Valasz

Dr. Sumegi Balazs opponensi véleményére

Nagyon koszondm Dr. Stimegi Baldzsnak, hogy elvéllalta doktori értekezésem
biralatat, ¢s hogy munkamat pozitivan értékelte. Koszondom tovabba kérdéseit, amelyek
gyakran tulmutatnak a bemutatott kisérleti eredményeken.

A felvetett kérdéseire a kovetkezoket tudom valaszolni.

1. Kkérdes: hogyan befolyasoljak a koleszterin eltavolitasban szerepet jatszo
transzporterek (pl. az ABCG1 és ABCG2) a lipid raftok kialakuléasat illetve a benniik 1évo
receptorok mitkodését?

Vélasz: az altalunk vizsgalt transzporterek koziil az ABCG2 transzportaktivitasat
ugyan fokozza a membran koleszterintartalma, azonban azt nem sikeriilt kimutatni eddig
sem nekiink, sem masoknak, hogy az ABCG2 esetlegesen koleszterint transzportalna. A
masik emlitett transzporterrel, az ABCG1-gyel kapcsolatban azonban nagyon is jogos a
feltételezés, hogy a hozzd kapcsolédd koleszterin kidramlds miatt a lipid raftok
Osszetételére befolydssal van, €s ezzel a raftokban elhelyezkedd receptorok miikddését is
modositja. Mi magunk ugyan nem vizsgaltuk ezt a kérdést, azonban az irodalombol
rendelkezésre allnak olyan adatok - els6sorban knockout egerekkel végzett kisérletek -,
melyek szerint az ABCG1 hidnya noveli a membranok koleszterin tartalmat és a raftok
méretét. Ezzel parhuzamosan megfigyelhetd a ABCG1-deficiens egerek makrofagjaiban
bizonyos, raftokhoz kapcsolodd szignalutak (pl. TLR2/4 ¢és Myd88) felerésodése. Ezzel
Osszhangban mas rendszerben azt mutattdk ki, hogy az ABCGI1 expresszidjanak
novekedésével parhuzamosan csokken a raftokhoz kapcsoloddo AKT-talélési szignalut, ami
végiil apoptdzishoz vezet. A legnagyobb - és tovabbra is megvalaszolatlan - kérdés ezekkel
a vizsgalatokkal kapcsolatban, hogy mennyire specifikusak ezek a folyamatok, hogy
ténylegesen az ABCG]1 transzportaktivitasahoz kothetdk ezek a valtozasok, vagy csak
tavoli kovetkezményei az ABCGI1 éaltal kivaltott sejten beliili (pl. apoptotikus)
folyamatoknak.

A fentieken kiviil feltétleniil meg kell emliteni ebben a tekintetben egy harmadik
ABC transzportert, az ABCA1 fehérjét is, ami a HDL eldallitdsanak kezdeti 1€épésében, a
koleszterin apoA-I-re torténd exportjaban jatszik meghatarozé szerepet. Ezen transzporter
¢s a lipid raftok kolcsonhatasanak kérdésében a rendelkezésre allo irodalmi adatok

rendkiviil szertedgazoak és ellentmondasosak. Ugyan a transzporter valosziniileg inkabb a
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rafton kiviili membranrészben helyezkedik el, mégis hatassal van a raftban 1évo
koleszterinre. Errél a transzporterrdl is leirtdk, hogy az LPS-re adott gyulladasos
szignalutat (TLR/4-Myd88) a lipid raftokon keresztiil negativan befolyésolja.

2. kérdés: szerepet jatszik-e az ABCGI1 a koleszterin exporton tal a foszfatidil-
szerin exportjaban is? A makrofagok apoptézisaval kapcsolatban felvetddik a kérdés, hogy
a transzporterek aktivacidja szerepet jatszhat-e betegség kialakuldsédban, vagy a tiinetek
sulyosbodésaban.

Véalasz: ugyan logikus a feltételezés, hogy az apoptotikus folyamatokban az
ABCGI esetlegesen a foszfatidil-szerin kiforduldsaban jatszhat szerepet, de sem nekiink,
sem masoknak nem sikeriilt eddig specifikus kdlcsonhatast megmutatni az ABCG1 és a
foszfatidil-szerin ko6zott. Irodalmi adatok arra utalnak, hogy az ABCGI1 a koleszterinen
kiviil szfingomielin és foszfatidil-kolin transzportjdban is részt vesz, sét szdmos oxidalt
szterin €s a koleszterin anyagcsere kiilonbozé intermedierjei is szerepelnek az ABCGI
feltételezett szubsztratjai kozott. Laboratériumunkban jelenleg is folytatunk olyan
funkcionalis vizsgalatokat (ATPaz és transzport méréseket), amelyekkel valaszt szeretnénk
talalni az ABCGI és a kiilonboz6 lipidmolekulak kozvetlen kdlcsonhatésaira.

