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Roviditések jegyzéke

4-PBA: 4-fenil-vajsav (4-phenylbutyric acid)

A647: Alexa Fluor® 647 (fluorofor)

ABC: ATP-kot6 kazetta (ATP-Binding Cassette)

ABCBI: lasd Pgp

ABCB1a: Multidrug resistance protein 1a Mus musculusban. Az Abcbla gén kodolja
ABCB22: lasd TAP1

ABCB3: lasd TAP2

ABCCI1: lasd MRP1

ABCCT7: lasd CFTR

ABCCS: lasd SURI1

ABCC9: lasd SUR2

ABCG2: lasd BCRP

ACEF: fluoreszcencia autokorrelacios fliggvény (autocorrelation function)
ADME-Tox: felszivodas, eloszlas, metabolizmus, kivélasztas és toxicitas (absorption,
distribution, metabolism, excretion and toxicity)

ADP: adenozin-5’-difoszfat (adenosine diphosphate)

AEBSF: 4-benzolszulfonil-fluorid-hidroklorid (4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride
hydrochloride)

AlF3: aluminium-fluorid (aluminium fluoride)

AM: acetoxi-metilészter (acetoxymethyl ester)

AMP: adenozin-5’-monofoszfat (adenosine monophosphate)

AMP-PNP: adenozin-5’-(B,y-imido)-trifoszfat (adenylyl imidodiphosphate)
ANOVA: varianciaanalizis (analysis of variance)

AP1: aktivator protein-1 (activator protein 1)

AP2: aktivator protein-2 (activator protein 2)

ApoAL: apolipoprotein A-1 (apolipoprotein A-I)

ATP: adenozin-5’-trifoszfat (adenosine triphosphate)

BCRP: mellrak-rezisztencia fehérje (breast cancer resistance protein), szinoniméja: ABCG2
vagy ABCP (placenta specifikus ABC fehérje)

BeFx: berillium-fluorid (beryllium fluoride)

BeSOu: berillium-szulfat (beryllium sulfate)



CFTR: cisztikus fibrdzis transzmembran konduktancia regulator (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator), szinonimaja: ABCC7

CLSM: konfokalis 1ézer-pasztazd mikroszkopia (confocal laser scanning microscopy)
CsA: ciklosporin A (cyclosporin A)

DMEM: Dulbecco modositott Eagle médium (Dulbecco's modified Eagle's medium)
Dox: doxorubicin (doxorubicin)

DTT: ditiotreitol (dithiothreitol)

E1S: 6sztron-3-szulfat (estrone-3-sulfate)

EGTA: etilén-glikol-tetraecetsav (ethylene glycol-tetraacetic acid)

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav (ethylenediaminetetraacetic acid)

ER: endoplazmatikus retikulum (endoplasmic reticulum)

FBS: {fotalis szarvasmarha szérum (fetal bovine serum)

FCS: fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (fluorescence correlation spectroscopy)
FSC: elore iranyulo6 fényszoras (forward scatter)

FTC: fumitremorgin C (fumitremorgin C)

GFP: z6ld fluoreszkalo fehérje (green fluorescent protein)

gl-PBS: 8 mM gliik6zzal kiegészitett PBS

HDL: nagy stirtiségii lipoprotein (high-density lipoprotein)

HRP: torma-peroxidaz (horse raddish peroxidase)

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid)

ICL.: intracitoszolikus hurok (intra cytosolic loop)

IF: citoplazma felé néz6 (befelé nézd, inward facing)

Krio-EM: krio-elektronmiszkroszkdpia (cryo-electronmicroscopy)

LH: nagy genomméret (large genome size)

mAt: monoklonalis antitest (monoclonal antibody)

MDCK: Madin-Darby kutyavesesejt (Madin-Darby canine kidney)

MDR: multidrog rezisztencia (multidrug resistance)

MDR1: lasd Pgp

MRP1: multidrog rezisztencidhoz kapcsolodo fehérje 1 (multidrug resistance associated
protein 1), szinoniméja: ABCC1

MX: mitoxantron (mitoxantrone)

MsbA: Escherichia coli lipid A transzporter

NaF: natrium-fluorid (sodium fluoride)



NBD: nukleotid-koté domén (nucleotide binding domain)

NBS: nukleotid-kotéhely (Nucleotide Binding Site)

OF: extracellularis tér felé néz6 (kifelé nézod, outward facing)

PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis (polyacrylamide gel electrophoresis)
PBS: foszfattal pufferelt fizioldgias sdoldat (phosphate-buffered saline)

PC: foszfatidil-kolin (phosphatidylcholin)

PCC: Pearson-féle korrelacios egyiitthatd (Pearson correlation coefficient)
PEG: polietilén-glikol (polyethylene glycol)

Pgp: P-glikoprotein (P-glycoprotein), szinonimai: ABCB1, MDR1

Pi: inorganikus-foszfat, ortofoszfat-ion, PO4*>"

PIC: protedz inhibitor kotkél (protease inhibitor cocktail)

PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid (phenylmethanesulfonyl fluoride)
Sav1866: Staphylococcus aureus baktérium ABC transzportere

SDS: natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulfate)

SH: kis genomméret (small genome size)

SLO: streptolizin-O (streptolysin-O)

SP1: szelektiv prométer faktor 1 (selective promoter factor 1)

SSC: oldaliranyt fényszoras (side scatter)

SURL1: szulfonilurea receptor 1, szinonimaja: ABCCS (sulfonylurea receptor 1)
SUR2: szulfonilurea receptor 2, szinonimaja: ABCC9 (sulfonylurea receptor 2)
TAP1: antigén bemutatashoz kapcsolodo fehérje 1 (transporter associated with antigen
processing 1), szinoniméja: ABCB2

TAP2: antigén bemutatashoz kapcsolddo fehérje 2 (transporter associated with antigen
processing 2), szinonimdja: ABCB3

TMAO: trimetilamin-oxid (trimethylamine oxide)

TM: transzmembran (transmembrane)

TMD: transzmembran domén (transmembrane domain)

Vi: natrium-ortovanadat (sodium orthovanadate)



Bevezetés és irodalmi attekintés

I. Az ABCG2 és a P-glikoprotein

Bevezetés

A human ABCG?2 ¢és a P-glikoprotein (Pgp, ABCBI1) elsédlegesen aktiv, exporter
tipusu ABC transzporterek, melyek szdmos foként hidrofob vagy amfipatikus xeno- és
endobiotikumot képesek eltavolitani a sejtekbdl, mint példaul kemoterapias szereket és
toxikus metabolikus melléktermékeket. Tumorsejtekben (ABCG2, Pgp) vagy tumor
Ossejtekben (ABCG2) expresszalédva multidrog rezisztenciat okozhatnak, mely gyakran
hozzajarul a daganatok eliminaldsat célz6 kemoterdpia sikertelenségéhez. Mindkét fehérje
foként a szervezet barrier-funkciokkal rendelkezd szoveteiben expresszalodik, beleértve a vér-
agy gatat, a vér-here gatat, a beleket, a méjat, a méhlepényt, a veséket és az emlOmirigyeket
[1-3]. Szoveti lokalizaciojuk, valamint széles szubsztrat-spektrumuk miatt fontos szerepet
jatszanak a kiilonbozd betegségek kezelésére hasznalt gyodgyszerek felszivodasaban,
szervezeten beliilli eloszlasdban, eliminacidjdban és toxicitasiban (ADME-Tox) [4, 5].
Masrészt a genetikai polimorfizmusok, amelyek az ABCG2 vagy az ABCBI1 expressziojanak
csokkenését és/vagy miikodésének karosodasat eredményezik, megvaltozott terapias valaszt
¢s a gyogyszeres kezeléssel Osszefiiggd toxikus reakcidkat okozhatnak [6, 7]. Mivel az
ABCG?2 a hugysav eliminacios utvonaldnak is kulcsszerepldje, csokkent expresszidja vagy
mukodése hiperurikémiat és koszvényt okozhat [7-9]. Fiziologias funkcioik és betegségek
patomechanizmusaban, valamint a gyogyszer rezisztencia kialakuldsaban betdltott szereplik
miatt fontos gydgyszer célpontok, mely sziikségessé teszi miikodési mechanizmusuk részletes

megismerését.

A daganatsejtek gyogyszer rezisztenciaja és a multidrog rezisztencia

A daganatos betegek citosztatikumok iranti érzékenysége rendkiviil variabilis, amelyet
egyéni biologiai paramétereik, genetikai eltéréseik jelentdésen befolyasolnak. A kemoterapia
sikertelenségéért egyes betegekben a daganatos sejtek mar eleve meglévd ,,intrinsic”
rezisztencidja (elsddleges rezisztencia) vagy a kemoterdpia sordn kialakulod ,szerzett”
rezisztencia tehetd felelossé [10].

A citosztatikumoknak ellendllé tumorokban szamos mechanizmus eredményezheti a

daganatsejtek tulélését, példaul csokkenhet a kemoterapias szerek tdmadaspontjaul szolgald
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fehérjék mennyisége, apoptotikus tutvonalak gatlédhatnak [11], kiilonféle védekezd
mechanizmusok aktivalodhatnak, mint példaul a gydgyszermolekuldk detoxifikacioja [12,
13], valamint a sériilt DNS javitdsa [14]. A tumorsejtek védekezd mechanizmusai koziil az
egyik legmeghatarozobb a széles szubsztratspektrumi ATP-fiiggd transzporterek fokozott
kifejez6dése, melyek képesek a citosztatikumokat a sejtekbdl eltavolitani mieldtt azok
kifejthetnék intracellularis hatdsukat a sejtek rezisztencidjat okozva [15, 16]. Utobbi
jelenséget az 1970-es években Biedler és mtsai in vitro is megfigyelték. Azt is kimutattak,
hogy ha daganatos sejtvonalakat kezeltek citosztatikumokkal, olyan szelektalt sejtvonalak
jottek létre, amelyek nemcsak az adott szelektald dgensre, hanem szdmos mas, szerkezetileg is
eltérd daganatellenes szerre is rezisztenssé valtak. Abban az esetben, ha a sejt kereszt-
rezisztenciat mutat kiilonb6z0, szerkezetében és hatdsmechanizmuséaban is eltérd vegyiilettel
szemben, multidrog rezisztenciarél (MDR) beszéliink.

1976-ban Juliano ¢és Ling azonositottak egy 170 kDa méretli fehérjét, amelyet
Osszefiiggésbe hoztak a daganatos sejtek MDR-javal. Késobb a fehérjét kodold gént MDR1-
nek, a fehérjét pedig P-glikoproteinnek (Pgp, a ,,P”” a permeabilitas szo6bol ered) nevezték el a
plazmamembran csokkent drog permeabilitdsara utalva. Kimutattdk, hogy a Pgp szerepet
etopozid és mitoxantron (MX) sejtekbdl torténd eltavolitdsaban [17]. Késobb Bell és mtsai.
klinikai mintakban is sikeresen detektaltdk a fehérjét.

Hamarosan vilagossa valt, hogy a Pgp mellet egyéb transzporterek is szerepet
jatszhatnak a MDR kialakitasaban. Cole és mtsai 1992-ben egy uj drog rezisztencia gént
azonositottak, doxorubicinnel (Dox) szelektalt kissejtes tiido karcinoma sejtvonalon
(H69/AR), amely a multidrog rezisztencia-asszocialt protein (MRP1) nevet kapta. Az MRP1-
et a Pgp-hez hasonl6 széles szubsztrat specificitassal jellemezték. Doyle €s mtsai ujabb drog
rezisztenciaért felelés fehérje jelenlétérdl szamoltak be 1998-ban egy Dox szelektalt
emlOkarcindma sejtvonal tanulmanyozasa soran (MCF-7 Adr/Vp), amelyhez a Pgp
kifejezddésének elkeriilése érdekében verapamilt, egy Pgp gatloszert adtak. A drog
rezisztenciat okozo fehérjét késobb a sejtvonal eredetére utalva mellrdk rezisztencia
proteinnek (BCRP = breast cancer resistance protein) nevezték el. Allikmets €s mtsai ezzel
parhuzamosan a fehérje magas expressziojat irtak le a placentdban és ezért placenta specifikus
ABC fehérjeként (ABCP) hivatkoztak ra. MX szelektalt vastagbél karcinoma sejtvonalon (S1-
M1-80) Miyake és mtsai szintén detektaltdk a gén kifejezddését, amelyet MX rezisztencia

génnek neveztek el (MXR). A BCRP/ABCP/MXR késobb az ABCG2 nevet kapta.



Szamos kutatocsoport kimutatta, hogy a Pgp, az ABCG2 ¢és az MRP1 szubsztratjai
kozé tartozik a daganat terapidban hasznalt citosztatikumok tobbsége [18, 19], igy ezek a
transzporterek fontos szerepet jatszanak a MDR kialakitasaban drogszelektalt daganatos
sejtvonalakon. Annak ellenére, hogy ezen transzporterek expresszios szintje a terapidra
rezisztens paciensek mintdiban messze elmarad az in vitro korilmények kozott szelektalt
sejteken tapasztalt transzporter szintektdl, szerepliket a MDR 1étrejottében egyre tobb in vivo
adat is alatamasztja. A multidrog transzporterek megemelkedett expresszids szintje tobbnyire
korrelal a tumor gradusaval [20, 21], valamint jelenlétiik negativan befolyasolhatja a betegség
progndzisat. Annak ellenére, hogy az utdbbi évtizedekben szdmos probalkozas tortént a Pgp
¢s az ABCG?2 funkcidjanak specifikus gatlasara, a klinikumban is biztonsagosan alkalmazhatd
megoldast még nem talaltak. A gydgyszer rezisztencidban szerepet jatszo transzporterek
katalitikus ciklusanak felderitése 1j, az eddigieknél hatékonyabb terapids eljarasok
kialakitdsahoz vezethet, melyek személyre szabott alkalmazasa a daganatos betegek

gyogyulési esélyeit jelentés mértékben ndvelheti.

Az ABC kazettas fehérjecsalad

Az ABC (ATP Binding Casette) fehérjék alkotjdk az egyik legnépesebb
fehérjecsaladot, melynek tagjai a baktériumoktol az emberig minden ¢éldlényben
megtalalhatoak [22]. Kozos jellemzdéjik az ATP-kotéhely szerkezetének nagyfoku
konzervaltsaga, valamint az ATP megkotésének és hasznositasanak hasonlosdga. Az ABC
fehérjéket harom konzervalt szekvencia motivum megléte jellemzi. Ezek az ATP-koto
fehérjékre alatlanosan jellemzé Walker A szekvencia (GXXGXGKS, ahol az X barmilyen
aminosavat jeldlhet), a Walker B szekvencia (hhhhD, ahol a h hidroféob aminosavat jeldl),
valamint a kizarolag az ABC fehérjékre jellemzd ,,ABC-signature” (LSGGQQ/R/KQR)
motivum (1. abra).

Az ABC-transzporterek altalanosan két szerkezetileg és funkcionalisan is eltérd
doménbdl épiilnek fel: a citoplazmaban elhelyezkedd, globuléris szerkezeti nukleotid-koto
doménbdl (NBD), amely a fehérje katalitikus centruma, itt torténik az ATP megkotése és
hidrolizise, biztositva ezzel az energiat a szubsztratok transzportjdhoz; valamint a membranba
agyazott transzmembran doménbdl (TMD), amely a szubsztrat-kotOhelyeket €s a szubsztrat
transzlokacios utvonalat alakitja ki.

A két NBD éltal kialakitott ATP-kotohelyekre a fehérjecsaladon beliil jellemzd a fent

emlitett nagyfoku evolucios konzervaltsag. Az NBD-k tartalmaznak egy Rec-A-szer(i béta-
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redés szerkezetet, amely magaba foglalja a Walker A (P-hurok) ¢és Walker B szekvencia
motivumokat, valamint egy f6leg a-hélixekbdl all6 szubdomént, melyben az ABC ,,signature”
motivum, valamint a Q- és H-hurkok taldlhatok meg [23, 24]. Szamos ABC fehérjében, pl. a
Pgp-ben is megfigyelhetd mindkét NBD-ben egy N-termindlis elhelyezkedésli aromas
aminosavat tartalmazo hurok (A-hurok), amely szerepet jatszhat az ATP adeninjének
megkétésében [25]. Erdekes modon az ABCG2-b6l az A-hurok hiényzik. A két ATP
meg, melyben az egyik NBD-ben 1évé A-hurok, Walker A, Q-hurok, Walker B ¢és H-hurok a
masik NBD ,,ABC-signature” ¢és D-hurok motivumaval kozosen alakitja ki az egyik
nukleotid-kotéhelyet (NBS1: Nucleotide Binding Site 1) (1. B abra), mig a masik kotohely
(NBS2) ennek a tiikorképe.

A

RecA-szerl
szubdomén
a-hélix
szubdomén
Walker-A Walker-B
A-hurok Q-hurok ABC b hurok H-hurok
siganture
motivum
Ve
«’: A-hurok
a-hélix Z B ¢
szubdomén "\ .Y 2 h 3
(’ <\% [ f RecA-szer(
{, : szubdomén

ABC signature
motivum

1. abra: A nukleotid-kito domének (NBD-k) konzervdlt szekvencia motivumai. Az NBD-k Rec-A-
szerti béta-redos szerkezetében foglalnak helyet a Walker A (P-hurok) és Walker B szekvencia
motivumok. Az un. ABC ,,signature” motivum, valamint a Q- és H-hurkok egy féleg a-hélixekbdl allo
szubdoménben talalhatok. Orelle és mtsai munkdja alapjan [26].
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A TMD-k altaldban 6 membranon ativel6é a-hélixbol épiilnek fel. Egy funkcioképes
ABC fehérje tobbnyire legalabb két NBD ¢és két TMD egységbdl all. Az ABC fehérjék
csoportosithatok domén szerkezetiik alapjan, igy megkiilonboztetiink teljes transzportereket,

fél-transzportereket és nem transzmembran fehérje tipusit ABC fehérjéket (2. abra).

ABCE1
ABCF1

ABCB1 ABCG2 ABCG5/ABCGS
(Pgp) TAP1/TAP2

2. dbra: Az ABC transzporterek domén szerkezetiik alapjan torténd csoportositisa. Az ABCBI a
teljes transzporterekhez (A), a homodimer ABCG2 (B), valmint a heterodimer ABCG5/ABCGS és
TAP1/TAP2 a fél-transzporterek csoportjaba tartozik (C). A nem transzmembran fehérje tipusu ABC
fehérjék csoportjanak képviseloi az ABCEI és ABCFI (D)[27, 28].

Az ABCE ¢és ABCF csalad képvisel6i TMD nélkiili ATP-kot6 domének, melyek
nagyobb fehérje komplexek részeként a fehérjeszintézist és expressziot regulaljak [18]. Abban
az esetben, ha egyetlen polipeptid lanc tartalmazza mind a négy domént (2 NBD ¢és 2 TMD),
teljes transzporterekrdl beszéliink, ilyen példaul a huméan Pgp. A fél-transzporterek csak egy
TMD ¢és egy NBD egységbdl allnak, igy a miikodoképes fehérje két polipeptidlanc homo-
vagy heterodimerizacidjaval jon létre. Ilyen fél-transzporter példaul a human ABCG2
(homodimer), a human TAP1/TAP2 (heterodimer) vagy a Staphylococcus aureus multidrog
efflux transzportere a Savli866 (homodimer), amely a humén Pgp homoldgja [29].
Prokaridtak esetében eléfordulhat, hogy a négy domént kiilon gének kodoljak, amelyekrdl
atirodo fehérjék funkcionalisan aktiv transzporterré oligomerizalédnak a membranban [30-

32].

A human ABC fehérjék és a hozzajuk kapcsolodo betegségek

A human genomban 48 ABC fehérjét kodolo gént azonositottak [33, 34], melyeket
hét alcsoportba (ABCA-ABCG) soroltak aminosav szekvencia homoldgidjuk alapjan. A

legtobb ABC fehérje transzmembran fehérje és a plazmamembranban vagy sejtorganellumok

12



membranjaban kifejezédve kiilonbozo ionok vagy molekuldk transzportjaban vesz részt [35].
Talalkozhatunk olyan fehérjékkel, amelyek ioncsatornaként mitkddnek, mint példaul az
ABCC7/CFTR (cisztikus fibrézis transzmembran konduktancia regulator), mely egy ATP-
fliggd klorid-ion csatorna [36] vagy ioncsatorna fehérjék miikodésének szabalyozasdban
vesznek részt, mint példaul az ABCC8/SURI (szulfonilurea receptor 1), amely a
hasnyalmirigy B-sejtjeiben a Kir6.2 kalium-ion-csatorndk ATP-fiiggd kapuzasaban jatszik
szerepet [37]. Az ABC transzporter csalad mas képviseldi részt vesznek tobbek kozott az
MHC I-fiiggd antigén prezentacioban (TAP1/TAP2), a lipid anyagcserében (pl. ABCA1), a
hugysav szervezetbdl torténd eltavolitdsaban (ABCG2), valamint szdmos, a majban keletkezd
gliikuronid és glutation konjugatum epébe torténd kivalasztdsaban (pl. ABCC1) [38].

A huméan ABC fehérjéket lokalizaciojuk alapjan is csoportosithatjuk. Talalunk olyan
ABC transzportereket, amelyek a plazmamembranban fejezddnek ki (Pgp, ABCG?2),
olyanokat, amelyek az endoplazmatikus retikulum (ER) membranjadban expresszalédnak, mint
példaul a TAP1/TAP2 heterodimer [39], illetve a peroxiszomak membranjaban pedig az
ABCDI1 lipid transzporterrel talalkozhatunk [40]. Az ABCB7, az ABCBS8 ¢és az ABCB10
pedig a mitokondriumok membréanjaban bonyolitanak transzport folyamatokat [41-43].

Ezek alapjan belathatd, hogy az ABC transzporterek szamos élettani folyamatban
kulcsfontossagli szerepet toltenek be, ebbdl addddéan tobb oOrokletes betegség kothetd az
aktivitasuk vagy expresszidjuk csokkenéséhez vezetd mutaciokhoz (1. tablazat) [33, 44].
Szamos ABC fehérje, pl. az ABCAl, ABCB4, ABCBI1, valamint az ABCDI a
lipidanyagcsere fontos szerepldje. Az ABCAIl fiziologids korilmények kozott a
foszfolipideket ¢s a felesleges koleszterint exportalja a sejtekbdl. A transzporter mutacioi az
autoszomalis recessziven 0©roklodo Tangier betegséget okozzak, amely kovetkeztében
karosodhat az apolipoprotein A-1 (ApoAl) képzddése, alacsony HDL (high density
lipoprotein) szintet eredményezve, valamint koleszterin észterek felhalmozodéasat a
makrofagokban és egyéb retikuloendotelialis sejtekben (pl. manduldkban, nyirokcsomokban,
csecsemOmirigyben vagy a lépben) [45]. A betegség kovetkeztetében megnovekszik az
ateroszklerdzisra, valamint a sziv- és érrendszeri betegségekre vald hajlam. Az ABCDI1
zsirsavakat transzportal a peroxiszomokba, ahol azok lebontasra keriilnek. A fehérje
mutacioja kovetkeztében hosszi szénlanct zsirsavak halmozodnak fel tobbek kozott a
kozponti idegrendszerben, demielinizaciot, illetve neurodegeneracidt okozva, amely az
adrenoleukodisztrofia korkép kialakulasat eredményezi [46].

