OTKA T048933/ Kotlan Beatrix/
Tumorspecifikus ellenanyagfragmens tisztitasi és tesztelési eljarasainak kidolgozasa a
diagnosztikus alkalmazhat6sag céljabol.

A tématerv megvalositasanak hdttere:

A malignus transzformacié kovetkeztében megvaltozott tulajdonsagu sejteket specifikusan
jellemzo sejtfelszini és egyéb célmolekuldk meghatdrozasa a tumor diagnosztikus €s terapias
lehetéségek kulcsfontossagti alapja. A tumorok kialakuldsdban, felismerésében és
eliminalasaban a gazdaszervezet immunrendszere sokféle modon kozrejatszik. A szolid
tumorokban felhalmozodd immunkompetens sejtek feltételezhetéen értékes ,,informacidval
rendelkeznek” a tumorok vonatkozasdban, esetleg akar tobbel, mint a periférids vér és a
nyirokcsomodk sejtes elemei. A tumorszdvetet infiltrdld immunsejtek (TIL, tumor infiltrating
lymphocytes) legnagyobb része T sejt, amelyekkel széles korben foglalkoztak mar kiilondsen
melanoméak esetében. A humordlis immunrendszer {6 sejtjeit a tumorok vonatkozasaban
azonban az utdbbi évekig elhanyagoltak, mivel nem vagy csak alig kimutathaté6 mennyiségben
lehetett hagyomanyos modszerekkel kimutatni Oket. A4 korabbi és jelen OTKA tématervi
munkam ezen tumort infiltralo B sejtek (TIL-B) jelentoségeére és tobb iranyban felhasznalhato
kapacitasara hivja fel a figyelmet. A szelektiv tumorsejtfelismerés, tumor sejt kimutatas és
eliminalas problémakoréhez varakozasunknak megfelelden remélhetden nagy lendiiletet adnak
majd jelen nemzetkozileg és hazailag is uttérd kutatasaink.

A tématerv kisérletes kivitelezése a célkitiizéseknek megfeleloen tobb parhuzamos szdalon futott.
A munka sokféle 0j modszertani folyamatra ¢épiilt, amelyek bedllitdsa, értékelése és a
preparativ €s analitikai 1épések precizios és sok parhuzamosban megvaldsitand6 volta miatt
sok 1d6t és pénzt igényeltek. A téma eredményei nem szokvanyos feltételek kozott zajlottak,
mivel erre az iddszakra esik egy intézet szintii munkahelymegsziinés (OGYK mint elsé
befogadd intézmény megszlinése), ami mar eldzetesen is problémas munkahelyzetet teremtett.
Szerencsére a szervezetileg egyiittmiikodo uj befogado intézmény (OOI) nagyon segitoleg allt a
téma folytatasat biztosito feladatok lebonyolitasahoz ¢és a korlilményekhez mért
munkafeltételek megteremtéséhez. Nem kis feladat és igen iddigényesnek bizonyult a
mélyfagyasztott preparatumok, hasznédltmiiszer és egyéb a kisérletekhez elengedhetetlen
felhasznaland6 anyagok munkahoz val6 helyi atcsoportositdsanak megvalositasa, a hivatalos
engedélyeztetések, az uj befogado intézményben valo megfelelo laborberendezés és
munkafolyamatok beallitasa. Az 1) koriilmények uj feltételeket jelentettek, amihez
alkalmazkodnom kellett és uj lehetosegeket is teremettek, amit igyekeztem a munka javara

forditani.



A tématerv eredményei a célkitiizéseknek lényegét tekintve megfelelnek, bar egyes fazisokat at
kellett csopotositanom, kiss¢é modositanom illetve sok esetben jelentds bovitésre keriilhetett
sor. A munka alakuldsarol, a koriilményekhez adaptdlodd sziikséges valtoztatasokkal
kapcsolatban az OTKA iroda vezetdségét folyamatosan tdjékoztattam, illetve kérvényeztem
bizonyos sziikséges modositasokat (Befogadd intézmény valtozas, hasznalt miszer
felhasznalas, uj feltételekhez mért beszerzés valtoztatasi igény, pénzkeret atcsoportositds a

tématerv eredményeinek tovabbvitele és hasznosithatosdganak lehetdsége érdekében).

A kapott eredmények osszesitett bemutatdasa:

A jelen tématerv az el6z6 munkaink sordn nyert human tumorreaktiv ellenanyag fragmens
(Ref. 1, 2) tovabbi jellemzését és diagnosztikus felhasznalhatésagahoz sziikséges megfeleld
tisztitasi és konjugécios 1épések valamint visszatesztelési rendszerek kidolgozésat célozta.

