontjaik és bioldgiai hatasuk karakterizalasa
tildotumorokban, terapias eljarasok kidolgozasara

Vezetd kutato: Szasz Attila Marcell

Munkénkban a koreai-svéd-magyar egyiittmiikodésben tervezett projekt végrehajtasa folyik.
Rendszeres személyes megbeszelést tartottunk minden évben, amig erre a COVID-19
pandémia el6tt lehetéségiink volt, a koreai és sved partnerek is eljottek Budapestre nyaranta.

A tiidégyogyaszati téma miatt a 2020. évben szamos megvaldsitasban akadalyba (tkdztiink,
leginkdbb az intézet megkozelitése, fizikai hozzaférhetetlensége miatt, amit igyekeztink
munkankkal ellensulyozni.

1. Tirozin-kinaz inhibitor kezelt tiidétumorok

A bioaktiv kis molekulak célfehérjéinek azonositasa kulcsfontossagu lépés a gyogyszer
hatasmodjanak megértésében és az adott fenotipusért felelés mogottes mechanizmusok
kezelésében. Attekintettiik a Iépéseket, amelyek alapjan a proteomikat sikeresen alkalmaztéak a
modositatlan és a ligandummal maodositott bioaktiv kis molekulak célfehérje profiljanak
tisztazdsara. Ez utobbi megkdzelitésben a vegylletek Kattintdsi kémiai modszerrel
modosithatok, és aktivitas-alapl fehérje-profilalkotassal kombinalhatok. Ezutan a mddositott
ligandummal torténd lehuzas végrehajtasaval a célfehérjéket dusitjak. Munkankban az imaging
tomegspektrométer modszert teszteltiik, és melanoma mintakbol, amig a tiidétumorok nem
alltak rendelkezésre, el6zetes eredményeket koz6ltlink (Malm et al. 2018; Sugihara et al. 2018).
Felmértik az erolitinib hatasat tiidérak sejtvonalakra, az osztodasukat szadmszerlisitve
proliferacios assay-vel (A549, H1199). Majd DARTS western keszllt a tiidérak sejtek EGF
receptorahoz  kot6dé  erolitinib  bizonyitasara. MALDI-MSI  készilt az erolitinib
elhelyezkedésének feltérképezésére, a tiidérak xenograft, a vese- és a majszovetek tekintetében.
Az eredmények a jelenleg bekiildott cikkben talalhatoak (Kim et al. 2019). A betegekbdl vett
fagyasztott szOveteken vegziink a kovetkezokben validacios vizsgalatot (12 beteg primer
tumora — 7 gefitinib, 5 erlotinib kezelt), azonban igen kisszdmu olyan anyag all rendelkezeésre,
ahol mutét torténik TKI kezelés utan (altalanosan idegsebészeti beavatkozasok, ahol az agyi
attét rezekcidja torténik).

1/b Nintedanib kezelt tiidétumor xenograft modell elemzése Munkankban egerekbe oltottunk
valés tiidorak betegekb6l adenocarcinoma reszleteket, amelyeket gét generacion keresztil
dusitottunk (6-6 allat). Az egereket nintedanib, kis molekuldju tirozin-kindz inhibitorral
kezeltuk, majd feladldozast kovetéen a tumorokat az egész testbdl kinyertiik, és részletes
elemzésnek vetettlk ala.

2. ALK inhibitor kezelt tumorok

Ebben a projektben a tumor heterogenitas vizsgalatat végezzik ALK génatrendez6dést hordozo
tiidotumorokban. 7 tiid6 adenocarcinoma, amely FISH vizsgalattal az eltérést hordozza, és
megfeleld kezelési, valamint kovetési adatokkal rendelkezik, keriilt kijelolésre. Megjegyzendo,
hogy tdbb beteg az Orszagos Intézetben sem kerlilt azonositasra, és a gyogyszeres kezelés
ezekben sem volt teljesen homogén. Mindenesetre ALK-inhibitor kezelt

betegek mind, akiknek szdvete rendelkezésre all a patoldgiai osztalyon, mert a tumoruk miitét
soran eltavolitasra kerult. 7 minta esetében un. digitalis térbeli profilozas tortént Seattle-ben, az
idokozben elérhetd transzkriptom alapjan, amely a kitizott 80 gén helyett egy atfogdbb
elemzést tett lehetévé. Proteomikai elemzés mind a 7 tumor mintajan, ugyancsak térben
annotalt terilleteken. Ezen mérések is Budapesten valosultak meg, technikai beallitast kovetden.
Régionként kb. 500 proteint terveziink azonositani az eldzetes eredmények alapjan.



