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2. BEVEZETES

2.1 A bioldgiai membranok felépitése, membranfehérjék és membran transzporterek

A bioldgiai membranok alapvetden lipidekbdl €s membranfehérjékbdl allnak. A
membranok kompartmenteket hoznak Iétre a sejten beliill és a sejtek felszinén.
loncsatornak és transzporterek révén biztositott az ionok és polaros anyagok kontrollalt
atjutasa egyik kompartmentb6l a masikba (1). A legtobb él61ényben a gének 20%-30%-
a membranfehérjéket kodol, tehdt a human genomban koriilbeliil 10.000
membranfehérje DNS szekvenciaja talalhato meg (2). Ezek a fehérjék lehetnek
membran  kapcsolt és integrans membranfehérje tipustak. Az integrans
membranfehérjék hidroféb kolesonhatdsok révén szorosan a membranba agyazottak,
lehetnek periférialisak vagy ativelhetik a membrant (transzmembréan tipus). Allhatnak
amfipatikus a-hélixekbdl, valamint lehetnek B-hordé strukturajuak. Az utdbbi szerkezeti
tipus a bakteridlis kiils6 membranban jellemzd, illetve az ebbdl filogenetikailag
szarmazott membranokban, példaul a mitokondriumok kiils6 membranjaban (3). Igen
széleskorii funkcidoval rendelkeznek a membranfehérjék, képezhetnek sejtkapcsold
struktarakat, lehetnek enzimek, transzportalhatnak kiilonféle ionokat és anyagokat,
felismerhetnek bizonyos szignélokat, a citoszkeletonnak és az extracellularis matrixnak
lehetnek a rogzité pontjai, és peptid hormonok receptoraiként is szolgalhatnak. Ezért
nem meglepd, hogy a jelenlegi becslések szerint a jovOben akar a gyogyszerek 50%-a is

membranfehérjéket célozhat meg (4).

A membran transzporterek képesek a membranon atjuttatni kisebb-nagyobb
molekuldkat, peptideket, ionokat. A transzport tipusat tekintve beszélhetiink szelektiv
csatornakrol (porusokrol), illetve specifikus szallito transzporter fehérjékrol (1. abra). A
szelektiv csatornak altaldban egy specifikus iont, molekulat képesek egyik oldalrol
atengedni a masik oldalra. A legtobb csatorna esetén létezik olyan gat-mechanizmus,
mellyel a fehérje nyithatd és zarhatd, ezzel szabalyozva az adott molekula atjutasat
(mechanoszenzitiv, ligand-fiiggd, fesziiltség-fliggd csatornak). A transzport minden
esetben passzivan, a gradiensnek megfeleléen torténik (5). Ezzel szemben a specifikus
szallito transzporterek esetén a csatorna egyik oldala nyitva, a masik zarva van. Ebben

az allapotban lehetdvé valik specifikus kdlcsonhatast kialakitani az adott ion vagy
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molekula és a transzporter nyitott oldala kozott, mely azutan a fehérje szerkezeti
atrendezddését kovetden képes a fehérjén beliill haladni és a masik oldalt nyitott
allapotban pedig elhagyni, ezzel lehetové téve akar a gradienssel ellentétes iranyu
haladasat is (6). Ebben a csoportban megkiilonboztethetiink facilitalt diffuziora képes
uniportereket, elsédlegesen, és masodlagosan aktiv membran transzportereket. Az SLC
(solute carrier) tipusti transzporterek koz¢é a masodlagosan aktiv vagy facilitalt
diffuziora képes transzportereket soroljuk Osszefoglaloan. Facilitalt diffuzio esetén a
fehérje specifikus kolcsonhatast alakit ki a szallitandd molekuléval, de a hajtoerdt itt is a
koncentraci6 gradiens adja, ebbdl kifolydlag ezek a pumpak képesek akar egyik
szOovetben az egyik iranyba, mig egy masik szdvetben a masik irdnyba transzportalni
ugyanazt az anyagot (pl. GLUT2 fehérje a majban a glikolizis/gliikkoneogenezist6l
figgben kétféle iranyban is mikodhet) (7). Az els6dlegesen aktiv membran
transzporterek ATPazok, azaz kozvetleniil az ATP energidjat felhasznalva képesek a
membran egyik oldalarél a masikra atjuttatni a szallitandé anyagokat. Itt négy csoportot
kiilonboztethetiink meg, a P-tipust, V-tipust, F-tipust, és ABC-tipusi ATPazokat (8).
A harmadik csoportjat képezik a specifikus szallitd fehérjéknek a masodlagosan aktiv
transzporterek, melyek egyszerre tobb iont/molekulat képesek mozgatni, altaldban az
egyiket a gradiensének megfeleld iranyba (ezt a gradienst kordbban altaldban egy
elsdédlegesen aktiv pumpa mar létrehozta), amely biztositja az energidt a masik
ion/molekula gradiensnek ellentétes iranyl mozgatasahoz (9). Ezek lehetnek
szimporterek (azaz egy irdnyba torténik a két ion/molekula szallitasa) vagy antiporterek

(azaz ellentétes iranyu a transzport a két ion/molekula esetében).



DOI:10.14753/SE.2019.2259

| Membran transzporterek |
[

| |

| Szelektiv csatornak | | Specifikus szallitok |
| | ' |
Nem kapuzott csatorndk | | Kapuzott ion-csatornak | | Facilitalt diffazié | | Masodlagosan aktiv
- mechanoszenzitiv - uniporterek - szimporterek
- ligand-fuggé - antiporterek

- feszliltség-fiiges | Elsédlegesen aktiv |

- P-tipust ATPazok
- V-tipusu ATPazok
- F-tipusu ATPazok
- ABC-tipusu ATPazok

1. abra: A membran transzporterek csoportositisa. A membran transzportereket
aszerint, hogy kolcsonhatdst alakitanak-e ki a transzportdlt anyaggal, szelektiv
csatornakra ¢és specifikus szallitd fehérjékre bonthatjuk. A szelektiv csatorndk kozott
megkiilonboztetiink nem kapuzott csatorndkat (pl. aquaporinok), illetve kiilonféle
mechanizmussal kapuzott ioncsatornakat (pl. mechanoszenzitiv PIEZO1 csatorna). A
specifikus szallito transzport lehet facilitalt diffazioé (pl. GLUT transzporterek), illetve
torténhet elsddlegesen (pl. ABC-transzporterek) és masodlagosan aktiv (kiilonféle szim-

¢s antiporterek) transzporterek segitségével.

2.2 Membran transzporterek a vordsvértesteken

A human vorosvértestekre jellemzd, hogy érésiik sordn sejtmagjukat és belsd
membran struktiraikat elveszitik. Az Oket boritd egyediili sejtmembranban szamos
membranfehérje megtalalhatd, koztiik sokféle transzporter is. A legfrissebb
eritrocitakon végzett membran protedm vizsgalatok alapjan gy tlinik, szamos, klinikai
vonatkozasban is fontos membranfehérje van koztikk, melyekrél eddig azt gondoltak,
hogy csak egy specifikus szovetre, szervre jellemz6. Mivel a vordsvértestek konnyen
hozzatérhetéek nem invaziv modszerrel, illetve a vérben nagy szamban fordulnak elo,
ezért a vorosvértest membranfehérjék vizsgalata alkalmas lehet gyors és egyszerii
diagnosztikai vagy prognosztikai modszerek kifejlesztésére (10).

Ebben a fejezetben a teljesség igénye nélkiil kitérek a membranfehérjék fobb
csoportjaira, kiilonos tekintettel a vorosvértestek membranfehérjéire, azok szerepére

normalis és koros vordsvértestekben, bizonyos betegségekben jatszott szerepiikre,
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valamint a legfrissebb kutatasok alapjan néhany érdekességet is bemutatok veliik
kapcsolatosan. A vorosvértesteken megtalalhaté fontosabb membran transzportereket és

szubsztratjaikat a 2. abran foglaltam Gssze (11).

2.2.1 Elsédlegesen aktiv transzporterek

Az elsddlegesen aktiv transzporterek az ionkoncentracid  kiilonbség
létrehozasdban ¢és kiilonféle anyagok gradienssel ellentétes irdnyl transzportjaban
vesznek részt, melyhez az energiat az ATP hasitdsa biztositja. A vOrdsvértest
membranja permeabilis a vizre és a legtobb anionra, mig a kationokra gyakorlatilag
atjarhatatlan, igy azok csak specifikus csatorndkon és transzportereken juthatnak at a
membréanon. Altalanosan jellemz, hogy jelentésen eltéré koncentracioban vannak jelen
a kationok az extracellularis és intracellularis térben (pl. alacsony kalium, magas
natrium ¢és kalcium koncentracid kiviil), ezt a kiillonbséget pedig ezek az elsddlegesen

aktiv transzporterek hozzak létre (11).

2.2.1.1 ANa"-K" ATPiz

Az egyik fontos ATP hajtotta pumpa a vorosvértesteken a Na'-K* ATPaz, mely
a Na’ kifelé és a K* befelé¢ szallitisdban vesz részt, ezzel fenntartva a sziikséges
iongradienst, a térfogat- ¢és vizhaztartds megfelel6 egyensulyat (12). A vorosvértestek
esetén a sejt térfogatdnak és bikonkav alakjanak fenntartisidban van szerepe. A
mikrokapillarisokban a sejtalak megvaltozasat biztositjak. A fehérje nem megteleld
mely megfigyelheté magas vérnyomasban szenveddknél, koszoruér betegségekben,

illetve Diabetes mellitusban is (13).
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2.2.1.2 PMCA tipusu ATPdzok

A  PMCA tipusi kalcium/magnézium transzportald6 ATPazoknak a
vorosvértestek mikrokapillarisokban fellépd fizikai stresszre adott valaszaban (14), a
térfogat szabalyozasban (15), a szeneszcenciajukban (16) és az eryptozisaban (17) van
szerepe. Az ATP energidjat felhasznalva képes a sejtbdl kifelé transzportalni egy Ca’*-

ot, mikozben befelé egy Mg?*-ot mozgat.

A PMCA-k a P-tipustt ATP-azok kozé tartoznak, melyek neviiket a foszforilalt
intermedier allapotrol kaptak (18). Egyetlen polipeptid lancbol allnak, harom globularis
domént alkotva, és esetiikben 10 darab transzmembran hélix iveli at a membrant (3.
abra) (19). A PMCA-kat az emldsokben négy gén kodolja (emberben: ATP2B1,
ATP2B2, ATP2B3, ATP2B4), melyek kiilonb6zé kromoszémdkon helyezkednek el
(emberekben: 12g21.3, 3p25.3, Xq28, és 1932.1 rendre, 4. abra, (19)).

10
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3. abra: Az emlés PMCA tipusu fehérjék topolégiai felépitése és alternativ
splicing lehetdségei. A 10 darab membran-ativeld régiot szamozassal jeldltem. Az N-
termindlist (N), C-terminélist (C), az els6 loopon elhelyezkedd foszfolipid kotéhelyet
(PL), az ATP hidrolizisben részt vevé aszparaginsavat (P), az ATP-koto helyet (ATP),
a C-terminalis calmodulin k6t domént (CBD) tiintettem fel. A két alternativ splicing
helyet nyilak mutatjdk, alul az alternativ splicing soran létrejovd varidnsok
szerepelnek. A C-splice hely a leolvasasi keret eltolodasat okozza, amely a kétféle
hosszusagi C-terminalis farkat eredményezi (a és b). A sziirke kiilonféle arnyalataival
jelolt téglalapok az alternativan 9sszeallt exonokat jelolik. A C-splice hely esetén az a,
¢, d, e varians kiilonféle donor helyet haszndl ugyanazon az exonon beliil (fekete
csikok), az a variansban a teljes exon megtalalhatd. (kép forrasa: Strehler, E. (19),

modositva)

A négyféle izoforma (a géneknek megfeleléen PMCA1-4) koziil a PMCAL és a
PMCA4 minden szovetben, szervben megtalalhato. A gyorsan aktivalodo PMCA?2 és
PMCA3 leginkabb az ideg- és izomsejtekben jellemzd (20). A PMCAL kiiitése
egerekben mar embrionalis korban letalitast okoz (21, 22). A simaizmokban és a

himivarsejtekben nagy szadmban a PMCA4 izoforma taldlhatd meg, igy ennek a

11
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fehérjének a kiiitése egerekben elsdsorban a simaizmok nem megfelel6 miikodésével és

a him allatok sterilitasaval jart (21, 22)

A PMCA fehérjékre jellemz6 a valtozatos mMRNS splicing és a transzkripcio
folyamatanak sokrétli szabalyozasa. A két f6 alternativ splicing hely az un. A és C
splice hely, melyek alternativ hasznalatanak kovetkeztében elvben Gsszesen tobb mint
30 féle varians keletkezhet a négy pre-mRNS-bdl. Ténylegesen eddig 20 féle varianst
azonositottak kiilonféle szovetekben. Az A-splice hely esetén példaul a PMCA4 fehérje
301. aminosavja utan alternativ exonok beépiilésével hosszabb loop keletkezhet. Az x
varians esetén az eltéré donor hely hasznalatnak koészonhet6en a 301. aminosavtol
kezd6dden beépiil egy 12 aminosavas Szakasz, ami a z variansban hianyzik. A C-splice
hely esetén egy plusz exon beépiilése soran a leolvasasi keret is eltolodik. Az a varians
rovidebb C-terminalis régiét eredményez Osszehasonlitva a b varidnssal. A ¢, d, e
variansok az a varidnshoz hasonloak, csak eltér6 donor helyeket hasznalnak az
alternativ exon beépiilése soran (3. abra). Tovabb gazdagitjdk a PMCA fehérjéket a
mutaciok, polimorfizmusok és a poszttranszlacios modosulasok is (19). Ezeknek a
mechanizmusoknak koszonhetéen a PMCA fehérjék egyes szovetekben mutatott,
valamint a fejlodés soran idében tapasztalhatd mennyisége jelentésen ingadozik, ami
szerepet jatszhat a szabalyozd mechanizmusok finomhangolasahoz sziikséges valtozo

intracellularis kalcium-ion szintek kialakitasaban.

A PMCA fehérjéket kddolo ATP2B gének transzkripcid szintli szabalyozasa
jelenleg nem teljesen tisztazott, de mindegyik gén esetében jellemzé legalabb egy, nem
kodoldo 5°UTR exonikus régio, valamint az ezt kovetd hosszh, tobb tiz kilobazisnyi
intronikus szakasz, melyek sokféle transzkripcids faktor bekotédését biztositjak (4.
abra) (19). Ismert, hogy az ATP2B1 gén esetén a fehérje expresszidja simaizom
sejtekben G1/S fazis alatt csokken, mivel a c-myc transzkripcids faktor a gén promoter
sejtben az ATP2B1 transzkripcidjat (24-27). A myc transzkripcids faktor szerepet
jatszik az ATP2B4 gén atirasanak csokkentésében B-limfocitak fejlodése soran (28). Az
ATP2B2 gén struktiraja kiilondsen érdekes. Osszesen eddig négy kiilonbozé alternativ
promoterét mutattak ki. Az alternativ promodter hasznalat kovetkeztében a fehérjébol

példaul tobb keletkezik az emlémirigyekben, mint az idegsejtekben (29). Emellett az
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EGR1 képes bekotddni a gén CpG szigetének kornyékére, mely az egyik tipusa (o)
promoter aktivalodasat valtja ki (30). A tobbi gén esetén sem lehet kizarni, hogy
tobbféle alternativ promoéterrel vagy enhancerrel rendelkeznek, melyek kiilonféle

szovetekben, kiillonféle stimulusok hatasara aktivalodnak.

ATG
ATP2B1 | f

A 1 21

ATP2B2 ATG

4 1

ATG
ATP2B3 —++Hi+—

-2 1 21

ATG
50 kb ATP2B4 7

-1 1 21

4. abra: A PMCA-tipusu fehérjéket kodolé gének felépitése. Az ATP2B tipust
gének mindegyike rendelkezik legalabb egy, 5’UTR-t kodolé exonnal, melyet
altalaban hosszu intronok kovetnek. Az els6 exon (z6ld) ezen az dbrdn minden esetben
az iniciacioés metionint (ATG) kodold exon, vagyis a fehérje atirds kezdete. A negativ
szamokkal jelolt exonok az 5S’UTR szakasz részei az mRNS-en. A piros vonalak az

alternativ exonokat jelzik. (kép forrasa: Strehler, E. (19), modositva)

A PMCA fehérjék szerkezeti szempontbdl nagyon hasonlitanak egymasra.
Homologia vizsgalatok alapjan (31, 32) négy f6 doménnal rendelkeznek (5. abra) (33)

és egy egyedi, csak a PMCA fehérjékre jellemz6 rendezetlen C-terminalis régioval.

Az M-domén a 10 darab transzmembran hélixet foglalja magaban, melyek a
kalcium-ionok szamara alakitanak ki csatornat. Az N-domén koti meg az ATP-t,
melynek y-foszfatja a P-domén egyik konzervalt aszparaginsavijara (Asp 351) keriil ra a
nagyenergiaju P-intermediert létrehozva, ahonnan a P-tipust ATP4zok neviiket kaptak
(18). Az A-domén a tobbi harom domén mozgasat koordinalja a pumpa ciklus alatt. Az
A-domén és a C-terminalis régi6 alternativ splicingja alakitja ki a fehérjék rendkiviil
sokféle varidnsat, melyek kisebb-nagyobb mértékben kiilonbéznek egymastol

aktivitasukat tekintve (lasd fentebb, 3. abra) (19).
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Kint
M-domén
Bent
T N-domén
A-domén

P-domén
Aszparaginsav
(Asp 351)

5. abra: A P-tipusu ATP-azok altalanos doménstrukturaja. Sziirkével a membrant
jeloltem, piros gombok a transzportdlandd kalcium-ionok helyét mutatja, az
aszparaginsav, amely a P-doménen foszforilalodik a fehérje miikodése soran kékkel

van jeldlve. (kép forrdsa: Levrik és mtsai (33) modositva)

A PMCA fehérjék aktivalodasa Ca?*-calmodulin fliggd, a kotdhelye a fehérje C-
farok a fehérje aktiv helyére kot, ezzel akadalyozva az ATP bekotodését a fehérjéhez.
Amint az intracellularis kalcium szint megemelkedik, a Ca**-calmodulin képes
bekotddni és lefejteni a C-terminalis farkat errdl a régiordl, mely ezutan a kalcium-

ionok és az ATP szamara hozzaférhet6vé valik (35).

A calmodulin kété doménen (CBD) kiviil a PMCA C-terminalisa tobb, fehérje-
fehérje kolcsonhatdsban résztvevd vagy reguldcios szekvenciat tartalmaz: DxxD
kaszpaz hasitohelyet (36, 37), savas lipid koto helyet (38, 39), tobb kinaz foszforilaciods
helyét (40, 41), di-leucin lokalizacios szignalt (42), PDZ-domén koté szekvenciat (43).
Ezek koziil a CBD és a kaszpaz 3 kotéhely mindegyik PMCA-ra jellemzd, mig a tobbi —
az alternativ splicingnak koszonhetéen — csak bizonyos varidnsokra jellemzd. A C-

terminalis savas lipid kotShelyen kiviil az els6 loopon is talalhato egy foszfolipid

14



DOI:10.14753/SE.2019.2259

érzékeny régio (44), mely a PMCA fehérjék aktivitasat szabalyozza (lasd fentebb, 3.

abra).

