Valaszok Dr. Enyedi Péter Professzor kérdéseire

Mindenek el6tt szeretném megkdszonni Enyedi Professzor Urnak a részletes és igen pozitiv
hangvétel birdlatot. Kérdéseire a valaszokat alabb részletezem.

1/A cisztikus fibrozis viszonylagos gyakorisaga és a betegség sulyossaga érthetévé teszi, hogy
miért folynak génterapias és veliik parhuzamosan intenziv gyogyszeres probalkozasok a hibas
transzportfehérje funkcio helyreallitasara. Ez utébbiak a "korrektorok" ill. "potenciatorok"
a mutans gén altal kodolt fehérje mas-mas természetit hibajat célozzak meg. Vannak mar
klinikai fazisban is alkalmazott "potenciitorok'. Van-e esetleg olyan vizsgalat, ami ezeknek
(pl: Ivacraftornak (1,4-dihydroquinoline-3-carboxamide), vagy egyéb szernek) csatorna
kapuzasara Kifejtett hatasat elemzi a dolgozatban leirt részletességgel?

Az ivacaftor kapuzasra kifejtett hatasat tobb csoport is behatdan vizsgélta (Jih és Hwang,
2013, PNAS 110:4404-9; Kopeikin és mtsai., 2014, J Cyst Fibros 13:508-14; Wang és mtsai., 2014,
Br J Pharmacol 171:4490—4503). Bar vad tipusit CFTR csatornakon az ivacaftor is noveli a nyitasi
¢s csokkenti a zarddasi sebességet, a részletes hatasmechanizmus egyértelmiien kiilonbozik az
NPPB molekulaétol: a nyitasi sebesség gyorsitdsa itt nem az energiagatra gyakorolt "katalizator"
hatas, hiszen az ivacaftor a nem-hidrolitikus zar6das sebességét nem noveli, hanem csokkenti. A
kiilonb6z6 felvetett modelleket Gsszevetve az ivacaftor legvaloszinlibb hatdsmechanizmusa az O,
nyitott allapot szelektiv stabilizalasa lehet (mind a C;, mind az O, allapothoz képest).

Miért pont az NPPB molekula hatasat elemezték ennyire behatéan, amikor annak
egyarant vannak (eltéré végsé hatast eredményez6) porusblokkolo, ill. kapuzast befolyasolo
tulajdonsagai is.

Az NPPB-vel kapcsolatos eredeti kérdésfelvetéseink szigortian akadémikus, a
szerkezet/funkcid Osszefliggések jobb megértésére iranyuld kérdések voltak. Nevezetesen, arra
voltunk kivancsiak, hogy az NPPB molekula a csatorna zarddasat lassitd hatdsat a transzmembran
domének befelé nyitott allapotba torténd "visszabillenésének" (azaz az O,—C, 1épésnek) vagy az
ATP hidrolizisének (azaz az O;—O, [épésnek) akadalyozasan keresztiil fejti ki. (Miutan a drogrél
ismert volt, hogy bejut az intracellularis vesztibulumba, az elsd lehetdség is redlisnak latszott,
eredményeink azonban végiil a masodik elképzelést tamaszottak ald.) Amikor azonban az alacsony
aktivitasa (pl. AF508) csatorndkra gyakorolt stimulacié 6ridsi mértékére (10-20-szoros) fény deriilt,
vilagossa valt, hogy e hatdsmechanizmusnak akér gyakorlati jelentdsége is lehet — kiilondsen annak
fényében, hogy az egyetlen jelenleg a klinikumban is alkalmazott potenciator, az ivacaftor, nem
bizonyult hatékonynak a CF leggyakoribb formajanak kezelésében (Id. alabb), igy tovéabbra is
sziikség van 1j, hatékony potenciatorok fejlesztésére.

2/ Ismeretei szerint a '"corrector', ill. "potenciator" effektusok kozott van-e, és ha igen,
milyen az oOsszefiiggés. A mutans csatorniakra haté Kiilonbozo tamadasponti vegyiiletek
befolyasoljak-e egymas hatasait?