Kiilonb6z6 ABC transzporterek végzik a hepatocitakbol az epesok, foszfatidilkolin

(PC), koleszterin, valamint kiilonféle endobiotikumok ¢€s xenobiotikumok epébe torténd
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transzportjat. Az ABCB4 a hepatocitak kanalikularis membréanjaban expresszalodik és a PC
epébe torténd kivalasztdsdban vesz részt, melynek fontos szerepe van az epesok majkarositd
hatasanak kivédésében. A transzporter mutdcidja hdrmas tipusi progressziv familidris
intrahepatikus kolesztazist eredményezthet. A korkép elOrehaladott allapotaban maj
transzplantacid nélkiil haldlos kimenetelli lehet [47]. Az ABCBI11 epesokat exportal a
hepatocitakbol az epébe. Funkciovesztése kettes tipusu familidris intrahepatikus kolesztazis
kialakulasdhoz vezethet, amelyet toxikus epesok felhalmozodasa jellemez a hepatocitakban.
Az ABCC2/MRP2 funkcidvesztéses mutacidja Dubin-Johnson szindromat okoz, amely a vér
bilirubin szintjének jelentds emelkedésének kovetkeztében sargasaghoz vezethet [48].

Az ABCCE6 fiziologidsan ATP-t szallit a majsejtek bazolateralis membranjan keresztiil
a maj szinuszoidjaiba, ahol az ATP pirofoszfattd (PPi) alakul, amely a kotészoveti
meszesedés jol ismert gatloja [49]. A transzporter mutacidja a Pseudoxanthoma elasticum
betegséget okozza, amely soran jelentésen csOkken a PPi-koncentraciéja a vérben, ami
hidroxiapatit-csapadék képzddésén keresztiil érrendszeri és lagy szoveti kalcifikaciot
(elmeszesedett elasztikus rostok) eredményez. A bdéron papuldk, a retinan pedig angioid
csikok keletkezhetnek, amelyek szubretinalis neovaszkularizacioval tarsulva vérzések soran a
centralis 1atas részleges vagy teljes elvesztéséhez vezethet [50].

Az ABCA4 fehérje defektusa tehetd feleldssé a Stargardt betegség autoszomalis
recessziv médon 6roklédé formajaért. A betegségben fiatalkori makula degeneracio, sargés
foltozottsag ¢€s atrofias elvaltozasok figyelhetdek meg a makuldn, valamint a centralis 1atés
csokkenése tapasztalhatd a toxikus retinol szdrmazékok felhalmozodasa miatt. A betegség
sulyosabb formaiban akar vaksag is kialakulhat [51].

Az ER membranjaban expresszalodo  ABCB2/ABCB3 (TAP1/TAP2) heterodimer
alkotja a TAP komplexet, amely 8-15 aminosavakbol allo peptidek citoplazmabol az ER
lumenébe torténd transzportjaban vesz részt. Az ER lumenében a peptidek MHCI
molekulakkal komplexet alkotnak, majd a sejtfelszinre jutva fontos szerepet toltenek be az
antigén prezentacioban [39]. A TAP komplex barmelyik alegységét kodolod gén mutacidja az
antigén feldolgozas karosodasahoz, valamint az MHCI expresszid csokkenéséhez vezet a
limfocitak felszinén. Az ebbdl eredd karosodott immunvalasz bakteridlis fertézésekre valo
fokozott fogékonysagot eredményez [52-54].

A mukoviszcidézis/cisztikus fibrézis (CF), amely a kaukdzusi populdcidban az egyik
leggyakoribb 6roklodd betegség, egy tobb szervet érintd korkép, amely a cisztas fibrozis
transzmembran konduktancia szabalyozd fehérje (CFTR, ABCC7) funkciovesztéses

mutacioihoz kapcsolodik, melyet leggyakrabban a NBDI1-ben talalhatdé F508 aminosav
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delécidja eredményez. Ez a defektus a fehérje rendellenes feltekeredéséhez, majd a
proteaszomakban torténd lebomlasahoz vezet, ami a funkcionalis CFTR klorid-ion csatorndk
hidnyat eredményezi az epitél sejtek apikalis membranjaban [36]. A CFTR fiziologidsan a
tiidobronchusok, -bronchiolusok €s egyéb szervek (pl. vékonybél, hasnyalmirigy, ivarszervek)
epitél sejtjeinek membranjdban expresszalodo, ATP-hidrolizis és cAMP-fiiggé foszforilacio
altal kapuzott klorid-ion csatorna. CF betegekben a horgdk epitélsejtjei altal kivalasztott
valadék iondsszetétele megvaltozik, amely viszkozus nydk felszaporodasdhoz vezet a
légutakban. A koncentralodott nyak taptalajként szolgalhat kiilonb6z6 baktériumok szamara.
A CF egyik {6 tlinete a stlyos, visszatérd léguti fertézés, amelyet a légtak felszinét boritod
nyak rendellenes Osszetétele és az ennek kovetkeztében csokkent ,,mukocilidris clearance”
okoz [55].

Az itt bemutatott betegségek tobbségét egy ABC fehérje rendellenes feltekeredése
okozza, ami proteaszomalis lebomlashoz és a fehérje csokkent sejtfelszini expresszidjahoz
vezethet [56]. Ennek kikiiszobolése érdekében kiilonféle kémiai korrektorokat fejlesztenek,
mint példaul a 4-PBA (4-phenylbutyric acid), VX-809, trimetilamin-oxid (TMAOQO), polietilén-
glikol (PEG), amelyek alkalmasak lehetnek tobb hibas ABC fehérje mitkodésének javitasara
[57-60]. A krio-elektronmikroszkopia (krio-EM) fejlodése lehetdvé teszi, hogy szerkezeti
betekintést nyerjiink az ABC transzporterek mellett a kémiai chaperonok miikodésébe is [56,

61], ami megalapozhatja 1j, hatékonyabb kémiai korrektorok szerkezetalapt fejlesztését.

1. tablazat: A humdn ABC fehérjékhez kapcsolodo betegségek

Név Hagyo-
(egységes manyos Feltételezett funkcié Kapcsolodé betegség
nevezéktan) | elnevezés
ABCAI ABCI foszfolipid- és koleszterin Tanglrer-betegseg, Fam111ar1§ HDL’h1any,
transzport érelmeszesedés, Alzheimer kor
. Ujsziilottkori RDS (surfactant hiany),
ABCA3 ABC-C foszfolipid transzport tiid6fibrozis, velesziiletett sziirkehalyog
ABCA4 ABCR N—ret1n11-PE tr’anszportja a Starga.rd't' betegse g, retinitisz plgm?ntoza,
retindba id6éskori makula degeneracio
ABCA7 ABCX koleszterin transzport Alzheimer kor
ABCA12 - keratinocita lipid transzporter | Harlequin ichtidzis, lamellaris ichtiozis
ABCAI3 skizofrénia, b1polar1.sr depresszio,
depresszid
ABCBI1 Pgp, MDR1 xenobiotikum export multidrog rezisztencia (MDR)
MHC I-tipust Immundeficiencia, Inzulinfiiggé diabetes,
ABCB2 TAPI antigénprezentacio Bechterew-kor, arthritis kockazat
MHC I-tipust Immundeficiencia, Inzulinfiiggé diabetes,
ABCB3 TAP2 antigénprezentacid Bechterew-kor, arthritis kockazat
ABCB4 MDR3 foszfatidil-kolin szekrécio az Progressziv familiaris intrahepatikus
(PGY3?) epébe kolesztazis-3
ABCB6 mitokondrialis porfirin letalis Ujsziilottkori metabolikus
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transzport szindroma (?)
ABCB7 ABC7 mitokondridlis porfirin szideroblasztos anémia és ataxia
transzport
progressziv familiaris intrahepatikus
BSEP, sister o g . . kolesztazis 2 (PFIC2), terhességi
ABCBII Pgp kanalikularis epes6 szekrécio intrahepatikus ko(lesztézi)s, Uj szﬁlét%kori
1égz¢ési distressz-szindroma
szerves anionok,
ABCC1 MRPI1 gliikuronidok és szulfatok multidrog rezisztencia (MDR)
exportja
ABCC2 MRP2 anionok szekrécidja az epébe Dubin-Johnson szindréma
ABCC5 MRP5 Clkhku(scguMk}f’OC“(‘}iﬁ;r)“ZpO“ Orskltt hipertrichozis
ABCC6 MRP6 ATP transzport Pszeudoxantoma elasztikum
Cisztikus fibrozis, pankreatitisz,
ABCC7 CFTR kloridcsatorna (regulator) bronchiectazia, kongenitalis bilateralis
vas deferens hiany
ABCCS SURI /?g;{;%‘%(; I;:r;kizzt:zr%a Gyermekkori fa.milié.ris’ hiperinzulinémiés
o hipoglikémia
sejtjeiben
ABCC9 SUR2 ATP fligg6 K+ csatora Cantt: szindréma
szabalyozasa
peroxiszoémalis zsirsav Adrenoleukodisztrofia,
ABCDI ALDP transzport adrenomieloneuropatia
ABCD2 ALDLI peroxiszoémalis zsirsav Adrenoleukodisztrofia, Zellweger-
transzport szindroma
peroxiszomalis zsirsav
ABCD3 PMP70 transzport (dikarboxil- Hepatosplenomegalia, majbetegség
zsirsavak)
ABCD4 PMP69 lizoszomalis kobalamin és A BI2 Vitarpin metabolizmus
B12 transzport velesziiletett zavara
ABCG2 BCRP hugysav transzport K&szvény, hiperurikémia, MDR
ABCGS3, szterolok szelektiv Szitoszterolémia, szivkoszoriér-betegség,
ABCGS8 i transzportja epekd

Az ABCG?2 és ABCBI gének és szabalyozasuk

Az ABCQG alcsaladba tartozd6 human ABCG2 fehérjét kodolo gén a 4-es kromoszéma

hosszu karjan talalhato (4q21- 22), tobb mint 60 kb nagysagua, 16 exon és 15 intron épiti fel. A
promotere nem tartalmaz TATA boxot, azonban szamos Spl (szelektiv promoter faktor 1:GC
bokszokat tartalmazé promoter régioju gének transzkripcidjdhoz sziikséges), AP1 és AP2
(Aktivator protein-1-2) kotOhelyet taldlunk, amelyeket mas ABC-fehérjék esetén is
megfigyeltek [62]. Az ABCG2 gén expressziojanak szabalyozasi utvonala még nem teljesen
tisztazott. Valoszinlsithetd, hogy a hipoxianak [63], a nemi hormonoknak [64], valamint a
DNS metilacidjanak is szerepe van az ABCG2 gén szabalyozasaban [65].

A human Pgp az ABC fehérjék B alcsaladdjanak elsé tagja (ABCBI1), melyet a 7-es
kromoszoma hosszu karjan (7q21.1) talalhato ABCBI (MDRI) gén kodol [66]. Az ABCBI
gén tobb, mint 100 kb nagysagu, amely 28 intront és 29 exont tartalmaz [67]. Az ABCG2-hoz

hasonléan az ABCB1 promotere sem tartalmaz TATA box-ot, amely hidnyaban a

16



transzkripcid az ugynevezett iniciator (Inr) elemrdl indul [68]. Ezen kiviil taldlhatunk még a
TATA-box nélkiili promoéterekre jellemzd szekvenciak koziil GC-boxokat, amelyekhez az Sp
csalad tagjai (Spl és Sp3) kotddnek [69]. Az ABCBI kifejezddésének szabalyozasaban
feltehetdleg fontos szerepet kapnak kiilonféle tumor szupresszorok, onkogének, hdsokk-

faktorok, hipoxia-indukalta faktorok, illetve magi receptorok is [70-74].

Az ABCG?2 és Pgp szerkezeti felépitése

Az ABCQG2 egy 72-kD nagysagu, 665 aminosavbol felépiild ,,féltranszporter”, amelyet
egy N-terminalisan elhelyezkeddé NBD és egy C-termindlis 6 transzmembran a-hélixbdl
felépiild TMD alkot (3. A abra), melybdl a funkcidképes transzporter homodimerizacioval

jon 1étre [75].

A )

ABCG2
(MXR, BCRP)

EC tér

IC tér
COOH

TMD

B

ABCB1
(MDR1, Pgp)

3. dbra: Az ABCG?2 (A) és a Pgp (B) membrdn topologidja. A két transzporterben kiilonbozo az NBD-
k orientacioja, a fehérje N-terminalisan helyezkedik el az ABCG2-ben, mig a C-termindlison talalhato
a Pgp-ben. A kép forrasa: Varadi és mtsai munkaja [76] alapjan modositva.

A Pgp egy 170 kDa tomegii, 1280 aminosavbol allo ,,teljes transzporter”, melyben egy
polipeptidlanc tartalmazza a két egyenként hat transzmembran szegmensbdl felépiilé TMD-t
¢és a két NBD-t (3. B abra). A fehérje két fele, melyeket egy 75 aminosavbol allo flexibilis
linker kapcsol 6ssze [77, 78], nagyfoku aminosav szekvencia homoldgiat mutat [79]. Ez
alapjan valosziniisithetd, hogy a Pgp egy 0Osi féltranszporterbdl jott létre génduplikécids
[82].
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Szamos ABC transzporter kristadlyszerkezete, valamint biokémiai ¢€s biofizikai
kisérletek alapjan valosziniisithetd, hogy az eukariota ABC transzporterek mitkodésiik soran
hasonl6 konformécios allapotokat vesznek fel [83-86]. Ezek az intracellularis tér felé nyitott,
,befelé nézd” (,,inward facing”, IF) és az extracellularis tér felé nyitott, ,kifelé nézd”
(,,outward facing”, OF) konformaciok. ATP-mentes koriilmények kozott a két NBD
disszocialt, mely az IF TMD konformaciot eredményezi, amelyben az ABCG2 ¢és a Pgp
forditott ,,V”* alakot formal, kozépen egy nagy lireggel, ahol a fehérjék szubsztrat-kotd zsebe
hozzaférhetd a membran belso rétege €s az intracellularis tér feldl is a szubsztratok szamara.
Nukleotid kotddést kovetden a két NBD dimerizacidjaval 1étrejon az intracelluléris tér feldl
zart, de az extracellularis tér felé nyitott OF konformer, amelynek szerepe a szubsztratok
eltavolitasa az extracellularis tér felé [87-89].

A membranfehérjék rontgendiffrakcids szerkezetmeghatarozasa még mindig kihivast
jelent, bar az elektronmikroszkopos (EM) szerkezet vizsgalatok alternativat jelenthetnek.
Azonban érdemes megjegyezni, hogy ezzel a technikdval lényegesen alacsonyabb feloldas
¢rhetd el, és nem kapunk 3D struktirdkat [90]. A kozelmultban a krio-EM technika
tokéletesitése kozel atomi szintre novelte a feloldast [91], amely igy mar megkozeliti a
rontgen krisztallografia feloldasat. Ezért a krio-EM technika hatékony modszerként szolgéalhat
a nehezen kristdyosithaté membranfehérjék szerkezetének felderitésére.

Az elsé alacsony felbontdsi ABCG2 szerkezeti adatok a tisztitott fehérjék EM
analizisébdl szarmaztak [92, 93]. Ebben a tanulmanyban az ABCG2 (R482G) pontmutalt
valtozatat vizsgaltak, amely kiszélesiti az ABCG2 szubsztrat specifitast, lehetové téve olyan
anyagok szallitasat, mint az antraciklinek [92], vagy a rodamin 123 festék [94]. A fent emlitett
vizsgalatban az R482G-mutans ABCG2-t rovarsejtekben expresszaltak és detergens extrakcio,
valamint kromatografia kombinacidjaval izolaltak olyan koriilmények kozott, amelyek
valosziniileg megdrizték a fehérje nativ szerkezetét. Az ABCG2 szerkezetének felderitésében
a kovetkezd allomas az ABCG2 molekula modellezése volt, kiillonb6zé ABC transzporterek
nagyfelbontast IF kristadlyszerkezeteinek felhaszndlasaval. Eleinte a bakterialis multidrog
transzporterek, példaul az Escherichia coli lipid A transzporter (MsbA) és a Sav1866 [95, 96]
szerkezetét hasznaltak, annak ellenére, hogy szekvencia homologiajuk rendkiviil alacsony
mértéki, illetve ismert kiilonbségek is vannak a domén szervezddésiikben. Amint elérhetévé
valt, az ABCG2-hoz jobban hasonlité human ABCGS5/GS8 kristalyszerkezetét alkalmaztdk
homologia modellekben [97]. Ezek a vizsgalatok egy citoplazma fel¢é néz6 homodimert
mutattak ki, nagy kozponti iireggel, amelyet a TMD hélixek szegélyeznek. Késobb a krio-EM

technika fejlédésének koszonhetden sikeriilt azonositani az ABCG2 citoplazma felé néz6 5D3
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Fab kotott allapotat. A teljes felbontas 3,8 A volt, ami az NBD-ket leszamitva elegenddnek
bizonyult a fehérje de novo szerkezetének felépitéséhez [98]. Az NBD-k feloldasahoz a
szerzok a rendelkezésre allo ABCGS5/ABCGS8 homoldgia modellt alkalmaztak [86]. Késdbb
ugyanez a csoport kozzétett egy tjabb tanulmanyt [99], amelyben az ABCG2 MZ29-et kotott
szerkezetét vizsgaltak. Az MZ29 egy szelektiv ABCG2 inhibitor, mely a Ko143 szarmazéka.
A transzporter szerkezetének felbontasat 3,1 A-re novelték az ABCG2 5D3 Fab (egy ABCG2-
specifikus antitest Fab fragmentuma) altali stabilizalasaval. Ez a felbontas elég jo volt az
NBD-k 3D-s de novo szerkezetének felépitéséhez, amely kordbban kudarcot vallott [98]. Az
ATP-fiiggd konformdacio valtozdsok nyomonkovetésére Manolaridis és mtsai. egy mutans
transzporter varianst alkalmaztak [100]. A ,katalitikus glutamat” cseréje a katalitikus
centrumban (E211Q mutaci6 ABCG2 esetén) drasztikusan csokkenti az ABC fehérjék ATP
hidrolizis aktivitasat, valamint eldsegiti a fehérje ATP kotott allapotban vald csapdazasat. Két
szerkezetet elemeztek krio-EM segitségével: a mutalt ABCG2 6sztron-3-szulfat-kotott (E1S;
ABCG2 szubsztrat), valamint ATP-kotott szerkezetét (3,6 A és 3,1 A felbontassal). A
szubsztrat-kotott ATP-mentes ABCG2 komplex IF szerkezetet mutatott (4. A abra, bal oldali
szerkezet), hasonldan a korabbi szerkezetekhez [98, 99]. Ezzel szemben a ,katalitikus
glutamat” mutdns ABCG2 ATP-kotott szerkezete jelentsen eltért a korabbiaktol. Két ATP-
molekula kétéddése az NBD-k 35°-os elfordulasat eredményezte, ami lehetové tette a két NBD
dimerizécidjat (4. A abra, jobb oldali szerkezet). Azonban meg kell jegyezniink, hogy a
katalitikus glutamat mutacioja befolydsolhatja az ABC transzporterek konformacio
véltozasainak energetikajat. Igy el6fordulhat, hogy az E211Q mutans ABCG2 ATP

jelenlétében megfigyelt allapota nem reprezental valddi katalitikus intermediert [101, 102].
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IC oldalrdl IC oldalrol IC oldalrol IC oldalrol
nyitott zart nyitott zart

4. abra: Az ABCG2 (A) és Pgp (B) intracelluldris oldalrol nyitott- és intracellularis oldalrol zart
konformadcioi. Mindkét transzporter valdszintisithetéen egy nukleotid mentes, intracellularis oldalrol
nyitott (IF), illetve egy nukleotid kétott, intracellularis oldalrol zart (OF) konformacio kozoétt fluktual
katalitikus ciklusa soran [100, 103, 104].

A human Pgp szerkezetérdl és topologiajardél az ABCG2-hoz hasonldan eleinte csak
alacsony felbontasi EM-os [89, 105, 106] felvételek alltak rendelkezésre. A Pgp esetében
fontos mérfoldkd volt a Sav1866 bakteridlis ABC transzporter kristalyszerkezetének
meghatarozasa [107], mivel a homodimer fehérje 12 transzmembran hélixszel rendelkezik,
amely egyezést mutatott a Pgp EM vizsgalatainak eredményeivel. A Sav1866 fehérjét ATP-
kotott OF konformacios allapotban kristalyositottak, amelyben az NBD-k szoros kapcsolatban
vannak, a TMD-k pedig egy kozponti lireget alkotnak. Ebben a konformacioban a TMD-k
altal koriilvett kozponti lireg zart a lipid kettdsréteg belsd lemeze feldl és a citoplazma
iranyabol, azonban nyitott a kiilsé membran szegmens felé¢ és az extracellularis tér iranyaba
[107].

2007-ben meghataroztdk az MsbA ABC fehérje kristalyszerkezetét nukleotid-mentes
¢s nukleotid-kotott allapotban is. Ez alapjan valdsziniisitették, hogy a nukleotidok kétddése a
transzmembran (TM) hélixek atrendezddését okozza és modositja a transzporter feltételezett
szubsztrat-kotd zsebének hozzaférhetdségét a IF allapotbol az OF konformacioba [108].
Néhany év mulva meghatdroztdk a huméan Pgp-vel 87%-o0s homologiat mutaté egér Pgp
kristalyszerkezetét is az ATP-mentes IF allapotban, valamint azt is bizonyitottak, hogy ebben

az allapotban a transzporter képes a szubsztratok megkotésére [85, 109]. Egészen a
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crcr

(CmABCBI a Cyanidioschyzon merolae-bol) 2019-ben jelent meg [109].

Az ABCG?2 ¢s a Pgp nagyfelbontast krio-EM struktirak megerdsitették a tobbi ABC
transzporter kristalyszerkezete alapjan varhato konformacio valtozasokat [83, 84, 110, 111].
Mindazonaltal fontos megjegyezni, hogy a krio-EM technika altal azonositott konformerek a
teljes katalitikus ciklus pillanatképeit képviselik csupan. A szerkezeti adatok birtokaban
rendkiviil fontos lehet olyan biokémiai vagy biofizikai vizsgdld ~moddszerek
alkalmazasa/beallitasa, amelyek lehetové teszik a kiilonbozo katalitikus intermedierek kozotti

atmentek tanulmanyozasat is.

Transzmembran domének és a szubsztrat kotés

Az ABC transzporterek szubsztrat-kotdhelyeit, valamint drog transzlokaciods Gtvonalat
kialakito6 TMD-kben sokkal kisebb mértékli az aminosav szekvencia azonossag, mint az
NBD-kben. P¢éldaul a Pgp és az ABCG2 TMD-i egyaltalan nem mutatnak szekvencia
hasonlésagot, pedig a két transzporter szubsztratspektruma részben atfed.

