Valasz

Dr. Sz6116si Janos opponensi véleményére

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni Dr. Sz6llési Janosnak, hogy elvégezte
disszertaciom biralatat, és hogy felhivta a figyelmemet a dolgozatban 1évé hibakra.
Ko6szondm a munka pozitiv értékelését, valamint kérdéseit, amelyek eléremutatoak, igy
sokszor segitenek a felvetett problémak tovabbgondolasaban.

A metodikai rész rovidségével kapcsolatban adott kritikai megjegyzést elfogadom.
A disszertacié modszertani részének megirasakor az az elv vezérelt, hogy a dolgozat célja
nem a kisérletek reprodukalasa, ezért valasztottam a vazlatos format. Valdban jo lett volna
hivatkozasokat megadni a cikkekben szerepld részletesebb metodikai leirasokra. A biralo
felhivta a figyelmemet egy elirasra is: a propidium-jodid koncentracidja valdjaban 25
ug/ml volt.

Kérdés: minden sejtfelszini jelolés esetén 1% PFA-val fixaltak a sejteket? ElS
sejtek immunfluoreszcens jelzését soha nem probaltak?

Valasz: a kérdéses kisérletsorozatban csak fixalt sejteket festettiink, mivel
mindenképpen el akartuk keriilni, hogy a fehérje esetleges internalizacidja befolyasolja
mérési eredményeinket. Mas kisérleti Osszeallitasban ugyan eléfordult, hogy €16 sejteket
festettiink, de ez volt a ritkasag, mivel a legtobb ABC fehérjét felismerd ellenanyag belsd
epitopot ismer fel, a sejtfelszinen hasznalhatd, konformacid-szenzitiv ellenanyagok
jelolését pedig gyakran befolyasoljak a fixalasi koriillmények.

Kérdés: meg lehet-e allapitani, hogy az MRP1 pumpa-aktivitdsa milyen ardnyban
oszlik meg a calcein acetoxi-metilészter és szabad sav formak kozott? Az MRP1-et gatlo
anyagok esetén valtozik-e ez az arany? Vannak-e szelektiv inhibitorok?

Valasz: kisérleti rendszeriinkben, az adott mérési koriilmények kozott
gyakorlatilag csak az észter forma transzportjat mérjiik, ugyanis nagysagrendi kiilonbség
van a két transzportfolyamat kinetikdja kozott. Mig az észter eltavolitasa percekben
mérhetd, addig a szabad sav oOrdkban. Réaadasul a sejtek festékkel valo feltoltésének
kezdetén az intracellularis, szabad sav formaju festék koncentracidja alacsony, emiatt az

efflux is csekély. Szamos tanulmany méri a szabad sav formdju calcein kidramléasat a



sejtekbdl, de ekkor a sejteket eldre feltoltik a festékkel, vagy polarizalt sejteket hasznalva
vektoridlis (MRP1 esetében apikalisbol bazolateralis irdnyba torténd) transzportot mérnek.

Kérdés: az MDR pozitiv és negativ betegek tulélési gorbéjét osszehasonlitva
szignifikdns-e a kiillonbség? Hasznaljak-e ezt a tesztet rutinszerien a klinikai
gyakorlatban? Hogyan lehetne ndvelni a teszt predikcios erejét?

Vialasz: a birdld a kérdés elsd felében ismételten egy elirdsra hivta fel a
figyelmemet. Szignifikdns kiilonbséget nem a talélési gorbéknél taldltunk, hanem a
terapids kezelésre adott valasz vonatkozasdban. Valoban ez a disszertdcidban hibasan
szerepel. Sajnos a modszer - a kezdeti lelkesedés ellenére sem terjedt el a klinikai
gyakorlatban, aminek legfobb oka az, hogy a teszthez €16 sejtek, sot jo allapotban 1€évo €16
sejtek kellenek. gy a mintak nem eltarolhatoak, a tesztet a mintavételt kovetd rovid idén
beliil kell elvégezni. Ez a tény korlatozta a modszer klinikumban vald széleskori
elterjedését, a kutatdsban azonban a mai napig nagyon gyakran alkalmazott modszer az
MDR fehérjék funkcionalis detektdlasara és mitkddésiik vizsgalatdra. Azt is érdemes
megjegyezni, hogy Franciaorszagban egy ideig rutinszeriien hasznaltak a calceines MDR
meghatarozast leukémias betegeknél. Késziilt is két tanulmany az ottani vizsgalatok
alapjan, ami a mienkhez hasonl6 eredménnyel zarult. A modszer predikcios erejét
tobbféleképpen lehet novelni. Egyrészt nagyobb betegcsoporton végzett, tobbcentrumos
standardizalt vizsgélattal, a nem specifikus tényezOk szigorubb kisziirésével, illetve a
betegek (pl. kor, nem, AML altipusok szerinti) alcsoportokra valé bontasaval.

Kérdés: milyen kolcsonhatas képzelheté el a koleszterin és az ABCG2
transzporter kozott? A koleszterin gazdag lipid tutajokban lokalizaldédik-e az ABCG2?
Valtozik-e ez a lokalizacid a koleszterin tultoltés és elvonas hatasara?

