Homolya Laszl6 - Human ABC transzporterek funkcionalis vizsgalata — Szalontai Balazs 1/6
Opponensi vélemény:
Homolya Laszl6

MTA doktora cimért benyujtott

Human ABC transzporterek funkcionalis vizsgalata

Doktori Ertekezésérdl

Eloljaroban el kell mondanom, hogy meglehetdsen sokat hezitaltam, hogy elvallaljam-e a biraloi
felkérést. Aztan, mivel mostanaban tobbszor hallottam ezekrdl a fehérjékrol, meg ugy altalaban
ilyen sejtbioldgiai vizsgalatokrol, amikrél kordbban vajmi keveset tudtam, gondoltam, hogy ez egy
remek alkalom lesz tanulni ezekrol a dolgokrél. Ha kicsit cinikus akarok lenni, a tudomanyos
eredményeknek tgyis tul kell terjedniiik sziikebb teriiletiikon, hogy beleolvadhassanak az
Osszegzett ismeretekbe, ez a birdlat most erre lehet proba, hogyan is megy ez, ha egyaltalan, a mai
tulsagosan is specializalodott vilagban. Ezért aztan nem igérhetem, hogy biralatom teljesen
kiegyensulyozott lesz, azok az eredmények, amik jobban megragadtak a figyelmemet, alaposabb
utananézést indukaltak, amik tul messzire alltak ismereteimtdl, azokkal kevesebbet foglalkoztam.

Ezek utan a dolgozatot illeté, formailag kotelez6 megjegyzések:

Az értekezés az eldirt formai kdvetelményeknek megfelel, 80 oldalbdl all, amit az alapjaul szolgalod
kozlemények egészitenek ki. Nyelvezete tiszta, vilagos — mar amennyire azt az altaldnos magyar
tudomanyos nyelvezet szinvonala lehetdvé teszi: Pl. Eltartott egy darabig, mig a dolgozat
olvasasanak megkezdésekor rajottem, hogy ezek a fehérjék nem ABC-ket transzportalnak, hanem
ABC-alapu transzporterek, de késébb belenyugodtam a nevezéktanba.

Csak egy példat hozok még fel a nekem kicsit meglepd fogalmazasra, azt is csak azért, mert a
tuddsok néha megfeledkeznek arrél, hogy nemcsak az 6 szempontjaik vannak a vildgon: “Az akut
leukémidk ehhez a csoporthoz tartoznak, rdadasul gyakorlati szempontbol egy olyan elénnyel is
birnak a szolid tumorokkal szemben, hogy a minta konnyen hozzaférhetd, és a rdkos sejtek izolalasa
nem igényel kiilonosebb eldkészitést.” (31. oldal) A betegek is igy gondolnak?

Még egy stilisztikai megjegyz¢es, a szerz6 nagyon szereti azt mondani, hogy modulél, ahelyett, hogy
megadnd, az adott valtozas ndvekmény volt-e vagy csokkenés; igy az ember kénytelen bolyongani,
kiilonosen ha a modulélés idézett kozleményre vonatkozik; ahol is ré kellett jonnom, hogy ez lehet,
hogy tudomanyagi sajatossag, az idézett kozlemények cimei, absztraktjai sem mondjak meg hogy
nétt-e valami, vagy csokkent (pl. 86,87). Altalaban azonban minden rendben van az értekezés
szovegével.

A dolgozat 13 kdzleményen alapul, amelyek koziil 10 eredeti kutatdsi eredményt tartalmaz, 3
Osszefoglalo kozlemény. A kozleményeken latszik, hogy Homolya Laszl6 egy jo méretli, igen
sikeres csapat tagjaként dolgozik. Ebben az jo, hogy lehetdséget ad nagyobb 1éptékii munkékra,
ugyanakkor nehézz¢ teszi a kiviilallo szdmara annak megitélését, hogy mi is az § specidlis
hozzajarulasa a bemutatott munkékhoz. Vannak olyan doktori értekezések, ahol a palyazo a
cikkeknél egyenként kiemeli, hogy mi volt az 6 hozzajaruldsa az adott munkdhoz. Ez a megoldas itt
is szerencsés lett volna, plane, hogy ilyen “kiilsds* birdloval hozta dssze a sors. Ennek ellenére,
nincs semmilyen kétség bennem a palyazo teljesitményét illeten, mert a szerzdlista szerint
meghatarozo szerepe volta 6, 7, 9, 10, 12, 13 kozleményekben, melyek mindegyike rangos
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nemzetkdzi folyodiratban jelent meg.