A Pgp-ben a TMD-k két, egyenként 6 TM hélixbdl allo koteget formalnak, ahol az
elsd koteget a TM 1, 2, 3, 6, 10 és 11 hélixek, mig a masodik koteget a TM 4, 5, 7, 8,9 és 12
hélixek alkotjdk. A TM hélixek egy kb. 6000 A3 méretii szubsztrat-kotd iireget (zsebet)
hoznak létre a membranban [85], amelynek kialakitasaban fontos szerepe van az 5-6s és 8-as-,
valamint a 3-as és 11-es TM hélix-parok kothelyet bélelé aminosavainak (5. abra) [112]. A
hidrofob szubsztratok plazmamembranbdl torténd bejutasat vélhetdleg a 4-es és 6-os, illetve a
10-es ¢és 12-es TM hélixek altal kialakitott kapuk segitik eld, amelyek a legszélesebb pontnal
9 A szélesek [85].
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5. abra: A Pgp TM hélixei daltal kialakitott kozponti szubsztrdat-kotd iireg feltételezett elhelyezkedése
(A-B) és felépitése (C-D) a Pgp inhibitor QZ59-RRR (A, C) és QZ59-SSS (B, D) kiotidésén keresztiil
bemutatva. A szubsztrat-kéto tireget valosziniileg a TM3, TM5, TMS és TM11 hélixek alakitiak ki,
melyeket az dabran piros szinnel tiintettiink fel. A hidrofob szubsztratok bejutdasi kapuit a
plazmamebranbol feltehetoleg a kék szinnel jelolt TM4, TM6, TM10 és TM12 biztositiak. A kep
forrasa: Stephen G. Aller és mtsai munkdja [85] alapjan modositva.

A fehérje szubsztrat-kotdé zsebe méreténél fogva legalabb két szubsztrat molekula
szimultdn megkotését teszi lehetdvé. A szubsztrat-koto iireget foleg hidrofob és aromaés
aminosav oldallancok alkotjak, néhany polaris aminosav, valamint két potencialisan toltott
aminosavtol eltekintve.

Az ABCG2 homodimer teljes szimmetridt mutat, hiszen a fehérjében minden
szerkezeti elem kétszer ismétlodik. A TMS és TM6 kozott az ABC transzporter csalad tobbi
tagjahoz képest egy sokkal hosszabb extracellularis hurok (EL3) figyelhetd6 meg (6. abra)
[113]. Ezen a hurkon az 596-os pozicidban 1évé aszpargin N-acetil-glilkdzamin altal
modositott funkciondlis N-glikozilaciét tartalmaz, ami azonban, gy tinik, hogy a fehérje
lokalizacioja és fizioldgids funkcidja szempontjabol nem tolt be nélkiilozhetetlen szerepet
[114, 115]. Szintén itt taldlhatdé 603-as pozicidban 1éve cisztein, ami szimmetrikus
intermolekularis diszulfid kotés kialakitasaban jatszik szerepet a fehérje homodimerizacidja
soran, azonban a miikddéséhez szintén nem elengedhetetlen. Az 592-es ¢és 608-as pozicidban

talalhatd ciszteineknek pedig valdsziniileg intramolekulédris kotések Iétrehozasdban van
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szerepe [116]. Erdekes modon ezen aminosavak befolyasoljak az ABCG2 lokalizacidjat és
transzport funkcigjat is [116]. A szubsztrat bejutasi kapukat feltehetéleg a TM1 A397, V401
¢s L405 aminosavai, illetve a TM5 L539, 1543 és F546 aminosavai kozosen alakitjak ki (2.
tablazat). A QIl41 hidrogén kotésen keresztiil szoros kolcsonhatasba 1ép az NI158
aminosavval. Ugy gondoljak, hogy ez a kapcsolat a fehérje szerkezetét tekintve fontos, mivel
a Q141 polimorfizmusa ABCG2 diszfunkciot és ezaltal hiperurikémiat és kdszvényt okozhat

[117].
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6. abra: Az ABCG?2 szerkezete és funkcidja szempontjabdl fontos aminosavak elhelyezkedése. A
megjelolt aminosavak feltételezett szerepét a 2. tablazat mutatia be. Az ABCG?2 katalitikus centrumat
az egyik monomer Walker A, Q-loop, Walker B és H-hurok szekvencidi, valamint a masik monomer C-
signature és D-hurok szekvenciai alkotjak. A TMD-n beliil a hidrofob szubsztratok membran belépési
helyét a TM1 és TM5 z6ld szinnel jelolt aminosavai reprezentaljak. A szubsztrat megkotésében részt
vevd aminosavak barnaval vannak jelolve. Az EL3-ban a diszulfidhidakat kialakito ciszteineket sziirke,
az N596 pozicioban lévo glikolizacios helyet pedig sotétsziirke szinnel tiintettiik fel. Az abra Benndorf
és mtsai munkaja [118] alapjan késziilt.
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2. tablazat: Az ABCG?2 felépitése és miikodése szempontjabol fontos aminosavak

Aminosav pozicio Feltételezett funkcioé Citacio
TM1-en 1év6 oldallancok, amelyek biztositjak a membranban a TM1
A397, V401, L405 és TMS5 kozott a szubsztrat bejutasi kapukat [99]
N436 szubsztrat 0sztron-3-szulfat kotés H-kotéssel [100]
F439 szubsztrat 0sztron-3-szulfat kotés [100]
R482 mutacid szubsztrat specificitas modosulast eredményez, H-
R482 kotés a S521-gyel a TM4-en [94, 98]
TM5a-n 1év6 oldallancok, amelyek biztositjak a membranban a TM1
L339, 1543, 546 és TMS5 kozott a szubsztrat bejutasi kapukat [99]
1554, L554" Leucin dugo, szubsztrat kdtésben jatszott szerep [98-100]
1555 Struktaralis szerep, LS55A mu’Eacm diszfunkcionalis fehérjét [100]
eredményez
C592 Intramolekularis diszulfid kotés a C608-cal [98, 116]
N596 Funkcionalis N-glikozilacios hely, GlcNAc kotés [98, 115]
C603 Intermolekularis diszulfid kotés a C603-mal [98, 116]
C608 Intramolekularis diszulfid kotés a C592-vel [98, 116]

Az ABCG2 5D3-kotott, citoplazma felé nézd krio-EM szerkezete alapjan két
szubsztrat-kotd iireget valosziniisitenek: egy nagy citoplazmatikus oldali ireget (1. iireg),
amelyet a kdzponti négy transzmembran hélix (TH2, THS, TH2’ és THS’) hatarol, és egy
masik az extracellularis térhez kozelebb elhelyezkedé iireget (2. iireg) (7. abra) [98]. Ugy
gondoljak, hogy az 1. iireg alkotja a kotOhelyet a lapos, policiklusos ¢és hidrofob
tulajdonsagokkal rendelkez6 ABCG2 szubsztratok szamara, felépitésének ¢és aminosav
Osszetételének (tobbnyire hidrofob aminosavak) koszonhetden. Az extracellularis oldalon
talalhato sokkal kisebb 2. iireget a TMD-k, valamint a TMS és TM6 kozott talalhatd EL3
kozosen alakitja ki. Ez az lireg nem hozzaférhetd (zart) az extracellularis tér fel6l az ABCG2
IF konformécidjaban, illetve érdekes moddon nem taldlhatdo meg az ABCG2/ABCGS
heterodimerekben. A 2. lireg belsd feliilete kevésbé hidrofob az 1. lireghez képest, ami
valdsziniileg alacsonyabb szubsztrat-kotd affinitast eredményez, és igy szerepet jatszhat a
szubsztratok extracelluldris térbe torténd felszabaduldsaban [99]. A két {iireget egy
»leucindugd” (L554 és L555) valasztja el egymastol, amely szoros hidrofob tomitést képez az
1. lireg tetején az IF konformacidban, megakadalyozva a szubsztratok bejutasat a 2. iiregbe
[97, 98]. Az IF konformacidt reprezentdld szerkezetekben, amelyeket szubsztratok vagy
inhibitorok jelenlétében azonositottak, az 1. lireget egy szubsztrat molekula (E1S), vagy pedig
egy-két inhibitor molekula (MZ29) foglalja el [119]. Az E1S molekula mélyen az 1. iireg
belsejében kotddik, majdnem féluton a membranban. Az ABCG?2 kétoldali szimmetridja miatt
a szubsztratok két lehetséges orientdcioban kotddhetnek, amit foként az N436 ¢és F439

oldallancok koordinalnak.
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7. abra: Az ABCG2 szubsztrdt és nukleotid kitése. Az ABCG2 szubsztrat-kotott (EIS: lila szinnel) IF
szerkezete (A), a feltételezett szubsztrat kétd tiregek (szubsztrat kotd idireg 1-2), illetve az azokat
elvalaszto leucin dugo (plug) (B). Az ABCG2-t felépité monomerek lila és narancsszinnel vannak
abrazolva. Az abra C részén az ATP-kotott NBD dimer szerkezete lathato, a kinagyitott panelen pedig
az ATP és Mg*" megkotésében szerepet jatszé konzervdlt aminosavak vannak feltiintetve. Az dbra
Kaspar P. Locher és mtsai [100] munkdja alapjan késziilt.

Szubsztrat kotodés, illetve a transzport kinetikai vizsgalatok alapjan feltételezheto,
hogy a Pgp-nek minimum harom vagy négy kiilonb6z6 drog-kétohelye van a szubsztrat-koto
iiregen beliil, amelyek kozott kiilonféle allosztérikus kdlesonhatasok lehetnek [120]. Ilyen a
H-hely, amely Hoechst 33342 (H33342), kolhicin ¢és ciklosporin A (CsA) megkotésére képes,
az R-hely, ami rodamin 123-, daunorubicin- és doxorubicin-specifikus, valamint a P-hely, ami
prazozin ¢és progeszteron felismerésére képes [121, 122]. Irodalmi adatok alapjan a rodamin
123 ¢és az LDS-751 képes szimultan kotddni a Pgp szubsztrat-kotd iiregébe [123]. Pozitiv
allosztérikus hatés valdszintisithetd a rodamin 123 és a H33342 esetében, mivel stimuldljak
egymds transzportjat [122]. A Pgp-hez hasonléan, antraciklinek (daunorubicin ¢és
doxorubicin) ABCG?2 4ltali transzport kinetikajat vizsgalva két kothely jelenlétét mutattak
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ki, amelyek alloszterikus kolcsonhatasokat mutatnak mas szubsztratokkal [124]. Azonban,
hogy ezeket a kolcsonhatasokat a térben elkiilonild szubsztrat-kotOhelyek kozotti
allosztérikus kolcsonhatéas alakitja-e ki [121], vagy a komplex szubsztrat-kotOhely mas-mas
oldallancdhoz kotddé szubsztratok kozotti kozvetlen kdlcsonhatas soran jonnek létre, még
nem tisztazott [125].

Rontgenkrisztallografids és krio-EM vizsgélatok kimutattdk, hogy a Pgp-ben a TM
hélixek altal kialakitott kotdiiregben a kiilonbozé szubsztratok eltérd, de részben atfedd
helyekhez kotddnek [109, 126, 127]. Szamos vegyiilet, koztiik a CsA, a tariquidar és a
valinomycin kotohelyei térben atfednek [109]. A szerkezeti adatokon kiviil cisztein
mutagenezis kisérleteket is alkalmaztak a szubsztrat kotésben részt vevd helyek azonositasara
[128, 129]. Transzport és ATPaz aktivitds mérések soran kimutattadk, hogy a szubsztratok
kolcsonhatasba 1éphetnek egy masodlagos kotohellyel, ha az elsddleges kotohelyet képezd
aminosavakat kicseréltek [112, 130-132]. A vizsgalatok alapjan az is elmondhat6, hogy a
szubsztratok képesek modositani a cisztein keresztkotések mintazatat, ami arra utal, hogy a
TM hélixek valtoztatjak alakjukat, orientacidjukat annak érdekében, hogy a kiilonbozd
struktaraval rendlekezd szubsztratok megkotéséhez alkalmazkodjanak. Egy adott szerkezetli
molekula kotédése a szubsztrat-kotohelyet kialakitdé transzmembran szegmensek specifikus
elmozdulésat eredményezheti, amely az un. ,,szubsztrat-indukalt illeszkedés” mechanizmus
alapja [133]. Igy a komplex szubsztrat-koté zseb szerkezetileg eltérd szubsztrat molekulakat
képes befogadni azaltal, hogy a TM szegmensek szubsztrat-specifikus rotacios és oldalirdnyu
mozgasa kovetkeztében kiilonbozd aminosav oldallancok vélnak elérhetové a zseb feliiletén
[133]. Ezek az eredmények aldtdmasztjdk a szubsztrat-kotd zseb Osszetett és flexibilis
természetét.

Valoészintsithetd, hogy a részben atfedd szubsztrat spektrum ellenére a Pgp és az
ABCG?2 szerkezeti kiillonbségei a szubsztrat transzlokacid6 mechanizmusaban is megjelennek
[134]. Tekintve, hogy a mind az ABCG2 mind pedig a Pgp rendkiviil széles szubsztrat
spektrummal rendlekezik, melynek eredményeként szubsztratok szazait képesek
transzportalni [75, 135, 136], a polispecifikus szubsztrat kotohelyek szerkezetének és
mukodésének feltérképezése kiemelten fontos a daganatellenes gyogyszerek, MDR

crer

hatékony tervezéséhez.
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Nukleotid-koté domének (NBD-K) és az ATP kotés

Az NBD-k az ABC transzporterek ATP kotéséért és hidroliziséért felelds funkcionalis
egységei, amelyek szdmos az evolicid soran konzervalt szekvencia motivumot tartalmaznak
(8. abra), mint pé¢ldaul a Walker A és Walker B motivumok altal alkotott P-hurok, az “ABC-
signature” szekvencia, valamint az A, D, H és Q-hurkok [137, 138]. Ezeken a szekvencia-
motivumokon beliili er6sen konzervalt aminosavak mutéacioi jelentésen csokkentik vagy
teljesen megsziintetik az ATPaz- és transzportaktivitast [ 139, 140].

Az NBD-k Walker A motivuma elsésorban az ATP béta- és gamma-foszfatjaival
alakit ki hidrogénkdotéseket. A konzervalt Walker A lizin metioninra vagy argininre (human
Pgp-ben: K433M/R, K1076M/R) torténd cseréje az egyik vagy mindkét NBD-ben a nukleotid
megkdtését nem gatolja, azonban az ATP hidrolizisét feltehetden megakadalyozza [78, 141,
142].

A Walker B motivum az ATP gamma-foszfatjaval van kapcsolatban, valamint
szerepet jatszik az ATP hidroliziséhez sziikséges Mg**-ion koordindlasaban is [143]. A
Walker B savas ,katalitikus” glutamatjanak semlegesitése az egyik vagy mindkét NBD-ben
(pl. E556Q ¢és/vagy E1201Q a human Pgp-ben) egyetlen ATP nagy affinitdsu megkdtéséhez
(csapdazashoz) ¢és a transzport és ATPaz funkciok hidnydhoz vezet [144, 145].
Hasonloképpen, a human ABCG2-ben sem mutattak ki transzport és ATPaz aktivitast az
E211Q Walker B mutans fehérjében [146]. A szomszédos pozicioban (human Pgp-ben
D555N és/vagy D1200N) talalhatd aszparaginsav cseréje szintén katalitikusan inaktiv fehérjét

eredményezett, dsszhangban ezen aminosav Mg?*-kotésben betdltdtt szerepével [147].
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8. abra: A P-glikoprotein két nukleotid-kiotohelye, a nukleotid kiotés szempontjabol fontosabb
aminosavak feltiintetésével. Az egyik oldali NBD Walker A és B szekvenciai, A-, Q- és H-hurkai a
masik oldali NBD ABC ,,signature” szekvencidjaval és D-hurkdval alakitja ki az egyik nukleotid-
kotohelyet (NBS1), mig a masik nukleotid-kotéhely ennek a tiikorképe (NBS2).

Az ,,ABC-signature” szekvencia elengedhetetlen a megfeleld ATP kotéshez az ATP
gamma-foszfatjdnak koordinalasan keresztiil, valamint dont6 szerepe van az NBD dimer
(,,szendvics-dimer”) kialakitasdban [148, 149]. Huméan Pgp esetében az egyik vagy mindkét
NBD-ben 1év6 ,,ABC-signature” mutaciok csokkentik a sejtfelszini expresszidt, valamint a
mutans valtozatok funkcionalisan inaktivak [150, 151].

A Pgp-ben, mas ABC fehérjékhez hasonloan az A-hurok aromas tirozin oldallanca az
ATP adenin gytiriijét koordinalja (3. tablazat), jelentds szerepet betdltve a nukleotid kétésben
[25, 152]. Az A-hurok tirozin (Y401 vagy Y1044 human Pgp-ben) mutacidja az egyik vagy
mindkét NBD-ben megsziinteti a nukleotid kotést és az ATPaz aktivitast [152, 153].
Szerkezeti adatok szerint az A-hurok hianyzik az ABCG2-bdl, de az A-hurokkal homolog
elhelyezkedésii oldallancok van der Waals kdlcsonhatasba 1épnek az ATP-vel [100].

A TMD-k és az NBD-k kozotti kolcsonhatast az intracitoszolikus hurkok (ICL)
kozvetitik, amelyek specifikusan kapcsoljdk a TMD-ket az NBD-k Q-hurkaihoz (9. abra)
[154]. A szerkezeti adatok azt mutattdk, hogy a Q-hurok az NBD-k fels¢ feliiletén
helyezkedik el, erés kdlcsonhatasban a TMD hélixekkel [100, 155]. A H-hurok kozvetleniil, a
Q-hurok pedig a vizmolekulan keresztiil kdzvetett modon jarul hozza az ATP y-foszfatjanak
koordinalasdhoz [156]. A teljes transzporterek esetében feltehetdleg a Q-hurok Iétesit
kapcsolatot a TMD-k és az ATP y-foszfatja kozott, fontos szerepet vallalva az ATP kotés
kovetkeztében 1étrejott konformaciovaltozas TMD-kre valo atvitelében (9. abra) [154, 157-
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159]. A D-hurkok egymaéssal létesitett kolcsonhatdsa a két NBD kozotti kommunikaciot
biztositja [160].

Nukleotid kétéhely 2 c

\ R1047

B Nukleotid kétéhely 1

FI404

NBD1 Q hurok NBD2 Q hurok

Y1044

Walker A "/\ Walker A, \
BC :

Sl hature i Si nature
1 7* b
Q) SV
9. dabra: A Pgp citoszolikus hurkai (ICL, narancsszin) bigtositiak az NBD-k és TMD-k kozotti
kolcsonhatdst az NBD-k Q-hurkainak (kék szin) kozremiikodésével. A Q-hurok feltehetéleg

kapcsolatot létesit a TMD-k és az ATP y-foszfitja kozott, elésegitve ATP kétés hatdsara bekovetkezd
konformdciovaltozas TMD-kre torténd atvitelét. Youngjin Kim és mtsai munkdaja alapjan [104].

ABC ;.
Signature| *°%-

3. tablazat: Az ATP kotésben fontos szerepet betolté konzervdlt aminosavak az ABCG2-ben és a
Pgp-ben.

. Amindsav pozicié . .
Motivum neve Pep ABCG2 Feltételezett funkcio
A-hurok 401 185* Adenozin kotés
Walker A 427-434 80-87 ATP-koto zseb kialakitasa
Q-hurok 473-477 126 Inter-domén kommunikacio
Signature 531-536 186-200 Cross-dimer ATP-k6t5 zseb
kialakitasa
Walker B 551-556 206-211 ATP-ko6t6 zseb kialakitasa
D-hurok 559-562 217 Cross-dimer interakcid
His-hurok 583-587 243 ATP-fiiggd switch regid

(* = feltetelezett A-hurok helyettesito pozicio) [118]
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Az ABCG2 és Pgp katalitikus ciklusa

Az ABCG2 és a Pgp altali transzport folyamat fobb eseményei a szubsztratok
az extracellularis térbe. A szubsztrat transzport a TMD-k konformacidé valtozasaihoz
kapcsolddik, amelyet az NBD ,,szendvics-dimer” ATP-fiiggd kialakuldsa ¢és szétvalasa
szabalyoz. Mindkét transzporter Kkatalitikus ciklusa sordan valosziniisithetd két fo
konformacids allapot, a kordbban leirt nukleotid-mentes, intracellularis oldalrél nyitott
(inward-facing, IF) allapot és a nukleotid-kotott, extracellularis oldalrél nyitott (outward-
facing, OF) allapot [85, 161, 162].

Korabbi eredményeink alapjan a Pgp miikddési ciklusa soran az NBD-k dimerizaciojat
az ATP molekuldk kotdédése valtja ki, amely a TMD-k extracellularis tér felé nyitott allapotat
eredményezi. Ezen konformacié valtozasokat a szubsztrat-affinitds csokkenése is kiséri a
szubsztrat-kotohelyeken, amely eldsegiti a szubsztratok koncentracié gradiens ellenében
végbemend exportjat [163]. Azonban az ABCG2 esetében maig nem tisztdzodott, hogy a
nukleotid kotés ¢és hidrolizis hogyan kapcsolédnak a TMD-kben [étrejové konformacid
valtozasokhoz, valamint, hogy az ATP kotddése vagy hidrolizise valtja-e ki a transzporter
azon konformacié valtozasat, amely sordn az extracellularis tér felé nyitott allapotba kertlt
transzmembran domének 4ltal 1étrehozott szubsztrat kotdhelyrdl ledisszocialnak a
szubsztratok.