A PMCA-k a vorosvértestekben kertiltek elsoként leirasra (45-47), majd az els6
PMCA-t vizsgald kinetikai és enzim aktivitds megismerésére iranyuld kisérletek is
ezeken a sejteken torténtek (48-50). A vorosvértestekre a PMCA fehérjék két
izoformaja jellemz6, a PMCA1 x/b és a PMCA4 x/b (tovabbiakban PMCAIlb és
PMCA4Db), melyek koziil az utobbi van nagy mennyiségben jelen (51-53). Bizonyos
patoldgias esetekben (6rokletes hemolitikus vérszegénységben, malaridban és Diabetes
mellitusban) a kalcium szint emelkedése és a PMCA gatlasa figyelhetdé meg a
vorosvértesteken (54, 55).

2.2.1.3 ABC-tipusu transzporterek

Az ATP-koté kazetta (ATP-binding casette - ABC) tipusu fehérjék egy Osi
szupercsaladot alkotnak, melyek megtalalhatdak a prokariotaktol kezdve a novényeken,
gombakon, éleszt6kon at az allatokig (56, 57). Igen népes csaladrol van sz, az E. coli
genomja altal kodolt fehérjék csaknem 5%-at teszik ki (58). Az emberben eddig 48
tagjat azonositottak, melyeket hét csoportba sorolnak be (betiikoddal A-t6l G-ig).
Ezekben a csoportokban kozds a konzervalt ATP-koto régio, a Walker A és B motivum
jelenléte, melyek az ATP megkotésében vesznek részt (59). Emellett a legtobb ABC
fehérje rendelkezik transzmembran régioval is, azonban van néhany kivétel (ABCE és
ABCF csalad). Ezek a citoszolikus fehérjék funkcidjukat tekintve nem transzporterek,

hanem a fehérjeszintézis szabalyozasaban vesznek részt (60, 61).

A szupercsalad tagjai rengeteg kiilonféle endogén anyagot képesek atjuttatni a
membranokon keresztiil; inorganikus anionokat, fém ionokat, aminosavakat, peptideket,
cukrokat, sokféle hidroféb vegyiiletet, metabolitot, zsirsavakat, koleszterint,
nukleozidokat (57). Emellett igen fontosak a kiilonféle farmakologiai szerek

crcr

toxicitas er6sségében is (agynevezett ADME-Tox folyamatokban) (62).

Felépitésiiket tekintve két f6 domén jellemzi az ABC transzportereket: a

nukleotid kotd domén (NBD) és a transzmembran domén (TMD). A funkciondlis
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fehérje Osszesen 2-2 NBD-bdl ¢s TMD-bdl all, a két NBD egyiittesen képes az ATP-t
megkotni és hidrolizalni (6./A abra) (63). A nukleotid kotd doménben 6t konzervalt
régid helyezkedik el, a fentebb leirt Walker A (GXXGXGKS/T) és B motivum (hhhhD,
h: hidrofob aminosav), az ABC-signature motivum (LSGGQQ/R/KQR), a H- és a Q-
hurok (6./B abra) (64). A transzmembran régi6 tobb hidrofob a-hélixbdl all, feladata a
szubsztrat felismerése €és transzportja a membranon keresztiil. Az ABC-transzporterek
lehetnek un. fél-transzporterek, azaz a fehérje két polipeptid lancbol all, homo- (pl.
ABCG2) (65) vagy heterodimerként (pl. ABCG5/ABCG8) (66) van jelen a
membranban. A fehérjék az emberben kizardlag exporterek, azaz szubsztratjukat a
sejtbol kifelé (vagy az ezzel ekvivalens térbe) képesek transzportdlni, azonban

prokariotakban az importer tipusa ABC-transzporterek is eléfordulnak (67).

A. B.
extracellularis SAHRAS
régio
Q-hurok Walker B
Walker A
TMD
NBD
H-hurok
Signature

6. abra: Az ABC transzporterek altalanos felépitése és az NBD 6t konzervalt
régioja. A. Az ABC transzporterek két f0 strukturalis egysége a transzmembran
domén (TMD) és a nukleotid koté domén (NBD). A piros és a kék pottydk a membran
kiilsd és belsd hatarat jelzik. Az ABCG2 homodimerként miikodik, a magenta és a lila
egységek az ABCG2 két polipeptid lancat jelolik. (PDB: 5NJ3 alapjan) B. Az NBD
0t konzervalt motivummal rendelkezik, melyek az ATP poziciondldsdban ¢és
hidrolizisében vesznek részt: Walker A és B motivum, Q-hurok, H-hurok és a

Signature motivum. (Dassa, E. alapjan (64), médositva)
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Az egyes alcsoportokban a domének felépitésben és funkcionalisan is hasonld
fehérjék jellemzoek. Ezeket az alcsoportokat, fobb funkciojukat és betegségekben

betoltott szerepiiket az 1. tablazatban foglaltam Ossze.

Az ABCA tipusu transzporterek rendkiviil nagyméretii fehérjék (t6bb mint 2100
aminosav), a lipidek transzportjaban és sejten beliili elosztasaban vesznek részt. Az
ABCA-tipusu fehérjékben el6forduldé mutaciok sokféle, a lipid haztartast érintd
betegségekhez vezethetnek: Tangier-betegség, 6roklédé nagy denzitasu lipoprotein

(HDL) deficiencia, 1. tipusu Stargardt-betegség, oregkori makuladegeneracio (68).

Az ABCB tipusi fehérjék csak az emldésokre jellemzoek, négy ,teljes-
transzporter” és hét fél-transzporter tartozik ebbe a csoportba (69). Kiemelt szerepiik
van a rdkos sejtek multidrog rezisztencidjdnak kialakitdsdban (ezért szokds MDR
fehérjéknek is hivni 6ket) (70). Az ABCB-tipust fehérjékben bekovetkezé mutaciok is
sokféle betegséggel hoztak Osszefiiggésbe: Bechterew-kor (71-73), lisztérzékenység
(71), kolesztazisos majbetegségek (74), PFIC-2 (75).

Az ABCC fehérjék szintén a multidrog rezisztencia kialakulasaban vehetnek
részt (76-78). Emellett ide tartozik az ABCC7, azaz a CFTR fehérje, melynek mutacioi
a rendkiviil gyakori cisztikus fibrozis (CF) okozoi (79). A CFTR fehérje kiilonleges
miikodési mechanizmussal rendelkezik, mely soran az ATP-hidrolizis energiajat a
nyitott allapot stabilizalasara hasznalodik fel (80). A gyakori mutaciok és a specialis
mitkodési mechanizmus olyan evolucids termékek, melyek kétféle, ellentétes szelekcios
nyomas eredményei: egyrészt a mutaciok cisztikus fibrézist okoznak, azonban
védettséget is adnak bizonyos betegségekkel szemben, példaul a kolera és tuberkolozis
ellen (81, 82). Az ABCC6-rol nemrégen deriilt ki, hogy nukleotidok és nukleozidok
transzportjat medialja (83). Ha a fehérje nem mikodik (példaul mutacio kovetkeztében),
egy korai kalcifikaciot okozo betegség alakulhat ki, a pseudoxanthoma elasticum (84).
Feltehetéen a fehérje az ATP transzportjanak iranyitasaban vesz részt a sejteken, mely a
sejtbdl kilépve azonnal hidrolizal és a felszabadul6 pirofosztat csokkenti a kalcifikaciot
a szovetekben. A pirofoszfatrol kideriilt, hogy oralisan is alkalmazhatd, mivel bélen
keresztiil is felszivodik, mely a betegeknek megoldast jelenthet majd a jovoben (85, 86).
Az ABCC fehérjék valtozatos szubsztratokkal rendelkeznek, igy az altaluk kialakitott
betegségek is sokfélék, Dubin—Johnson szindroma (87), kettes tipusu Diabetes (88, 89),
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de emellett jellemzbek az 6rokletes, monogénes betegségek is, mint példaul a cisztikus
fibrozis (ABCC7/CFTR) (79), pseudoxanthoma elasticum (ABCC6) (84, 90),
gyermekkori hiperinzulinémias hipoglikémia (ABCC9/SUR2A) (91), Cantt szindréma
(ABCCY9/SUR2A) (92).

Az ABCD csaladba kizardlag fél-transzporterek tartoznak, melyek homo- vagy
heterodimer forméban képesek transzportalni a szubsztratjaikat. Osszesen négy gén
tartozik ebbe a csalddba, de ez a négy gén csaknem 49 kiilonféle fehérjét kodol, mivel
rendkiviil Gsszetett alternativ splicing folyamatokkal rendelkeznek (93). A fehérjék a
peroxiszoma membranjaban helyezkednek el (94, 95). Mutacidik olyan betegségek

okozo6i, mint az adrenoleukodisztrofia (ALD) (96, 97) és a Zellweger-szindroma (98).

Az ABCG csalddba szintén fél-transzporterek tartoznak. Osszesen o6t génrdl
alternativ splicinggal legalabb 18 féle polipeptid lanc keletkezhet, igy ezek a fehérjék is
rendkivill valtozatosak (57). Az ABCG2-6n kiviil az 6sszes ABCG fehérje a lipid
homeosztazist szabalyozza (99). Az ABCGL1 els6dleges szubsztratja a koleszterin (100).
Az ABCG2 rendkiviil széles szubsztrat specificitassal rendelkezik. Szteroidokat,
Klorofill metabolitokat, szerves anionokat, példaul a hugysavat is képes transzportalni
(101). A hugysav a purin nukleotidok lebontasi terméke. Mivel az emberben hianyzik a
hugysav lebontasaban részt vevd urikaz enzim, ezért a szervezet csak transzporterek
révén tudja eltavolitani. Amennyiben példaul az ABCG2 nem megfeleléen miikodik egy
mutacio kovetkeztében, magas szérum hagysav szint (azaz hiperurikémia) alakulhat ki,
mely azutan konnyen kdszvényes megbetegedéshez vezethet (102-105). Az ABCG2-
nek is szerepe van a multidrog rezisztencia kialakitasaban, bizonyos kemoterapias
kezelések hatasara a fehérje szintje rendkiviil megemelkedhet (106). Emellett a
sztatinok transzportjaban is szerepet jatszik, a gyogyszerre adott érzékenységi reakciod
szempontjabol is fontos fehérje (107, 108). Az ABCG3 a thymusban és a lépben
expresszalodik nagy mennyiségben, valosziniileg limfocitdkban kiilonféle peptidek és
hidrofob anyagok transzportjat végzi (109). Az ABCGS5 és ABCGS8 fehérje heterodimer
formaban a koleszterin epébe torténd transzportjat végzi (66), a mutacid barmely

génben zsiranyagcsere (sitosterolaemia) betegséghez vezethet (110).
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1. tablazat: Az ABC transzporter csalad tagjai, funkcioik és betegségben betoltott

szerepiik. Piros szinnel kiemeltem a voOrdsvértesteken is megtalalhatd
membranfehérjéket.
Csalad Fehérje Funkcid és betegség
ABCA ABCA1l foszfolipid és koleszterin transzport, Tangier-betegség
ABCA2 gyogyszer rezisztencia, AR termelést indukdlhat
ABCA3 foszfatidilkolin és —glicerin trafficking, MDR, Ujszulott
fellletaktiv anyag hidnybetegség
ABCA4 N-retinilidén-foszfatidiletanolamin (PE) efflux, kiilonféle
makuladegeneraciok
ABCA5S Prosztata intraepitélidlis neoplazia (PIN) vizeletdiagnosztikai
markere
ABCAb6 MDR
ABCA7 foszfolipid és koleszterin transzport, fagocitozis
ABCAS8 lipofil drogok transzportja
ABCA9 monocita differencidcidoban és a makrofagok lipid
haztartasdban szerepe lehet
ABCA10 koleszterin-érzékeny gén
ABCA12 orokletes keratinizacids rendellenességek
ABCA13 hasnyalmirigyet érint6 orokletes betegségek
ABCB | ABCB1 (P-gp, MDR1) | MDR, kolesztazis

ABCB2 (TAP1)

peptid transzport, antigén prezentacid, Bechterew-kor

ABCB3 (TAP2)

peptid transzport, antigén prezentacid, Bechterew-kor

ABCB4 (MDR2)

foszfatidilkolin (PC) transzport, kolesztazis

ABCB5 melanogenezis
ABCB6 mitokondriumban/endoszémaban vas transzport
ABCB7 mitokondriumban Fe/S transzport
ABCB8 intracelluldris peptid trafficking
ABCB9 lizoszémalis fehérje
ABCB10 proteolitikus peptidek transzportja
ABCB11 (BSEP) epesavak transzportja, PFIC-2
ABCC ABCC1 gyogyszer rezisztencia
ABCC2 organikus anionok transzportja, Dubin—Johnson szindroma
ABCC3 gyogyszer rezisztencia
ABCC4 xenobiotikumok, nukleozidok transzportja
ABCC5 xenobiotikumok, nukleozidok transzportja
ABCC6 anionos ciklopentapeptidek transzportja majban és

vesében, nukleotidok és nukleozidok transzportjanak
medialdsa, pseudoxanthoma elasticum

ABCC7 (CFTR)

klorid-ion csatorna, cisztikus fibrozis

ABCC8

szulfonil-urea receptor, kettes tipusu Diabetes
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Csalad Fehérje Funkcid és betegség

ABCC ABCC9 sziv K*(ATP) csatorna SUR2A alegysége, gyermekkori
hiperinzulinémiés hipoglikémia, Cantt szindroma
ABCC10 MDR
ABCC11 mellrdk gydgyszer rezisztenciaja
ABCC12 MDR
ABCC13 nem ismert funkcié
ABCD ABCD1 nagyon hosszu szénlancu zsirsavak (VLCFA) transzportja
ABCD2 nagyon hosszu szénlancu zsirsavak (VLCFA) transzportja,
X-kapcsolt adrenoleukodisztréfidhoz (X-ALD) kothetd
ABCD3 zsirsavak és/vagy zsirsav-acetil-koenzim A importja a
peroxiszémaba
ABCDA4 zsirsavak, ALD-hez kothet6
ABCG ABCG1 foszfolipid, koleszterin transzport
ABCG2 xeno- és endobiotikum transzport, gydgyszer rezisztencia,
kdszvény
ABCG4 makrofagokban, szemben, agyban, thymusban és lépben
ABCG5 szterin transzport, zsiranyagcsere betegségek
ABCGS8 szterin transzport, zsiranyagcsere betegségek

Az ABC fehérjéket kodold gének rendkiviil hosszuak és sok exonbol allnak (11-
50 exon) (111). A legtobb fehérje a bekeriilé vagy a sejtben keletkez6 karos anyagok
eltavolitdsaban vesz részt, ezért nem meglepd, hogy szabalyozasuk Osszetett. Alternativ
promoter hasznalat és splicing események (93) jellemzbek ezekre a génekre, melyek
csak bizonyos szovetekben, szervekben, bizonyos hatdsokra (pl. az adott,
transzportaland6 anyag megjelenésére) kovetkeznek be.

Az ABCG2 génje a 4. kromoszoman helyezkedik el, koriilbeliil sszesen 66
kilobazis hosszu régiot ivel at. 16 exonja van, az els exon teljes egészében 5’UTR
gén transzkripcids szinten sokrétlien szabalyozott: alternativ promodter haszndlat és
alternativ 1. exon (112, 113), alternativ splicing (114), valamint 3’UTR-ben torténd
mikroRNS (miRNS) szabalyozas (115, 116) is el6fordulhat bizonyos koriilmények
kozott bizonyos sejttipusokban. A promotere TATA-nélkiili, CAAT boxot és SP-1
szekvenciakat tartalmaz a CpG szigettél downstream iranyban (117). Az egyes exon
variansok koziil az EIB ¢és EIC, melyek valosziniileg alternativ splice variansai
egymasnak, az altalanos, konstitutiv variansai a transzkriptumnak (112). Az E1A csak

az Ossejtekben jellemzd varidns, mely erdsen indukalhatd drog szelekcioval, és
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valoszintileg az éssejtek védelmében van szerepe (113). Az E1U varianst dendritikus és
megakarioblaszt sejtekben azonositottdk, emellett flavopiridol indukcid esetén is
jellemz0, hatasara a fehérje expresszidja jelentésen lecsokken (113).

Egy masik érdekes megfigyelés volt, hogy a fehérje rendelkezhet alternativ start
hellyel a harmadik exonban (114). Majjsejtekben figyelték meg, hogy a VI12M
aminosavcserével jaro SNP hatasara lényegesen megné a kettes exon alternativ
splicinggal torténd kivagddasa az mRNS-bdl, mely esetén a harmadik exonban 1évo
metioninrdl tud elindulni a transzlaci6. Ez az alternativ mRNS splice forma (SV1)
esetén az expresszid a majban jelentdsen lecsdokken. A promodterben és az egyes
exonban is tobb olyan SNP-t azonositottak, mely jelentésen befolyasolja a fehérje
szintjét.

A membranfehérjéket célzd proteomikai és antitest alapu vizsgalatok eddig
Osszesen 7 tagjat mutattdk ki az ABC-tipusu transzportereknek a vordsvértestek
felszinén: ABCA1, ABCA7, ABCB6, ABCC1, ABCC4, ABCCS5, ABCG2 (1. tablazat,
vords szinnel jelolve) (10, 118, 119). A vorosvértesteken betoltott szerepiik még nem
teljesen tisztazott. Az ABCB6 és ABCG2 fehérjék bizonyos mutacidéi homozigota
formaban a fehérjék teljes hianyat okozzak a vorosvértesteken (120, 121). Ezért ezeknél
az embereknél termelddik a fehérjék ellen antitest, mely Langereis negativ (122) és

Junior negativ (123) vércsoportot eredményez.

2.2.2 SLC-tipust, masodlagosan aktiv vagy facilitalt diffiziora képes transzporterek

Szamos olyan SLC-tipusu, mdasodlagosan aktiv ioncsatorna megtaldlhaté a
vorosvértesteken, melyek a Na'-K'-ATPé4z 4ltal kialakitott iongradienst kihasznalva
képes egy masik iont transzportalni (11). A kotranszporterek koziil megtalalhato egy
Na*-K*-CI" kotranszporter (SLC12A2) és egy K'-CI" kotranszporter (SLC12A7).
Antiporterek koziil a Na'-H" kicserélé talalhatdo meg a vorosvértestek membranjaban. A
K*-CI" kotranszportert a sejtek duzzadasa, csokkent intracelluldris Mg2+ koncentracio,

csokkent pH ¢és tiol-oxidacio aktivalja, szerepe leginkabb a vordsvértestek érése és

.....