1. Az els6 iddszakban a kordbban kivdlasztott anti GD3 gangliozid specificitisu egylancu
ellenanyag fragmens (scFv) klonokon dolgoztam tovabb. A teljes scFv (VH-linker-Vk) és a
rovid scFv (VH-linker-Vkrész) DNS szakaszokat az elsd vectorbol megfeleld restrikcios
enzimekkel kivagva ujabb, tovabbi tesztelésre €s tisztitasra alkalmas vectorokba épitettem be.
Elészor a pCANTAB (RPAS expresszios rendszer, Amersham Biosciences) vectorba lettek a
kivalasztott klonok scFv szakaszai beepitve. TGl ¢és HB2151 E.coli baktériumokat
transzformalva, IPTG indukcioval megfeleld mennyiségli és mindségili solubilis ellenanyag
fragmens preparatumokat sikertilt eléallitanom. A kapott preparatumok tovabbi tesztelésre és
tisztitasi eljardsra megfelelonek bizonyultak. Monoklondlis anti E-tag antitest (Amersham)
“hid” ellenanyag segitségével Fluoreszcens technikakkal és ELISA-val teszteltem vissza az
ellenanyag minta specifikus kotOképességét kiilonb6z6 emld ¢és melanoma  tumor
sejtvonalakon (MDA MB231, IDC TU Nol, TU No2, MCF7, SK-Mel 28, Mel 24, HT199,
HT168-M1). Immunfluoreszcens FACS analizist (1.abra, 2.4bra) ¢és konfokalis
mikroszkopiat) alkalmaztunk szévetkamra (‘chamber slide”) és citocentrifugas kenet
rendszerekben (3. abra, 4. abra). A fagyasztva maratasos (kriosztat) szovettani metszetek
immunfluoreszcens konfokélis mikroszkopos (5. abra, 6. abra). A glycolipid szerkezetii target
antigén nativ szerkezethez relative kozeli allapotdnak megdrzése a fagyasztott metszeteken

nehéz, de sikertilt egy alkalmas fixalasi technika kidolgozasa.
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5. abra: Melanoma M3407 kriosztatos metszet, 6. z'lbra CRC57 colorectalis carcinoma

G2 scFv aGD3 IF/ Konfokalis mikroszkop kriosztatos metszet/ G2 scFv aGD3 IF



Sokféle relevans tumorsejtvonalbol készitettem, a nativ antigen strukturat legnagyobb
mértékben megdérzé sejt membran preparatumot az ELISA tesztelési rendszeriinkhoz. A
rendszerbe is atépitettem, a pET26b vectorba, majd BL21, NovaBlue, BL21 (DE3), BL21
(DE3)pLysS baktériumokat (Novagen) transzformaltam. A transzformalt klénok ,,PCR screen”
tesztelése analitikai gélelektroforézissel visszaellendrizve mutatta a megfeleld6 méretii scFv
insert pozitivitast (7. abra). A pozitiv bakteridlis klonokbol Qiagen plasmid minikittel
preparalt mintakbol DNS szekvencia analizissel ellendriztem vissza az eredeti [gVH és IgVk
nukleotidsorrendeket. SDS page és Western blot technikakkal tortént a felszaporitott pozitiv
ellenanyag termelé klonok termékeinek azonositisa. Az antiHis antitest segitségével az
ellenanyag preparatumok tesztelhetok (8. abra, 9. abra, 10. dbra) valamint a HisTag
fehérjetisztitasi eljarashoz megfelelé minta elkésziilt. A szolubilis scFv immunglobulin
fragmens tisztitasdra a Bug Buster Ni-NTA His bind (Novagen), HisTrap Kit (Amersham)
fehérjetisztitasi modszereket alkalmaztam. A kotddés teszteléshez elég mennyiségli
preparatumot sikeriilt nyernem. A biotinnal, fluoreszcens festékkel és '*°J izotoppal valo

jeloléshez a modszer beallitasi kontroll vizsgalatok indifferens mintan megtorténtek.
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9. abra:Melanoma M24 sejt fixaltan / G2 scFv ~ 10. abra: Melanoma SK Mel 28 nativan /
B2 1j preparatum/ IF /Konfokalis/ FITC / PJ scFv preparatum/ [F/Konfokalis/FITC/DAPI
gangliozid tartalmu lipidraftok jel616dése