Az egyes mintdkon 12 régiot elemeztiink, és 1800 gén kifejez6dését hataroztuk meg. Ezen
adatok pérositasa geno- (a) és fenotipikus (b), valamint proteomikus (c) térbeli adatokkal
bioinformatikai megoldasokat igényel, amelyre tdbb szakembert vontunk be (Mohacsi Réka -
TIL, Szeitz Beata - proteogenomika). Ezen részei a munkanak megvaldsultak, tovabbi
elemzések vannak folyamatban:

a) FISH vizsgalattal DNS-szinten az ALK atrendez6dés dokumentalasa, eltéréseinek térbeli
parositdsa az RNS-szintii adatokhoz.

b) Digitalis patologiai elemzéssel morfoldgia és tumor infiltrald limfocitdk (TIL) elemzése
ugyancsak a térben identikus tertileteken.

A publikacio eldkésziiletben van (Glasz, folyamatban).

3. Atypusos carcinoidok

63 tiidé atypusos carcinoid klinikopatologiai vizsgalata, és digitalis patologiai elemzése
(osztodasok, Ki67 kifejez6dés) torténik virtualis metszeteken, valamint mély genetikai
vizsgalat elokészitése (teljes exome vagy RNA seq) folyik. A koreai YSU tervezetten IHC
validacidt végez, es LC/MS vizsgalatokkal keresunk olyan fehérjéket, amelyek prognosztikus
jelentdséggel birnak, esetlegesen valaszt adnak e tumorok heterogén viselkedésére.

Ez a betegszam nemzetk6zi viszonylatban is kiemelkedd, az onkoldgiai ajanlasok alapjat
minddssze 2-3 tucat betegen végzett vizsgalatok képezik. A digitalis patoldgiai elemzéeseket
Ki67 immunhisztokémiai festést kovetden végezziik. Ezek a reakciok vélhetden januarban
fognak elkészulni, a metszések és az IHC metodika beéllitasa (Ventana Discovery automata)
tortént meg. Metszetszekennelést kovetden a virtualis metszeteken fogunk alkalmazni mashine
és deep learning algoritmusokat, amelyeket osztrak egyiittmiikodésben valositunk meg, az
ottani esetek hozzaadasaval, igy vélhetden 100 folé fog emelkedni az elemezheté daganatok
szama (Luka Brcic, Graz).

4. Autopszias vizsgalatok, molekularis tumorbioldgiai feltérképezésre

Harom helyett 22 beteg primer tumoranak és dsszes attétének parhuzamos vizsgalata folyik
svéd partnereinkkel az un. tercero vizsgalatban. Minden beteg melanoma progresszioja
kovetkeztében hunyt el, és lehetdségiink van minden tumoros terilet mélyebb elemzésére. Az
ilyen tipusu kutatasok altalanosan néhany beteg bevonasaval torténnek (Brown et al. 2017),
egyeldre emldrakban irtak le magasabb esetszamokon alapulo 6sszefiiggéseket. Azonban az
0sszes elemzés a nemzetkdzi irodalomban is kb. 40-50 eseten tortént eddig. Idékozben egy
ilyen mélyrehatd vizsgalat tortént tiid6tumorokban (Suda et al. 2018). Célunk a
tumorprogresszid melyebb megértése betegenként 6-7 tavoli attét elemzésével, egyelére 3
beteg, de lehetdleg még egyszer ennyi bevonasaval 2020-ban. Terveink kozott teljes exome
szekvenalds, proteogenomikai elemzések LU és YSU: maldi, western, IHC szerepelnek.
Elfogadasra keriilt egy tovabbi cikk id6kézben (Hwang et al. 2019). Tovabbi 2019-ben
bekildott cikk, amely a téméaban jelent meg (Kim et al. 2019). Két tovabbi cikk jelent meg az
egylittmikodésben melanoma témaban, amelyek a péalyédzati azonositét nem tartalmazzak (Gil
et al. 2019; Sanchez et al. 2019).

