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Osszefoglalas

Az ABC (ATP-binding cassette) fehérjék minden eddig vizsgdlt szervezetben megtaldlhatd, az aktiv
membrdntranszportban elengedhetetlen szerepet jatsz6 fehérjék, mutdcidik kiilonbozd orokletes megbetegedések
okoz6i. Génjeik alkotjdk az egyik legnagyobb szupercsalddot, melyet nyolc alcsalddra osztanak, a benniik szerepld
gének szekvencia-hasonlésdga alapjan. TDK munkdm célkitlizése olyan transzgénikus modell létrehozdsa, mely
tiltermeli a *"White” alcsalddba tartoz6 ABCGI1 fehérjét és katalitikus mutdns formadit. A transzgénikus modellben
torténd tultermeltetés segit a fehérje eddig nem tisztazott, pontos funkcidjanak megismerésében. Az ABCGI1 hat
transzmembran és harom ABC alegységbdl épiil fel. Az ABC alegység egy ATP koté domén. Ez a 200-250 amindsav
hossziisdgu szakasz az aktiv transzport energianyeréséhez sziikséges. Az ABCG1 fehérje els6 ABC motivumaban
létrehozott muticié miatt az ATP aktivitas sérill, ennek kovetkeztében a fehérje elveszti funkciéjat. Az altalunk
létrehozott DNS konstrukcid és annak fent leirt mutdns formdja egy erés prométer (CMV) szabdlyozasa alatt termelteti
til minden sejtben az ABCGI1 fehérjét. A DNS vektor tartalmaz egy riporter gént, mely ugyanazon sejttipusokban és
ugyanolyan mértékben expresszdl, mint az ABCGI. A tisztitott DNS szakaszt mikroinjektalds segitségével juttattuk
egysejtes egérzigdtak eldmagjaiba. A DNS beépiilését kovetden tobb osztédason keresztiil figyelemmel kisértiikk az
embridk fejlédési potencidljat. Eldzetes eredményeink alapjdn a vad tipusd fehérje tiltermelése az embridk
osztdddsaban zavart okoz, amit mdr eldre jeleztek az in vitro kisérletek is. A tdltermeltetett mutdns fehérje esetében ezt
a hatdst nem tapasztaltuk. Kutatdsi eredményeink lehetOséget biztositanak egy ABCGI1 fehérjét tdltermeld
transzgénikus egérvonal létrehozasara.

Kulcsszavak: ABC (ATP-binding cassette), transzgénikus egér, mikroinjektalds, tiltermeltetés

The effect of overexpression of ABCGI1 in transgenic mouse zygotes

Abstract

ABC (ATP binding casette) proteins can be found in all organisms. They play an important role in active membrane
transport and their mutations cause several heritable diseases. Their genes make up one of the biggest super family that
is divided into 8 subfamilies according to the similarities of gene sequences.The goal of my TDK work was to create a
transgenic model that overexpresses the ABCGI1 protein of the White subfamily and its catalytic mutant form.
Overexpression in this transgenic model helps to understand the unexplored functions of the protein. ABCG1 has 6
transmembrane and 3 ABC units. Each ABC unit is an ATP binding domain. This unit of 200-250 amino acids is
necessary for gaining energy for active transportation. Mutation in the ABC motive injures the ATP activity and
because of this the protein loses its function. Our DNA construct and its catalytic mutant form overexpresses ABCG1
protein in each cell under the regulation of strong promoter (CMV). The DNA vector has a reporter gene that expresses
at the same level in the same cells as ABCG1.The purified DNA fragment was microinjected into one cell stage mouse
zygotes’ pronuclei. The embryos’ development potential was followed up throughout several divisions after DNA
integration. According to previous results the overproduction of wild type proteins disturbs the division of embryos.
However it was not noticed with the overexpressed mutant protein. Our results make it possible to create transgenic
mouse lines overexpressing protein ABCGI1.

Kulesszavak: ABC (ATP-binding cassette), transgenic mouse, microinjection, overexpression
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Irodalmi attekintés

Az ABCGI1 gén leirdsa a Drosophila melanogaster white gén homoldgjaként az 1990-es évek
kozepén latott napvildgot. A white gén egy ABC transzporter fehérje, amely a guanin és triptofan sejtbe
jutdséért felelds a Drosophila-ban (Croop és mtsai, 1997). A Drosophila white gén megfelel6jét emberben €s
egérben is klonoztak, ezt nevezziikk ma ABCG1 (ABCS8) génnek. Ez a gén szekvencidjét tekintve 55-58%-ban
azonos a Drosophila melanogaster white génjével.

Fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) és polimorfizmus vizsgdlatok segitségével a gént ember
esetében a 21-es kromoszoma q karjanak 22.3 16kuszan lokalizaltak.

Klucken és mtsai (2000) kutatdsaik sordn azokat a fehérjéket és mogottiikk hizédd géneket keresték,
amelyek szerepet jatszanak a makrofagok lipoprotein felvételében. Azt taldltak, hogy az ABCG1 fehérje részt
vesz a koleszterin bedramldsdban, a monocitdkbdl szdrmazd makrofigokban. Ezzel ellentétben azokban a
makrofigokban, amelyek koleszterinnel telitettek, amit a koleszterin HDL3 receptor érzékel, az ABCG1 gén
expresszidja kevésbé kifejezett mértékil.

2004-ben jelent meg Stefkovd és munkatdrsainak (2004) cikke is, amely pontosan lefrja az ABC
transzporter fehérjék felépitését, szerkezetét, tovabbd, hogy az ABC transzporterek nem kozvetleniil
jatszanak szerepet szubsztratjaik mozgatasdban, hanem ioncsatorndk részeiként.

Magyar kutatok (Cserepes és mtsai, 2004) az ABCG1 és ABCG4 fehérjéket és ezek katalitikus
mutdns alakjait termeltették rovar sejtekben. Létrehoztdk ezen fehérjék antitesteit, hogy segitsék a fehérjék
funkcidjanak kideritését, €s igazolni tudjdk jelenlétiiket a kiillonboz6 membran prepardtumokban. Az Sf9
rovar sejt rendszert hasznéltdk arra, hogy termeltessék, és biokémiailag elemezzék a fehérjéket. Ugy taldltak,
hogy ezek az egymdashoz igen kozel 4ll6 fehérjék vanadat érzékeny membrdn ATP4z funkcidval birnak.
Tovabbd megéllapitottdk, hogy a miikodd ABCG fehérjék 1étrejottének feltétele a dimerizacié. Valamint,
hogy az ABCG1 és ABCG4 fehérjék nemcsak heterodimerként, de homodimerként is miikodOképesek.

Kennedy és mtsai (2005) létrehoztak egy ABCGI ,knock out” egérvonalat. A fiatal ABCG1 -/-
egerek nem kiilonboztek alomtarsaiktdl abban az esetben, ha alaptakarmanyozést kaptak. Ugyanakkor az
id6sebb (15-24 hetes) ABCGI1 -/- egerek tiidejében mar észrevehetd a lipid felhalmozddas. Az egereket
magas koleszterin tartalmu takarmédnnyal etetve a zsirhdztartds egyensulya és a sejtek zsirtartalmanak
szabdlyozdsa felborul. Trigliceridek, koleszterin és foszfolipidek halmozddnak fel kiillonbozd szovetekben
(Kennedy és mtsai, 2005). Kutatdsaik megerdsitették azt az elképzelést, hogy az ABCG1 gén szerepet jatszik

zsirhaztartas homeosztazisanak fenntartasaban.
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Kutat6csoportunk ezekre az irodalmi adatokra tdmaszkodva tlizte ki azt a célt, hogy 1étrehozzon egy

in vivo modelt az ABCG1 fehérje funkcidjdnak kideritésére.

A DNS konstrukciok létrehozasa

A DNS konstrukci6 alapjat, az ABCG1 gént, Seres Laszl6 bocsétotta rendelkezésiinkre. Az ABCG1
gén vad és katalitikus mutdns alakjat cDNS formdjaban kaptuk meg, plazmidba ,,csomagolva”. A mutédns
alak csak egy pontmutacioban kiilonbozik az eredetitdl, de ez a valtoztatés a transzporter molekula ATP-kotd
képességének elvesztéséhez vezet.