2. A tématerv masik fo dga, tumorimmunologiai szempontbol fontos kérdés tisgtazdasahoz
vezet: A tumort infiltralé B sejtek ellenanyagrepertoarja milyen sajatsdgokkal bir egyéb
emlétumortipusok és mas tumorok esetében? Invaziv ductalis emldcarcinoma (IDC) és
medullaris emlécarcinoma (MEC) mintakrdl sikeriilt megfelelé6 mennyiségben és mindségben
immunglobulin nehéz ¢és konnylilanc varidbilis génszakaszokat RT-PCR technikaval
felsokszorositani (11. abra). Emellett kulonb6z6 melanoma szovetekbdl is sikertilt
immunoglobulin nehéz és konnyiilancrészeket nyernem, a klonozéasi munkahoz és ScFvK fag
konyvtarak 1étrehozdsahoz. Tobbféle klonozasi technikat kiprobaltam. A nehéz és konnytilanc
génszakaszokbdl, az altalam korabban kidolgozott ,,harom 1épéses PCR technikaval” egylancu
ellenyagfragmenseket lehetett 1étrehozni. Megfeleld vectorokba beépitve az uj scFvK DNS
szakaszokat, a korabban bedllitott modszerem ¢és az RPAS technikdval (Amersham
Biosciences) megkezdddhetett az 1) fagkonyvtarak tobbszintii elemzése. Az egyedi klonok
DNS szekvencia analizise €s a specificitas tesztelés folyamatban vannak.

11.abra:IDC és MEC
eredetGTIL IgVH
régiok /PCRI (360 bp)
analitikai agar6z

gélelektroforézis




A 16 kérdéskor els6 megkdzelitéseként emlo és melanoma tumorokat infiltralo B sejtek
genetikai jellemzését kezdtiik meg az expresszalt immunglobulin (Ig) nehéz nehéz ¢és konnyt
lanc varidbilis génrégiok amplifikdlasdval ~ megfeleld primerekkel és a polymerase
lancreakcids technika korabbiakban beallitott specialis protokolljanak (PCR I) megfelelden
(Ref. 3).

12. abra Melanoma TIL Ig Vk (340bp) és
VH (360bp) varidbilis génrégiok / PCR 1

termékek preparativ agaroz gelelektroforezis.

Az analitikai gélelektroforézis soran megfeleld mennyiségli €s mindségii immunglobulin nehéz
¢és konnytilanc PCR I termékeket, preparativ, alacsony olvadaspontl agaroz gélektroforézissel
feldolgozva, a megfeleld bazispar (bp) hosszisaghi mintakat (12. abra). Qiaquick oszlopos
modszerrel (Qiaquick gel extraction kit, QIAGEN GmbH, Germany) tisztitottuk. A kapott VH
¢s Vk PCR 1 preparatumokat quantitative (spektrofotometrids optikai denzitds mérés) és
qualitative (analitikai agaroz gelelektroforézis) ellendriztiik.

DNS mintak bakterialis klonozéasa: A kivalasztott kiilonb6z6 eredetii tisztitott Ig nehéz (VH,
n=6) ¢és konnyl lanc (Vk, n=6) preparatumok megfelelé enzimes kezelését kovetden pUC18/
Smal/BAP vectorba épitettiik be un. ,blunt end” (tompa vég) kapcsolassal. Megfeleld
elékezeléssel kémiai kompetenssé tett £.Coli TG1 baktériumokat transzformaltunk hd sokk
modszerrel. A petricsészén levé megfeleld taptalajon valod szélesztés utdn nyert nagy szamui
bakteriumtelepbdl random valasztott klonok PCR ,,screen” modszerrel lettek tesztelve (Ref 3.).
Az analitikai gélelektroforézissel viszonylag magas szazalékban tudtunk insert pozitiv klénokat
meghatarozni mindegyik transzformacio esetében.

Felnovesztve a szelektalt insertet hordoz6 pozitiv bakterium klonokat (Ig VH, n=75 és Vx,
n=36) QiaPrep Kkittel plasmid preparatumokat készitettem, és a mintdk mennyiségét ¢és
mindségét optikai denzitds méréssel és analitikai gélelektroforézissel pontosan meghataroztam.

Valamennyi klon mindsége megfeleld volt a kovetkezd DNS szintii elemzésre.



