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Bevezetés

Az ABC (ATP Binding Cassette; ATP-kot0 kazetta) membranfehérjék minden él6lényben
fontos szerepet jatszanak kiilonféle vegyiiletek bioldgiai membranokon keresztiil torténd
atjuttatasaban. Baktériumokban szamos, a tapanyagfelvételben szerepet jatszd, importer ABC
fehérje ismert, mig eukaridta sejtekben az ABC transzporterek tobbsége vegyiiletek
kipumpalasaval exporterként miikodik. Tobb ABC fehérje a sejtszintli kemoimmunitédsi
rendszer részeként, multidrog transzporterként mitkodve védi a szervezetet a kornyezetbdl
érkez6 mérgezd anyagokkal szemben. Ezek a multidrog ABC transzporterek alacsony
szubsztratspecifitassal rendelkeznek, képesek a sejtbdl kiilonb6zé kémiai tulajdonsagokkal
rendelkezd vegyiileteket eltavolitani, ezaltal példaul a sejten beliili gyogyszerkoncentraciot a
hatdsos szint alatt tartani. Mas ABC fehérjék hibas miikddése vagy termelddése
transzportfolyamatok megvaltozasat eredményezi, ami kiilonb6zd betegségek kialakuldsahoz
vezethet, mint példaul a cisztas fibrozis (CF), a Dubin-Johnson-szindroma, a II. tipusu
cukorbetegség €s az adrenoleukodisztrofia.

Az ABC fehérj¢k funkciondlis egysége két transzmembran domént (TMD) és két
nukleotid-koté domént (NBD) tartalmaz. A TMD-k konzervaltsdga alacsony, ami magyarazza
eltér6 miikodésiiket és szerkezetiiket. Ezzel szemben az NBD-k szekvencidlisan és
szerkezetileg is igen hasonldak, benniik talalhatok a konzervalt Walker motivumok ¢és az ABC
signature szekvencia. A transzport folyamatokat altaldban e helyek ATP-kotése és/vagy
hidrolizise hajtja, ez alol kivétel példaul a klorid csatornaként miikodé CFTR fehérje. Az ABC
fehérjék tobbségére jellemzd az ATP hianyadban megfigyelhetd "alul-nyitott" konformacio,
amelyben az NBD-k és a TM hélixek intracellularis vége tavol van egymastol, és az ATP-kotés
hatasara bekovetkezd "alul-zart és feliil-nyitott" konformacid. Ez az atfordulds a legtobb

esetben valoszintileg az alternativ access miikodési mechanizmussal hozhat6 6sszefliggésbe.

Celkitlizesek

1. Fo6 célunk, hogy bioinformatikai modszerek alkalmazéasaval megértsiik a transzmembran
ABC fehérjék szerkezeti és miitkodésbeli 6sszefiiggéseit.

2. Elméleti modszerek alkalmazasaval tervezziik atomi szinten megérteni a cisztas fibrozist

okoz6 mutacidknak a hatdsmechanizmusat és a CFTR fehérje szerkezetére és dinamikéjara

kifejtett hatasat.
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3. A kisérletesen meghatarozott statikus CFTR szerkezetek egyike sem tartamaz klorid
vezetésre alkalmas nyitott csatornat, ezért a klorid atjutasi mechanizmus és utvonal
megismerését tliztiik ki célul.

4. Az ABCG?2 transzporter szamos gyogyszer szervezeten beliili eloszlasat (ADME-Tox
tulajdonsagait) befolydsolja, igy csokkentheti hatdsossdgukat. Ezért igen fontosnak tartom
mitkodésének és szubsztratfelismerésének leirasat a szamitasos biologia mddszereinek
felhasznalasaval.

5. A CFTR és az ABCG2 fehérjékkel végzett munka sordn szdmos ABC vagy altalanosan
transzmembran fehérjékkel kapcsolatos kérdés felmeriilt. Annak érdekében, hogy az
ezekre adott algoritmikus megoldasaink ¢és banyaszott adataink ne csak a sajat
projektjeinkben tudjanak hasznosulni, hanem masok is fel tudjak hasznalni, ezért ezeket is

kozoltiik, illetve publikus webapplikacidkon keresztiil elérhetdvé tettiik.

