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TUDOMANYOS HATTER

Az ABC fehériek csaladjaba tartoz6 ABCA1 membranfehérie a
lipidanyagcserében, ezen belil a koleszterin és egyes foszfolipidek
transzmembran mozgasaban az egyik kulcs-szerepet jatszé ABC transzporter (1-
4). A Tangier-betegség hatterében az ABCA1 mutacioi allnak (5-7). E ritka
genetikai betegségben szenved6 emberek vérében a lipoprotein-szintek koéros
ertékeket mutatnak, a kulonb6zd szovetekben koleszterin szaporodik fel,
valtozatos koér-formak alakulnak ki. Az elmult években megjelent eredmények,
els6sorban a Tangier és mas familiaris HDL-hianyos betegek, és az ABCA1
hianyos egerek vizsgalata bizonyitotta, hogy az ABCA1 mutaciéi a reverz
koleszterin transzportban kulcsszerepet jatszé6 HDL formak (emberben elsésorban
ApoAl-tartalmu) képzédésének hianya miatt megnoveli az érelmeszesedésre vald
hajlamot (8-11). Az érelmeszesedés (ateroszklerozis) a fejlett orszagokban ma
széles korben megjelené betegség, kovetkezményei (szivinfarktus, angina
pectoris, stroke, alsé végtagi eérszikulet) a leggyakoribb halalokot jelentik.
Termeészetesen mindez komoly kisérleti munkat inditott el vilagszerte, hiszen a
gyogyszerfejlesztés egyik lehetséges iranya olyan specifikus molekulak
létrehozasa, amelyek fokozzak az ABCA1 fehérje kozvetitette, sejtbdl kifelé
iranyuld koleszterin-transzportot, és ezaltal megvédik a sejteket a koleszterin
felhalmozodasatol.

Mar az ABCA1 vizsgalatainak korai szakaszaban is felmerult, hogy e fehérje
mikodésének hianya nemcsak a koleszterin anyagcsere zavarait, hanem
csokkent fagocitézist is okoz, a sejtek foszfatidilszerin (PS) expoziciéjanak
befolyasolasa révén (12,13). Az eukaridta sejtek jellemzdje a foszfolipidek
jellegzetes aszimmetrikus megoszlasa a plazmamembran két rétegében, a hibas
sejtfelszini PS expozicid szerepe szamos betegség patomechanizmusaban
bizonyitott (14-16). A jelatviteli folyamatok altal aktivalt membran foszfatidilszerin
transzlokacié alapvet6 fontossagu pl. a vérlemezke aggregacioban, ill. az
apoptotikus sejtek eltavolitasaban. A megemelkedett intracellularis Ca®* szint
hatasara egyes sejtek 1-5 perc alatt bekovetkez6, a kulsé plazmamembran
rétegben megjelen6 “gyors” PS expozicioval reagalnak, mig apoptotikus hatasok
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eredményeként ez lassabban, legkorabban 20 perc elteltével kdvetkezik be. A PS
aszimmetrikus  eloszlasanak  fenntartdsaban és  ennek  Ca*'-fiiggd
megvaltozasaban amino-foszfolipid transzlokazok (P-tipusu ATP-az flippazok),
scramblase-ek (a két membran réteg foszfolipidjeit specificitas és iranyultsag
nélkiil dsszekeverd, Ca?*-kotéssel aktivalhatdé membranfehérjék) és feltehetden
ABC transzporterek jatszanak szerepet, de a folyamat mechanizmusa sem a
gyors, sem a lassabb PS expozicidban nem tisztazott (2, 14 -19).

EREDMENYEK

A kutatd munka célja az ABCA1 membranfehérie normalis és koros
funkcidinak jellemzése, molekularis mechanizmusanak és sejten beluli
kolcsOnhatasainak feltérképezése volt. Az eredményekbdl eddig 3 cikk
(6sszesitett impakt faktor: 21,486, SCI: 23) és 7 konferencia-kiadvany szliletett.

1. Az ABCA1 fehérje miikodésének vizsgalata Sf9 rovarsejt - bakulovirus
expresszios rendszer felhasznalasaval

A palyazatban még kitizott célként szerepelt, de a szerz6dés megkotésekor
mar befejezett és cikkben ko6zOlt munkaban munkacsoportunk az ABCA1
membranfehérje termelését biztositd bakulovirus-Sf9 rovarsejt expresszios
rendszert hasznalva részletesen tanulmanyozta e membranfehérie ATPaz
aktivitasat, az adenin nukleotid kétédését és az un. nukleotid trapping jelenséget
(20). A laboratériumunkban kordbban az ABC transzporter fehérjék
tanulmanyozasara sikerrel alkalmazott kisérleti médszer modositasaval (21-23),
izolalt rovarsejt membran-vezikulakban direkt transzport méréseket is probaltunk
végezni izotoppal jelolt, ill. fluoreszcens koleszterin és foszfolipid modell-
vegyuletekkel (NBD-koleszterin, NBD-PS, NBD-PC), de a jel/zaj arany ebben a
kisérleti rendszerben igen alacsony volt, részben a fenti vegyiletek igen
szamottevd nem-specifikus kotédése miatt.

Az ABCA1 fehérje mikddésének vizsgalati eredményei az Sf9 rovarsejt -
bakulovirus expresszids rendszer felhasznalasaval azt valészinUsitették, hogy az
ABCA1 a csaldad néhany mas tagjahoz hasonléan (CFTR, SUR) nem aktiv
transzporterként vesz részt a koleszterin és foszfolipidek transzportjaban, hanem
kolcsOnhatasai révén szabalyozza a koleszterin kiaramlast a sejtekbdl.
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2. Az ABCA1 fehérje normalis és kéros miikodésének vizsgalata kiilonb6zé
emlés sejttipusokban

Mivel az el6z6 pontban leirtak szerint az Sf9-bakulovirus rendszerben
termeltetett ABCA1 miikddésének vizsgalata nem vezetett tovabbi eredményekre,
ezért az ABCA1 fehérje szerepét, normalis és kéros mikodését tobb emlds
sejttipusban,  kulonb6z6  sejtkornyezetekben  kivantuk  vizsgalni. Ehhez
szukségunk volt vad tipusu és mutans ABCA1 fehérje-termelést biztosito
retroviralis expresszids rendszerek bedllitasara, valamint az ABCA1 variansok
expressziojanak, intracellularis lokalizacidjanak és mukodésének vizsgalatara
alkalmas technikak kidolgozasara.