DNS szekvencia meghatarozas és 0sszehasonlitd analizis: Jelentds szamt emlétumor (Ig VH,
n=85 ¢és Ig Vk, n=60) és melanoma eredetli (Ig VH, n=60 és Ig Vk, n=30) DNS szakaszokat
hordozé kettés szala plasmid minta nukleotid sorrendjét sikeriilt meghatarozni, j6 mindségben
¢s kielégitd hosszusagban. A Chromas, BioEdit, Clustal W ¢és TreeView ¢és legutobb mar a
Vector NTI 11 programok valamint az IMGT és Blastn regisztralt DNS szekvencia
adatbazisokkal egylitt a kordbban definialt specialis tulajdonsagti halmozott el6fordulast
mutatd szekvenciakkal valo 0sszehasonlitd elemzést végeztem el.

PCR 1I reakcio és tisztitott preparatumok majd ScFvK konstrukcio:

Az eredeti kivalasztott emld és melanoma eredetii Ig VH és Vk PCR I preparatumok alapjan
megfelelden tervezett primerekkel PCR II technikaval allitottam eld egylancu ellenanyag
fragmensek 1étrehozdsdhoz megfeleld DNS mintdkat. Alacsony olvadasponti agaroz
gélelektroforézist kovetd Qiaquick oszlopos modszerrel tisztitott preparatumokat kaptam,
melyek . mennyiségét €s mindségét a sziikséges optikai denzitasméréssel és analitikai
gélelektroforézissel teszteltem. Az emlétumorok és melanoma TIL Ig VH és Ig Vk PCR 11
termékek megfelel6 mindsége az antitest fragmens létrehozas fontos feltétele. Az Ig VH ¢és Ig
Vk PCR II termékeket specialisan tervezett polimeraz lancreakcids technikaval (PCR III)
kapcsoltam egylacu ellenanyag fragmenssé, a korabbiakban altalam beallitott eljarasnak
megfeleléen (Ref. 4, 5.). Alacsony olvadéaspontu agaroz gélelektroforézis kapcsan kinyerve a
megfeleld bazispar hossziisagu ellenanyagfragmenst meghataroz6 szakaszokat (n=3 melanoma
mintabol, n= 3 eml6étumorokbdl), azok tovabbi tisztitdsat, mindségi és mennyiségi ellendrzését
végeztem el. A 13. dbra a melanoma TIL-B PCR III reakcio termékeket, a kész antitest
fragmenseket kddoldo DNS lancok preparativ gélelektroforézisének képét mutatja.

Megfeleld phagemid vectorokba vald bekapcsolas “ligalas™: A kivalasztott phagemid vectorok
a felndvesztett bakteriumszuszpenziobdl QiaPrep oszlopos technikdval (QIAGEN GmbH,
Germany) lettek preparalva, megfeleld6 enzimes kezelésnek aldvetve, majd preparativ

gélelektroforézist kovetden tisztitva. 4 sikeres vectorba kapcsolasi és az azt koveto bakterialis

transzformdcios lépések megalapozzak a szekvenciaanalizissel nyert elemzések kisérletes

tovabbvitelét (14. abra).

13. abra ScFvk régiok kinyerése
pozitiv klonokbol preparativ agaroz

gelelektroforézis segitségével




14. abra ScFvk pozitiv klonok
felszaporitasat kovetd QIAprep
plasmid mini preparatumok
megfeleld tisztasagban és

mennyiségben elemzésre és

Tu ag kotddési tesztekhez

Az emlétumor TIL B sejt immunglobulin repertoar vizsgélatok mellett, igy a melanoma
eredetli Ig nehéz és konnytilancrégiok DNS szintli analizisét is megkezdhettem. A részletes

adatgytijtés és adatfeldolgozas rendkiviil idéigényes, az azt megel6zd DNS szekvencia

A/ TreeView analysis -
based on DNA sequence
homology of selected
clones

SAMOSE0

B/ VectorNTI DNA sequence alignment

Similarity

Absolute
complexity

15. abra: Szelektalt immunglobulin variabilis nehézlanc régiok DNS

szekvenciainak osszehasonlito elemzése. Homologia szint alapjan szamit-

hat6 legkozelebbi kapcsoltsagi szintek abrazolasa ,,Tree View” alapjan.
meghatdrozds nagyon pénzigényes folyamatok. A munkanak ez a része feltétlen tovabb
folytatand6. Az emldtumor és melanoma eredetii B sejtek ellenanyagrepertoarjanak DNS
szintii 6sszehasonlitd elemzése nemzetkozileg is teljesen 1) informécidval szolgal. A csiravonal
szekvenciaktol vald eltérés mértéke, az atrendezett immunglobulin variabilis genregidkrol
kapott  jellegzetes informéciok valamint az dltalam  korabban  meghatarozott
kulcsszekvencidakhoz valo nagyfoku homologia (15. dbra) egyértelmiien megalapozza a

