Valasz

Dr. Szalontai Balazs opponensi véleményére

Mindenekel6tt koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Szalontai Baldzsnak a
doktori értekezésem biralataban végzett alapos munkdjaért, valamint méltatd szavaiért,
amivel dolgozatomat, illetve az abban bemutatott eredményeimet illette. K&szonom
tovabba a disszertaciommal kapcsolatban tett felvetéseit és kérdéseit. A stilaris
kifogadsokra - gondolom - nem kell reagalnom. Ezzel kapcsolatban egyet tudok
megigérni, hogy a jovOben torekedni fogok arra, hogy ne kritika nélkiil vegyem at a
szokasos szakzsargont, hanem a hasznalt kifejezéseket tényleges értelmiikben és a
szélesebb olvasokozonség szdmara vilagosabb, érthetébb forméaban hasznaljam. A
konkrét kérdésekre pedig a kovetkezoket tudom valaszolni.

Kérdés: az MDR1 és MRP1 parhuzamos detektalasat bemutaté kézleményben
nem azt kellett volna mondani, hogy “...Inhibitors of MDR proteins benzbromarone (40
uM) and verapamil (50 BM) (hogy a BM mi lehet?), hanem azt, hogy a benzbromaron
az MRP1-et, a verapamil az MDR1-et gatolja.

Vélasz: sajnalatos modon egy eliras maradt a kozleményben, a ,,uM” BM-ként
jelent meg. A megfogalmazas sem volt kelléen vilagos, igy ez félreértéshez vezetett. A
benzbromaron valoban az MRPI1-et szelektiven gatolja, a verapamil viszont mind az
MRPI1, mind az MDRI1 esetében kompetitiv mdédon gatolja a festéktranszportot. Csak a
benzbromaron utdn alkalmazva a verapamilt, a két gatldhatds kiilonbségébdl
kovetkeztethetiink az MDR1 altal képviselt transzportaktivitasra.

Kérdés: a calcein modszer diagnosztikai alkalmazasanal az szerepel, hogy a
vizsgalt betegcsoportban az MDR fenotipuson kiviil csak a beteg kora bizonyult
diagnosztikai jelentdségli faktornak a kemoterdpidra adott valasz tekintetében. Milyen
volt ez a korrelacio?

Véalasz: ezekben a vizsgalatainkban a korabbi irodalmi adatokbdl mar ismert
eredményt sikeriilt megerdsiteniink, miszerint az akut mieloid leukémidban szenvedd
betegeknél a magasabb kor rosszabb prognézist jelent a kemoterapidra adott valasz
tekintetében. Sajnalatos tény, hogy az Osszefliggés iranya valdoban sem a disszertacidban,

sem a kozleményben szereplé megfogalmazasbol nem deriil ki.



Kérdés: az ABCG2 fehérje Irresa-val vald kolcsonhatasaval kapcsolatosan az a
kérdés meriilt fel, hogy vannak-e olyan rékos sejtek, amelyek mind az EGF receptort,
mind az ABCG2 transzportert tartalmazzak. Hogyan viszonyulnak a transzdukcioval
elérhetd ABCG2 koncentraciok az ABCG2 fizioldgids koncentracioihoz?

Vélasz: elvileg barmilyen hameredetli tumornal el6fordulhat, hogy az EGF
receptor mutacioja és/vagy over-expresszidja bekovetkezik. Ezekben a rakos sejtekben
akar primer modon, akar mdsodlagosan - pl. a kezelés hatdsara - expresszalodhat az
ABCG?2 is. A leginkabb ismert tumor fajta, ahol ez a jelenség gyakran eldfordul, a nem-
kissejtes-tiidokarcinoma, de a tiidotumorok egyéb fajtainal is leirtak hasonld eseteket. A
mellrakok 16-30 %-ban taldlkoznak az EGF-receptor felszaporodasaval, ami gyakran
egyiitt jar az ABCG2 over-expressziojaval, de ritkabban a petefészek-tumorokban is
eléfordul ez a jelenség. Bar meg kell jegyezni, hogy a multidrog transzporterek klinikai
mintakban torténd vizsgalatara nagyon kevés adat all rendelkezésre, a jelenség leirdsa
leginkabb in vitro sejtkultarakban tortént.