Vialasz: az ABCG2 koleszterinnel vald kdlcsonhatdsdnak mechanizmusa a mai
napig nem tisztazott. Az MRP1 esetében a redukalt glutation (GSH) szdmos vegyiilet
transzportjat fokozza. Kimutattdk, hogy ezekben az esetekben a transzportalt vegytilettel
egyiitt GSH-t is pumpal az MRP1. Ennek analogiajara elképzelhetd, hogy a koleszterin
ABCG2-re gyakorolt stimulalé hatasa hatterében is ko-transzport huzédik meg, ennek a
hipotézisnek az igazoldsa azonban varat még magara. Mivel az ABCG2 szekvenciaja
szamos feltételezett szterol-k6td motivumot is tartalmaz, az is lehetséges, hogy a

koleszterin egyszertien allosztérikus aktivator. SOt, az is elképzelhetd, hogy a koleszterin



csak kozvetetten, a megfeleld lipidkdrnyezet biztositasa altal segiti elé a transzporter
mukodését. Ez a feltevés atvezet a kérdés masodik feléhez, hogy a lipid tutajokban
lokalizaloédik-e a transzporter. A GFP-vel cimkézett ABCG2-t expresszdlo MDCK
sejtekben konfokalis mikroszkopiaval latjuk a fehérje szigetszerli elhelyezkedését. 2007-
ben megjelent egy kozlemény (Storch és mtsai, J. Pharmacol. Exp. Ther. 2007.), amiben
arr6l szamolnak be, hogy az ABCG2 detergens rezisztens membran frakcidban
lokalizalodik a caveolin-1 fehérjével egyiitt, és hogy erdteljes koleszterin-deplécio
hatdsara a két fehérje kolcsonhatdsa megsziinik. A kisérleteinkben alkalmazott enyhe
koleszterin-elvonas, illetve a taltdltés érzékelhetd modon nem befolyésolta a transzporter
plazmamembran lokalizaciojat, azonban vizsgalataink nem terjedtek ki a lipid tutajok
méretének és Osszetételének vizsgalatara.

Kérdés: milyen sikertelen probalkozasok voltak az ABCG2 fluoreszcens
fehérjével torténd megjeldlésére?

Valasz: két kritikus pont volt az ABCG2 cimkézésében, amint az sikertelen
probalkozéasainkbdl kideriilt. Egyrészt a GFP N-termindlis elhelyezkedése, masrészt a
GFP ¢és az ABCG2 kozotti linker megfeleld hossza. Az ABCG2 C-terminalis cimkézése,
illetve rovidebb linker alkalmazasa esetén a fehérje nem processzalodott emldssejtekben,
¢s nem jutott ki a plazmamembranba. Ezeket a valtozatokat rovarsejtes heterolog
expresszids rendszerben kifejezve nem kaptunk miikodoképes fehérjét, azaz sem ATPaz-,
sem transzportaktivitast nem mutattak ezek a variansok.

Kérdés: az ABCG2 fehérje transzportmechanizmuséval kapcsolatosan végeztiink-
e kevésbé hidrofob szubsztratokra vonatkozd vizsgalatokat, mint a mitoxantron? Ha nem,
talalhat6-e az irodalomban ilyen jellegli atfogé kisérleti adat?

Vilasz: bar az ABCG2 szubsztratjai kozott nagyon sok hidrofob karakterti anyag
szerepel, az irodalombol ismeretes, hogy vannak kevésbé hidrofoéb szubsztratjai is (pl.
topotecan, hugysav). Természetesen meg akartuk vizsgéalni az altalunk kidolgozott
modszer segitségével, hogy vajon ezekben az esetekben hasonlo transzportmechanizmust
taldlunk-e, azaz hogy a transzporter ekkor is kozvetleniil a membranbol pumpalja-e a
transzportalt anyagot. Kiilonosképpen érdekessé tette ezt a kérdést az a tény, hogy
korabban az MRPI esetében tobbféle transzportmechanizmust irtak le a kiilonb6zo

szubsztratmolekuldkra. Sajnos azonban azzal kellett szembesiilniink, hogy modszeriink



Iényegénél fogva csak hidrofob anyagok vizsgalatara alkalmas, hiszen annak alapja, hogy
a szubsztratmolekula dusuljon fel a plazmamembranban, igy kevésbé hidrofob
szubsztratokra vonatkozoan nem tudtunk ilyen jellegli vizsgélatokat végezni. Az utdbbi
idében nem kozoltek az ABCG2 transzportmechanizmuséara vonatkozo atfogod kisérleti
elemzést, azonban egy nemrégiben tett megfigyelés, miszerint az ABCG2 transzmembran
doménjében bizonyos prolinok mutacidja szelektiven képes befolyasolni a kevésbé
hidrofob BODIPY -prazozin transzportjat, mig a mitoxantronét nem valtoztatja meg (Ni Z.
¢s mtsai., Biochemistry 2011.), ez meger0Ositheti azt a feltételezést, hogy a hidofob és
kevésbé hidrofob molekuldkat mas transzportmechanizmussal széllitja az ABCG2.

