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Osszefoglalas

A kulénb6z6 ABC transzporterek igen fontos szerepet latnak el a szervezet hatar-
feliletei anyagforgalmanak szabalyozasaban. Ezek az élettani hatarolok polari-
zalt sejtekbdl alinak, melyek szoros sejtkapcsolattal kapcsolédnak egymashoz,
megakadalyozva az anyagok szabad aramlasat. A polarizalt sejtekben megfeleld
rend szerint helyezkednek el a transzporter fehérjék, és funkciojuk révén megha-
tarozzak a kilonb6z6 anyagok athaladasat a hatarfellileteken. Kutatasainkban
arra kereslink valaszt, hogy az egyes ABC transzporterek milyen uton kerilnek
el a feladatuk ellatdsahoz sziikséges cél-kompartmentbe, milyen tényez6ék ha-
tarozzak meg ott a sorsukat, és milyen szabdlyozd mechanizmusok mikddtetik
a transzporter fehérjék sejten bellli vandorlasat. Munkank soran elsdsorban a
majat alkotd polaris sejtekre: hepatocitdkra és epevezetéksejtekre 0sszponto-
sitjuk figyelmlinket, de reményeink szerint ezekkel a vizsgalatokkal altaldanosabb
érvényl osszefliggésekre tudunk majd fény deriteni.

Bevezetés

Az ABC transzporterek a membranfehérjéknek egy kildonleges csoportjat alkotjak,
melyek szerkezeti hasonldsaguk ellenére rendkivil széleskor(i élettani funkcidval
birnak. Kozos jellemzdjik, hogy az ATP-azokra jellemzd Walker A és Walker B
konzervalt aminosav szekvencidkon kivil egy uan. ,ABC signature” motivumot
is tartalmaznak. Ezeket a szekvencidkat egy citoplazmatikus domén foglalja
magaban, melybdl két ilyen egység alakit ki kozosen egy-egy ATP-kotd helyet
fej-l1ab orientacidban (1. abra). A két emlitett nukleotid-k6t6 doménen kivil az
ABC transzporterek alapszerkezetéhez tartozik két, egyenként 6 transzmembran
hélixbdl allé transzmembran domén is [1]. A nukleotid-koto és transzmembran
doménok a baktériumokban sokszor kilén-kilon alegységekként jelennek meg
és kozosen alakitjak ki a teljes fehérjét. Az emberi szervezetben jelenlév6 48
ABC transzporter viszont jellemz6en egyetlen polipeptidlancként tartalmazza a
két-két emlitett domént. El6fordul a human ABC fehérjék kozott azonban az is,
hogy két féltranszporter dimerként hozza létre a teljes, mikddb6képes transz-
portert.

A legtdbb ABC fehérje aktiv transzporter, az ATP hidrolizis és/vagy kotés ener-
gidjat hasznositva bizonyos anyagok szelektiv atjutasat biztositja a membra-
nok egyik oldalardl a masikra. A fehérjecsalad tagjai k6zott azonban talalunk
ioncsatornat is (pl. CFTR - cisztikus fibrézis transzmembran regulator), vagy
ioncsatornat szabalyozo receptort (pl. SUR1 - szulfonurea receptor 1). Ennek a
szelektiv transzport funkcidonak kilonds jelentdsége van a szervezet hatarfelil-
etein, mint a bél, a maj, a tid6, a méhlepény, a vér-agy gat, a vér-here gat stb.
Ezeket az élettani hataroldkat polarizalt, azaz aszimmetrikus (epitél vagy en-
dotél) sejtek alkotjak, melyek egymashoz szoros sejtkapcsolattal kapcsoldodva
meggatoljak az anyagok szabad aramlasat az elhatarolt térrészek kozott.
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1. abra. ABC transzporterek

) nukleotid-koté doménjeinek

ABC signature Walker A (NBD) fej-Iib orientéciéja.
Az ABC fehérjékben a két cito-

plazmatikus domén kézésen ala-

kit ki két ATP-kété helyet ugy,

hogy az egyik NBD-ben lévd

Walker A és Walker B konzervalt

motivum a masik NBD-ben lévé

Walker B ,ABC signature” szekvencigval
helyezkedik szembe, és forditva.