Tézisek

1. tézis (Cikk-1)

A CFTR fehérje feltekeredését segitd legigéretesebb korrektor vegyiiletek még egymassal
kombinalva is csak kismértékben novelték a AF508-CFTR sejtfelszini mennyiségét, csekély
klinikai haszonnal kecsegtetve. Bemutattuk, hogy a korrektorok tobbsége az NBD1/CL4
interfészt stabilizalja, s a terapia hatasossaganak novelésére sziikség van mas helyen hatd
vegyliletekre. Eléleti és kisérleti eredményeink alapjan azt javasoltuk, hogy olyan AF508-CFTR
konstrukcioval kell gyodgyszerjeloltek keresését végrehajtani, amelyben ez az interfész
stabilizalt (pl. R1070W), igy ki lehet valogatni azokat a vegylileteket, amelyek az NBDI1

stabilitasat novelik.

2. tézis (Cikk-2)

Bizonyos CF mutansok esetében a CFTR ioncsatorna nyitédasat befolyasolo VX-770
(Ivakaftor) potencidtor terapids hatasa jelentds. Mivel a AF508-CFTR betegek kezelése a
fehérje feltekeredését javito6 VX-809 (Lumakaftor) korrektorral nem eredményezte
diagnosztikus paraméterek szignifikdns javuldsat, ezért felmeriilt esetiikben a VX-809
korrektor és a VX-770 potencidtor egyiittes alkalmazéasa. Kimutattuk azonban, hogy a VX-770
a fehérje funkcidjat annak destabilizdlasan keresztiil javitja, ami viszont a korrektor hatasat
gyengiti. Ezért hatékony kombinalt terdpidkhoz a meglevd potencidtorok modositasa vagy 10j

potencidtorok fejlesztése sziikséges.
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3. tézis (Cikk-3)

A CFTR aktiv allapotban meghatarozott szerkezete nem mutat klorid-vezetésre alkalmas
utvonalat. Annak érdekében, hogy a klorid-vezetéshez sziikséges geometridval rendelkezd
CFTR-konformaciokat tudjunk azonositani, a kisérletesen meghatarozott CFTR szerkezettel
egyensulyi molekuladinamika (MD) szimuldcidkat végeztiink. Eredményeink olyan atomi
szintli adatokat szolgaltattak, amely CF elleni gyogyszermolekuldk hatdsmechanizmusanak

megismerésé¢hez és potenciatorok fejlesztésé¢hez jarul hozza.

4. tézis (Cikk-4)

Az ABCG fehérjék szekvenciajuk alapjan kiilon alcsaladot alkotnak az ABC fehérjék csaladjan
beliil. Jellemzdéen alacsonyabb a transzmembran doménben talalhaté aminosavaik szama, ezért
mas alcsaladba tartoz6 ABC fehérje szerkezetét templatként hasznalva nem lehet szerkezetiiket
modellezni. Az ABCG5/ABCGS8 heterodimer kristalyszerkezetének meghatdrozasa utan, a
bioinformatika alapelveit és eszkdzeit hasznilva els6ként modelleztik az ABCG2 fehérje
szerkezetét. Molekula dinamikai szimulaciok alapjan meghataroztuk a kdszvénnyel asszocialt
Q141K és a szubszratspecifitds valtozasat okozd R482G mutédciok lehetséges szerkezeti

hatasait is.

5. tézis (Cikk-5)

A rendkiviil fontos kisérletes ABCG2 szerkezetek nem tartalmaznak informaciot a fehérje
dinamikajarol, ezért a transzport leirdsara csak limitaltan alkalmazhatok. Ezért egy fiziologias
szubsztrat, a hugysav jelenlétében végzett MD-szimulaciokkal jellemeztiik a transzlokacios

utvonalat in silico dokkolas alkalmazasa mellett.

6. tézis (Cikk-5)

Korabban munkatarsaim kisérletesen bemutattdk, hogy az ABCG2 miikodését a koleszterin
jelentdsen befolyasolja. A hatds atomi szintli értelmezéséhez kiilonbozd lipidosszetételii
membranba agyazott ABCG2 transzporterrel végeztiink MD-szimulaciokat, amelyek alapjan
megallapithattuk, hogy a koleszterin a transzportfolyamatot a transzmembran hélixek

intracellularis oldalon torténd zarasanak eldsegitésével mozditja eld.

