Részletes szakmai zardjelentés

1. Human pluripotens ossejtek és ABC transzporterek

A projekt elsé évében, 2008-ban, elsérendii feladatunk a human embriondlis &ssejtek
tenyésztésre és differencialtatasara alkalmas laboratoriumi koriilmények megteremtése,
valamint az dssejt-tuladonsagokat €s a differencialodast jellemz6 markerek vizsgalatanak
beallitdsa volt. Ennek soran létrehoztuk az elsé hazai laboratoriumot, amely megfeleld
engedélyekkel rendelkezve alkalmas volt nemzetk6zi szinvonali human pluripotens
Ossejtbiologiai munkak végzésére (lasd Apati és mtsai, 2008). Mindez nélkiilozhetetlen
volt a membran-transzporter vizsgalatok eredményes folytatdsdhoz a teljes projekt soran.

Az 6ssejtek membran-fehérjéinek elemzéséhez kidolgoztuk a megfeleld sejtszeparald
modszereket. Vizsgéalatainkban parhuzamosan alkalmaztunk aramlasi citometrids és
fluoreszcens mikroszkopos rendszereket. Ugyancsak beallitottunk nagykapacitasu
kvantitativ. RT-PCR vizsgéalatokat az mRNS expresszios szintek meghatarozasa
érdekében. Az Ossejtekben 1) rendszert dolgoztunk ki a transzpozon-alapti génbevitelre,
annak molekuléris szintii kdvetésére és specidlis promoterek alkalmazéasara (Orban és
mtsai, 2009). Ennek sordn bizonyitottuk, hogy egy specidlis promdter rendszer
alkalmazasaval, amelyet “double feature” (“egyet fizet-kett6t kap”) rendszernek
neveztliink el, mind a nem-differencialodott Ossejtek, mind a kardiomiocita irdnyban
differencidlodott sejtek jol megkiilonboztethetok, kovethetdk és kivalogathatok. Ezt a
lehetdséget gyakorlati iranyultsagu projektekben is alkalmazni kezdtiik, mivel igy az
Ossejtekbdl nagy mennyiségben és hatékonyan valogathatok ki a differenciéltatas soran
nyert, gyogyszervizsgalatokra alkalmas emberi kardiomiocitak.

A projekt sordn igazoltuk, hogy a human embriondlis Ossejtekben az ABCG2
transzporter nagymértékben kifejezédik. A fehérje kifejezddése eldszor emelkedik, majd
jelentésen csokken a human embrionalis &ssejtek kezdeti differencialédasa soran.
Megallapitottuk, hogy az ABCG2 mRNS hasznalata is kiilonbozik a nem-
differencialodott Sssejtekben (Apati és mtsai, 2008). Osszehasonlitd vizsgalatainkkal
megallapitottuk, hogy a szadmos vizsgalt drog-transzporter fehérje koziil az ABCG2 a

human embrionalis dssejteken kifejezodd legjelentdsebb xenobiotikum transzporter. Az



Ossejtekben kifejez6dé ABC transzporterek tekintetében nemzetkdzi szintii vita alakult
ki, amelyben kiilonleges szerepet kapott a nagyérzékenységii modszerek megfeleld
hasznalata. Ebben a vitaban eredményesen megvédtiik korabbi allaspontunkat, és tovabbi
eredményekkel alatdmasztottuk az ABCG2 funkciondlis szerepét az emberi pluripotens
Ossejtekben (Sarkadi és mtsai, 2010).

A transzpozon-alapu génbevitel alkalmazasa Gjdonsagot jelentett az emberi pluripotens
Ossejtek genetikai modositasaban, €s 0 lehetdséget tart fel a pontosan meghatarozott
képiaszdmu és genomidlis helyzetli génbevitelre. Az ehhez kapcsolodd szakmai,
metodikai és kisérleti eredményeket angol nyelven egy folyoiratkozleményben (Kolacsek
és mtsai, 2011), és egy konyvfejezetben (Orban és mtsai, 2011) jelentettik meg. Atfogd
angol nyelvli kozleményt jelentettink meg a human pluripotens Ossejtek
gyogyszerfejlesztési és toxikoldgiai alkalmazasainak lehetdségérdl egy nemzetkdzi
folydiratban (Szebeni és mtsai, 2011).