Ezekben a polarizalt sejtekben kifejez0d6 transzporter fehérjék szigoru rend sze-
rint helyezkednek el a megfelel6 membranrészben, és 6sszehangolt m{ikodésik
révén jon létre a hatarfelllten kialakuld ered0 transzport, ezaltal ezek a transz-
porterek alapvetden befolyasoljak gydgyszermolekuldk, valamint toxikus anya-
gok szervezeten bellli eloszlasat [2]. Az egyes transzporterek sejtfelszinen
valé megjelenése - mint minden egyéb dolog a sejtekben - nem statikus, mind
transzkripcionalisan, mind poszt-transzkripciondlisan szabalyozott. Tul azon,
hogy a transzporter fehérje szintetizalddik, processzalddik, kijut a sejtfelszinre,
majd egy id6 utan beszedddik és degradalodik, azaz a sejtfelszini membranfe-
hérjék szokasos életutjan tul, szdmos példat taldlunk arra, hogy a transzporter
fehérje egy intracellularis rezervoarban ,parkol”, és csak megfeleld stimulus ese-
tén kerill nagyobb mennyiségben a sejtfelszinre [3]. Egyes ABC fehérjék esetén
azt is feltételezik, hogy maga a transzportlépés egy intracellularis kompartment-
ben (pl. endoszémaban) torténik, és exocitdzissal kombindlva valdosul meg a
transzportalt anyag szekrécidja [4].

Az MTA Természettudomanyi Kutatdokozpont Molekuldris Farmakoldgiai Intéze-
tében az MTA Lendilet program tamogatasaval nemrégiben megalakult Moleku-
laris Sejtbioldgia Laboratériumban az ABC transzporterek vizsgalata terén vég-
zett kutatdasaink harom f6 irdnyba folynak. Egyrészt orvos-bioldgiai jelentdségik
miatt a lipid-anyagcserében szerepet jatszé ABC transzporterek mikodését,
transzport-mechanizmusat és szabalyozasat tanulmanyozzuk. Masrészrol kuta-
tasaink a toxikoldgiai és farmakoldgiai szempontbdl fontos human majsejt-mo-
dellek transzporter szemléletl vizsgalatat célozzak. Fo célkit(izéslink ezen a teri-
leten, hogy human pluripotens 6ssejtek differencidltatasaval megfeleld mindségi
hepatocita-szer(i sejtet tudjunk el6allitani. Kutatasaink harmadik iranyvonalat
pedig az ABC transzporterek polarizalt sejtekben térténé mozgasanak tanul-
manyozasa képviseli. Ebben az irdsban az ABC transzporterek szerepét kivanom
attekinteni a majat alkotd polarizalt sejtekben: a hepatocitak és epevezetéksej-
teken, kitérve azokra a részleges ismeretekre, amelyet az ABC transzporterek
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majsejtekben torténé mozgasardl tudunk.

Polarizalt sejtek a majban

A maj szamos nélkllozhetetlen fontossagu élettani funkcidoban télt be megha-
tarozo szerepet, mint a szénhidrat- és lipidanyagcsere, a vas és bizonyos vi-
taminok raktarozasa, az epeszekrécid vagy a méregtelenités. Ezen feladatok
elldtdsaban sokszor az ABC transzporterek is meghatarozé szerephez jutnak.
A maj fétomegét alkotd polarizalt epitél sejtek, a hepatocitak sajatos szovet-
tani elrendez6dést mutatnak. Apikalis membranjukkal 6sszefordulva kdzosen
alakitanak ki egy paranyi csatornacskat, az epekanalikulust, amelyek azutan
egy Osszefliggd haldzatot alkotva hozzak létre az epe kivalasztasat, illetve
0sszegyUjtését szolgald kanalikularis rendszert (2. dbra). Az epekanalikulusok
szoros sejtkapcsolattal vannak 0sszecipzarazva, biztositva az erds detergens ha-
tasu epe elhatarolasat. A hepatocitak, melyek bazolateralis felszine a keringés-
sel all kapcsolatban (szinuszoidalis oldal), szorosan egymas mellé rendez6dve a
felnott majban egysejtrétegl strukturat alkotnak.