A katalitikus ciklus hajtéereje az ATP hidrolizis, amely mindkét transzporter esetében
végbemehet mindkét ATP-kotéhelyen, azonban a mai napig vitatott, hogy egy szubsztrat
molekula transzportjahoz hany ATP hidrolizise sziikséges. Altalanosan megfigyelt jelenség
n¢hany ABC transzporter esetében, hogy a kiilonb6z6é szubsztratjaik szerkezetiiktol és
koncentraciojuktol fiiggd moédon fokozzak a transzporterek ATPaz aktivitasat [164], azonban
nem ismert, hogy melyik katalitikus 1épés gyorsitasaval érik el ezt a hatast. Erdekes modon
szubsztratjaik hianyaban is megfigyelhetd gyengébb ATPaz aktivitas, amelyet bazalis ATPaz
aktivitasnak neveznek. Vitatott, hogy a bazalis ATPaz aktivitds a plazmamembranban
jelenlévé endogén szubsztratok transzportjanak eredménye, vagy pedig az ABC
transzporterek  katalitikus  mechanizmusabol addédd  sajatos  tulajdonsag  [165].
Valoszintisithetd, hogy a transzporterek szubsztrat-mentes bazalis, valamint szubsztrat-
stimuldlt ATPaz ciklusanak létezhet olyan k6zos pontja, ahonnan a fehérjék a koriilmények

fiiggvényéban elkdtelezddhetnek a megfeleld tipusu katalitikus ciklus irdnyaban.
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Altalanosan elfogadott, hogy az ABC transzporterek miikddéséhez mindkét ATP-
kotéhelynek katalitikusan aktivnak kell lennie [166]. Ezzel 0sszhangban a transzporterek
foszfat analdogokkal (natrium-ortovanadat (Vi), berillium-fluorid (BeFx) vagy aluminium-
fluorid (AlF3)) torténd kezelése soran az ATP hidrolizisét kovetden a két nukleotid-kotéhely
egyikén kialakulo stabil komplex (pl. ABCG2-ADP-Vi, Pgp-ADP-BeFx) megakadélyozza a
fehérjék tovabbi mitkodését [161]. Pgp esetében azt is megfigyelték, hogy az egyik katalitikus
hely inaktivacidja (pl. mutaciokkal) megakadéalyozza a Pgp ATPaz aktivitasat [78, 139, 141,
144, 146, 150, 167]. Azonban ezekkel az eredményekkel ellentétben munkacsoportunk
korabban kimutatta, hogy az egyik NBD Walker A lizinjének metioninra torténd cseréje
esetén a huméan Pgp molekuldk jelentds transzport- és ATPéaz aktivitdst mutatnak, abban az
esetben, ha emlds sejtek plazmamembranjaban, természetes kornyezetiikben vizsgaljak dket
[163]. Fontos kiemelni, hogy azon tanulméanyok tobbsége, amelyek arr6l szamolnak be, hogy
az egyik katalitikus helyen létrehozott mutacidknak is inaktivdlo hatasa van heterolog
expresszios rendszerek (pl. Sf9 [78, 168] vagy Saccharomyces cerevisiae [169]) vagy tisztitott
fehérjék felhasznéldsaval késziiltek. Mivel valdszintisithetd, hogy a kordbbi adatok nem
pontosak az NBD-k miikodése és kooperacioja szempontjabol, érdemes a mutans transzporter
variansok funkciondlis vizsgalatdit emlds sejtek plazmamembranjdban megismételni [155,

170].

A szubsztrat transzport mechanizmusa az ABCG2 és Pgp fehérjékben

Az ABCQG2 és a Pgp szubsztrat transzlokacids folyamatainak leirdsara kiilonb6zo
modellek sziilettek. Az un. pumpa modell szerint a transzporter szubsztratjait kozvetleniil a
citoszolbol az extracellularis térbe transzportalja egy ATP hidrolizisét igénylé aktiv
folyamatban [171]. A legtobb ABCG2 ¢és Pgp szubsztrat azonban hidrofob vagy amfifil
vegylilet, amelyek a citoplazmahoz képest 1ényegesen magasabb koncentraciot tudnak elérni a
membranon beliil [172]. Jelentdsen feldusulnak a lipidkettosrétegben, koncentraciojuk tobb
ezerszer magasabb lehet a lipid fazisban a vizes fazishoz képest [173, 174]. Igy
valdsziniisithetd, hogy a szubsztratok megkdtése kozvetleniil a membranbol torténik.
Szerkezeti adatok is alatdmasztjak, hogy az IF konformaciéban mindkét transzporter fel tudja
venni a szubsztratjait a membranbol [85, 162, 175-180]. A lipofil természetli Pgp szubsztrat, a
calcein-acetoxi-metilészter (calcein-AM) mar azel6tt transzportalodik, mieldtt beléphetett
volna a citoszolba, ahol aspecifikus észterdzok az AM csoportot eltavolitva fluoreszcens

calceinné alakitandk, amely mar nem szubsztratja a Pgp-nek [181]. A Pgp-hez hasonldan az
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ABCG?2 is képes bizonyos szubsztratokat, példaul a MX-t kézvetleniil a plazmamembranbol
eltavolitani [179].

A flippdz modell alapjan a transzporter a membran belsé lemezébdl a kiilsébe
transzportalja a szubsztratokat, egyenldtlen szubsztrat megoszlast hozva létre a két
membranlemez kozott. A kiilsé rétegben feldusult szubsztratok extracelluldris térbe torténd
tavozasat a lipid-viz megoszlasi hényadosaik hatarozzdk meg [182, 183]. A hidrofob
,»porszivd” modell szerint pedig a transzporter a membranbol kozvetleniil az extracellularis
térbe transzlokalja a szubsztratokat [184]. Sajnos azonban nehéz kisérleti adatokkal
alatdmasztani vagy megcafolni a flippaz és a hidrofob ,,porszive” modellt. Osszességében a
szubsztratok megkotését, a transzport folyamat végén pedig az elbocsatdsukat az adott
szubsztrat ¢és a transzporter fehérje, valamint a szubsztrdt és a membran kozotti
kolcsonhatasok erdssége hatarozza meg. Igy valosziniisithet, hogy a szubsztrat lipofil-amfifil
jellege hatarozza meg, hogy a transzlokacids folyamat végén a szubsztrat az extracellularis tér

felé vagy a membran kiilsé lemeze felé tavozik a kotohelyrdl [172].

Az ABCG?2 és a Pgp konformacio valtozasainak megfigyelése

Az elmult néhany évtizedben szamos monoklondlis antitestet (mAt-t) fejlesztettek
mind a human Pgp, mind pedig az ABCG2 ellen. Koziilik a legtobb antitest a TMD-ket
0sszekotd extracellularis hurkokat ismeri fel. Az antitestek némelyike linearis epitdpokhoz
kotddik, mint pl. a Pgp egyik extracellularis hurkat felismer6 MM4.17 [185] vagy a BXP-21
¢s BXP-34, amelyek az ABCG2 intracelluldris részén talalhatd epitdpokhoz kotddnek.
Azonban léteznek olyan antitestek is, amelyek komplex epitopot ismernek fel, mint példaul a
Pgp esetében az MRK 16, MRK 17, HYB-241, 4E3, 15D3 ¢és az UIC2 [186-188], az ABCG2
esetében pedig az 5D3. A Pgp-t felismeré MRK16-r6l, a HYB-241-r6l és az UIC2-rdl ismert,
hogy gatoljak a Pgp transzport aktivitasat is [189-191].
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PDB-ID: GQEX PDB-ID: 6COV

IF Pgp OF Pgp

10. abra: Az UIC2-Fab kotodése az IF Pgp konformerhez (PDB-ID:6QEX), valamint az epitopot
alkoto extracellularis hurkok helyzete az OF konformerben (PDB-ID:6CO0V) krio-EM vizsgdlatok
alapjan (Thomas Stockner, nem kozélt adatok).

Az UIC2 egy IgG2a izotipusu egér mAt, amely szelektiv modon a human Pgp nagy
szubsztrat-koto affinitdsu IF konformerét ismeri fel [126, 163, 192]. Az antitest komplex
epitopjat a human Pgp 1. 4. és 6. extracellularis hurkaiban taladlhato révid peptidszekvencidk
alkotjak [193-195], melyek az OF konformerben eltdvolodnak egymastol (10. abra). Az
UIC2-Fab-Pgp komplex molekuldris szerkezetének krio-EM vizsgalata soran azt is
kimutattdk, hogy az UIC2-Fab 1:1 sztochiometridval kotédik a human Pgp-hez [126] (10.
abra). Az UIC2-Fab pozitiv toltésti antigén-kotd feliilettel rendelkezik [196], hasonloan az
MRK-16 anti-Pgp mAt-hez [197], ami arra utal, hogy a Pgp negativ toltésti extracellularis
hurkai fontosak a mAt-k altali felismerésben [196].

Intakt sejteken az UIC2-t telitdé koncentracioban alkalmazva a sejtfelszini Pgp
molekulak csak mintegy 10-40%-4hoz képes kotddni, azonban a fehérje bizonyos
szubsztratjai vagy inhibitorai jelenlétében a tobbi Pgp molekula is kimutathatéva valik. Ezt a
jelenséget gyakran ,,UIC2-shift-nek” nevezik az irodalomban [83]. Tobbek kozott ilyen Pgp
inhibitor az immunszpressziv hatasardl is ismert CsA [163]. A ng inhibitorokkal valo
[83]. Ugyanakkor ATP/Mg?* addsa a permeabilizalassal és moséassal ATP-mentesitett

sejtekhez koncentracié fliggé modon csokkenti az UIC2-reaktivitast [163].
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Az UIC2-h6z hasonléan a komplex extracellularis epitophoz kotédé 5SD3 s
konformacid érzékeny mddon ismeri fel az ABCG2-t. A komformacids epitop kialakitasaban
a az 5. és a 6. TM hélixeket 6sszekapcsold extracellularis hurok (EL3) vesz részt [98]. Az
5D3-Fab fragmentum mindkét ABCG2 monomer extracellularis hurkaival kélcsonhatasba 1&p
[98]. Krio-EM vizsgélatok alapjan [98] az antitest a fehérje nukleotid mentes IF
hurkok feltételezhetden eltavolodnak egymastol, igy ehhez a konformerhez az antitest nem
tud kotddni (11. abra).

Bar telit6 koncentracioban alkalmazva kvazi az 0sszes sejtfelszini ABCG2 molekulat
felismeri [198], alacsonyabb koncentracioban adva a fehérje aktudlis konformaciojatol fligg a
kotddése. A sejtek ATP deplécidja vagy ABCG2 gatloszerekkel (pl. Kol43) torténd
elokezelés fokozza az 5D3 kotddését. Ezzel szemben a foszfat analdogokkal (pl. Vi, BeFx)
valo kezelés, amely az ABCG2 molekuldkat a poszt-hidrolitikus allapotban csapddzza

jelentdsen csokkenti az SD3 kotddését [198].
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11. abra: Az ABCG?2 intracellularis (PDB ID: 6ETI) és extracellularis tér felé nyitott (PDB ID:
6HBU) konformerei krio-EM vizsgalatok alapjan. Az ABCG2 extracellularis hurkai két 5D3 epitopot
hoznak létre az intracelluldris tér felé nyitott (IF) konformdcioban (A, C), mig az extracellularis tér
felé nyitott (OF) konformacioban ezek a hurkok eltavolodnak egymastol (B, D). Az A és B panelek az
ABCG?2 konformerek extracellularis nézetét, mig a C és D panelek pedig a transzporter oldalnézetét
mutatjak. Az ABCG2 homodimer két monomerét rozsaszin és zold szinnel abrdzoltuk. A két epitop kék
és narancssarga szinnel van kiemelve, és minden olyan aminosavat tartalmaz, amely kozvetleniil
érintkezik az 5D3 Fab-val (fehér) a 6ETI krio-EM szerkezetben. A membran hatarait szaggatott
vonalak jelzik .

Az ABCG2 és a P glikoprotein fiziologias szoveti lokalizacidja

Pgp-knockout egerekben fiziologias koriilmények koézott a transzporter hidnya nem
okozott jelentds fenotipusos elvaltozast [199]. Azonban stlyos neurotoxicitast figyeltek meg
abban az esetben, amikor a knockout egereket olyan citosztatikumokkal kezelték, amelyek
ismert szubsztratjai a taranszporternek. Ez alapjan arra kovetkeztettek, hogy a Pgp szerepet

jatszhat a kozponti idegrenszer toxikus anyagokkal szembeni védelmében. Ma mar tudjuk,

35



hogy mindkét transzporter fontos szerepet tolt be a vér-agy gat barrier funkciojanak
kialakitasaban. A vér-agy gat kapillaris-endotél sejtjeinek szoros illeszkedése meggatolja a
hidrofil anyagok bejutasat az agyba, a hidroféb toxikus anyagokat pedig az endotél sejtek
apikalis oldalan expresszalodd ABCG2 és Pgp transzporterek pumpaljak vissza a vérbe (12.
abra). A multidrog transzporterek ezaltal megvédik a kozponti idegrendszert a mérgezd
xenobiotikumoktdl, azonban megemlitendd, hogy ennek kdszonhetden az agy terapias céllal
adott gyogyszerek szamara is nehezen elérhetd, példaul tumorok vagy egyéb a kdzponti

idegrendszert érint6 betegségek esetén.

Vér-agy gat

Asztrocita

Endotélium “Tight junction”

12. abra: Az ABCG?2 és Pgp szerepe a vér-agy gdt barrier funkciojanak kialakitasaban. A hidrofil
anyagok elleni védelmi vonalat a kapillaris-endotél sejtek szoros illeszkedése (tight junction)
biztositja, mig a hidrofob anyagokat az ABCG2 és Pgp juttatja vissza a vérbe. Az dbra Sarkadi Baldzs
és mtsai munkdja alapjan modositva [5].

A vér-agy gatban betoltott védo szerepiik mellett, magas expresszo figyelhetd meg a
vér-here gatban, valamint a placenta chorion bolyhainak syncitiotrophoblastjaiban, ahol a
transzporterek feltehetdleg védik a fejlodé magzatot az anya szervezetébdl potencialisan
atjuto karos anyagokkal szemben. Az ABCG2 magzatvédo szerepét Jonker és mtsai. egereken
is demonstraltak [200-202]. Emelkedett ABCG2 szint figyelheté meg laktalé emldben [203],
amely alapjan szdmos munkacsoport Ugy véli, hogy a transzporter az anyatejbe szallitja
szubsztratjait. Van Herwaarden €s mtsai. vizsgalatai alapjan valdszinisithetd, hogy a fehérje

fiziologias funkcidja az emldmirigyben a B-vitaminok anyatejbe valo kivalasztasa [204]. A
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her¢k intersticidlis-, Leydig-, és Sertoli sejtjeiben, illetve a kapillarisok endotelialis falaban
tapasztalhato magas ABCG2 szint funkcidja a germinalis Ossejtek genotoxikus mutagénekkel
szembeni védelme lehet. A vesék proximalis tubulusainak kefeszegélyes membranjaban
tapasztalhatd emelkedett ABCG2 és Pgp expresszios szint [75, 205, 206] segiti a karos
anyagok kivalasztadsat a vizeletbe. A mdjban, valamint epeutakban az ABCG2 a toxikus
anyagok, xenobiotikumok, endogén konjugatumok epével torténd kivalasztdsaban jatszhat
szerepet. A gasztrointesztinalis traktusban az ABCG2 expresszios szintje a duodenumban a
legmagasabb, ahol szerepe lehet a kiilonb6z6 drogok/gyogyszerek abszorpcidjanak
limitalasaban. Ezen kiviil magas ABCG2 expresszios szint figyelhetd meg kiilonb6zo
Ossejtpopulaciokban, példaul hematopoietikus dssejtekben vagy kiilonbdzd daganattipusokban
jelenlévo Gssejtszerli tumoros sejtekben, ezért az ABCG2-t dssejtmarkernek is tekintik [207-
210]. A csontvel6i sejteket az ABCG2 szubsztrat H33342-vel festve a sejtek
hozzéavetdlegesen 0,05%-at ad6 Ossejtek H33342-negativ alpopulacioként kiilonithetdek el
aramlasi citometrias vizsgalat sordn, amelyet ,side population”-nek neveztek el.
Valoszinlileg, az ABCG2 kifejezddése tehetd feleléssé a H33342-negativ fenotipus
létrehozasaért. A fluoreszcens H33342 a Pgp-nek is szubsztratja, azonban Pgp knockout
egerekben szintén leirtak ezt a fenotipust, amely alapjan valészintisithetd, hogy a side
population kialakitasaért nem a Pgp a felelds [211]. Az ABCG2 a vérképzd 6ssejtek karos
anyagok elleni védelmében, valamint az alacsony differencialtsagi szint fenntartasaban tolthet
be fontos szerepet, egy a sejtek differencidlodashoz sziikséges anyag sejtekbdl torténd
eltavolitasaval [211]. Erdemes megjegyezni, hogy az ABCG2 magas expresszidja az
Ossejteken pozitiv korrelacidt mutat az Ossejt transzplantacios terapia sikerességével [5].
Fontos megemliteni azt is, hogy ABCG2 knockout egerekben is normal haemopoetikus
Ossejtek figyelhetdek meg, és az egerek nem mutatnak fejlodési rendellenességeket, ami
alapjan, ugy tinik, hogy a transzporter nem nélkiilozhetetlen az dssejt allapot fenntartasahoz,
sokkal inkabb az dssejtek tiléléséhez lehet fontos a karos metabolitok eltavolitasaval.

A Pgp és az ABCG2 szdveti expresszids mintazata, valamint az in vitro és in vivo
funkcionalis vizsgélatok arra utalnak, hogy szadmos gyogyszer membranon vald atjutdsanak
korlatozasa révén ezek a transzporterek hozzajarulhatnak hatékony farmakologiai gatak
kialakitdsahoz, igy az exogén toxikus anyagokkal szembeni védekezés mellett fontos
meghatarozo6i a gyogyszerek felszivodasanak, kivélasztasanak, valamint szervezeten beliili

eloszlasanak [212].
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Szubsztrat spektrum és inhibitorok az ABCG2 és a Pgp fehérjékben

Az ABCG2, valamint a Pgp rendkiviil széles és részben atfedd szubsztrat spektrummal
rendelkezik, amely szerkezetileg valtozatos pozitiv vagy negativ toltésti, foleg hidrofob
vegyiileteket tartalmaz, melyek 300-2000 Da molekulatomeg tartomdnyba esnek.
Szubsztratjaik kozott szdmos klinikailag fontos vegyiilet taldlhato, példaul kiilonbozo
hatdsmechanizmusu daganatellenes szerek (antimetabolitok, topoizomerdz gatlok, tirozin
kinaz gatloszerek stb.) antibiotikumok, antivirdlis szerek €s antihisztaminok (a példakat a 4.
tablazat mutatja).

Mindkét transzporter képes kiilonféle fluoreszcens vegyiileteket is eltavolitani a
sejtekbol, amelyeket gyakran hasznalnak szubsztrat akkumulacios vagy efflux-kisérletekben a
fehérjék transzportaktivitdsanak vizsgdlatara. Annak ellenére, hogy mindkét transzporter
rendkiviil széles szubsztrat spektrummal rendelkezik, mindeddig csak néhany fizioldgias
szempontbol relevans szubsztratot azonositottak. Az ABCG2 esetében ilyen fiziologids
szubsztrat a hugysav [8], a Pgp esetében pedig bizonyos foszfolipidek (pl. PC vagy
szfingomielin) [183, 213], hormonok (pl. aldoszteron [214], B-Osztradiol-17p-D-gliikuronid
[215]).

Mivel a Pgp ¢és az ABCG2 nagymértékben hozzdjarul a klinikumban megfigyelhetd
MDR kialakuldsdhoz, ezért szamos tanulmany célozta a Pgp-re és/vagy ABCG2-re specifikus
gatloszerek azonositasat/ fejlesztését [216]. Az ABCG2 elsdként azonositott inhibitora az
FTC (fumitremorgin C), amelyet Aspergillus fumigates-bdl izolaltak. Mar az ABCG2 gén
klonozasa el6tt leirtak, hogy S1-M1-3.2 vastagb¢l daganatos sejtvonalon az FTC csokkentette
a MX rezisztenciat. Azonban ez a vegylilet rendkiviil neurotoxikus, igy a klinikai alkalmazasa
nem lehetséges. A Kol43, amely egy nem toxikus FTC analdg, szelektiven gatolja az
ABCG2-t. Szamos egyéb ABCG2 gatloszer is ismert, pl. a tariquidar €s az elacridar, azonban
ezek a vegyiiletek nem szelektiv ABCG2 inhibitorok, mivel a Pgp-t vagy az MRP1-et is
gatoljak [217]. Ugyanakkor a CsA [218] és nem immunszupressziv szarmazéka az SDZ

PSC833 (Valspodar) a Pgp specifikus kompetitiv gatloszerei.
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4. tablazat: Az ABCG?2 és a Pgp altal transzportalt vegyiiletek fobb csoportjai néhany példaval

J-107088 (topoizomeraz 1. gatlo),

ABCG?2 szubsztratok Pgp szubsztratok
Antibiotikumok Cip rg?;ﬁ?ggyggoé?ﬁﬁrgg}iﬁacm Antibiotikumok Erythromycin, gramicidin
Rifampicin, Nitrofurantoin
Antifolatok: Metotrexat (MTX),
Metotrexat-diglutamat, Metotrexat-
Antimetabolitok triglutamat, GW 1843, Antihisztaminok Terfenadin, Fexofenadin
Tomudex,
Pirimidin anal6g: 5-fluorouracil,
, CAAMP,
Antraciklinek Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin, Antraciklinek Doxorubicin,
Pirarubicin, Daunorubicin,
Topotecan, SN-38, CPT-11, 9-
Kamtotecinek aminocamptothecin, NX211, DX- Kamtotecinek Topotecan, SN-38,
8951f, Homocamptothecins, BN80915 Irinotecan, Ciszplatin
(diflomotecan), Gimatecan, Belotecan
. , Mitoxantron (topoizomeraz II. gatlo), . ,
TOPOI,Z OEneraZ Etopozid (topoizomeraz II. gatld), NB- TOPOI,Z Ofneraz Bizantrén, Mitoxantron,
gatlok 506, (topoizomeraz 1. gatld), gatlok Etopozid

Tirozin kinaz

Gefitinib, Dasatinib, Erlotinib,
Vandetanib, Nilotinib, Sorafenib,

Kalcium-csatorna

Verapamil, Nifedipin,

inhibitorok (TKI) Tandutinib, CI1033 (Pan-HER TKI), blokkolok Azidonin
CP-724,714 (HER2 TKI), Symadex p
(fms-like tyrosine kinase 3 inhibitor)
Xensozl:lli(‘);:kgsnok Osztron 3-szulfat (E1S), 17-beta- Tubulin
- o Osztradiol szulfat, DHEAS, E3040 polimerizaciéra . ..
glu.kur'onld- . szulfat, Troglitazon szulfat, SN-38- hato szerek Paklitaxel, Kolhicin
konjugatumai glitkuronid,
L I . . . o Immunszupressziv
Fényérzékenyitok | Feoforbid a, Piroeoforbid a metil észter, , ,
Klorin E6, Protoporfirin IX, agensek CsA, Valspodar
Természetes Folsav, Hugysav, Riboflavin (B12
vegyiiletek és vitamin), K3 vitamin, Glutation (GSH), Polifenolok Kurkuminoidok,
toxinok Szfingozin-1-foszfat, PhIP (karcinogén), Flavonoidok
PPIX (hem prekurzor), Quercetin
Fl Rhodamine 123, Hoechst 33342, Fl
1;oreii(zcl§ns Lysotracker green, BODIPY -prazosin, l;oreii{zcljns Rhodamine 123, Hoechst
esteke D-luciferin, BODIPY-FL-dihidropiridin, esteke 33342, Calceim-AM
Mitoxantron
e e HIV proteaz . . -
Antiviralis szerek . . . . . . S, Ritonavir, SaqumaVlr,
Zidovudin, Lamivudin, Ganciclovir gatlok Nelfinavir
HMG CoA . . L
i . . . . Vinka alkaloidok Vinblasztin, Vinkrisztin,
reduktiz gatlok Rosuvasztatin, pravasztatin, cerivasztatin Vinorelbin

Forras: [18]

A membrankornyezet hatasa a multidrog transzporterek miikkodésére

Altalanossagban elmondhato, hogy a transzmembran fehérjék, igy az ABCG2 és a Pgp

is szoros kapcsolatban allnak a kérnyez6 membrannal, amelynek fiziko-kémiai paraméterei
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jelentds hatassal vannak a benniik elhelyezkedd fehérjék miikddésére [219]. A membran
tulajdonsagai befolyasolhatjdk a transzporterek konformdcié valtozasait, transzport
aktivitasukat, szubsztratjaik megoszlasait a lipid kettdsrétegben, kolcsonhatasukat a
transzporterek szubsztrat kotohelyeivel, vagy akar a fehérjék ATP kotését és hidrolizisét is,
kozvetleniil az NBD-vel torténd interakcid révén vagy kozvetetten a transzporterek TM
régidjanak stabilizalasaval [172]. Az ABCG2 ¢s a Pgp krio-EM vizsgalata kimutatta, hogy
bizonyos lipidmolekuldk kozvetleniil is kdlcsonhatasba 1épnek mind az ABCG2, mind a Pgp
[98, 103] TM hélixeivel. Kb. 53-56 szorosan asszocidlodott lipid molekula egy un. ,lipid-
ovet” képez a Pgp koriil, melynek detergensekkel torténd eltavolitisa a transzporterek
inaktivalasahoz vezet [220-223]. Irodalombdl ismert, hogy a lipid kdrnyezet a Pgp esetében
gatlasat is [224]. A koleszterin az emldsok plazmamembranjainak egyik f6 alkotéeleme.
Bizonyos mikrodomének, mint példaul a lipid tutajok ¢és kaveolak koleszterinben gazdag
membran régiok. Az ABCG2-t, valamint a Pgp-t is tobb sejttipusban, koleszterinben gazdag
lipid tutajokban azonositottak [225, 226]. Megjegyzendd, hogy a membran koleszterin
tartalmanak csokkentése jelentdsen csokkenti mindkét fehérje transzport aktivitasat [227],
mig a membran magas koleszterin tartalma fokozza az ABCG2 ATP-az ¢és transzport
aktivitasat [223]. Valdszintisithetd, hogy a membran koleszterin és foszfolipid molekuldival
valdo kocsonhatdsok dontd fontossdguak a Pgp és az ABCG2 aktivitdsa szempontjabol.
Ezekben a kolcsonhatasokban bekovetkezd valtozasok megvaltoztathatjadk a transzporterek
konformdcio valtozasait és a szubsztratok vagy inhibitorok kotédését [228]. Nemrégiben az
ABCG?2 esetében leirtak, hogy a koleszterin (amely nem szubsztratja az ABCG2-nek) gatolja
a foszfolipidek bejutasat a szubsztrat-kotd zsebbe, amelyek a szubsztratok helyére képesek
kotédni, ez magyardzhatja a membran magasabb koleszterintartalmaval jar6 fokozottab
transzport aktivitast [229].