7. tézis (Cikk-6)

Fehérjék természetes variansait és laboratériumban eldallitott mutacioit nehéz publikaciokbol
Osszegyljteni €s homolog fehérjék szekvenciajanak és szerkezetének kontextusdban vizsgalni.

Az ABCM2 web alkalmazasunkban ezeknek a kihivasoknak egy részét bioinformatikai

megkozelitéssel megoldottuk, amelynek kiemelkedd eleme, hogy szekvencia-illesztések

4
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hasznalataval lehetdvé tettiik kiillonbozé ABC fehérjék szekvencidlisan homolog pozicidiban

1évo varidnsainak 0sszehasonlitdsat is.

8. tézis (Cikk-7)

Egyre tobb ABC membranfehérje szerkezetét hatarozzdk meg, amely szerkezetek kozott
szamos jobban vagy kevésbé eltéré konformacié figyelhetd meg. Ezek Osszehasonlitasara és
osztalyozasara szabvanyositott, automatikusan generdlhatdé mérdszamokat, konftorokat
hoztunk létre. Ezek a metrikdk hozzdjarulnak az ABC membranfehérjék szerkezeti
jellemzéinek mélyebb megértéséhez ¢és szerkezeteinek validalasdhoz. Hasonld 3D

bioinformatikai metrikdk mas fehérjecsaladokra is kidolgozhatok és alkalmazhatok.

9. tézis (Cikk-8)

A krio-elektronmikroszkopiat (krio-EM) alkalmazé membranfehérje szerkezetmeghatarozas
soran szamos esetben a jelenlevd lipidkornyezet is lathatdo a krio-EM denzitasban. Ezért
kifejlesztettiink egy olyan munkafolyamatot (MemBlob), ami ezt a kisérletes adatot
felhasznalva meghatdrozza a fehérje lipidkdrnyezettel koriilvett TM részét. Tanulmanyunk
bemutatta, hogy a krio-EM stirtiségtérképek a fehérjeszerkezeten kiviil mas értékes informaciot
is tartalmaznak, mint példaul a lipidkdrnyezet helyzete és a rendezetlen régiokhoz tartozo

stiriségek.

10. tézis (Cikk-9)

Fehérjék szerkezetének szekvencidjuk alapjan torténd joslasaban nagy attdrést hozott a neuralis
halézaton alapuldé AlphaFold, amelyet a betanitdis soran nem érzékenyitettek
membranfehérjékre. Ezért megvizsgaltuk és bemutattuk, hogy az AF2 membranfehérjékre is
hasonld mindségli szerkezeteket tud josolni mint szolubilis fehérjékre. A modszer
felhasznalasaval megépitettiik olyan dimer human ABC fehérjék szerkezetét, amelyek sem a

kisérletes PDB, sem az AF2 EBI adatbazisban nem talalhatok meg (https://abc3d.hegelab.org).

11. tézis (Cikk-10)

A fehérje-membran kdlcsonhatasok alapvetd szerepet jatszanak szdmos cellularis folyamatban,
s ezek kialakitasaban gyakran vesznek részt rendezetlen régiok (Intrinsically Disordered
Region). Az olyan rendezetlen régiokat, amelyek nemcsak mas fehérjékkel, hanem lipidekkel
is képesek specifikus, reverzibilis kolcsonhatasokat kialakitani, MemMoRF-oknak (Membrane
Molecular Recognition Feature) neveztiik el. Ezeket a régiokat és a hozzajuk tartozo szerkezeti
adatokat, betegségekkel kapcsolatos informaciokat 0sszegyiijtottiik, és egy web applikacion

keresztiil elérhetové tettik. A MemMoRF adatbazis felhasznalobarat feliilleten keresztiil érhet6
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el, igy jo eséllyel valhat a széles tudomanyos kozOsség szdmara a transzmembran és
membranhoz kapcsolodd fehérjék rendezetlen régidinak kdzponti, 3D bioinformatikai

forrasava.
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