A vorosvértestek membranfehérjéi koziil talan a legfontosabb az Gn. Band 3

fehérje (SLC4Al), mely egy antiporter fehérje, a bikarbonat- és klorid-ionoknak
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biztositja a gyors transzportjat (125, 126). Nagyobb anionok (pl. szulfat, foszfat, foszfo-
enol-piruvat, és a szuperoxid) is képesek rajtuk keresztiil atjutni a membranon, csak
sokkal lassabban (127). A bikarbonat a vorosvértestben keletkezik a karbonil-anhidraz
enzim mikodésének termékeként. A folyamat soran felszabaduld6 proton a
hemoglobinhoz kot és az oxigén felszabadulasat segiti elé a szovetekben (128). Lévén
az egyik leggyakoribb glikoprotein a vordsvértest membranjaban, a Band 3 fehérje a

crer

citoszkeletalis fehérjékkel kapcsolodva (11, 129).

A vorosvértestek elsddleges energia forrdsa a gliikkdz, mely energia befektetés
nélkiil, a gradiensnek megfeleléen facilitalt diffazioval jut be a sejtbe (130). A
proteomikai vizsgalok eddig harom gliikoz transzportert azonositottak, a GLUT-1,

GLUT-3 és a GLUT-4-et (SLC2A1, SLC2A3, SLC2A4, http://rbcc.hegelab.org) (118).

Emellett megtaldlhatd még az SLCI9A1, mely vordsvértesteken nem csak folat
transzporterként miikodik, s6t, megnovekedett ion- és cukor-transzport funkcid jellemz6

erre a fehérjére (11).

A gliikoz transzporterek mellett szdmos, a vordsvértest onfenntartasaban és
fejlédése soran fontos SLC tipusu transzporter megtalalhatd még a sejt felszinén,

példaul nukleozid, aminosav, kolin, monokarboxilat transzporterek (11).

2.2.3 Aquaporinok

Az aquaporinok a szelektiv csatorndk kozé tartoznak. A vordsvértestek
membranjdn porust tudnak formélni, melyen keresztiill a viz passzivan dramolhat.
Segitségével a vordsvértest gyorsan tud reagalni a hirtelen bekdvetkezd ozmotikus
valtozasokra (131). Proteomikai vizsgalatok alapjan a vorosvértesteken az aquaporin 1

(131) és az aquaporin 3 (132) fehérje talalhato meg.

2.2.4 Toncsatornak

A vorosvértestek a véraramban igen nagy mechanikai hatasoknak vannak kitéve.
A PIEZO1 mechanoszenzitiv ioncsatorna megtalalhato a felsziniikon, mely mechanikai

erObehatasra porust formal. A poruson keresztiil a vorosvértestekbe kationok

22


http://rbcc.hegelab.org/

DOI:10.14753/SE.2019.2259

bearamlasa indul meg, ami a sejtek gyors vizvesztését okozza (133). A fehérje

crer

crer

fragilitasat és talzott vizfelvételét okozza (133).

A legfrissebb eredmények alapjan a PIEZO1-nek kiemelt szerepe van
hemolitikus anémiaban, példaul a sarlésejtes vérszegénységben is (135). Ugy tiinik, az
atipikus hemoglobin (HbS) polimerizacidja és deoxigenacidos folyamatok miatt a
vorosvértestekben a PIEZO1 aktivalodik, mely ezutan eldsegiti a sejtek vizvesztését, a
patologias alak kialakulasat. A PIEZO1 funkcionyeré mutansa (E756del) a természetes
populacidban is jelen van, és ugy tiinik, hogy bizonyos foki védelmet nyujt maléria

fertézés ellen (136).

A Gardos csatornat Gardos Gyorgy fedezte fel 1958-ban vorosvértesteken (137).
Késobb kideriilt, hogy a masok altal leirt kalcium indukalta kalium csatorna (KCa3.1,
KCNN4) megegyezik a Gardos csatornaval (138). A fehérje a bearamld kalcium
hataséra aktivalodik, mely a membran hiperpolarizaciojahoz és a sejtek zsugorodasahoz
vezet a KCI és vizveszteség kovetkeztében (139). Ennek a mechanizmusnak, amit
Gardos effektusnak is neveznek, fontos szerepe van a vordsvértestek programozott
sejthalalaban (eriptozisban) (140). Emellett a mikrokapillarisokban a vorosvértestet érd
nyirohatasok kovetkeztében is aktivalodik a fehérje (138). A sarlosejtes
vérszegénységre jellemz6 patologias sejtalak is a fehérje mikodésének kdszonhetd (53,
142). A PIEZOI1 csatorna aktivalodasat kovetden, a PMCA-tipust kalcium exporterek
kismértékli gatlasa kovetkezik be, igy a voOrdsvértestekben megemelkedik az
intracellularis kalcium szint (143, 144). Emiatt a Gardos csatorna aktivalodik és jelentds
mértékll vizvesztés kovetkezik be a sejtekben. Ennek pontos mechanizmusa még nem
teljesen ismert, ugyanis nem az 0sszes vorosvértest reagal ugyantiigy a megemelkedett
intracellularis kalcium szintre, csak egy véletlenszerli hanyaduk vesziti el az alakjat

(145).

Ezek mellett két fesziiltség-kapuzott ioncsatornat is azonositottak a

vorosvértestek membranjaban, a CLICI1-et és a CLIC3-mat (chloride intracellular
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channel) (146). Ezeknek a fehérjéknek az aquaporinok szabalyozasaban lehet szerepiik
(147).

2.3 Eldzetes eredmények: vorosvértest membran expresszios vizsgalatok

Az MTA TTK Enzimologiai Intézetében mitkodd aramlasi citometrias labor Dr.
Viarady Gyorgy vezetésével még érkezésem eldtt kifejlesztett a laborban egy, a
vorosvértesteken jelen 1év0 membran fehérjék mennyiségi meghatarozasara alkalmas
antitest alapu modszert. A modszer szabadalom alatt all (148).

Elészor a csoportnak 0Ossze kellett gyiijtenie, hogy valéjaban milyen
membranfehérjék vannak jelen a vordsvértesteken. A membranfehérjék azonositasa
kihivast jelent, mivel a lipid kdrnyezet megneheziti az izolalasukat, sok fehérje
»eltemetédve” maradhat. Masik probléma, hogy az egyes fehérjék expresszids
szintjeiben igen nagy kiilonbségek vannak, valamint a fehérjének tobbféle variansa,
poszttranszlaciosan modosult véltozata is jelen lehet a sejtek felszinén. Harmadrészt a
vorosvértestek nem rendelkeznek sejtmaggal, igy a transzkriptomikai (microarray)
vizsgalatok sem johettek szoba ez esetben (11, 118). A vércsoport antigének és a
vorosvérsejtekre jellemz6 CD markerek biztosan megtalalhatoak a sejtmembranban
(10). Az is a fehérje jelenlétérél arulkodik, ha egy specifikus antitest felismeri a
vorosvértesteken. A kiilonféle proteomikai iranyu kisérletek (tomegspektrometria, 2D
és 1D gél-proteomikai, 2D-nano-HPLC) (11, 118, 149) eredményei ellentmondoak,
gyakran fontos vércsoport antigéneket nem talaltak meg, viszont olyan fehérjéket
azonositottak, amelyek egyéb vérsejtekre jellemzoek. Ezeknél a kisérleteknél nagyon
fontos a megfeleld tisztasagl és mindségli minta eldkészitése, mely laborrol laborra
valtozik. Dr. Hegedlis Tamas vezetésével tomegspektrometrids és az ismert CD

markerek alapjan egy vordsvértest protedmot tartalmazo adatbazis késziilt, amely az

esetleges target fehérjéket tartalmazza (http://rbcc.hegelab.org/) (118). Az adatbazisban
2638 egyedi fehérje talalhatd, melyek koziil 846 membran lokalizalt fehérje, koziiliik

376 fehérje rendelkezik transzmembran régidval.

A fehérjeszintek mérése vordsvértesteken a csoportunkban beallitott antitest
alapti modszerrel torténik. A mennyiségi meghatarozashoz fontos, hogy az antitesteknél
megtalaljuk azt a stabil jelolési tartomanyt, ahol az altala adott jel a kdzeli koncentracio

tartomanyokban nem valtozik (lasd részletesebben Modszerek 9. abra). Itt meg kell
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jegyezni, hogy nagyon sok antitest nem bizonyult megfeleléen specifikusnak, vagy nem
lehetett megtalalni az elobb emlitett pontot titrdlds soran, igy itt is sok fehérje
mérésének a lehetdsége kizardodott. Masrészt voltak olyan antitestek, melyek rendkiviil
Kicsi jelet adtak tobbféle koriilmény és fixalasi protokoll mellett is, igy azok sem voltak
alkalmasak a fehérjeszintbeli kiilonbségek vagy valtozasok kimutatdsara. A

modszeriinkkel vizsgalt fehérjéket a 2. tablazat mutatja.

2. tablazat: Az altalunk beallitott antitest alapi modszerrel vizsgalt fehérjék.
Baloldalon azokat a fehérjéket tiintettem fel, amiket a modszeriinkkel a vorosvértestek
felszinén detektalni tudtunk. Voros szinnel kiemeltem, amely esetekben az antitest

megfeleld nagysagu jelet adott és az antitest beallitas is sikeres volt.

Ki tudtuk mutatni Nem tudtuk kimutatni

GLUT-1 (SLC2A1) GLUT-9 (SLC2A9)
GLUT-2 (SLC2A2) ABCC5
GLUT-3 (SLC2A3) OATP1C1 (SLCO1C1)
GLUT-4 (SLC2A4) EAAT2 (SLC1A2)
ABCA1l RHAG
ABCB6
ABCC1
ABCC4
ABCG2
INSR (IR)
INSRR
DAF (CD55)
SGLT2 (SLC5A2)
SLC6A14
SLC7A5
SLC9A1
UT1 (SLC14A1)

ThTrl (SLC19A2)
URAT1 (SLC22A12)
OAT-5 (SLC22A10)

OATP1A2 (SLC21A3)
OATP1B1 (SLCO1B1)
OATP1B3 (SLCO1B3)
OATP2B1 (SLCO2B1)
OATP3A1-V1 (SLCO3A1 varians 1)
OATP3A1-V2 (SLCO3A1 varians 2)
OATP4A1 (SLC21A12)
NTCP (SLC10A1)
PIP4AK2A
PLSCR1
KCNN4 (Gardos-csatorna)
CLIC3
PMCA1
PMCA4b
Glikoforin-A
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Az egészséges kontrollokon mért ABCB6 és ABCG2 szintek kozott tobb, az
atlagosnal alacsonyabb expresszioval rendelkez6 Onkéntes véradd donor volt
megfigyelhetd. Sanger-szekvenalas segitségével sikeriilt azonositani a csokkent
fehérjeszintért felelos genetikai variansokat. Fontos itt megjegyezni, hogy tobb olyan
varianst azonositottak, mely homozigota forméban a fehérje teljes hianyat, vagyis
Langereis (Lan-) vagy Junior (Jr-) vércsoportot okoz (120, 121). Alzheimeres
betegektdl szarmazod mintakban azt tapasztaltuk, hogy a GLUT-1 és az ABCG2 szintje a
korban és nemben megegyezd kontrollokhoz képes megvaltozik, mely jelenség mogott

crer

zavara all (150).

Az egészséges embereken mért expresszios szintek kiilonféle eloszlasokat
mutatnak. A szélesebb expresszios eloszlast mutato fehérjék kozott volt az ABCG2 és a
PMCA4b fehérje is (7. abra/B). Ezzel szemben a példaként felhozott ABCALI
fehérjeszintje stabil, azaz csaknem minden emberben hasonl6 szintet mértiink, ami azt
jelenti, hogy nem jellemzéek a génben az olyan tipusu, voOrdsvértest expressziot
befolyasold gyakori SNP-k, mutaciok, mint az ABCG2 vagy az ABCB6 esetén (7.
abra/A). A PMCAA4b-t kodolo (ATP2B4) gén esetén nem ismertiink mindezidaig a

vorosvértest expressziot befolyasold SNP-t vagy mutaciot.
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7. abra: Expressziés szint eloszlasok harom mért fehérje esetén. A
vorosvértesteken antitest alapi modszeriinkkel meghatarozott fehérjeszintek a
kiilonféle fehérjék esetén jelentds eloszlasbeli kiillonbségeket mutattak (piros nyilak).
ABCALI esetén (A.) az egyes emberektdl szarmazo ghostokon mért szintek viszonylag
sziilk tartomanyban mozogtak, mig az ABCG2 és PMCA4b esetén (B.) voltak az

atlagosnal kisebb vagy nagyobb expresszioval rendelkezd emberek is.

2.4 Mitdl fiigghet egy plazmamembran-fehérje szintje? Transzkripcids, transzlacios,

trafficking és lebont6 folyamatok szabalyozésa.

A plazmamembran fehérjék esetén a fehérje mennyisége a membranban
Osszetett folyamatok végeredményeként alakul ki (8. abra). Mig egy citoplazmas fehérje
esetén a transzkripcio, transzlacio, lebonté és esetleges lokalizacios folyamatok (példaul
membranhoz horgonyzas, nuklearis transzport) hatarozzak meg az effektiv mennyiséget

a megfeleld citoplazma térben, addig a membranfehérjék kiilonféle érési folyamatokon
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és ellendrzd 1épéseken esnek at, mig a membranba jutnak (151, 152). A membranbol
pedig atmenetileg, szabalyozott modon visszaszedddhetnek vagy akar véglegesen
lebomolhatnak (153, 154). Csak a plazmamembranba kijutott fehérje képes a feladatat
ellatni, ezért ezek az utvonalak kiemelten fontosak az effektiv fehérjeszint
szabalyozasanak szempontjabol. A sériilt fehérjék esetén egy vagy tobb ilyen utvonal is
érintett lehet, ennek feltardsa fontos, ha a fehérjét szeretnénk kisegiteni a membranba

kiilonféle korrektormolekuldk segitségével.

A membranfehérjék keletkezésének els6 allomasa a transzkripcid, melynek
szabalyozasa emlésokben rendkiviil dsszetett és még nem teljesen feltart. Sejten beliili
¢és kiviili jelek kombinacidja hatarozza meg, hogy éppen melyik gének kapcsolodjanak
be vagy ki. A legtobb szabalyozasi mechanizmus az eukaridta génatiras soran az
iniciacios szakaszban jellemzO, mely soran az RNS-polimeraz II (Pol 1) bekotédik
(155). Kozvetleniil az atiras kezdeti helyének szomszédsagaban talalhatoé a promoter. A
promotertdl upstream és downstream irdnyban is vannak olyan régiok, melyek a Pol 11
mikodését befolyasoljak. Ezek kozott lehetnek pozitiv és negativ regulalo elemek is, és
ezeknek a kombinacioja hatarozza meg az atirt mRNS mennyiségét. A prométertdl tobb
— akar 30 kilobazisnyi — tavolsagban is lehetnek transzkripcios faktor kotéhelyek. Az
atiras start helyétdl meghatarozott tavolsagban és iranyultsdgban jelenlévd regulator
elemeket enhanszereknek vagy szilenszereknek hivjuk. Jellemzéek a szovet- és
jelspecifikus transzkripcios faktor koté régiok. Az is el6fordul, hogy atlapolodnak ezek
a kotohelyek, ezzel lehetdvé téve, hogy egy adott jel hatdsara pozitivan, mig mas jel
hat4séra negativan szabalyozodjon az atiras. Ezeknek az un. cisz-regulator elemeknek
az egyedi kombinacidja fogja meghatarozni az idébeli és atmeneti transzkripcios

programjat egy sejtnek.

Az 4tirodott mRNS érési folyamaton esik at, splicing sordn az intronok
kivagodnak beldle. Az alternativ splicing az a folyamat, mely sordn a kiindulasi, még
nem érett MRNS-rél tobbféle érett mRNS keletkezik (155). Ez forrasa lehet a
szovetspecifikus fehérje tipus megjelenésének, mint példaul az ATP2B4 génrdl kétféle
varians is keletkezhet, melyek aktivitdsukban, szabalyozdsiban ¢és szoveti

el6fordulasukban eltérnek egymastol (19). Az is lehetséges, hogy egy mutacio miatt egy
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plusz splice hely keletkezik, vagy éppen elveszik egy, ezért a keletkez6 fehérje instabil
¢és azonnal lebomlik (121, 156).

A génexpresszid transzlacids szabalyozasa gyorsabb fehérjeszintbeli valasszal
jar a transzkripcids szabalyozashoz viszonyitva. A membranfehérjék transzlacidja a
durva felszinii endoplazmatikus retikulum (rER) felszinén torténik. A legtobb
szabdlyozd mechanizmus itt is az iniciacios fazisban jellemzd, amikor az AUG start
kodont a riboszoma felismeri és az elsd, metionil-tRNS bekotodik (157). A pre-
iniciacidos komplex (PIC), mely a kis (40S) riboszomébodl €s a metionil-tRNS-bdl all,
bekotddik az mRNS 5° végére és Uin. szkenneld mechanizmussal keresi meg az AUG-t.
Ebbdl kifolydlag az mRNS struktiraja befolydsolja a riboszéma bekotddését vagy
éppen ezt a szkenneld mechanizmust. Lehetnek az 5’UTR régioban olyan Un. csali
AUG-kodonok, melyek szintén lassithatjak az atirast. Emellett az iniciacids faktorok
foszforilaltsagi allapota is befolydsolja az iniciacidt, mely a sejtek aktudlis allapotatol

fligg. Példaul ¢hezés hatasara a faktorok tartdsan foszforildlodnak, igy az 4tirds sziinetel.

Csaknem a gének fele mikroRNS-ek 4ltal szabalyozott, kortilbeliil 1000 miRNS-
t kodol a human genom, ezek kozil mindegyik ~10-10 fehérjét képes
poszttranszkripciosan szabalyozni (158). Az ABCG2-r61 példaul nemrégiben deriilt ki,

crer

(115, 116).

A fehérjeszintézissel parhuzamosan torténik a membranfehérjék diszulfid-
kotéseinek kialakuldsa, a megfelelé, membranba agyazott struktura kialakulasa (159).
Amennyiben a fehérje valamilyen mutacid miatt nem képes a membranba beagyazodni,
vagy instabil a szerkezete, melyet a chaperonok nem tudnak kijavitani, a

proteaszémaban azonnali lebontasra keriil (160).