2.A Uj modellrendszerek kialakitasa
2.A.1 Az ABCAT1 fehérje emlds sejtekben térténd expresszioja

o Elkészitettink egy uj, Neo rezisztencat is kodolo retrovirus vektort és ebbe a
vektorba klonoztuk a vad tipusu és kulénb6z6 mutans ABCA1 cDNS-ét. Mivel
az ABCA1 fehérjét felismer6 rendelkezésunkre allé antitestek specificitasa és
érzékenysége emlds sejtekben nem volt megfeleld, ezért olyan mutans ABCA1
cDNS-t is elSallitottunk, amely egy jol hasznalhatd, monoklonalis antitest altal
specifikusan felismert rovid (8 aminosav) tag-et tartalmaz. A hemaglutinin-
jelzéssel (HA) ellatott ABCA1 hasznalataval egyértelmien megkulonboztethetd
az overexpresszalt és a sajat (endogén) ABCA1 fehérje eml6s sejtekben,
immunfluoreszcencias jelolést alkalmazva is. Az ABCA1 fehérje 207-208.
aminosava kozé beékelt, a fehérje els6 extracellularis hurkaban levé HA-epitop
lehetévé teszi az ABCA1 fehérje sejtfelszinen valé megjelenésének és
eltiinésének (degradacio, internalizacio) kvantitativ mérését, a fehérje sejten
bellli sorsanak kovetését. Molekularis biologiai modszerekkel olyan mutans
ABCA1 cDNS-eket allitottunk el6, amelyben a mutacié megfelel a Scott-
betegben azonositott mutacionak (R1925Q), illetve amelyek konzervativ
szekvenciakban ismert médon befolyasoljak az ABC fehérjék mikodését (NBD
mutansok: K939M, K1952M és dupla K939/1952M mutansok).

e Retrovirusokat termeltink és stabil, szelektalhatd, kilonboz6 szintit ABCA1-
expressziot mutatd emlds sejtvonalakat hoztunk létre (MDCKIIl, HEK293, Hela,
EBV-transzformalt B sejtpopulaciok, sejtklonok). A kidolgozott modositott
retroviralis expresszios rendszerrel (pakold sejtek, transzdukcids és szelekcids
modszerek valtoztatasa) a nehezen transzdukalhaté emberi EBV-transzformalt
B sejtekben is sikerult az ABCA1 fehérje expresszidja.
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e Kidolgoztunk olyan hagyomanyos RT-PCR és valds idejd kvantitativ RT-PCR
(real time, Light Cycler) médszereket, amelyek alkalmasak a vad tipusu és a
HA-jelolt ABCA1 transzkripcidjanak ellen6rzésére és megkullonbdztetésére. A
transzdukciéval el6allitott sejtvonalakban az ABCA1 expresszidjat mRNS
szinten e modszerekkel kovettlk.

e A vad tipusu és a HA-jelzéssel ellatott ABCA1 fehérje emlés sejtekben torténd
expresszidjat Western blot technikat alkalmazva mutattuk ki teljes
sejtlizatumokban és membran-preparatumokban.

2.A.2 Modszerek az ABCA1 fehérje emlbs sejteken beliili lokalizaciéjanak
vizsgalatara

e Kidolgoztuk az extracellularis HA-epitéppal jeldlt ABCA1 fehérje sejtfelszini
megjelenésének kvantitativ mérését, immunfluoreszcens festéssel, aramlasi
citométer hasznalataval. Az anti-HA antitest kot6dését intakt sejtekhez és fixalt,
permeabilizalt sejtekhez parhuzamosan vizsgalva meghatarozhaté a
plazmamembranban lokalizalodo fehérje mennyisége.

o Bedllitottuk a HA-jelolt ABCA1 fehérje sejten beluli lokalizaciojanak vizsgalatat
intakt és permeabilizalt sejtekben, immunfluoreszcens festéssel, konfokalis
mikroszkdp hasznalataval. A sejten beluli lokalizaci6 meghatarozasat az adott
sejttipusra megfelel6 lokalizaciés és polarizaciés markerek detektalasaval
végeztik (Na-K-ATPaz, ZO-1, human IgG fehérjét felismeré antitestekkel).

e Mivel a nem HA-jeldlt ABCA1 fehérjén felszini epitdpot felismeré antitest nem
beszerezhetd, ezért megprobaltunk ilyen anti-ABCA1 monoklonalis antitestet
késziteni Dr. Rajnavolgyi Evaval egyiittmiikddésben. NIH3T3 sejtekbdl, majd
Balb/C egér hatterl, j0 antigénprezentald tulajdonsagu egér sejtvonalakbdl
(2PK3 B limfébma és XS52 embriondlis dendritikus sejtek) transzdukalt,
szelektalt sejtklonokat keészitettink, amelyekben az mRNS és a fehérje
expressziot RT-PCR és Western blot technikaval ellenériztik. Az extracellularis
HA epitoppal jeldlt ABCA1 segitségével immunfluoreszcens festéssel, aramlasi
citométerrel ellendriztik a fehérje lokalizacidjat parhuzamosan készilt
sejtvonalakban. Megfelel6 mennyiségl felszini expresszio esetén a sejtek
felhasznalhatdéak lettek volna egerek immunizalasara. Eddigi munkankban
sajnos ezekben a sejtvonalakban nem sikerult a sejtfelszinen kimutathato
mennyiségben expresszalni az ABCA1 fehérjét, ezért a modszer tovabbi
finomitasa, hatékonysaganak novelése szukséges az immunizacios
kisérletekhez.



