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Bacso Zsolt: ABC transzporterek fiziologias szerepkorokben.
OTKA T046945 zarojelentés

Osszefoglalas

Az ABC transzporterek az egyik legelterjedtebb 6si fehérjecsalad tagjai. Az élévilag minden
fajaban feltalalhatoak, igy az emlds sejtekben is szertedgazo funkcidkkal birnak. Egyik
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fontos szerepe van a sejtekben a karos lipofil anyagok ellen inditott stressz valasz
kialakitasaban, illetve a szervezetnek a lipofil xenobiotikumok elleni &ltalanos védekezésében
is jelentés. Palyazatunkban sikerult azonositanunk, hogy a Pgp ezen lipofil vedekezési
mechanizmusa koleszterinfiiggé, azaz a kilonbdzé lipofil anyagok transzportja koleszterin
kapcsolt. Az emlés sejtek membranjanak egyik fontos komponense a koleszterin, mely a
membran lipidek egyik tagjaval a szfingolipidekkel és kilonbozé fehérjékkel egyitt egy
funkcionalis egységet, ugynevezett raftokat hoz létre a sejtmembranon belul. Munkankbol
kiderult, hogy a P-glikoprotein is egy kulcs fehérjéje a raftoknak, mely erés koleszterin
kapcsoltsaga alapjan varhato. Felismertiik, hogy a Pgp koleszterin fliggése nem csak
transzport funkciojaban jelenik meg, hanem a Pgpnek a sejtmembranhoz kapcsolt szerkezeti
vonatkozasaban is jelentds. Koleszterinfliggest figyeltink meg ugyanis a Pgpnek a
citoszkeletonhoz és a raftokhoz vald kapcsoltsagaban. Projektiinkben e jelenségkdr altalanos
vizsgalatara alkalmas citometrids vizsgalati modszert fejlesztettink ki. Felismertiik tovabba
azt, hogy a Pgpnek a raftokhoz és a citoszkeletonhoz val6 szerkezeti kapcsoltsdga a Pgp
traffickingjével magyarazhatd. A sejtmembranban ugyanis kétfajta Pgp molekulat sikerlt
azonositanunk, melyeknek endocitézisa kiloénb6z6 sebességii. A koleszterin  kapcsolt
endocitozis sokkal gyorsabb, mint a koleszterin fuggetlen. Felismertiik tovabba, hogy a
Pgpnek ezen két fajtdja mas-méas konforméacidju, és ezeknek is koleszterin dependencidjuk
fehérjékkel alakit ki kapcsolatokat a sejtben. Munkankban tehat megallapitottuk, hogy a Pgp
mukodése hogyan kapcsolodik egy alapveté sejtélettani  funkciohoz, a fehérjék
endocitézisahoz. Az utdbbi idében egyre tobb emlés sejt membranfehérjejérsl sikertlt
kimutatni funkciondlis és szerkezeti koleszterin kapcsoltsagot. Munkank igy azon globalis
képhez vitt kozelebb bennlinket, hogy miért lehet fontos az emlés sejtek evolucidjaban a
koleszterin. Szerepe lehet ugyanis a membranfehérjék membranba juttatasaban, illetve azok
onnan torténd elszallitdsaban is. A koleszterin kapcsoltsdg rdadasul a fehérjék funkcidjat is
befolyasolja. Ez az elv egy olyan autoreguldciot képes biztositani, ami a fehérjek
sejtmembréanban tartasaban lehet jelentés. Ehhez a megallapitashoz az ABC transzporterek
egyik reprezentativ tagjanak a sejtek élettandban bet6ltott szerepének tanulmanyozasa soran
jutottunk.
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Az aldbbiakban a munka évenkénti elérehaladasat mutatom be.

Részjelentés 2004

Vizsgaltuk, hogy mutat-e gatloszer fliggést a Pgp raft asszociacioja. Ezen vizsgalatainkat
LS174T colon karcindma sejtvonalon kezdtik, de a kapott valtozdsok nem voltak
statisztikailag is megerésithetéek, a viszonylag nagyszamua ismétlés ellenére sem. Ezen a
sejtvonalon egyébként - a fizioldgias Pgp kifejezédés jo indikatoraként - alacsony szinten
expresszalodik a Pgp, ezért is szerettik volna vizsgalatainkat ezzel a sejtvonallal kezdeni.
Ezutdn magas expresszios szintii Pgpvel transzfektalt 3T3-MDR1 sejteken vizsgéltuk tovabb
egyértelmiien megnovekedett a ciklosporin A (CSA, Pgp gatloszer) hatasara.