Kérdés: végeztek-e arra vonatkozo kisérleteket, hogy az ABCG1 és ABCG4
féltranszporterek dimerizacidjat hogyan befolyasolja a membran koleszterinszintje. Ha
nem, milyen irodalmi adatok allnak rendelkezésre?

Valasz: az irodalombdl jelenleg nem ismeretes, és mi sem végeztiink arra
vonatkozé kisérletet, hogy a membran koleszterin tartalma befolyédsolja-e az ABCG1
illetve az ABCG4 dimerizacidjat. Erdekes azonban ez a felvetés, kiilonosen annak
tikrében, hogy még nem publikdlt eredményeinkbdl tudjuk, hogy a membran
koleszterinszintjének emelése az ABCG1 miikodését, pontosabban ATPaz aktivitasat
fokozza. A tobbi, ABCG2-vel kapcsolatosan emlitett mechanizmuson tul az sem
kizarhatd, hogy a koleszterin a dimerképzddést segiti el6. Ennek a hipotézisnek az
ellendrzésére esetleg ko-immunoprecipitacios, illetve FRET kisérletek adhatnanak valaszt.
Meg kell azonban emlitenem, hogy az ABCGI illetve ABCG4 fehérjék fluoreszcens
fehérjével (CFP-vel ill. YFP-vel) torténo jelolése - az ABCG2-vel ellentétben - eddig nem
jart kelld sikerrel.

Kérdés: vannak-e Ujabb eredmények, amelyek felderitették az ABCGI1 altal
kivaltott apoptdzis mechanizmusat.

Valasz: tobbféle feltételezést ellendriztiink a megjelent kdzlemény publikalast
kovetden, hogy valaszt kaphassunk az ABCG1 altal kivaltott apoptozis mechanizmusara.
Probéltuk igazolni, hogy esetleg egy apoptdzis indukéld szignal molekula kipumpélasa
révén, autokrin/parakrin mechanizmussal fejti ki hatasat az ABCGI1. Ezt a hipotézist
kisérletileg sem cafolni, sem megerdsiteni nem sikeriilt. A makrofagok apoptdzis

mechanizmusabdl kiindulva vizsgaltuk azt is, hogy az ABCG1 miikddése esetleg oxidativ



stresszt €s/vagy endoplazmas retikulum stresszt okoz a sejtekben. Kisérleteinkbdl azonban
erre a kérdésre sem kaptunk kielégitd valaszt. A funkcidképes ABCG1 expresszidja csak
kismértékii oxidativ stresszhez vezetett, ER stresszt nem sikerilt detektalnunk.
Kizéarhatjuk azonban azt a lehetéséget, hogy ATP deplécido all a jelenség hatterében,
hiszen a sokkal aktivabb ABCG2 expresszidja nem okoz apoptdzist a vizsgalt sejtekben.
Igy az ABCG] altal kivaltott apoptdzis mechanizmusa tovabbra is nyitott kérdés marad.

Kérdés: van-e jelentds kiillonbség az eredeti ABCA1 fehérje és a hemagglutinint
(HA epitopot) tartalmazd fehérje funkcidja kozott? Milyen koleszterin-anyagceserét
befolydsold gyogyszer tesztelését tervezik a kozeljovoben az igy létrehozott modell
rendszerben?

Valasz: az ABCA1 fontos szerepet jatszik a sejtek és a szervezet koleszterin
héaztartasdban, feladata az ApoAl koleszterinnel valo feltdltése. Kozleményilinkben
természetesen megvizsgaltuk, hogy a transzporter epitoppal vald jeldlése hatassal van-e a
funkciora. Egyrészt mértiik a nem-cimkézett és HA-val jelolt ABCA1 apoAl kotését, és
né¢hany apoAl kotést befolyasold anyag hatdsat, valamint meghataroztuk az ApoAl-fiiggd
koleszterin kiaramlast két kiilonféle sejttipusban is. Azt taldltuk, hogy sem az apoAl
kotését, sem a koleszterin kidramlast nem befolyédsolja az epitop jelolés. Az ABCALI
sejtfelszini expresszidjanak kovetésére alkalmas tesztrendszer 1étrehozasa, validalasa utan
jo néhany koleszterinszintet befolyasold anyag hatasat vizsgaltuk. Erdekes, nem vart
hatast tapasztaltunk az Ezetimib esetében, de tovabbi gyodgyszermolekulakat azdta nem
teszteltiink és - a laboratorium kapacitasait figyelembe véve - egyelére nem is tervezziik.
Pedig érdekes volna az Gjabb fejlesztésii koleszterinszint csokkentd gyogyszerek, valamint

a kiilonbozd, gyakorlatban is alkalmazott gyogyszer-kombinaciok hatasat is megvizsgalni.

M¢ég egyszer szeretném megkdszonni Dr. SzOlldsi Janosnak a munkajat, pozitiv

értékelését, valamint kérem valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2011. november. 15.
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