SOLVO

Valasz Dr Szabé Gabor egyetemi tanar biralatara

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

K6szonom, Szabd professzornak hogy értekezésemet nagy alapossaggal atnézte,
Kérdései eddigi eredményeink tovabbgondoldsdhoz  vezettek, ami
mindenképpen tanulsaggal jart.

Valaszaimat feltiintetem a biralatban megjel6lt hibat / feltett kérdést.

Valaszok a hibakkal kapcsolatos megjegyzésekre:
A 13. tabldzat tartalma, a kisérd sz6veg és az abraszéveg nem teljesen fedi egymadst.

Valdban. Az abraalairds pontatlan: az egér Abcbll esetében a VT gatlasban TCDC volt a
szubsztrat, ahogy az —helyesen- a relevans kézleménylinkben is szerepel (Kis és mtsai 2009 J
Biomol Screening 14:10, 1. tablazat)

A 14. tabldzat az eredeti kbzlemény nélkiil nem értheté.
Valéban, az dbraalairasbél kimaradt az N és Y roviditések jelentése.

A 12-es abra (felcserélt paneljeinek egyike) két gérbét mutat, ,,aktivitds” és ,gdtldas” felirattal
megklilbnbéztetve — a két gorbe jelentését illetéen a Szerz6 magdra hagyja az olvasot.

Ismét helyt kell adnom a kritikai észrevételnek hiszen a két dbra rosszul lett asszignalva.
Tovabb3, bar a metodikai fejezet leirja az ABCG2 ATPaz esszét (55. old, 56. old 6. tablazat),
az olvasoé dolgat megkdnnyitette volna, egy részletesebb abraaldiras.

A 19-es dbra betét dbrdja tengely feliratai nem olvashatok nagyitéval sem.

Valéban a kifogasolt dbra a két szubsztrat (LTC4, CDCF) transzportra elkészitett Hill
abrazolds, ami mindkét szubsztratra 1-hez kozeli meredekségl gorbét adott.

Az 5. dbrdn a transzportereket kétféle szinli kér szimbolizdlja — pl. a BBB P-gp piros, a BCRP
kék. Nem deriil ki, hogy ennek van-e, ill. mi a jelentésége.

Az dbra az ITC (International Transporter Consortium) ugynevezett , white paper”-ébdl lett
kimasolva, ahogy az hivatkozva van (Giacomini és mtsai 2010 Nat Rev Drug Discov 9:215). A
pirossal jeloltek a tesztelésre ajanlott transzporterek. Az dbraba a P-gp (ABCB1) illetve a
BCRP (ABCG2) minden(t piros korrel lett szimbolizalva, mivel mindkét transzporter szerepel
a tesztelésre ajanlott transzporterek listajan.

A 9. dbrdval kapcsolatban emliti, hogy a koleszterin potencirozds mind az ATPdz esszében,
mind a vezikuldris transzportban megfigyelheté és a két aktivitds koleszterin filiggése
korreldl. Az abra a szubsztrdtként vizsgdlt 6sztron-szarmazék transzportjat (A,B) és vanadat-
szenzitiv ATPdz aktivitdsat (C,D) mutatja, koleszterin-moduldlds mellett és anélkiil. A linedris
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(A,B) és logaritmikus (C,D) dbrdzolds kiilbnbsége okozhatja, hogy ez a korreldcié az dbrdn
nem szembeitlé.

Ez az dbra csak kvalitativen mutatja a korreldcidt, azaz a magas koleszterin tartalmu
membranok (feltoltott MXR-Sf9 és nativ MXR-M) az ATPaz és a VT esszékben is nagyobb
aktivitast mutattak, mint az alacsony koleszterin tartalmi membranok (nativ MXR-Sf9 és
depletalt MXR-M). Tehat a kijelentés csak az aktivitasra, és nem a potenciara vonatkozik. Egy
kvantitativebb Osszefliggést is prezentdltunk a relevans cikkiinkben az MXR-Sf9 rendszerre
(Pal és mtsai 2007 J Pharmacol Exp Therap 321:1085, 8. abra). Itt azt talaltuk, hogy egy
bizonyos membran koleszterin tartomanyban az ATP3az és a VT aktivitas is linearisan fluggott
a koleszterin tartalomtdl, bar a gorbék meredeksége valamelyest kiilonbozott. Ezek a
vizsgalatok is csak az aktivitdsra vonatkoztak (egy koncentracional néztik) 6sztron-3
szulfatot (VT) és szulfaszalazint (ATPaz) haszndlva szubsztratként. Mivel a korrelacié az ATPaz
esszé fontossagat validalé megfigyelés volt, ezt az abrat szerepeltetnem kellett volna a
disszertaciomban.