A plazmamembran-fehérjék legtobbjére jellemzdek a glikozildcids modositasok.
A cukorlancok és a fehérje kozotti kapcesolat 1étrehozasa szintén az ER-ben torténik
(152, 161). Amennyiben valamelyik fehérje nem tud megfeleléen glikozilalodni, szintén
azonnali lebontasra keriilhet. A PMCA fehérjékre nem jellemzd a glikozilacio, az
ABCG2 az 596. aszparaginon N-glikozilalodik. Az ABCG2 a glikozilacié hianyaban
lebontasra keriil (151, 162).
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Az elkésziilt, membranba agyazott, megfelelé kén-hidakkal és cukorlanccal
felszerelt fehérjék a Golgiban folytatjadk tutjukat a membran felé¢, ahol tovéabbi
glikozilacios 1épéseken eshetnek at, melyek soran létrejon az érett membranfehérje. A
transz-Golgi hal6zatban torténik a fehérjék un. ,,szortingja”, azaz kivalogatasa a
megfeleld plazmamembran iranyaba (152). A polarizalt sejtek mikodéstanilag
kiilonboz6 apikalis és bazolateralis oldallal rendelkeznek, melyeket tight-junction-ok
tesznek atjarhatatlanna. A szorting soran a membranfehérjék a megfeleld iranyba tartd
endoszomakba keriilnek, és tobbnyire a sejtvazon mozgd motorfehérjékkel haladnak
(163). Az apikalis iranyba torténé kivalogatodas a glikozilalt fehérjék lektin altali
felismerésén alapszik (pl. ABCG2). A bazolateralis irdnyba tart6 membranfehérjékre a
C-terminalis régioban elhelyezkedd, adaptor fehérjét kot6 motivumok a jellemzoek,

mint példaul a PMCA4D esetén a di-leucin motivum (42).

A membranbol atmenetileg reciklizald endoszémdkba keriilhetnek bizonyos
szigndlok hatdsdra a membranfehérjék, ahonnan gyorsan mozgodsithatoak ismét a

membranba (153).

A retrograd transzporttal ismét endoszémaba keriilt membranfehérjék vagy
lizoszomalis tutvonalon, vagy ubikvitin medialt proteolizissel bomlanak le (151).
Amennyiben nagy mennyiségli membranfehérje eltavolitdsara van sziikség, az gyakran
aggreszomaba kertilhet, ahonnan tovabb nem mozgosithatdo a fehérje. Az ABCG2-re
kiilonosen jellemzd, hogy a példaul nem megfelelden feltekeredett varianst hordozo

fehérje aggreszomakba keriil (164).

Bizonyos betegségek gyogyitasa soran sziikség lehet olyan kezelésekre, melyek
soran a hibads, de funkciondlis membranfehérjéket megprobaljuk kisegiteni a
membranba. Kiilonféle kémiai chaperonok képesek arra, hogy az endoplazmatikus
retikulumban nem megfelelden feltekeredett fehérjét stabilizaljak. A hiszton-deacetilaz
(HDAC) inhibitorok (HDI-k) a hiszton-deacetilazokat gatoljak, melyek nem csupan a
hisztonokon miikddnek, hanem a membranfehérjék transzportjaban fontos fehérjéket is
képesek deacetilalni (165). Az inhibitorok hasznalataval ndvelhetd a fehérje mennyisége
a membranban. Emellett lehetnek olyan szubsztratok, melyek képesek lehetnek

stabilizalni a fehérjét, ezzel ndvelve atmenetileg a membranban a szintjikket (165). A
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lebont6 folyamatok gatlasa is segithet a fehérjeszint novelésében. Ezen kiviil a kolhicin

példéaul a retrograd transzportot gatolja, igy a fehérje nem jut aggreszomaba.

membran fehérje
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8. abra: A membranfehérjék ttja a sejten beliil és a variansok altal érintett
szabalyozasi lépések.

A fehérje keletkezése soran az elsd 1épés a transzkripcid, mely soran a genomialis DNS
szekvencia mMRNS-re forditodik at. A szabalyozo régiokban (promoterben,
enhancerekben, szilenszerekben) jelenlévd varidnsok befolyasolhatjdk az atirés
mértékét (1. csillag). Az 5° vagy 3° UTR-ekben jelenlévd varidnsok is befolyasolhatjak
az atirast, vagy az mRNS életidejét példaul mikroRNS-eken keresztiil (2. csillag).
Eléfordulnak olyan varidnsok, melyek az mRNS splicingot modositjak (3. csillag). A
fehérje, ha nem tud megfeleléen feltekeredni egy mutacié miatt, lizoszémalis vagy
proteaszomalis lebontasra keriilhet (4. csillag). Eldfordulhat, hogy a varians pont a
fehérje glikozilacids helyét érinti, mely szintén a fehérje lebontasahoz vezethet (5.
csillag). A mar membranba kijutott fehérje szabalyozott mddon ubikvitindlodhat és

lebomolhat (6. csillag) vagy reciklizalé endoszémaba keriilhet &tmenetileg (7. csillag).
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3. CELKITUZESEK

PhD munkam soran az alabbi célokat tiiztem ki:

1. Az alacsonyabb PMCA4b fehérjeszinttel rendelkezd Onkéntes donorok genetikai
vizsgalatat elvégezni, a csokkent expresszid hatterében meghtzodd genetikai
varians(oka)t azonositani. Szerettem volna tovabba az azonositott varidnsok

expressziora gyakorolt hatasanak pontos molekularis mechanizmusat megérteni.

2. Az alacsonyabb ABCG2 fehérjeszinttel rendelkez6 6nkéntes donorok és kdszvényes
betegek genetikai vizsgalatat elvégezni, a csokkent expresszid hatterében meghtz6do
genetikai varians(oka)t feltararni. Szerettem volna ebben az esetben is az azonositott
varidnsok expressziora gyakorolt hatdsanak pontos molekularis mechanizmusat

megérteni.
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4. MODSZEREK
4.1 Membranfehérjék mérése vorosvértestekbdl képzett ghostokon
Veérado donorok

Az egyik csoportunk 155 (PMCAA4b) és 127 (ABCG2) intézeti egészséges fiatal vérado
Onkéntesbdl allt, toliik ujjbegyszirassal vettiink vért. Emellett a klinikus partnereinktol
(ORFI, Dr. Poor Gyula és Dr. Palinkas Marton) is kaptunk EDTA-antikoagulalt
vérmintakat, koszvényes betegektél (n=64) és nemben ¢és korban megegyezo
kontrolloktél (n=37). A vérmintakat azonnal a vérvételt kovetden elkiildtek és még

aznap vagy masnap feldolgozasra keriiltek.
Ghost képzés vordsvértestekbol

A vordsvértestekbdl eldszor membrant képeziink, mely atjarhatdé az intracellularis
epitdpot felismerd antitestek szamara is. Ezt enyhe fixalassal érjiik el: 2 ml 37 °C-0s
PBS-be 50 ul vért vesziink le ujjbegyszarassal, majd ehhez 2 ml 2%-os formaldehid
oldatot adunk. 5 percig 37 °C-os vizfiirddben enyhén razatva inkubaltuk. Ezutan 5
percig 1000 g sebességgel fugaltuk. A keletkezett pelletet 4 ml PBS-sel megmossuk,
majd ismét fugaljuk 1000 g-vel 5 percig. A fugalds végén fehér pelletet kapunk, mivel
az enyhe fixalas soran a hemoglobint eltavolitjuk a sejtekbdl (tehat visszamaradnak a
membranok, az un. ghostok). A feliiluszot ledntjiik és a maradék folyadékot az aljan 500
ul-re egészitjiik ki. A fixalas végén nagyjabol egyforma szamu vordsvértesteket kapunk
egészséges emberekbdl szarmazo mintak esetén. Anémias vér esetén eléfordult, hogy
sziikséges volt a sejtszdm pontos bedllitdsa. A sejtszamot ekkor aramlési citométerrel
hataroztuk meg ¢és elvégeztiik a mintak megfeleld higitasat, hogy egyformak legyenek.
agglutinin, WGA)-Alexa Fluor 647 festéket tettiink. A ghostok kis méretiik és alacsony
fénytorésiik miatt az aramlasi citométeres vizsgalat soran az un. kosz-zéndba esnek. A
WGA nem specifikusan képes a cukorlancokhoz kotni, ezaltal megjeldli a ghostokat és
a sejteket egyarant a mintaban, igy elkiilonithetéek az dramlési citométeres mérés soran

a kosz-zonatol.
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Antitestes jelolés

A ghostok elsédleges antitest jelolését Osszesen 5 ul/lyuk-ban végezziik, mikroplate-
ben. 2,5 ul végtérfogatba 6sszesen PMCAA4D jelolés soran 0,01 pl JA3 antitestet tesziink
(Merck Millipore) és ABCG2 jel6lés soran 0,02 ul BXP-34 antitestet (Abcam). Az
antitest higitast 0,5 m/v%-0s BSA/PBS-ben végezziik. Az antitestekb6l mindig tobb
adagot rendeltiink és pooloztuk Oket (azaz Osszekevertiik), hogy a mintasor mérése
soran a felhasznidlandd mennyiség ne valtozzon. Ezutdn koncentracié sort vettiink fel
tobb embertdl szarmaz6 ghostokon, és azt a mennyiséget hasznaltuk, mely esetén az
antitest mar telitést mutatott (példa: 9. abra). Ez azt jelenti, hogy ezt a mennyiséget
hasznalva kis bemérési hibak és kisebb ghost mennyiség valtozéas hatdsara a mért jeliink
nem valtozik. A fehérje elleni antitestek mellett az elsddleges antitest izotipusanak
megfeleld kontrollt is 0sszemértiink. A 2,5 pl higitott antitestiinkhoz 2,5 ul ghostot
adtuk. A plate-et 37 °C-on 40 percen at razatva inkubaljuk.

9,0
8,0
7,0
6,0
5,0
4,0

3,0

ABCG2 fluoreszcencia jel
(Bxp-34/izotipus kontroll)

2,0

1,0

0,0

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
Bemeért elsédleges antitest mennyiség (pl)

9. abra: Antitest titralasi példa. A Bxp-34 antitestb6l tobbféle mennyiséget
bemértiink. 0,02 pl kornyékén eléggé stabil jelet kaptunk, igy ezt a mennyiséget

hasznaltuk a késébbiekben.

Kecske-anti-egér Alexa-488 jelolt altalanos (H+L) masodlagos antitestet
hasznalunk, melynek mennyiségét szintén eldzetes titralas soran hataroztuk meg.

Osszesen 0,05 ul masodlagos antitestet higitottunk 4,95 pl 0,5 m/v%-0s BSA/PBS-hez
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lyukanként. Az elsédleges antitesttel jelolt mintdkat 20 pul PBS-sel higitottuk, majd egy
masik lyukba vagy plate-re attesziink beldle 5 pl-ert plusz hozza 5 pl masodlagos
antitestet. A plate-et 37 °C-on 30 percen at razatva inkubaljuk. A masodlagos jelolés
végén a mintakhoz 90 pl PBS-t tesziink és ebbdl a higitott mintabol 40 pl-ert 260 ul-nyi
PBS-be attesziink, melybdl majd a mérés torténik. Tehat a jelolés soran fugalas helyett
sorozatos higitast alkalmaztunk a nem specifikusan kotddott antitestek eltavolitasanak
céljabol. Erre azért volt sziikség, mivel a ghostok fajstilya kozel van a vizéhez, ezért a
fugalasok soran sok ghostot elveszitettiink, igy nem volt megbizhaté a modszer. A

higitasok végén kortilbeliil 100.000 jeldlt ghostnak kell maradnia lyukanként.
Aramldsi citometrids mérés

A mérést HTS-sel (plate olvasdval) felszerelt Canto II (BD) aramlasi citométeren
végezziik. A kapuzas soran el6szor az FSC-SSC csatorndban a ghostokat (melyek a
kosz-zonaba esnek) elkiilonitjiik az épen maradt (nem fixalodott) sejtektél. Ezutan az
Alexa Fluor-647 jele alapjan (APC csatorna) a ghostokat elkiilonitjiik a kosz-zonatol.
Az antitest jeliinket a FITC csatornan (Alexa Fluor-488) hatarozzuk meg ezeken a
ghostokon (10. abra).

Ghostok
—_ & ;— w.
oo sejtek ] seitee g ghostok % -antitest |
2 o ™~ o |
L; = c § = £ : K
5 «© o +antitéest
g ghostok 2 E WGA+ E o
&, 8 - WGA- | T
U < “
¥ 28 N
72 B i i ., ES ‘
n . = 1 kosz-zdéna f \
I T T T T T T 'A‘JJ \ A
FSC-H (méret) FITC csatorna (Alexa A488) FITC csatorna (Alexa 488)

10. abra: A vorosvértest ghostok kapuzasa aramlasi citométeren.

Relativ expresszio szamitdsa

A relativ expressziot ugy kaptuk meg, hogy az elsddleges antitestet tartalmazo6 lyukak
fluoreszcencidjanak medianjat elosztottuk az azonos mintan izotipus antitesttel mért

median értékekkel.
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4.2 DNS izolélés vérbol, szekvenalas €s genotipizalas
DNS izolalas és a Sanger-Szekvenalds

A genomialis DNS-t 300 ul EDTA-kezelt vagy friss, ujjbegyszurasbol szarmazo vérbol
Puregene Blood Kittel (Qiagen, Biomarker Kft.) nyertem ki. Az ABCG2 kodold
régiodinak szekvenaldsa soran azokat a primereket hasznaltam, amiket Kkorabban
Zelinszki és munkatdrsai is (166). Az ATP2B4 kodolo régioit és exon-intron hatarait is
latd szekvenald primereket én terveztem meg (3. tablazat) az NCBI honlapjan
megtalalhato szekvencia alapjan Primer Blast (NCBI) segitségével. A genomialis DNS-
b6l PCR-rel szaporitottam fel az egyes exonok DNS-ét, majd 1 m/v%-0s agar6z gélen
megfuttattam és kiizolaltam Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Kkittel (Promega,

Bioscience

Kft.).

Az igy kinyert ¢és

felszaporitott

exonok

szekvenciainak

meghatarozasat a megfeleld primerekkel a Microsynth céggel végeztettem el.

3. tablazat: A PMCA4b fehérjét kodolo ATP2B4 gén exonjaira tervezett primerek.

exon forward primer (5'-3") reverz primer (5'-3')

exon-01 2B4promlF CTGGTGGGTACAGGGACAAG 2B4proml1R AATCGGGGAGTTTTAGAAGCCA
exon+01 | 2B45UTR2F  GTACCTCTTGCCCTTGCAGAT | 2B45UTR2R CTAGCCACCTTCCTCCAACTC
exon+02 | 2B4E02F CCTGGGCAGATTAGGATGGT 2B4EOZR CTTTGGAAAGCCCACTCTGGA
exon+03 | 2B4EO3F TCTTGGGGTGATTGTGGAAGC | 2B4EO3R TCCCTTAAATGGGGGTGGTG
exon+04 | He4F04-5F CCATGGGAACAGCCATGAGAT | 2B4E04-5R CCTTGTTTGTCCATGGGGATG
exon+05

exon+06 | 2B4EO6F CCCTTCCCTGCAACCCAAA 2B4EO6R AAGATGGCCTGGAAAGGTCTG
exon+07 | 2B4EO7F GGGTTGGAAGTGGTCGGAAC 2B4EO7R GCTTCTTTCTGCCAGTCTCG
exon+08 | 2B4EOSF ACGAAACCACTGTCTGTTCCC | 2B4EO8R CAGGGACTTCTGCTCTTGTGA
exon+09 | 2B4EO9F GTGGAGAGATGTTGGCTAGGA | 2B4EOYR TGTGGGATGGCAATTTAGGCA
exon+10 | 2B4E10F CCCTAAGTTCTCTGCCTTGTCA | 2B4E10R TCACATGGGTTCAGTGTGGG
exon+1l | 2B4E11F CCTTGGAAAGAGGGACTCAGC | 2B4E11R TGAAGCAGGAAGCACAGAAAC
exon+12 | 2B4E12F TGCATGGCACCACTTCTAGG 2B4E12R GCTAGAACCCGCCTTTTCCT
exon+13 | 2B4E13F GTGGTGTACCCAATCTCCCAG | 2B4E13R AGGAGAGTGGCTTTGGCTG
exon+14 | 2BAE14F GGGGGAGACCAGAAAAGCTC | 2B4E14R GGGCTATGCAGGTGTAGCAA
exon+15 | 2B4E15F AATGGAGCCTGGGCTTTATCC | 2B4E15R CACTCCATGTTCCTTAGCCCC
exon+16 | 2BAE16F AAAGGTGGGCTGGTTTCAGAG | 2B4E16R ACTTGCTCTCACGCTACCTTC
exon+17 | 2B4E17F ATGGACACCAGCCATAAGCA 2B4E17R ACAGCTCCAGTCCCCGTAAT
exon+18 | 2B4E18F GAGTGGGATGATGTGGCTTT 2B4E18R CTTGAAAACTTGAGTGGGGGTG
exon+19 | 2B4E19F CTGACAGCTCTTCTCACGCT 2B4E19R GAAGAGATGCTGGCCGACAA
exon+20 | 2B4E20F CCACCCCACTGCTTGAAAGT 2B4E20R CCGCTACAAACCCCAAGTCA
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TagMan alapu genotipizalas

Az azonositott mutaciokat és SNP-ket TagMan alapi qPCR modszerrel hatdroztam meg
nagyobb mintaszamon. A genotipizalast StepOnePlus késziiléken végeztem el (Applied
Biosystems) eldre gyartott vagy egyedileg készittetett probakkal (4. tablazat) és
genotipizald6 master mix-szel (Thermo Fisher Scientific). A prdoba specificitasat

szekvenalassal ellendriztem minden esetben.

4, tablazat: A genotipizalando SNP-k és a beallitott probak tipusai.

gén aminosav/nukleotid csere SNP/mutacio rs proba azonosito
kddja szama
ABCG2 Q141K/c.421C>A rs2231142 C__15854163_70
ABCG2 M71V/c.211A>G rs148475733 C 170723361 _10
ABCG2 R236X/c.706C>T rs140207606 C 170199283 10
ABCG2 R383C/c.1147C>T rs560659849 egyedileg készittetett
ATP2B4 c.-407C>T (Haplotipus 1) rs1541252 C___ 360682_10
ATP2B4 c.*86C>T (Haplotipus 2) rs955866 C 385099_10
ATP2B4 .1557+18G>A (Haplotipus 3) rs3753036 C__25591986_10
ATP2B4 c.-494A>G (promoter) rs4600103 C__31796404_10

4.3 DNS konstrukcidk létrehozasa

Az ABCG2 expresszid és transzport emlds sejtekben torténé méréséhez kétféle
konstrukciot hoztam létre, illetve mar rendelkezésiinkre allt egy cimke nélkiili
vektorkonstrukcid (11. dbra). A direkt ABCG2 expresszios €s lokalizaciés mérésekhez
egy GFP-fuziés ABCG2 vektort készitettem. A moddositatlan ABCG2 expresszid és
transzfekcios hatékonysdg egyidejli meghatirozdsdhoz egy belsd riboszoma belépési
hely szekvenciat (internal ribosomal entry site, IRES) tartalmazé vektort készitettem (az
alap pIRES-GFP vektort Dr. Nyitray LaszIotél kaptam), melyrdl fiiggetleniil
expresszalodik az ABCG2 és a GFP. A helyspecifikus M71V mutéciét QuickChange
protokoll szerint végeztem el az alabbi primerekkel az ABCG2 vad tipust szekvenciat
tartalmazd pcDNA3.1 vektoron (Dr. Laczka Csillatol kaptam, a modositott nukleotid
triplet: ATG>GTG, vastaggal jelolve):
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forward: 5’-CGAATATCAATGGGATCGTGAAACCTGGTCTCAAC-3°
reverse: 5’-GTTGAGACCAGGTTTCACGATCCCATTGATATTCG-3’

A megfeleld pEGFP-C1-ABCG2-WT vektorba félkazetta cserével, Notl/Pstl
hasitohelyekkel tettem be az M71V-t hordoz6 ABCG2 szekvenciajat. A pEGFP-C1-
ABCG2-WT, K86M, Q141K vektorokat szintén Dr. Laczka Csillatol kaptam.