tumorasszocialt molekuldk specifikus felismerésének lehetéségét. A preparativ munka



eredményei lehetové teszik a kérdéses antitest fragmensek fag megjelenitéses konyvtar
formajaban vald kozvetlen és hatékony tesztelését tumorkstd képesség szempontjabol. Mivel
ezt a specialis technikat sikeriilt tovabbfejleszteni tumor progresszidban kozvetleniil fontos
sejtfelszini struktarak meghatarozéasara, nagy esélyt latunk tovabbi ,,kulcs” specificitassal bird

human antitestek eldallitasara.

3. A diagnosztikus alkalmazhatosag elofeltételeként a fixalt és beagyazott szovetek
specialis glikoszfingolipid struktirainak immunhisztokémiai jelolhetoségét igazoltuk.

Az kiinduldsi tumorsejt specifikus scFv fragmens az 1j expresszids rendszerekben
(pCANTAB/ HB2151 E. coli TGI bakterium (Amersham), pET26b vektor / BL21, BL21
(DE3), BL21 (DE3)pLysS baktériumok, Novagen), IPTG indukcidval kinyerhetd volt
szolubilis formaban a baktérium sejtek feliiliszdjabol, a periplazmabol és a bakterialis
sejtlizatumbol. A kotddési teszthez sziikséges kiilonbozé emldtumor, melanoma ¢és
kolorektalis karcinoma (kriosztatos és paraffinos) szovetmetszeteket készitettiink. A sejtkultira
lemez alapi  rendszerben  valamint  kriosztatos  szOvetmetszeten a  dusitott
ellenanyagpreparatumok mar korabbiakban is jo jelolést mutattak, igy pozitiv kontrollként is
hasznélhattuk. Az immmunfluoreszcens konfokalis vizsgalatok révén megerdsodott a korabban
feltételezett, kiilonleges tumor asszocialt strukturdkhoz valo kotédésképesség emlorak és
melanoma vonatkozasaban. lgazolhaté volt, hogy az ellenanyag fragmens altal definialt
célantigének nagyon fontosak a tumorprogresszios folyamatban és tobbek kozott a
programozott sejthalal (apoptozis) szempontjabol is lényegesek. Ez utdbbival kapcsolatban
sajat vizsgalatok is vannak mar (16. abra). A TIL-B (17.a,b abra) termelte immunglobulinok
tumorfelismerd kapacitdsanak molekuldris szintli elemzése melanomakban kiilondsen
érdekesnek bizonyult, mivel a GD3 gangliozidok a malignus melanomdkon legeriteljesebben
kifejezettek. A humén tumorsejtek nagy mennyiségli abnormalis szénhidrat struktarat
halmoznak fel a normalis szovetekhez képest. Ez az aberrans glikolizacio egyik fontos
jellemzoje raksejteknek, és a rakképzodes és terjedés folyamataban lényegi. A jellegzetes
sajatossagl szénhidrat struktardk fontos részei a ceramid vazas szialilalt glikoszfingolipidek-
nek, gangliozidoknak. A kialakulé jellegzetes, igen sokféle glikozil epitop glikoprotein és
glikolipid természetli tumorasszocialt antigének része, és még tovabbi valtozatossag lehetséges
az acetil és egyéb biokémiai szarmazékok révén. Az immunhisztokémiai moddszertani
lehetdségek megfeleld bedllitasaval és standardizalasaval, az érzékeny glikoszfingolipid
struktarakat a quantitativ kiilonbségeket is kimutathatdo formaban sikeriilt jeldlniink, ami a

daganatos és diszplazias szovetelemzés kérdésében dontd. Az uj tumor reaktiv antiGD3
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gangliozid specifikus ellenanyag fragmensiink a tumorprogresszio és invdzio szempontjabol
fontos strukturakat jol jelolte immundiagnosztikus célra haszndlhato paraffinos metszeteken és

tiibiopszids keneteken is.