OTKA Nyilvantartasi szam: T038337 Zardjelentés 2002-2005

2.A.3 Teszt-rendszerek kifejlesztése az ABCA1 fehérje miikédésének vizsgalatara

e Beadllitottuk intakt emlés sejtekben az ABCA1 mikodésére jellemzd ApoAl-
fliggd *H-koleszterin felszabadulas (efflux) mérését az ABCA1-et expresszalo
és kontroll (csak a neomycin rezisztenciat hordozo) stabil sejtvonalak
hasznalataval.

o Beallitottuk intakt emlds sejtekben a sejtek plazmamembranjanak kulsé
rétegében megjelend foszfatidilszerin mennyiségének kvantitativ
meghatarozasat, fluoreszcens AnnexinV sejtfelszini kotédésének méréseével,
mind aramlasi citométer mind konfokalis mikroszkép hasznalataval. A
modszereket alkalmassa tettik a jelatviteli folyamatok altal aktivalt,
megemelkedett intracellularis Ca®* szint hatasara bekdvetkezé “gyors” (1-5
perc) PS expozicio idébeli kovetésére.

e A fenti mdédszert médositottuk és alkalmassa tettlk a trombocita aktivacio
vizsgalatara is. Az Uj, két paraméteres mérési modszer a PS expozicié és a
trombocita mitokondriumok fluoreszcens festésének kovetésén alapul, aramlasi
citométer hasznalataval.

e Megprébaltuk beallitani az ABCA1 funkcidjahoz kapcsol6édé Apo-A1 fehérje
sejtfelszini kotbdésének aramlasi citometrias vizsgalatat ABCA1-et expresszald
sejtvonalakon. Az igen magas nem-specifikus jelolés miatt ez a mddszer nem
volt megfelel6 az ABCA1 mikodéseének részletes vizsgalatahoz.

2B Az ABCA1 normadlis és koéros mikodésének vizsgalata a
membranfehérjét expresszalé emloés sejtvonalakban
A kidolgozott modellrendszerekben az ABCA1 fehérje funkcionalis jellemzése

céljabdl olyan mutaciok hatasat vizsgaltuk, amelyet egy Scott betegben
azonositottak, illetve amelyek konzervativ szekvenciakban ismert maddon
befolyasoljak az ABC fehérjék mikodését. Kisérleti modellrendszereinkben
megkezdtik a lipidanyagcserére haté vegylletek és gyogyszerek vizsgalatat,
illetve mas ABC fehérjegk mikodését befolyasold, az ABCA1 mikodését
potencialisan szabalyoz6é anyagok hatasat. Azonositottunk két, eddig nem kozolt
PS expoziciot gatld vegylletet.

2.B.1 Bizonyitottuk, hogy az ABCA1 fehérjének szerepe van a

foszfatidilszerin Ca**-indukalt sejtfelszini expoziciéjaban.
Egy ritka, 0Orokl6dé vérzékenységi betegség, a Scott betegség

tanulmanyozasakor egy betegben er6sen csokkent ABCA1 mRNS expresszidt és
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mutans (R1925Q) ABCA1 jelenlétét mutatta ki a velunk egyuttmikodésbe 1épd
Prof. C. Higgins munkacsoportja (MRC, London). A betegségre jellemzé a Ca?*-
aktivalt PS transzlokacid hibas mikodése, amely a véralvadashoz szukséges
trombocita aktivacio soran kiemelked6 fontossagu 1épés (19). Egyuttmikodésunk
els6 szakaszaban a Scott betegb6l szarmazé EBV-transzformalt B sejtekbél vad
tipusu ABCA1 fehérjét expresszald stabil sejtvonalakat hoztunk létre. Az ABCA1
expresszidjat mRNS szinten RT-PCR-rel kovettik, és o6sszehasonlitottuk a
nyugalmi és a Ca®*-indukalt PS transzlokaciét a sejtvonalakban. Kimutattuk, hogy
a Scott beteghdl szarmazé sejtekben a vad tipusu ABCA1 expresszidja
helyreallitotta a hibas Ca®*-indukalt PS transzlokaciét. Megallapitottuk, hogy a PS
transzlokacié koncentraciofiggé modon gatolhaté egy ABCA1 gatlészer, a
glyburide hatasara (24-26). Mivel a glyburide egyéb ABC fehérjék mikodését is
gatolja (pl. MDR1, ABCG2), ezért e fehérjékre specifikus inhibitorok hatasat is
megvizsgaltuk erre folyamatra, és kizartuk e transzporterek részvételét a PS
expozicioban.

Eredményeinket cikkben kozoltuk (27). Megallapitasaink jelentéségét
aldhuzza, hogy a kozlemény a Blood julius 15-i szamanak cimlapjara kerdlt,
eredményeinket kommentarban elemezték, mely elismeri, hogy elsdként
mutattunk ki 6sszeflggeést egy vérzékenységi betegség és az ABCA1 mikodése
kozott.

2.B.2 A kidolgozott mérési moédszereket eredményesen alkalmaztuk mas
ABC fehérjék miikodésének vizsgalatara.
Az 2.A.2 és 2.A.3 pontokban bemutatott mérési mddszereket az ABCG2,

MRP6, ABCG1 és ABCG4 mikodésének vizsgalatara is eredményesen
alkalmaztuk az ABC transzporterek szerkezetének és mikodésének vizsgalataval
foglalkozé kutatocsoport tagjaival egyuttmikddésben (Enzimoldgiai Intézet és
OGYK). Az egyik ilyen munka eredményeit cikkben kozoltik (28).