Az UIC2 antitest alkalmazasaval ugyanakkor a raft-asszocialt Pgp relativ mennyisége mindig
nagyobb, mint amit a gatldszer alkalmazaskor tapasztalunk, annak ellenére, hogy ilyenkor a
raft-asszociacié abszolut értéke jelentésen megemelkedik.

A Pgp citoszkeletonhoz val6 rogzitettségét tovabb vizsgaltuk 3T3-MDRL1 sejteken FRAP
technika alkalmazasaval. Ezekben a kisérletekben arra voltunk kivancsiak, hogy az UIC2-vel
gatloszer nélkil azonosithato raft-asszocialt sejtfelszini Pgp pool milyen mérteki lateralis
mobilitdst mutat. A citoszkeleton asszocialt pool a membran sikjaban ugyanis rogzultséget
kell, hogy mutasson. Azt tapasztaltuk, hogy az UIC2 antitesttel azonnal jel6lheté Pgp pool
(pool 1) kisebb hanyada mutat lateralis mobilitast (immobilis hanyad magas), a CSA gatloszer
kezelés utan az UIC2 antitesttel jeldlheté Pgp populéacidhoz képest (pool 1+I1). (Pool I-nek
nevezzilk az UIC2-vel azonnal jel6lheté Pgp populéaciot, mig a pool Il a konformacio
szenzitiv UIC2 antitest-lefedés utdn megmaraddé mas, nem konformécié érzékeny
antitestekkel (pl. 15D3) azonosithatd Pgp populéacio.) Ezen vizsgalataink megerdsitették a
kioldasi Kkisérlettel kapott eredményeinket, miszerint a pool | populécid relativ raft és
citoszkeleton asszocialtsaga magasabb, mint a pool 1I-é, vagy a pool I+II-é. Lateralis
diffuzidbeli dinamikai kilonbséget, ugyanakkor nem tudtunk kimutatni. Ezt annak
tulajdonitottuk, hogy a Zeiss konfokalis mikroszkopos rendszeriink jelenleg hasznalt verzioja
a kinetikai vizsgalatokban kisebb érzékenységet mutat.

Kolokalizacios vizsgalatokban megerésitettik a Pgp és a caveolin-1 kaveola marker
(raftokkal anal6g detergens rezisztencidju membradn mikrodomén) kolokalizaciojat 3T3-
MDR1 sejteken. lgaz, hogy a mutatott kolokalizacid csak részleges, és a sejtfelszinen igen
nagy mennyiségli szepardlt caveolin-1 és Pgp fehérjét is talaltunk. Ennek a tovabbi
jelentésegét vizsgaljuk.

A fentebb leirt eredményeink kiértékelése és rendszerezése folyamatban van.

Reészjelentés 2005:

A Pgp fehérjék egy része megtalalhato a citoplazma membran specializalt raft régidiban és
citoszkeletalis elemekhez kapcsoltak, melyet kordbbi munkaink soran mutattunk ki. Azt is
megmutattuk, hogy a Pgp fehérjeknek két populacioja létezik a sejtek felszinén, melyek
kilénb6z6 mértékben kotik az UIC2 antitestet. A pool I-nek nevezett csoport azonnal megkoti
az UIC2-t, mig a pool Il. csak kivilr6él adott Pgp szubsztratok jelenlétében mutat
antitestkdtodést. Munkaink soran megallapitottuk, hogy ez a két csoport kiillénbdz6 mébdon
viselkedett raft és citoszkeleton asszociacio tekintetében: a pool I z6me raftokban talalhato és
citoszkeleton rogzitett. Ezen vizsgalatokhoz detergens rezisztencia kinetikai kisérleteket és
FRAP méréseket alkalmaztunk. Kérdés volt, hogy a pool | és pool Il. csoportokat
biokémiailag is tudjuk-e azonositani. Ezeket a vizsgalatokat hagyomanyos centrifugalasos raft
azonositassal végeztik. A kisérletek el6zé kisérleteinkkel dsszhangban a pool | fokozottabb
mértéki raft kompartmentben valé feldusulasat eredményezte Pgpt expresszalé 3T3-MDR1,
KBV-1 és rezisztens AD2780 sejteken.



