I. Molekularis genetikai, genom-szintii és populaciogenetikai eredmények:

I.1. Epigenetikai kutatasok: Elsoként sikeriilt feltarnunk a human ABCC6 gén
transzkripcids szabalyozasanak f6 vonasait. Azonositottunk két, az evolucid sordn
konzervalodott CpG-szigeteket tartalmazo regulacios régiot. Kiilonféle human
sejtvonalakat hasznélva Osszefiiggést talaltunk a régiok metilaltsagi foka és a génrdl
atirodd mRNS mennyisége kozott. A potencidlis poximalis promoter szerkezeti
jellemzése révén egy aktivator és egy ,Silencer” régiot azonositottunk (Aranyi et al,
2005).

1.2.  Genom-szintii  kutatdsok:  Bioinformatikai  modszerek  segitségével
megallapitottuk, hogy az ABCC6 gén az emberei 16 kormoszoman egy olyan
régioban helyezkedik el, amely segmentalis duplikaciokon ment keresztiil az evolucio
soran. Az ABCC6 mutacidi a pseudoxanthoma elasticum (PXE) nevii 6r6klodo
betegségért felelosek. Leirtuk a szegmentalis duplikdcidk valdszinli mechanizmusat.
Modelt allitottunk fel, amely segitségével megmagyarazhat6, hogy a kiilonds
evolucios események révén keletkezett ABCC6 pseudogének hogy jarulnak hozza a
génben keletkez6 mutacidkhoz. Az altalunk felvazolt mechanizmus érvényes a
hasonlé kromoszomalis kornyezetben elhelyezkedd génekre, igy pl. a PKDI
(polycystic kidney disease 1) génre is. (Symmons, Varadi A and Aranyi 2008).

1.3.  Populaciogenetikai  kutatasok: Megallapitottuk, hogy az ABCC6 gén
funkcidvesztéssel jaro R1141X muticidja jelentds (mintegy tizszeres) genetikai
rizikofaktor a koronaria szivbetegségekben (CAD), mig az agyi stroke-ban nem jelent
rizikot (Koblos et al, 2009 submitted). Kutatasi eredményiink felhivja a figyelmet a
PXE hordozék fokozott karidologiai prevetiv szlirésének fontossagara.

Megkezdtiik az ABCC6 gén kopia-szdm varidnsainak (CNV) vizsgalatat.

1.4. Modszerfejlesztések: Modszert dolgoztunk ki a transzkriptumok mennyiségének
pontos meghatarozasara (Bors et al, 2008). E modszer segitségével kovetjiik a vizsgalt
gének (ABCC6 és ABCGS valamint ABCGS) transzkripcidjanak valtozasat kiilonféle
farmakologiai kezelések hatasara, igy térképezve fel a gének transzkripciojaban
szerepet jatszo szignalutvonalakat

Megjelent kozlemények szama: 3, IF: 15.39 (egy tovabbi kiozlemény bekiildve)



I1. A bioinformatikai kutatasok eredményei:

I1.1. Biserch Server: Kidolgoztuk, majd tovabbfejlesztettiik az altalunk kidolgozott
modszeren alapuld BISEARCH web-szerver, amely a promoter-régiok metilacios
mintdzatanak meghatarozasara hasznalatos kisérleti megkozelitésben hasznalt
promerek tervezését teszi lehetévé (Tusnady et al, 2005, Aranyi et al, 2006, ). A
modszer illteve a szerver a kiilonféle Osszehasonlitasokban a leghatékonyabb
bioinformatikai eszk6znek bizonyult a fenti specifikus probléma megoldasara, és ezen
talmenden altalanos primer-tervezo technikaként is népszerii. A szerver az Intézet
honlapjar6l akadémiai felhsznaloknak nyilvanosan és ingyenesen elérthetd, és
rendkiviil nagyszamu (tizezres nagyagrendil) kiils6 feladatot végzett el.