2.B.3 Az ABCA1 fehérje Ca**-indukalt foszfatidilszerin transzlokacioban
jatszott szerepének tovabbi vizsgalata mutans ABCA1 variansok
hatasanak elemzésén keresztul.

Az 2.B.1 pontban bemutatott, k6zolt kisérletekben a jeldletlen, vad tipusu

ABCA1 expressziojat csak mRNS szinten illetve a megvaltozott funkcid alapjan
tudtuk bizonyitani. Az ABCA1 fehérje HA-jelzéssel ellatott formajat hasznalva
nemcsak az mMRNS expresszié, hanem az EBV-transzformalt B sejtekben
tapasztalt igen alacsony szintli fehérje expresszioé is kimutathaté volt Western blot
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technikaval. A Scott betegb8l szarmazé B sejtekbél készilt sejtvonalban

kimutattuk a termel6d6 HA-jelolt ABCA1 fehérjét a sejtek plazmamembranjaban, a

sejten beldli lokalizaciot immunfluoreszcens festéssel, konfokalis mikroszképpal

vizsgalva.

Az alabbi eredmények bizonyitottak, hogy a HA-jelolt ABCA1 fehérje mind
sejten beldli lokalizaciéjaban, mind miikédésében a jeldletlen vad tipusu ABCA1
fehérjével megegyezben viselkedik:

e A HA-jeldlt ABCA1 expressziot mutaté stabil MDCKII, HEK293 sejtvonalakban
a termel6d6 fehérje tulnyomo tébbségét a plazmamembranban detektaltuk
immunfluoreszcens festéssel, aramlasi citométer és konfokalis mikroszkop
hasznalataval. A polarizaltan novesztett MDCKIl kutyavese epitél sejtekben
megallapitottuk, hogy az ABCA1 fehérje a sejtek bazolateralis plazma
membranjaban lokalizalhatdo. Bar ez az eredményunk az elsé kisérleti
bizonyiték volt az ABCA1 fehérje polarizalt sejtekben valo lokalizaciojaral,
vizsgalataink befejezése utani héten megjelent Ohama és munkatarsai
kozleménye, amelyben Caco-2 sejtekben kimutattdak az endogén ABCA1
bazolateralis lokalizaciojat (29). Eredményeink azonossaga bizonyitotta, hogy
az ABCA1 fehérje 207-208. aminosava kozé beékelt, a fehérje elsé
extracellularis hurkaban levé HA-epitop nem valtoztatta meg az ABCA1 fehérje
sejten beluli lokalizaciojat.

e Az ABCA1-et expresszalo MDCKIIl és HEK293 sejtekben dsszehasonlitottuk a
jelzés nélklli ABCA1 és a HA-jelolt vad tipusu ABCA1 fehérjék funkcidjat. Az
ABCA1 fehérje miikddésére jellemzd ApoA1-fiiggd >H-koleszterin kiaramlas
mérésével megallapitottuk, hogy a HA-jelolt ABCA1 a jeldletlen ABCA1
fehérjével megegyezé6 moddon mikoddképes. Az ABCA1 expresszid ApoA1-
fuggl koleszterin efflux novekedést okozott a sejtekben, amelynek mértéke az
adott sejttipusra jellemzé volt (feltehetéen az endogén ABCA1 mikodésének
és az  ApoAl/ABCA1-fliggetlen koleszterin metabolizmus/eltavolitd
mechanizmusokban levé kulénbségeknek tulajdonithatéan). Az adott
sejttipuson beliil az ApoA1-fiiggd *H-koleszterin efflux névekedésének mértéke
a plazmamembranban megjelen6 ABCA1 mennyiségével volt aranyos.

e A Scott betegbél szarmazé EBV-transzformalt B sejtekbdl készult sejtvonalban
a HA-jeldlt vad tipusu ABCA1 expresszidja a jeldletlen vad tipusu ABCA1
hatdsaval megegyez6 moédon helyredllitotta a hibas Ca?*-indukalt PS
transzlokaciot. Ezzel szemben az R1925Q mutdans ABCA1 expresszidja, a
vektor kontroll (csak neomycin rezisztenciat hordozo) sejtekével azonos
maodon, nem valtoztatta meg a Scott sejtek hibas PS expozicidjat.
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A nyugalmi és a Ca®*-indukalt PS transzlokaciét elemezve megallapitottuk,
hogy 6nmagaban az ABCA1 expresszid nem okozott szignifikans valtozast az
MDCKII és HEK293 sejtek gyors Ca®*-indukalt PS transzlokacios képességében.
Ugyanakkor mas sejtkdrnyezetben, olyan sejttipus hasznalataval, amely
egészséges sejt esetében képes a gyors Ca®*-indukalt PS transzlokaciéra
bizonyitottuk, hogy az ABCA1 fehérjének szerepe van ebben a folyamatban (lasd
Eredmények, 3.B.1). Ez megerdsiti azt a korabbi eredményeinkbdl levonhaté
kovetkeztetést (lasd Eredmények, 1. pont), hogy az ABCA1 nem aktiv
transzporterként mikodik, hanem kodlcsOnhatasai révén szabalyozza a sejtek
gyors Ca**-indukalt PS expozicidjat.

Az ABCA1 fehérje HA-jelzéssel ellatott formajat hasznalva az ABCA1
variansokat expresszald sejtvonalakban Osszehasonlithaté a fehérjeexpresszid
szintje és a kulonb6z6 mutans fehérjék lokalizacidja. A HA-jelolt ABCA1 mutansok
hatasanak vizsgalataval tovabb elemeztiik az ABCA1 fehérje szerepét a Ca?*-
indukalt PS transzlokaciéban.