A pIRES2-GFP vektorba Xhol/BamHI hasitohelyekkel juttattam be az ABCG2-WT,
M71V, K86M, Q141K szekvenciait a megfelel6 pcDNA3.1 vektorokbol.

A B. C.

<
PEGFP-C1-ABCG2 I z PcDNA3.1-ABCG2
e

6671 bp

11. abra: A hasznalt ABCG2-6t tartalmazo konstrukciok. A. GFP-cimkével
kovalensen kotott ABCG2. B. Cimke nélkilli ABCG2. C. IRES szekvenciaval
elvalasztott ABCG2 és GFP. (SnapGene3.1)

Az ATP2B4 enhanszer vizsgalathoz pGL3-basic vektorba (Dr. Szakacs Gergelytol
kaptam) az ATP2B4 gén 1. intronjaban elhelyezked6 haplotipus részletet helyeztem be.
A vad tipust és haplotipus hordoz6 szekvenciakat az K030-as vad tipusu és a K110-es
homozigoéta haplotipus hordozd kontrollokbdl nyertem ki PCR segitségével, az alabbi

primerekkel (a hasitohely vastaggal jelolve):

forward (Kpnl): CATGTAGGTACCGCCCCACTCTGAAACTGAGA
reverse (Xhol): AGCTCACTCGAGGACTCAAGAGAGGCCCGTTC

A PCR terméket gélbdl izolaltam, majd a vektort és a terméket is Kpnl/Xhol
enzimekkel hasitottam, majd Osszeillesztettem ligdz enzim segitségével. A kontroll

pRL-TK plazmidot is Dr. Szakacs Gergelytdl kaptam (12. abra).
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12. abra: A dual-luciferaz esszéhez hasznalt plazmidok. A. A pGL3 plazmid
tartalmazza a haplotipus upstream iranyban elhelyezkedd szekvenciajat vad tipusa vagy
haplotipust tartalmazd forméban (narancssarga), majd utana egy szentjanosbogar
luciferazt (narancssarga). B. A kontroll plazmid a HSV timidin kindz promoterét (fehér)

tartalmazza, utana pedig egy Renilla luciferazt (kék). (SnapGene3.1)

4.4 Emlds sejtvonalak fenntartdsa, transzfekcioja, jelolése ¢és mérése 4aramlési

citométeren
Emlos sejtvonalak fenntartasa:

A HEK293 és HeLa sejteket 10% hdinaktivalt FBS-t és 1% Penicillin-Streptomycint
tartalmaz6 DMEM/GlutaMAX médiumban (Gibco), a K562 sejteket pedig IMDM
(Gibco) médiumban ndvesztettem 5% CO, termosztatban 37 °C-on. A letapado sejtek
passzéléasa sorén tripszinnel (TripLE, Gibco) sziintettem meg a kapcsolatot a sejtek és a

flaska kozott, majd 1:10 higitottam dket.
Transzfekcio és kezelések:

Az emlds sejtek transzfekcidja liposzoméas modszerrel tortént Lipofectamine 2000
reagenssel (Invitrogen) a gyartd eldirasa szerint Opti-MEM médiumban (Gibco). A
sejteket 24 oraval a transzfekcid utan kezeltem kiilonféle anyagokkal: 1 mM 4-PBA-val
(Dr. Varadi Andrastol kaptuk), 1 uM kolhicinnel (Sigma-Aldrich) tovabbi 24 o6ran at a

mérés elott.
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5D3 jelolés és mérés aramlasi citométeren:

A sejtfelszini ABCG2 expressziot kiils6 epitopot felismerd antitesttel (5D3, Bryan
Sorrentino-tol kaptam az antitestet) mértem meg €16 sejteken. A HEK293 és Hela
sejteket 12-well plate-en transzfektaltam a fentebbi modszerrel, majd 48 ora elteltével
sejteket megmostam PBS-sel és feltripszineztem 6ket, majd 5 perc 1000g fugalas utan
125 ul PBS-ben visszavettem 6ket. 5 pg/ml végkoncentracioban SD3 antitesttel jeloltem
Oket, mely mellé 1 uM Ko143 ABCG?2 inhibitort (Sigma-Aldrich) tettem az optimalis
jelolés érdekében, mivel ez az antitest konformacié érzékeny (167). Parhuzamosan
IgG2b izotipus kontrollal (Thermo Fisher Scientific) is jeloltem a sejteket. 40 percig
enyhén razatva inkubaltam ¢éket 37 °C-on. Ezutan 4-4 ml PBS-sel megmostam a
mintakat. Alexa Fluor-647 1gG2b (Thermo Fisher Scientific) masodlagos antitestet
hasznaltam a fluoreszcens jeldlés céljabol 0,02 mg/ml végkoncentracioban. Elé-halott
markernek propidium-jodidot (Sigma-Aldrich) adtam a sejtekhez a mérés el6tt 1,6

png/ml végkoncentracidban.

A mérést FACS Canto II (BD) aramlési citométeren végeztem. Eldszor az FSC-SSC
csatornaban kapuztam méret és granulaltsag alapjan az Gsszes sejtet. A propidium-jodid
jele alapjan elkiilonitettem az éléket a halott sejtektdl (PE csatorna). Amennyiben
PIRES-tipusu vektort hasznéaltam, a GFP jele atszolt ebbe a csatorndba, de igy is el
tudtam kiiloniteni az ¢l6 sejteket kompenzacio nélkiil a FITC (GFP) és PE (propidium-
jodid) csatornak alapjan. Ezutan, amennyiben pIRES vektort hasznaltam, a GFP pozitiv
(FITC csatorna) sejteket kikapuztam és azokon hatdroztam meg az 5D3 jelet (APC

csatorna).
ABCG2 Hoechst akkumulacids mérés:

Az ABCGQG2 funkcidjanak meghatarozasdhoz Hoechst 33342 (tovabbiakban Hst, Thermo
Fisher Scientific) festéket hasznaltam, mely szubsztratja az ABCG2-nek (168, 169). A
HEK293 sejteket pIRES-tipust vad ¢és mutans verzioju ABCG2-t tartalmazo
vektorokkal tranziensen transzfektaltam. 48 ora transzfekcid utan a fentebb leirtak
szerint PBS-be felvettem a HEK293 sejteket. A transzportmérés elétt 5 percig 37 °C-on
inkubaltam a sejteket 2 pM Ko143 inhibitorral vagy a nélkiil. A mérés 1 uM Hst

hozzaadasaval indult. 80 masodpercig — mivel ez volt a szubsztrat felvételének linearis
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fazisa - folyamatos mintavételezéssel kovettem nyomon a Hst jelét (Pacific Blue
csatorna) FACS Canto II (BD) daramlési citométeren a GFP-pozitiv (azaz
transzfektalodott) sejteken. A kiértékelés soran 20 masodperces intervallumok atlagos
fluoreszcenciajara kezdeti meredekséget hataroztam meg egyenes illesztésével (13.

abra).

1000 WT !
900 - WT+Ko143 | ]

800 I o
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600 - ’
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200+
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13. abra: A Hoechst 33342 transzport soran illesztett egyenesek. A HEK293 sejteket
pIRES tipusu plazmiddal transzfektaltuk és 48 ora eltetével Hst hozzdadéasa utdn mértiik
a festék felvételét a sejtekbe aramlasi citométerrel. A kezdeti meredekséget a linearis
fazisban hataroztuk meg (80 masodperc). Az abra a vad tipusu fehérje esetén mért

fluoreszcenciat dbrazolja a kezdeti lineéris fazisban. (OriginPro 8)

Dual-luciferaz esszé

Az ATP2B4 enhanszer vizsgalathoz dual-luciferaz (Promega) vizsgalatokat végeztem a
gyartd leirasa szerint: A sejteket 24 oraval a transzfekcid utdn lizaltam, majd a
sejtlizatumokon el6szor a szentjanosbogar majd a Renilla luciferaz lumineszcencidjat
mértem le Victor X3 plate olvasé fluoriméter (PerkinElmer) segitségével 96-lyuku fehér

plate-en. Az expresszio mértékét a minta/kontroll lumineszcencia alapjan kapom meg.

41



DOI:10.14753/SE.2019.2259

4.5 Vorosvértest membranpreparatum készitése és Western-blot
Vordsvertest membranpreparatum készitése Wolf-Schatzman modszerrel (45, 46):

Donoronként 4 ml vérbdl indultam ki a vorosvértestek membranpreparalasa soran. 400
g-n 5 percig fugaltam 4 °C-on a vérmintdkat, ezutan a szérumot és a fehérvérsejteket
(,,buffy coat”) eltavolitottam, a maradék mintat haromszor megmostam 2x mennyiségi
natriumos mosooldattal (0,16 M NaCl, 10 mM pH=7,4 Tris-HCI), minden mosas utan
400 g-n 5 percig fugaltam a vorosvérsejteket 4 °C-on ¢és a feliiluszot és a
fehérvérsejteket eltavolitottam. Ezutan 1:10 aranyban adtam a vorosvértestekhez Wolf-
Schatzman hemolizalé oldatot (20 mM pH7,4 Tris-HCI, 10 mM KCI, 20 mM
szachar6z). A mintat 10 percig intenziven kevertem, amig kitisztult, ezutan protedz
gatlo tablettat adtam hozzéd (Roche). Beckman L7-55 UC fugéval (70.1Ti rotor) 35.000
rpm-en (~100.000 g) 60 percig 4 °C-on fugaltam. A fugalas utan a fels6 fazist ovatosan
eltavolitottam. A membranpelletet Wolf-Schatzman moséval mostam, majd ismét a fent
leirt médon fugaltam, addig, amig a pellet ki nem fehéredett (haromszori mosas elég
volt). Végiil a pelletet felvettem Wolf-Schatzman mosoban (kiindulasi mintatdl fliggéen
500-1000 pl-ben) és egy boroszilikat tiveg homogenizald csobe toltottem. A mintakat
teflon (PTFE) fejjel ellatott homogenizald raddal homogenizaltam (,,pottereztem™)
minimum negyed oran at. A membranpreparatumot -80 °C-on taroltam. A

fehérjekoncentraciot Lowry-Folin modszerrel hatdroztam meg.
Western-blot:

A vordsvértest membranfehérje preparatumokbol egyforma mennyiséget (Lowry-Folin
modszer alapjan, 20-20 pg-ot) vittiink fel 7,5%-0s akrilamid gélre. Elektroforézis utan
PVDF membranra atblottoltuk a fehérjéket és immunfestettiik a membrant. Az alabbi
elsédleges antitesteket és higitasokat hasznaltuk a festés soran: anti-pan PMCA (5F10,
1:100), anti-PMCA4 (JA9, 1:250), anti-PMCA4b (JA3, 1:1500), anti-PMCAL1 (NR1,
1:500). A membrant az elsddleges antitestben 4 °C-on egész este inkubaltuk, majd
masnap mosasok utan tormaperoxidaz (HRP)-konjugalt anti-egér antitesttel jeloltiik
tovabb. Pierce ECL Western Blot szubsztrat segitségével luminografids eljarast

hasznaltunk a fehérjék megjelenitésére, majd rontgenfilmen rogzitettiik a jeleket. A
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rontgenfilmek kiértékelését Imagel szofteverrel denzitometrids modszert alkalmazva

hajtottuk végre.
4.6 Kalcium transzport mérések vordsvértesteken

A vorosvértestek kalcium transzport aktivitasat Fluo-4 fluoreszcencia alapt kalcium
influx mérésekkel hataroztam meg aramlasi citométeren. A mérésbeallitds soran de
Jong és munkatarsai (170) alapjan indultam el, de a modszeriiket tobb ponton
modositottam. 2 ml HepesBS-be (10 mM HEPES, 145 mM NaCl, pH7,4) 2,5 ul vért
tettem ujjbegyszurast kovetéen. 5 perc, 1000g-n, 4 °C-on torténd fugélds utan a
feliiluszot ledntdttem és a sejteket 2 ml Buffer B-ben (10 mM HEPES, 70 mM NacCl, 80
mM KCI, 10 mM inozin, 5 mM piruvat, 0,15 mM MgCl,, 0,1 mM EGTA, pH7,4)
vettem vissza. Ezutan 1 pM végkoncentracioban Fluo-4-AM-et tettem a sejtekhez és 37
°C-on 1 o6ran at inkubaltam enyhén razatva dket, hogy a sejtekbe bejusson a Fluo-4 és
az észteraz hasitds megtorténhessen. 50 pl vorosvértesthez 500 ul 37 °C-os HBSF-
KCM-et (10 mM HEPES, 70 mM NaCl, 80 mM KCI, 5 mM inozin, 5 mM gliikoz, 0,15
mM MgCl;, 0,1 mM EGTA, 0,15 mM CaCl,) tettem. A mérést ionomycin ionoforral
inditottam (0,8 uM végkoncentracidoban hasznaltam). Amint az ionomycint a sejtekhez
tettem, azonnal az aramlasi citométerbe (Canto II BD) helyeztem a csovet és
elinditottam a mérést, amely 15 percen at, folyamatos mintavételezés mellett zajlott. A
PMCA gatlas vizsgalatoknal vanadatot hanszaltam 1 mM végkoncentracioban. A
kiértekelés soran meghataroztam a gorbe alatti teriiletet, miutdn normalizaltam a
fluoreszcencia értékeket a to-ban mért értékkel (OriginPro 8 szoftverrel). Egy

példamérést a 14. abran mutatok be.
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14. abra: Példa Fluo-4 alapu kalcium transzport mérésre a K030, atlagos
expresszioju onkéntes véradoé kontroll vorosvértestjein. A Fluo-4 fluoreszcenciajat

idében folyamatosan kovetve mértem vanadat ATPaz gatloszerrel és anélkdil.

4.7 Statisztika

Az Osszes statisztikai analizist Statistica 6.4 (Dell) szoftverrel végeztem. A genotipus
vOrosvértest expresszio dsszevetéséhez Kruskal-Wallis tesztet hasznaltam, a kdszvényes
és kontroll csoport Osszevetését Mann-Whitney teszttel végeztem el. A plazmid
expresszids és transzport méréseknél t-tesztet alkalmaztam. A Fluo-4 alapt kalcium
transzport mérések soran a gorbe alatti teriiletet (AUC, area under the curve) OriginPro

8 szoftverrel szdmitottam ki a normalizalt fluoreszcencia értékek alapjan.
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5. EREDMENYEK:

5.1 Az alacsonyabb PMCAA4b fehérjeszintet okozd genetikai varidnsok nyomaban

5.1.1 PMCA4b fehérjeszintek meghatarozasa dramlasi citométerrel a

vorosvertesteken

A PMCAA4Db fehérjét specifikusan célz6 antitest (JA3) segitségével megmértiik
155 egészséges fiatal PMCA4b fehérjeszintjeit (1asd Modszerek). A mérések soran tobb
embert is talaltunk, akik alacsonyabb szintet mutattak (7.abra/B. jobb panel).

5.1.2 Western-blot analizis vérésvértest membranpreparatumokon

Mivel a PMCA fehérjék mRNS-e nagyfoku alternativ splicingon esik at érése
soran, ezért kivancsiak voltuk ra, hogy esetleg nem a splicing sériil ebben az esetben ¢és
a PMCA4Db helyett a PMCA4a varians van jelen a vorosvértesteken. Azt feltételeztiik,
hogy a PMCA fehérjék esszencidlisak a sejtek szamara (foként a PMCA4b a
vorosvértest szamara), ezért a tovabbiakban arra is kerestiik a valaszt, hogy nem
torténik-e esetleg kompenzaciéo a PMCAI1 altal ezeken a vorosvértesteken. Ehhez két
alacsonyabb expresszioji €s egy normal expresszidji ember vOrdsvértestjeibol
membrant preparaltam és Western-blot analizist végeztiink (Dr. Enyedi Agnes és
csoportja segitségével). A fehérje a megfeleld mérettartomanyban volt (kb. 130 kDa),
tehat a mérete nem valtozott meg a potencialis genetikai varidns hatasara (nincs benne
egyéb alternativ splicingot érintd mutacid, frameshift, stop, delécid, inszercid).
Rendelkezésiinkre allt tobbféle antitest, melyek kiilonféle izoformakat és variansokat
ismernek fel (15. abra/A.) (51), alatamasztottuk, hogy nincs érdemleges kompenzacio
mas izoforma altal és splice varians valtas sem figyelhetd meg (15. abra/B.). A Western-
bloton mért expresszids értékek korrelaltak az altalunk FACS-on mért eredményekkel

(15. abra/C.).
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15. 4bra: Vorosvértest membranpreparatumok Western-blot analizise. A. A
Western-blot soran haromféle, kiilonb6zo izoformakat és variansokat felismerd antitestet
hasznaltunk. B. A PMCA4b fehérje ép, mérete valtozatlan és nincs érdemleges
kompenzaci6 mas PMCA izoforma vagy varians altal. C. A Western-blot (WB)

eredményeink korrelaltak az aramlasi citométeres (FACS) analizissel.

46



DOI:10.14753/SE.2019.2259

5.1.3 Az ATP2B4 gén exon-szekvenaldsa és qPCR vizsgalata

Az eltéréseket a vorosvértest membranfehérje szintekben okozhatjak genetikai
variansok (SNP-k, mutacidok) vagy a fehérjét érintd regulaciés modosulasok (lasd
Bevezetés 1.4). Hogy feltarjam a PMCA4 fehérje génjében, az ATP2B4 génben a
lehetséges genetikai variansokat, Sanger-szekvenalast végeztem a gén teljes exon

régidjat €s exon-intron hatarait lefed6 primerek segitségével (lasd Modszerek).

