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Bevezetés:

Az eukariodta sejtek komplexitdsdnak egyik alappillére a kompartmentalizacio.
Az egyes kompartmenteket lipidek hataroljdk, melyen az anyagok atjutdsa csak
kontrollalt modon, membranfehérjéken keresztiil lehetséges. A legtobb ¢€l6lény
genomjanak 20-30%-a membranfehérjét kodol, a humén genom is csaknem 10.000
membranfehérjét foglal magaban. Ezek a fehérjék kiemelten fontosak a
gyogyszerhatbanyag tervezéskor: sok anyag ezeken hat, vagy Szubsztratja lehet a
membranban lokalizalodd transzportereknek, igy az ADME-Tox folyamatok aktiv
résztvevoi ezek a fehérjék. Jelenlegi becslések szerint a jovOoben a gyogyszerek csaknem
fele membranfehérjéket célozhat meg.

A vorosvértestek konnyen hozzaférhetéek és mivel rendkiviil sok van ezekbdl a
sejtekbdl akar egy csepp vérben is, kivaloan hasznalhatéak a membranfehérje szintek
vizsgalatara. A membranfehérjék mennyiségének meghatirozasa viszont nehézségekbe
titkozik, mivel a lipidkérnyezet megneheziti az izolalasukat és vizsgalatukat. Egy masik
nehezitd tényezd, ha ezeknek a fehérjéknek tobbféle varidnsa megtaldlhaté a sejtek
felszinén. A kiilonféle proteomikai iranya kisérletek (tomegspektrometria, 2D és 1D
gél-proteomikai, 2D-nano-HPLC eredmények) eredményei ellentmondodak, gyakran
fontos vércsoport antigéneket nem taldltak meg, viszont olyan fehérjéket azonositottak,
amelyek egyeb vérsejtekre jellemzoek. Ugyanakkor ezeket a méréseket Osszevetve
megallapithatd, hogy a vorosvértesteken tobb mint 300 membranfehérje megtalalhato,
koztiik tobb olyan is, amelyek diagnosztikai vagy prognosztikai célbol érdekesek
lehetnek.

Munkacsoportunk beallitott egy olyan, antitest jelolésen alapul6 technikat, mely
segitségével kvantitativan tudjuk mérni vordsvértesteken a membranfehérjék
mennyiségét. A méréseinkhez csupan egy csepp vér levétele sziikséges. Két fehérje
mérése soran tobb Onkéntes véradd donor esetén kiugréan alacsony fehérjeszintet
tapasztaltunk. Az egyik fehérje a vorosvértestek fo kalcium-ion exportere, a PMCA4b
volt. A mésik az ABCG2 xeno- és endobiotikum transzporter, mely a bélben fontos
szerepet jatszik a hugysav eltavolitdsdban is, igy szoros Osszefiiggést mutattak ki a

fehérje diszfunkcioja és a kdszvény kialakulasa kozott.



Célkitiizés:

PhD munkdm soran az alabbi célokat tliztem ki:

1. Az alacsonyabb PMCA4b fehérje szinttel rendelkez0 Onkéntes donorok genetikai
vizsgalatat szerettem volna elvégezni, a csokkent expresszid hatterében meghuzodo

genetikai varians(oka)t azonositani.

Az eredmények alapjan szerettem volna tovabba az azonositott variansok expresszidra

gyakorolt hatdsdnak pontos molekularis mechanizmusat megérteni.

2. Az alacsonyabb ABCG?2 fehérje szinttel rendelkezd dnkéntes donorok és kdszvényes
betegek genetikai vizsgalatat szerettem volna elvégezni, a csokkent expresszid

hatterében meghtizddé genetikai varians(oka)t feltararni.

Az eredmények alapjan szerettem volna ebben az esetben is az azonositott variansok

expressziora gyakorolt hatdsanak pontos molekuldris mechanizmusat megérteni.