A transzgén konstrukci6 l1étrehozasanak elsd 1épése volt az eldbb leirt géneket tartalmazé pAcu-Gl-
Km és pAcu-G1-Wt plazmidok emésztése restrikciés endonukledzzal, ami pontosan kivigta a megfeleld
cDNS.t. Ezt ezutdn elektroforézissel elvalasztottunk, majd a fragmentet izoldltuk. Az igy megkapott cDNS-t
a pIRES2-EGFP vektorba klénoztuk, majd E. coli DH5a torzsébe transzformaltuk a vektort. A kultirakbol
mini-, ill. maxiprep modszerekkel plazmid DNS-t izoldltunk. A plazmid DNS-t restrikciés endonukledzzal
emésztettiik, elvalasztottuk, izoléltuk és injektdlé oldatot készitettiink beldle. Az injektdlé oldatot, alacsony

koncentricidban egysejtes egér embridk apai eldmagjdba juttatuk.

Mikroinjektalas

Az injektalas hatékonysaga a vad tipus esetében 5,2% (57 injektalt embridébol 3-ban tortént beépiilés),
mig a mutdns gént tartalmazé konstrukcidval szurt embridknal 3,2% (31 injektalt embriobol 1-ben tortént
beépiilés). Ez az ardnyt dtlagosnak mondhaté. Sikeriilt megvaldsitani mindkét konstrukcid beépiilését.

A sikeres transzgenezis miatt az UV fényben megvilagitott embrié fluoreszkdl. A riporter gén
expresszidja bizonyitja a transzgén beépiilését a genomba. Természetesen ezt ellendriztiik PCR reakcidval is,

melynek gélelektroforetikus képe lathat6 az 1. képen.
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306 bp

1. kép: A beépiilést visszaellenorzo egysejt PCR elektroforetikus képe

(1. csatorna: 1 kb DNS Iétra, 2. csatorna: a 2. képen lathat6 embrié DNS-e, 3. csatorna: pozitiv kontrol
(injektalo oldat), 4. csatorna: pozitiv plazmid kontrol, 5. csatorna: negativ kontrol, normél egér DNS)

Picture 1. Electrophoretic analysis of the one-cell PCR to verify transgene insertion
(lane 1: 1 kb DNA ladder, lane 2:DNA of the embryo shown in Picture 2., lane 3: positive control (injection fluid), lane
4: positive plasmid control, lane 5: negative control, DNA of a normal mouse)

Eredmények

Az ABC alcsalddba tartoz6 ABCG1 génnel és fehérjével mar sok kutatdé foglalkozott, de pontos
szerepe maig sem ismeretes. A funkcio tovabbi vizsgélatdhoz in vivo modellt készitettiink.

Munkénk célja a gén €10 rendszerben torténd vizsgélata volt. Ehhez 1étrehoztuk a sziikséges DNS
konstrukcidkat az ABCG1 génbdl és annak katalitikus mutdns alakjabol. Ahhoz, hogy az ABCGI1 gén és a
riporter gén expresszioja egylittes legyen egy bicisztronos konstrukcidt allitottunk eld, és létrehoztuk a vad és
a mutdns konstrukciét. A vektorokbdl a transzgenezishez sziikséges injektdlo oldatokat elkészitettiik.

A mikroinjektdlds modszerét valasztottuk a transzgénikus embridk elddllitdsahoz. Sikeriilt 1étrehozni
tobb olyan embridt, amelyekbe a transzgén beépiilt. A vadtipusu konstrukcié beépiilésével az embridban
sikeriilt tulexpresszdlni az ABCGI1 gént, amely zavart okozott az embri6 fejlodésében. Ez az osztédas
megrekedésében nyilvanult meg, de érdekes médon nem vonta maga utdn az embri6 elpusztuldsit. Tovabbi
két embrié mozaikosan tartalmazta a konstrukcié vad tipusat.

Muténs alak beépiilését is sikeriilt elérniink. Két olyan embrié jott létre, amelyek mozaikosan
tartalmazzdk a mutdns konstrukciét. Ezek esetében az ABCG1 gén kifejezddése a normdlis szinten maradt,

mivel a beépiilt mutdns alak funkciondlisan inaktiv. Ezek az embridk a kisérleteink sordn tovabb osztddtak.
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Ertékelés

Sikeriilt megvaldsitani mindkét konstrukcié beépiilését. Az injektdlds hatékonysdga a vad tipus
esetében 5,2%, mig a mutdns gént tartalmaz6 konstrukcidval szirt embridkndl 3,2%. A vad tipusi ABCG1
gént tartalmazé konstrukcid beépiilése hdrom esetben volt detektdlhatd. A hdrom sikeres transzgenezisbol
szarmazd embridok egyike lathaté 2. képen. A sikeres transzgenezis miatt az UV fényben megvildgitott
embrio fluoreszkal. A riporter gén expresszidja bizonyitja a transzgén beépiilését a genomba. Természetesen

ezt ellendriztiik PCR reakcioval is.