2. abra. Kanalikularis halézat
a hepatocitak koézoétt. Primer
patkany hepatocitak 20 napos po-
larizalt kultdrajan immunfluoresz-
cens festéssel tettiik lathatova az
epecsatornacskakat. ZzZold: ZO-1
tight junction fehérje, piros: ABCB1
(MDR1), a kanalikularis membran-
ban rezidens ABC transzporter. A
képen a tébbrétegli konfokalis mik-
roszkopos felvétel maximalis in-
tenzitas alapjan tértént projekcidja
lathato, a skala 20 um-t jelol.

A két térrész szoros lehatarolasa, illetve a vér és az epe ellentétes iranyd aram-
lasa lehetdvé teszi az anyagok nagyfoku koncentralasat. Az epe elvezetését
szolgald epevezetékek falat egy mas tipusu polarizalt epitél sejt, a kolangio-
cita (epevezetékseijt) boritja, mely nagymértékben hozzajarul az epe végleges
viz- és sbdosszetételének kialakitasahoz is. Az emlitett két fobb majsejt-tipus
kiegészll még a szinuszoidalis endotél sejtekkel, melyek ugyan polarizalt sej-
teknek tekinthetdk, azonban nem latnak el barrier funkciét, mivel egymashoz
kevésbé szorosan illeszkednek, mint az emlitett epitél sejtek. Két tovabbi saja-
tos sejttipus van jelen a majban: a zsirt és A-vitamint raktarozo pericita jelleg(
periszinuszoidalis sejtek, vagy Ito sejtek, illetve a makrofag eredetl és funk-
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cioju Kupffer sejtek. Ez utdbbi két sejttipus azonban nem tekinthetd polarizalt
sejteknek.

ABC transzporterek szerepe a majsejtekben

Szamos ABC fehérje fejez6dik ki az egyes majsejt-tipusokban, nagymértékben
hozzajarulva a maj kilénboz6 funkcidihoz (3. abra). Jelen ismereteink szerint az
epeszekréciot kizardlag a hepatocitak apikalis, azaz kanalikularis membranjaban
elhelyezkedd, 6sszehangoltan miikod6é ABC transzporterek végzik (4. abra). Az
ABCB11 vagy a korabbi elnevezés szerint BSEP (bile salt export pump) fehérje
felelds az epesok az epekanalikulusokba torténd aktiv transzportjdért [5]. Az
ABCB4 (MDR3) transzporter egy foszfatidil-kolin (PC) flippaz, azaz a membran
kettOs lipidréteg belsd oldalardl a kiilsé oldalara atforditja a foszfatidil-kolint,
megbontva ezzel a stabil membran strukturat, és el6idézve a PC-tartalmu vezi-
kuldk leflizodését [6]. Ezek a lipidvezikuldk aztan beoldjak az ABCB11 altal a
kanalikularis lumenbe transzportdlt epesdkat. Az epe a PC és epesok altal alko-
tott vegyes micelldkon, valamint a PC vezikuldkon kivil szamottevdé mennyiségl
koleszterint is tartalmaz. A koleszterin az epébe torténd jutatdsat szintén ABC
transzporterek, az ABCG5 és ABCGS8 fehérjék végzi [7].

hepatocitak

kolangiocitak
(epevezetéksejtek)

3. abra. Az ABC transzporterek elhelyezkedése a két fobb majsejt tipusban, a hepa-
tocitakban és kolangiocitakban. A maj polarizalt epitél sejtjeiben az ABC transzporterek is
aszimmetrikusan helyezkednek el. A sejt-specifikus expresszio és a megfelel6 orientacioé kézdsen
biztositja az anyagok szelektiv és iranyitott (vektorialis) transzportjat. Az ABC fehérjéken kiviil
néhany egyéb, a maj szempontjabol meghatarozé fontossagu membrantranszportert is feltiin-
tettink.
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A legaltalanosabban elfogadott nézet szerint ez a két féltranszporter obligat hete-
rodimerként mikddve aktiv transzport révén a koleszterin molekulat kiemeli a
membranban elfoglalt szokasos pozicidjabdl, hozzaférhetévé téve a kanaliku-
laris lumenben Iévl, emlitett lipid-akceptorok, a PC vezikuldk és vegyes micellak
szamara.

