Zargjelentés

Munkdm {6 célkitlizése kiilonb6z6 ABC transzportergének kifejezédésének
szabalyozasanak vizsgalata volt sejtvonalakban. Kiilonb6z6 vegyliletek ABC
transzporterek expresszidjara gyakorolt hatasat vizsgaltuk HepG2 sejtekben qRT-
PCR technika segitségével. Kimutattuk, hogy az oxidativ stressz indukalja az ABCC1,
2, 3 és az ABCG2 gének Kkifejez6dését. Az ABCB6 expresszidjanak szignifikans
novekedését is megfigyeltilk néhany (pl kobalt, tert-butyl-hydroquinon, oltipraz
(oxidativ stress-valasz induktor)), de nem minden oxidativ stresszt eredményezd
kezelés hatdsara. Ezzel szemben minden oxidativ stresszt eredményezd kezelés
gatolta az ABCC6 expressziojat. Az ABCA1, ABCB1, ABCB4, ABCC4 és ABCC5 gének
nem voltak érzékenyek a kezelésre.

Hasonléképpen vizsgaltuk az ERK1/2 kaszkdd valamint a protein kinaz C-k
indukcidjanak hatasat ugyanezen transzporterekre. Kimutattuk, hogy a kezelések
hatasara az ABCC6 és az ABCB6 expresszioja szignifikansan csokkent, mig az ABCG2
expresszidja szignifikdnsan novekedett. A tobbi gén esetén a kezeléseink hatasa
komplex szabalyozasi mechanizmus meglétét sugallja. Hasonlé kezeléseket
végeztiink Hep3B ugyancsak human hepatocyta eredetli sejteken is. Ezekben a
sejtekben kisebb, de hasonlé hatasokat figyeltiink meg.

Azt is megfigyeltiik tovabba, hogy az aryl hydrocarbon receptor (AhR) aktivalasa
serkenti az ABCG2 expreszidjat, mig a tobbi altalunk vizsgalt transzporter
kifejezddésére nincs hatassal a HepG2 sejtekben. Végezetiil kiilonb6zé fémekkel torténd
kezelések sem voltak hatdssal a transzportergének kifejezddésére, kivéve a mar emlitett
kobaltot, valamint a kadmiumot, mely utébbi indukalta az ABCC1 gént.

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy az ABCG2 harom (A, B és C) promotere koziil
melyikre milyen hatassal vannak a kezeléseink a vizsgalt sejtvonalakban. Azt
tapasztaltuk, hogy a C prométerr6l nem szintetizalédik transzkriptum. Azt is
megfigyeltiilk, hogy a B promoterrdl irédik at transzkriptum a legnagyobb
mennyiségben és ennek megfeleléen annak szabalyozasa hatarozza meg, hogy
mennyi ABCGZ transzkriptum Kkeletkezik. Ennek ellenére mindig mindkét
mértékben szabalyozott. Igy megallapitottuk, hogy az ERK1/2 kaszkad hatasa
els6sorban az A, mig az AhR hatdsa els6sorban a B promoteren jelentkezik.
Kisérleteinket =~ Orban  Tamassal (SE, Membranbiolégiai  Kutatdcsoport)
egylittmiikodésben végeztiik. (de Boussac, H., kézirat elokésziiletben)

A kiilonb6z6 kezelések mRNS expresszidra gyakorolt hatdsanak vizsgalata utan az
ABCB6-ra, illetve ABCG2-re gyakorolt hatasait fehérje szinten is megvizsgatuk.
ABCB6 esetén Western blot technikaval hasonlé eredményeket kaptunk, mint mRNS
esetén. ABCG2 esetén FACS segitségét vettliik igénybe, az eredmények itt is
megerdsitették a qRT-PCR kisérletek eredményeit. Kisérleteinket Szakacs Gergely
(MTA Enzimologiai Intézet) és Sarkadi Baldzs (SE, Membranbiologiai Kutatocsoport)
munkacsoportjaval egylittm{ikodésben végezziik.