A mikroinjektalds eredményeként 1étrehozott, masik kettd,
szintén vad tipusi konstrukciét hordozé embrié mozaikos
beépiilést mutatott. Az embridk eljutottak a 4 sejtes allapotig, de
ott megrekedtek a fejlddésben. A mutidns ABCG1 gént tartalmazé

konstrukcié injektdldsa —melyet kontrollként hasznaltunk- egy

olyan embrié létrejottét hozta, amelynek nem minden sejtje

2. kép: Egysejtes
transzgénikus embrio

hordozta a transzgént. Ez az embri6 blasztocisztava fejlodott.

Picture 2. One-cell trangenic
embryo

Kovetkeztetések

Osszegzésként megallapithat6, hogy az ABCG1 gén és az dltala kédolt ABCGI transzporter fehérje
fontos szerepet jatszik valamilyen esszencidlis anyagok szallitdsaban. Irodalmi adatok (Stefkovd és mtsai,
2004, Kennedy és mtsai, 2005) szerint szubsztratjai a zsirhdztartds anyagai: koleszterol és foszfolipidek.
Eredményeink aldtimasztjdk az ABCGI1 transzporter fehérje zavartalan miikodésének elengedhetetlen
mivoltat.

Ha eredményeinket az irodalmi adatokkal (Stefkovd és mtsai, 2004, Cserepes és mtsai, 2004)
osszevetjiik megallapithatd, hogy azok megerdsitik azt a feltevést, miszerint az ABCG1 gén és a réla ir6do
fehérje valamilyen ,,esszencidlis Ut” résztvevdje. Irodalmi adatokra (Klucken és mtsai, 2000) tdmaszkodva

feltételezhetd, hogy ez a fehérje a zsirhdztartdsban jatszik szerepet.
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Mivel létezik homo- és heterodimer formdja is (Cserepes és mtsai, 2004), ezért expresszidjanak
véltozdsa sulyos kovetkezményekkel jar (Paragh és Harangi, 2001). A megvéltozott mértékii génkifejezddés
miatt a szubsztratok szallitdsdban zavar kovetkezik be, amely akdr sulyos fiziol6giai problémadkat is okozhat.

Ezt erdsitik meg az altalunk 1étrehozott vadtipust konstrukciot tartalmazé embridk is, amelyekben az
ABCGI1 fehérjét sikeriilt tultermeltetni. Ezek az embriok kivétel nélkiill megrekedtek a fejddésben. A
konstrukcié prométere a mogotte taldlhaté géneket mar korai embriondlis korban ,,meghajtja”, igy mar ebben

a fejlodési szakaszban megjelentek a fejlodési zavarok.

Javaslatok

A kisérleti eredmények jobb aldtdmasztisa érdekében el kell végezni a DNS integricié bizonyitadsat
inverz PCR segitségével és a termeldd6 transzgénikus fehérje immunhisztokémiai vizsgalatat.

A konstrukcié prométere (CMV) embridban az igen korai, egysejtes dllapotban dltaldban még nem
expresszdl, kifejezddése csak az elsé osztéddsok utdn varhatd. Ez a tény nem mond ellen azzal, hogy a vad
tipus esetében lathaté az expresszio egysejtes dllapotban is. Ez azzal magyardzhat6, hogy az adott embri6 bér
egysejtes dllapotud volt, de kora megfelelt a 8-16 sejtes dllapotnak. Ez lehetdséget biztositott a promoter
bekapcsolddasdra. A jovOben természetesen tobb mikroinjektdldsra van sziikség az adatok részletesebb
értékeléséhez.

Tovébbi kisérleteinkben szeretnénk l1étrehozni olyan transzgénikus dllatmodellt, amelyben az ABCG1
fehérje tulexpresszalt. Az ilyen moédon megvaltoztatott fehérjearany megvilagithatja a jovoben szamunkra az
ABCGI1 fehérje pontos funkciéjat. Elvezethet minket annak megértéséhez, hogy konkrétan az ABCGI
fehérje, illetve az ez éltal jobban megismert tobbi ABC transzporter fehérje mutdciéi miért okoznak stlyos

megbetegedéseket az emberi szervezetben.
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