Tovabbi kritikai megjegyzés: az idézett dllitdsok, adatok nem minden indokolt
esetben tdmaszkodnak irodalmi hivatkozdsokra, a nagyszdmu, kb. 300 idézett
referencia dacdra.

A disszertacié egy sok kisérleti munkat fed le, és egy meglehetdsen szertedgazo
teriiletet. Ugy a prezentalasra keriild adatok mind a referenciak vonatkozasaban
korlatozé dontéseket kellett hoznom, hogy a rendelkezésemre all6 informaciék
szerint  szokasosnak  tekinthet6  mérettartomanyban  maradjak a
disszertaciommal. A dontések nem mindig sikertiltek optimalisan.

Valasz a kérdésekre:

Ciklodesztrineket haszndltak koleszterin kivondsdra ill. bevitelére. Az eljdrds pontos
paramétereit a metodikai fejezetben leirva nem taldltam. Mdr néhdny mM-os cc.-ndl
lényeges lehet ezen kezelések toxicitdsa. Pl. a 10-es dbra hatdsai esetében mérlegelendé ez a
lehetdség. Tovdbbd: volt-e mérési tapasztalat a koleszterin feltéltés hatdsossdgdra
vonatkozéan?

A membranok koleszterinnel val6 feltoltése és az emlds sejtekbdl preparalt
membranokbdl valé koleszterin kivonasnak a leirasa valéban nem szerepel a
disszertacié metodikai fejezetében. Els6sorban azért, mert az eredményeket sem
mutatom be. A dolgozatban kdvetem a publikaciés stratégiankat, miszerint a
masodik publikacidval kezd6d6éen a membranokat a Solvo Biotechnologiai Zrt-
t6l megvasarolhaté kész reagensként prezentaljuk.

A koleszterin toltés illetve extrakcio sejteken és membranokon is elvégezhetd. A
kezelések rovidsége miatt a toxicitas els6sorban a membran integritas
elvesztéseként jelenik meg, amit sokan a membran fehérjéknek a pufferben valo
megjelenésével jellemeznek (Yunomae 2003 FEBS Lett 536:225). Ezeket a
vizsgalatokat mi is elvégeztiik, és nem talaltunk western blottal jelentds
transzporter rilizt. Mas csoportok propidium jodid festéssel kapott adatai nem
arulkodnak a membran integritds dramai elvesztésérdl, de mutatnak sejtvonal
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fliggést (Telbisz és mtsai 2007 Biochem Biophys Acta 1768:2698; Fenyvesi és
mtsai Eur ] Pharm Sci 34:236). A tizes dbraban human, patkany és egér ABCB11 /
Abcb11-et expresszaltunk Sf9 illetve koleszterinnel téltott Sf9 membranokban. A
relevans kozleményiinkben publikalt adatok szerint (Kis és mtsai 2009 Drug
Metab Disp, 1. dbra) a koleszterin t6ltés egyediil a patkany Abcb11 membranban
okozott western blottal detektalhatd csokkenést a transzporter expresszidban.
Az adatok kiértékelésénél ezt azonban korrekciéba vettiik.

A koleszterin feltoltés és extrakcio idofliggését és koncentraciofiiggését
meghataroztuk (Pal és mtsai 2007 ] Pharmacol Expt Therap 321:1085, 3. 4bra). A
feltoltési paramétereket ugy hataroztuk meg, hogy azok gyartasra alkalmas
eljarast eredményezzenek, és a membran koleszterin fiziologiasan is relevans
tartomanyban legyen. A feltoltés végén MCF7 sejtek atlagos membran
koleszterintartalmanak megkozelitéen kétszeres koleszterintartalmi membrant
kaptunk, ami nagyjabdl megfelel a detergens rezisztens koleszterin gazdag
membranfrakcidok koleszetrintartartalmanak (Knorr és mtsai 2009 ] Cell Sci
122:1584), illetve kozelit ahhoz (Carrasco és mtsai 2010 Br ] Pharmacol
160:355). Azt nem vizsgaltuk, hogy a ciklodextrin molekuldkba csomagolt
koleszterin mekkora hanyada transzferalédott a membranba/sejtekbe.