ssDNA Apoptosis ELISA

16. abra: aGD3 antitestek (3: HCBC3,
4: B2 scFv antitest, 5: a GD3 MoAb)
altal indukalt apoptozis S1: invaziv
ductalis emldcarcinoma és S2: SK-
Mel 28 melanoma sejtvonalak

esetében
cell lines

o g

sl

17.a.abra: Melanoma szovetmintak paraffinos  17.b.abra: Melanoma szdvetmintak
metszeteinek (Haematoxilin & Eosin) festése paraffinos metszeteinek immunhisztokémiai

reakcidja (a TIL-B sejtek CD20pozitivitasa)

-
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18.a abra: Melanoma szdvetminta / paraffinos 18.b dbra: Melanoma szdvetminta paraffinos
metszet /immunhisztokémia aGD3 gangliozid metszet / immunhisztokémia negativ kontroll

antitesttel jeldlve (200x)
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19. Abra Melanoma form fixalt/ paraftin 20. abra Melanoma form fixalt/ paraffin
HMB4S5 pozitiv sejtek / Immunhisztokémia aGD3 pozitiv sejtek/ Immunhisztokémia200x

21. abra Melanomas beteg tiibiopszias
nyirokcsomo6 mintdja / aGD3 pozitiv
sejtek/ immuncytokémia / AP / Fuchsin

(200x)

4/ Eredmények bemutatasa kongresszusokon a tématervi egyiittmiikodés épitésére

Az elmult évek alatt igyekeztem a témahoz kozel 4ll6 rakkutatdsi vagy human
immunglobulinok vizsgéalatara vonatkozd nemzetkozi ill. altaldnos hazai kongresszusokon
résztvenni. Az Amerikai Rakkutatasi Tarsasag (44CR) 96" kongresszusdn (Washington, 2006)
bemutatott posterem érdeklddést valtott ki, és egy nemzetkdzi kollaboracids tanulmanyuti
lehetdséget eredményezett (John Wayne Rakkutatasi Intézet, JWCI). Az egyiittmiikodo partner
a gangliozid irdnyu kutatds miatt is igen fontos. A Human Antibodies and Hybridomas
kongresszuson (2006, majus 5 -7) eldadas tartasara kaptam lehetéséget, az anyag cikk
formaban kozlésre keriilt. Az Immunotherapy 2006, Targeting Complexity nemzetkdzi
Workshopra (Havanna, 2006) benyujtott abstraktomat, eldadasra jelolték ¢és kozolték.
Résztvettem az Europai Rakkutatasi Tarsasag (EACR) Kongresszusan és az Immunogenomics

es Immunomics Kongresszuson 2006 oktoberében Budapesten. Az utdbbin szerepld
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poszteremet az AACR Frontiers of Cancer Prevention Research nemzetkdzi rendezvényén
(Boston, November 2006) is bemutattam. Az amerikai kongresszusi részvétel kapcsan a
kollaboral6 intezmenyekben (RMRF, JWCI) is tolthettem egy kis 1d6t, ami a klonozasi munka
szempontjabol igen hasznos volt. Az Antibody Engineering fontos szakmai konferencian (San
Diego, December 2006) bemutatott munkam utdn érdekl6dé korabbi egyiittmiikodokkel
egyeztettiik az ) eredményeket. Az AACR “Chemistry in Cancer Research” (2007. Februdr)
rakterapias gyogyszerek hatdsmechanizmusat Osszegezte. A kongresszussal egybekotott
szakmai egyiittmiikodési tanulmanyut a részletes szekvencia analizis munkat segitette. A
Centennalis Nemzetkozi AACR Kongresszuson (2007. Aprilis, Los Angeles) a bekiildott
osszefoglalom az AACR Avon Scholar in Training abstract és poszter dijat nyerte. A poszter
kapcsan egy beszamolo eloaddsra kaptam meghivast Prof Dr Francesco Marincola-tol a
NIH/CC Bethesda/ Washington DC-be, aminek 2008 februar végén eleget is tettem a “NERD
series” rendezvénysorozat keretében. A X. Nemzetkozi ISIR kongresszuson eldadassal és
poszterrel szerepeltem (2007. Junius Opatia), ahol a Yale Egyetem egy profeszora ajanlott
egyittmikodést, hogy az altalam kidolgozott technika ovarium carcinomara ¢és
choriocarcinomara is kiprobalasra keriiljon. A John Wayne Rakkutatdsi Intézetben (Santa
Monica) szervezett Immunterdpias Workshop-t kdvetden, a fenti AACR poszter mddszertani €s
kisérleti munkéjanak eldadas formajaban valé bemutatasara kaptam lehetdséget. A 2007 / 2008
€v soran lebonyolitott intézetvaltas, labormegsziinés és késobb 1) lehetdség kiépitése a kisérleti
munkat nehezitette. Azonban a DNS elemzések computeres munkdit atcsoportositottam erre az
idoszakra. A munka egyrészt a hozzaférheté adatbazisok EMBL, GenBank, DDBJ, BLASTn,
IMGT ¢és kiilonbozo nukleinsav elemzé softwerek (BioEdit, TreeView, Vector NTI )
felhasznalasaval végzett Osszehasonlitd DNS szekvencia analizisbol allt. Ehhez ismert
antigénspecificitassal rendelkezd antigén kotésért felelds Ig varidbilis génrégiok jellegzetes
tulajdonsagait elemeztem a nemzetkdzi ImMunoGeneTics (IMGT) (http:imgt.cines.fr) magas
qualitdsu integralt informaciés rendszerrel, amely kimondottan a human (és mas gerinces)
immunglobulin, T sejtreceptor ¢és f0 hisztokompatibilitasi antigénkomplex molekuldkra
specializalédott. A standardizalt nukleotid és protein szekvencidkat, oligonukleotid
primereket, géntérképeket, genetikai polimorfizmusokat, 2D és 3D szerkezeteket alapul véve
volt lehet6ség a kiterjedt osszehasonlito analizisre amely révén a kérdéses Ig variabilis nehéz
és kénnytilanc tulajdonsagok  feltérképezhetoek. Az IMGT/V-QUEST,
IMGT/JunctionAnalysis, IMGT/Allele-Align, IMGT/PhyloGene interaktive-t hasznaltam.