A bevezetés (6-19. oldal) a teriileten jaratlan olvasé szdmara, mint amilyen a biralo is volt, nagyon
vilagosan bemutatja a vizsgaland6 fehérjéket, feltételezett funkcidikat, az eddigi ismereteket. Egy
megjegyzésem azonban van, a 3. dbra mellett hasznos lett volna feltlintetni a legfontosabb
szubsztratok formulait is, mert akkor kitlint volna, hogy van azért azok k6zott hasonlosag is, nem
csak kiilonbség...

A célkitiizések (20. oldal) gyakorlatilag felsoroljak az alapul vett kozlemények eredményeit.

Alkalmazott modszerek (21-23. oldal) A szerz6 maga is deklaralta, hogy szandékosan adott ilyen
vazlatos leirdst, ami a teriileten otthonosan mozgoknak emlékeztetdiil nyilvan elegendo is, a
részleteket illetden felsorolt irodalmi hivatkozasokban minden sziikséges informaciot megtalalhat és
meg is talalt a teriileten jaratlanabb biral6 is. Azt itt dltalanossdgban meg kivanom jegyezni, hogy az
alkalmazott modszereknek a publikalt cikkek beli 4tnézése alapjan elmondhatd, hogy valamennyi
munkat nagy gondossaggal, a biologiai anyag természetét, lehetdségeit messzemenden figyelembe
véve veégezték el. Amennyire, az dltalam nem tal nagy szamban olvasott, ezen a teriileten mas
szerzOktdl megjelent cikkekkel dsszehasonlitva meg tudom éllapitani, a dolgozatban szerepld
valamennyi kisérletes munka mindsége kiemelkedd. Kiilondsen tetszett, hogy mindig nagy gondot
forditottak a vizsgalt sejtek €16 voltanak ellendrzésére, amihez egyre finomabb mddszereket is
fejlesztettek. Ezért a technikai részletekre a tovabbiakban nem is térek ki.

Eredmények és diszkusszio:

Ezt a fejezetet az alapul szolgéald publikaciok szerint bontotta alfejezetekre a szerzo, én is ezt a
felosztast kovetem.

4.1. A calcein assay Kkiterjesztése és alkalmazasai
4.1.1. Az MRPItranszport tulajdonsagainak vizsgalata (1.sz. kozlemény)

Nagyom kovetkezetes, logikus munka.

4.1.2. Az MDRI1 és MRPI parhuzamos detektalasa (2. sz. kozelmény)

A kiilonb6zé ABC-transzporterek aktivitasanak elvalasztasara tervezett sz€p kisérletek, amik koziil
azt emelem ki, hogy megoldottak az MDR1-et és MRP1-et expresszallo sejtek elkiilonitését egyes
sejt (és nem egy-sejt, mint a dolgozatban szerepel) szinten. Elegans a két MDR protein szelektiv
gatlasara alapozott sejtelvalasztas (de a megjelent kozleményben nem azt kellett volna mondani,
hogy “...Inhibitors of MDR proteins benzbromarone (40 uM) and verapamil (50 BM?, nyilvan
sajtohiba!) hanem azt, hogy a benzbromarone az MRP1-et, a verapamil az MDR1-et gatolja. Nem
kellett volna utanakeresni, végiil egy félmondat a dolgozatban eligazitott.)