Az 3.B.1 pontban leirt Scott beteg heterozigéta volt az R1925Q ABCA1
mutaciora, s bar a beteg sejtjeiben az 6sszes ABCA1 mRNS szintje, a vad tipusu
allél transzkripcidja is erésen lecsokkent, felmerult a kérdés, hogy vajon a mutacié
dominans negativ médon okozza-e a beteg sejtjeiben tapasztalhatd hibas Ca?*-
aktivalt PS transzlokacioét. A mutacié egy a human, egér, patkany ABCA1-ben
konzervativ RRKRK szekvenciat mddositott, amely hasonlit a mas fehérjékben
ER retenciés szignalként azonositott RXXR motivumra (30). Az R1925Q ABCA1
mutans HEK293 sejtekben kifejezve lokalizaciés mutansnak bizonyult, a vad
tipusu ABCA1-gyel szemben nem jutott ki a sejtek plazmamembranjaba (27). A
mutaciéo dominans negativ hatasanak mechanizmusa megvalésulhat ugy, hogy a
PS transzlokacié helyszinére, a plazmamembranba kijutni nem tuddé R1925Q
ABCA1 mutans megakadalyozza a PS expoziciohoz szikséges, vele
egyuttmikodésbe [ép6 fehérje/fehériek mikodését (dimerképzéssel mikodo
ABCA1 esetében a vad tipusu ABCA1-et, vagy egyéb, a PS expozicidhoz
szikséges eddig nem azonositott fehérjét/fehérjéket). Természetesen mas
mechanizmus is elképzelhetd, amennyiben az R1925Q ABCA1 mutacié valdban
dominans negativ médon mikodik.

E kérdés megvalaszolasara az R1925Q mutans HA-jeldlt formajat egészséges
emberbdél szarmazo, vad tipusu endogén ABCA1-et kifejez6 EBV-transzformalt B
sejtvonalakban expresszaltuk. Kontrollként a csak neomycin rezisztenciat hordozo
vektort és vad tipusu HA-jelolt ABCA1-et expresszaltunk ezekben a sejtekben. Az
ABCA1 expresszidjat mRNS szinten RT-PCR-rel, fehérje szinten Western blottal
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hataroztuk meg, és osszehasonlitottuk a nyugalmi és a Ca?*-indukalt PS
transzlokaciot a sejtvonalakban. Megallapitottuk, hogy az R1925Q mutans
expresszioja nem befolyasolta szignifikdnsan az egészséges B sejtek PS
expoziciojat, tehat a Scott beteg sejtjeinek hibas PS transzlokacidjat nem a
mutacid dominans negativ hatasa, hanem feltehetéen a mikodbképes,
megfeleléen lokalizalédé ABCA1 erésen csokkent mennyisége okozza (amelyre a
csokkent mRNS szint utal).

Az ABCA1 fehérje mikodésének maddja, molekularis mechanizmusa sem a
sejtekbdl vald koleszterin eltavolitasban, sem a gyors Ca*-indukalt PS
transzlokacioban nem ismert. Az utobbi harom évben megjelent eredmények
szerint az ABCA1-fuggl koleszterin kiaramlashoz szikséges az ABCA1 és
bizonyos apolipoproteinek helikalis szerkezetli szakaszanak kolcsOnhatasa
(3,8,9), valamint az ABCA1 nukleotidkotd réegidinak épsége (24,31), de a folyamat
mechanizmusa tovabbra is vitatott (2,3,5,8,9). A Chimini munkacsoport
eredményei szerint a mikoédéképes ABCA1 fehérje expresszidja nagyon kicsi, de
szignifikdns novekedést okozott a sejtek ,nyugalmi” és Ca?*-aktivalt PS
expoziciojaban (12,13,26), ezzel szemben az ABC fehérjék egyik legjellemzébb,
konzervalt Walker A motivumaban mutans ABCA1 fehérjék termel6dése nem
okozott ilyen valtozast (NBD mutansok: K939M, K1952M és dupla K939/1952M).
Ez azt valdszinisiti, hogy az ABCA1 fehérje nukleotidkotd régidinak épsége az
ABCA1-fuggd PS expozicidhoz is sziukséges. A mi kisérleti rendszerunkben, az
egészséges B sejtekben az indukcié hatasara a kezdeti 9+ 4% PS expozicid
értéke 96+2% valtozik az 0sszes él6 sejt aranyaban kifejezve, igy ez a folyamat
részletesebben elemezhetd, kinetikailag is jobban jellemezhetd, mint a fent
ismertetett kisérleti rendszerekben.

Megvizsgaltuk, hogy a fenti NBD mutansok expresszioja befolyasolja-e a gyors
Ca**-indukalt PS transzlokacié miikddését. A HA-jelslt NBD mutansokat MDCKII
sejtekben és a Scott betegbdl szarmazd B sejtvonalban expresszaltuk és
ellendriztik a fehérjék expressziojat, lokalizacidjat, és muikodését. (Az NBD
mutans fehérjék mikodését az ApoAl-figgd koleszterin eltavolitas mérésével
jelenleg ellendrizziik.) A korabban leirt eredményekkel megegyezéen, az NBD
mutansok a vad tipusu ABCA1-hez hasonléan elsésorban a plazmamembranban
lokalizalédtak. Az NBD mutansok expressziéja nem Aallitotta helyre a Scott
betegbdl szarmazd sejtek hibas Ca**-indukalt PS transzlokacidjat, tehat ezek a
mutaciok valéban megakadalyozzak az ABCA1-fuggd PS expoziciot.