4. abra. ABC transzporterek szerepe az epeszekrécioban. Az abran a hepatocitak kanali-
kularis membranjanak egy részlete lathato, melyben az ABCB11 (BSEP), az ABCB4 (MDR3), és
az ABCG5/ABCGS8 heterodimer ABC fehérje megfelelé szubsztrat-molekulakat: epesokat, fosz-
fatidil kolint és koleszterint juttatnak a kanalikularis lumenbe, kézdsen alakitva ki igy az epe

Osszetételét. Részletesebb leirds a szévegben talalhato.

Szintén nagyon fontos szerepet jatszanak a kilonféle ABC transzporterek a maj
méregtelenité funkcidéjaban (3. abra). Az ABCC2 (MRP2) egy multispecifikus
transzporter, amely a kanalikuldris membranban elhelyezkedve kilénféle szerves
anionok, els6sorban glutation- glikoronid- és szulfat-konjugatum molekulak
transzportjat végzi [8]. Ez gyakorlatilag az utolsé |épést jelenti a detoxifika-
lasi folyamatban, mely soran a kilénb6z6 xenobiotikumok és endobiotikumok
a vérodalrél bejutva a majsejtekbe egy oxidaciés, majd egy konjugacids lépést
kovetéen az ABCC2 altal végrehajtott aktiv transzport eredményeként keriilnek
az epébe. Emellett fontos szerephez jutnak a méregtelenitésben a kanalikularis
membranban elhelyezked6 multidrog transzporterek is, az ABCB1 (MDR1) és
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az ABCG2 homodimer, melyek csak kismértékben atfedd, de rendkivil széles
szubsztrat-felismerd képességik révén a kilonféle toxikus molekulak tarhazat
képesek az epébe juttatni [9, 10].

A hepatocitadk bazolaterdlis membranjaban szintén egy sor ABC transzporter
kifejezddik. Ezek kdzul kiemelend6 az ABCA1, amely igen fontos szerepet tolt be
a HDL hepatikus szintézisében azaltal, hogy el6segiti koleszterin az apolipopro-
tein A-I-re juttatasat [11]. Az ABCC alcsalad tagjai kozill is szamos kifejezddik
a hepatocitdk bazolateralis oldalan. Ezek szerepe még nem teljesen tisztazott,
de sok esetben azt feltételezik, hogy egy tulfolyd rendszer részét képezik ezek a
bazolateralis transzporterek, azaz amikor nem elégséges az epeoldali szekrécio
a véroldalra torténik a toxikus anyagok illetve konjugalt molekuldk Uritése [12].

A hepatocitdknal kevésbé tanulmanyozott az epevezetéksejtek ABC transzporter
készlete. Ennek a sejttipusnak jellegzetessége az intenziv sé és viz szekrécio,
amelynek a koordinalasaban nagymeértékben részt vesz egy ABC transzporter,
a CFTR (cisztikus fibrézis transzmembran regulator). A Kupffer sejtek, mint
szoveti makrofagok, a hepatocitaktdl és kolangiocitaktdl teljesen eltérd ABC
transzporter készlettel rendelkeznek; leginkabb a lipid haztartasban és a lebonté
folyamatokban szerepet jatszé ABC fehérjék (ABCA1, ABCA5, ABCG1, ABCG4,
ABCD-k) jellemzik ezt a sejttipust [13].

Sejtpolaritas a hepatocitakban

A polarizalt membrandomének szerkezeti és funkcionalis kialakitasa a hepatoci-
takban alapvet6 fontossagu az epekivalaszté és méregtelenitd funkcié megfelel6
ellatdsahoz. A majsejtek depolarizalasa vagy csak polaritdsanak csdkkenése is
a maj karosodasahoz vezet, elsGsorban az erds detergens hatasu epesdk fel-
halmozdédasa miatt. Intenziv kutatas prébalja azonositani azokat a tényezOket,
amelyek meghatarozdak a sejtpolaritas kialakitdsaban és fenntartdsaban. Ezek
kozé tartozik példaul a szoros sejtkapcsolatok kialakitasa, a kilénb6z0 sejtvaz
elemek szervezOdése, bizonyos motorfehérjék mikodése és az egyes membran-
komponensek specifikus szallitasat biztositd endoszéma szubpopulaciok sejten
bellli mozgasa. Ha a polarizacidés gépezet barmelyik eleme séril akar genetikai
defektus kovetkeztében, akar szerzett mddon (pl. virusfert6zés vagy droghatas
kovetkeztében), az intracellularis kolesztazishoz, azaz az epesdk hepatocitakban
torténo felhalmozdédasahoz vezet. Ennek messzebb hatd kovetkezménye a hepa-
tocitak pusztulasa, majgyulladas, fibrdzis, végil halal.