4.1.3. A calcein assay diagnosztikai alkalmazasa (3 sz. kézlemény)

Meggy06z06 kisérletek, ha jol értem, a sikeres assay magaval hozhatja, hogy a jovOben a kezelés
megkezdése elott el lehet donteni, hogy érdemes—e egyaltalan belefogni a kemoterapidba. Bennem
egy kérdés mertilt csak fel: A 33. oldalon azt mondja a szerzd, hogy a vizsgalt betegcsoportban az
MDR fenotipuson kiviil csak a beteg kora bizonyult diagnosztikai jelentdségli faktornak a
kemoterapidra adott valasz tekintetében. Itt nagyon kivéancsi lettem volna, hogy milyen volt ez a
korrelaci6? Ez a mondat konkrétra megfogalmazva tartalmazhatta volna ezt az informéciot, ami
sajnos nincs benne a megjelent kzleményben sem.
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4.2. Az ABCG2 multidrog transzporter funkcionalis vizsgalata
4.2.1. Az ABCG2 fehérje Irresa-val valo kolcsénhatasa (4. sz. kézlemény)

Multidrog Transporter ABCG2 Prevents Tumor Cell Death Induced by the Epiredmal Growth
Factor Receptor Inhibitor Iressa (ZD1839, Gefitinib)

(A cikknek én mas cimet adtam volna, itt az ABCG?2 hatasa éppen ellentétes céljainkkal, ugyhogy a
pozitiv, gondoskodo hangulatu “prevents“ helyett inkabb a “blocks *“ szot haszndltam volna.) Ez a
munka nagyon fontos abbdl a szempontbdl, hogy ravilagit a kiillonb6z6 komponensek kozti
kereszteffektusokra, itt példaul arra, hogy az Irresa EGF-receptor gatlason keresztiil megvaldsulo a
rakkezelésben kivanatos hatdsat hogyan rontja le az ABCG?2 Irressa-t kipumpal6 hatasa.
Mindazonaltal, ahogy a k6zleménybdl megértettem, a felhasznalt A431 sejtek tartalmaztak EGF-
receptor jelutat, de ABCG2-t nem, legalabbis olyan keveset, hogy a Western blot nem mutatta ki.
Ezért kérdezem, hogy vannak-e olyan sejtek, amik mindkét komponenst tartalmazzak, és fontosak a
rak szempontjabol? Hogyan viszonyulnak az transzdukcidval elérhet6 ABCG2 koncentraciok az
ABCQG?2 fiziologias koncentraciodihoz? (pl. az A431 és a MCF-7/MX sejtekben?)