A membran specifikus lipid 0Osszetétele mellett fiziko-kémiai tulajdonsagai is
befolyasolhatjdk a membranfehérjék miikodését. A plazmamembran féazisatalakulasi
homérséklet (Tm) feletti folyadékkristalyos, Tm alatti gél fazisanak strukturalis rendezettsége,
fluiditasa €és a membrant felépitd lipidek diffuzio sebessége eltérd [230]. Az ABCG2 és a Pgp
a sejtmembranon keresztiil nagymértékben fiigg a membran fiziko-kémiai jellemzd6itdl [231].
Ezen paraméterek vizsgdlatara a Pgp esetében szerkezetileg is jelentdsen eltérd szubsztratok
(pl. LDS-751, H33342, MK-571, vinblasztin, verapamil €s daunorubicin) membranban valo

megoszlasat tanulmanyoztak. Az 0Osszes vizsgalt szubsztrat membranba olddédasanak a
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folyadékkristalyos allapot kedvezett, azonban gél fazisban nagyobb affinitdssal kotddtek a
transzporterhez [173, 230]. Mivel a szubsztratok a transzporterhez valé kdtddéskor elhagyjak
a lipid kettdsréteget, ezért egy kevésbé kedvezd szubsztrat-lipid kodlcsonhatas eldsegitheti a
transzporterhez vald kotddésiiket [172]. Az ABCG2 és a Pgp ATP kotését és hidrolizisét
egyarant modosithatja a fehérjéket koriiloleld6 membran fazis allapota. Az ATP hidrolizis
aktivacios energidja, illetve az ATP kotddésre jellemzd Kq érték jelentdsen kiillonbozhet a T
alatt és folott. A folyadékkristalyos fazisban a Pgp altali ATP kotés affinitdsa magasabb, mig
az ATP hidrolizis Kwm értéke a g€l fazisban alacsonyabb [172, 232]. Ezek alapjan
nukleotidok kotodését és hidrolizisét is modositja a membran fluiditdsa és rendezettsége
[172].

Kiilonb6z6 modell membranokban, kémiailag eltérdé Pgp szubsztratok felhasznalasaval
kimutattdk, hogy membran-megoszlasukat nagymértékben befolyasolja a foszfolipidek
acillancéanak hossza és a membran fazisallapota [230]. Kovetkezésképpen az ilyen valtozasok
a membranban jelentdsen megvaltoztathatjak a Pgp és az ABCG2 szubsztrat kotését. Ezen
kiviil a membran fluiditasaban bekovetkezd valtozasok is befolyasolhatjdk a szubsztrat kotést
¢s a membrantranszporterek altali transzportot [233].

Az ABCG2 és a Pgp funkciojat kiilonbozo kisérleti rendszerekben tanulmanyoztak, pl.
lipid-detergens micelldkban [234], mesterséges lipid kettdsrétegekben [235] vagy a
transzportereket overexpresszald sejtekbdl szdrmazdé membranvezikuldkban [236].
Lehetséges, hogy ezek a kisérleti rendszerek nem imitaljak megfeleléen a fiziologias
membrankdrnyezetet, és a fiziko-kémiai tulajdonsagaik (pl. oldalnyomas, gorbiilet,
lipidosszetétel) kiilonbségei miatt egymasnak ellentmondd eredményekhez vezethetnek.
Megjegyzendd, hogy a lipid nanokorongokba rekonstitudlt egér Pgp-vel végzett kisérletek
arra utalnak, hogy az ATP hidrolizis idézi el6é a Pgp OF konformaciobol IF konformécidba
torténd atvaltasat. Ugyanakkor egy nemrégiben megjelent tanulmény tisztitott egér Pgp
molekuldkkal végzett DEER (Double electron—electron resonance) kisérletekben azt mutatta
ki, hogy az ATP hidrolizis az IF konformaciobol az OF konformacioba valo atmenetet idézi
el6 [234].

Mivel a Pgp ¢és az ABCG2 mikodését nagymértékben befolyésolja
membrankdrnyezetiik, kulcsfontossaguiak azok a modellrendszerek, ahol a transzporterek

természetes membrankornyezetiikben vizsgalhatok [163, 237].

41



II. Hal vorosvérsejtek és hal embriok ploiditasanak
meghatarozasa nagy ateresztoképességii aramlasi citometrias
modszerrel

A triploid egyedek jelentésége a halgazdalkodasban

A triploid halak altalaban sterilek, mivel a kromoszémék szabalytalan meiotikus
szegregacidja csokkenti az ivarmirigyek fejlodését és abnormalis gametogenezist idéz eld
[238]. Gazdasagi szempontbol kiemelten fontos a steril triploid egyedek 1étrehozasa, mivel
ezek kevesebb energiat forditanak a szaporodasi folyamatokra, igy szamos halfaj esetében
gyorsabb novekedési iitem és hosszabb élettartam jellemz6 rajuk. Erdekes médon a triploid
halak glikogén- és zsirtartalma is eltér6 lehet, ami befolyasolja tapértékiiket és iziiket. Fontos
kiemelni, hogy a togazdasagokban a steril triploid egyedek 1étrehozasa megakadalyozhatja az
idegen fajok elterjedését a tenyésztési létesitményeken kiviil, és igy elkeriilheté a szokések
genetikai és/vagy Okoldgiai hatdsa a természetes halpopulaciokra [238]. Az idegen halfajok
steril triploidjai akar természetes vizekbe is engedhetdk vizi gyomirtas céljabol anélkiil, hogy
fennallna a tlszaporodas vagy a nemkivanatos fajok megtelepedésének és elterjedésének
veszélye [238].

A triploid utédok létrehozasara biotechnologiai modszereket alkalmaznak, mint
példaul nyomassokkot, hésokkot vagy hidegsokkot. Ezen technologiai eljarasok biologiai
alapja, hogy a sokk hataséra a zigota meiotikus osztoddsanak masodik szakaszaban sarki test
visszamaradasaval az utdd ploiditasa megnd. Sajnos a triploid indukciés kezelések nem
100%-o0s hatékonysaguak, igy az adott kezelés soran keletkezett triploid larvak aranyanak

meghatarozasa segitheti a kutatokat a kezelések optimalizalasdban [239].

A tokhalak és hibridizaciojuk

A tokhalak az Osi a sugaras Uszoju (Actinopterygii) halak képviseldi két jelenleg €16
csaladdal: Acipenseridae ¢és Polyodontidae [240]. A Polyodontidae csalad (kanalastok-félék)
koriilbeliil 120 kromoszomaval rendelkez6 Un. ,,funkciondlis diploid” (2n). A kinai lapathal
(Psephurus gladius) kozelmultbéli kihalasat kovetden [241] a csalad egyetlen tagja az
amerikai lapatorra tok (Polyodon spathula). Az amerikai lapatorru tok egy perspektivikus faj a
togazdasagokban, valamint az intenziv halgazdalkodasban, mivel értékesebb huisa miatt

jelentdsebb arbevételt eredményez, mint az ugyanezt a taplalékforrast kiaknazo busa.
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Az Acipenseridae (tokfélék) csaladjaba 27 ma is €10 faj tartozik. Jellemzo rajuk a
poliploidizacio, ami hozzajarulhatott az ide tartozo fajok rugalmassagahoz és jo alkalmazkodo
képességéhez lehetdvé téve fennmaradasukat. Az Acipenseridae csaladban korabban
végbement genomduplikaci6 eredményeként az ide tartozod fajok tobbsége, mint példaul a
vagotok (Acipenser gueldenstaedtii), kb. 250 kromoszomaval rendelkezd ,,funkcionalis
tetraploidnak™ (4n kromoszomakészlet) szamitanak [242]. Poliploid genomjuk miatt sikeres
lehet a hibridizacié az Acipenseridae csalddon beliil, akar eltérd kromoszémaszamu taxonok
kozott is. Azonban az Acipenseridae csalddra jellemzd gyakori hibridizacio ellenére eddig
nem irtak le sikeres hibridizacioét az Acipenseridae és Polyodontidae csaladok kozott [243,
244]. A nagy filogenetikai tavolsdg mellett, a Polyodontidae és Acipenseridae fajai
morfolégidjukban, preferalt élohelyiikben és taplalkozasi szokasaikban is kiilonboznek
egymastol [245], ami valoszintsiti hibridizacidjuk sikertelenségét.

Kollaboracios partnereink a dunai génallomanya vagotok génmegdrzési programjanak
keretében begylijtott ndivari egyedeket kivantak meiotikus ginogenezis modszerével
szaporitani, hogy meg0rizzék kedvezd génallomanyukat. Ginogenezis sordn a sperma csak az
embrio fejlodését inditja meg, ezért célszerli olyan faj sperméjat hasznalni, mellyel a vagétok
nem tud hibridizalni. Mivel az Acipenseridae és Polyodontidae csaladok kozott eddig nem
irtak le sikeres hibridizéciot, a ginogenezis kivaltdsdhoz az amerikai lapatorra tok spermajat
hasznaltdk. A keletkezett utddok fenotipusos megjelenése azonban felvetette annak a
lehetdségét, hogy mégis bekovetkezett a két filogenetikailag tavoli faj hibridizacidja, ezért
aramlasi citometrids DNS-tartalom analizist végeztiink, illetve a tovabbiakban kollaboracios

partnereink tobbféle genetikai elemzést is végeztek.

Az aramlasi citometrias DNS-tartalom meghatarozas

A megfelelé6 DNS-specifikus fluoreszcens festékkel végzett aramlasi citometrids DNS
tartalom meghatarozas egy egyszert, de ¢érzékeny technika a sejtek ploiditasi szintjének
meghatarozasara [246-248]. Mas modszerek, mint példaul a kromoszémaszam
meghatarozasa, munkaigényesebbek ¢és aktivan osztddo sejtek jelenlétét igénylik. Az dramlési
citometridt széles korben hasznaljak orvosi diagnosztikai alkalmazasokban aneuploid sejtek
vagy fragmentalt DNS-tartalmi apoptotikus sejtek kimutatasadra [249], valamint emlo-,
prosztata- vagy holyagrak gradusanak meghatarozasara. Emellett az d&ramlasi citometrias DNS
tartalom meghatarozéast gyakran hasznaljak taxonomiai és evolucios vizsgalatokban is a

novények [250, 251] és kiilonféle allatfajok ploiditasanak meghatirozasara. A ploidités
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meghatarozas a kutatdsi alkalmazasok mellett egyre nagyobb jelentoséggel bir a
ndvénytermesztésben, allattenyésztésben, valamint a halgazdalkodasban is [252, 253].

Azonban a modszernek egyszerlisége ellenére is szamos buktatoja lehet. A mintdk
ami hamis eredményekhez és/vagy az analizis kivitelezhetetlenségéhez vezethet. A membréan
impermeabilis DNS-specifikus festékek hasznalata megkdveteli a sejtek permeabilizalasat. A
sejtek permeabilizalasara és/vagy fixdladsdra hasznalt reagensek megvalasztasa azonban
befolydsolhatja a magi DNS sztochiometrikus festédését is [247, 254]. Sajnos a
togazdasagokban a mintdk analizise nem mindig végezhetd el helyben, igy jelentds szallitasi
iddvel is szamolni kell. Ezért nagy az igény olyan mintarogzitési és taroldsi modszerekre,
amelyek terepi koriilmények kozott is konnyen kivitelezhet6k és nem rontjdk a mintdk
mindségét, lehetdveé téve azok késdbbi elemzését.

Mivel a DNS-re jellemzé AT/GC aranyban fajspecifikus kiilonbségek lehetnek [255],
célszerli bazispreferencia nélkiili festékeket, pl. propidium-jodidot vagy YOYO-I-et
valasztani a vizsgalatokra [256]. Természetesen az alkalmazott minta preparalasi
protokolloknak mindig kompatibilisnek kell lenniiik a kivalasztott DNS-specifikus festék
jellemzdivel, hogy reprodukalhato festddést és alacsony CV-értékeket (<3%) kapjunk a
fluoreszcencia intenzitds eloszlasi hisztogramokban. Mindezek mellett olyan kisérleti
protokollok kidolgozasara van sziikség, ami lehetdvé teszi nagyszdmi minta gyors

preparalasat és dramlasi citometrias analizisét.
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Célkituzések

L. Annak ellenére, hogy az ABCG2 Kkatalitikus ciklusdt régdta intenziven
tanulméanyozzék, még mindig nem tisztazott, hogy az ATP kotés és hasitas részfolyamatai,
hogyan kapcsolédnak a TMD konformacio valtozasokhoz, és hogyan teszik lehetévé végiil a
szubsztratok koncentracié gradiens ellenében torténd transzportjat. Figyelembe véve az ABC
transzporterek ¢érzékenységét membrankornyezetiik Osszetételére, célul tiiztiik ki olyan
kisérleti modszerek kidolgozasat, melyek lehetdvé teszik az ABCG2 katalitikus ciklusdnak
tanulméanyozasat normal membran kornyezetében. Kisérleteink soran az aldbbi kérdésekre
kerestiik a véalaszt:

e Mely katalitikus esemény valtja ki az 5D3-reaktiv IF konformaciobol az 5D3-at

nemkd6td OF konformacioba torténd atmenetet?
e Hogyan valtozik az ABCG2 szubsztratjaihoz valo affinitasa a katalitikus ciklus soran?
e Melyik katalitikus 1épés gyorsitasaval fokozzak a szubsztratok az ABCG2 ATPaz

aktivitasat?

II1. Munkank masodik felében az A-hurok (Y401A, Y1044A, Y401A/Y1044A), valamint
a Walker B (E556M/Q, E1201Q, E556Q/E1201Q, DS555N, D1200N, DS555N/D1200N)
konzervalt szekvencia motivumban pontmutaciét hordozé Pgp varidnsok miikodését
vizsgaltuk, hogy betekintést nyerjiink az NBD-k kozti kooperdcidé mechanizmusaba.
Kisérleteinkben a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Hogyan befolyasoljak a kiilonbozd ligandok az UIC2 mAt-tel detektalhaté IF/OF

konformer aranyt a kiilonb6z6 mutans variansokban.
e Megvaltoztatjak-e a mutaciok a Pgp latszolagos ATP affinitasat (Ka)?

e Képesek-e a mutansok szubsztrat-fiiggd ATP hidrolizisre?

III. Halgazdasagokban a triploid indukcids kezelések optimalizalasa sordn fontos a triploid
egyedek ardnyanak gyors €s pontos meghatarozasa. Ezért szerettiink volna kidolgozni egy
aramlasi citometrias kisérleti protokollt, hal vordsvérsejtek, illetve hal embridk ploiditdsanak

meghatarozasara, ami lehetdvé teszi nagyszami minta gyors preparalasat és analizisét.
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Anyagok és modszerek

Anyagok

A sejttenyésztéshez hasznalt anyagokat €s a kisérletekben alkalmazott vegyszereket a
MERCK Kft.-tdl (Budapest, Magyarorszag), mig az Alexa 488 (A488) ¢és 647 (A647)
szukcinimidil-észter fluoreszcens festékeket a Life Technologies-t6l (Carlsbad, CA, USA)
szereztiik be. Az UIC2 ¢s 15D3 Pgp elleni, valamint az 5D3 ABCG2 elleni mAt-t, hibridéma
feliiluszobol preparaltuk affinitds kromatografias modszerrel. Az UIC2 és 15D3 hibridoma
sejtvonalakat az American Type Culture Collections-tdl vasaroltuk (Manassas, VA, USA). Az
5D3 hibridoma sejtvonal Brain P. Sorrentino (Division of Experimental Hematology,
Department of Hematology/Oncology, St. Jude Children’s Research Hospital, Memphis,
Tennessee, USA) nagylelkli ajandéka. Az antitestek tisztasdgat natrium-dodecil-
szulfat/poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS/PAGE-el) ellendriztiik, amelyek leglabb 97%
tisztasaginak bizonyultak. Az UIC2, 15D3 és 5D3 antitesteket A647-el jeloltiik, a nem
kotodott festéket Sephadex G-50 oszlopon tavolitottuk el. A festék-fehérje arany (F/P) 3

koriili érték volt minden egyes antitest preparatum esetében.

Modszerek

Sejttenyésztés

Az MDCK II (Madin-Darby canine kidney) sejtvonal, valamint annak ABCG2-vel
stabilan transzfektalt valtozata Sarkadi Baladzs (Enzimologiai Intézet, Természettudomanyi
Kutatokézpont, Budapest, Magyarorszag) ajandéka. A GFP-vel (Green Fuorescent Protein-
z6ld fluoreszcens fehérje) jelolt ABCG2-t expresszald MDCK 1I sejtvonalat Homolya Laszl6
¢s Orban Tamas (Enzimologiai Intézet, Természettudomanyi Kutatokozpont) készitette. Az
NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat ¢s annak human MDR1 génnel stabilan transzfektalt
valtozatat (NIH 3T3 MDRI sejtvonal), Michael Gottesman (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) laboratériumébol kaptuk. Az A hurok (Y401A, Y1044A) és Walker B
(D555N, D1200N, D555N/D1200N, E5S56M, E556Q, E1201Q, E556Q/E1201Q) mutans Pgp
variansokat expresszalo transzgénikus NIH 3T3 sejtvonalakat Tiirk Déra €s Szakacs Gergely
hoztak Iétre (Enzimologiai Intézet, Természettudoméanyi Kutatokdézpont) Sleeping Beauty

transzpozon alapu génexpresszios rendszert alkalmazva.
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A sejteket letapadd kultardkban tartottuk fenn 10% hdvel-inaktivalt fotalis
szarvasmarha szérumot (FBS, Gibco, Budapest), 2 mM L-glutamint és 0,1 mg/mL penicillin-
streptomycin koktélt tartalmazo6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) tenyésztd
folyadékban 37°C-on, 5%-0s CO; atmoszféraban, 95%-os péaratartalom mellett. A vad tipusu
humén Pgp-t kifejez0 sejtek esetében a magas Pgp expresszios szintet doxorubicin (670 nM
DOX) szelekcioval tartottuk fenn. A sejteket a kisérletek elvégzése elétt 2 nappal DOX-
mentes médiumba helyeztiik at.

Az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejteket 0,05%-o0s tripszin-EDTA (etilén-diamin-
tetraecetsav) oldattal (0,5 mg/mL tripszin, 0,2 mg/mL EDTA, 2 perc, 37°C), az MDCK 11
sejteket pedig 0,25%-0s tripszin-EDTA oldattal (2,5 mg/mL tripszin, 0,2 mg/mL EDTA, 5
perc, 37°C) valasztottuk el a sejttenyésztd flaska aljatol és egymastol.

Western blot analizis

A sejteket (2 x 10°) 100 pL redukalé Laemmli mintapufferben (6x) 10 percig 95°C-on
lizaltuk. Az igy elkészitett teljes sejtlizatum fehérjéit (2,5 ng fehérje/minta) 8%-os SDS-
poliakrilamid gélen elektroforézissel valasztottuk el, majd elektroblottoltuk 0,45 pm-es
porusatmérdjii nitrocelluld6z membranra (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont,
Buckinghamshire, Egyesiilt Kiralysag). Az ABCG2-t BXP-21 anti-ABCG2 mAt-vel, mig az
B-aktint a C-2 egér mAt-vel jeldltiik (mindkettd a Santa Cruz Biotechnology Inc.-tdl, Santa
Cruz, CA, USA). Masodlagos antitestként torma-peroxidazzal konjugélt kecske anti-egér I1gG
antitestet (HRP-GaMIgG, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA)
alkalmaztunk. Mindegyik antitestet 1:2500 higitdsban alkalmaztuk. Az elOhivast
SuperSignal™ West Pico PLUS kemilumineszcens reagenssel (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) végeztikk és a képeket Fluor Chem Q Alpha Innotech
géldokumentécios rendszerrel (Alpha Innotech Corp., San Leandro, CA) rogzitettiik.