A kérdés masodik felére valaszolva, természetesen akar a transzdukalt sejtekben,
akar az In vitro szelekcioval elballitott ABCG2 fehérjét expresszaldo sejtekben a
patofiziologias szinteknél sokkal magasabb expresszios szinteket ériink el. Viszont pont
ezek a megnovekedett expresszids szinttel rendelkezd modell sejtek segitenek hozza a
jelenségek megértéséhez és leirdsdhoz. A sejtes modellrendszerek kidolgozasanal ijab-
ban toreksziink arra, hogy a transzdukalt sejtekben csak néhany kopiaban legyen jelen a
transzgén, igy a fizioldgias/patofiziologias koriilményeket jobban megkozelithetjiik.

A birdlo az ABCG2 és a koleszterin kdlcsonhatdsaval kapcsolatosan részletesen
kifejt egy elképzelést arra vonatkozoan, hogy a membranban elhelyezkedd transzporter
hogyan idomulhat a szubsztrat molekuldk, illetve a membranlipidek altal meghatarozott
kozvetlen kornyezethez, és esetlegesen ez huzodhat meg a transzporter szubsztrat-
promiszkuitasa, illetve a koleszterin stimuldld hatdsa hatterében. Nagyon kdszonom,
hogy a birald vette a faradsagot, hogy mélyebben belegondoljon az altalunk vizsgalt
problémakorbe. Feltétleniil egyet kell értenem azzal, hogy a membrantranszporterek
miikodése csak a megfelelé lipidkornyezetben és a fehérje-lipid kolcsonhatasok
figyelembevételével értelmezhetd. A birald altala felvazolt hipotézist az a korabbi

kisérleti megfigyelés is alatdmasztja, hogy a szubsztratmolekulak fokozzak a transzporter



ATPaz aktivitasat. Ez tekinthetd egyfajta autokatalizisnek. Kisfelbontasu szerkezeti
vizsgalatok - legalabbis az MDRI esetében - a transzmembran hélixek nagymérvii
atrendezddését irtak le a szubsztratmolekulak hozzaadéasanak hatasara. Ez is 6sszhangban
all a birdlo Aaltal felvetett elképzeléssel, azonban a hipotézis tényleges kisérleti
igazolasahoz ¢és a jelenség pontosabb megértéséhez tovabbi, részletesebb és célzottabb
vizsgalatokra volna sziikség.

Keérdés: a 18.¢ abra direkt bizonyiték-e arra, hogy az ABCG2 homodimert képez?
Ha igen, milyen természetli az a dimerizacid, amit az SDS magaban nem old fel. Vajon -
S-S- hidak felszakitasat jelenti az, hogy redukalo koriilmények is kellenek a dimer
szétvalasztasdhoz?

Vélasz: az ABCG2 dimerizacidjat mar korabban tobben is vizsgaltak. Irodalmi
adatokbol ismert volt, hogy az ABCG2 homodimert képez, amit egy intermolekuléris
diszulfid hid fog 0ssze, ezért nem redukald koriilmények kozott az SDS gélben a dimer
megmarad. Az altalunk végzett és az emlitett abran bemutatott kisérlet célja csupan az
volt, hogy az ABCG2 GFP-vel valé jelolése nem befolyasolja a transzporter
dimerképzését. A homodimerizacié bizonyitasa, és ebben a diszulfid hid szerepének
bemutatdsa nem a mi érdemiink. Viszont sikeresen megmutattuk, hogy a GFP-ABCG2 a
vad tipusu fehérjéhez hasonléan nem redukald koriilmények kozott dimer formaban
marad a gélben, azaz a fluoreszcens fehérjével valo jelolés nem rontja el a dimerképzést.