4.2.2. A membran koleszterintartalmanak hatasa az ABCG?2 aktivitasara (5. sz. kozlemény)

Ez az a munka, amit az egyik legjobbnak tartok a dolgozatban. Az az érzésem, hogy ebben az
iranyban tovabb kutakodva, kdzelebb lehetne keriilni mind az ABC transzporterek szubsztrat
promiszkuitasanak, mind a membranszerkezetnek a transzporterek aktivitasara gyakorolt hatasanak
megértés¢hez. Ha ugyanis megnézziik, hogy milyenek az ABC transzporterek szubsztratjai, akkor a
nagy kiilonbozoségek mellett legalabb egy Iényegi hasonlosag is latszik (legalabbis nekem). Ezek a
molekulak tobbnyire gytiriiket tartalmaznak, amik egy sikban kimerevitve helyezkednek el, mint a
koleszterin is. Ha mar most egy membranban tobb koleszterin van, amik a hidrofob régidban a
membran sikjara merélegesen helyezkednek el, akkor ezek a koleszterinek segithetik a szubsztrat
molekuldk hasonld, rendezett “beallasat* a membranba, ami kedvezhet a transzporter miikodésének.
De ez csak az egyik lehetséges hatdsa a koleszterin molekuldknak. A membran fehérjék dinamikéja
Iényegesen eltér a vizoldékonyakétol. Ha a H/D kicserélodést nézziik, pl. a hdmérséklet
fiiggvényében, akkor egy vizoldékony molekuldban azok a kis szerkezetvaltozasok, amik a
kicserélodéshez sziikségesek, reverzibilisek, a fehérje szerkezete nagyjabol ugyanolyan lesz a H/D
lezajlasa utan még jo darabig, mint a kicserélddés megindulasa el6tt volt, egészen addig, amig, joval
magasabb homérsékleten, a fehérje denaturacidja meg nem kezdddik. A membranfehérjék esetében
a H/D kicserélddés egy irreverzibilis szerkezetvaltozassal jard folyamat, az elsé 1épésektdl
folyamatos Ut vezet a denaturdcioig, mert amint van valamilyen valtozas a fehérjében, ami érinti a
lipid-fehérje hatarfeliiletet is, oda a lipidek azonnal “beteszik a labukat®, a fehérje nem tud
visszatérni eredeti allapotaba. Ezen az alapon gondolom azt, hogy esetleg ugy miikodhetnek az
ABC transzporterek, hogy alapallapotban semmire sincsenek optimalizalva, kis allandoval képesek
megkdtni, de nagyon sokféle molekulat. Amikor azonban az idegen anyagok koncentracidja elég
magas lesz — mint latjuk, itt altalaban magas koncentraciok épiilnek fel az idegen anyagokbol, mert
nincs specifikus partneriik, mint a fiziologias komponenseknek — mégiscsak megkdtik az adott
molekulat, és a kotés soran idomulnak hozza. Mivel mindig ugyanazok a transzporterek vannak
ugyanabban a membranban, sok 1épésen keresztiil a transzporterek szerkezete hozzaidomulhat a
szubsztrathoz, mely szerkezeti médosulast a kdrnyezd lipid fazis rogziteni képes. Kozvetleniil
nyilvan nem a koleszterinek maguk, hanem fehérje-lipid hatarfeliilet flexibilis lipidjei, amiket
viszont a koleszterinek stabilizalnak. Egy “induced fit* reakcidhoz hasonld, csak esetleg nagyobb
skalaju folyamatot képzelek el. Ezt a hipotézist talan ellendrizni is lehetne, beallitani el0szor egy
adott szubsztrattal optimalizalt aktivitast, aztan atvaltani egy masik szubsztratra, amit az enzim
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kezdetben nyilvan gyatran kot, €és megmérni, novekszik-e az enzim sebessége az 1do
elérehaladtaval. Ha ez lenne az eset, akkor az nagyban aldtdmasztana a dolgozat végén szerepld
kemoimmunitasi halozatra vonatkozo elképzeléseket is. (Elnézést a kitéréert, a biralo is kutatobol
van, ha érdekes eredményeket lat, meglodul a fantazidja.)

Az ABCG2 multidrog transzporter GFP-vel valo cimkézése (6. sz. kozlemény)

A kutaté munkajanak szinte legfontosabb része, ami azonban sokszor nem latvanyos, azoknak az
eszkozoknek a kifejlesztése, a mérések kiértékeléséhez sziikséges tudas megszerzése, amik az 6t
izgatd kérdések megvalaszolasahoz sziikségesek. Ilyen munka ez is, és rdadasul latvanyos is.
Biofizikusként nem tudom igazan felmérni, hogy mennyit kellett oda-vissza szaladgalni a DNS-en
ahhoz, hogy egy ilyen konstrukciot 1étre lehessen hozni, de az az érzésem, hogy emdgott nagy
munka van, ami azonban megtériilt a tovabbi kutatas soran.

Itt azért vannak kérdéseim: Korabban felmertilt, hogy az ABCG2 egy homodimer transzporter. A
18.e. abra erre direkt bizonyiték? Ha igen, milyen természetli az a dimerizacid, amit az SDS
magaban nem old fel, még redukélo koriilmények is kellenek hozza, ami az én olvasatomban -S-S-
hidak felszakitasat jelentené, amit nem emlitenek a dolgozatban.