Az 6ssejtek vizsgalatdhoz kapcsoldoddan, a kutatasok alapjan a témavezet6t meghivtak
az Eurdpai Gyogyszeriigynokség (EMA) keretében 2009-ben megalakult “Committee for
Advancad Therapies” (Fejlett terdpias készitményeket vizsgald bizottsag) nevil
szervezetbe, amelyben Londonban magyar delegatusként vesz részt a havi véleményezd
iiléseken. Mivel a bizottsadg jelentdés szakmai munkat is végez, a tevékenységet és a
kihivasokat ismertetd atfogd tanulmanyt, amelyben a témavezetd is szerzotars, a Nature

Reviews in Drug Discoveries folyoirat jelentette meg (Schneider és mtsai, 2010).

11. ABC lipid transzporterek vizsgalata

A lipid anyagcserében szerepet jatsz6 ABC transzporterek koziil az ABCGI és az
ABCAI1 transzporter vizsgalatdban értiink el eredményeket, amelyeket nemzetkozi
folyodiratokban kozoltiink. Ugyancsak sor keriilt ezen eredmények gyakorlati
alkalmazasara is.

Az ABCGI1 az ABCG alcsaladba tartozd, homodimerizaciot, illetve az ABCG4
fehérjével heterodimerizacidt mutatod transzporter. Munkank soran megallapitottuk, hogy
az ABCGI fehérje kifejezddése fontos szerepet jatszik a sejtek apoptozis-indukcidjaban,

valosziniileg a membran lipidek destabilizacidja révén (Seres és mitsai, 2008). Az



ABCG4 fehérje sejten beliili hatasat, a heterodimerizacio biokémiai és funkcionalis
jellemzoit jelenleg is vizsgaljuk, ezen a téren egy kozlemény el6készités alatt all.

Az ABCA1 membranfehérje az Apolipoprotein A-val 1ép kdlcsonhatasba €s a sejtekbol
torténd koleszterin eltavolitisban van fontos szerepe. Az ABCAI sejten beliili
lokalizaciojanak kovetésére 1) modszert (HA-epitop cimkézést) dolgoztunk ki. Igazoltuk,
hogy a fehérje funkcidja és membran lokalizacidja ebben az esetben megdrzddik, és a
cimkézett fehérje eredményesen alkalmazhatd gyogyszerhatasok vizsgalataban (Kasza et
al, 2010). Ez a munka jelenleg is folytatodik, elsdsorban gyakorlati, gydgyszervizsgalati

alkalmazasok tertletén.

1II. ABC multidrog transzporterek daganatokban ¢és daganat-ossejtekben —

Sfunkcionadlis vizsgalatok

A projektben kiemelten vizsgaltuk a gyogyszerek hatasaban, anyagcseréjében, az
ellentik kifejezddo rezisztencidban szerepld ABC transzportereket. Kovettiik a daganatos
sejtdifferencidlodas soran bekovetkezd molekuldris szintli valtozasokat, a gyogyszerek
hatdsa és anyagcseréje tekintetében részletes elemzéseket adtunk a transzporterek és a
drogok kolcsonhatasairdl. A kisérleti munka soran az ABCB1 (MDRI1, PgP) fehérjével,
¢s kiemelten az ABCG2 multidrog transzporter vizsgdlataval foglalkoztunk. Erre
elsésorban az adott motivaciot, hogy ma mar altalanosan igazoltnak tekinthetd az
ABCG2 kiemelt jelentésége a daganat-Ossejtekben kialakuld gyogyszer-rezisztencia
tekintetében (lasd Szakacs és mtsai, 2008, Arias és mtsai, 2011).

Az ABCG2 fehérje homoldgia alapon az ABCG alcsaladba sorolhato,
homodimerizaciét mutaté multidrog transzporter fehérje. A molekuléris szintii biokémiai
¢és funkcionalis vizsgalatok érdekében eldallitottuk és kifejeztettik az ABCG2 zold
fluoreszcens fehérjével (GFP-vel) cimkézett valtozatat. Igazoltuk, hogy mig a C-
termindlishoz kapcsolt GFP gatolja a fehérje miikkddését, az N-terminalishoz kapcsolt
GFP-nek nincs ilyen hatdsa — mind a funkcid, mind a membran lokalizadcié megdérzodik.
Igy az ilyen modon cimkézett fehérje alkalmas a pontos lokalizacio és a funkcio egyiittes

vizsgalatara (Orban és mtsai, 2008).