A 2008. és a 2009. év igen aktivnak bizonyult tobb szempontbodl. Az 0j kutatohely kindlta mas

feltételek és lehetdségek hozzdjarultak a tématerv 1j iranya alakuldsahoz, a jo kozosség
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segitette a munkavégzést. A ,,6th International Congress on Autoimmunity” (2008.szeptember
Porto), a ,,8th International Conference of Anticancer Research “(2008. oktober Kos), valamint
a “14" International Congress on Human Antibodies and Hybridomas” (2008. november, New
York) kongresszusokon hosszabb eldadasok megtartdsdra kaptam felkérést a bekiildott
absztraktokkal.

Az elmult év legfontosabb eseményei koz¢ tartoztak a 100. AACR rakkutatdsi kongresszuson
(2009. aprilis) valo részvételt kovetden a CITIM (“First International Conference Cancer
Immunotherapy and Immunomonitoring”, 2009 majus, Kiev), ahol absztrakt és eloadas dijat
kaptam. Felvettek az iSBTC (International Society for Biological Therapy of Cancer)
tarsasagba, ami kitlind lehetéség a tumorimmunolédgia legaktualisabb kérdéseir6l neves
kutatokkal és klinikusokkal beszélni. Ennek keretében vettem részt az “iSBTC- FDA-NCI
Workshop-on (Prognostic and Predictive Immunologic Biomarkers in Cancer) és az éves
kongresszuson (2009. oktober Washington DC). A kisérletes munkam bemutatdsa, a kdzosen
irt legutobbi két cikk és a tobbszinti megbeszélések felkeltették az érdeklddést, hogy a NIH/
NCI Bethesda egyik neves tumorimmunologusa, Prof. Dr Francesco M Marincola (Assoc.
Director Trans-NIH Center for Human Immunology, Director CC/CHI FOCIS Center of
Excellence, NIH) elfogadva a meghivast, ellatogasson a laboratoriumunkba, tovabbi
egylttmiikodési lehetdségek hatterének kiépitése és eldadasok tartasa (OOI/ Budapest és DOE/
Debrecen) végett. A tervezett 2009 novemberi idOponthoz képest 2 honappal késobb, de igen
sikeresen megvalosult a latogatas. Ennek eredményeképpen ujabb kozos Review kozleményen
dolgozunk, és beadasra keriilt egy melanoma témdaju palydzat a részemrdl, amely elnyerése a
TIL-B sejtekkel kapcsolatos mélyebb, funkcionalis szerepet feltaro aktiv kollaboracios munka

anyagi hatterét fedezné.