5. Tiidétumorok csoportositasa proteomikai modszerekkel a prognazis tiitkrében

A korai stddiumu (I-IT) és az eldrehaladott stadiumu (III-IV) tid6 ADC-ket 22 betegbdl
valasztottuk ki és parositottuk normal tiidészovetekkel. A szovettanilag és klinikailag rétegzett
human primer tiidé6 ADC-ket folyadékkromatografias-tandem témegspektrometridval
elemeztiik. Az ADC és a normal minték elemzése alapjan 4863 fehérjecsoportot azonositottunk.
A Kkorai és az eldrehaladott stadiumia ADC-ben 365 és 366 fehérje expresszalddott kiilonb6z6
maodon, a normal és a tumoros szovetek kdzott (korrigalt P-érték <0,01, szeres valtozas > 4).



Osszesen 155 fehérje szabalyozasa eltér a korai és az elérehaladott stddiuma ADC-k kozott, és
18 korai stadium specifikusnak bizonyult ebbél (Kelemen O et al. 2020).

6. A DNS polimeraz alfa B alegység kotd fehérje az erlotinib rezisztencia egyik lehetésges
oka nem kissejtes tiidorakban

A DNS-polimeraz alfa B alegyseéget (POLA2) 0j Erlotinib-k6té fehérjeként azonositottuk,
amelyet a DARTS platform validalt, sejtes termikus eltolddasi vizsgalatokkal kiegészitve. A
POLA2 genetikai kilitése elGsegitette a gyogyszer anti-proliferativ hatdsat az erlotinib-
rezisztens H1299 sejtvonalban, magas POLA2 expresszioval, mig a POLA2 tulzott
expresszioja visszaallitotta az anti-proliferativ hatasokat az erlotinib-érzékeny HCC827
sejtvonalban, alacsony POLA2 expresszidval. Fontos, hogy a négy NSCLC sejtvonal POLA2
expresszios szintje pozitivan korrelélt az anti-proliferativ erlotinib hatékonysagéaval (Pearson
korrelacios egyutthato, R = 0,9886). Ezek az eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy a
POLA2 egy Uj komplementer erlotinib célfehérje, és klinikailag validitast nyujthat a
gyogyszerrezisztencia helyettesité markerjeként NSCLC-ben szenvedd betegeknél (Kim T et
al. 2021).

1. Modulalt elektrohyperthermia mint uj kezelési modszer tiidoattétekben

A modulalt elektro-hipertermia (mEHT) egy 0j kiegészit6 terapia az onkologiaban, amely a
rakos szovetek magasabb elektromos vezetGképességén €s permittivitasan alapul, mert a
tumoroknak fokozott glikolitikus aktivitdsa és iontartalma van az egészséges normal
szovetekhez képest. Ertékeltiik a lokalis hipertermia kialakulasat a pulmonalis metasztatikus
melanoma kezelésében. Elsddleges célunk volt az mEHT optimalizalasa célzott tiid6kezelésre,
valamint a mEHT lehetséges daganatellenes hatdsdnak mechanizmusdnak azonositisa a
B16F10 egér melanoma tiiddmetasztazis modellben, és a mEHT normal tiidészovetre gyakorolt
lehetséges mellékhatasainak vizsgalata. A daganatot hordoz6 tiid6 ismételt kezelése mEHT-val
jelentés daganatellenes hatast valtott ki, amit a pulmonalis metasztatikus csomdk, a tumor
térfogata ¢és a Ki67 csokkent kifejezddése alapjan a kezelt allatokban. Az mEHT kezelés
szignifikdns DNS kettds toréseket valtott ki, amelyeket a foszforilezett H2AX fehérje
megndvekedett expresszidja jelzett a kezelt daganatokban, bar a hasitott / aktivalt kaszpaz-3
expresszid kezelés altal indukalt emelkedése jelentéktelen volt, ami arra utal, hogy az apoptozis
ebben a folyamatban minimalis szerepet jatszik. A p2lwafl pozitiv tumorsejtek mEHT-rel
kapcsolatos szignifikans névekedése azt sugallta, hogy a p21wafl altal kozvetitett sejtciklus-
leallas fontos szerepet jatszik az mEHT melanoma attétekre gyakorolt tumorellenes hatasaban.
A kezelt allatok szignifikansan megnévekedett CD3 +, CD8 + T-limfocitai és F4 /80 + CD11b
+ makrofag denzitdsa a teljes tiidében és a daganatban hangstlyozza az mEHT mobilizalo
képességét az immunsejteken a tumor célzott megsemmisitésére. Osszefoglalva, az mEHT
csokkentheti a melanoma novekedési potencialjat, ezaltal kiegészitd terapias lehetdségként
kinalva magat a kemo- és / vagy sugarterapianak (Thomas et al. 2020).