A GFP cimkézett fehérje egyediilalld lehetdséget biztositott a fehérje transzport
mechanizmusanak vizsgalatara is. Ebben a rendszerben sikertiilt elemezni €¢s matematikai
modellekkel Osszevetve igazolni, hogy az ABCG2 transzporter kozvetlenil a lipid
kettosrétegbdl tavolitja el az ott feldiisuld hidrofob drogot, a mitoxantront (Homolya és
mtsai, 2011).

Az ABCG2 multidrog transzporter molekularis atalakuldsainak vizsgélatara kiilonleges
lehetéséget adott az a korabbi felismerésiink, hogy a fehérje sejtfelszini epitopjaval
kolcsonhatasba 1épd monoklondlis ellenanyag (5D3) konformécio-fiiggd kolcsonhatast
mutat. Bizonyitottuk, hogy az 5D3 ellenanyag ABCG2-vel torténd kolcsonhatasa a
fehérjén beliili intramolekularis atrendezOdések fliggvénye, mig az ABCG2
homodimerizacié (vagyis az intermolekularis atrendez0dés) nem befolyasolja a
konformécios 5D3 epitdp valtozasait. Modellt alkottunk az 5D3 ellenanyaggal
kolcsonhatasba 16p6, sejtfelszini fehérje hurok szerkezetére vonatkozéan is (Ozvegy-
Laczka és mtsai, 2008). Nemzetkozi egylittmitkodésekben 1) adatokat szolgaltattunk az
ABCG2 biogenézise ¢s katalitikus miikddése soran kiemelkedd fontossagl
molekularészek tekintetében is (Polgér és mtsai, 2009, Hou és mtsai, 2009). Részletesen
elemeztik az ABCG2 multidrog transzporter szubsztratokkal fellépd kolcsonhatasait
(Nathwany és mtsai, 2009, Katona és mtsai, 2009, Prohaczkova és mtsai, 2011).

A munka sordn részletesen elemeztiik az ABCG2 multidrog transzporter €s a célzott
antitumor gyogyszerek kolcsonhatasait. A jelatviteli folyamatokat, €s els6sorban a tirozin
kindz enzimeket specifikusan gatld rakellenes szerek 0j lehetdségeket nyitnak meg a
daganatok kezelésében, de az elleniik kialakul6 rezisztenciaban az ABC transzporterek is
jelentds szerepet kapnak (attekintd kozleményekként lasd Szakacs és mtsai, 2008,
Hegediis és mtsai, 2009a, 2009b). Megvizsgaltunk a legijabban a kutatasbol a klinikai
alkalmazasba kertilt olyan vegyiileteket, amelyek a kronikus myeloid leukémidban a Ber-
Abl fehérje koros tirozin kindz aktivitadsat gatoljak, igy eredményesen alkalmazhatok a
leukémia gydgyitasaban. Megallapitottuk, hogy a masodik generacids gatloszerek egy
része is kolcsonhatasba 1ép az ABCG2, illetve az ABCBI1 fehérjével, igy ezen
transzporterek mitkddése fontos lehet a gyogyszer-rezisztencia kialakitdsdban (Hegediis

¢s mtsai, 2009¢). Jelenleg folyd, még nem kozolt munkdinkban elsésorban az EGFR



receptor tirozin kinaz jelpalydhoz kapcsolodo, mar kutatdsi vagy klinikai alkalmazasban
allo vegyliletek kolcsonhatasait vizsgaljuk az ABCG2 fehérjével.

A koOzelmultban a Nature hasabjain jelentds vita alakult ki arrdl, hogy az altalanos
gyogyszerhatdsok, illetve toxikoldgiai hatasok kozvetitésében az aktiv drog-
transzporterek miikodése vagy a membrdnok passziv permeabilitdsa a meghatarozo
tényez0. Szerkesztoi felkérés alapjan ehhez a vitdhoz torténd hozzaszoélasunk jelent meg a
Nature Reviews in Drug Discovery folyodiratban (Sarkadi és Szakacs, 2010). A tirozin
kinaz gatlok és a transzporterek kdlcsonhatasairdl, ugyancsak felkérés alapjan jelent meg

részletes szakmai attekintd, véleményformal6 kdzleményliink (Brézik és mtsai, 2011).
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