Az egyes ABC transzporterek a kivant membranrészbe vald juttatasa, illetve
ott tartdsa elengedhetetlenil szikséges a transzportfunkcié megfeleld ella-
tasahoz. Tobb olyan drokletes betegség ismert, ahol egy ABC transzporter nem
jut el a megfeleld helyre és ezaltal nem tudja betodlteni szerepét. A legismertebb
ezek kozul a cisztikus fibrozis, a kaukazusi populacioban leggyakoribb 6rokletes
betegség, ahol a mutans CFTR a sejten belll ragad és azutan degradacios Utra
terel6dik [14]. A hepatocitakban is talalunk ilyenre példat, az epeszekréciéban
kulcsfontossagu ABCB4 (MDR3) és ABCB11 (BSEP) egyes mutacioi mogott is
nem megfeleld lokalizacié all, ami végll a PFIC (progressziv familidlis intra-
hepatikus kolesztazis) betegség II, és III. altipusahoz vezet [15, 16]; de ide
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sorolhatdk a hepatocitak bazolateralis membranjaban rezidens ABCC6 (MRP6)
fehérje hibas lokalizaciot okozd mutacidi is, amelyek a PXE (pszeudoxantdma
elasztikum) betegséghez vezetnek [17].

Ma még kevés ismerettel rendelkeziink arrdl, hogy milyen mechanizmusok ha-
tarozzak meg az ABC transzporterek sejten belili utazasat, illetve a megfelel6
membranrészbe vald juttatasat. Nyilvanvaldan nem is beszélhetiink egységes
mechanizmusrodl, hiszen az egyes ABC transzporterek cél-kompartmentje és sej-
ten bellli életutja egészen kilonbdz6 lehet. Ismeretes, hogy a hepatocitakban
specifikusan kifejez6d6 és a konjugatum transzportért felelds ABCC2 (MRP2)
fehérjét egy PDZ-ko6t6 fehérje, az EBP50 horgonyozza a kanalikularis membran-
hoz [18]. Hasonldképpen feltételezik, hogy az epevezetéksejtekben kifejez6dd
CFTR apikalis lokalizaciojat alapvetéen meghatarozza az EBP50 allvanyfehér-
jével vald kolcsdnhatas [19]. A hepatocitakban bazolateralisan elhelyezkedd
ABCA1 transzporter pedig a szintrofin nevl PDZ-ko6t6 fehérjével |ép kblcsdnha-
tasba [18, 20].

A polarizalt hepatocitakban az apikalis membranfehérjék (pl. a transzferin recep-
tor) célba juttatasa elsddlegesen az uUn. transzcitotikus Uton torténik, azaz ezek a
membranfehérjék a szintézist, majd a Golgi apparatusban torténd processzalast
kovetden el6szor a bazolateralis membranba kerililnek, majd endo- és exocitdzis
révén kerllnek at a szoros sejtkapcsolatok tulsé oldaldara, azaz a kanalikularis
membranba [21]. Ezt a mechanizmust a kanalikularis ABC transzporterek ese-
teben nem irtak még le, de - meg kell jegyezni - nem is igen tanulmanyoztak.
Erdekes mddon néhany kanalikularis ABC transzporter esetében azt mutattak
ki, hogy nem transzcitdzis utjan, hanem kozvetlenll a Golgi apparatusbdl jutnak
az apikalis membranba. Részletesen tanulmanyoztak az epesok transzportjaért
felelés ABCB11 (BSEP) utjat, és azt talaltak, hogy ez a fehérje folyamatosan in-
ternalizalodik, majd egy endoszdéma szubpopulacidon keresztil visszatér a kana-
likuldaris membranba. So6t, a transzporter nagyobb hanyada intracellularisan he-
lyezkedik el a rab11a-specifikus, recirkulaléo endoszomakban, melyeket a miozin
Vb motorfehérje mozgat [22, 23]. Az, hogy ez mennyire altaldnosithaté séma a
tobbi kanalikularis ABC transzporterre, tovabbra is nyitott kérdés marad, azon-
ban az ABCB1 (MDR1) és az ABCC2 (MRP2) esetében is kimutattak a Golgi ap-
paratusbdl kozvetlen az apikalis felszinre toérténd vandorlast, viszont ezeket a
transzportereket a recirkulaléo endoszémakban nem észlelték [24-26].