5/ Osszegzés, awardok és lehetiségek

A tumorimmunologiai munkank transzidcios kutatdasi jellegii, hiszen a tumor diagnosztika
szamara egy kulcsfontossagi tumorasszocialt antigénnel specifikusan reagdld antitest
immunkonjugatum daganatos és normal szoveti differencial diagnosztikus lehetdségeit elemzi.
Az egészséges szovetek szélesebb korli vizsgalata még fontos lesz, hogy az eddigi eredmények
(a legtobb normal szovettipus jellegzetes negativitasa illetve alacsony szintje) tovabbi
bizonyitast nyerjenek. Azonban az egyértelmiien megallapithato, hogy a malignus folyamat
eredmeényét ezen egyedi GD3 gangliozid struktura erdsen jeloli a kiilonféle daganatos
szovetmintdk esetében. Az antitest prepardldsi munka és az elvégzett mddszertani beallitas

alkalmassa teszi a diagnosztikaban fontos fixalt, paraffinba dgyazott és tiibiopszids iton nyert
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mintdkban ezen Osszetett biokémiaju szialilalt glikoszfingolipid molekulak diagnosztikus
panellben valo kiegészito felhasznalasat.

Ez a molekuldris genetikai és biotechnoldgiai modszerrepertoart atfogd kutatdsi munka, a
szolid tumorokban fellelhetd immunkompetens sejtek elemzésével és az ellenanyagtervezés uj
modszerével nemzetkozileg is elsoként igazolja a specifikus tumorsejtfelismerd antitestek
felhalmozodasat, kinyerési €s tovabbi felhasznalashoz vezetd utjanak lehetdségét.

A malignus folyamatok kialakulasarol, a tumorszdvet jellegzetességeirdl és tumor asszocialt
molekulakrol kapott 0j informacidk diagnosztikus vagy terapias célbol jelentdséggel birnak.

A kiterjedt 6sszehasonlito immunglobulin DNS szekvenciaanalizis még tovabbi 1) adatokat tart
fel kiilonb6z6 emlérdkok és melanoma vonatkozasaban, amelynek kisérletes igazolasa
folyamatban van. Az erre vonatkozé eddigi érdekes eredményeket még nem kozoltiik le, két
indokbol: A hatteret ado eredeti technika megkezdett ijdonsag bejelentése és a diagnosztikus
alkalmazhatdsag kidolgozasaval kapcsolatos iddigényes munkavégzés miatt.

Azonban a tumorimmunologiai érdekesség és az ,,uj biomarker* tumordiagnosztikus lehetoség
miatt feltehetoen sikeriil az osszeallitott hdarom uj cikk anyagat szinvonalas ujsagokban
k6z0Iniink hamarosan, az OTKA hivatkozasi szam feltiintetésével.

Fontosnak tartom megjegyezni, a munka részeredményei kapcsan kapott nemzetkozi
awardokat, mivel ezek is hozzdjarultak a munka hatteré¢hez:

1/ AACR Avon Foundation Scholar in Training Award (Baltimore, 2005)

2/ AACR Centennial Avon Foundation Scholar in Training Award (Los Angeles, 2007)

3/ NERD Novel Experimental Research Development Award, (NIH/CC/CHI Washington DC, 2008)

4/ CITIM Cancer Immunotherapy & Immunomonitoring Outstanding Abstract and special oral

Presentation Award (Kiev, 2009)

@ i sy
sy prses s aifte o adiarent o , 22, abra: Az AACR Centennial 2007
Beatrix Kotlan, Ph.D.

Recipient of the

2007 AACR-Avon Foundation Scholar-in-Training Grant
for young investigators from countries where opp ities for scientific ad:
are limited and whose proffered papers, related to breast and other female-related cancers,
were selected for presentation at the AACR Annual Meeting 2007.

kongresszuson kapott Avon Foundation

Award igen emlékezetes szamomra és

s s S A 14 200 Lo A, A tobb lehetdséget megalapozott.

(%/ Dt /P 7T fe-
Geoffrey M. Wahl, Ph.D. Margaret Foti, Ph.D., MD. (h.c.)
President Chief Executive Officer
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crer

kulcsmolekuldk felkutatdsa igen igéretes, hiszen ezen target strukturdkkal reagalni képes
molekuldak potenciadlis terapias jelentoségiiek. A problémakorhoz remélhetden alapjaiban
hozzajarulnak nemzetkozileg és hazailag is Uttdrd kutatdsaink és azok tovabbfejlesztése az 1)

egylttmiikodések €s tovabbiakban elnyerhet6 témapalyazati munkdink révén.

Ezuttal szeretném megkdszonni az OTKA tdmogatdsat a tématerv megvaldsitasdhoz:

Dr Kotlan Beatrix
biologus kutato
OTKA T048933 témavezetd
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