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1. Bevezetés

Az ATP-Binding Cassette (ABC) transzporterek a fehérjék egyik legnépesebb csaladjat
alkotjak. Az ABC szuperfehérjecsalad tagjai a legtobb €16 szervezetben megtalalhatdéak a
baktériumoktdl kezdve egészen az emberig. Definicidjuk szerint a fehérjéket harom
konzervativ szekvencia motivum megléte alapjan soroljuk ehhez a csaladhoz. Ezek az ATP-
kotd fehérjékre jellemz6 Walker A, Walker B, valamint az ABC transzportereket
megkiilonboztetd ,,ABC signature” motivum. Az emberi fajban 48 ABC fehérjét azono-
sitottak, melyeket hét alcsaladba soroljuk. Az alcsalddokat ABCA-t6] ABCG-ig betiikdddal
jeloljiik, az egyes fehérjéket az alcsaladon beliil pedig egy tovabbi szammal azonositjuk.

A szekvencia homologian til az ABC transzporterek nagyfokt szerkezeti hasonlosagot
is mutatnak, jellemzden kétféle, funkcionalisan és szerkezetileg elkiiloniild egységbdl épiilnek
fel. A fent emlitett konzervalt szekvencidkat a citoplazmatikusan elhelyezkedd, 200-250
aminosavbol allo globuléris szerkezet, az un. ABC-egység vagy masképpen nukleotid-kotd
domén (NBD) foglalja magaba. A fehérjecsalad errdl az ,,ATP-kotd kazettar6l” nyerte az
ABC nevet. Ez a domén képezi a fehérje katalitikus centrumat, itt torténik a fehérje
mukodéséhez sziikséges ATP-kotés és hidrolizis. Az ABC transzporterek masik jellegzetes
szerkezeti egysége a transzmembran domén (TMD), amely tipikusan 6 membranon ativeld
hélixbél all. Altalanosan elfogadotta valt, hogy egy mitkodéképes ABC transzporter legalabb
2 nukleotid-k6té doménbdl és 2 transzmembran doménbdl all.

Némelyik ABC transzporter molekulasulyat tekintve nagyjabol fele akkora, mint az n.
,kanonikus” transzporterek, egyetlen NBD-bdl, illetve egyetlen TMD-bdl allnak. Ezeknek a
,feltranszportereknek™ dimerizalédniuk kell ahhoz, hogy miikodoképes egységet alkossanak.
Az ABCG alcsalad tagjai is féltranszporterek, raadasul esetiikben a domén sorrend is forditott
a szokasoshoz képest, az NBD N-termidlisan helyezkedik el a TMD-hez viszonyitva.

Az ABC transzporterek integrans membranfehérjék, melyek az ATP kotés és hidrolizis
energidjat hasznositva latjak el funkciojukat. A legtobb human ABC fehérje aktiv transzporter,
azonban arra is példat, amikor egy ABC transzporter ioncsatornaként funkcional (pl. CFTR)
vagy hogy mas transzporterek mitkodését meghatarozo regulator fehérjeként (pl. SUR1).

Az aktiv transzporterként miikodé ABC fehérjék sajatossaga, hogy szemben a P-tipust
ATPazokkal, esetilkben a transzport ciklus sordn nem jon létre foszforildlt komplex. A

hidrolizis eredményeképpen egy fesziilt allapoti intermedier jon létre, ami kulcsszerepet
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megvaltozasaban. Szintén fontos jellemzdje ezeknek a transzportereknek, hogy mind az
atmeneti komplex kialakulasat, mind az ATP hidrolizis sebességét a legtobb esetben fokozza
a transzportalt szubsztratok jelenléte.

Az ABC transzporterek szamos élettani folyamatban kulcsfontossagu szerepet jatszanak.
Sokan koziilik részt vesznek a szervezet szinti detoxifikdlasban (MDRI1), az endo- és
xenobiotikum elleni védelemben, az oxidativ stressz mérséklésében (MRP1), valamint
kiilonboz6 abszorpcids €s szekrécids folyamatok szabalyozasaban (pl. SUR1/ABCCS8). Mas
ABC fehérjék a lipidanyageserében toltenek be fontos szerepet (ABCA1, ABCB4, ABCBI11),
de talalunk példat arra is, hogy az MHC I-tipust antigénprezentacioban (TAP1/TAP2) vagy a
hamfeliiletek ionhéaztartasanak szabalyozasdban (CFTR) vesznek részt.