Kivalasztottam hat eltéré expresszidval rendelkezd (két nagyon alacsony, kettd
kozepes ¢€s kettdé normalis vagy magasabb expressziot mutatd) egyént (16. abra/A.). A
szekvenalas eredménye harom haplotipust (egyiitt 6roklédé gyakori SNP-k, ,.allél”, HI,
H2 ¢és H3 a tovabbiakban) és egy 5’UTR-ben, a promoter kornyékén elhelyezkedd
varianst tart fel (haplotipusok azonositasa: LDLink adatbazis — NIH NCBI, 16. abra/B.),
ezek koziil egyik sem okoz a fehérjeszekvenciaban valtozast, hiszen vagy nem kodold
régioban van, vagy szinonim SNP. Ezek kozil a Hl (16. abra/B. és C.) tint
leggyantisabbnak, hiszen a nagyon alacsony expressziét mutatokban homozigéta, a
kicsit csokkent expresszidval rendelkezdekben heterozigota €s a két normal expressziot
mutatdé egyénben homozigdta vad tipusban volt jelen. Az NCBI adatbazis alapjan a
minor allél frekvencidja (MAF) is 0,1 korili volt, mely magyarazhatja a

vorosvértesteken megfigyelt expresszio eloszlast.
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16. abra: Az ATP2B4 exon-szekvenalds eredménye. A. A szekvenalds soran vizsgalt
onkéntesek PMCA4b expresszidja. B. A szekvenalas soran feltart haplotipusok és
promoter varidns genotipusa a vizsgalt egyénekben. Piros: homozigdta hordozo,
narancs: heterozigota, zold: homozigéta vad tipus. C. Az ATP2B4 gén exon szerkezete
¢s a haplotipusok és promoter varians elhelyezkedése. (PMCA4b esetén a 20. exon nem

keriil bele az mRNS transzkriptumba.)
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Annak alatamasztasara, hogy valdéban a haplotipus 1 felelds a csokkent
expresszioért tobb minta vizsgalatara volt sziikség. A teljes onkéntes donor mintakon a
harom haplotipus SNP-1 koziil egy-egyre specifikus (in. haplotipus jel6lé vagy tagging
SNP, lasd Mddszerek) és a promoter variansra specifikus qPCR genotipizald probakat
futtattam, melynek eredménye azt mutatta, hogy valdoban a haplotipus 1 felelés a

csokkent PMCAA4D fehérjeszintért (p<0,001, 17. abra és 5. tablazat).
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17. abra: A vorosvértest expresszio és a genotipus osszefiiggése TaqgMan alapu
qPCR alapjan 155 egészséges vérado donoron. A haplotipus 1 heterozigdta formaban
nagyjabol 75%-os PMCA4b expresszidt, homozigdta formaban 50% expressziot
eredményez. A tobbi haplotipus ¢és a promoéter varidns sem volt hatassal a

vorosvértestek PMCAA4Db szintjére.
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5. tablazat: Az egyes genotipusok és azokon beliill az atlagos vorosvértestes

PMCA4b expresszio.

Atlagos PMCA
Genotipus
szint = SD
Haplotipus 1 TT 8,1771 + 1,0404 2
CT 12,9257 + 1,7900 29
CcC 16,4842 +2,2529 124
Haplotipus 2 TT 14,5167 +3,1870 25
CT 15,7618 +£2,6973 79
CC 16,2184 +2,3127 51
Haplotipus 3 AA 16,6087 + 2,7266 2
GA 16,3905 +2,2263 52
GG 15,3437 + 2,8778 101
Promoter varians AA 15,1984 +2,1028 2
GA 16,5170 + 3,1788 31
GG 15,5149 +£2,5628 122
Osszesen 15,7112 + 2,7060 155

crer

el, az intron 1-t6l az exon 2-ig tart (16./C. abra). A proxy analizis arra is ravilagitott,
hogy tobb mint 50 SNP-t foglal magaban (melyek kozott inszerciok és deléciok is
vannak) a kapcsoltsagi egyensuly vizsgalatok alapjan (R? > 0,9, LDLink adatbazis).
Eurdopaban az allélgyakorisaga (MAF) 0,11 (NCBI SNP adatbazis) koriil mozog, azaz
nagyjabol minden tizedik ember heterozigéta, és minden szazadik homozigota. Erdekes
megemliteni, hogy a haplotipus 2 gyenge kapcsoltsagi egyenldtlenségben (linkage
disequilibrium — LD) van a haplotipus 1-gyel (Pearson R?=0,1505), valamint a
haplotipus 3 pedig atfed a haplotipus 1-gyel (lasd 16./C. abra), igy ezek is
szignifikansnak adddtak a qPCR analizis alapjan (p<0,05). Az 6sszes haplotipus varians
Hardy-Weinberg egyensulyt mutatott (Chi-négyzet teszt), és a hozzajuk tartoz6 MAF-
ok az altalam vizsgalt emberek esetén a kovetkezéek voltak: q[H1]=0,1065,
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q[H2]=0,4161, q[H3]=0,1806, q[PR]=0,1129. Az altalam vizsgalt kontroll csoportra

jellemz6 statisztikai adatokat az 6. tablazatban foglaltam Gssze.

6. tablazat: Statisztikai és populicios adatok a 155 6nkéntes vérado alapjan.

n=155 donor p-érték - PMCA4b Hardy-Weinberg g (MAF)
expr. (Chi-négyzet teszt)
vs. genetika
(Kruskal-Wallis proba)
Haplotipus 1 p<<0,001 0,9900 0,1065
Haplotipus 2 p=0.012 0,9113 0,4161
Haplotipus 3 p=0.040 0,4163 0,1806
Prométer var. p=0.216 0,9999 0,1129

5.1.4 Kalcium efflux merések vorosvértesteken

Eddig Ggy gondoltuk, hogy a vordsvértesteken a PMCA4b megfeleléen magas
szintje — mivel ez van nagy szamban jelen a membranjaban - fontos a sejt fejlodése és
talélése szempontjabol, ezért meglepd volt szdmunkra, hogy taldltunk egy olyan
haplotipust, mely jelentdsen csokkenti a fehérje szintjét ezeken a sejteken. Kivancsiak
voltunk arra, hogy vajon ez a csdkkent expresszio hatassal van-e a PMCA funkciojara,
azaz a kalcium transzportra a membranon keresztiil. Eppen ezért bedllitottam egy olyan
modszer, mely soran a vorosvértesteket Fluo-4 kalcium indikatorral toltéttem meg,
majd egy enyhe ionomycines (ionofor) kezelést kovetden mértem a kalcium bejutasat,
illetve kipumpalasat €16 vorosvértesteken. A puffer dsszetételének megfeleld beallitasa
rendkiviil fontos volt, hogy a bearamld kalcium ne inditsa el a Gardos csatorna altal
Modszerek ¢€és Bevezetés). A mérést folyamatos mintavételezésével végeztem az
aramlasi citométeren, igy lehetévé valt valos idében, egy azon mintan az intracellularis

kalcium szintet nyomon kovetni.

A mérést egy — a haplotipus 1-re homozigéta hordozé — donor, egy heterozigota
¢s egy vad tipusi donor vordsvértestjein végeztem el. A vad tipusi donor mérései
alapjan ugy talaltam, hogy a normal vorosvértestek 15 perc alatt képesek az ionofér

hatasara megnovekedett intracelluldris kalcium szintet visszadllitani az eredeti alacsony
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szintre (18. abra). Ezt a mérést megismételve vanadat hozzaadasaval, mely gatolja a
PMCA4b funkcigjat, a Fluo-4 fluoreszcenciaja 15 perc elteltével sem csokkent le, azaz
a pumpa funkcio gatolhato is volt (lasd Modszerek). A heterozigdta és homozigota
egyén vorosvértestjein is sériilt PMCA4b funkciot tapasztaltam, azaz a mérési
iddintervallumban a vordsvértestjeik nem voltak képesek maradéktalanul kipumpalni a
bejutd kalciumot. Ezzel sikeriilt alatamasztanunk, hogy a csokkent fehérjeszint a
membranban a pumpafunkcidé romlasaval is egylitt jar, annak ellenére, hogy ezek az
emberek teljesen egészségesek €és semmiféle vorosvértestéréshez vagy eriptdzishoz

kapcsolhat6 betegségrél (pl. anémia, csokkent hemoglobin szint) nem nyilatkoztak.
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18. abra: Vorosvértesteken végzet Fluo-4 alapu kalcium transzport mérések. A. A
mérésben részt vevé donorok PMCA4b expresszidja. Vords: H1 hordozé homozigota,
sarga: H1 heterozigdta, zold: H1 vad tipus. B. A Fluo-4 alapt kalcium transzport
mérések sordn az ionomycin hozziadasat kovetden az intracellularis kalcium szint
megemelkedett. A normal, haplotipus 1-re vad tipusu donor vordsvértestjei (zold),
melyek datlagos mennyiségli PMCA4b fehérjével rendelkeztek, 15 perc alatt
eltavolitottdk a bejutd kalciumot a citoplazmdbdl. Az alacsonyabb expresszioval
rendelkezd heterozigdta (sarga) €és homozigdta (vords) haplotipus 1 hordozd donorok
esetén a pumpafunkcid romlésa volt megfigyelhetd. AUC: gorbe alatti teriilet (area

under the curve), 3 fiiggetlen mérés eredménye.

52



DOI:10.14753/SE.2019.2259

5.1.5 Dual-luciferdz mérések a haplotipus hatdsanak vizsgalatara

A haplotipus génexpressziora kifejtett hatasat dual-luciferaz esszével vizsgaltam
meg. Ez a rendszer két emlds expresszids plazmidbol all, egy minta plazmidbol, amely
az altalunk vizsgalni kivant promoter vagy enhanszer régiot tartalmazza, mely utan egy
szentjanosbogar luciferaz van. A kontroll plazmid egy altalanos, gyenge expresszioju
timidin kindz promoterrel rendelkezik, mely utan a Renilla luciferaz van beépitve. A két
plazmid ko-transzfekcioja utan a kétféle luciferaz expresszids aranya (szentjanosbogar
luciferaz/Renilla luciferaz lumineszcencia) hatarozza meg, hogy a minta plazmidba
beépitett vizsgdlandd6 szakasz milyen hatékonysdggal milkodik. A minta
konstrukcionkba beépitettiik a haplotipus legelol (,,legupstreamebb” irdnyban)
elhelyezkedo, vad tipusu és az SNP-ket hordoz6 régiot. (1asd Modszerek 6.)

Az eredmények azt mutattdk, hogy a haplotipusnak csak az eritroid eredetii
K562 sejtekben volt expressziot csokkentd hatasa, a kontroll HEK293 sejtekben nem
volt hatasa az expressziora (19. abra). Tehat ez a régio egy eritroid specifikus enhanszer,

mely mas sejtvonalakban nagy valoszintiséggel nem muikodik.
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19. abra: A haplotipusnak csak a K562 eritroid eredetii sejtvonalakban van hatasa
az expressziora. Az eritroid eredeti K562 sejtekben a vad tipusti régiordl nagyobb
expresszid volt megfigyelhetd a vad tipushoz hasonlitva (p<0,001, t-teszt). A haplotipus
SNP-it beépitve ez az expresszi6 a HEK-hez hasonlora csokkent. Zold: vad tipust

konstrukcio (WT), piros: haplotipus hordozé konstrukcio (H1).
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5.2 Az alacsonyabb ABCG?2 fehérjeszintet okozo6 genetikai varidnsok nyomaban

5.2.1 ABCG?2 feherjeszintek meghatarozdasa aramlasi citométerrel készvényes és

kontroll emberektdl szarmazo vordsvértesteken

Az Orszédgos Reumatologiai ¢és Fiziologias Intézetben Professzor Poodr
Gyula¢kkal ABCG2 vorosvértest felszini expresszids vizsgalatokat végeztiink
koszvényes betegekben, hiperurikémids embereken és a hozzajuk korban és nemben il16
kontroll csoportban, valamint szintén méréseket végeztiink a sajat belsd, intézeti
kontroll csoportunkon is (lasd Modszerek). Szerettiikk volna megtalalni azokat a hazai
populécioban is el6fordulo ABCG2 genetikai varidnsokat, melyek befolyasolhatjak a
koszvény kialakuldsat és lefolyasat, valamint mivel az ABCG2 sok gydgyszer
felszivodasat befolydsolja, ezek a vizsgdlatok a késébbi személyre szabott

gyogyszerhatdbanyag beallitasokban is fontosak lehetnek (lasd Célok és Bevezetés).

64 koszvényes betegen, 37 nemben és korban ill6 kontroll és 127 egészséges
(intézeti) kontroll egyén vorosvértestjein végeztiik el az ABCG2 fehérjeszint méréseket.
Osszehasonlitva a kdszvényes csoportot a teljes kontroll csoporttal megallapitottam,

hogy az ABCG2 fehérje szintje szignifikansan csokkent a betegeken (20. abra).
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20. abra: Koszvényes betegek, korban egyezo kontrollok és egészséges donorokon
mért atlagos ABCG2 expresszio vorosvértesteken. A kdszvényes betegek ABCG2
expresszioja szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontrollokéhoz viszonyitva. (Mann-

Whitney teszt, STATISTICA)
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5.2.2 Az ABCG?2 qPCR genotipizalas és Sanger-szekvenalas eredmények

A korabbi eredmények alapjan tudtuk, hogy a populacidban egy gyakori varians,
a Q141K jelen van, mely befolyasolja az ABCG2 fehérjeszintet vorosvértesteken (120).
Ezért TagMan-alapi genotipizald probaval megvizsgéaltam erre a varidnsra a teljes
kontroll és kdszvényes csoportot. Az eredmények azt mutattak, hogy ez az SNP mind
heterozigdta, mind homozigdta formaban gyakoribb volt az alacsonyabb expresszidju
egyének kozott (21. abra/A.), illetve feldusultak a koszvényes egyének kozott (p<0,001,
t-proba). A heterozigota egyéneknek az atlagos vorosvértest ABCG2 expresszios szintje
82%=*17%, a homozigdta hordozoknak 56%=+7% volt a homozigota vad tipustiakhoz
viszonyitva (21. abra/B.).
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21. abra: Vorosvértest ABCG2 expresszio és a Q141K SNP viszonya. A. A Q141K
gyakoribb volt az alacsonyabb expresszidju emberek kozott mind kdszvényes, mind
egészséges véradd donorok esetén. B. A Q141K varians szignifikdnsan csokkenti az

ABCG?2 expressziot vorosvértesteken.
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Néhany oOnkéntes vérado donor esetén a vordsvértest ABCG2 expresszio
csOkkenése nem volt magyardzhatdé a Q141K jelenlétével (mindannyian kozel 50%-0S
ABCG?2 expressziot mutattak). Ezekben az esetekben Sanger-szekvenalast végeztem a
gén teljes kodolo és exon-intron hatar régidin. Taldltam harom egyént, akik heterozigota
formaban hordoztdk az R236X mutéaciot, mely a fehérje korai termindlodéasat és
lebontasat okozza. Errdl a mutdciorol mar ismeretes volt, hogy a hazai populacidban
jelen van és a fehérjeszint jelentés csokkenését okozza (120). Talaltam egy embert, aki
az R383C varidnst hordozza. Mindezek mellett két (egy kdszvényes és egy kontroll)
egyénben taldltam egy 1j, eddig nem karakterizalt, M71V aminosavcserével
(n.211A>G, rs148475733) jar6 mutaciot. Ez a mutacio is koriilbeliil felére csokkent
expressziot okoz heterozigota forméaban, mig az egyik egyén esetén a Q141K is jelen
volt heterozigbta formaban, egylitt a két varians még alacsonyabb fehérjeszintet

eredményezett (22. abra).
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22. abra: Vorosvértest ABCG2 expresszi6 néhany esetén és a kapcsolodé
genetikai varidns. A kontrollok és kdszvényes betegek kozott is talaltunk néhany
egyént, akinek az expresszioja koriilbeliil fele volt a vad tipus atlaganak (szaggatott
vonal). Sanger-szekvenalassal kimutattuk, hogy mindegyikiilk az ABCG2 valamelyik
ritka variansat hordozza. A kordbban ismert R236X ¢és R383C mellett talaltunk egy 1j

varians, az M71V-t (pirossal jelolve).
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A tovabbiakban azt vizsgaltuk meg, hogy az M71V ¢és a tobbi, mar ismert
varians a hazai populdcioban milyen gyakorisaggal fordul el6. Tovabbi 278 egészséges
véradd donorbol (Orszagos Vérellatd Szolgalat, Dr. Andrikovics Hajnalka) szarmazo
DNS-en megvizsgaltam a mutéaciok jelenlétét qPCR alapi genotipizald probakkal. Az
M71V a tobbi ritka varidnshoz viszonyitva hasonld gyakorisagban fordul el6, a magyar
(kaukazusi eredetli) populacié koriilbeliil 1%-a heterozigéta forméban hordozza (7.

tablazat).

7. tablazat: A Q141K és a ritka variansok eléfordulasa a hazai populacioban 405

emberen vizsgalva. MAF: minor allél frekvencia, HW: Hardy-Weinberg egyensulyi

érték, n.m.: nem meghatarozott.

Osszes normal konroll DNS (n=405)

homoz. heteroz. vad tipus MAF
Q141K 5 68 332 0,0963 0,8941
M71V 0 4 401 0,0049 0,9950
R236X 0 3 402 0,0037 0,9972
R383C 0 0 405 n.m. n.m.