A moduldlt elektro-hipertermia (MEHT) egy Uj Kiegészit6 terapia az onkoldgiaban, amely a
rdkos szovetek magasabb elektromos vezetOképességén ¢és permittivitdsan alapul
(Szentgyorgyi-effektus), mert a tumoroknak fokozott glikolitikus aktivitasa és iontartalma van
az egeszséges normal szovetekhez képest (Warburg-effektus).

Korabbi preklinikai tapasztalataink alapjan, az mEHT csokkentheti a melanoma novekedesi
potencialjat, ezaltal kiegészitd terapias lehetOségként kinalva magat a kemo- €s / vagy
sugérterapianak.

Ezzel parhuzamosan Klinikai eredményeink is arra engedtek kdvetkeztetni, hogy ezen eljaras
mélyebb megismerése terapids potencialt hordoz, a jelen arzendl hatékony kiegészitdje lehet:
kiterjedt tumoros megbetegedésben az immunellenérzépont-gatlokkal kezelt paciensek



esetében jobb volt a tulélés azon esetekben, ahol tiidometasztatzis is jelen volt (Kleef et al.
2021, csak részben publikalt bizalmas adat).

Jelenleg a Szentgyorgyi-effektus mélyebb megismerésére sejtkultirds eés 3D szoveti
elemzéseket vegzink mEHT-kezeléssel kombinalva, és impedancia méréssel kiegészitve
rogzitjik az adatokat bioelektronikai mérésekben tapasztalt PhD hallgatoval (Lorant Gergd).

8. COVID-19 munkaink

A spike glikoprotein nélkuldzhetetlen a SARS-CoV-2 virus szaporodasahoz, és ennek gatlasa
mar jovahagyott virusellenes gyogyszerekkel (j utakat nyithat meg a COVID-19 betegségben
szenvedd betegek kezelésében. Emiatt elemeztiik a SARS-CoV-2 spike glikoprotein gatlasat
FDA éltal jovahagyott antiviralis gyogyszerekkel és ezek kettds és harmas kombinacioival. A
VINI in silico rakmodell segitségével végeztiik el ezt a virtudlis gyogyszerszlrést, amely
megmutatta, hogy a HIV-gydgyszerek a leghatékonyabbak. Emellett a kobicisztat-abakavir-
rilpivirin HIV-gyogyszerek kombinacidja mutatta a legmagasabb in silico hatékonysagot a
SARS-CoV-2 tiiske glikoprotein gatlasdban. Ezért indokolt a kobicisztat-abakavir-rilpivirin
klinikai vizsgalata korlatozott szamu, kdzepesen sulyos és sulyos allapotban 1évé COVID-19
betegen (Tomic, et al 2021).

A SARS-CoV-2 genomjaban stabil célpontokat kerestiink genomikai adatok elemzésével a
kezeléshez és az oltdshoz (nem publikalt adatok):

 Elemeztik 18 913 SARS-CoV-2 genomot, és meghataroztuk az egyes gének mutécios
terhelését, valamint dsszekapcsoltuk a teljes mutécio prevalencijat a megéllapitott mutécids
mintazatokkal.

* Virusgenomonként atlagosan 17 mutaciot detektaltunk.

* A SARS-CoV-2 kiilonbdzé génjei igen heterogén mutacios terhelést jelentenek. A burok
fehérje, valamint az ORFla és b, az ORF6, az ORF7a és az ORF10 a legstabilabb gének.
* A virusmutacids mintdzat €s a meghatarozott mutacids mintazatok 0sszehasonlitasa arra utal,
hogy a DNS-javitd enzimek szerepet jatszanak a virus evoluciojaban.