Tovabbi vizsgalataink az ABCC6 kifejez6désének szabalyozasanak jobb megértésére
iranyultak. Az ERK kaszkad aktivaloddasanak hatasara bekovetkez6 ABCC6
expresszié-csokkenést vizsgalva bebizonyitottuk, hogy

a hatas a transzkripci6 gatlasan alapul;

azonositottuk a hatasért felelé6s kotéhelyet (-165/-153 a transzlacids iniciaciés
helyhez képest) ;

megallapitottuk, hogy ez egy funkcionalis HNF4 (hepatocyta nuklearis faktor)
kotbhely;

igazoltuk, hogy az ERK1/2 aktivalasa gatolja a HNF4 okozta ABCC6
expresszidfokozodast;

belattuk tovabba, hogy a HNF4 jelenléte szilikséges a tovabbi transzkripciés
aktivator faktorok hatasahoz és

ez meghatarozza az ABCC6 szovetspecifikus expresszidjat, ami egybeesik a HNF4
expresszids mintazataval.

Kisérleteinket Lukasz Pulaski (Lodz, Lengyelorszdg) munkacsoportjaval
egylittmiikodésben végeztiik. Fenti eredményeinket 2010-ben a J Biol Chem
folyodiratban publikaltuk.

Tovabbi kisérleteink soran igazoltuk, hogy az ABCC6 gén els6 intronjaban talalhaté
egy 60bp hosszusagu szakasz, mely egy erds aktivator (6-8x expressziéfokozddast
eredményez a jelenléte). Bebizonyitottuk azt is, hogy ez a szekvencia nem egy
enhancer. Ez az aktivator megfigyeléseink alapjan sejtvonal-specifikus, hiszen
hasonlé hatast figyeltink meg HepG2 és Caco-2 sejtekben (mindkettében
kifejez6dik az ABCC6), mig aktivator hatast nem tapasztaltunk HeLa és HEK
sejtekben, melyek nem fejezik ki az endogen ABCC6 fehérjét sem. A 60bp hosszu
intronikus aktivator régié eredményeink alapjan legalabb két kotéhelyet tartalmaz
aktivator faktorok szamara. Luciferaz esszé (vad tipusy, illetve mutans konstrukcidk
alkalmazasaval), valamint kromatin-immunoprecipitacié segitségével
bebizonyitottuk, hogy az endogen ABCC6 gén egyik intronikus koétéhelye a C/EBP
enhancer csaladba tartozo beta fehérjéket koti. Kimutattuk tovabba, hogy a fehérjék
transzkripciés aktivalé hatasanak kifejtéséhez sziikség van a proximalis
promoterrel valé egylittmiikodésére. Azt is bebizonyitottuk, hogy ez az interakcio
nem (kozvetleniil) az ugyancsak altalunk kiemelkedd jelent&séglinek leirt HNF4
transzkripciés faktorral jon létre. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ABCC6 gén
promoétere a C/EBP alfa fehérjét is koti. Végezetiil azt is kimutattuk, hogy ez az
altalunk felderitett szabalyoz6 mechanizmus f6emlds specifikus. Kisérleteinket
Lukasz Pulaski (Lodz, Lengyelorszag) munkacsoportjaval egylittm{ikodésben
végeztiik. Jelenleg prébaljuk azonositani azokat a fehérjéket, melyek a promoter
azon szakaszahoz kotédnek, amelynek jelentéségét a C/EBP-vel valo6 egylittm{ikodés
szempontjabol kiilonésen fontosnak taladltunk. Fenti eredményeinket kozlésre
nyUjtottuk be a tavalyi év soran. Eredményeink, melyek segitségével az ABCC6 gén
transzkripcids szabalyozasat deritettilk fel azt sugalljak, hogy a gén egyedi funkcioju
lehet a tobbi ABC transzporter kozott, hiszen masként ¢és mas faktorok altal
szabalyozodik, mint a tobbi ABC transzporter. A munkdnk sordn azonositott
legfontosabb transzkripcios faktorok kiilonlegesen fontos szerepet jatszanak a sejtek €s



igy a hepatocytak metabolizmusénak szabalyozisaban, ami felveti, hogy az ABCC6 is
szerepet jatsszon ezekben a folyamatokban. Ezek az elképzelések 0 iranyt jelentenek
mind az ABCC6, mind a pseudoxanthoma elasticum nevi recessziv 6roklédést, de
egyeldre nagyrészt ismeretlen patomechanizmusu betegség kutatdsaban.