Az el6zéekben morfoldgiailag részleges kolokalizaciot mutatd Pgp és kaveolin fehérjék
citoplazma-membranbeli részleges egyuttallasat biokémiailag immun-precipitacioval sikerilt
alatamasztanunk. A fehérjéket Western-blottal azonositva, mind a kaveolin, mind a foszfo-
kaveolin a Pgpvel egyitt fokozott mennyiségben volt talalhaté a vizsgalt sejtek raft
frakcidjaban.

Korabban LS174T colon karcindma sejteken végzett vizsgalatainkban a Pgp és a CD44
molekularis kozelségét sikerlt kimutatnunk fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
(FRET) mérésekben, mely a Pgp raftokban tértené megjelenését valoszinisitette mar akkor.
Mostani vizsgalatainkban konfokalis mikroszkopiaval tanulményoztuk a CD44 fehérjének,
mint sejtfelszini raft markernek a Pgp fehérjekhez képest mutatott eloszlasat mas sejtekben is.
Mind KBV-1 epitelialis mind AD2780 mdr-rezisztens ovarium tumor sejtekben is azt talaltuk,
mint amit el6z6ekben az LS174T sejteken, miszerint a Pgp részleges kolokalizaciét mutatott a
CD44-el. Kimutattuk tovabba azt, hogy migraciéra késztett sejtek felszinén a Pgp fehérjék
sejten bellli eloszlasa a sejtek mozgasi iranyanak megfelel6 eliilsé péluson szaporodik fel,
hasonléan a CD44 fehérjékhez. Ezzel kapcsolatban érdekes, hogy a kaveolin fehérjék zome
ugyanakkor a sejtek hatso polusara koncentralddott, és csak keves kaveolin maradt a Pgpvel
egyutt a mozgast végzo sejtek ellilsé pblusan.

Mind az UIC2 Pgp funkciét gatlo antitest, mind egy nem gatlé 15D3 antitest, tovabbi az
elsédleges antitestek elleni méasodlagos antitestek alkalmazasa esetén aggregalja a sejtfelszini
Pgp fehérjeket. A Pgp fehérjék ilyen modon el6idézett sejtfelszini aggregacioja jelentds
mértékben noveli a Pgp fehérjéknek a raftokban torténé megjelenéset és a citoszkeletalis
elemekhez vald rogzitettségét. Festek akkumuldciés Pgp funkcionalis vizsgalatokkal
megvizsgaltuk, hogy a Pgp fehérjék aggregacidja befolyasolja-e muiikddésiiket. Kisérleteink
negativ eredménnyel zarultak, sem az UIC2 antitest gatlasa nem fokozddott tovabb, sem a
15D3 antitest nem mutatott Pgp gatlast maésodlagos antitesttel vald keresztkotes
alkalmazasakor, igy valdszintsithetd, hogy a Pgp aggregacié nem valtoztatja meg lényegesen
azok funkciojat.

Ehhez hasonlé negativ eredményt hozott egy koleszterin ellen kifejlesztett antitest Pgp
funkciora gyakorolt hatdsénak a vizsgalata is. 1gaz, hogy ennek hétterében az antitest nalunk
mutatott kis aviditdsa allt, ugyanis ezekben a kiserletekben az alkalmazott antitestnek
sejtjeinkhez val6 kétodése minimalis mértéket mutatkozott.