Moédszerek:

1. Fehérje szintek meghatarozasa vorOsvértesteken egy 0j, a munkacsoport altal

bedllitott technika segitségével:
Vérado donorok

Az egyik csoportunk 155 (PMCAA4b) és 127 (ABCQG?2) intézeti egészséges fiatal vérado
onkéntesbdl allt, toliik ujjbegyszirassal vettlink vért. Emellett a klinikus partnereinktol
(ORFI, Dr. Poo6r Gyula és Dr. Palinkas Marton) is kaptunk EDTA-antikoagulalt
vérmintdkat, koszvényes betegektél (n=64) és nemben ¢€s korban megegyezd

kontrolloktél (n=37).
Ghostok képzése és jeloles

A jelolés elott a vordsvértestekbdl az antitestek szadmara atjarhat6 membrant (Un.
ghostokat) készitettiink egyhe paraformaldehides fixalassal. Ezeket a ghostokat egy
plate-en eldszor megfeleld elsddleges (anti-PMCA4b — JA3, anti-ABCG2 — Bxp-34)
antitestekkel inkubaltunk, majd Alexa Fluor-488 konjugalt mdasodlagos antitesttel



jeloltik. A ghostok, kis méretiiknél fogva, nem kiiloniilnek el megfeleléen az FSC-SSC
csatornakban, ezért jelolt buzacsira agglutinint (WGA-Alexa Fluor-647) hasznaltunk az

elvalasztasukra.
Meérés aramlasi citométeren

A mérést HTS-sel (plate olvasdval) felszerelt Canto II (BD) aramlasi citométeren
végezziik. A kapuzas soran eldszor az FSC-SSC csatornaban a ghostokat elkiilonitjiik a
nem fixalodott sejtektél. Ezutin a WGA-Alexa Fluor-647 jele alapjan a ghostokat
elkiilonitjiik a kosz-zonatol. Az antitest jeliinket az Alexa Fluor-488 fluoreszcencia
alapjan hatarozzuk meg a ghostokon. A relativ expresszidt ugy kaptuk meg, hogy az
elsddleges antitestet tartalmazo lyukak fluoreszcencidjanak medidnjat elosztottuk az

azonos mintan izotipus antitesttel mért median értékekkel.
2. Genetikai analizis ¢s DNS-konstrukcidok
Sanger-szekvenalds

A genomialis DNS-t vérbdl nyertiik ki. Az exonokat €s exon-intron hatarokat tartalmazo
szakaszokat primerek segitségével PCR-rel szaporitottuk fel, majd Sanger-

szekvenalasra kildtiik.
TagMan alapu genotipizalas

Az azonositott mutaciokat és SNP-ket TagMan alapti qPCR moédszerrel hataroztam meg
nagyobb mintaszamon. A proba specificitasat szekvenalassal ellenériztem minden

esetben.
DNS konstrukciok

A pcDNA-ABCG2 vektorban mutagenezissel készitettem el az M71V mutacidt hordozo
konstrukciot. A mutans c-DNS-t szubklonoztam pEGFP-C1 és pIRES2 vektorokba.

Az ATP2B4 enhanszer vizsgalathoz pGL3-basic vektorba az ATP2B4 gén 1. intronjaban
elhelyezkedd haplotipus részletet helyeztem be. Az enhanszert egy vad tipust hordozé

¢és egy homozigota varians hordozo6 kontrollbol nyertem ki PCR segitségével.



3. Az M71V varians vizsgalata sejteken

Az M71V mutacié hatasait HEK293H ¢és Hela sejteken végeztem. A sejvonalakat
lipofektaminnal transzfektaltam. Kezelés esetén 24 oraval a transzfekcio utan adtam a
sejtekhez a kiilonféle anyagokat: 1 mM 4-PBA-val (Dr. Varadi Andrastol kaptuk), 1 uM
kolhicinnel (Sigma-Aldrich) és inkubaltam tovabbi 24 6ran at a mérés elbtt. A felszini
expressziot egy kiils6 ABCG2 epitopot felismerd antitesttel hataroztam meg (5D3). Az
ABCG2 funkciojanak meghatarozasdhoz Hoechst 33342 festéket hasznaltam. A
transzport mérés elétt 5 percig 37 °C-on inkubdltam a sejteket 2 uM KO-143
inhibitorral vagy a nélkiil. A mérés 1 uM Hst hozzidadasaval indult. 80 masodpercig —
mivel ez volt a szubsztrat felvételének lineédris fazisa - folyamatos mintavételezéssel
kovettem nyomon a Hst jelét &aramldsi citométeren a GFP-pozitiv (azaz