A szamos fontos élettani funkciobol kovetkezden tobb ismert Ordkletes betegség
kothetd az ABC transzporterekben bekdvetkezd mutaciokhoz. Példaként hozhatjuk a CFTR-t
a cisztikus fibrozissal dsszefliggésben, amely a kaukazusi populaciéban az egyik leggyakoribb
oroklodo betegség. Ritkabban eléforduld betegségek, mint a Stargardt-betegség kialakulasaért
az ABCA4-ben, a Dubin-Johnson szindroémaért az ABCC2-ben, a pseudoxanthoma elasticum
korképért az ABCC6 transzporter génjében bekdvetkezd mutaciok tehetdk feleldssé.

Fontos gyogyaszati jelentdséggel birnak az un. multidrog transzporterek, melyek a
human tumorokban és in vitro sejtes modellekben kereszt-, azaz multidrog-rezisztenciat
(MDR) okoznak kémiailag és szerkezetileg a legkiilonfélébb citotoxikus drogokkal szemben.
Koz06s jellemzdjiik, hogy nagyon széles szubsztrat-felismerd képességgel rendelkeznek, igy a
klasszikus értelemben vett szubsztrat-specifitdsrol nem is beszélhetiink ezen transzporterek
esetében. Mara mar Aaltalanosan elfogadottd valt, hogy a multidrog transzporterek a
tumorsejtek plazmamembranjaban elhelyezkedve a sejtekbdl kipumpéljak a citotoxikus
anyagokat, a hatdsos ,,sejtdl6” szint alatt tartva az intracellularis drog koncentraciot.
A 48 huméan ABC fehérje koziil elsdsorban az MDR1 (P-glikoprotein, ABCB1) transzportert,
az un. multidrog rezisztencia-asszocialt fehérjét (MRP1, ABCC1), valamint az ABCG2
(MXR, BCRP) féltranszportert hozzik 6sszefliggésbe a multidrog rezisztenciaval. Erdemes
azonban megemliteni, hogy leirtak olyan eseteket is, ahol mas ABC transzporterek, pl. az
MRP2 (ABCC2), az MDR3 (ABCB4), vagy a BSEP (ABCBI11) okoztak keresztrezisztenciat
kiilonb6z6 citotoxikus szerekkel szemben.

A korabbi évek kutatdbmunkéja sordn kimutattuk, hogy az MDRI1 fehérje szubsztratként
ismeri fel szdmos fluoreszcens indikator AM formajat, és hatékonyan képes kipumpdlni a
sejtekbdl. Megfigyelésiink alapja, hogy az MDRI1 fehérjét expresszald sejtekben a festék

citoplazmatikus felhalmozodéasa — a transzportert nem-expresszald sejtekhez képest - csak
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csekély mértékben kovetkezik be. Amennyiben MDRI1 gatloszert vagy nagy-affinitasu
szubsztratot adunk feleslegben a sejtekhez, felfliggeszthetjiik a transzporter festékeltavolitd
aktivitasat, és a kontroll sejtekhez hasonld mértékii festékfelhalmozdodast érhetiink el. E
jelenség alapjan kidolgoztunk egy kvantitativ modszert (calcein assay) az MDR1 funkcionalis
detektalasara. Az MDRI1 aktivitasdnak mennyiségi meghatarozasara egy olyan normalizalt
mérdszdmot vezettiink be, amely egyenes Osszefliggést mutat a transzporter aktivitassal és
fliggetlen a kisérleti koriilményekt6l Ezt a mérdszdmot MDR aktivitdsfaktornak (MAF)
neveztiik el, és a kovetkezoképpen kaphatjuk meg:

MAF = =5

ahol F, a transzporter teljes gatlasa mellett mért festékfelvételi sebesség, Fo pedig a gatloszer
nélkiili kapott érték. Koradbbi munkainkban megmutattuk, hogy az MDR aktivitas faktor
sz¢les hatarok kozott fliggetlen értéket ad az alkalmazott festék AM koncentracidjatol, az
inkubalasi 1d6tdl, a pH-tol és egyéb kisérleti paraméterektdl.