A bazolateralis elhelyezkedésl ABCA1 - feltételezések szerint - a funkciojahoz
kotdtten egy sajatos transzcitotikus utat jar be. Ugy vélik, hogy az ABCA1 al-
tal medialt koleszterin transzport nem a sejtfelszinén, hanem intracellularisan
torténik, azaz miutan az apolipoprotein A-I (Apo A-I) kotodik sejtfelszinen az
ABCA1-hez, a komplex gyorsan internalizalddik, és a tényleges transzportlépés
az endoszoémaban zajlik, majd a naszcens HDL (Apo A-I + koleszterin) exocitdzis
révén kerll az extracellularis térbe, végill a keringésbe. Ebben a folyamatban
az ABCB11 esetében megismert recirkulalé endoszéma rendszert6l kilonbozo,
rab8-specifikus endoszéma szubpopulacié vesz részt [4, 27].
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Az energia metabolizmus és a hepatocita polaritas kapcsolata
Nemrégiben egy igen érdekes felfedezés latott napvilagot, mely soran kap-
csolatot mutattak ki az epitél sejtek polaritdsa és energiahaztartdasa kozott.
Az AMP-aktivalt protein kindz (AMPK) egy szerin-treonin protein kindz, amely
kulcsszerepet tolt be a sejtek energia szabalyozasaban. A kilonbdz6 cellularis
stresszek (pl. hipoxia, ischemia, gliikdz-szint csokkenés) hatasara aktivalddik az
AMPK, és az energiafogyasztast csokkentd, illetve az energiatermelést eldsegit6
folyamatokat indit el [28]. Az AMPK elsGdleges szabalyozdja az ATP/AMP arany,
de upstream kinazok is befolyasoljak az AMPK aktivitasat. Ezek kozil a kalmo-
dulin-kinaz-kinaz B nem fejezddik ki a majban, viszont az LKB1 (liver kinase B1)
szamottevd mennyiségben jelen van a hepatocitakban. Nemrégiben kimutattak,
hogy az LKB1 a fajok széles skalajan, az ecetmuslicatdl az emldsdkig megha-
tarozo szerepet tolt be az epitél sejtek polaritdsanak szabalyozasaban [29-32].
Ezen felll arra is fény dertlt, hogy az LKB1/AMPK kinaz rendszer részt vesz a he-
patocitak kanalikularis halézatanak kialakitdasaban és fenntartasaban is, aminek
elofeltétele a sejtek megfeleld polaritasa.

Ugyan tobbféle sejtes rendszerben kimutattak az LKB1 és AMPK szabalyozd
szerepét a sejtpolaritdsban, a regulacié konkrét mechanizmusrél ma még nincs
elképzelésink. A legtdbb sejtpolaritds vizsgalatban azt talaltak, hogy az LKB1
kozvetlentl foszforildlja az AMP a alegységét, viszont olyan hipotézis is napvi-
lagra latott, hogy az LKB1 az AMPK aktivalasatol fliggetlenil is képes szabalyozni
a sejtek polaritasat. A laboratériumunkban jelenleg folyé kutatdmunka soran az
ABC transzporterek sejten bellili vandorlasanak kilénbdz6 atjait és ennek sza-
balyozé mechanizmusait kivanjuk feltarni polarizalt epitél sejtekben, elsGsorban
a majat alkotd hepatocitakra forditva figyelminket. E kérdés fontos orvos-bio-
l6giai jelentdséggel bir, hiszen - ahogy fentebb emlitettem - szamos 6rokletes
betegség kothetd ezeknek a transzporter fehérjéknek a nem megfeleld cellularis
elhelyezkedéséhez, de ezen fellll fontos mozzanat az is, hogy az ABC transz-
porterek alapvetfen befolyasoljak a toxikus anyagok és a gyogyszermolekulak
kivalasztasat, illetve szervezeten belili eloszlasat.
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