Megjelent kozlemények szama: 2, IF: 12.50

II1. Az ABC fehérjék szerkezetével kapcsolatos eredmények:

1.1, A human ABC-fehérjék membrantopologidja és domén-szerkezete: Feldolgoztuk
2006). Modszeriink teljesen ij megkozelitésen alapul: a korabban kidolgozott igen
eredményes membran-topologiai modszert (HMMTOP) alkalmassa tettiikk az egyedi
fehérjére jellemzo kisérleti eredmények algoritmizalhatd befogadasara (diszulfid
hidak megléte, cukor-oldallanc pozicidja stb.). Ezen ujszeri megkdzelités az egyes
ABC-alcsaladokon nyert hidrofobicitasi profilok ,,0sszerendezésével“ (alignment) az
eddigieknél sokkal megbizhatobb membrantopologidkat eredményezett.

I11.2. Az ABCC6 homologiamodellje: Létrehoztuk a human ABCC6 fehérje
homolégiai modelljét (Fiilop et al, 2009). Megallapitottuk, hogy a PXE betegséget
okozo misszensz mutaciok a domén-domén interakciokban részvevd felszineken
csoportosulnak. Ez az eredményiink rdmutat arra, hogy a vizsgalt domén-domén
kapcsolatok fontos szerepet jatszanak a fehérje mikodésében. Ezen eredményiinket a
pseudoxanthoma elasticum betegséggel foglakozo legfrissebb, nemzetkozi
egyiittmiikodésben irddott review-cikkben is elemeztiik (Li Q et al, 2009). Statisztikai

crer

Megjelent kozlemények szama: 3, IF: 9.61



IV. Az ABC fehérjék miikodésének vizsgalata, szerkezet-funkcié osszefiiggések

IV.1. Az ABCG2 miikodése soran tapasztalhato mind nagymeértékii konformdcios
valtozasok vizsgalata: E klinikai-farmakologiai szempontbo6l rendkiviil fontos, szamos
mechanizmusa mind nagymértékii konformacids valtozasokon, mind a dimér
kialakuldsdnak a lehetdségén alapul. Megallapitottuk, hogy a 5D3 konformécio-
érzékeny monoklondlis antitest, amely a dimér egy bizonyos konforméacios allapotat
ismeri fel, nem érzékeny a dimér kialakuldsara (Ozvegy-Laczka et al, 2005, Ozvegy-
Laczka et al, 2008).

IV.1. A 482 pozicidban talalhato aminosav szerepe az ABCGZ2 miikodésében. Az
adott pozicidban a transzporter Arg-t tartalmaz. Korabbi, szelekcidos moddszereken
alapulo kisérletek alapjan kideriilt, hogy az pozicidt érintd Gly vagy Ser aminosav-
cserék a transzporter megvaltozott szubsztrat-specificitdsdt okozzak. Modszeres
vizsgélataink sordn tovabbi tiz mutanst allitottunk eld, és jellemeztiink. Szamos
funkcionyeréses mutaciot sikeriilt igy leirnunk. Megallapitottuk, hogy az Arg
oldallanc evoluciés meg6rzottsége valamilyen szabalyzé funkcidval fligg Ossze.
(Ozvegy-Laczka et al, 2006).

Megjelent kozlemények szama: 3, IF: 16.78

V. Funkcionalis (biokémiai és farmakologiai) vizsgalatok:

V.1. Az ABCG5-G8 heterodimer jellemzése: Létrehoztunk egy olyan expresszios
rendszert, amely nagymennyiségli human ABCGS5 és G8 fehérje eldéllitasara
alkalmas. Megallapitottuk, hogy a két fehérje ko-expresszidja funkcidképes,
jellegzetes ATPaz aktivitassal rendelkezd heterodimert eredményez. Kimutattuk,
hogy az ABCG5/G8 aktiv dimer altal mutatott ATPaz-aktivitas adrostan-tipusu
szteroidokkal stimuldlhatdé és progeszteronnal gatolhato. Ez az els6 biokémiai
bizonyiték az ABCG5-G8 heterodimérként valo mitkodésére (Miiller et al, 2006). Két,
az NIH-NCI altal 1étrehozott adatbazis (NCI60 ABC transporter expression profile és
NCI60 citox depository) informatikai kutatasaval potencialis ABCG5/ABCGS
szubsztrat-jelolt molekulakat talaltunk, amelyeket in vitro tesztelni fogunk.
Elkészitettiik mind az ABCGS5 mind az ABCGS kiilonféle affinitas-tag-ekkel ellatott

valtozatait, és megallapitottuk, hogy a megfeleld helyen elhelyezett tag szekvencia



nem okoz funkciovesztést. KésObbi munkainkban ezeket a flhzidés fehérjéket
megtisztitva és liposzomaban rekonstrudlva a fehérje-komplex ¢és kiilonféle lipidek
kolcsonhatéasat kivanjuk majd vizsgélni.