A 11. tabldzat adatai szerinti differencidk a vizsgalt hdrom faj ABCB11 transzporterének alap
kM és vmax/kM értékeiben mutatnak-e korreldciot a vizsgdlt sejtjeinek membrdnja
koleszterin tartalmdval? Ugyanebben a tdbldzatban a humdn ABCB11 glikokenodeoxikoldt
szubsztrdtra kapott kM értéke a koleszterin dus membrdn kérnyezetben 1.7-rél 4.3 uM-ra né,
mig vmax/kM értéke ugyanekkor egydltaldn nem vdltozik. Ez mintha ellentmondana azzal a
megadllapitdsdval, hogy a kM értékekhez képest a vmax/kM értékek mutatnak ésszefiiggést a
koleszterin hatdssal. Tovdbbd: ha utobbi megadllapitds a kivételek dacdra a trend, ez a trend
vajon milyen mechanizmusra - a koleszterin milyen szubsztrdtkétési kM-tél fiiggetlen
hatdsdra - vezethet6 vissza?

Az intrinszik klirensz, a Vmax/Km hanyadosa, fontos ADME/farmakokinetika
paraméter, a Kkatalitikus hatékonysag jellemzésére is hasznaljak. A
glikokenodeoxikolat (GCDC) szubsztrat esetében -szemben a tobbi vizsgalt
szubsztrattal- a Km értékek koleszterin feltoltés hatisara torténd, a Vmax-al
parhuzamos emelkedését és ennek kovetkeztében az intrinszik klirensz
valtozatlansagat a dolgozat alapjaul szolgalé kézlemény (Kis és mtsai 2009 Drug
Metab Disp 37:1878) 1884. oldalan emlitettiik, mint kivételt. Feliiletesség illetve
az a tény, hogy ABCG2-re is a Km érték valtozatlansaga mellett a Viax értékek,
kovetkezésképp az intrinszik klirensz membran koleszterin tartalom ndvelés
hatdsara torténd emelkedését allapitottuk meg (Pal és mtsai 2007 JPET
321:1085) hozzajarulhatott a hibahoz. Mindenesetre, ABCB11 medialt taurokolat
(TC) transzportra a kovetkeztetést (valtozatlan Km és emelkedett Vimax) Guyot és
mtsai (2014 Mol Pharmacol 85:909) egy egészen a kozelmultban kozolt
cikkiikben megerdsitették. A GCDC-re altalunk megfigyelt adat ugyanakkor
helytall6, hiszen mindharom fajb6l szarmazdé transzporter esetében
megfigyeltiik.
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A koleszterinnek az ABC transzporterek kinetikajara kifejtett hatasat tobb
transzporteren is vizsgaltdk. Az intrinszik klirensz a legtobb vizsgalt esetben
emelkedik koleszterin felt6ltés hatasara, az individualis paraméterek (Km, Vimax)
azonban kiilonb6z8képpen, egymastol fliggetleniil valtoznak/valtozhatnak. Egy
tanulmany szerint a proteoliposzémaban mért ABCB1 ATPaz K értékek az 500-
as molekulasuly alatti tartomanyban csokkentek a Vmax értékek valtozatlansaga
mellet, mig a 800-as molekulatomeg fo6lotti tartomanyban a Ky valtozatlan
maradt (Kimura és mtsai 2007 Biochem ] 401:597). Az elmélet, a koleszterin fill-
in modell szerint kis szubsztratok esetén a koleszterin a szubszratkot6 régiohoz
kotédve alloszterikus aktivatorként segiti a szubsztrat bekotését mig nagy
moltdmegl szubsztatok esetén nem figyelhet6 meg ilyen hatas (Kimura és mtsai
2007 Cancer Sci 98:1303). Ezt a megfigyelést, sokszor ugyanazokra a
szubsztratokra és aktivatorokra mas tanulmanyok ugyanazon (Rothnie és mtsai
2001 Eur Biophys ] 30:430) vagy mas modszert hasznalva (Eckford és mtsai
2008 Biochemistry 47:13686) nem mindenben tamasztottak ald. Az ABCC2 és az
ABCB11 transzport kinetikajanak koleszterin filiggését vizsgalva azt talaltak,
hogy a Vmax és az intrinszik klirensz értékek mindkét transzporter esetében
emelkedtek (Guyot és mtsai 2014 Mol Pharmacol 85:909). Mig azonban az
ABCC2 esetében a K értékek a molekulatomegtdl fiiggetleniil csokkentek a
koleszterin feltoltés hatasara, addig az ABCB11 eseténben ez nem volt
megfigyelhetd. A szerz6k megfigyeléseiket azzal magyaraztak, hogy a széles
szubsztratspecificitdst mutaté ABCC2 kooperativ kinetikat mutat6 transzporter,
mig az ABCB11 nem.