Az UIC2 antitest konforméacio szenzitiv Pgp gatld antitestként mikodik. Az UIC2 gatlo hatasa
bizonyos Pgp géatldszerekkel fokozhatd (pl. CsA). In vitro kisérleteinkben azt taléltuk, hogy
bizonyos szubsztratok BSA (bovine serum albumin) mosassal torténd eltavolitasa utan az
UIC2 antitest tovabbra is a Pgphez kétédve marad, és megtartja Pgp inaktivald hatasat is. Mas
szubsztratok ellenben BSA mosas segitségével eltavolithatoak. Eltavolitasuk utan az UIC2
antitest kotédése megsziinik, és értelemszeriien ez a gatldé milkodés megszakadasat
eredményezi a Pgp szubsztratok ezen csoportja esetében. Az UIC2 antitest gatlé hatasat in
vivo is jelentds mértékben potencirozza a CsA, mely a klinikai immunszupresszidban széles
korben alkalmazott gyogyszer. Ezt teljes egér vérben térténé UIC2 kotodési és gatlasi
kisérletekkel sikerllt el6szor kimutatnunk. Ezek utan egerekbe oltott tumor xenograftokon
végzett kiserletekben in vivo is siker(lt ezt a gatlast kimutatnunk. Azt talaltuk, hogy az UIC2
in vivo Pgp gatlo hatdsdnak a kifejtéséhez elegendé egy az 6nmagaban hatasos CsA
koncentracional joval kisebb mennyiségii CsA-val potencirozni az UIC2 Pgpre torténd
felkotodéset. A kotodés, szdvettani analizist végezve tartosnak bizonyult, és az antitest
kotédes gatldé hatdsat kifejtette, melyet lézer szkenning citométerrel elvégzett kvantitativ
szOvettani vizsgalatokkal tdmasztottunk ald. Az UIC2 antitestnek egy gyogyszerként
hasznalatos szerrel valo egyittes alkalmazasa (CsA) felveti a Pgpt hordozé tumorok
megfelelé mértéki in vivo antitesttel torténd célzott gatolhatdsaganak lehet6ségét emberekben
is, mely diagnosztikai és terapids szempontbol is fontos lehet. Ezen utobbi anyagunkat



poszteren bemutattuk az Amerikai Sejtbiologiai Tarsasag 45. éves kongresszusan, illetve a
kéziratot kozlésre elkildtik.

Palyazatunkban kooperacié keretén belll betervezett, egyedi letapad6é sejteken végzendd
statisztikailag relevans kvantitativ citometrias analizisek elvégzéset nagymértékben
megkonnyiti az ebben az évben GVOP nagymiszer palyazat keretében elnyert targylemez
alapu citométeriink, mely mtszert mar az el6zé pontban elvégzett kvantitativ szovettani
analizisek soran alkalmaztunk is.

Reészjelentés 2006:

Detergens rezisztencia vizsgalataink soran azt a kérdest feszegettik, hogy ha egy fehérje
kapcsolodik egy masik fehérjéhez, és a kérdéses fehérjérsl ismert, hogy detergens rezisztencia
vizsgalatokba raft asszociaciot mutat, vajon el6idézi az elsé fehérje mesterséges aggregalasa a
mésik fehérje detergens rezisztenciajat is, vagyis a maésik fehérje raft és citoszkeleton
altalunk vizsgalt CD44-Pgp vonatkozasaban vizsgaltuk meg, és azt talaltuk, hogy val6ban a
Pgpt keresztkdtve a CD44 kioldasa csokkent, azaz a CD44 kdvette a raftokba a Pgpt.
Megvizsgaltuk azt, hogy a Pgp milyen (temii recirkul&ciét mutat a sejtek felszinén a pool | és
a pool Il vonatkozasaban. Azt az eredményt kaptuk, hogy az UIC2 antitesttel jelzett pool I
sokkal gyorsabban hagyja el a sejt felszinét, mint a 15D3 monoklonalis ellenanyag
segitségével jeldlhetd pool | és pool Il egyiittesen. Erdekes mddon a sejtfelszinre kijutd Pgp
molekulaknak a szama pedig az id6 fuggvényében folyamatosan csdkkent.

Megvizsgaltuk tobbféle sejtvonalon, hogy a Pgp UIC2-vel azonosithato pool | és a pool | és 11
kilénb6z6 detergens rezisztenciat mutat-e. Azt taldltuk, hogy nem csak a mér kordbban
azonositott LS174T és a 3T3-MDR1 sejteken van meg ez a kilénbség, hanem a megvizsgalt
tovabbi minden sejtvonalon is ezt tapasztaltuk.

