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Valasz Dr Siimegi Balazs egyetemi tanar biralatara

Valaszomban a biralatbdl idézett szoveget d6lt betlivel jeldltem. A dolgozatombol
idézett szoveget idézdjelek kozé tettem.

Kb6sz6nom, Siumegi professzornak hogy értekezésemet atnézte és fontos,
inspiralé kérdéseket vetett fol.

Valasz a kérdésekre:

Az ABCB11, illetve ABCGZ, transzportereket aktivdlja a koleszterin mikro-
doménekben valo elhelyezkedésiik, mit gondol, hogy itt a lipid kérnyezet, vagy az
esetleges interakciéjuk mds lipid raft-ban dusulé fehérjével aktivdlhatja a
transzportereket. Onnek, vagy mdsoknak, vannak-e ilyen adataik?

Transzporterek és kismolekula avagy makromolekula kdlcsonhatas specificitas
vizsgalatara altalanossagban 3-féle kisérleti megkozelitést / rendszert szoktak
hasznalni: i) rekonstitualt rendszereket, ii) knockout/knockdown vagy éppen
tulexpresszalo rendszereket illetve iii) mutagenezis vizsgalatokat.

Az ABCG2 esetében megmutattak, hogy MDCKII-BCRP sejtvonalban caveolin-1-et
is tartalmaz6 detergens rezisztens membran frakciéban lokalizalédik, és ko-
immunprecipitadlodik caveolin-1-el (Storch 2007 JPET 323:257). Ugyanezen
rendszerben a caveolin-1 expresszidjanak RNS interferencia altali 85-95%-os
csokkentése az ABCG2 aktivitdsdnak mintegy 35%-0s csokkenéséhez vezetett
(Herzog 2011 Naunyn Schmid Arch Pharmacol 383:1). Mivel a caveolin-1 knock-
down-ja nem vezetett az ABCG2 lokalizaciéjanak jelentds valtozasahoz, a szerzék
kijelentették, hogy a caveolin-1-el val6 kolcsonhatds pozitivan modulalja az
ABCG2 fehérje aktivitasat. Az ABCG2Z fehérje - koleszterin kolcsonhatas
vizsgalatdban magyar kutatok, Sarkadi Balazs valamint Varadi Andras és
munkacsoportjaik végezték el a legfontosabb vizsgalatokat. Megmutattak, hogy
egy rekonstitualt rendzserben, proteoliposzamaban szterolok, tobbek kozott a
koleszterin meg6rzi potencirozd hatasat (Telbisz 2013 Biochem ] 450:387).
Kijelenthet6 tehat, hogy a szteroloknak onall6an is van potencirozé hatasuk a
transzporter aktivitasara. Egy tovabbi kisérletsorozatban a két Ilabor
mutagenezis vizsgalatok soran két olyan fehérje motivumot a 482-es aminosavat
és az 555-558 peptidszakaszt azonositott, utobbi megfelel a szteroid-koté elem
(LXXL) konszenzus szekvencianak, és amelyek modositasa befolyasolja a fehérje
aktivitds koleszterin érzékenységet. A mutagenezis eredményei megerdsitik,
hogy a koleszterin kozvetleniil is hatassal van az ABCG2 aktivitasara.

Az ABCB11 caveolaris/raft fehérjékkel illetve koleszterinnel vald
kolcsonhatasara kevesebb adatot publikaltak. Stieger és munkatarsai
megmutattak, hogy tobb kanalikularis ABC transzporter, tobbek kozott az
ABCB11 is ko-lokalizadlédik a caveolin-1 fehérjével, valamint majspecifikus
tulexpresszidja a caveolin-1 fehérjének a biliaris epes6 kivalasztas mintegy
mintegy 40%-0s emelkedésével jart az ABCB11 expresszidjadnak és
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lokalizaciojanak megvaltozasa nélkiil (Moreno 2013 Hepatology 38:1477). Hozza
kell tenni, hogy itt a lokalizacié valtozatlansdga nem a mikrodoménekhez val6
asszociacié valtozatlansagat, hanem a kanalikuldris membranban vald
expressziot jelenti. Kozvetlen ABCB11 - caveolin-1 koélcsonhatast megmutatd
kozleményrél nincs tudomdasom. Tovabba, a publikus doménekb6l nem
hozzaférhet6k rekonstitucids illetve mutagenezis viszgalatok.

A Jelolt kimutatja' hogy a kdvésav, ferulinsav és ezek dihidro szdrmazékai valamint
egyéb transzporterek. Ezek transzportjdra szdmos fontos megdl|apitdst tett. A fenti
anyagok virdgkorukat élik, mint antioxiddns és gyulladds gadtlo természetes
molekuldk ' Ezért érdekes lenni tudni, hogy a jelélt dltal sejtekenvégzett transzport
vizsgdlatok, illetve a fenti molekuldk dllatokbdl, vagy emberbdl térténd lirtilési
paraméterei kozott milyen dsszefiiggés van.