5.2.3 Membran expresszios vizsgalatok emlos sejteken

Mivel korabban még senki sem jellemezte kisérletesen az M71V mutaciot, ezért
mi el6szor szerettiik volna in vitro emlds sejtkultirakban a fehérje kifejez6dését
megvizsgalni. Ebbdl a célbol iranyitott mutagenezissel 1étrehoztunk az M71V mutéciot
hordoz6 haromféle vektort (lasd Modszerek). A pcDNA vektor cimke nélkiili formaban
tartalmazza az ABCG2-6t. Mivel szerettiik volna lokalizacié szempontjabol is vizsgalni
a fehérjét, igy egy pEGFP-ABCG2 vektort is létrehoztam. A pIRES-GFP vektor
tartalmaz egy IRES (Internal Ribosome Entry Site, belsé riboszéma belépési hely)
szekvenciat, mely lehetévé teszi az ABCG2 fehérje és a GFP kozos transzkripcidjat, de
van, ugyanis a fehérjénkre nincs kovalensen semmi sem kotve, de a transzfektalodott
sejteket a GFP jele alapjan azonositani tudtuk. A pEGFP vektor hatranya, hogy kis
mértékben hatdssal van az expressziora Osszehasonlitva a tag nélkiili verzioval HEK

sejteken mérve (23./A. éabra), habar korabbi eredményeink alapjan tudtuk, hogy a
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funkcidja nem valtozik meg a vad tipusi ABCG2-nek N-terminalis GFP cimke
hatasara. A kisérletekhez két olyan emlds sejtet valasztottam, melyek nem, vagy csak
nagyon alacsony mértékben expresszaljak az ABCG2 fehérjét, ezek a sejtek human
embrionalis vesesejtek (HEK293) ¢s humén méhnyakrak eredeti (HeLa) sejtek voltak.
A mérésekhez az ABCG2 kiilsd epitopjat felismerd (5D3) antitestet hasznaltam, és
aramlasi citométeren végeztem (1asd Modszerek). Az M71V mellett a vad tipusu és az

altalunk korabban és masok altal is j(')l karakterizalt (lésd Bevezetés) Q141K varidnst

crer

Az 23./B. abra mutatja, hogy mind HEK293, mind HeLa sejtekben az M71V
fehérje szintje koriilbeliil 60-70%-a a vad tipustthoz viszonyitva, hasonléan a Q141K
varidnshoz. Vagyis ugyanugy, mint a vordsvértesteken, a tranziens expresszids

kisérletekben is csokkent membranfehérje szintet tapasztaltunk.
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23. abra: ABCG2 vad tipusu és varians hordoz6 fehérjék expressziéja emlds
sejtekben. A. A pEGFP-ABCG2 GFP-taggelt verzioji ABCG2-6t tartalmazd és a
cimkét nem tartalmazo pcDNA-ABCG2 vektorok kozotti kiilonbség HEK293 sejteken
mérve. Az N-termindlis GFP drasztikusan csokkentette a varianst hordozo kazettardl az
expressziot a vad tipushoz képest. B. A pIRES2-ABCG2-GFP kazettar6l torténd
expresszio HEK és Hela sejtekben, csak a transzfektalodott sejteket vizsgalva GFP jel
alapjan. Mind az M71V, mint a Q141K varians szignifikdnsan csokkentette az

expressziot mindkét sejttipusban.
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5.2.4 Funkcionalis vizsgalatok emlos sejteken

Megvizsgaltuk az M71V aminosavcsere hatasat az ABCG2 transzport
funkcidjara. Az ABCG2 rendkiviil sokféle anyagot képes transzportalni, koztiik sok
fluoreszcens vegyiiletet is, mely lehetové teszi, hogy a funkcidjat egyszerlien
vizsgalhassuk &ramlasi citométerrel. Ebben az esetben egy széles korben hasznalt,
Hoechst 33342 (Hst) nevl festék felvételét vizsgéltuk vad tipust és M71V hordozo
fehérjét tranziensen expresszald sejteken. Szintén az IRES-t tartalmazo vektort
hasznaltuk, hogy elkiilonithessiik a transzfektalt sejteket a nem transzfektaltaktol GFP
fluoreszcencia alapjan (lasd részletesebben a szamitas menetét a Mddszerek résznél). A
24./A. abran a kezdeti linearisban mért fluoreszcencia értékeket és az illesztett
egyeneseket mutatom be a vad tipust és mutans verzioji ABCG2 esetén. A 24./B. abran
lathatd, hogy a K86M katalitikus hely mutans fehérjével ellentétben a WT, Q141K ¢és az
M71V aminosavcserét hordozd fehérje transzportalta a Hst-6t. Kol43 specifikus
ABCG?2 inhibitorral a Hst akkumulacié megnovekedet, azaz gatoltuk a transzportot.
Vagyis a fehérje funkcionalis, a muticido az expresszidt csokkenti vagy a fehérje

lebomlédsa né meg.

59



DOI:10.14753/SE.2019.2259

1000 WT 1000 4 M7V [
o 90 WT+Ko143 B [ © 900 M71V+Ko143 T
2 oo [ g a0 1
L) o
Q700 ’ Q7004
%] T W
2 600+ T 2 oo
o ]
“_f 500 “_f 500 )
B 4004 B 00
j T I
300 S 300 -
200 i 200 =
[ 20 40 80 80 0 20 40 60 80
idd (s) id6 (s)
10001 Q141K 1000 K86M ) ;/'1
o 900 Q141K+Ko143 1 o 900 K86M+Ko143 4,1’/
= 1 = S ] i
£ 800 : c 800 //
& 700 < 700
0 R ] P!
g 600 37 % 600+ _/
= 500 = 5004 A
4+ ) B
V) 4004 w1 400+ /
uy » umy 2
300 4 ol 300 4
200 200
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
idé (s) idé (s)
12
B. m - Kol43
:i m + Kol143
o 10 4
— ok
]
(14
A ]
w8
@
L
@
3
@ 61
)
A
=
U
[+
- 41
172}
=
[*]
@
o 2 4 * *
==
0 I T T T
WT M71V Q141K K86M

24. abra: Az ABCG2 kiilonféle variansainak funkcionalis vizsgalata Hoechst
33342 szubsztrat segitségével HEK293 sejteken. A. A mérések soran négyféle
fehérjeszekvenciat tartalmazo pIRES plazmiddal transzfektaltuk a sejteket és 48 ora
elteltével Hst hozzdadasdval mértiik a pumpafunkciot. A kezdeti linearis fazisra
illesztettlink egyeneseket. A mérést ABCG2 specifikus Kol43 gatloszerrel is
elvégeztiik. A vad tipus mellett a vizsgalt mutansok az M71V, Q141K ¢és a K86M
katalitikusan inaktiv fehérjék voltak. B. A mért kezdeti meredekségek a Hst transzport

kisérlet soran. Az M71V ¢és Q141K varians is miikddik, bar valamennyivel csokken a

szubsztrat transzportald képessége. Ko143: ABCG2 specifikus gatloszer.
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5.2.5 A seériilt ABCG2 fehérje kisegitése a membrdanba kémiai chaperonok

segitsegevel

Mivel a fehérje funkcidja jelentésen nem sériilt, ezért megprobaltuk kiilonféle
kémiai chaperonok segitségével kisegiteni a fehérjét a membranba. A kolhicinrdl és a 4-
fenilbutiratr6l (4-PBA-rol) mar voltak korabbi ismeretek, hogy bizonyos ABC-tipusu
fehérjék transzkripciojat, expressziojat vagy foldingjat elésegitik (165, 171), emellett
klinikai tesztekben is jol szerepeltek tobb ABC-transzporterhez kothetd betegség
kapcsan (172, 173). HEK sejteket kezeltem 24 oran at 1 mM 4-PBA-val vagy 1 uM
kolhicinnel, és azt tapasztaltam, hogy 4-PBA szignifikdnsan emelte a vad tipusu fehérje
felszini kifejez0dését. A mutans verziok esetén nem szignifikansan, de kis mértékben
emelte a fehérje szinteket. A kolhicin kezelés mind a vad tipus, mind a mutans

ABCG2 szintjét novelte a membranban (25. abra).
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25. abra: A varianst hordozo ABCG2 Kkisegitése a membranba kémiai
chaperonokkal. A 4-PBA hatasara a vad tipusu fehérje mennyisége szignifikdnsan
megndtt a membranban, de a tobbi varians esetén is emelkedés volt megfigyelhetd a
fehérjeszintekben. A kolhicin mind a vad tipus, mind a variansok expressziojat

szignifikdnsan megndvelte.
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6. MEGBESZELES

6.1 A PMCA4b-t kodolo ATP2B4 génben talalt haplotipus jellemz6i

6.1.1 A haplotipus nem okoz valtozast a fehérje szekvenciajaban

Az ATP2B4 génre jellemz6, hogy kevés aminosavcserével vagy
kereteltolodassal jar6 mutacié talalhatd benne. Ezek jellemzéen kords folyamatokhoz
vezetnek. Az R18H mutacionak az autizmus kialakulasaban van szerepe (174). Az
R268Q varianst az 6roklédo kétoldali végtagbénulassal hoztak Osszefiiggésbe (175).
Munkénk sordan egészséges embereket vizsgdlva nem taldltunk hasonld,
aminosavcserével jaro mutaciot, de mégis sok Onkéntes véradonk vordsvértestjein
csokkent PMCA4b expressziot figyeltiink meg. A TagMan alapu, nagy mintaszami
genotipizalassal bebizonyitottuk, hogy egy haplotipus felelds a megfigyelt csokkent
expresszioért. A haplotipus SNP-i vagy intronikus régidéban fordulnak eld, vagy nem

okoznak aminosavcserét a fehérjében.

6.1.2 A haplotipus védettséget biztosit malariaval szemben

Nagy ateresztd genomialis vizsgalatok (GWAS) kimutattak, hogy a haplotipus
védettséget biztosit sulyos gyermekkori malariaval szemben (176) és a terhesség soran a
placentalis fert6zottség is szignifikdnsan alacsonyabb volt a haplotipus hordoz6 anyak
esetén (177). A malaria az egyik leginkabb kutatott fert6z6 betegség a vilagon, habar a
molekularis alapjai annak, hogy a Plasmodium fajok hogyan képesek tulélni és osztodni
az emberben még nem teljesen ismert. A szoros egyiittélés, a ko-evolicids hatasok
eredményeként szamos allél megdrzddott az emberi genomban, melyek bizonyos foku
védettséget biztositanak (178, 179). Az egyik ilyen allél lehet az altalunk leirt
haplotipus. Ez a haplotipus nagy valoszinliséggel a parazita vorosvértest fazisa soran
biztosit a fertdzéssel szemben védettséget; megakadalyozza a vorosvértest felszinére

kotddést, a parazita bejutasat vagy a vorosvértesten beliili szaporodasat.

A maldria endemikus el6fordulasa (forrds: CDC) Osszefliggést mutat a
haplotipus hordozok szdmaval (NCBI adatbazis, 1000 genom projekt). Nigéridban,

Kenyaban ¢és mas kozép-afrikai orszagokban is a haplotipus minor allél frekvenciaja
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0,4-0,5 koriil van (26. abra), mig mas orszagokban az el6fordulasa joval alacsonyabb.
Ez az adat szintén azt tdmasztja ald, hogy a haplotipus fennmaradasanak evolucios

hattere a malariafert6zés elleni védettség lehet.

malaria endemikus
orszagok

malaria részlegesen
eléfordul

nem ismert maléria
megjelenés

26. abra: A malaria el6fordulasa és a haplotipus minor allél frekvenciaja kozotti
osszefiiggés. A malaria endemikus teriileteken joval gyakoribb a haplotipus hordozok
aranya. (Kép forrasa: CDC, minor allél frekvencia adatok forrdasa: NCBI adatbazis,
1000 genom projekt)

6.1.3 A PMCA4b szerepe a malariaban

A PMCA4Db szerepe a Plasmodium életciklusaban még nem ismert. Gazarini és
munkatarsai (180) azt feltételezik, hogy a PMCA a parazita és a vOrdsvértest
citoplazmajat hatarol6 parazitofor vakuolaris membranba (PVM) keriil az invazié soran
(27. abra). A parazita internalizacidja soran a PMCA olyan iranyultsagban all, hogy a
parazitofor vakudlumba (PV-be) pumpalja a citoszolbol a kalciumionokat. A
Plasmodium igy a vorosvértest sajat PMCA fehérjéit felhasznalva képes kialakitani a
szaporodasahoz sziikséges magas kalcium-ion koncentraciot a PV-ben. Ennek a
modellnek ellentmond, hogy malarids fertézés soran a PMCA gatlasat figyelték meg

vorosvértesteken (54). Az is kérdéses, hogy a gazda fehérjéi egyaltalan megtalalhatoak-
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e a PVM-ben. Egyes feltételezések szerint a gazda vorosvértestének membranfehérjéi

kizarodnak beldle és csak a parazita sajat pumpai talalhatdoak meg itt (181).

ca’*~1mM

vorosvértest

membran CaZ”'100nM

parazita

® &

27. abra: Egy modell a PMCA szerepére a malaria fertozott vorosvértestek
esetén. A Plasmodium parazita a vorosvértesteken beliil egy parazitofor vakuolaris
membrant hoz létre a vorosvértest membranjanak felhasznalasaval. A PMCA ebben a
membranban a parazita felé képes a citosz6lbol kalciumot pumpalni (pirossal jeldlve),
mely a parazita szaporodasdhoz sziikséges megfeleloen magas kalcium koncentraciot

tartja fenn. (kép forrdasa: Gazarini és mtsai (180), modositva)

Ha a modell helytalld, akkor a haplotipus hatdsira a sejtfelszini PMCA4b
expresszid csokken, igy a PVM-be is kevesebb keriil a parazita internalizicioja soran.
Ebben az esetben nem alakul ki a Plasmodium szaporodasahoz sziikséges magas

kalcium-ion koncentracioji kornyezet a PV-ben, emiatt a haplotipus hordozok

védettebbek a fertozéssel szemben.

6.1.4 A haplotipusnak csak az eritroid sejtvonalakban van hatasa az expressziora

A PMCA4 fehérje a szervezetben mindenhol expresszalodik (181). Habar a gén
kititése nem letalis (ellenben a PMCAL1 fehérje kiiitésével, mely embrionalis korban

letalitast okoz), a PMCA4 KO egerekben a portalis véna simaizmainak apoptozisat
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figyelték meg (182). Emellett, mivel a f6 kalciumpumpaja a himivarsejteknek, a him
allatok sterilitdsat okozta. A Vizsgalataink sordn a haplotipushordozok kozott
szerepeltek tobbgyermekes édesapak is, igy feltételezhetoen a haplotipusnak nincs

hatéasa a reprodukciora. A hordozok szintén nem nyilatkoztak érrendszeri betegségrol.

Lessard és mtsai (183) a haplotipus-régid upstream iranyban elhelyezkedd
intronikus szakaszdt CRISPR/Cas-9 segitségével kivagtak eritroid HUDEP-2 ¢és
HEK?293 sejtekben. Az eritroid sejtvonalban a szakasz hianya gyakorlatilag az mRNS
expresszio teljes eltiinését eredményezte, mig HEK sejtekben a kivagasnak nem volt
hatdsa a génexpressziora (28. abra). Dual-luciferaz esszé segitségével mi is
alatamasztottuk ezt a megfigyelést (lasd Eredmények 19. abra). A Lessard és mtsai altal
vizsgalt régiot a szentjanosbogar luciferaz elé helyeztiik. A vad tipusu régid esetén csak
a K562 eritroid eredeti sejtekben volt mérhetd expresszid. Azonban a haplotipus SNP-it
hordozo szakasz esetén az expresszid ugyanakkorédra csokkent, mint a HEK sejtekben.
Tehat a haplotipus-régid része egy eritroid specifikus enhanszer, mely a vordsvértest
érése soran az expresszio iranyitasaért felel. Nagy valoszinliséggel a haplotipus ennek

az enhanszernek a mitkodését befolyasolja.
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28. abra: A haplotipus kezdeti szakaszanak kivagasa CRISPR/Cas-9 rendszerrel.
HUDEP-2 eritroid sejtvonalban (A.) a régio kivagasa az mRNS expresszio teljes
megsziinésével jart, mig HEK293 sejtekben (B.) a kivdgasnak nem volt hatdsa az

expressziora. (kép forrasa: Lessard és mtsai (183), modositva)
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Egy masik nagy ateresztOoképességli genomidlis vizsgalat kimutatta, hogy a
haplotipust hordozoknak alacsonyabb az atlagos hemoglobin koncentraciojuk (MCHC)
a vorosvértestekben (184). Azt feltételezziik, hogy a kalciumionoknak a hemoglobin
beépiilésének szabalyozasaban lehet szerepe, melyet a PMCA a vorosvértest érése soran

aktivan befolyasol.

6.2 Az ABCG2 gén és a talalt varidnsok

6.2.1 Az ABCG2 szerepe a koszvényben

A koszvény az egyik vilagvezetd, az ¢letmindséget jelentdsen rontd
megbetegedés. Kialakuldsanak elofeltétele a magas szérum hagysav szint, mely
1étrejohet a purinanyagcsere fokozodasa miatt (185), vagy a hugysavkivalasztas sériilése
miatt is (186). A hugysav az iziiletekben felhalmozodik és kristalyokat képez, mely

azutan sulyos gyulladdsos folyamatokat indit be.

A koszvény kialakuldsa nagyban fiigg a taplalkozastol és kornyezeti faktoroktdl,
emellett csaladi halmozodas is megfigyelhet6, ami valoszinisiti, hogy a betegségnek
genetikai hattere is van (187-189). A betegség hatterében nem egyetlen gén egyetlen
mutacidja all. A legljabb nagy ateresztOképességli genomialis vizsgalatok (GWAS —
genome wide association studies) szamos gént azonositottak, tobbek kozott gyulladasos
faktorokat, anyagcsere enzimeket és urat transzportereket (190). Ezekben a génekben
jelenlevd varidnsok befolyasoljak a hugysav anyagcserét vagy a kivalasztast. Az
ABCG2 Q141K variansarol tobb GWA vizsgalatban bebizonyitottak, hogy jelentdsen
megemelkedett szérum hugysav szintet okoz (191-194) és a koszvényes betegekben
gyakrabban fordul eld, mint a kontroll populacioban (195-198). A vizsgalataink soran
mi is ki tudtuk mutatni, hogy a Q141K varians a koszvényes betegekben feldasul.
Emellett a kontroll csoportokhoz viszonyitva szignifikansan alacsonyabb datlagos
ABCG?2 szint volt jellemz6 a koszvényes betegek vordsvértestjeinek a felszinén, amit

részben a Q141K varians gyakoribb eléfordulasa okozhat.