4.2.4. Az ABCG?2 transzportmechanizmusanak vizsgalata (7. sz. kozlemény)

Szamomra ez az értekezés masik kiemelkedd kozleménye, a palyazo elsé szerzé benne. A munka
nem csak érdekes, hanem elegéns is, nagyon vildgosan van felvezetve az eldontendd kérdés és
nagyon célszer(, jol megtervezett kisérletekbol és szamolasbol kapjuk meg a valaszt. Azért van egy
kérdésem (i) és egy megjegyzésem (ii): (i)A 23.b dbran a triy, torést szenved 300 sec tajan,
valamelyest hasonloan a 23.a dbran az inhibitor hasonl6 idében tortént adasadhoz. Itt azonban nincs
inhibitor hozzdadas, az idétartam hosszabb, minek tulajdonithato a tri,., szigmoid jellege, aminek
nem latszik eléjele a rovidebb iddintervallumban? (ii) A szerzok maguk is ambivalensek a floppaz
modellt illetden, bar azt mondjak, azzal jobb illeszkedést kaptak a kisérleti eredményekkel, amin
nem is csodalkozom, novekvo szabadsagi fokok rendszerint javitjak az illesztés mindségét, de azt
hiszem, itt nem lehet megkiilonbdztetni a kétféle, membrant érintd, mechanizmust, aminek a lipidek
javara sz06l6 ilyen mértékii megoszlas esetén (230 000 : 1) nem is latndm értelmét. A szerzok sem
erbltetik a floppaz esetét a kozlemény hangstlyos helyein (absztrakt, 6sszefoglalas). (4
membranbol torténd kipumpalds esetleges membranszerkezeti vonatkozdsait mar fentebb
részleteztem.) Osszegezve, a szerz8 nagyon meggy6zéen bizonyitja, hogy a hidroféb szubsztratokat
az ABCG?2 transzporter a membranbol 16ki ki, nem a citoplazmabdl, azaz, éberen all a gaton, a
betorés ellen véd, nem az elontott teriiletekrdl pumpalja ki a szennyes levet, és ez valoszinii jobb is
igy nekiink, marmint normal esetben, nem a rak kezelésekor.

4.3. A lipidanyagcserében szerepet jatsz6 ABC transzporterek vizsgalata
4.3.1. Az ABCGI fehérje funkciondlis jellemzése (8. sz. kézlemény)
A korabbiakban kidolgozott modszereket alkalmazza az ABCG1, ABCG4 féltranszporterek

mint 100 vegyiiletbdl csak kettd indukalta az ABCG1 mitkddéséhez csatolodott ATP-4z aktivitast,
az ABCG4-¢ét pedig egy sem, igy ezek az eredmények inkabb csak a dimerizécio feltérképezésére
voltak alkalmasak. A dimerizaciot illetéen megkérdezném, hogy mig a szerz6 a kapcsolodo
kozleményben hatarozottan gy fogalmaz, hogy van mind ABCG1, mind ABCG4
homodimerizacio, a dolgozatban ezt az ABCG4 fehérjére nem latja bizonyitottnak. Felmertilt
valamilyen ujabb koriilmény id6kdzben?
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4.3.2. AzZABCG] fehérje apoptotikus hatasa (9. sz. kozlemény)

A szokdasos, magas szinvonali munka, felhasznalja az eddig kifejlesztett eszkoztarat, arrdl nem a
szerz0 tehet, hogy a valdsag sokkal bonyolultabb, mint amilyen komplexitast az addigi kisérletek
atfogni képesek. Nagyon tetszett, hogy a munka végén a szerzok nem bocsatkoztak csillogo,
csodakat igérd spekulaciokba, megmaradtak azon a talajon, amit kisérleti eredményeik
megengedtek, ez manapsag meglehetdsen ritka erény. Ami szamomra leszlir6dott, hogy nem
ismerjiik még mindig az ABCG1 szubsztratjat, amit megtalalni nem is lesz konnyi feladat, ha a
korabban emlitett 100:2 talalati aranyra gondolunk. A kdzlemény technikai részét illetden, ugyan
post festam, de megjegyzem, hogy nincs benne roviditések jegyzéke, ami a teriileten mozgéd
olvasonak valdszinlileg nem jelent semmi gondot, de a kiviilallo szdmara nem mindig egyszerti
kovetni a mondanival6t (Pl. azt csak remélem, hogy az ER endoplazmatikus retikulumot takar, de
mi van, ha mast?)