Mitoxantron akkumulacios teszt

Az MDCK 1II sejteken expresszalod6 ABCG2 fehérjék transzport aktivitasat MX
akkumulacios teszttel vizsgaltuk. A sejtszuszpenziot (0,5 x10° sejt/mL) 8 mM gliikozt
tartalmazo foszfat pufferben (gl-PBS (150 mM NacCl, 3,3 mM KCl, 8,6 mM NaH>POs, 1,69
mM KH2POs4, 8 mM gliikkdzt) 15 percig 37°C-on eldinkubaltuk 2 uM ABCG2 inhibitor
Ko143 jelenlétében ¢s hianyaban, majd a mintdkat 5 uM MX-nal festettiik tovabbi 30 percig.
Ezutan a sejteket haromszor mostuk (300xg, 5 perc, 4°C) jéghideg, 0,5% FBS tartalmt gl-
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PBS-sel. A halott sejtek elkiilonitésére propidium-jodidos (3 pg/mL) festést alkalmaztunk. A
MX intracellularis felhalmozodasat FACS Array (Becton Dickinson, Mountain View, CA,

USA) aramlési citométer segitségével hataroztuk meg.

Az ABCG2 direkt immunfluoreszcens jelolése

A sejtfelszini ABCG2 fehérjék direkt immunfluoreszcencids jeloléséhez a mintakat
(10° sejt/mL gl-PBS-ben) 5 pg/mL 5D3-A647 mAt-vel inkubaltuk 30 percig 37°C-on 2 pM
Ko143 jelenlétében vagy tavollétében. A jelolést kdvetden a sejteket kétszer mostuk (300xg,
5 perc, 4°C) 0,5% FBS-t tartalmaz6 gl-PBS-vel. Az antitest kotddés mértékét FACS Array
(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) aramlasi citométer segitségével hataroztuk

meg.

Az UIC2 reaktiv konformacioban 1évé Pgp molekulak aranyanak meg-
hatarozasa

A vad tipusu és a mutans Pgp varidnsokat kifejezd intakt NIH 3T3 sejteket (5 x 10°
sejt/mL) 30 percig 37°C-on jeloltik UIC2-A647 (10 pg/mL) vagy 15D3-A647 (30 pg/mL)
antitesttel gl-PBS-ben. A CsA kezelt mintdkat 10 percig 37°C-on eldinkubaltuk 10 uM CsA-
val, majd mosasi 1épés nélkiil tovabb inkubaltuk UIC2-A647 antitesttel. Az ATP depletalt
mintdkat az antitest jelolés elott Na-aziddal (10 mM) és 2-dezoxi-D-gliikozzal (8§ mM)
kezeltikk 30 percig 37°C-on glilkkozmentes PBS-ben. Az antitestekkel torténd inkubalast
kovetden a sejteket kétszer mostuk jéghideg 0,5% FBS-t tartalmazd gl-PBS-vel. ATP-
depletalt mintak esetén glilkozmentes PBS-t hasznaltunk. A mintak UIC2-A647 vagy 15D3-
A647 fluoreszcencia intenzitasat aramlasi citométerrel hataroztuk meg. Az UIC2-reaktivitast,
vagyis az UIC2-reaktiv konformécioban 1évd sejtfelszini Pgp molekuldk szazalékos aranyat,

az F/P-korrigalt UIC2 és 15D3 jelek aranyabol szamitottuk.

Sejtek permeabilizalasa Streptolizin-O toxinnal

A streptolizin-O ((SLO) (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag)) a Streptococcus
pyogenes porusképzd exotoxinja. A membranban kialakult SLO porusok atjarhatoéak a kis
vizoldhatd molekulédk szamara, beleértve a nukleotidokat [257]. Az SLO egy oxigén-érzékeny
toxin, amelyet a ditiotreitol (DTT) reverzibilisen aktival. A sejteket (1x107 sejt/mL) 250
U/mL SLO-val kezeltilk 1 mM DTT, Protedz Inhibitor Cocktail (PIC: (2 mM AEBSF, 0,3 uM
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aprotinin, 116 pM besztatin, 14 uM E1-14 uM leupeptin), 0,5 mM fenil-metil-szulfonil-
fluorid (PMSF), valamint 1% FBS jelenlétében gl-PBS-ben 37°C-on 30 percig. Ilyen
kortiilmények kozott a sejtek koriilbeliil 50%-a permeabilizalodott, amelyet PI festéssel
igazoltunk. A reakciot 20 mL 1% FBS-t tartalmaz6 PBS-sel allitottuk le, majd a nem-kotddott
toxin eltavolitasara a sejteket haromszor mostuk (635xg, 5 perc, szobahdmérséklet), végiil a
mintakat PBS-ben vettiik fel a tovabbi kezelésekhez [258].

A konfokalis mikroszkopos kisérletekhez nyolc-kamras fedélemezeken (ibidi GmbH,
Grifelfing, Németorszag) novesztett sejteket 62,5 U/mL SLO-val permeabilizaltuk 1 mM
DTT és PIC jelenlétében 37°C-on, 15 percig 1% FBS-t tartalmazo HEPES pufferban (20 mM
HEPES, 123 mM NacCl, 5 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, | mM CaCly).

Az 5D3 kotodés kinetikajanak vizsgalata

Az 5D3 antitest kotddés kinetikdjanak vizsgéalata soran a permeabilizalt sejteket
(1x10° sejt/mL) 5 pg/mL 5D3-A647 antitesttel festettiik 0,5 mM ATP/Mg>", 2 uM Kol143,
valamint 10 uM quercetin hidnyaban vagy jelenlétében 37°C-on. Az 5D3-A647 kotddés
kinetikdjanak kovetésére kiilonb6z6 idépontokban mintdkat vettiink, melyeket nagy térfogata
jéghideg PBS-sel mostunk. A nem ko6tédott antitest eltavolitdsara a mintdkat még kétszer
megmostuk jéghideg PBS-sel. Az 5D3-A647 kotddés mértékét FACS Array (Becton

Dickinson, Mountain View, CA, USA) aramlasi citométerrel hataroztuk meg.

A nukleotid kotés latszolagos affinitasanak meghatarozasa

A nukleotid kotés latszolagos affinitasat (Ka) a kordbban leirtak szerint hataroztuk
meg [163]. A permeabilizalt sejteket (1x10°% sejt/mL) 10 percig 37°C-on elékezeltiik
kiilonb6z6é koncentracioban alkalmazott nukleotidokkal, majd az ABCG2 esetében 5 pg/mL
5D3-A647 mAt-el, mig a Pgp esetében 10 pg/mL UIC2-A647 mAt-el inkubaltuk a mintakat
tovabbi 20 percig 37°C-on. Az ATP hidrolizis megakadalyozasa érdekében az ATP-t Mg?*
nélkil 5mM EDTA jelenlétében adtuk, vagy a teljes kisérletet jégen végeztiikk. A nukleotid
csapdazasi kisérletekben a nukleotidot 0,5 mM Vi vagy BeFx-szel (200 uM BeSO4 (berillium-
szulfat) és 1 mM NaF (natrium-fluorid)) egytitt alkalmaztuk 37°C-on 30 percig. Ezt kdvetden
a mintakat 5 pg/mL 5D3 mAt-el vagy 10 pg/mL UIC2 mAt-el inkubéltuk a fent leirt médon.
A mintdkat hdromszor mostuk jéghideg PBS-sel (5 perc, 635xg, 4°C). A sejtek 5D3-A647,
illetve UIC2-A647 fluoreszcencia intenzitdsat aramlasi citometridval meghataroztuk, majd a

nukleotidkoncentracié fliggvényében abrazoltuk. Az ABCG2 és kiilonb6z6 mutans Pgp

49



variansok latszolagos nukleotid-affinitasanak (Ka) meghatarozasdhoz az adatpontokat
négyparaméteres Hill-fiiggvénnyel illesztettiik, ahol az Fuin és Fmax értékek a minimalis és

maximalis fluoreszcencia intenzitast jelentik:

Fpin X K3 + Epgx X x™

F = 1
K+ x™ &

Nukleotid csapdazas (,,trappelés”)

A Vi vagy BeFx csapdazott konformer képzddésének vizsgalatdhoz a permeabilizalt
ABCG2-t kifejez6 MDCK II sejteket 10 uM quercetinnel vagy Osztron-3-szulfattal (E1S)
kezeltiik elé 37°C-on, majd tovabb inkubaltuk 0,5 mM ATP/Mg?* vagy ADP/Mg?" mellett 0,5
mM Vi vagy BeFx (200 uM BeSO4 és 1 mM NaF) jelenlétében. Az inkubécié soran a
csapdazasi reakcio kinetikdjanak kovetésére meghatarozott id6kozonként 500 pL mintat
vettiink, amelyeket kétszer mostunk 5 mL jéghideg PBS-sel, mely az alkalmazott foszfat
analdgot tartalmazta a korabban megadott koncentracioban, majd 5 pg/mL 5D3-A647-tel
jeloltiik az ABCG2-t kifejezd mintakat 4°C-on 45 percig. A mintdk 5D3-A647 fluoreszcencia
intenzitasat dramlasi citométerrel hatdroztuk meg. A sejtek fluoreszcencia intenzitasat (F) az
1d6 (t) fliggvényében abrazoltuk. Az 5D3-reaktiv. ABCG2 konformécio fél-¢életidejét
reprezentald ¢, értékeket a mérési pontokra illesztett exponencidlis fliggvény alapjan

hataroztuk meg:

t
F=Fyxe 7+c (2)

ahol az Fo a gorbe nulla és végtelen idOpontja kozotti kiilonbség, és ¢ a sejtek hattér

fluoreszcencia intenzitasa.

5D3 disszociacios kinetika vizsgalata

A sejteket SLO toxinnal permeabilizaltuk, majd a nukleotidok kimosasaval az ABCG2
molekuldkat IF konformacioban szinkronizalva jeloltik 5D3-A647 antitesttel 10 uM
quercetin vagy 10 uM E1S hianydban vagy jelenlétében 37°C-on 20 percig. A nem kotédott
5D3-A647 mAt eltavolitdsa utdn a sejteket nagy térfogatii 37°C-os PBS-ben inkubaltuk
tovabb 3 mM ATP/Mg** vagy 3 mM AMP-PNP/Mg?’, valamint a fenti szubsztratok vagy

Kol43 jelenlétében vagy tavollétében. Az 5D3  disszociacio  kinetikajanak
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nyomonkovetéséhez rendszeres i1dOkozonként 500 upl-es mintakat  vettiink a
sejtszuszpenziobol, majd a mintdkat kétszer mostuk jéghideg PBS-sel. A sejtek 5D3-A647
fluoreszcencia intenzitdsat aramlasi citometrrel mértiik, és az ido (t) fiiggvényében abrazoltuk.
Az 5D3-reaktiv ABCG2 konformaci6 felezési idejét reprezentalo ti» értékeket az adatpontok

exponencialis illesztésébol szamitottuk ki a 2. egyenlet segitségével.

Aramlasi citometria

A sejtek fluoreszcencia intenzitdsat Becton Dickinson FACS Array aramlési (Becton
Dickinson, Mountain View, CA) citométerrel mértiik, az adatokat Flowing szoftver (Cell
Imaging Core, Turku Centre for Biotechnology, Turku, Finland) segitségével értékeltiik ki.
Az A647 festék gerjesztésére a 635 nm-es l1ézert hasznaltuk és a fluoreszcenciat a voros
csatornaban detektaltuk (emisszio: 661/16 nm). A PI festéket az 532 nm-es lézerrel
gerjesztettiik, az emissziot pedig 585/42 nm-es savsziirdvel detektaltuk. A MX-t 635 nm-es
1ézerrel gerjesztettiik és a fluoreszcencidt a tavoli vords csatorndban detektaltuk (emisszio:
780/60 nm). A sejttormeléket és az Osszetapadt sejteket az eldre iranyuld fényszoras (FSC) és
oldaliranyt fényszoras (SSC) jelek alapjan kizartuk az elemzésbdl. Intakt sejteken végzett
vizsgélatok eseté¢ben a Pl-negativ sejtpopulédcidt vettilk figyelembe, mig permeabilizalt

sejtekkel végzett vizsgalatok esetén a Pl-pozitiv sejtpopulaciodt analizaltuk.

Konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkopia (CLSM)

Az ABCG2-GFP ¢és a fluoreszcens ABCG2 szubsztrat MX plazmamebran
lokalizaciojanak viszgalatira CLSM képanalizist végeztiink. A méréseket nyolc-kamras
lemezeken (Nunc LabTek Thermo Scientific, Waltham, MA) végeztiik. Az intakt sejteket 2
uM Kol43-mal, 0,5 mM Vi-tal vagy az ATP szintézis gatlasira 8 mM 2-dezoxi-D-gliik6zzal
¢s 10 mM natrium-aziddal kezeltiik eld 15 percig 37°C-on, ezt kdvetéen 500 nM MX-nal
festettiik 15 percig 37 °C-on, végiil 3-szor mostuk HEPES pufferrel (20 mM HEPES, 123 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1,5 mM MgClz, 1 mM CaClz). Az SLO-permeabilizalt sejteket 6 pg/mL PI-
val el6festettiik, majd tovabbi 15 percig inkubaltuk 37°C-on 500 nM MX-nal 5 mM AMP-
PNP jelenlétében vagy hianyaban, végiil 3-szor mostuk hideg HEPES pufferrel.

A fluoreszcens képeket Nikon Al Eclipse Ti2 konfokalis 1ézer-pasztazo
mikroszkoppal (Nikon, Tokid, Japan) Plan Apo 60% viz-immerzids objektiv segitségével
készitettiik [NA=1,27]. Az ABCG2-GFP-t 488 nm-es hullimhossza 1ézer fénnyel, mig a MX-
t 647 nm-es 1ézerrel gerjesztettiik, az emittalt fluoreszcenciat pedig 500-550 nm-es, illetve

51



660-740 nm-es savszlirdn keresztiil detektaltuk. Az Osszes felvételt a miiszer azonos
fesziiltség és 1ézerteljesitmény beallitadsai mellett készitettiik. A képeket szekvencialis médban
vettiikk fel, hogy minimalizaljuk a csatornak kozotti atvilagitast. Kortlbelil 1 pm vastag,
512x512 pixelt tartalmazd optikai szeleteket vettiink fel, melyekben 1 pixel mérete 200 nm
volt. A zajt 3x3 pixel méretii atlagolo sztirOvel sziirtiik ki. A kolokalizacios elemzést a két
detektalt csatorna intenzitasa kozotti Pearson-féle korrelacids egylitthatok kiszamitasaval
végeztilk a plazmamembrant reprezentald pixelekben [259]. Csak azokat a pixeleket vontuk
be az elemzésbe, ahol mindkét intenzitas magasabb volt, mint az atlagos autofluoreszcencia
intenzitds kétszerese. A képelemzést Mocsar Géabor munkatarsunk altal irt MATLAB

szkriptek segitségével valositottuk meg (Mathworks Inc., Natick, MA, USA) [260].

Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (FCS)

A szabad ¢és az ABCG2-hoz kotott MX molekulak diffuzios tulajdonsagai alapjan
torténd megkiilonboztetésére FCS méréseket végeztiink. Az FCS méréseket Nikon A1 Eclipse
Ti2 konfokalis lézer-pasztazd mikroszkoppal (Nikon, Toki6, Japan) Plan Apo 60x viz-
immerzidés objektiv [NA=1,27] segitségével végeztiik. FCS mérésekhez a mikroszkop
PicoQuant iddkorrelalt egyfotonszamlalé upgrade kittel (PicoQuant, Berlin, Németorszag)
van felszerelve.

Az FCS méréseket ABCG2-GFP-t expresszald intakt MDCK 1I sejteken végeztiik
nyolc-kamrés lemezeken (Ibidi GmbH, Martinsried, Németorszag). A sejteket 100 nM MX-
nal festettiik 15 percig 37°C-on 2 uM Ko143 jelenlétében vagy hianyaban, vagy a sejtek ATP
deplécigjat kovetden (a korabban leirtak szerint). Az ABCG2-GFP-t 488 nm-es a MX-t pedig
647 nm-es 1ézervonallal gerjesztettiik. Az ABCG2-GFP fluoreszcenciajat az 500-550 nm-es, a
MX altal kibocsatott fluoreszcencia jeleket pedig a 660-740 nm kozotti spektralis
tartomanyban detektaltuk egyfotonszamlaldé detektor segitségével (PicoQuant, Berlin,
Németorszag). 10x10 masodperces méréseket végeztiink minden kivalasztott sejt
membranjdnak harom kivélasztott pontjan. A fluoreszcencia autokorrelacidos gorbéket
SymPhoTime64 szoftverrel (PicoQuant) szamitottuk ki 200 idépontban, 300 ns és 1 s kozott,
kvazi logaritmikus iddskalan.

A MX-festett sejtek autokorrelacids gorbéit egy triplet allapotot feltételezd két
komponensii modellel illesztettiik, hogy leirjuk a szabad MX (gyors komponens) 3 dimenzids

s

plazmamembrén x-z sikjaban.
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A 3. egyenletben N a fluoreszcens molekuldk atlagos szdma a detektalési térfogatban,

G(1) =

T a triplet allapotban 1évé molekuldk hanyada, tuip a triplet korreldcios ideje. A diffuzio
sebességét a diffuzids 1d6 1p jellemzi, ami a molekula altal a megvilagitott térfogatban toltott
atlagos idot jelenti. tp1 és tp2 a gyors €s a lassu komponens diffuziés ideje, p az elsd
komponens, 1-p pedig a masodik komponens hanyada. A gyors és lassi komponensek

diffuzios allandoéit (D) a kdvetkezd egyenletbdl hataroztuk meg:

_ 0¥y
b= 4)
ahol wxy a detektalasi térfogat lateralis e sugara, melyet 100 nM-os A647 festékoldat (0,1
mM EDTA, 10 mM Tris (pH=7,4)) autokorrelacios gorbéinek illesztésével becsiiltiink meg az
A647 diffizios allandojanak ismeretében (Dasa7 = 330 pm?/s, T = 22°C-on) [261].

Membran preparalas

Az ATPaz aktivitds mérésekhez vad tipusu vagy mutans Pgp varidnsokat expresszalod
NIH 3T3 sejtekbdl szarmazé membrankészitményeket hasznaltunk. Az NIH 3T3 sejtekbdl a
sejtmembranokat differencial centrifugalassal izolaltuk. A sejttérmeléket és a sejtmagokat
500xg-vel iilepitettiik 10 percig 4°C-on. A membranfrakcidkat centrifugaléssal izolaltuk
12000xg-vel 60 percig 4°C-on. A membranpelleteket TMEP-oldatban (50 mM Tris, pH=7,0,
HCI) vettiik fel, kiegészitve 50 mM mannittal, 2 mM etilén-glikol-tetraccetsavval (EGTA),
0,5 mM PMSF-el ¢és PIC-al (Sigma-Aldrich, Budapest). A membranmintak fehérje
-80°C-on taroltuk. A membranmintdk transzporter expressziojat (5 pg membranfehérje/minta)
immunoblottal ellendriztiik anti-Pgp G-1 mAt (Santa Cruz Biotechnology Inc. CA, USA),
illetve HRP jelolt masodlagos antitest (Santa Cruz Biotechnology Inc. CA, USA) 1:5000

higitasban torténd alkalmazéasaval.
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ATPaz aktivitas mérés

A vad tipus és mutins Pgp-k Vi-érzékeny ATPaz aktivitasat kolorimetrids
vizsgalattal hataroztuk meg. A transzporterek specifikus ATPaz aktivitasat a felszabadul6 Pi
mennyiségébol szamitottuk. A szubsztrat-stimulalt ATPaz aktivitas vizsgalatdhoz a membran
preparatumokat Pgp szubsztrat verapamil (40 uM) és 3 mM ATP/Mg?" jelenlétében vagy
hidnyédban 25 percig 37°C-on inkubaltuk. Ezt kdvetden a reakciot 40 pL 5% SDS-el allitottuk
le, majd a mintékat 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk 105 pL szinreagenssel [164]. A
mintdk abszorbancidjat 700 nm-en mértiik a BioTek Synergy HT plate olvasé (BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA) segitségével.

DNS-tartalom elemzés

A vordsvérsejtek (RBC) €s a hal embriok DNS-tartalmat PI festést kovetden aramlasi
citometrias modszerrel hataroztuk meg. A hal embriokbol 100 pg/mL Proteindz K és 5 mM
EGTA kezeléssel (15 perc, 37°C) készitettiink egyedi sejtekbdl allo sejtszuszpenziot. Mosast
kovetden (500xg, 5 perc, 4°C) sejteket 500 uL gl-PBS-ben (107 sejt/ml) vettiik fel. A
vérsejteket lecentrifugaltuk (500xg, 5 perc), majd 500 pL gl-PBS-ben felszuszpendaltuk,
hogy a sejtkoncentraciot 1x107 sejt/mL-re 4llitsuk be. Ezutan 4500 pL 70%-os etanolt
(Scharlab Magyarorszag, Budapest) adva a mintdkhoz a sejteket 30 percig
szobahoémérsékleten fixaltuk és permeabilizaltuk [263]. Ezt kdvetéen a mintdkat kétszer
mostuk PBS-ben (500xg-vel 5 percig, majd Ojraszuszpendaltuk 5000 uL. PBS-ben. Ekkor az
etanollal rogzitett sejteket 40 ng/mL Pl-vel (Sigma-Aldrich) festettiik 30 percig, majd a sejtek

PI fluoreszcencidjat Becton Dickinson FACS Array aramlési citométerrel mértiik.

Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai elemzéséhez a SigmaPlot szoftvert (14-es verzio, SSI San Jose,
CA, USA) hasznaltuk. Két normal eloszldst populaciobol szarmazéd egyenld szérasu minta
Osszehasonlitasara Student-féle t-probat végeztiink, mig egyenldtlen szorasok esetén
Kolmogorov—Smirnov tesztet alkalmaztunk. Tobb minta Osszehasonlitdsdra variancia-
analizist (ANOVA) végeztiink Holm-Sidak post hoc tesztet alkalmazva az adatok utdlagos
paronkénti 6sszehasonlitasara. Egyenl6tlen szorasok esetén a Dunnett T3 post hoc paronkénti
Osszehasonlitdsi modszert alkalmaztuk. A kiilonbségeket p<0,05 értéknél tekintettiik

szignifikdnsnak.
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Az 0Osszes gorbe illesztést a SigmaPlot szoftverrel (14-es verzid, SSI San Jose, CA,
USA) végeztiik, kivéve az autokorrelacios gorbékét, melyekhez a QuickFit 3.0 szoftvert
hasznaltuk, melyet a Német Rakkutato Kozpontban (DKFZ, B040 csoport) Prof. Jorg
Langowski fejlesztett ki.
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Eredmények

I. Az ABCG2 katalitikus ciklusanak vizsgalata

Az MDCK 1II sejtek funkcionalisan aktiv ABCG2-t és ABCG2-GFP-t
expresszalnak

Az ABCG2 ¢és az N-terminalisan GFP-vel jelolt valtozata (ABCG2-GFP) hasonlo
mértékben expresszalodott az MDCK 1I sejtekben, amint azt a Western blot kisérleteink is
igazoltdk (13A. abra). Irodalmi adatoknak megfeleléen [264] az ABCG2-GFP hasonld
transzport aktivitast mutat, mint a GFP-vel nem jel6lt parja, amit a MX akkumulacié hasonl6
mértékii csOkkenése jelez az ABCG2-GFP-t és ABCG2-t expresszald sejteken az ABCG2-
negativ sejtvonalhoz képest. A Kol143 kompetitiv ABCG2 inhibitor mindkét sejtvonal MX

Korabbi megfigyelések szerint az ABCG2 inhibitorok, mint pl. a Ko143 fokozzak az
5D3 mAt kotddését, mivel eltoljdk a konformacios allapotok kozotti egyensulyt az IF
konformer dominancidja irdnyaba [198, 265]. Ennek megfeleléen a kezeletlen ¢él6 sejtek
plazmamembranjaban az ABCG2-GFP és az ABCG2 viszonylag alacsony 5D3-reaktivitast
mutatott, amit a Kol43-kezelés hasonldo mértékben novelt (13E-G abra), alatdmasztva azt az

elképzelést, hogy a GFP jelolés nem modositja az ABCG2 konformaci6 valtozésait.
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13. dbra: A humdn ABCG2 és ABCG2-GFP expresszios szintjének, transzport aktivitdsanak és
konformdcios dllapotinak karakterizdalasa. Western blot analizis soran a mintdk fehérjetartalmat
SDS-PAGE-el valasztottuk el, majd a blottolas utan az ABCG2-t BXP-21 anti-ABCG2 mAt-tel
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detektaltuk. Az abrdan egy reprezentativ Western blot (A panel) lathato. Az ABCG2 transzport
funkcidjanak vizsgalatara mitoxantron (MX) akkumuldcios tesztet haszndaltunk (C, D, E panel). A
mintakat 5 uM MX-nal kezeltiik 2 uM Kol43 jelenlétéban vagy hianyaban. Az ABCG2-t és ABCG2-
GFP-t expresszalo sejtek csékkent MX felhalmozodast mutattak, melyet a Kol43 (B-D panel) az
ABCG2-negativ sejtek szintjere novelt. A sejteket 30 percig inkubdltuk 37°C-on 5D3-A647 anti-
ABCG? antitesttel 2 uM Kol43 jelenlétében vagy hianydaban (E, F, G panel). A mintak fluoreszcencia
intenzitasat aramlasi citométerrel hataroztuk meg. A Kol43 elokezelés novelte az ABCG?2 (F panel) és
ABCG2-GFP (G panel) expresszdlo sejtek 5D3-reaktivitasat. Az ABCG2-negativ sejtek csak
elhanyagolhato 5D3 kétodest mutattak, amelyet a Kol43 (E panel) nem befolydsolt. A bemutatott
reprezentativ eredmények 3-5 fiiggetlen kisérletb6l szarmaznak.

Streptolizin-O-val permeabilizalhatok az MDCK 11 sejtek

Figyelembe véve az ABC transzporterek érzékenységét membrankdrnyezetiik
Osszetételére, szerettiink volna olyan kisérleti rendszert kidolgozni, amely lehetévé teszi az
ABCG2 katalitikus ciklusanak tanulmanyozdsat normal sejtek plazmamembranjaban.
Vizsgélni kivantuk kiilonb6zé nukleotidok koncentracio-fiiggé hatasat az  ABCG2
konformacid valtozasaira. Mivel a nukleotidok negativ toltéseik miatt nem jutnak at az ép
plazmamembrdnon a sejteket Ovatosan permeabilizalni kell. Az MDCK II sejtek jol
permeabilizalhatok a Streptococcus pyogenesbdl szarmazo poérusformdld SLO toxinnal. A
toxin a membran koleszterinjéhez kotddik, oligomerizalodik és igy a kisebb molekuldk
szamara atjarhato porust hoz létre [257].

A sejteket kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazott SLO-val kezeltiik, majd
propidium-jodidos festéssel aramlési citométerben meghataroztuk a permeabilizalt sejtek
aranyat. Mivel az SLO oxigén labilis, igy oxidativ kornyezetben a permeabilizalds
hatékonysaga csokken, ezért redukédlo szer (DTT, ditiotreitol) mellett is megvizsgaltuk a
hatasat a sejtekre. A 14A abran lathatd, hogy magas SLO koncentracié mellett a sejtek
jelentds hanyada permeabilizalodott, ¢és ezt tovabb fokozta a DTT jelenléte. Azonban azt is
megfigyeltiik, hogy az 5D3 reaktivitisa az ABCG2 fehérj¢hez magas DTT koncentracid
mellett csokkent (14B abra), feltehetdleg azért, mert a DTT redukdlja az ABCG2 homodimer
kialakitdsaban résztvevd diszulfid hidakat. Hogy elkertiljiik az ABCG2 fehérje szerkezeti
valtozasat a tovabbi kisérletekben 1 mM DTT-t alkalmaztunk. Permeabilizalast kovetden
mosassal eltavolitottuk a sejtekbdl a nukleotidokat, majd feltoltottiik Oket a kivant tipusq,
illetve koncentracidju nukleotidokkal vagy nukleotid-analogokkal (pl. ATP, ADP, AMP-PNP)
(14C abra).
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14. dbra: Az MDCK Il sejtek Streptolzin O (SLO) toxinnal torténé permeabilizdldsanak
optimalizdalasa. Az MDCK [ sejteket kolonbozo toxin koncentraciok mellett kezeltiik 30 percig 37°C-
on redukaloszer ditiotreitol (DTT) jelenléteben vagy hianyaban (A panel). A nem kétodott toxin
eltavolitasat kovetéen a sejteket 3 ug/mL propidium jodiddal festettiik a permeabilizdalds
hatékonysdaganak meghatdrozasara. A toxin koncentracio optimalizalasat kdvetéen 5 ug /mL SLO
mellett kiilonb6zo DTT koncentraciokkal (1 mM—10 mM) kezeltiik a mintakat a permeabilizalas soran,
majd 5 ug/mL 5D3 antitesttel jeloltiik Jket 20 percig 37°C-on (B panel). A redukdloszer

crer

koncentraciojanak novelésével csokkent az ABCG2 molekulak 5D3-reaktivitasa. A , félig”
permeabilizalt sejtekbol mosasi lépésekkel eltavolitottuk a nukleotidokat, annak érdekében, hogy a
kivant koncentracioban tudjuk alkalmazni az altalunk valasztott nukleotidot (ATP, ADP, AMP-PNP),
majd a mintakat a konformacio érzekeny kotodesii 5D3 antitesttel jeloltiik, a kapott pontokra pedig
dozis-hatas gorbet illesztve meghataroztuk a transzporter latszolagos nukleotid-affinitasat (C panel).
A bemutatott reprezentativ eredmények 3-5 fiiggetlen kiserletb6l szarmaznak.

A nukleotid kotés elégséges az IF-OF konformacio valtozashoz

Az ABCG2 nukleotid-fliggd konformaciéo véltozasainak tanulmanyozasahoz
szisztematikusan valtoztattuk az intracellularis nukleotid koncentracidkat SLO toxinnal
permeabilizalt sejteken. A TMD konformacioban tapasztalhato ATP-szabalyozott valtasnak
megfeleléen a ndvekvé ATP/Mg?* koncentracié fokozatosan csokkentette az ABCG2 5D3-
A647 festddését, magas ATP/Mg?" koncentracional kozel nulldra csokkent a fehérje 5D3
reaktivitasa (15A és B dbra). A dozis-hatas gorbék illesztésével meghataroztuk az ABCG2
latszolagos ATP/Mg*"  affinitdsat  (Ka=4,07£0,76mM). Az ATP hidrolizisének
megakadalyozasara az ATP-t Mg?* hianyaban (ATP + EDTA; 15C és D abra) vagy alacsony
hémérsékleten alkalmaztuk (15E és F abra), vagy egy nem hidrolizal6d6 ATP analdggal, az
AMP-PNP-vel helyettesitettiik (15G és H abra). Erdekes médon az ABCG2-t 5D3-nemkotd
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allapotba hoz6 konformécid véltozds ATP hidrolizis hidnyaban is megtortént, és hasonlo
nukleotid koncentracio-fiiggést mutatott, mint a hidrolizist lehetdvé tevd koriilmények kozott
(5. tablazat). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az 5D3-nemkotd, valamint az 5D3-
reaktiv konformaciok megfelelnek az OF és az IF konformacioknak, amint azt az ATP-kotott,
illetve a nukleotidmentes krio-EM szerkezetekben lathatjuk (11. abra).

A foszfat-analogokrol, példdul a Vi-rél vagy a BeFx-r6l ismert, hogy az ATP
hidrolizisét kovetéen a lehasadt gamma-foszfatot helyettesitve stabil haromkomponensii
komplexet képeznek az ABC transzporterekkel és a miozin motorfehérjével (pl. ABCG2-
ADP-Vi/BeFx). A kiilonbozé foszfat-analogokkal kapott miozin komplexek kiilonbozé
geometridja alapjan ugy gondoljadk, hogy a BeFx-komplex egy pre-hidrolitikus, a Vi-
csapdazott komplex pedig egy poszt-hidrolitikus konformert reprezental [266, 267]. Ennek
megfeleléen a foszfat-analégokkal végzett kezelések kortlbeliil 10-szeresére novelték az
ABCG2 latszolagos nukleotid-affinitasat (5. tablazat) az ATP hidrolizist megengedd
koriilménye kozott (15A és B abra), megerdsitve, hogy mindkét foszfat analog stabil ADP-
csapdazott komplexeket képezhet az ABCG2-vel. Amennyiben az ATP-hidrolizis gatolt, a
foszfat-analogok semmilyen hatdssal nem voltak a Ka-értékekre (15C-H abra).

Hasonléan az MsbA bakteridlis ABC transzporterhez, [111] az ADP/Mg** is
indukalhatja az IF konformer OF konformacidra valtasat (15I-J abra), bar valamivel
magasabb koncentracioban (Ka = 7,38 + 2,31 mM), mint az ATP/Mg** (5. tablazat). Ezen
kiviil a Vi vagy BeFx alkalmazasa a transzporter molekulakat ADP/Mg?* jelenlétében is
magas nukleotid-affinitast allapotban csapdazta, amit a latszolagos nukleotid-affinitas
koriilbeliil 10-szeres novekedése jelzett (5. tablazat). Az ADP/Mg?*-bol kiinduld csapdazasi
reakciok Ka értékei nem tértek el az ATP/Mg?*-bol kiinduld csapdazasi reakciok Ka-
értékeitdl. Az ADP/Mg?" -bol induléd csapdazasi reakciokban azonban az ABCG2 molekulak
kortlbeliil 30%-a 5D3-reaktiv allapotban maradt, még nagyon magas nukleotid koncentraciok
mellett is. Ez a megfigyelés arra utalhat, hogy az ADP/Mg?*-bél szarmazé komplex kevésbé
stabil, valosziniileg rovidebb élettartam, mint a hidrolitikus ciklusban ATP/Mg?*-bél
képz6do komplex, ezért a csapdazasi reakcid alacsonyabb hatasfokkal megy végbe. Mivel ép,
egészséges sejtekben a citoszol ATP-koncentracidja tobb mint 10-szer magasabb az ADP-
koncentraciohoz képest [268], ezek az eredmények azt mutatjak, hogy ¢l sejtekben (i) az
5D3-reaktiv IF allapotrol az 5D3-nemkoté OF konformerre torténd valtast az ATP kotddése
indukalja; és (ii) az 5D3-reaktiv IF konformécid visszaallitasa csak a hidrolizis termékek

felszabadulasat kovetden torténhet meg.
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15. abra: Az 5D3-reaktivitas nukleotid fiiggése. Az ABCG2-t kifejez6 MDCK I sejteket SLO toxinnal
permeabilizaltuk, hogy lehetéve tegyiik az intracellularis nukleotid koncentracio szisztematikus
valtoztatasat. Az 5D3-reaktivitas nukleotid koncentracié fiiggését vizsgaltuk ATP/Mg* (A, B panel),
ATP + EDTA (C, D panel), AMP-PNP/Mg** (G, H panel) és ADP/Mg’* (I, J panel) esetében vanadat
(bal oldali panelek) vagy BeFx (jobb oldali panelek) jelenlétében vagy hianyaban. A mintakat 37°C-
on 10 percig nukleotidokkal elokezeltiik, majd tovabb inkubaltuk 5 ug/mL 5D3-A647-tel 37°C-on 20
percig, kivéve az E, F panelt, ahol az dsszes kezelést jégen végeztiik. Nukleotid csapdazas esetén
37°C-on 20 percig inkubaltuk a sejteket nukleotidokkal és BeFx-dal vagy Vi-tal, majd a nem kétodott
nukleotidokat kimostuk és tovabb inkubaltuk a mintdikat 5 ug/mL 5D3-A647-tel 37°C-on 20 percig,
kivéve E, F panel ahol az 5D3 jelolést 45 percig végeztiink jégen. Az A panelen a rajzok az ABCG2 IF
és OF konformereit abrdzoljdk. A bemutatott reprezentativ gorbek 3-5 fiiggetlen kisérletbol
szarmaznak.

5. tablazat: Az ABCG?2 kiilonbézo nukleotidok (ATP, ADP, AMP-PNP) irdnti ldatszolagos affinitisa
(K4) az ATP hidrolizisét megengedo vagy kizdaro koriilmények kozott, valamint a poszt-hidrolitikus
dllapotban (ns = nem szignifikdns).

Kezelés Kériilmények K, (mM £ SD) n ATP/Mg* mintdhoz Abra

HEm. Mg viszonyitott statisztika

(1. sor)

ATP 37°C + 4,15 + 1,08 11 . 15A
ATP + Vi 37°C + 0,34 + 0,25 11 P <0,001 15A
ATP + BeFx 37°C + 0,40 + 0,06 3 P <0,001 158
ATP 37°C - 3,69 + 0,49 7 ns 15C
ATP + Vi 37°C - 3,77 + 0,38 4 ns 15C
ATP + BeFx 37°C - 3,20 + 0,15 3 ns 15D
ATP 4°C + 4,38 + 0,24 6 ns 15E
ATP + Vi 4°C + 4,01 + 0,23 3 ns 15E
ATP + BeFx 4°C + 4,06 + 0,46 3 ns 15F
AMP-PNP 37°C + 5,29 + 0,22 2 ns 15G
AMP-PNP + Vi 37 + 4,91 1 - 15G
&M E:)F':p E 37°C + 5.88 1 : 15H
ADP 37°C + AT £ 221 6 P <0,001 151
ADP + Vi 37°C + 0,44 + 0,10 3 P <0,001 151
ADP + BeFx 37°C + 0,57 + 0,32 3 P <0,001 151

A szubsztratok novelik a vanadat- vagy BeFx-csapdazott konformer
képzodésének sebességét

A transzportalt szubsztratok fokozzak szamos ABC transzporter, koztiik az ABCB1 ¢és
az ABCG2 ATP hidrolizis aktivitasat [164, 265]. A transzporter molekuldk fokozatos
felhalmozodasa a Vi- vagy BeFx-csapdazott allapotban az ABC transzporterek katalitikus
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ciklusanak egy parcialis reakcidjat reprezentalja [168]. Ennek megfelelden a szubsztratok, pl.
Osztron-3-szulfat (E1S) vagy a quercetin felgyorsitottdk az ABCG2 felhalmozddasat a Vi-
vagy BeFx-csapdazott poszt-hidrolitikus &llapotban (16. abra). Megfigyeltiik, hogy a
szubsztratok kb. 6tszordsére csokkentették a csapdazasi reakcio felezési idejét (12 érték, lasd
a 16B abran), ami Osszhangban van ezen vegyiiletek ATP hidrolizist fokozo hatdsanak
mértékével [265]. A viszonylag hosszu ti; értékek az ATPaz adatokbodl kiszdmithatd [269] kb.
100 ms nagysagrendii teljes ciklusidéhoz képest, arra utalnak, hogy a foszfat analogokkal
csapdazott poszt-hidrolitikus komplex keletkezése egy nagyon kis valoszinliségii esemény. A
csapdazasi reakcid megnovekedett sebessége szubsztratok jelenlétében az ATP-az ciklus
nagyobb ,fordulatszdmaval”, vagy a Vi-, illetve BeFx-érzékeny 4allapot hosszabb
¢lettartamaval magyarazhato.

Erdekes modon, amikor az ATP/Mg?*-t ADP/Mg*'-ra cseréltiik, a foszfatanaldg-
csapdazott komplexek képzodését nem gyorsitottak fel a szubsztratok, ami arra utal, hogy a
szubsztratok nem befolyasoljadk az ADP-kotott foszfat analogra érzékeny ABCG2 konformer
stabilitasat vagy élettartamat. Ez akkor fordulhat eld, ha a szubsztratok hasonldé mértékben
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nincsenek hatdssal ezekre a folyamatokra.
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16. dabra: Szubsztratok hatdsa a Vi- és BeFx-csapdazott poszt-hidrolitikus komplexek képzddésének
kinetikajara. A permeabilizalt ABCG2-t kifejez6 MDCK 11 sejteket 10 uM quercetinnel vagy észtron-
3-szulfattal (E1S) elSkezeltiik 37°C-on, majd tovabb inkubdltuk 0,5 mM ATP/Mg”" vagy ADP/Mg**
mellett Vi vagy BeFx jelenléteben. A kiilonbozé idopontokban vett mintakat 5 ug/mL 5D3-A647-tel
jeloltiik jegen 45 percig. Az A panel egy reprezentativ vanaddt csapdazasi kisérletet mutat be EIS
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hianyaban vagy jelenlétében, mig a B panel a kinetikai gorbék exponencidlis illesztésébol szamitott 1,
ertekeket foglalja ossze (lasd Anyagok és modszerek). Az abran 3-5 fiiggetlen kisérlet atlag + SD
ertékeit lathatjuk. A szubsztrattal nem kezelt mintakhoz viszonyitott szignifikans kiilonbségeket: ***:
P<0,001; a nem szignifikans kiilonbségeket pedig: ns felirattal jeloltiik. (ANOVA, Holm-Sidak post
hoc teszt).

Az ABCG?2 ligandjai nem befolyasoljak az SD3 kotodés kinetikajat

A tovabbiakban megvizsgaltuk az ATP/Mg?*, a quercetin és a Ko143 hatasat az 5D3
mAt kotdédésének iddkinetikajara. Ahogy a 17. abran lathatjuk az 5D3 mAt maximalis
kotddéséhez koriilbeliil 20-25 perc sziikséges. ATP/Mg?*, valamint a szubsztrat quercetin
jelenlétében a transzporterek csokkent S5D3-reaktivitdsa tapasztalhatd, mig az ABCG2
inhibitor Ko143 jelentésen megnévelte a fehérje 5D3 kotését. Erdekes modon az antitest
kotddés kinetikajat nem befolyasoltdk az ABCG?2 ligandjai (17B abra). Igy megallapitottuk,
hogy az antitest kotddés kinetikdjat vizsgdlva nem tudunk kovetkeztetéseket levonni a

transzporter konformacio valtozasainak kinetikajara vonatkozolag.
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17. abra: ABCG?2 ligandok hatdsa az 5D3 kotédés kinetikdjara. Reprezentativ 5D3 antitest kétodési
gorbék (A panel) SLO toxinnal permeabilizalt ABCG2-t kifejezo MDCK Il sejteken. Az SLO toxinnal
permeabilizdlt sejteket 5D3-4647-vel jeloltiik 0,5 mM ATP/Mg**, 2 uM Kol43, illetve 10 uM
quercetin jelenlétében vagy hianyaban 37°C-on. A kiilonbozé idopontokban vett mintdkat kétszer
mostuk jéghideg PBS-sel és az aramldsi citometrias analizisig jégen taroltuk. A B panel az antitest
kotédeési gorbék illesztésébol szamitott t1,, értékek atlagat = SD mutatja 3-5 fiiggetlen mérésbol (ns =
nem szignifikans). (ANOVA, Holm-Sidak post hoc teszt).
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A szubsztratok felgyorsitjak az ABCG2 IF-OF konformacios atmenetét

A kovetkezd kisérleteinkben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a szubsztratok
vajon melyik katalitikus 1épés befolyasolasan keresztiil képesek az ABCG2 ATP hidrolizisét
fokozni. Ezért megvizsgaltuk, hogy a nukleotidok ¢s szubsztratok befolyasoljak-e az ABCG2
5D3 A4ltal detektalhatdé IF konformaciobol az OF konformdacioba torténd atmenetének
kinetik4jat. A permeabilizalt sejtekbdl a nukleotidokat kimosva az ABCG2 molekuldkat az IF
konformdacioban szinkronizaltuk, majd 5D3-A647 antitesttel jeldltiik. A nem kotédott SD3-
A647 eltavolitasa utan a sejteket 37°C-on kellden nagy térfogatban inkubaltuk, hogy
megakadalyozzuk az antitest Gjrakotédését. Ilyen koriilmények kozott a sejtek SD3-A647
fluoreszcencidjanak fokozatos csokkenését figyeltiik meg (18A abra), amit a Ko143 kezelés
teljesen megakadalyozott, alatimasztva azt az elképzelést, hogy az ABCG2 inhibitor Ko143
stabilizalja a transzporter molekuldkat az 5D3-reaktiv IF konformacioban (18A abra). Az
antitest disszocidcid sebessége szignifikdnsan megnovekedett transzportalt szubsztratok vagy
ATP/Mg?* jelenlétében (18A és B abra). Az 5D3-hoz kotott ABCG2 konformer felezési
idejének (ti2) legnagyobb, kb. 5-szords csokkenését, azonban akkor figyeltiik meg, amikor a
szubsztratokat ATP/Mg?*-val egyiitt adtunk (18B abra).

A tovabbi kisérletekben az ATP-t egy nem hidrolizalhatdo analdéggal az AMP-
PNP/Mg?*-al helyettesitettiik (18B abra). Az ABCG2 molekuldk ATP hidrolizis hidnyéban is
atbillennek az IF konforméciobol az OF konformécioba (15G és H abra), mig a visszafelé
torténd atmenetnek az IF allapotba rendkiviil kicsi a valdszintisége. Az AMP-PNP/Mg?" 4ltal
indukalt 5D3 disszociacio idéfiiggése hasonld volt az ATP/Mg?* esetén tapasztalthoz, ami
alatimasztja, hogy az ATP/Mg?" vagy AMP-PNP/Mg®" jelenlétében megfigyelt antitest
disszociaciés kinetika az elsé nukleotid-indukalta IF-OF atmenetet tiikrézi (18B abra).
Meglepd moddon, ha ugyanazokat a szubsztratokat AMP-PNP/Mg?*-val egyiitt adtuk, nem
ndvelte tovabb az 5D3 disszocidcid sebességét, ami arra utal, hogy az AMP-PNP/Mg**
kotddés altal kivaltott NBD dimer képzddés az ABCG2-t alacsony szubsztrat-kotd affinitasu
allapotba kapcsolja (18B abra). Ugyanakkor a ti» értékek hasonldé csokkenése volt
megfigyelhetd, amikor a szubsztratokat az AMP-PNP/Mg?" kezelés elétt adtunk (18B és C
abra), ami azt jelzi, hogy a szubsztratok AMP-PNP/Mg?* kezelés mellett is felgyorsitjak az
IF-OF atmenetet.