Beallitottunk fluoreszcensen jelzett phalloidin és DNase merésén alapuld citometriai merést,
mely segitségével az F-aktin és a G-aktin mennyisége, illetve ezek aranya hatarozhaté meg a
sejtekben  mind aramlasi citométer segitségével, mind konfokalis mikroszkdpia
felhasznalasaval. Ennek segitségével meghataroztuk kilénbdzo aktin citoszkeletont médositd
szerek hatasat és ezek jol kovették a vart G-aktin/F-aktin arany valtozasi hatasokat. A
modszerrel egy blebistatin (myosin 2 inhibitor) nevii anyag hatdsat is megvizsgaltuk az aktin
citoszkeleton allapotara. A myosin 2 gatlonak a vizsgalata azért merdlt fel, mert elkepzelhet6
a Pgpnek a traffickingben szerepet jatszd partnereként. Vizsgalatunkban azonositani tudtuk a
blebistatinnak az aktin citoszkeleton depolimerizal6 hatasat. Meg kell még vizsgalnunk, hogy
a blebistatin vajon befolyasolni képes-e a Pgp detergens rezisztenciajat. Ugyanakkor a
blebistatin a Pgp pumpa funcidjara nem volt hatassal.

Részjelentés 2007:

Pontositottuk a pool | és pool Il recirkulacidja vonatkozasaban kapott eredményeinket. A raft
kapcsoltabb UIC2 jel6lt pool | Pgp populécio, sokkal gyorsabban internalizalddik, mint a
sejtfelszinen inkabb perzisztald pool 1l populécid, melynek jelentds részét a 15D3 antitesttel
tudtunk megjeldlni. A 3T3-MDRL1 sejtek CSA (ciklosporin A) Pgp gétloszerrel tortend
elékezelése az internalizacio sebességét még tovabb fokozta, mig a 15D3 antitest jelzett pool
Il internalizaciojat érintetlenul hagyta. A ket Pgp pool kulénb6zé sebességi
internalizaciojabol szarmazd kilonb6z6 sebességii sejten bellli megjelenését is kovettiik
antitest jelolessel. Ezzel a mddszerrel is azt kaptuk, hogy a pool | Pgpk jobban felszaporodnak
a sejten beldl, mint a pool II.

Ez a munkank felvet egy tovabbi lehetdséget, amit még meg kivanunk késébb majd vizsgalni,
miszerint az irodalom altal leirt, de igen nehezen reprodukalhatdé UIC2 okozta Pgp gatlas



tulajdonképpen a sejtfelszini Pgp molekuldk internalizacidjan keresztul érvényesul. Erre utalt
néhany korabbi mérési adatunk is, illetve az irodalom tiizetesebb atvizsgalasa is.

Ezen a vonalon megvizsgaltuk még azt, hogy milyen a Pgp poolok recirkul&cidjanak
koleszterin fuggeése. Itt is az el6z6 internalizacids kilénbséget megerésité eltérést kaptunk.
llletve egy masik internaliziciot kdveté modszerrel is megerésitettik eredmenylinket. A
sejtfelszini antitestek savas leoldasaval is kovettilk az internalizacié mértéket, és azzal a
modszerrel is megerdsitettiik az internalizacio sebessegenek a killénbségét.

Az internalizacio sebessegbeli eltérés felvetette annak a lehetdségét, hogy a két sejtfelszini
Pgp pool méas-mas fehérje kornyezettel rendelkezik. A poolok aktin kotdttségét mar
el6zéekben tobbfele modszerrel (mikroszkopia, F-aktin-G-aktin arany mérés, és detergens
rezisztencia merés) igazoltuk, igy aktint koto fehérjéket szerettlink volna azonositani,
melyeknek esetleg szerepe lehet a recirkulacios kilonbségek létrehozasaban.

Ehhez el6szor a ket antitesttel (UIC2 a pooll, mig 15D3 a pool Il kimutatdsara) kilén-kilén
immunprecipitaltuk a pool | és a pool Il Pgp poolt. A két mintat kiilon-kilon megfuttattuk 2D
elektroforézissel, majd kulonbséget kerestiink egy specialis program segitségével a két gélen
azonosithatd fehérjék dsszetételében. Ezt a munkat a Debreceni Orvostudomanyi Centrum
AOK, Humangenetikai Intézetébsl Birkd Zsuzsaval kolaboracidban végeztiik. Sikeriilt
kilénbséget talalnunk a két gélen az immunprecipitaitumok kozott, igy a gélrél tobb feherje
foltot sikeriilt azonositanunk, és kivagnunk tovabbi vizsgélatra.