Toébb in vivo vizsgalat is foglalkozott a kavésav, ferulinsav és szarmazékaik
trtlésével.

Patkanyban a 14C-jeldlt transz kavésavval tortént per os kezelés utan a
radioaktivitas 4,6%-a Uriil a széklettel, mig 68%-a a vizelettel (Omar és mtsai
2012 ] Agricult Food Chem 60:5205 Absorption). A vizeletben taldlhato
metabolitok jelentds része szulfat.

Egy kordbbi tanulmany jeloletlen ferulinsav patkdnyban toértént ordlis (po)
illetve intravénas (iv) alkalmazasakor a dézsinak mindossze 10,5 illetve 11,5%-
at taldlta a vizeletben, konkluziéjuk az volt, hogy a rendlis exkrécié a ferulinsav
illetve a kivalasztott mennyiség mintegy felét (po) harmadat (iv) Kkitevd
gliikkuronid trulésének nem a legfontosabb utvonala (Choudhury 1999 Free Rad
Biology & Med 60:5205). A latszolagos ellentmondas valdszinilileg onnan
szarmazik, hogy a Choudhury tanulmany nem vizsgalta a ferulinsav-szulfat
szinteket, amik az Omar tanulmany szerint tobb mint 10-szeresei a kivalasztott
glitkuronid mennyiségének.

Az elvégzett klinikai vizsgalatok is azt mutattak, hogy a vizeletbe torténd
kivalasztds a f6 utvonal (Wong et al. 2010 ] Nutr Biochem 21:1060).
Megallapithato tehat, hogy a kavésav, ferulinsav és szarmazékaik iriilése
els6sorban rendlisan torténik. Mindez igazolja in vitro eredményeink
relevanciajat.

A publikalt specificitas vizsgalatok is korrelalnak a mi adatainkkal abban, hogy a
vizeletben a plazma szintekhez mérten sokszor nagyon jelentésen megnovekszik
a szulfat illetve glukuronid metabolitok mennyisége (Stalmach et al. 2009 Drug
Metab Disp 37:1749).

eV

(szekréciés komponens a rendlis iiriilésben, transzporter expresszié IVIVC,
fehérjekotés, stb.) alapulé modellezési vizsgalatok adhatnanak valaszt, ahogy az
altalunk megfigyelt regioszelektivitasra vonatkozdan is. Illyen vizsgalatokat a
szakirodalom publikus szektordban nem talaltam.
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Mitokondriumban is vannak ABC transzporterek mint pl. ABCGZ2, sot bizonyithatd,
hogy mitokondridlisan lokalizdlt P-glikoprotein (ABCBI/MDRI) is azonosithato
(Exp Eye Res. 2013 Jan;106 47-54. Mitochondrial localization of P-glycoprotein and
peptide transporters in corneal epithelial cells--novel strategies for intracellular
drug targeting. Barot M1, Gokulgandhi MR, Pal D, Mitra AK.). Az is ismert, hogy a
transzport esszékben haszndlt Calcein-AM is bejut a mitokondriumba és ott
fluoreszcens calceinné alakul' mely tébbnyire csak a mitokondridlis
permeabilizdcié sordn tud onnét kijénni. Ismert tovdbbd, hogy a gydgyszer
molekuldk jelentds részében taldlhatd pozitiv delokalizdlt toltés, amely miatt
mitokondridlis membrdnpotencidl fiiggoen bekertilhet a mitokondriumba' és ez
afolyamat befolydsolhatja a sejtbél torténd eltdvolitdsukat. Igy felvetédik a kérdés,
hogy a transzporterek mitokondrium membrdn/plazma membrdn megoszldsa
milyen hatdssal lehet a kolénbézo gydgyszer molekuldk setbdl térténd
eltdvolitdasdara? Illetve a transzporterek két membrdn rendszer kézti megoszldsa
(mitokondrium membrdnlplazmamembrdn), és ennek anomdlidi okozhatna-e
egészségiigyi problémdt? Vannak-e Onnek adataiyvagy ismer-e ide vonatkozé
irodalmi adatokat?

A mitokondrialis membran potencial (Modica-Napolitano és mtsai 2001 Adv
Drug Deliv Rev 49:63) lletve a citoplazmatikustél kiilonb6z6
intrakompartmentdlis pH (Duvvuni és Krise 2005 Front Biosci 10:1499) valéban
vezethet gydgyszerek sejten beliili kompartmentalizaciéjahoz.