Osszefoglalva, nincs olyan szabdly, amely egyértelmiien érvényes lenne minden
transzporterre. Ugyanakkor, a GCDC-re altalunk megfigyelt szimultan K, €s Viax
novekedés sajatsagos. A Km névekedést magyarazhatja a koleszterin gatlé hatasa
a GCDC membranba torténd inzercidja és / vagy a kotShelyre valo kotddés
szintjén. Mig a Vmax novekedése lehet a koleszterin transzporter aktivitdson
kifejtett potencirozé hatasanak kovetkezménye. ABCB1 esetében van példa arra,
gazdag mikrodoménekhez (Fenyvesi és mtsai 2008 Eur ] Pharm Sci 34:236). Ami
jelentheti ,aktival6” fehérje - fehérje kolcsonhatasok kialakitasat, ezzel a
transzport sebesség esetleg Ki-t6l fliggetlen novekedését. Az ABCB11 is ko-
lokalizalédik a caveolin-1 fehérjével, valamint majspecifikus tulexpresszidja a
caveolin-1 fehérjének a biliaris epesd kivalasztas mintegy 40%-os emelkedésével
jart az ABCB11 expresszidjanak megvaltozasa nélkiil (Moreno 2013 Hepatology
38:1477).

Ami a kozvetlen koleszterin - transzporter kolcsonhatast illetii, feltételezhetd,
hogy a transzporterek érzékelik a koleszterin jelenlétét. Kozvetlen koleszterin
kotést mutatdé megbizhaté adatokat nem talaltam. Telbisz és munkatarsai
ugyanakkor mutagenezissel két olyan régiét is azonositottak az ABCG2 fehérjén,
amelyek koleszterin szenzorként funkcionalnak (Telbisz és mtsai 2014 Drug
Metab Dispos 42:575).

Osszefoglalva, a koleszterin feltehetéen a transzporter fehérje modulatoraként
noveli a transzporter az intrinszik klirensz értékét, ami a katalitikus hatékonysag
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jellemzdje. Mindez jelzi a fiziologidshoz kozelebb all6 lipid kornyezet
fontossagat.

A calcein-AM intravezikuldris retencidja — melynek mechanizmusdt mdig nem tisztdzottként
jellemzi - nem magyardzhato-e egyszeriien az acetoximetilészter hidrofobicitdsdval?
Ugyanitt: a szachardzos kezelésnek mi a szerepe ezekben a kisérletekben?

A vezikularis retencié mechanizmusa a calcein-AM vezikuldris transzport
esszében maig nem tisztazott. Az intravezikularis calcein-AM felhalmozodasa
ellen az szol, hogy a reakcid leallitasa utan az anyag nem folyik ki a vezikulabol
(Szerémy és mtsai 2011 ] Biomol Screening, 16:112, 2D 4bra). A calcein-AM
membranban valé felhalmozddasanak éppen a szachardzos kisérlet mond ellent,
tudniillik a felvétel ozmolaritasra érzékeny (noévekvé ozmolaritds mellett a
vezikulak zsugorodnak), jelezve, hogy transzportrél és nem csak kotédésrdl van
sz6 (Wilson és mtsai 1990 ] Anim Sci 68:583).

A seliciclib CDK gdtldészer 20. abrdn mutatott citotoxicitdsa nem ldtszik fliggeni a vizsgadlt
sejtek MDR1 stdtuszdtdl — a transzport adatokkal szemben. A dolgozatban is hangsulyozott
észlelet magyardzatdra a diszkusszioban felvetett alternativa mellett a vegyiilet esetleges
apoptogén (mellék) hatdsa felmeriil-e? Erre a lehetéségre vonatkozé mérvadonak ldtszo
irodalmat is taldltam (pl.: Josefsberg Ben-Yehoshua et al., Characterization of cyclin E
expression in multiple myeloma and its functional role in seliciclib-induced apoptotic cell
death. PLoS One. 2012;7(4):e33856).