A kérdés masodik felére valaszolva elmondhat6, hogy a makrofagok apoptdzisa
leginkdbb az ateroszklerdzissal és annak kovetkezményeivel, a szivinfarktussal és az
agyérkatasztofaval hozhatd Osszefliggésbe. Az ateroszklerotikus 1éziok tekintetében a
makrofagok apoptdzisa kettds karakterrel jellemezhetd. Irodalmi adatok arra utalnak, hogy
a korai 1ézidkban az apoptotikus makrofagok kedvezd hatastiak, a plakk novekedését
gatoljak, illetve a 1€zi6 stabilitdsat novelik. Ezzel szemben az eldrehaladott 1€zioban,
amikor a fagocitotikus aktivitds meghatarozo tényezové valik, a makrofagok apoptozisa
elénytelenre fordul, mivel az tovabb csokkenti a fagocitotikus kapacitast. Hasonlo
kettosséget megfigyelhetink az ABCGI-deficiens egerekkel végzett kisérletekkel
kapcsolatban. Ellentmondo6 eredmények sziilettek, amikor ateroszklerdzis modell egerekbe
ABCGl-deficiens csontvel6t transzplantaltak: az ABCGIl-nek hol aterogén, hol
ateroprotektiv hatdsat tapasztaltdk. Egy szerkesztdségi levél ramutatott, hogy az
eredmények attol fliggben mutattdk a karos vagy védd hatast, hogy milyen fokt volt a
modellallatokban a hiperlipidémia. igy az altalunk bemutatott jelenség, hogy az ABCGI
apoptozist indukal makrofagokban, Osszetéve a makrofag-apoptozis kettds természetével,

Osszhangba hozza a latszolag ellentmondd in vivo eredményeket.



3. kérdés: érzékenyek-e az altalunk vizsgalt ABC transzporterek mono-ADP-
ribozra, és vajon ezek is reguldlhatok-e PARP aktivacio és gatlas altal, mint a P-
glikoprotein?

Vélasz: a tumorellenes szerek fejlesztésénél egy megkeriilhetetlen kérdés, hogy a
drogrezisztencia hatterében allo fehérjékkel kolcsonhatasba 1ép-e az illeté drog, és hogy
milyen a kolcsonhatds jellege: gatolja-e, szubsztratja-e, vagy esetleg befolyasolja-e a
fehérje expressziojat. Bar a PARP témateriileten tobb kozlemény foglalkozik a PARP
inhibitorok ¢és a P-glikoprotein kolcsonhatdsaval, mint példaul a napokban a TIPS
folyoiratban megjelent dsszefoglald kozlemény (Chiarugi A., TIPS-925, E-Pub), a legtobb
vizsgalat kizardlag erre a transzporterre szoritkozik. Az altalunk vizsgalt ABC
transzporterekre vonatkozoéan ugyanakkor rendkiviil kevés adat all rendelkezésre ilyen
tekintetben. A P-glikoproteinnel kapcsolatban elmondhato, hogy aktivitdsat a mono-ADP-
rib6z gatolja - feltehetden a transzportfunkcidohoz sziikséges ATP kompetitiv
inhibitoraként. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy mas ABC transzportereket is hasonld
mechanizmussal gatolja az ADP-riboz, azonban erre vonatkozd kisérleti adatokat még nem
kozoltek. A PARP inhibitorokkal kapcsolatban pedig leirtdk, hogy indukaljdk a P-
glikoprotein expresszidjat, igy a drogellenes szerként alkalmazott PARP inhibitor két
értelemben is eldsegitheti a drogrezisztencia kialakulasat. Egyrészt a PARP gatlasa révén
csokkenti a transzportert gatld ADP-rib6z mennyiségét, masrészt a transzporter
expresszidjat fokozza. Megkeriilhetd azonban ez a probléma, ha a PARP inhibitort P-
glikoprotein gatldszerrel (pl. Tariquidar-ral) kombinacidban alkalmazzak.

A tobbi ABC transzporter tekintetében elmondhato, hogy nemrégiben megjelent
egy tanulmany, amelyben bemutattak, hogy emlétumor modellekben egy PARP inhibitor,
az olaparib (AZD2281) gyakran okozza a P-glikoprotein indukcidjat, ugyanakkor nem
tapasztaltdk az MRP1 (ABCCI1) expresszidjanak novekedését, az ABCG2 expresszidja
pedig csak néhény esetben emelkedett meg (Rottenber és mtsai. 2008. PNAS). Egy ujabb
kozlemény pedig azt irja le, hogy az ABCG2 expresszioja nem jarul hozzd az olaparib-
rezisztencidhoz (Zander ¢és mtsai 2010. Cancer Res.). Ezekbdl az adatokbol az a
kovetkeztetés vonhato le, hogy a P-glikoproteinnel kapcsolatos megfigyelések nem
altalanosithatoak, igy érdemes volna részletesebb vizsgalatokat folytatni a tobbi - elso-
sorban a multidrog-rezisztenciaban szerepet jatszo ABC transzporterek vonatkozasaban.

4. kérdés: az altalunk vizsgalt ABC transzporterek expresszidja is megné-e

PARP-1 KO sejtekben, vagy ezek expresszidja PARP-1 fliggetlen?
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Vélasz: a biralo altal emlitett kozlemény az ABC transzporterek koziil szintén csak
a P-glikoprotein expresszidjanak emelkedését mutatja be a PAPR-1-deficiens egerek
fibroblasztjaiban. Ez Osszhangban 4all azokkal a megfigyelésekkel, hogy a kiilonbozd
tumorokban a PARP inhibitorok a transzporter szintjének emelkedésével jarnak.
Elvégezték a PARP-1 knockout egérnek a teljes genomra vonatkoz6 expresszios
mintazatanak vizsgalatdit embrionalis Ossejtekben, illetve majsejtekben. Ebben a
tanulméanyban viszont sem a P-glikoprotein, sem a tobbi ABC-transzporter expresszids
szintjének véltozasa nem haladta meg a kétszeres koszobértéket. Igy felvetédik az a fontos
kérdéses, hogy vajon a PARP-1-nek és a PARP inhibitoroknak az ABC transzporterek
expresszios szintjére gyakorolt hatdsa mennyire sejttipus-fiiggé, €s melyek azok a

sejttipusok, ahol ez a megfigyelés jelentdséggel bir.

Még egyszer szeretném megkoszonni Dr. Stimegi Baldzsnak munkdjat, valamint

disszertaciom pozitiv értékelését. Kérem valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2011. november. 25.
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