Logikusan feltételezhetnénk, hogy egy korrektor vegyiilet, ha egyszer helyrehozza a
szerkezeti hibakat, akkor a funkciot is helyreallitja, azaz potencidtor hatassal is fog birni. A
gyakorlat azonban ezt nem igazolta. A korrektorok hatdsmechanizmusa jelenleg nagyon kevéssé
ismert, egy résziikk valoszinlileg nem is kozvetleniil a CFTR fehérjéhez kotédve, hanem a sejt
chaperon rendszereinek befolydsolan keresztiil hat. Ezidaig legrészletesebben a klinikumban mar
hasznalt két vegyiiletet, a korrektor lumacaftort (Vx-809) és a potenciator ivacaftort (Vx-770)
vizsgaltak. A hossz(tavi lumacaftor kezelés ismeretlen hatdsmechanizmussal noveli a AF508
csatorndk sejtfelszini expresszidjat, de nem ndveli a csatorndk aktivitasat, azaz a lumacaftor
korrektor, de nem potenciator (Kopeikin €s mtsai., 2014). Ezzel szemben, az akut ivacaftor kezelés
noveli a AF508 csatornak aktivitasat, azaz az ivacaftor potenciator (Jih és Hwang, 2013; Kopeikin
¢s mtsai., 2014; Wang ¢és mtsai., 2014), azonban a hosszatava ivacaftor kezelés egyenesen
csokkenti a AF508 csatorndk sejtfelszini expresszidjat, st lerontja az egyidejiileg alkalmazott



lumacaftor korrektor hatasat is (Cholon és mtsai., 2014, Sci Trans Med 6:246ra96; Veit és mtsai,
2014, Sci Trans Med 6:246ra97). Valosziniileg ez az "anti-korrektor" jelenség okozza az ivacaftor
klinikai hatdsanak hianyat a AF508 mutaciot hordozo CF betegekben.

3/ Az ABC transzporterek koziill az MDR és MRP csalad tagjai szamos, élettani és orvosi
terapias szempontbol is igen fontos szerepet jatszanak. Miikodésiik, az altaluk katalizalt
transzportfolyamatok kovetésére csak sokkal kisebb idébeli felbontassal van méd, mint ami
az akar milliszekundumos tartomanyban vizsgalhatd egy-csatorna aramok esetében
lehetséges. Erdekes felvetés, hogy a szerkezetileg rokon CFTR-en megismert
torvényszeriiségek esetleg modellként szolgalhatnak az MDR-MRP fehérjék mitkodésének
tisztazasahoz. Van-e a jeloltnek ismerete arrol, hogy éltek-e mar ezzel a lehetoséggel, tehat
modellként valo alkalmazasrol, ill. azon alapulé eredményrol/kovetkeztetésrol szamolt-e mar
be valaki?

Az ABC fehérjék sokasagat vizsgald csoportok altaldban odafigyelnek egymas munkajara,
¢és az egyes rendszerekben feltart torvényszeriiségek megtermékenyitdleg hatnak a tobbi rendszer
vizsgalatara is. Ez a kommunikacio a CFTR ¢és a tobbi ABC fehérje viszonylatdban is kétiranyt. A
CFTR fehérje szerkezeti vizsgalata rendkiviil nagy kihivas, és két évtized erdfeszitései ellenére sem
ismerjiilk a csatorna nagyfelbontdst térszerkezetét. Ezzel szemben tobb tucat ABC fehérje
térszerkezetét sikeriilt mar tobbféle konformacidban is meghatarozni: ezek a szerkezetek
templatként szolgalnak a CFTR térszerkezetének modellezésére. Ugyanakkor, a CFTR-en végzett
funkcionalis kisérletek fOleg az aszimmetrikus ABCC alcsaldd miikodésének modellezését,
értelmezését segiti. Példaul, a bakteridlis Tm287/288 aszimmetrikus ABC exporter ATP-mentes,
befelé nyitott konformdacioja kristalyszerkezetében (Hohl €s mtsai., 2014, PNAS 111:11025-30) az
inaktiv 1-es kotohely koriil az NBD dimer érintkezési feliiletei csak részlegesen nyilnak szét, ami
megfelel a CFTR-en végzett korabbi kisérleteink alapjan felrajzolt képnek (Szo611dsi és mtsai., J Gen
Physiol 2011, 137:549-62; Csanady és mtsai, 2013, J Gen Physiol 142:61-73). A Tm287/288
aposzerkezet értelmezésekor a szerzok a mi csoportunk munkdjara hivatkoztak.
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