Keérdés: az ABCG2 transzportmechanizmusat vizsgald kisérletekben mi az oka
annak, hogy a 23.b abran a transzportert expresszalo sejtek intracellularis festékfelvételi
(trinra) gOrbéje torést szenved 300 sec tdjan? Minek tulajdonithatdo a gorbe szigmoid
jellege, aminek nem latszik eldjele a rovidebb iddintervallumban?

Vélasz: valoban az intracellularis drogfelvételnek ez a jellemzdje csak a hosszabb
ideig tarto kisérletnél figyelhetd meg. A jelenség oka pedig az, hogy a kezdeti fazisban a
hidrofob karakterti mitoxantron elsésorban a membrankompartmentben halmozddik fel,
ekkor még csak csekély mértékii és viszonylag egyenletes az intracellularis drogfelvétel.
Késébb, amikor a membrankompartment telitddik a mitoxantronnal, megné az
intracellularis drogfelhalmozddas sebessége is, ami a gorbe emlitett torését okozza. Még
késdbb az intracellularis tér is telitddik mitoxantronnal, majd az egész rendszer

egyensulyba jut, ez eredményezi az intracellularis drogfelvételi gorbe szigmoid jellegét.



Az emlitett kisérlet lényege pedig az volt, hogy meghatirozzuk az egyensulyi
drogkoncentraciét a membrankompartmentben €s az intracelluldris térben. Mivel ez a
kettd azonosnak adodott, a kinetikai modellek alapjan ez a megfigyelés is azt tdmasztja
ala, hogy a transzporter a membranbdl pumpalja ki a drogszubsztratot.

Kérdés: az ABCGl ¢és ABCG4 dimerizaciojat illetéen a kapcsolodo
kozleményben a szerz6 ugy fogalmaz, hogy van mind ABCGI1, mind ABCG4
homodimerizécio, a dolgozat ezt az ABCG4 fehérjére nem latja bizonyitottnak. Felmertilt
valamilyen Ujabb koriilmény id6kozben?

Vélasz:. az ABCG4 homodimerizacidjanak kérdésében a bizonytalansagot az
okozza, hogy a kdzlemény megjelenésekor csak egyetlen — és dszintén megvallva -,
viszonylag gyenge labakon 4ll6 kisérleti megfigyelésbdl lehetett arra kovetkeztetni, hogy
ez a fehérje is homodimerként miikddik - kozeli rokonaihoz (az ABCGI és ABCG2
transzporterhez) hasonloan. Ez a megfigyelés pedig a transzporter alap-, azaz hozzaadott
szubsztrat nélkiili ATPaz aktivitdsa volt, ami éppen hogy szignifikdnsan magasabb
értéket mutatott, mint a hattérérték. Azdta az ABCG4 GFP-vel jelolt és nem jelolt
formajanak  felhasznaldsaval, ko-immunoprecipiticioval egyértelmilen  sikeriilt
kimutatnunk a fehérje homodimerizaciojat. Sot, legutobbi kisérleteinkben azt is
megmutattuk, hogy az ABCG4 az ABCG1-hez hasonloan apoptdzist indukal sejtekben. E
jelenség felhasznalasaval pedig inaktiv mutans variansok alkalmazéasaval, a domindns
negativ hatas alapjan sikeriilt bizonyitanunk mind az ABCG4 homodimerizacidjat, mind
az ABCGI] transzporterrel torténd heterodimerizacidjat. Ezek az eredmények még nem

szerepelhettek a dolgozatban, kozlésiik jelenleg van folyamatban.

Végezetiil még egyszer szeretném megkdszonni Dr. Szalontai Balazsnak alapos
munkdjat, az egyes kozleményekkel kapcsolatban részletesen kifejtett allaspontjat,
valamint disszertaciom és eredményeim pozitiv értékelését. Kérem a fenti valaszaim

elfogadasat.
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