V.2. A membran-Koleszterin hatisa az ABC transporterek aktivitasara:
Megvizsgaltuk, hogy a koleszterin hogyan hat a kiilonféle ABC-transzporterek
transzportaktivitasara. Eredeti hipotézisiink az volt, hogy az ABCG5/ABCGS aktiv
heterodimert expresszald sejtek membranjat koleszterinnel feltoltve a heterodimer
transzporter ATPaz-aktivitasa megvaltozik - 1évén, hogy az ABCG5/ABCG8 a majbol
az epe felé a koleszterin transzportjat végzi. Mddszert dolgoztunk ki a rovarsejt
membrannak ciklodextrin-koleszterin komplexével vald feltoltésére, és ezzel az
eljarassal szamos ABC-tipusu transzportert vizsgaltunk meg. Az eredeti
hipotézisiinkkel ellentétben az ABCG5/ABCGS8 nem mutatott érzékenységet, azonban
az ABCGQG?2 transzporter aktivitasat specifikus mdodon és jelentdés mértékben fokozta az
altalunk kidolgozott koleszterin-telités (Telbisz et al, 2007).

V.3. Nem-humdn ABC-transzporterek funkciondlis jellemzése: EQy spanyol
kutatocsoporttal egyiittmiitkodve megoldottuk a Leshmania egyik fontos ABC-
transzporterének expressziojat és funkcionalis vizsgalatat (Cortes-Selva et al, 2005).
transzport-biokémiai jellemzését. A fehérje (DMRP) a human ABCC fehérjék
ortologja. Megallapitottuk, hogy a DMRP hasonld szubsztrat-specificitassal
rendelkezik, mint a human ABCC-transzporterek, azonban a transzport-aktivitasa
lényegesen magasabb ("high turnover transporter"). Igy ez a transzporter alkalmas
részletes termodinamikai vizsgalatokra (Szeri et al, 2009). Ezeket a viszgalatokat
megkezdtiik. Ilyen elemzések a human transzporterek esetében az alacsony aktivitas
miatt nem lehetségesek.

V.4. Farmakologiai jelentbségii eredményeink: Feltartuk az ABCG2 és a tirozinkinaz
gatld tipusu, klinikailag kiemelkedd fontossagu rakellenes szerek kolcsonhatasat
(Elkind et al, 2005). Osszefoglaltuk a farmakoldgiai szempontbol legfontosabb ABC-
transzporterek szerepérdl szerzett ismereteket, €s azt, hogy ezek a transzporterek
hogyan hatnak az egyes gyogyszerek felszivodasara, metabolizmusara és a
szervezetbdl valo kivalasztasara (Cervendk et al, 2006. Szakacs et al, 2008).

Megjelent kozlemények szama: 7, IF: 31.85



V1. A chemo-immunitas modellje

Az ABC-fehérjéknek a chemo-immunitast biztositd halézatban betoltott szerepét leiro
hipotézist dolgoztunk ki, és azt egy terjedelmes review-cikk Kkereteiben az
¢élettudomanyok egyik legrangosabb, igen magas impaktfaktoru folydirataban fejtettiik
ki (Sarkadi et al, 2006). Modelliink 1ényege, hogy a kiilonféle szoveti hatarokon
elhelyezked6 ABC transzporterek olyan 0si védelmi halozatot alkotnak, amely sok
vonasdban a késobb kialakult immunrendszerrel analdég. Modelliink jelentds
érdeklédést valtott ki, amelyet a rovid id6 alatt elért nagyszamu citacio jelez (két év
alatt 57 hivatkozas).

Megjelent kozlemények szama: 1, IF: 31.44