Intracellularis kompartmentek membranjaiban expresszalédd transzporterek
szintén befolyasoljak a gydgyszer szekvesztraciot. A mitokondriumok
rendelkeznek rezidens ABC transzporterekkel mint az ABCB6, ABCB7, ABCBS8 és
ABCB10 (Zutz és Mtsai 2009 BBA 1787:681). A kérdés azokra a transzporterekre
vonatkozik, melyeket alapvet6en plazma membran rezidens transzportereknek
tekintiink, de expresszidjuk megfigyelheté intrecellularis organellumok
membranjaiban is. Az ABCB1 és az ABCG2 ilyen traszporterek. A tény, hogy a
harmadik MDR-ABC transzporter, az ABCC1 mitokondrialis lokalizaciéja szintén
leirasra keriilt (Roundhill és Burchill 2012 Br J Cancer 106:1224) mar utal arra,
hogy ezen transzporterek mitokondrialis lokalizacidjanak lehet k6ze a multidrog
rezisztenciahoz. Mindharom MDR-ABC transzporter expresszidja a rezisztens
sejtekben kifejezettebb volt. Ugy az ABCG2 mint az ABCB1 mitokondrialis
exporterek (Kobuchi és mtsai 2012 Plos ONE 7:e50082, Barot és mtsai 2013 Exp
Eye Res 106:47), bar az ABCB1l-et mitokondrialis importerként is leirtak
(Munteanu és mtsai 2006 Biochem Pharmacol 71:1162). Az ABCC1 is
mitokondrialis exporterként keriilt leirasra, bar egyértelmii adatok nem kertltek
bemutatasra (Roundhill és Burchill és mtsai 2012 Br ] Cancer 71:1162).

Egyértelmi az 0Osszefliggés a fenti efflux transzporterek mitokondrialis
tulexpresszidja és a gydgyszerrezisztencia kozott a profarmakon 5-
aminolevulinsav (5-ALA) alapu fotodinamias kezelés esetében, ahol az aktiv
agens a protoporfirinogén IX (PplX) szintézisének befejezésére a
mitokondriumban Kkeriil sor, és az ABCG2 funkci6 gatldsa megnovekedett
intramitokondrialis PpIX szinttel jar (Kobuchi és mtsai 2012 Plos ONE
7:¢50082). Tovabba, a mitokondrialis PpIX lokalizacié fotodinamias kezelés
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hatasara megnovekedett toxicitast eredményez bizonyos sejtvonalakban (Ji és
mtsai 2006 ] Photochem Photobiol B 84:213).

Citoplazmas és sejtmagbeli tamadaspontu citosztatikumok esetében a
megnovekedett  mitokondridlis  expresszi6  kovetkeztében  csokkent
mitokondrialis szekvesztracié nem teszi magatdl értet6d6vé a megnovekedett
rezisztenciat, bar a sejtbdl valo teljes eltavolitashoz val6szintileg hozzajarul. Volt
olyan feltételezés, hogy a lizoszomadlis szekvesztraci6ja a topoizomerdz 1
inhibitor gimatecannak hozzajarul egy elhuzédé expozicidhoz, és a DNS torések
perzisztenciajadhoz (Croce 2004 Biochem Pharmacol 67:1035).

A legmarkansabb példa a transzporterek és szubsztratjaik szubcellularis
lokalizaciéjanak illetve szekvesztraciéjanak jelent6ségére az
SLC29A1(ENT1)/Slc29a1(Ent1), ekvilibrativ nukleozid transzporter 1, egy influx
transzpoter kapcsan Keriilt lefrasra. A fialuridin (FIAU) SLC29A1/SIc29a1l
szubsztrat. A tizenot FIAU-val kezelt, hepatitis B fert6zott betegek jelentds
hanyada  mitokondridlis  hatdsmechanizmusu  tobbszervbeli  toxicitast
(hepatotoxicitas, pankreatitisz, neuropatia, miopatia) mutatott (McKenzie és
mtsai 1995 N Engl ] Med 333:1099). A legsulyosabb majkarosodast mutaté hét
betegbdl 6t elhunyt. A maradék kettd életét majtranszplantaci6 mentette meg.
Kideriilt, hogy emberben az SLC29A1 expresszalddik a mitokondriumban (Lai és
mtsai 2004 ] Biol chem 279:4490), ahol az oda transzportalédott FIAU
foszforilalédik a mitokondrium specifikus timidin-kindz 2 altal. A tovabbi
foszforilaciok soran keletkezd trifoszfat a DNS polimeraz-gamma gatlasa altal
fejti ki mitokondrialis toxicitasat (Colacino és mtsai Antiviral Res 29:125). A
ragcsalé ortoldg, Slc29al nem expresszaléodik a mitokondriumban, igy a
preklinikai vizsgalatok soran nem tapasztaltak mitokondrialis toxicitast (Lee és
mtsai 2006 ] Biol Chem 281:16700). A fajspecifikus transzporter profil dramai
példaja ez.

Ujra megkoszonom a kritikai észreveételeket, a kérdéseket, amik munkam
tovabbgondolasara inspiraltak, és természetesen azt, hogy dolgozatomat
nyilvanos védésre érdemesnek tartotta.

Budaors, 2014. augusztus 8.

Tisztelettel,

Krajcsi Péter