Az NBD mutansokat egészséges emberbdl szarmazo, vad tipusu endogén
ABCA1-et kifejez6 EBV-transzformalt B sejtvonalakban expresszaltuk. gy
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megallapithattuk, hogy a plazmamembranban lokalizal6dd, de mikodésképtelen
ABCA1 overexpresszidja onalléan képes-e a Ca?*-aktivalt PS transzlokacio
hibajat okozni. Az ABCA1 variansok expressziojat mRNS szinten RT-PCR-rel,
fehérje szinten Western blottal hataroztuk meg, és részletesen vizsgaltuk a
nyugalmi és az indukalt PS transzlokaciét a sejtvonalakban. Megallapitottuk, hogy
az NBD mutansok expresszidja nem befolyasolta az egészséges B sejtekben
bekovetkez6 PS expoziciot, még az endogén ABCA1 expresszidjat meghalado
expresszio esetén sem. Ha az ABCA1 fehérje nem oOnalléan, aktiv
transzporterként, hanem mas fehérjékkel valéo kdlcsonhatason keresztil
szabalyozza ezt a folyamatot, ennek a kolcsOnhatasnak a mikodéséhez is
szukséges a nukleotidkoto régidk épsége. Eredményeink alternativ magyarazata
szerint tovabbra sem zarhaté ki, hogy az ABCA1 fehérje onalldéan, aktiv
transzporterként mikodik, a PS expozicié valtozatlan mikodéséhez elegendé volt
az endogén vad tipusu ABCA1 mikodése, amelyet a mutansok expresszioja nem
befolyasolt.

A fenti eredmények egyes részeit tobb nemzetkdzi és magyar konferencian,
posztereken és el6adasban mutattuk be. A 2.B.3 pontban &sszefoglalt
eredményeket a kozeljovében cikkben kozolni kivanjuk. Kérjuk, hogy ezt a
kozleményt a jelentés minésitésében (a kdzlemény elfogadasakor, kiegészit
eljarasban) vegyék figyelembe.

2.C Az ABCA1 fehérje szerepe és miikodése emberi trombocitakban

A véralvadashoz sziikséges trombocita-aktivacid soran a Ca?*-indukalt PS
expozicio kiemelked6 fontossagu lépés, de e folyamat mechanizmusa nem ismert
(14,17,19,32). Kisérleteink kezdetekor az ABCA1 fehérje részvételét e
folyamatban olyan eredmények valdszinUsitették, amelyek arrél szamoltak be,
hogy az ABCA1 fehérje mikodése befolyasolja a sejtek PS expozicidjat
(12,13,33). Eredményeink (27) meger6sitették, hogy az ABCA1 fehérje fontos
szerepet jatszik a jelatviteli folyamatok altal aktivalt PS expozicidban, amely
alapvet6 fontossagu a vérlemezke aggregacioban, ill. az apoptotikus sejtek
eltavolitasaban. A szervezet lipid-haztartasa szerepet jatszik a trombocitak
aktivaciéjaban és mikodésében (32), egyes eredmények az ABCA1 és mas ABC
fehérjék trombocitakban valé mikodését is sugalljak (2,34-37), de a lipidek és
foszfolipidek transzmembran mozgasaért felelés fehérjék szerepe és mikddése
kevéssé ismert (2, 5,14,15,18,38).

A jelatviteli folyamatok 4&ltal aktivalt PS expozicidban résztvevé endogén
fehérjek azonositasara, e folyamat mechanizmusanak tanulmanyozasara a
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trombocita aktivacié vizsgalata kézenfekvé modellrendszer, ezért megkezdtik az
ABCA1 fehérje szerepének és mikodésének tovabbi elemzését emberi
trombocitakban és kulonbozé érettségi allapotu megakarioblaszt sejtvonalakban.

Kisérleteinkben megvizsgaltuk kulonb6z6 ABC membranfehérjék expressziojat
emberi trombocitakbol és szamos hematopoetikus sejtvonalbol készilt teljes
sejtlizatumban és membranpreparatumban, Western blot technikat alkalmazva.
Eredményeink szerint nagy mennyiségli endogén ABCA1 expresszalodik az
emberi trombocitakban és kimutattuk az ABCG2, ABCG8, MRP1, MDR1, MDR3
fehérjéket is. Kulonb6zé mennyiségli ABCA1, ABCG2, ABCG8, MRP1, MRP3,
MDR1 és MDRS3 fehérje mutathaté ki a differenciacioban a trombocitakhoz
legkdzelebb all6 korai érettségi allapotu megakarioblaszt sejtvonalakban is
(CHRF, Meg-1).

A trombocita aktivacié vizsgalatara kidolgozott uj mérési modszerrel, (2.A.3
pont) megvizsgaltuk feltételezett ABCA1 inhibitorok hatasat az emberi trombocita
aktivacié soran bekdvetkez6 PS transzlokaciora. Megallapitottuk, hogy az egyik
feltételezett ABCA1 inhibitor gatolja ezt a folyamatot.

Munkank kezdete 6ta megjelent Nofer és munkatarsai kdzleménye, amely
beszamol az ABCA1 fehérje trombocitakban valdé expresszidjardl és bemutatja,
hogy az ABCA1 fehérje mikddésének hianya csokkent trombocita funkciokat is
okoz (34). Ez meger6siti  eddigi eredményeinket. Tervezett tovabbi
vizsgalatainkban a megakarioblaszt sejtvonalak differenciacioja soran kovetjik az
ABC fehérjék expresszidjanak valtozasat parhuzamosan a sejtek Ca**-indukalt
PS transzlokaciés képességének valtozasaval, és megvizsgaljuk specifikus ABC-
inhibitorok hatasat erre a folyamatra. Az emberi trombocitdkban és a kulonb6zé
differenciacios allapotu megakarioblaszt sejtekben kovetjlk az ABC fehérjék
specifikus transzport aktivitdsanak valtozasait olyan mérési modszerekkel,
amelyeket az ABC transzporterekkel foglalkozé kutatocsoport korabban
kifejlesztett (21-23,39,40).