Az ABCG2 fehérje az ABCG alcsaladhoz tartozd féltranszporter. Ezt a fehérjét
eredetileg szelektalt multidrog-rezisztens sejtvonalakbol klonoztak, késdbb igazoltak, hogy ez
a fehérje atipikus multidrog rezisztenciat képes okozni. Endogén expresszidja szamos
szOvetben kimutathatd, ezek kozott meg kell emliteni a petefészket, a vesét, az emld
hamsejtjeit, a vékonybelet, a vér-agy gatat és a placentat. Az ABCG2 tobb &ssejt-tipusban is
megtalalhato, és elsdédlegesen felelds az un. ,,side population” fenotipusért, melyet az dssejtek
diagnosztikus markereként is szoktak haszndlni. Az ABCG2 szubsztratjai kozott szamos
tumorellenes szer szerepel, mint példaul a mitoxantron, topotekéan, flavopiridol, methotrexat.
Bér fiziologids szubsztratjai a mai napig nincsenek feltérképezve, az Abcg2-deficiens
egerekkel kapott eredmények arra utalnak, hogy ez a transzporter fontos szerepet jatszhat a
kiilonbozo toxikus anyagok elleni védelemben, valamint a sejt porfirin-haztartasaban.

Az ABC fehérjecsalad tobb tagja fontos szerepet jatszik a sejtek, illetve a szervezet
lipidhéaztartasaban. Kiilonleges és specialis funkciot latnak el a hepatocitdk kanalikularis
membranjaban elhelyezkedd ABC transzporterek. Ezek koziil az ABCB11 (BSEP, sister Pgp)
fehérje végzi az epesdk kanalikularis kivalasztasat, mig az ABCB4 (MDR3) fehérje a
foszfatidil-kolin (PC) szekréciojaért felelés. Altalanosan elfogadott, hogy az ABCB4 transz-
porter floppazként miikddik, azaz a transzportalt szubsztratjat a sejtmembran belsd rétegébdl a
kiilsébe forditja, ami végeredményben nettd kidramlashoz vezet. A foszfatidil-kolinban
feldasult, fesziilt allapoti membranrészek egyrészt leflizodnek, PC-vezikulakat hozva 1étre,

masrészt a PC az epekanalikulusba szekretalt epesokkal vegyes micellakat képez.
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Kiemelt szereppel bir a lipidanyagcserében az ABCAI1 transzporter, amely a reverz
koleszterin transzport egyik meghatarozé eleme. Ez a transzporter felelds a koleszterin és a
foszfolipidek lipid-szegény apolipoproteinekre (pl. apoA-I-re) torténd transzportjaért mind a
periférian, mind a méjban és a vékonybélben, - fontos szerepet toltve be a felesleges celluléris
koleszterin eltavolitasaban, illetve a nascens HDL partikulumok eléallitasdban. Bar az
ABCAL1 egy igen széles korben kutatott transzporter, miikodési mechanizmusa a mai napig
vitatott. Egyrészt kétséges, hogy maga az ABCA1 fehérje transzporter-e vagy csak eldsegiti a
foszfolipidek és a koleszterin kiaramlasat a sejtekbdl, masrészt megkérddjelezik, hogy a
transzportfolyamathoz sziikséges-e a kozvetlen ABCAIl-apoA-I kapcsolat, harmadrészt
vitatjak, hogy mindez a sejtfelszinen vagy endocitotikus vezikuldkban zajlik.

Az ABCAI fehérje mutacioi huzédnak meg a Tangier-betegség hatterében, amelyet
nagyon alacsony HDL-szint, a kiilonb6z6 szdvetekben (pl. makrofagokban) térténd nagyfoka
koleszterin felhalmozodas és korai megjelenésii ateroszklerozis jellemez. Ujabban tobb mas
familiaris HDL-hianyos betegség, valamint egy igen ritka, 6roklédé vérzékenység, a Scott
betegség genetikai okaként irtak le az ABCAL génben 1évé mutaciokat.