transzfektalodott) sejteken.
4. Az ATP2B4 enhanszer vizsgalata

HEK293H ¢és K562 sejteken végeztem el az ATP2B4 enhanszer vizsgalatat. A
sejvonalakat lipofektaminnal transzfektaltam, majd 48 oraval transzfekci6 utdn mértem.
A relativ expressziot a régiordl dual-luciferaz esszével hataroztam meg a gyartd leirasa

szerint.
5. Vorosvértest membranpreparatum készitése és Western-blot

A vorosvértestekbdl Wolf-Schatzman modszerrel izoldltam membrant. A vordsvértest
membranfehérje preparatumokbol egyforma mennyiséget (Lowry-Folin modszer
alapjan) vittiink fel akrilamid gélre. Elektroforézis utin PVDF membranra atblottoltuk a
fehérjéket és immunfestettiik a membrant. Az alabbi elsddleges antitesteket hasznaltuk:
anti-pan PMCA (5F10), anti-PMCA4 (JA9), anti-PMCA4b (JA3), anti-PMCAL (NR1).
Majd 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.
6. Kalcium transzport mérések vordsvértesteken

A vorosveértestek kalcium transzport aktivitdsat Fluo-4 fluoreszcencia alapu kalcium

influx mérésekkel hataroztam meg aramlasi citométeren. A mérés soran Fluo-4-gyel



eléinkubaltam a vordsvértesteket, majd ionomycin hozzdadéasaval inditottam a kalcium-
ion influxot. Ugy allitottam be a kalcium-ion és ionomycin koncentraciot, hogy az
ATP2B4 haplotipus 1 vad tipusu vorosvértestekben 15 perc alatt a kezdeti alacsony

szintre allt vissza az intracellularis kalcium szint.

Eredmények:

1. A PMCAA4b vizsgalata
1.1 A Western-blot analizis eredményei véorésvértest membranokon

A Western-blot soran a citométeres mérések szerinti két alacsonyabb és egy normal
PMCA4b expressziot mutatd ember PMCA4b, PMCA4, PMCA1 ¢és pan-PMCA
szintjeit hataroztuk meg. Ez alapjan a PMCA4b helyett nincs jelen a PMCA4a varianst,
azaz nincs splicingot érintd valtozas a génben. A PMCA4b mérete megfeleld, csak a
szintje csokkent le a membranban. Nincs érdemleges kompenzacio a PMCA1 fehérje

altal.
1.2 Az ATP2B4 gén exon-szekvendlasa és gPCR vizsgalata

Kivalasztottam hat eltérd expresszioval rendelkezd (két nagyon alacsony, kettd kozepes
¢és kettdé normalis vagy magasabb expressziot mutatd) egyént, rajtuk vizsgaltam Sanger-
szekvenalassal az exonokat €s exon-intron hatar régiokat. A szekvendlds harom
haplotipust (egyiitt 6rokl6d6é gyakori SNP-k, ,,allél”, H1, H2 és H3) és egy 5’UTR-ben,
a promoter kornyékén elhelyezkedd varianst tart fel. Ezek koziil egyik sem okoz a
fehérje szekvencidban valtozast, hiszen vagy nem kodold régidban van, vagy szinonim
SNP. A teljes onkéntes donor mintdkon a harom haplotipus SNP-1 koziil egy-egyre
specifikus (Un. haplotipus jelold vagy tagging SNP) és a promoter variansra specifikus
qPCR genotipizaldé probakat futtattam, melynek eredménye azt mutatta, hogy a Hl
felelds a csokkent PMCAA4b fehérje szintért.