3. Az ABCA1 fehérje PDZ fehérjékkel kialakulé kolcsonhatasainak vizsgalata
3.A Az ABC fehérjék mikodésében, molekulak sejtekbe torténd felvételének és
leadasanak, a sejtek kozotti informacioatvitel szabalyozasaban szamos adat mutat
a fehérje-fehérje kdlcsdnhatasok kiemelkedd jelentéségére (41-48). igy a CFTR
regulacios szerepében, a TAP komplex kialakulasaban, a SUR (ABC transzporter)
és egy specifikus K-csatorna koélcsdnhatasaban, de az MRP tipusu fehérjék
mikodésében is szerepet jatszanak ezek a kdlcsdnhatasok. A fehérje-komplexek
szervezddéséért els6sorban domének kozotti kdlcsdnhatasok felelések. Az un.
PDZ domén jellemzéen a (Ser/Thr)-X-(Val/Leu/Phe) C-terminalis szekvenciat, az
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un. PDZ-k6té motivumot ismeri fel, és evvel 1ép magas affinitdsu kdélcsénhatasba
(48-52). Az emberi ABCA1 fehérjében nem szigoruan tipusos, de jol felismerhetd
PDZ motivum talalhaté (KESYV-COOH), amely j6 eséllyel fontos intracellularis
kolcsOnhatasok kialakulasat eredményezi. Ennek az ABCA1 fehérje C-terminalis
régiojaban talalhaté PDZ-ko6t6 motivum PDZ fehérjékkel kialakuld kdlcsOnhatasait
tanulmanyoztuk.

Sf9 rovarsejt - bakulovirus expresszidos rendszer segitségével nagy
mennyiségben allitottuk elé6 az ABCA1 fehérjét. A virusokat megklénoztuk, a
legmagasabb fehérje-expressziét eredményezd virus kldnokat alkalmaztuk. Az Sf9
sejtekb8l membran-preparatumokat készitettink. In vitro biokémiai kotésvizsgalat-
modszerekkel (membran-overlay, pull-down vizsgalatok) jellemeztik az ABCA1
fehérje C-terminalis régidjaban talalhaté PDZ-k6t6 motivum kilonb6zé PDZ
fehérjékkel kialakuld kolcsonhatasait 6sszehasonlitva mas, PDZ k6té motivummal
rendelkezé ABC transzporterek ilyen kdlcsdnhatasaival. Megallapitottuk, hogy egy
bazolateralis elhelyezkedési, a legtobb sejtben eléfordulé specialis PDZ fehérje
(B2-syntrophin) a vizsgalt ABC transzporterek kdzul egyedil az ABCA1 fehérjével
lép kolcsonhatasba. Eredményeink szerint a polarizalt sejtekben apikalisan
elhelyezked6 mas ABC transzporterekhez koét6 egyeb PDZ fehérjék (EBPSO0,
E3KARP, PDZK1, IKEPP) nem koétédtek az ABCA1 membranfehérjéhez.
Eredményeinket cikk formajaban kozoltik (53).

3.B A PDZ doméneket tartalmazé, alapvetéen citoplazmikus fehérjékre gyakran
igaz, hogy a sejtmembran egy-egy specidlis részében helyezkednek el
(szinapszis, sejt-sejt kapcsolatok, apikalis membran). A PDZ fehérjék szerepet
jatszanak a sejtmembran alkotorészeinek szervezésében, egyes fehériék a
plazmamembran megfelel6 tertletére torténd iranyitasaban és eltavolitasaban, és
muikodésuk jelatviteli folyamatokkal valé O0sszekapcsolasaban (43,44,47,49,50).
Mivel magas affinitasu PDZ kdlcsonhatast mutattunk ki a p2-syntrophin és az
ABCA1 fehérje kozott, ezért a 2. pontban ismertetett emlés expresszios rendszer
felhasznalasaval megkezdtuk e kolcsonhatas funkciondlis és lokalizacios
kovetkezményeinek vizsgalatat.

e Far-Western technikaval ellendriztuk, hogy a stabil emlés MDCKII
sejtvonalakban termel6dé jeldletlen és a HA-jelolt ABCA1 fehérje is koti a
bakterialis rendszerben termeltetett, GST-konjugalt formaban el6allitott tisztitott
2-syntrophint.

12
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e A 2.B.3 pontban bemutatott eredmények bizonyitottak, hogy a HA-jelolt ABCA1
fehérje a jeldletlen vad tipusu ABCA1—gyel megegyez6en mikodik és a HA-tag
nem valtoztatta meg az ABCA1 fehérje sejten bellli lokalizaciojat sem.

e Megvizsgaltuk a polarizaltan novesztett MDCKIl sejtekben az ABCA1-gyel
magas affinitdsu PDZ kdlcsdnhatasba 1ép6 B2-syntrophin és az e fehérjével
ismert fehérje-komplexeket képezd egyéb fehérjék (utrophin, mas syntrophin-
ok, dystroglycanok) sejten beluli lokalizacidjat. Kimutattuk a p2-syntrophin és
az utrophin bazolateralis ko-lokalizaciojat az HA-jelzéssel ellatott ABCA1-gyel.
Az ABCA1 overexpresszid nem modositotta e fehérjék lokalizaciojat. Az eddig
vizsgalt potencialis szabalyoz6 anyagok kozul egyedul a foszforilaciét modositd
okadansav befolyasolta kis mértékben az ABCA1 lokalizacidjat, a konfokalis
mikroszkdpos kép alapjan feltehetéen a fehérje internalizacidjara valdé hatas
kovetkeztében.