Az ABCC6 gén mutacioi a pseudoxanthoma elasticum nevii recessziv 6roklédést
betegség kialakulasahoz vezetnek. Tovabbi vizsgalataink soran megerdsitettiik, hogy
a mutacié hordozoéi, bar nem alakul ki benniik a betegség, csaknem 10x nagyobb
kockazatnak vannak kitéve a coronaria arteriabetegség kialakuldsa tekintetében,
mint a kontroll populacié. Fenti eredményeinket a Genet Test Mol Biomarker c
ujsagban jelentettiik meg.

Tobb olyan munkaban is részt vettlink, ami az ABCC6, illetve mas ABC transzporterek
élettani  szerepével foglalkozik. Igy elvégeztik egy ABC transzportergének
szekvenciariansainak klinikai jelentdségét prediktald szoftver tesztelését irodalmi
adatokra ¢épitve (Aranyi, T 2011 Protein Sciences); belattuk, részben az altalunk
megfigyelt ABCC6 gén expresszio gatlasra alapozva, hogy a K3 vitamint €s metabolitjait
nem transzportalja a fehérje (Fiilop, K BBRC 2011); részt vettiink PXE-t okoz6 ABCC6
mutaciok hordozo fehérjék majspecifikus kifejezésének kialakitdsaban és a kiilonb6zo
mutans fehérjek lokalizacidjanak analizisében, illetve annak kimutatasaban, hogy kémiai
chaperonok segitségével néhany fehérje visszanyerheti helyes plazmamembran
lokalizaciojat (Le Saux, O PLOS One 2011).

Tovabbi kisérleteink soran az ABCC6 gén locusz epigenetikai profiljanak leirasat is
tervbe vettiik. Ennek érdekében beallitottunk egy 0j moddszert a DNS metilacio
vizsgalatara. A HPLC/MS-MS mddszert optimalizadltuk egyedi szekvencidk
analizisére, valamint késébb teljes genom metilacidjanak vizsgalatara. Kisérleteinket
Andras Paldi (Parizs, Franciaorszag) és Szabdé Pal (MTA KKI) munkacsoportjaival
egylitt végeztiik. Kisérleteink soran megallapitottuk kiilonb6z6 sejtvonalak 6ssz DNS
metilaciéjat, illetve annak valtozasat a DNS metilaci6janak gatldsanak hatasara.
Kisérleti eredményeink segitségével igazoltuk, hogy a DNS metilacié egy dinamikus
egyensuly eredménye, amely a sejtek osztodasatol fliggetlen folyamatos demetilacio €s
remetilacid eredménye. Fenti eredményeinket az Epigenetics 2012 februari szaméaban
publikélja majd.

Tovabbi kisérleteink soran beallitottuk a DNS hydroxymetildcidjdnak analizisét is,
melyet mas munkacsoportok egyelére nem tudnak hozzank hasonld pontossaggal
kvantifikalni.

Végezetil egylittmiikodésben egy belga kutatocsoporttal (Jo Wandesompele, Gent)
kialakitottunk egy web servert, ami a DNS metilacié vizsgalatdhoz alkalmazott
biszulfitos genomszekvenalds modszer alkalmazasdban nyujt segitséget (Lefever, S
2010 Epigenetics).

Az elmult harom év soran munkacsoportunk a kovetkez0 modszereket allitotta
be/alkalmazta:



Altaldnos molekuléris biologiai metodikak
Emlés sejtkultura

qRT-PCR

DNa4z hipersznzitivitasi essz¢

Luciferaz essz¢é

Chromatin Imunoprecipitacid

DNS metilacios esszé (I1d fent)
Immunfluoreszcens mikroszkopia alkalmazasa kromatinstruktira vizsgalatara
Konfokalis mikroszkopia

Western blot

FISH