1.3 Kalcium efflux mérések vorésvértesteken

A mérést egy — a Hl-re homozigdéta hordozdé — donor, egy heterozigota és egy vad
tipusu donor vordsvértestjein végeztem el. A heterozigdta €és homozigdta egyén

vorosvértestjei sériilt PMCA4b funkciét mutattak, a mérési iddintervallumban a



vordsvértestjeik nem voltak képesek maradéktalanul kipumpélni a bejutd kalciumot,
ellentétben a vad tipussal. Ezzel sikertiilt alatdmasztanunk, hogy a csokkent fehérje szint

a membranban a pumpafunkcié romléasaval is egyiitt jar.
1.4 Dual-luciferdz mérések a haplotipus hatasdanak vizsgadlatdra

A haplotipusnak csak az eritroid eredeti K562 sejtekben volt expressziot
csokkentd hatasa, a kontroll HEK293 sejtekben nem volt hatasa az expresszidra. Tehat
ez a régio egy eritroid specifikus enhanszer, mely madas sejtvonalakban nagy

valoszintiséggel nem mikodik.
2. Az ABCGQG?2 vizsgalata
2.1 Az ABCG2 fehérje szintje koszvényes és kontroll embereken

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

hogy az ABCG2 fehérje szintje szignifikdnsan csokkent a betegeken.
2.2 TagMan alapu genotipizalas a Q141K gyakori variansra

Mivel a hazai populacidban minden 6todik ember hordozza a Q141K varianst, és
tudjuk, hogy csokkenti a fehérje expresszids szintjét, ezért TaqMan alapt
genotipizalassal allapitottuk meg az egyes csoportokon beliil a Q141K eléfordulasat. Az
eredmények azt mutattdk, hogy ez az SNP mind heterozigdta, mind homozigota
formaban gyakoribb volt az alacsonyabb expresszidju egyének kozott, illetve
feldusultak a koszvényes egyének kozott. A heterozigdta egyéneknek az atlagos
vorosvértest ABCG2 expresszios szintje 82%+17%, a homozigéta hordozdknak

56%+7% volt a homozigdta vad tipusuakhoz viszonyitva.
2.3 Sanger-szekvenalas

Néhany onkéntes vérado esetén a vorosvértest ABCG2 expresszid csokkenése nem volt
magyarazhaté a Q141K jelenlétével (mindannyian kozel 50%-os ABCG2 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 mutéciot, mely a fehérje korai terminalodasat és lebontasat okozza.
Talaltam egy embert, aki az R383C varianst hordozza. Mindezek mellett két (egy
koszvényes és egy kontroll) egyénben taldltam egy uj, eddig nem karakterizalt, M71V

aminosav cserével (n.211A>G, rs148475733) jar6 mutaciot.
2.4 TagMan alapu genotipizaldas a mutaciokra nagy mintaszamon

Tovéabbi 278 egészséges véraddo donorbol (Orszagos Vérellatd Szolgalat, Dr.
Andrikovics Hajnalka) szarmazo DNS-en megvizsgéaltam a mutaciok jelenlétét qPCR
alapu genotipizald6 probakkal. A minor allél frekvencidk a kovetkezdek:
MAF(R236X)=0,0037; MAF(M71V)=0,0049; MAF(Q141K)= 0,0963. Az R383C-t
nem fordult eld egyszer sem a 278 f6s mintdban. Az M71V a tobbi ritka varianshoz
viszonyitva hasonl6 gyakorisagban fordul eld, a magyar (kaukazusi eredetil) populacio

kortlbeliil 1%-a heterozigota formaban hordozza.
2.5 Membran expresszios vizsgalatok emlos sejteken

Mind HEK293, mind HeLa sejtekben az M71V fehérje szintje koriilbeliil 60-70% a vad
tipusthoz viszonyitva, hasonléan a Q141K varidnshoz. Vagyis ugyanugy, mint a
vorosvértesteken, a tranziens expresszids kisérletekben is csokkent membranfehérje

szintet tapasztaltunk.
2.6 Funkcionalis vizsgalatok emlds sejteken

Az M71V varidnst hordozo6 fehérje transzportalta a Hoechst 33342 festéket. Vagyis a

pumpafunkcié sértetlen, csak a fehérje szintje csokken le.

2.1 A sériilt ABCG2 fehérje kisegitése a membranba kémia chaperonok

segitsegével

A klinikumban is hasznalt kolhicin kezelés hatdsara mind a vad tipust, mind az M71V
varianst hordozd fehérje szintje megemelkedett. A 4-PBA csak a vad tipusu fehérje

szintjét emelte meg szignifikansan.