Az ABCG2 fizioldgidsan megtaldlhatd a vesében, igy sokdig az a nézet volt

uralkodo, hogy egyéb transzporterekkel egyiitt (URAT-1, GLUT9, NPT-1) a vesén
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keresztiili urat kivalasztast befolyasolja. Az ABCG2 génkiiitott egerek szérum hugysav
szintje jelentésen megemelkedett (199), ami alatdmasztja az ABCG2 szerepét a
hiperurikémia kialakulasdban. Emellett megfigyelték, hogy a vesén Kkeresztiili
frakcionalis hugysav exkrécio ezekben az egerekben jelentésen megndétt, mig a bélen
keresztiili kivalasztas lecsokkent. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az ABCG2
inkabb a bélben jatszhat szerepet a hugysav eltavolitdsaban. Az 0 eredmények fényében
a koszvény csoportositasa is atalakult; megkiilonboztetnek vese alulmiikddéses és vese
tulterheléses tipust, mely esetben a vese kivalasztasa nem sériil, s6t, a magas szérum
hugysav szint miatt a kivalasztas jelentGsen megnd. Az utobbi csoportba tartozik a
metabolikus urat tultermeléses tipuson kiviil a sériilt bél (extra-renalis) kivalasztast

produkald tipus is, mely elsésorban az ABCG2 nem megfeleld miikodésébdl fakad (29.

abra) (200). Az ABCG2 génben 1évé barmely olyan mutacié vagy varians, mely a

/- Régi klasszifikacid \ f Uj klasszifikacio \

Al

: Vese tulterheléses tipus

Kombinalt tipus Kombinalt tipus
Al: Urat tultermelés
A2: Extra-renalis kivélasztas

A
alulmikodése (féként ABCG2 diszfunkcid)

B: Vese alulmiikédéses tipus

A: Tultermelé tipus
B: Vese alulmkodéses tipus

Al— I\

Hugysav

Hlgysav ¢ A2
szint

szint \

29. abra: A koszvény régi és uj csoportositisa. Az ABCG2 genotipus ismeretének
hidnydban a régi csoportositas a hugysav vesén keresztiili kivalasztasan alapult (bal
panel). Az ABCG2 genotipus ismeretében a vese talterheléses tipuson beliil
megkiilonboztetiink egy metabolikus taltermeld tipust és egy extra-rendlis sériilt
kivalasztas tipust, ahol foként az ABCG2 diszfunkciobol fakadd bélen keresztiili

hagysav kivalasztas sériil. Kép forrasa: Ichida és mtsai (200), médositva.
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fehérje funkcidjat a bélben jelentdsen rontja, hajlamosit a kdszvény kialakulasara.
6.2.2 Egyéb ABCG?2 mutdciok a kaukdazusi populacioban

A Q141K varianson kiviil egyéb, ritkabb ABCG2 mutaciokrol kideriilt, hogy a
koszvényben szerepet jatszanak. Japanban a Q141K mellett a masodik leggyakoribb
mutacio az R126X, mely csonka fehérjét eredményez ¢és a koszvény kialakuldsaban
szerepet jatszik (201, 202). Hazankban az ABCG2 nonszensz és misszensz variansai
joval ritkdbbak, mint Kelet-Azsiaban (203). Az R126X pedig nem fordul el egyaltalan,
de t6bb olyan varianst is azonositottak, ami az eurdpai populacioban szerepet jatszhat a
koszvény kialakulasaban (8. tablazat). Munkam soran egy teljesen ij modszerrel tobb
olyan vérad6 donort taldltam, akik alacsonyabb ABCG2 expresszidval rendelkeztek. A
moddszer segitségével azonositottam tobb defektiv mutdciot. Talaltam harom egyént,
akik heterozigota forméban hordoztdk az R236X mutaciot, mely a fehérje korai
termindlodéasat és lebomlasat okozza. Errél a mutaciérol mér ismeretes volt, hogy a
hazai populacioban jelen van és a fehérjeszint jelentds csokkenését okozza (120).
Talaltam egy embert, aki az R383C varianst hordozza. Err6l az aminosavrél mar
korabban kidertilt, hogy fontos a fehérje megfelel6 érésében és foldjaban (204), majd
késdbb kimutattak, hogy egy glutamattal (E458) esszencialis kdlcsonhatast alakit ki a
fehérjén beliil (205), habar ez az elsd alkalom, hogy human mintakban is
alatdmasztottak a fontossagat. Mindezek mellett pedig két (egy koszvényes és egy
kontroll) egyénben taldltam egy 10j, eddig nem karakterizalt, M71V aminosavcserével
(n.211A>G, rs148475733) jaré mutaciot. Ez a mutacié alacsonyabb szintet okozott a
vorosvértesteken €s a sejtvonalakon is a vad tipushoz viszonyitva. A QPCR
genotipizalds alapjan megallapitottam, hogy ez a mutacié hazankban viszonylag

gyakori, csaknem minden szazadik ember hordozza heterozigdta forméban.
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8. tablazat: Az Eurdépaban idaig megtalilt ABCG2 mutaciok. MAF: minor allél

frekvencia Europaban jellemzé értéke, zardjelben: a mi vizsgalataink alapjan

meghatarozott MAF.

aminosav- MAF

csere Europaban

V12M rs2231137 0,0606 Kasza (120)

M71V rs148475733  0,0010 (0,0049) Zambo (206)

Q141K rs2231142 0,0944 (0,0963) Kasza/Zambd/Stiburkova/Morisaki
(120, 206, 207, 208)

R147W rs372192400  n.m. Stiburkova (207)

T153M rs753759474  n.m. Stiburkova (207)

R236X rs140207606 0 (0,0037) Kasza/Zambé (120, 206)

L264HfsX14  rs387906870  n.m. Kasza (120)

K360A rs750972998  n.m. Stiburkova (207)

F373C s752626614  n.m. Stiburkova (207)

R383C rs560659849  0,0010 Zambo (206)

T434M rs769734146  n.m. Stiburkova (207)

S476P rs1274428653 n.m Stiburkova (207)

D620N rs34783571 0,0040 Morisaki (208)

6.2.3 Az M71V és R383C ABCG2 mutdciok szerkezeti hatdsa

crer

redds struktiraban, nem messze az ATP-ko6td helytdl (30. dbra). A homoldgia modell

alapjan (209) a béta-redé mogott egy kiterjedt kavitas van, ami az M71V aminosavcsere

hatasara torzulhat. Az altalunk elvégzett molekula dinamikai (MD) szimulaciok is azt

sugalljak, hogy az aminosavcsere hatasara az NBD mozgékonysaga megvaltozik, ezért

az M71V varianssal rendelkezd fehérje instabilabb lehet a vad tipusnal.
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ATP-kotohely

30. abra: Az M71 aminosav elhelyezkedése az ABCG2 szerkezetben az
ABCGS5/G8 homolégia modell alapjan. Az M71 a fehérje NBD-jén beliil egy béta-
redds struktaraban helyezkedik el, mely kozel van az ATP-k6t6 régidhoz. Az M71V
aminosavcsere hatasara a fehérje instabilabb. (Ldszlo és mtsai (209) modell alapjan,

PyMOL)

A 383. pozicidban 1évd argininrdl mar kordbban leirtdk, hogy rendkiviil fontos
az ABCG2 biogenezisében; a megfelelé harmadlagos szerkezetének kialakitasaban, a
membranba beagyazddasaban és a transzportban is. Ez az arginin az NBD-k és TMD-k
hataran helyezkedik el, az Gn. konydk vagy konnektor hélixben (31. dbra). A konnektor
hélix felelés az ATP hasitasabol szarmazo konformacios valtozasok atadasdhoz a TMD
iranyaba. Khunweerapong és mtsai (205) leirtdk, hogy az ABCG5/G8 homoldgia
modell alapjan ez az arginin egy soéhidat képez a 458. pozicidban 1évo glutamattal,
amely elengedhetetlen az erdatvitel és szubsztrat transzport szempontjabol. Az arginin

hianyaban nagy valoszinliséggel a fehérje inaktiv és instabil.
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31. abra: Az R383 aminosav elhelyezkedése az ABCG2 szerkezetben az
ABCGS5/G8 homolégia modell alapjan. Az R383 az NBD ¢és TMD-k kozotti un.
konnektor hélixen taldlhato, mely az erdatvitel szempontjabdl fontos régidja a
fehérjének. Az R383 egy sohidat alakit ki a szemben 1év6 E458 aminosavval, a sohid

hianyaban a fehérje inaktiv és instabil. (Khunweerapong és mtsai (205) alapjan)

6.2.4 Kis molekulak haszndlata a sériilt ABCG?2 kisegitésére

Az M71V aminosavceserét hordozo variansrol kimutattam, hogy transzportélja az
ABCG?2 egyik ismert szubsztratjat, a Hoechst 33342-6t. Azaz a fehérje funkcionalisan
nem sériilt, csak nem jut ki a membranba megfeleld mennyiségben. Korabbi kutatasok
soran tobb ABC-tipusu fehérje esetén is sikeresen alkalmaztak tobbféle kémiai chaperon
molekulat, melyek stabilizaljak a rosszul feltekeredett fehérjéket (210, 211). Ide
sorolhatd a 4-fenilbutirat is (4-PBA), mely képes kisegiteni a Q141K aminosavcserét
hordoz6 ABCG2-6t a membranba (165). Emellett a hiszton-deacetilaz inhibitorok
(HDI-k) is alkalmasak a fehérje stabilitasan ndvelni, ugyanis amellett, hogy a hiszton-
deacetilazok (HDAC) a hisztonokon miikddnek, képesek a sejten beliili transzportban
résztvevo fehérjéket is deacetilalni, igy a HDI-k az ujonnan késziilt fehérjét stabilizalni
tudjak és az aggreszomaba jutdsat megakadédlyozzadk. ABC-transzporterek esetén a
fehérje szubsztratja is képes lehet a fehérje szerkezetét stabilizdlni. ABCG2 esetén a
mitoxantron kezelés novelte a fehérje szintjét a membranban (165). Szintén sikeriilt a
varianst hordozo fehérjét a membranban stabilizalni kolhicinnel, mely egy mikrotubulus

polimerizacidt gatld szer, és valoszinilileg a fehérje aggreszomaba torténd retrograd
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transzportjat akadalyozza meg. Emellett a koszvény kezelésére is széles korben
hasznaljak, els6sorban a fehérvérsejteken kifejtett hatasa miatt (172). Sejtvonalakon
sikeriilt szignifikansan megnovelnem az vad tipusu fehérje szintjét 4-PBA kezeléssel.
Bar a mutans verziok esetén csak kis mértékli fehérjeszint-emelkedést figyeltem meg a
kezelés hatasara. A kolhicin kezelés pedig mind a vad tipust, mind a mutans verzidju
fehérjék szintjét szignifikdnsan megemelte a membranban. Ezek a molekuldk, de
kivaltképp a kolhicin tehat a kés6bbiekben alkalmas lehet az ABCG-hez kéthetd, extra-

renalis tipusu koszvény gyogyitasara.
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7. KOVETKEZTETESEK:

7.1 A vorosvértest expresszios mérések alkalmasak eddig nem azonositott varidnsok

megtalalasara

A vorosvértest expresszids mérések sordn csupan egy csepp vérbol a levételt
kovetd harom oran beliil akadr 10-20 membranfehérje szintjét meg tudjuk allapitani.
Munkam soran az altalunk kifejlesztett modszert a hazai populécidban jellemzd,
expresszios szintet érintd varidnsok azonositdsara hasznaltam két fehérje, a PMCA4b

kalcium exporter és az ABCG2 endo- és xenobiotikum transzporter esetén.

- A PMCA4b esetén talaltam egy eritroid speicifikus enhanszerben elhelyezkedd

haplotipust, melynek protektiv hatasa van malaria esetén GWA tanulmanyok alapjan.

- Az ABCG2 génben tobb defektiv mutacidt azonositottam. Az R236X a fehérje korai
terminalodasat és lebomléasat okozza. Az R383C egy fontos sohid megsziinését okozza,
mely kovetkeztében a fehérje inaktiv €s instabil. Ezek mellett egy 1j, eddig nem ismert

varidnst is azonositottam, az M71V-t, mely a hazai populacioban viszonylag gyakori.

7.2 A vorosvértest expresszios mérések prognosztikai vagy diagnosztikai szempontbol

is hasznosak lehetnek

- PMCA4b esetén az azonositott haplotipus szoros korrelacioban volt a vordsvértest

expresszios értékekkel, azaz a haplotipus kimutatasara alkalmas lehet ez a modszer.

- Az ABCG2-ben tobb olyan varians eléfordul, mely a fehérje szintjét vagy aktivitasat
befolyasolja. A GWA tanulmanyok alapjan az ABCG2 egyéb szabalyozd régidiban
eléforduld, példaul intronikus vagy promoéter SNP-k is szerepet jatszhatnak a
koszvényben, tehat valahogyan az ABCG2 aktivitdsdt vagy expressziojat
befolyasolhatjak. A vordsvértest expresszios mérések soran is talaltunk olyan dnkéntes
donorokat, akik alacsonyabb ABCG2 szinttel rendelkeznek, de az exon szekvenalas
soran nem sikeriilt feltarni a hattérben huzodd varianst vagy egyé€b regulacios
modosulasokat. Ezért a vorosvértest alapi membranszint meghatarozas kifejezetten

elényos lehet ennek a fehérjének a klinikai vizsgalata soran.
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Tehat az Aaltalunk bedllitott vordsvértest szinteket célzd mérések — az yj
variansok azonositasa mellett - alkalmasak lehetnek a membranfehérjék direkt
kvantitativ meghatarozasara prognosztikai vagy diagnosztikai  célokbol. A
szakirodalomban nem taldltam mas hasonld6 moddszert, mely egy csepp vérbol képes
lenne tobb membranfehérje szintjét parhuzamosan, gyorsan ¢és egyszerlien
meghatdrozni. A legtobb molekularis diagnosztikai labor felszerelt 4aramlasi

citométerrel, igy a modszer alkalmas Iehet a jovében a klinikus partnerek segitésére is.

7.3 A vorosvértest expresszids mérések limitacioi

- A vorosvértesteken tobb mint 300 membranfehérje megtalalhaté a legujabb
tomegspektrometrias adatok alapjan. Viszont lehetnek olyan fehérjék, melyek ezeken a
sejteken nem expresszalodnak, igy ezekben az esetekben a mddszer nem alkalmas a

fehérjeszint mérésekre.

- A membranfehérjék jelolésére jo antitestekkel kell rendelkezniink. Az altalunk
kiprobalt 40 fehérjét célzo antitestbdl 0sszesen 35 tudta egyaltalan detektalni a fehérjét,

¢és ezek koziil is csak 11 adott a kvantitativ mérés szempontjabol megfeleld jelet.

7.4 A PMCA4Db-t érint6 haplotipus jelentdsége

A PMCA4Db fehérjét kodold ATP2B4 génben azonositottam egy haplotipust,
mely:

- a vorosvertesteken heterozigota formaban koriilbeliil 75%-o0s, homozigota formaban
kortlbeliil 50%-os fehérjeexpresszidt eredményez. A tobbi PMCA izoforma ¢€s varidns

nem érintett.

- koriilbeliil 0,1 minor allél frekvencidval rendelkezik Magyarorszagon, de a maléria

endemikus teriileteken ennél joval gyakoribb.

- befolyésolja a vorosvértestek kalcium exportjat, mivel ez a vordsvértestek {6 kalcium

exporter fehérjéje.
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- egy eritroid specifikus enhanszerben van, mely az eritroid sejtvonalakban iranyitja a

fehérje expresszigjat. Mas tipusu sejtekben valdsziniileg nincs hatassal az expressziora.

7.5 Az ABCG2-ben azonositott SNP-k, mutaciok jelent6sége
Koszvényes betegeket €s egészséges kontrollokat vizsgalva megallapitottam, hogy:
- a koszvényes betegek vorosvértestjein az ABCG2 szintje alacsonyabb.

- a koszvényes emberekben gyakrabban fordul el6é az ABCG2 gyakori, Q141K
aminosavcserét okoz6 variansa. Ez a varidns csokkent expressziot okoz a

vOrosvértesteken is.

Emellett tobb embert talaltam, akik kozel 50%-o0s expresszioval rendelkeztek. Ezekben

az emberekben harom ritka mutacidt azonositottam:
- az R236X a fehérje korai terminalddasat és lebomléasat okozza.

- az R383C aminosavcsere a fehérje egyik kritikus sohidjat teszi tonkre, igy a fehérje

nem mikodik és instabil.

- az M71V-t ez idaig nem azonositottak. Egyszerli sejtes modszerekkel alatdmasztottam,
hogy az M71V aktiv, csak instabil és lebomlik. sikeriilt kolhicin kezelés segitségével

korrigalnom.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az emberi vordsvértesteken tobb mint 300 membranfehérje megtalalhato.
Kifejlesztettiink egy olyan mddszert, melynek segitségével ezeket a membranfehérjéket
kvantitativan mérni tudjuk aramlasi citométer segitségével. A mérések soran két fehérje
—a PMCA4b és ABCG?2 - esetén is kiugro értékeket talaltunk egyes véradd onkéntesek
esetén.

A PMCA4b fehérje a vordsvértestek fo kalcium-ion exporter fehérjéje. A
genetikai analizissel egy haplotipust azonositottam, mely a fehérje csokkent
expresszidjat okozza vorosvértesteken. A gén egyik eritroid specifikus enhanszerében
van. Korabbi tanulmanyok alapjan a haplotipus védettséget biztosit malaridval szemben,
bar a pontos molekularis mechanizmus még nem ismert ezzel kapcsolatosan.

Az ABCG2 egy fontos xeno- és endobiotikum transzporter. Szubsztratjai kozé
tartozik a hugysav is, ezért fontos szerepe van a koszvény kialakuldsaban. A legtijabb
nézetek szerint egy kiilon fiziologiai korképnek kell tekinteni az ABCG2 diszfunkcidval
rendelkezd koszvényes betegeket, ugyanis nekik a bélen keresztiili kivalasztasuk sériilt,
mig a vese kivalasztdsa megfeleld. Koszvényes és kontroll betegeket megvizsgélva
megerdsitettiik, hogy az ABCG2 egyik gyakori variansanak, a Q141K-nak szerepe van
a koszvényben. A Q141K homozigétak koriilbelill fele akkora ABCG2 vordsvértest
expresszioval rendelkeznek. Emellett tobb olyan onkéntes véradot talaltunk, akik nem
Q141K homozigétdk, de mégis fele akkora ABCG2 expresszioval rendelkeztek. A
genetikai analizis sordn harom mutaciot azonositottuk, koztiik egy teljesen Ujat, az
M71V-t. Nagyobb csoportot megvizsgalva megallapitottuk, hogy hazdnkban csaknem
minden 100. ember hordozhatja ezt a mutaciot heterozigota formaban. Egyszeri sejtes
mérésekkel igazoltam, hogy a fehérje aktiv, csak nem jut ki a membranba. Kolhicinnel
sikertilt a sériilt ABCG2-6t kisegitenem a membranba. A kolhicint eddig is hasznaltak a
gyulladasos roham csokkentésére koszvényes betegekben, de a vizsgalataink ramutattak
arra, hogy talan az ABCG2-6n kifejtett hatdsa is hozzajarulhat a koszvényben mutatott
hatasossadgahoz a vegyiiletnek.

Az eredmények arra utalnak, hogy az altalunk kifejlesztett vordsvértest alapti
membranfehérje mérések segithetnek az 1) varidnsok azonositisaban, de a technika

emellett a gyogyaszatban, a klinikai partnerek segitésére is alkalmas lehet a jovOben.
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9. SUMMARY

Human red blood cells (RBCs) harbor more than 300 membrane proteins. We
have developed a method for quantitatively measuring these membrane proteins using
flow cytometry. During these measurements, we found differences in the red blood cell
expression for two of the proteins, PMCA4b and ABCG2, in some volunteers.

PMCAA4b is the major calcium ion exporter protein of the red blood cells. By
genetic analysis, | identified a haplotype that causes decreased protein expression in
RBCs. This haplotype is located in an erythroid specific enhancer of the gene. Based on
previous studies, the haplotype provides some degree of protection against malaria,
although the exact molecular mechanism is not yet known in this regard.

ABCG2 is an important xeno- and endobiotic transporter. One of the ABCG2
substrates is uric acid; therefore this protein plays an important role in the development
of gout. According to the recent data, gout patients with ABCG2 dysfunction are
considered to belong to a separate pathophysiological type of gout because the intestinal
urate secretion is impaired while the kidney urate secretion is appropriate. By
examining gout patients and healthy control individuals, we confirmed that a common
variant of ABCG2, Q141K, has a role in gout. Q141K homozygotes have about 50%
expression of ABCG2 in their red blood cells. In addition, we found several blood
donors who were not Q141K homozygotes, but still had only 50% of the normal
ABCG2 expression. With genetic analysis I identified three relevant ABCG2 mutations,
including a new one, M71V. Testing a larger healthy group of 405 people, we found
that almost 1 percent of the people in our country carry this mutation in a heterozygous
form. By cellular transport measurements, | showed that the M71V ABCG2 protein is
active but does not reach the cell membrane. By the addition of colchicine | observed
the appearance of the mutant ABCG2 in the membrane. Colchicine has been used to
reduce the inflammation in gout patients, but our studies have shown that its positive
effect in gout may also be partially due to its action increasing the plasma membrane
expression of ABCG2.

These results suggest that our red blood cell-based membrane protein
measurements can help to identify new variants in membrane proteins, while the
method may also be useful in the field of medical diagnostics and may help clinical

treatments in the future.
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