9. Metodikai beallitas és attekintés malignus melanomaban /MM/

A MM a tiidérakhoz immunogenitasa miatt hasonloan viselkedik, tumorbiolégiai hattere és a
daganat altal hasznalt keészletek hasonléak. A melanoma molekuléris héattere alapjan a tumor
heterogenitasanak ¢és a fehérje expresszios profiljanak kiilonbségeibdl meghatarozott kiilonalld
tumorfenotipusok tamasztjak ala. Ezeket a szempontokat szem el6tt tartva a tovabbi kihivasok
a kovetkezdk: (1) az MM bonyolultsdgdnak és heterogenitdsdnak feltérképezése; (2)
meghatarozza az érintett jelzési Gtvonalakat; eés (3) meghatarozzuk a fehérje expressziojat
célzott terapidk Kifejlesztése érdekében. Itt attekintést nydjtunk a fehérje expresszidjanak
eredményeirdl az MM-ben, valamint a betegség megjelenésének kapcsolatarol a kiilonbozé
tumorfenotipusokban, és arrdl, hogy ezek miként fogjak leklizdeni a klinikai problémak
kihivésait, és U] igéretes megkozelitéseket javasolnak a metasztatikus melanoma és a rakterapia
terén. E mechanizmusok attekintését végeztik el (Kim Y et al 2020).

10. Adenocarcinoma elemzések tiidorakos eseteinken tul

A rékkal kapcsolatos immunitas kulcsszerepet jatszik a vastagbélrak (CRC) kimenetelében is;
a pontos mechanizmusok azonban csak részben ismertek. Ebben a vizsgélatban dsszesen 242
CRC-beteg sebészeti mintdjat értékeltuk ki szoveti microarray és immunhisztokémia
segitségével, hogy értékeljiik a tumorba besziirddé immunsejteket (CD3, CD4, CD8, CD20,
CD23, CD45 és CD56) és az immunellenérz6 pont markereket (CTLA-4, PD-L1, PD-1)
szisztematikusan Kivalasztott tumorrégiokban és az ugyanazon betegbdl szarmazo
nyirokcsomokban, valamint mjmetasztazisokban. Ezenkivil 12 primer tumoron és 12 egymast
kovetd méjmetasztazison végeztiink immunpanel génexpresszids vizsgalatot. A {6 daganatos



teriileten nagyobb szamu természetes 616sejt és érett B-sejt, valamint PD-1+ expresszald sejt
volt megfigyelhetd, mint a metasztazisokban. A metasztatikus nyirokcsomok nagyobb szama
szignifikdnsan alacsonyabb B-sejtszammal jart egyiitt. Elérehaladottabb nyirokcsomo-
metasztatikus statusz esetén magasabb leukocita-, kildndsen T-sejtszamot figyeltiink meg.
Tizenegy eltéréen expresszalédd immunrendszerrel kapcsolatos gént taldltunk az elsddleges
daganatok és a majmetasztazisok kozott. Ezenkivil a velesziletett immunvélasz és a
tumornekrozis faktor szupercsalad Utvonalainak véltozasait azonositottuk (Agoston et al.
2022).

Feltételeztiik, hogy a kiilonbozé emlérak (BC) altipusokat térben elkiiloniilé tumorimmun
mikrokdrnyezet (TIME) jellemzi, és hogy a metasztatikus (Met) és nem metasztatikus (Ctrl)
BC-k immungén-osszeallitasa altipusonként eltéré. A peritumoralis, stromalis és intratumoralis
TIL-t 309 esetben értékeltik. Meghataroztuk a meleg (immundenz), hideg és immun-kizart
csoportokat, és ertékeltik ennek a besorolasnak a prognosztikai szerepét. A CD4+/CD8+
pozitivitast 75 esetben elemeztiik négy szisztematikusan elére meghatarozott tumorrégidban. A
Met és Ctrl HER2-negativ BC-k immungénexpressziojat NanoString nCounter technolégiaval
hasonlitottuk 6ssze. A TIL infiltracio mértéke nagymértékben valtozott az 6sszes BC altipuson
belil. Az esetek kétharmada hidegtumor volt, a talélésben nem volt szignifikans kiilonbség a
meleg daganatokhoz képest. Az alacsonyabb CD4+/CD8+ arany a stroma bels6
Met és a Ctrl kdzott eltérden expresszalt immungének a vizsgalt BC altipusok kozott valtoztak,
a TNBC-vel a luminalis altipusoktol eltérd tulajdonsagokat mutattak. Jelent6s heterogenitas
jellemzi a TIME-t; azonban a TIL-ek alacsony szintje nem egyenld a betegség progressziojaval.
A Met és Ctrl emlérak kozott megfigyelt kiilonbségek az immungén-expresszidban a
megvaltozott immunfunkcidk fontos szerepére hivjak fel a figyelmet a BC progresszidjaban
(Szeitz et al. 2022).
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