4.3.3. Az ABCA fehérje sejtfelszini expresszio valtozasainak vizsgalata (10. sz. kozlemény)

Ez a munka, az eddig latott szinvonalon, és logika mentén haladva, eldszor, lathatdan nagyon sok
munkaval, 1étrehozza, kiprobalja a kés6bbi feladatok megolddsédhoz sziikséges eszkozoket. Lehet,
hogy egy “Ojsziilottnek minden vicc 4 alapon, de én ligyesnek talaltam hemagglutinin epitop
beépitését a fehérje érzékeny és szelektiv azonositasanak érdekében. Tekintettel arra, hogy errdl a
fehérjérdl van a legkevesebb ismeret a dolgozatban szerepldk koziil, a munka ebben a fazisaban
nem jutott tovabb, mint egy olyan kisérleti rendszernek a kialakitasan, amivel megbizhatéan lehet
detektalni az ABCAL jelenlétét, funkcionaldsat a plazmamembranban. Gondolom, ezek a
vizsgalatok a dolgozat benyujtasa 6ta eltelt idoben mar eldbbre is haladtak.

4.4. Az ABC transzporterek védohaldoja a szervezetben (11-13. sz. kozlemények)

Ezek a fejezet harom 0sszefoglalo kozleményre €piil, amelyekben a szerzd az irodalmi adatok, és
sajat vizsgalataik alapjan arra a felismerésre jut, hogy a toxikus hatdsu anyagok, endo- és
xenobiotikumok hatdsanak semlegesitésére a szervezet egy “kemoimmunitdsi® haldzattal
rendelkezik, Bemutatja, hogy ebben hélozatban fontos szerepe van elsésorban a multidrog-, de mas
ABC transzportereknek is, amik tobbnyire a szervezet védelmi vonalaiban levd szovetekben
fejezddnek ki. Ez egy érdekes gondolat. Ahogy én latom, alapvetd kiilonbséget jelenthet a két
rendszer kozott, hogy az immunrendszer egy kezdeti, tanulési folyamat eredményeként alakul ki, és
késdébb a sejt genetikai apparatusat hasznalja fel, a kemoimmunitasi haldzat elemei pedig meglevd
fehérjék, amiknek koncentracioja, aktivitasa valtozhat a sejtben, és amik ellentétben az
immunoglobulinokkal, kis szelektivitastiak, “tanulasi® mechanizmusuk csak a sajat szerkezetiik és a
membran kdrnyezet altal nyujtott fiziko-kémiai lehetdségekre korlatozodhat (Errdl fentebb mar
emlitést tettem.) A szerzo felveti, hogy a kemoimmunitas hasonldan kettds jellegli, mint a
klasszikus immunrendszer természetes, illetve adaptiv volta, de inkabb csak az természetessel valo
analogiat fejti ki. Az adaptiv valaszok alatt a citotoxikus szerek, a hipoxia, a h6sokk (az utobbira
megadott hivatkozas sajnos szintén hipoxiara vonatkozik) hatasara bekovetkezo expresszio-, vagy
aktivitas-beli valtozasokat ért, elismerve ugyanakkor, hogy ezek a valtozasok az stresszre adott
altalanos sejtvalasz részei is lehetnek. Az 6sszefoglald kozlemények, a szamomra sajnos sokszor
reményteleniil komplex, sejten beliili kolcsonhatasokat tisztan, vildgosan leirva, nagyon
meggy6zden mutatjdk a palyazonak az altala vizsgalt teriileten vald kiemelkedd jartassagat.
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Osszefoglalas

Osszefoglalva biralatomat, a dolgozat végén felsorolt 1-7 pontot 1j tudomanyos eredménynek
fogadom el, a 8. pontot pedig olyan érdekes elgondoldsnak, amely vezérelvként hasznalva sokat
segithet az 1) 6sszefiiggések felismerésében. Ezenkiviil szeretnék még egy altalanos megjegyzést
tenni: Nagyon 6romteli egy olyan dolgozatot olvasni, ami egy hazai kutatocsoport kdvetkezetes,
céltudatos, fokrol-fokra haladé munkajabol szarmazik. Olyan munkabdl, ami van annyira intenziv,
hogy felhelyezi az adott csoportot a vilag tudomanyos térképére, €s amely munkabol a
résztvevOknek életmiive épiil, ami igencsak kiilonbozik a kiilfoldi projektek morzsaibol sokszor
itthon csak Osszerakott valamiktdl. A fentiek alapjdn Homolya Lészlonak az Akadémia Doktora cim
elnyeréséért palyazatanak elfogadasat €s részére az MTA Doktora cim odaitélését javaslom.

Szeged, 2011. oktdber 20.

frotatas QA