A fehérjék azonositasat Janaky Tamassal kooperacioban vegeztik, a Szegedi Orvostudomanyi
Egyetem, Orvosi Kémiai Intézetébsl. A differncia 2D-elektroforézissel megtalélt fehérje
foltokat tomegspektométerrel végrehajtott protein  fragmens analizis segitségével
karakterizaltuk. Igy sikeriilt a két pool kozott kiilonbozd fehérje Osszetételii protein
komplexeket azonositanunk a sejtmembranhoz kétédve. A vizsgalat eredményeképpen a két
Pgp poolhoz kotédve tobb citoszkeleton asszocialt fehérjét is taldltunk, tobb aktint kot
fehérjet, egy intermedier filamentum fehérjét és tobb tovabbi fehérjét, melyek jelentésegét
még pontosan nem ismerjik.

UIC2 immunprecipitaciéval azonositott pool I, raft Pgphez kapcsolva, tobbek kozott, a
kovetkezd fehérjéket azonositottuk (zardjelben az alternativ fehérje nevek): Kaptin; Vimentin;
Protein disulfide-isomerase A6 precursor (Thioredoxin domain-containing protein 7); Protein
disulfide-isomerase precursor (Prolyl 4-hydroxylase subunit beta) (Cellular thyroid hormone-
binding protein) (p55) (Erp59); Nucleobindin-1 precursor; Beclin-1 (Coiled-coil myosin-like
BCL2-interakting protein).

15D3 immunprecipitacioval azonositott pool Il, nem-raft Pgphez kapcsolva, tébbek kozoétt, a
kovetkezd fehérjéket azonositottuk: Annexin A2 (Annexin Il) (Lipocortin Il) (Calpaktin |
heavy chain) (Chromobindin-8) (p36) (Protein I) (Placental anticoagulant protein 1V) (PAP-
IV); Twinfilin-1 (Protein A6); ES1 protein homolog, mitochondrial precursor; Septin-11;
Serpin H1 precursor (Collagen-binding protein) (Colligin) (47 kDa heat shock protein)
(Serine protease inhibitor J6); Polymerase delta-interakting protein 2; Protein FAM50A
(XAP-5 protein).)

A taldlt aktin koté fehérjék egy tovabbi elképzelést vetettek fel. A kaptin egy aktin
polimerizaciot elinditd aktin koté fehérje, s6t a vimentin esetében is ismert, hogy képes
citoszkeleton polimerizéciot elinditani. Ezeket a fehérjéket az UIC2 antitesttel a pool | Pgpvel
talaltuk asszocidlva. A pool Il Pgpk esetében viszont az annexin Il és a twinfilin aktin koté
fehérjéket talaltuk tulsilyban. Ezen utobbi fehérjék az aktin polimerizacio gatloi. Igy
szerettuk volna megvizsgalni, hogy az UIC2-vel immunprecipitalt membran vezikulak vajon
nem inditanak-e el egy fokozott aktin polimerizaciot, a 15D3-al immunprecipitalt Pgpt
tartalmazé membran vezikulakhoz képest. Ha kilonbséget tapasztalunk, akkor a pool | és a
pool 1l Pgpk mas sebességli aktin polimerizaciot indukalnak. A kisérleteket a Pécsi Egyetem
Biofizikai Intézetével kollaboracioban Nyitrai Miklossal végeztiik. Az elképzelésiinket sajnos



nem sikerult megerésitentink, de érdekes mellékleletként viszont azt talaltuk, hogy a triton-X-
100 detergens bimodalisan befolyasolja az aktin polimerizaciot (folydirat cikk
koérvonalazodik).

A tovabbiakban immunfluoreszcencias jeldlés segitségével konfokalis mikroszkdpiaval
megerositettik a kaptin és az annexin Il fehérjéknek 3T3-MDRL1 sejtekben val6 expresszidjat
Western-blottinggal is szeretnénk megerdésiteni.

Eredményeink kozlése folyoiratcikk formajaban folyamatban van, az anyagbdl legalabb 2
cikk korvonalazodik, illetve ezen eredményeinket méar tdbb tudomanyos konferencian
eléadtuk (az amerikai posztert mellékeltem):
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