Kovetkeztetések:

1. A vorosvértest expresszios mérések alkalmasak eddig nem azonositott variansok

megtalalasara

A voOrdsvértest expresszios mérések soran csupdn egy csepp vérbdl a levételt kovetd
harom oOréan beliill akar 10-20 membranfehérje szintjét meg tudjuk allapitani. Munkdm
soran az altalunk kifejlesztett mdodszert a hazai populdcioban jellemzd, expresszios
szintet érintd variansok azonositdsara hasznaltam két fehérje, a PMCA4b kalcium

exporter ¢s az ABCG2 endo- és xenobiotikum transzporter esetén.

- A PMCA4b esetén taldltam egy eritroid speicifikus enhanszerben elhelyezkedd

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

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

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

2. A vorosvértest expresszidos 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 mddszer.

- Az ABCG2-ben tobb olyan varians eléfordul, mely a fehérje szintjét vagy aktivitasat
befolyasolja. A GWA tanulméanyok alapjan az ABCG2 egyéb szabalyozd régidiban
eléforduld, példaul intronikus vagy promoéter SNP-k is szerepet jatszhatnak a
koszvényben, tehat valahogyan az ABCG2 aktivitasat vagy expressziojat
befolyasolhatjak. A vordsvértest expresszidos mérések soran is talaltunk olyan onkéntes
donorokat, akik alacsonyabb ABCG?2 szinttel rendelkeznek, de az exon szekvenalas
soran nem sikerlilt feltdrni a hattérben huzodo varidnst vagy egyéb regulacids
modosulasokat. Ezért a vordsvértest alapi membranszint meghatarozas kifejezetten

elényos lehet ennek a fehérjének a klinikai vizsgalata soran.



Tehat az altalunk bedllitott vordsvértest szinteket célzé mérések — az 1j variansok
azonositasa mellett - alkalmasak lehetnek a membranfehérjék direkt kvantitativ
meghatarozasara prognosztikai vagy diagnosztikai célokbol. A szakirodalomban nem
talaltam mas hasonld modszert, mely egy csepp vérbol képes lenne tobb
membranfehérje szintjén péarhuzamosan, gyorsan és egyszerlien meghatirozni. A
legtobb molekularis diagnosztikai labor felszerelt d&ramlési citométerrel, igy a modszer

alkalmas lehet a jovOben a klinikus partnerek segitésére is.
3. A vOrosvértest expresszids mérések limitacioi

- A vorosvértesteken tobb mint 300 membranfehérje megtalalhaté a legujabb
tomegspektrometrids 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.
4. A PMCA4b-t érint6 haplotipus jelentdsége
A PMCA4b fehérjét kodolo ATP2B4 génben azonositottam egy haplotipust, mely:

- a vorosveértesteken heterozigota formaban koriilbeliil 75%-o0s, homozigota formaban
koriilbeliil 50%-o0s fehérjeexpressziot eredményez. A tobbi PMCA izoforma és varians

nem érintett.

- koriilbeliil 0,1 minor allél frekvenciaval rendelkezik Magyarorszagon, de a malaria

endemikus teriileteken ennél joval gyakoribb.

- befolyésolja a vorosvértestek kalcium exportjat, mivel ez a vordsvértestek f6 kalcium

exporter fehérjéje.

- egy eritroid specifikus enhanszerben van, mely az eritroid sejtvonalakban irdnyitja a

fehérje expresszigjat. Mas tipusu sejtekben valoszintileg nincs hatassal az expressziora.
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5. Az ABCG2-ben azonositott SNP-K, mutaciok jelentésége
Koszvényes betegeket €s egészséges kontrollokat vizsgalva megallapitottam, hogy:
- a kOszvényes betegek vorosvértestjein az ABCG2 szintje alacsonyabb.

- a koszvényes emberekben gyakrabban fordul el6 az ABCG2 gyakori, Q141K
aminosav cserét okozd varidnsa. Ez a varidns csokkent expressziot okoz a

vorosvértesteken is.

Emellett tobb embert talaltam, akik kozel 50%-0s expresszioval rendelkeztek. Ezekben

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

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

nem mukodik és instabil.

- az M71V-t ez idaig nem azonositottak. Egyszerl sejtes mdodszerekkel alatamasztottam,

hogy az M71V aktiv, csak instabil és lebomlik. Ezt sikeriilt kolhicinnel korrigdlnom.
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