A seliciclib profilja ~ABCB1 fliggd vektorialis transzport, és a transzporter-fiiggd
rezisztencia hidnya- latszélag ellentmondasos. Valdsagos jelenség nemcsak azért,
mert harom sejtvonalon is ezt kaptuk, hanem azért is, mert egy masik forrasbol
szarmaz6 MDCKIIMDR1/MDCKII paroson szintén ezt mérték (Cihalova és mtsai
2013 Plos ONE 8:e83467). Raadasul egy tovabbi CDK inhibitor az ABCB1 ATPaz
aktivator olomoucine II ugyanezt a profilt mutatta (Cihalova és mtsai 2013 Plos
ONE 8:e83467). Hozza kell tennem, - ahogyan a dolgozatban jeleztem- sem mi,
sem a masik csoport nem vizsgalta a sejt-asszocialt seliciclib mennyiségét.
Azonban feltételezhetd, hogy az ABCB1 fehérjét talexpresszalé sejtekben ez
alacsonyabb, mint a kontrollokban.

A vegyllet (seliciclib) valéban apoptogén. Ugyanakkor az MDCKII-MDR1
sejtvonal rezisztenciat mutatott mas apoptogén kemoterapias szerekkel
szemben (Rajnai és mtsai 2010 Drug Metab Dispos 38:2000 4. abra). A seliciclib
apoptogenitasa akkor magyardzza a megfigyelt jelenséget, ha olyan pro-
apoptotikus fehérje funkcidk, mint példaul a p53 melyek kritikusak a seliciclib
citotoxicitasahoz (Slocvackova és mtsai 2012 Neoplasma 59:606) fokozott
aktivitast mutatnak ABCB1 tulexpresszalo sejtekben. Ilyenre van irodalmi adat
(Lecureur és mmtsai 2001 Oncogene 20:303; He és mtsai 2010 Int ] Mol Ssci
11:3309), de van ellenpélda is (Karwatsky és mtsai 2003 Biochemistry
42:12163). Felvetésiink, hogy az ABCB1 effluxalja a seliciclibet, de egyben
érzékenyit is a seliciclib citotoxicitdsra, dontéen azon alapul, hogy az ABCB1-et
tulexpresszal6 MCF7 sejtek erzékenyebbek voltak a seliciclib citotoxicitasra
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(jarulékos érzékenység / collateral sensitivity) mint a vad tipusu sejtek egy
publikalt tanulmany szerint (Cappellini és mtsai Cell Cyle 8-9:1421).

A 29 C dbrdn calcein esszé adatok Idthatok. FeltlinG, hogy a vizsgdlt anyagok nagyobb
koncentrdcioban az ATPdz esszékben megszokott relativ gdtldst mutatjdk — vagyis a
koncentrdcio-fiiggés harang gérbe jellegii. Ez hogyan magyardzhatd?

Altalanosan elfogadott, hogy a calcein esszé lefelé hajlo aga, ami a gatlas
csokkenéseként jelentkezik a vizsgalt vegyiilet a calcein AM-t calceinné alakitd
észterazokon Kkifejtett gatlé hatasanak tulajdonithaté (Schwab és mtsai 2003 |
Med Chem 46:1716).

Meglepett a VT esszékben haszndlt magas CsA koncentrdciéo (100 uM). Miért van erre
sziikség?

A CsA gatldss az ABCB11/Abcb11 esszékben valtozd, és szubsztrat-fiiggd
potenciaju - patkdny ABCB11 esetében GCDC-re az ICso 23,85 uM (Kis és mtsai
Drug Metab Dispos 37:1878, 2. tablazat). Tapasztalataink szerint a CsA-nak
ebben a koncentracibban nem tapasztaltunk nem-specifikus (gatld, fluidizalo,
membran roncsold) hatdsa, igy ez lehet az oka, hogy olyan koncentraciét
hasznalunk, ami az esszék egy széles korén alkalmazhato.

Végezetlil megkoszondm Szabd professzornak a magam és a Solvo ADMETox
tertilethez val6 hozzajarulasat elismerd szavait és palydzatom tdmogatasat.

Budaors, 2014. augusztus 8.
Tisztelettel,

Krajcsi Péter