Egyre novekvd figyelem iranyul az ABCGI1 féltranszporterre, amely fehérjérdl azt
feltételezik, hogy a HDL partikulumok tovabbi lipidalasaért, koleszterinnel valo feltoltéséért
tehetd feleldssé. Az ABCG4, amely az ABCG1 legkdzelebbi rokona, az utobbival - az egész
fehérjét tekintve - 72 %-os szekvenciaazonossagot, bizonyos transzmembran hélixek
vonatkozasdban (TMH2 és TMHS) pedig 100 %-os azonossagot mutat. Az ABCG1 alacsony
szintl, ubikviter szoveti eloszlast mutat, azonban bizonyos szovetekben, mint az agy, a 1ép és
a tiido, viszonylag magas expressziot ér el. Hepatikus kifejez6dése a szoveti makrofagokra
(Kupffer-sejtekre) korlatozodik. Makrofagokban, dendritikus sejtekben, endotél sejtekben és a
maj parenchima sejtjeiben expresszidja jelentds mértékben fokozhat6 a lipidanyagcseréhez
kothetd transzkripcids szabalyozas révén (LXR, RXR, PPARy tutvonalakon). Az ABCG4
expresszioja — az ABCGI1-gyel szemben — csak bizonyos szovetekre korlatozodik, igy az
agyban ¢és a szemben viszonylag magas ABCG4 szintet talaltak, mig a makrofagokban
kismértékli expressziot mutattak ki. Az ABCG1-hez hasonldéan az ABCG4 expresszidja is
indukdlhat6 oxiszterolokkal és retiniodokkal, valamint LXR- és RXR-agonistakkal. Mindezek

megerdsitik azt a feltételezést, hogy ezek a fehérjék funkciodja a lipidanyagcseréhez kotheto.
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2. Célkituzések

Munkank alapvet6 célja az ABC transzporterek transzporttulajdonsagainak megismerése,

miikodési mechanizmusanak, funkciojanak és élettani szerepének megértése. Ezen beliil

munkank soran a kdvetkezd konkrét célok megvalositasat tliztiik ki feladatul:

1)

2)

3.)

4)

5)

6.)

7)

Az MRP1 multidrog transzporter funkcionailis detektaldsara alkalmas fluoreszcens
modszert kivantunk kidolgozni, hogy annak segitségével részletesen jellemezzik a

fehérje transzporttulajdonsagait.

Igazolni kivantuk, hogy a koradbban kidolgozott modszer, a calcein assay nemcsak kuta-

tasi célokra alkalmazhatd, hanem diagnosztikai jelentéséggel bir a rakgyogyaszatban.

Célul thztik ki az ABCG2 multidrog fehérje transzporttulajdonsagainak vizsgalatat
tobbféle szempontbol. Egyrészt fel kivantuk tdrni az ABCG2 kolcsonhatasat az Iressa
(Gefitinib) nevii tumorellenes szerrel, masrészt vizsgdlni akartuk a membran

koleszterintartalmanak az ABCG2 transzportaktivitdsara gyakorolt hatdsat.

Modszert kivantunk kidolgozni annak a hipotézisnek az igazolasara, hogy a multidrog
transzporterek nem a citoplazmabol szallitjdk a transzportalt szubsztratot a kiilsé térbe,

hanem kozvetleniil a membranbol pumpaljak ki ezeket a molekulakat.

Célul tztik ki a két kevéssé ismert ABC féltranszporter, az ABCG1 és az ABCG4
alapveté karakterizalasat: szubsztratjaiknak feltérképezését, dimerizacios partneriik,

szubcellularis lokalizaciojuk €s szerepiik megismerését.

Létre akartunk hozni egy olyan kisérleti eszkozt, amely lehetdvé teszi az ABCALl
sejtfelszini expresszidjanak szenzitiv kovetését, ¢s modszeriinkkel vizsgélni kivantuk a
kiilonbozé koleszterinszint-csokkentd szerek esetleges hatdsat az ABCA1 sejtfelszini

expressziojara és funkcidjara.

Végiil célul thztik ki a multidrog transzporterek szerepének megértését a szervezet

szintjén, az altaluk alkotott védelmi halézat miikodésének megismerését.
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3. Az eredmények osszefoglalasa

Munkdm soran néhany kivalasztott ABC transzporter jellemzésével foglalkoztam. Ezek
(MDR1, MRPI1 ¢és ABCQG2), illetve olyanok, amelyek esetlegesen a lipidanyagcserében
jatszanak szerepet (ABCGI1, ABCG4 ¢és ABCALl). Alapvetd célunk volt ezen fehérjék
mukodésének megértése, ezért a vizsgalatok nagy részében vagy kidolgoztunk olyan modszert,
vagy cé¢ljainknak megfeleléen modositottunk meglévé olyan mérési technikat, amellyel
specifikusan és megfeleld érzékenységgel tudjuk az adott ABC transzporter aktivitdsat
kovetni. Ezekkel a funkcionalis mérésekkel eréfeszitéseket tettiink a felsorolt ABC fehérjék
transzporttulajdonsdgainak, mikodési mechanizmusanak és alapvetd funkcidjanak

megismerésére. Konkrétan a kdvetkezd eredményeket sikeriilt vizsgéalataink soran elérni:

1.) Megmutattuk, hogy az MRP1 transzporter képes a calcein acetoxi-metilésztert
kipumpalni a sejtekbdl, igy a calcein assay segitségével nemcsak az MDR1, hanem az
MRP1 is vizsgalhaté. Megmutattuk, hogy specifikus MRP1 gatloszerek segitségével a
két multidrog transzporter egymas melletti is kimutathatd. A kiterjesztett calcein assay
segitségével feltartuk, hogy bizonyos drogokat az MRP1 glutation-konjugatumként
pumpal ki a sejtekb6l, mig vannak olyanok, melyek transzportja a glutationtdl

fiiggetlen.

2.) Sikeresen alkalmaztuk a calcein modszert tumoros betegekbdl szarmazd klinikai
mintadkon. Megmutattuk, hogy akut mieloid leukémidban a kemoterapiara adott vélasz
tekintetében a calcein assay-vel meghatarozott MDR fenotipus prognosztikai jelento-

ségii faktor.

3.) Egyértelmiien megmutattuk, hogy az ABCG2 multidrog transzportert expresszalo
sejtekben tapasztalhatd Iressa-val szembeni rezisztencia az ABCG2 transzport-
aktivitasanak a kovetkezménye. Kimutattuk tovabba, hogy a membran koleszterin-
tartalma jelentés mértékben, szelektiven és reverzibilisen modulalja az ABCG2

transzportaktivitasat.
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4.)

5)

6.)

7)

8.)

Az ABCG2 multidrog transzportert GFP-cimkével lattuk el oly moddon, hogy a
fehérje funkcidja ¢és legfébb jellemvonasai teljes mértékben megoérzodtek. A GFP-
cimkézett varidnsok felhasznalasaval kimutattuk, hogy az ABCG2 az egyik legfontosabb
drog-szubsztratjat, a mitoxantront nem a klasszikus mechanizmus révén transzportalja,

hanem kozvetleniil a membranbdl pumpalja ki a sejtekbél.

Heteroldg expresszids rendszerben sikeresen Kkifejeztettiik az ABCG1 és ABCG4
fehérjéket, ¢és mindkettd ellen létrehoztunk megfeleléen érzékeny, specifikus
monoklonalis ellenanyagot. Megmutattuk, hogy mindkét fehérje rendelkezik ATPaz
aktivitassal, és az ABCG1 esetében azonositottunk 2 szubsztratot (rodaminl23 ¢és a
rodamin6G) és 3 gatlészert (benzamil, ciklosporin A, L-tiroxin). Eredményeink arra is
ravilagitottak, hogy ezek a féltranszportereck mind homo-, mind heterodimerként

képesek miikodni.

Az ABCGI1 szerepének vizsgdlata soran kimutattuk, hogy ez a fehérje apoptozist
indukal makrofagokban és egyéb sejttipusokban, amely jelenség egyértelmiien a fehérje
aktivitasanak a kovetkezménye. Mivel a makrofagok apoptézisa rendkiviil fontos az
ateroszklerotikus 1¢ziok fejlédésében, megfigyeléseink 1ényeges, j szerepkorbe helyezik

az ABCG1 fehérjét.

Az ABCALI transzporterrel végzett munkdnk eredményeképpen létrehoztunk egy olyan
kisérleti eszkozt, amely alkalmas az ABCAL1 sejtfelszini expressziéjanak érzékeny és
megbizhat6 detektalasara. Ennek az assay-rendszernek a segitségével kimutattuk, hogy
az ezetimib nevili gyogyszer az ABCAL sejtfelszini megjelenését funkcid-fiiggé médon

befolyasolja.

Végiil megmutattuk, hogy a multidrog transzporterek a toxin metabolizmusban
résztvevd enzimekkel ¢és egyéb transzporterekkel egyiitt egy olyan osszefiiggo,
koordinalt miikodésii halézatot alkotnak a szervezetben, amelynek feladata a
kiilonbdzd toxikus hatdsu anyagok: endo- és xenobiotikumok hatdsanak semlegesitése ¢és

azok eltavolitasa a szervezetbol.
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