Ezen a nagyon ,forrd” kutatasi tertleten szinte naponta jelennek meg ujabb
kézlemények. Sajnos, mire eddig eljutottunk, Munehira és mtarsai kozolték az
al1-syntrophin és az ABCA1 fehérje kolcsbnhatasanak az ABCA1 fehérje
turnover-ére gyakorolt hatasat (54), a B1- és p2-syntrophin valamint az
utrophin expresszidjanak szabalyozé hatasat az ABCA1 fehérje mennyiségére
és az ABCA1-figg6 koleszterin kiaramlasra pedig Okuhira és mtarsai k6zolték
2005-ben (55). Id6kdzben kdzlemények sora jelent meg arrél, hogy az ABCA1
fehérje mikddését a sejtek nemcsak expresszids szinten, hanem a fehérje
degradaciojanak, lokalizacidjanak szabalyozasaval is szoros ellenérzés alatt
tartjidk poszt-transzlaciés modositasokkal (foszforilacid, fehérje-fehérje
kolcsonhatasok, 56-65).
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A szerzédésben szerepl6é eredeti kutatasi tervtol valé kismértékii eltérés
indoklasa:

A PDZ koélcsdnhatas funkcionalis és lokalizacidos kdvetkezményeinek tovabbi
vizsgalatat, és az ABCA1 foszforilaciojanak a fehérje mikddésében jatszott
szerepének elemzését azért nem folytattuk, mert e vizsgalatainkkal egyidejlleg
Munehira és mtarsai koézolték az oal-syntrophin és az ABCA1 fehérje
kdlcsdnhatasanak az ABCA1 fehérje turnover-ére gyakorolt hatasat (54), a p1- és
B2-syntrophin valamint az utrophin expresszidjanak szabalyozé hatasat az
ABCA1 fehérje mennyiségére és az ABCA1-fligg6 koleszterin kiaramlasra pedig
Okuhira és mtarsai kozolték (55). Idékozben kdzlemények sora jelent meg arrdl,
hogy az ABCA1 fehérje mikddését a sejtek nemcsak expresszios szinten, hanem
a fehérje degradacidjanak, lokalizaci6janak szabalyozasaval is szoros ellenérzés
alatt tartjdk poszt-transzlacios maodositasokkal (foszforilacio, fehérje-fehérje
kolcsonhatasok, 56-65).

Mivel eredményeink azt bizonyitottak, hogy az ABCA1 fehérjének szerepe van
a fiziolégiasan fontos jelentéségli Ca®*-indukalt sejtfelszini foszfatidilszerin
expozicidban, ezért tovabbi munkankban az ABCA1 fehérje szerepét és
mikodését vizsgaltuk ebben a folyamatban, illetve megkezdtik az ABCA1 és mas
ABC fehérjék szerepének elemzését a trombocitak aktivaciojaban.
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ya’e

A szerzédésben szerepl6 eredeti tervezettél elteré koltségfelhasznalas
indoklasa:

A szerz6désben 2003-ban eredetileg szerepld koltségtervtél valo eltérést (3.1.
kulfoldi utazas:+172eFt) az indokolta, hogy 2003-ban egyuttmikodd partnerink
(Christiane Albrecht, C. Higgins laboratériuma, London) latogatott Budapestre
sajat koltségén. Az igy fennmaradd Osszeget nem egyéb konferencian vald
részvételre forditottuk, hanem a k6z0s munka kapcsan részben rank harulo
koltségeket fedeztik belble (3.2. készletbeszerzés -162eFt). Mivel ez az
eredményes egyuttmikodés 2003-ban alakult ki, a készletbeszerzésben a
szerz6dés megkotésekor még nem terveztik elére.

A szerz6désben eredetileg szereplé 2004 évi koltségtervidl valo eltérés
indoka (kulfoldi utazas és napidij:+145eFt), hogy a 2005-ben el6re lathatéan a
tervezettnél magasabb konferencia és utazasi koltségekre szamitottunk (FEBS
konferencia, részvétel a European Lipidomics Initiative megnyitd ulésén). Ezt az
O0sszeget 2005-ben ennek megfeleléen felhasznaltuk (7e Ft-tal tobbet, mert a
kiadasokat nem tudtuk ilyen pontossaggal elére megallapitani).

A szerzédésben tervezettol eltéro résztvevok indoklasa:

A szerz6dés megkotése utan valt nyilvanvalova, hogy a hatékony retrovirusos
expresszio érdekében moddositani kellett az eredetileg hasznalni kivant retrovirus
vektort a Neo szelekcidt lehetéveé tevé cDNS beépitésével. Szintén szikség volt a
transzdukalt eml6s sejtekben a klénozott ABCA1 mRNS szintjét ellenérzé6 RT-
PCR moddszerek kidolgozasara. A szerzddésben eredetileg nem szereplé Klein
|zabella és Aranyi Tamas ezekben a munkakban kézrem(kodott eredményesen,
valamint szakmai tanacsaikkal segitették az ABCA1 fehérjével kapcsolatba
hozhat6 6rokl6dé betegségek vizsgalatat.

A szerz6désben nem szerepld Sinkd Emese a konfokalis mikroszképos
vizsgalatokban kdzremiikddott, mivel az eredetileg szereplé Ozvegy Csillat és
Hegedlis Tamast 2003-ban lekototte PhD fokozatuk megszerzése.

Hegedls Tamas ezutan az USA-ba tanulmanyutra tavozott, ezért 2003-tdl
hianyzik a palyazatban megadott résztvevok kozul. Helyette 2004-t6l llias Attila
vett részt a kutatasban.

Ozvegy Csilla szllési szabadsaga miatt 2005-ben Fuldp Krisztina csatlakozott
a munkankhoz. Cserepes Judit PhD hallgatd szintén szillési szabadsagra
tavozott. Helyette Kasza lldiké PhD hallgaté csatlakozott a kutatashoz.
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A szerz6dés megkotése utdn mind az Enzimolégiai Intézetben mikodd
munkacsoportban mind az OGYK-ban jelentés atszervezések zajlottak. Ennek
eredményeképpen vett részt a munkakban Pétery Jozsefné és 2004-ben Aradi
Olga a szerz6désben eredetileg résztvevéként megnevezett Kis Ferencné
asszisztens helyett. Aradi Olga tavozasa miatt a mutans ABCA1 konstrukciok
expressziojahoz sziukseéges retrovirusokat Hugues de Boussac készitette.

Méhes Gabriella technikus munkaja kivaltotta a szerz6désben eredetileg
szerepl6 Zombori llona asszisztens munkajat (Zombori llona sajnos sulyos
kozlekedési balesetet szenvedett.)
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