A fenti adatok egylittesen azt sugalljak, hogy a szubsztratok kotddése a TMD-khez

szerkezeti valtozast indukal a transzporterben, amely eldsegitheti a nukleotid-fliggé NBD
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dimer képzddést és az ezzel jaré IF-OF konformdcids atmenetet, valoszintileg a fenti

konformacid valtozasok energia gatjanak csokkentésével [270].
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18. abra: Szubsztrdatok és nukleotidok hatdisa az 5D3 disszocidcio kinetikdjara, a szubsztratok és
nukleotidok egyidejii (A és B panel), illetve a szubsztratok nukleotidokat megeldzé (C panel)
hozzaaddsaval. A permeabilizalt ABCG2-t kifejezd MDCK 1 sejteket elozetesen 5D3-A647-tel jeloltiik
10 uM quercetin vagy osztron-3-szulfat (E1S) jelenlétében vagy hianyaban 20 percig 37°C-on. A nem
kotédott 5D3-A647 eltavolitasa utin a sejteket tovabb inkubdltuk 3 mM ATP/Mg”* vagy AMP-
PNP/Mg** jelenlétében, a transzportdlt szubsztratok hianyaban vagy jelenlétében. Az A panel
reprezentativ 5D3 disszociacios gorbéket mutat a feltiintetett koriilmények kozott, mig a B és C panel
a disszocidacios gorbék exponencialis illesztésébdl (lasd Anyagok és modszerek) szamitott t),, értékeket
foglalja ossze 3-5 fiiggetlen mérés datlagat = SD felhaszndlva. Szignifikans kiilonbségek a kezeletlen
mintakhoz képest (1. oszlop) ###: P<0,001 vagy ##: P<0,01 modon jeloltiik. Szignifikans
kiilonbségeket a csak nukleotiddal kezelt mintakhoz képest ***: P<0,001 modon- a nem szignifikans
kiilonbségeket pedig ns felirattal jeloltiik. (ANOVA, Holm-Sidak post hoc teszt).
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Az ABCG2 nukleotidmentes IF konformere nagyobb szubsztrat-affinitassal
rendelkezik, mint a vanadat-csapdazott poszt-hidrolitikus konformer

A kovetkezd kisérletekben az ABCG2-GFP és a fluoreszcens ABCG2 szubsztrat MX
sejtbeni lokalizaciojat vizsgaltuk konfokalis mikroszképpal. Kordbbi megfigyeléseknek
megfeleléen [179] a MX alacsony koncentraciéban alkalmazva csak gyengén festette az
MDCK ABCG2-GFP sejteket, mig az ATP deplécio, a Kol43 kezelés vagy a foszfat
analogok (BeFx, Vi) gatoltdk az ABCG2 altal kozvetitett szubsztrat kiaramlast, és ennek
megfelelden novelték a MX intracellularis felhalmozodasat (19A és B abra).

Erdekes modon az ATP-depletalt sejtek plazmamembranjéban is erés MX festddését
figyeltik meg (19A 4bra), amelyet a kompetitiv. ABCG2 inhibitor Kol43 egyiittes
alkalmazasa teljesen kivédett, ami arra utal, hogy a MX feldusuladsa a plazmamembranban
valosziniileg az ABCG2-hez val6 kotddésének kdszonhetd. A MX-kotott ABCG2 molekulak
aranyanak szadmszerisitésé¢hez kiszamitottuk a Pearson-féle korrelacids egyiitthatot (PCC) a
MX ¢és az ABCG2-GFP jelek kozott a plazmamembrant reprezentald pixelekben. Mivel az
ABCG2-GFP jel valtozatlan maradt a kiilonb6z6 kezelések soran (19C abra), a korrelacios
egylitthato értékét leginkabb a MX transzporterhez vald kotddése hatarozza meg. Az ATP-
depletalt sejtekben a magas Pearson-féle korrelacids egyiitthatok (PCC = 0,72+0,12) (19D
abra) azt jelzik, hogy az ABCG2 molekulak tobbsége MX-hoz kotott konformacidban
talalhato. A két jel kozotti korrelacid erdsen csokkent Ko143 jelenlétében (PCC = -0,1+0,18),
ami arra utal, hogy a kompetitiv inhibitor kiszoritotta a MX-t a transzporter szubsztrat-
kotdhelyérdl. Akkor is hasonld eredményt kaptunk, amikor az ATP-depléciot Kol43
kezeléssel kombinaltuk (PCC = -0,04+0,17). Az MX ABCG2-hez valo kotodését foszfat
analdgok, példaul Vi (PCC = 0,18+0,13) is csokkentették, ami arra utal, hogy a poszt-
hidrolitikus ABCG2 konformer szintén alacsony szubsztrat-affinitassal rendelkezik. Erdekes
modon a kezeletlen sejtekben szignifikdnsan magasabb kolokalizaciot mértiink a MX és az
ABCG2-GFP jelek kozott (PCC = 0,3+0,12), mint a Kol43-mal kezelt sejtekben, ami azt
valosziniisiti, hogy az €16 sejtek plazmamembranjaban az ABCG2 molekulék egy kis hanyada

MX-kotott allapotban van.
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19. abra: ABCG2-GFP (z6ld) és mitoxantron (MX, piros) lokalizaciéja MDCK II sejtekben ATP-
deplécio és/vagy Kol43 vagy vanadat kezelés hatdisdara (A panel). Mindegyik kezelés novelte az
intracellularis MX fluoreszcencia intenzitast (B panel), mig az ABCG2-GFP fluoreszcencia
intenzitasa a plazmamembranban valtozatlan maradtt a kezelések soran (C panel). A MX-kotott
ABCG2 molekulak hanyadat a MX és az ABCG2-GFP jelek kozotti Pearson-féle korreldcios
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egylitthatok meghatdrozasaval jellemeztiik a plazmamembran pixeleiben (D panel). Az ATP

crer

ideztiik el6. A B és C paneleken az oszlopok az atlag £SD értékeket jelentik, mig a D panelen boxplot-
ok lathatok. Mindegyik kezelt csoportban 150-200 sejtet elemeztiink 3-5 fiiggetlen kisérletbol. A
szignifikans kiilonbségeket a kezeletlen kontrollhoz képest *** P<0,001 mutatja. (Kolmogorov-
Smirnov teszt).

Az IF konformer MX kotését FCS mérések is igazoljak

A fluoreszcencia kolokalizacios kisérletek eredményeinek megerdsitésére FCS
vizsgéltuk a MX mobilitasit ABCG2-GFP-pozitiv MDCK 11 sejtek plazmamembranjaban. Az
ABCG2-hoz kotott MX molekuldk varhatéan kisebb diffuzids egylitthatoval rendelkeznek a
szabad MX-hoz képest [271], a transzporter nagy molekula tomege miatt (~250 kDa az
ABCG2-GFP homodimer, mig ~0,5 kDa az MX tomege). A MX (narancssarga) €s az
ABCG2-GFP (z61d) fluoreszcencia autokorrelacios fiiggvényeit (ACF) a plazmamembranban
kovetéen a MX diffuzios egyiitthatdja az ABCG2-GFP esetében kapott értékre csokkent, ami
alatdmasztja az ABCG2 nukleotidmentes IF konformerének magas szubsztrat-affinitasat. A
Ko143 kompetitiv inhibitor megakadalyozta a MX kotddését az ABCG2-hez, ami a nagy

mobilitdsu MX populacié dominancidjat eredményezte a plazmamembranban (20B abra).
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20. abra: ABCG2-GFP (zold szin) és MX (narancssarga szin) fluoreszcencia autokorreldcios
fiiggvényei (A panel) és diffuzios dllandoi (B panel) ép MDCK II sejtek plazmamembranjaban. Az
ABCG2-GFP-t expresszalo sejteket elokezelés nélkiil, vagy ATP depléciot vagy Kol43 elokezelést
kovetoen 100 nM MX-nal festettiik 15 percig 37°C-on. Minden oszlop n=50-100 sejt atlag+£SD értekét

68



mutatia legalabb 3 fiiggetlen mérésbol. A kiilonbéz6 mintakban az MX diffuzios dllandojat
(narancssarga oszlopok) az ABCG2-GFP kezeletlen sejteken mért diffuzios dallandojahoz (z6ld oszlop)
viszonyitottuk ***: P<0,001. (Kolmogorov-Smirnov teszt).

Az AMP-PNP kotédés az ABCG2-t alacsony szubsztrat-affinitasu
konformacioba billenti

A krio-EM vizsgélatokkal 6sszhangban [98] a sejtek SLO-val torténd permeabilizalasa
szinkronizalja az ABCG2 molekuldkat ATP-mentes 5D3-reaktiv IF konformécioban (15.
abra). Amikor a permeabilizalt sejteket MX-nal kezeltiik, erds kolokalizaciot figyeltiink meg
az ABCG2-GFP ¢és a MX jelek kozott a plazmamembranban (PCC = 0,85+0,05), ami
megerdsiti az ABCG2 IF konformerének magas szubsztrat-affinitasat. Meglepd moddon, a
permeabilizalt sejtek 5 mM AMP-PNP/Mg?"-al térténé inkubalasa erdsen csokkentette a MX
¢s az ABCG2-GFP kolokalizacidjat a plazmamembranban (PCC = -0,12 £ 0,20), ami azt jelzi,
hogy az AMP-PNP ko6todés altal kivaltott IF-OF konformacio valtozas megakadalyozza a MX
ABCG2-hoz valo kotodését (21. abra).
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21. abra: Az ABCG?2 szubsztrat-affinitds valtozdsai permeabilizalt sejtekben. Az SLO-permeabilizalt
ABCG2-GFP-t expresszalé sejteket 5 mM AMP-PNP/Mg’*-al 15 percig eldkezeltiik, majd 500 nM
MX-nal festettiik 15 percig 37°C-on. A permeabilizalds hatékonysdagat Pl festéssel igazoltuk. A
boxplot-ok n>150 sejt Pearson-féle korrelacios egyiitthatoit mutatjak 3 fiiggetlen kiserletbol.
**xP<(0,001 (Kolmogorov-Smirnov teszt).



II. Az NBD mutans Pgp variansok miikodésének vizsgalata

Az A-hurok és a Walker B mutaciok hatassal vannak az UIC2-reaktiv IF
Pgp konformerek aranyara

Tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy az egyik vagy mindkét NBD konzervalt
szekvenciaiban eldidézett mutaciok befolyasoljak-e az UIC2-reaktiv IF Pgp konformerek
aranyat. Kezeletlen ép sejtek esetében a vad tipust Pgp-k kb. 20%-a volt UIC2-reaktiv IF
konformacidban (22. abra). A sejtek ATP deplécidja, valamint a kompetitiv Pgp inhibitor
CsA irodalmi adatoknak megfeleléen a sejtfelszini Pgp molekuldk kozel 100 %-at ATP-
mentes UIC2-reaktiv IF allapotban csapdazta [126, 163, 272]. Erdekes médon az ES56M és
E556Q mutans fehérjéknek csak kb. 5%-a volt UIC2-reaktiv konformacioban, mig az ATP
kotddést gyengitd A-hurok mutansok esetében az UIC2-reaktiv konformer ardnya lényegesen
megemelkedett a vad tipust transzporterhez képest. Hasonloképpen emelkedett UIC2-
reaktivitast tapasztaltunk a D555N és D1200N mutansokban is. Erdekes modon a sejtek ATP
deplécidja és a CsA kezelés valamennyi mutans varidnst kozel 100%-ban atbillentette az
UIC2-reaktiv IF konformacioba. A foszfat-analdog Vi hatdsara a vad tipust fehérjék az ATP
hidrolizist kdvetd allapotban csapdazodnak, melyr6l munkacsoportunk korabban kimutatta,
hogy UIC2-nemko6td OF allapotban van [272]. Vi kezelés hatasara szignifikans csokkenést
tapasztaltunk az IF konformerek aranyaban a féloldali Walker A és a Walker B aszpartat
mutansokban is, ami arra utal, hogy ezekben a variansokban legalabb az ép katalitikus
centrum képes az ATP hidrolizisére. Az ATP-t valdsziniileg nagy affinitassal kotd variansok
(E556M, E556Q) esetében Vi kezelés nem okozott tovabbi csokkenést az IF konformerek

aranyaban.
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22. dbra: A vad tipusu és mutans Pgp variansok UIC2-reaktivitisa. A kezeletlen vagy
kiilonbozoképpen eldkezelt (10 uM ciklosporin A-val, vagy 0,5 mM vanadattal, vagy a sejtek ATP
deplécioja soran 10 mM Na-aziddal és 8 mM 2-dezoxi-D-gliikozzal 10 percig 37°C-on) sejteket azonos
fluorofor/antitest aranyu UIC2-A647 vagy 15D3-A647 antitesttel jeloltiik. Az UIC2-reaktiv
konformerek aranyat a 15D3-val jelolheto teljes sejtfelszini Pgp populdcio aranyaban adtuk meg.
ANOVA, Dunnett T3 post hoc analizis (n = 3), szignifikans kiilonbségeknek a ***: P<0,001, **:
P<0,05, értékeket tekintettiik a kezeletlen mintdakhoz képest. A vad tipusu fehérjehez viszonyitott
megfeleloen kezelt és a kezeletlen mintdak kozotti szignifikans kiilonbséegeket 111: P<0,001, #1: P<0,05
Jjelzi.

Az NBD mutaciok befolyasoljak a nukleotid kotés affinitasat

A nukleotidok NBD-hez valé kotédése konformacido valtozasokat indukal a
transzporter TMD régioiban az alloszterikus csatolas kovetkeztében. SLO toxinnal
permeabilizalt sejteken szisztematikusan valtoztattuk az intracellularis ATP/Mg**
koncentraciot. A TMD-k konformacidjaban bekdvetkezd ATP-szabéalyozott véaltozassal
Osszhangban, a novekvé ATP/Mg?>" koncentracid, csdokkend UIC2-A647 jeldlddést
eredményezett (23A abra). A vad tipusi Pgp esetében az ATP/Mg*" latszdlagos affinitdsa
(Ka=1,56 £ 0,46 mM), amit a Vi kezelés kb. egy nagysagrenddel megndvelt. A vad tipusu
Pgp-hez képest az ES56M és az E556Q (Ka=0,23 + 0,06) variansok alacsonyabb Ka értéket
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mutattak vanadat hidnyaban ¢és jelenlétében egyarant (23D abra), ami azt jelzi, hogy a
,katalitikus glutamat” cseréje szoros nukleotid kdtést eredményez.

A féloldali A-hurok mutans Y401A ¢és Y1044A esetében is megfigyelheté az UIC2-
reaktivitds ATP-fiiggd csokkenése (23B abra), azonban a kapott Ka értékek csokkent ATP
affinitasra utalnak a vad tipust fehérjéhez képest. A Ka értékekben tapasztalt csokkenés Vi
kezelés hatdsara valoszintsiti, hogy az Y401A, Y1044A, E556M ¢és E556Q variansok
képesek ATP-t hidrolizalni legalabb az ép katalitikus helyiikon. A t6bbi muténs transzporter
varians esetében (Y401A/Y1044A, D555N, D1200N, D555N/D1200N) nagyon gyenge ATP
affinitas értékeket tapasztaltunk (10 mM<), amely Vi kezelés hatasdra sem valtozott
érdemben, mely alapjan feltételezhetjiik, hogy ezek a fehérjék nem képesek az ATP

megkotésére és hidrolizisére.
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23. dbra: Az UIC2-reaktivitis ATP/Mg**-fiiggése. A vad tipusii (A, D) és a mutins (B-D) Pgp
variansokat expresszalo NIH 3T3 sejteket SLO toxinnal permeabilizaltuk., majd a mintakat kiilonbozo
koncentrdcioban alkalmazott ATP/Mg’*-val kezeltiik elé 10 percig 37°C-on 0,5 mM Vi jelenlétében
vagy hianyaban, majd mosas nélkiil tovabb inkubaltuk 10 ug/mL UIC2-A647-vel 20 percig 37°C-on. A
mért adatpontokra négyparaméteres Hill fiigvényt illesztettiink, majd meghataroztuk az adott Pgp
varians, latszolagos nukleotid-affinitasat Vi jelenlétében vagy hianyaban. A fiiggetlen mérésekbdl
szarmazo latszolagos nukleotid-affinitas (K4) értékek atlagdt és szordsat a D panel foglalja 6ssze (n =
5-6).

Az Y401A és E556M mutaciot hordozo Pgp molekulak mérheto ATP
hidrolizis aktivitast mutatnak

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy az elébbi kisérleteink alapjan feltehetéleg ATP
hidrolizis kompetens Pgp varidansok (Y401A, E5S56M, E556Q) mutatnak-e mérhetd ATPaz
aktivitdst. Ehhez megmértilk a vad tipusi vagy a kiilonb6z0 mutans Pgp varidnsokat

hasonldan magas szinten expresszaldo NIH 3T3 sejtekbdl készitett membran preparatumok
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Pgp-fliggd steady-state ATPaz aktivitdsait. A Pgp-negativ preparatumokhoz képest
szignifikdnsan magasabb bazalis ATPaz aktivitdst mértiink a vad tipusi Pgp-t kifejezd
preparatumokban (kb. 2 mmol Pi/mg fehérje/perc), amely kb. 3-szorosdra nétt a Pgp
szubsztrat verapamil (40 uM) hatasara (24. abra). Bar az Y401A és E556Q mutansok
eseté¢ben rendkiviil alacsony bazalis ATPaz aktivitast tapasztaltunk, mindkét mutans
aktivitasat fokozta a szubsztrat addsa. Ugyanakkor az ES56M varianst kifejezd preparatumok
ATPaz aktivitdsa nem kiilonbozott a Pgp-negativ. mintdkétol. Ezek az eredmények
alatdmasztjak, hogy az Y401 A ¢és E556Q mutansok képesek az ATP hidrolizisére ismétl6do

ciklusokban.
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24. abra: A fél oldali- A-hurok (Y401A) és Walker B (E556M és E5560Q) mutdciok hatdsa a Pgp
bazalis és verapamil stimuldilt ATPaz aktivitdsara. A membran prepardtumokat Pgp szubsztrat
verapamil és 3 mM ATP/Mg’" jelenlétében vagy hianyaban 25 percig 37°C-on inkubdltuk (n = 3)
ANOVA, Dunnett T3 post hoc analizis, szignifikans kiilonbségeknek a ***: P<0,001, *: P<0,05,
értékeket tekintettiik a Pgp-negativ NIH 3T3 membran mintakhoz képest. A verapamillal kezelt és a
kezeletlen mintak kozotti szignifikans kiilonbségeket 1711: P<0,001, 1: P<0,05 jelzi.
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III. Hal vorosvérsejtek és hal embriok ploiditasanak
meghatarozasa nagy ateresztoképességii aramlasi citometrias
modszerrel

A diploid és triploid hal vorosvérsejtek jol elkiilonithetoek aramlasi
citometriaval

A hal vordsvérsejtek ploiditasanak meghatarozasara a propidium-jodid DNS festék
sztochiometrikus (DNS-tartalommal ardnyos) kotddésén alapult é&ramlési citometrids
modszert allitottunk be. A mddszer optimalizalasa soran a sejtek fixalasat 95% etanolos [273],
valamint 70% etanolos [263] kezeléssel is megvizsgaltuk. Az amur vordsvérsejtek analizise
soran 95%-os etanol tartalmu fixalé oldat alkalmazasa esetén a sejtek fokozott aggregacios
hajlamot mutattak, igy a tovabbiakban a 70% etanol tartalmi oldatot hasznéltunk.
Kontrollként ismerten diploid amir vorosvérsejteket hasznaltunk. A statisztikailag megfeleld
elemszam biztositasdra mintanként 20 ezer sejt propidium-jodid fluoreszcencia intenzitasat és
fényszorasi paramétereit hatdrozzuk meg. Vizsgalataink sordn azt tapasztaltuk, hogy a mintak
egy része koriilbelil mésfélszer magasabb fluoreszcencia intenzitdst mutatott, mint az
ismerten diploid mintadk (25A abra). A moddszert egyéb halfajokon pl. ponty (Cyprinus
carpio), csaposigér (Perca fluviatilis) is validaltuk, amelyek hasonlo eredményt mutattak. A
sejtek méretével aranyos FSC paramétert is megvizsgaltuk. A magasabb propidium-jodid
fluoreszcenciat mutatd sejtek esetében a diploid mintadkhoz képest koriilbeliill masfélszer
nagyobb FSC jelet detektaltunk (25B abra), amely korreldlt a propidium-jodid fluoreszcencia

intenzitas novekedésével is (25C abra).
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25. abra: Kontroll diploid, valamint triploid hal vérosvérsejt mintak ploiditasanak meghatdarozdsa
dramldsi citométerrel. Az amur vérosvérsejteket (I1x107 sejt/mL) etanolos fixalast (70% etanol 30
percig szobahon) kovetoen 40 ug/mL propidium-jodiddal festettiik. A mintak fluoreszcencia
intenzitasat aramldsi citométerrel detektaltuk. Az A panel 4 db diploid és 36 db vélhetéen triploid
minta fluoreszcencia intenzitasat reprezentdalja, mig a B panel ugyen ezen mintak FSC értékeit
abrazolja. A C panelen az elore iranyulo fényszoras és a propidium-jodid fluoreszcencia intenzitds
kozotti korrelacio lathato. A diploid kontroll mintahoz viszonyitott szignifikancia meghatdrozdsahoz
Student-féle t-probat hasznaltunk, ahol a: ***p<0,001, **p<0,05.

A hal vorosvérsejtek mérete ploiditasukkal aranyos

A tovabbiakban a diploid, illetve a triploid amur vordsvérsejtek méretét
fénymikroszkop segitségével Biirker-kamrdban i1s megvizsgaltuk (26A és B abra). A
digitalizalt képeken Image J program segitségével meghataroztuk a vorosvérsejtek tertiletét
(26C abra). A C abra egy diploid kontroll, valamint egy a korabbi dramlési citometrias
méréseink alapjan triploid hibridnek bizonyult minta esetében mutatja 65-65 véletlenszeriien

kivalasztott sejt teriiletét. Aramlasi citometrias propidium-jodid fluoreszcencia intenzitas és
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FSC méréseinkkel Osszhangban a triploid mintdkban a sejtek teriilete szignifikansabb

nagyobb volt (26B dbra), mint a diploid kontrollbdl szarmazé sejteké (26A abra).
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26. abra: Kontroll diploid (A panel), illetve triploid (B panel) hal viordsvérsejt mintak méretének
fénymikroszkopids Osszehasonlitasa. Az amur vérosvérsejteket féenymikroszkop segitségével Biirker
kamraban vizsgaltunk. A diploid kontroll (A panel), valamint a vélhetéen triploid mintikrol (B panel)
késziilt felvételeken Image J program segitségével meghatdroztuk a sejtek teriiletét, ezt kovetéen a
kapott értékeket oszlopdiagrammon dabrazoltuk (C panel). A diploid kontroll mintihoz viszonyitott
szignifikancia meghatarozasahoz Student-féle t-probat hasznaltunk, ahol a: ***p<0,001, (n=635).

Amur embriok DNS-tartalmanak vizsgalata

A sikeres vérvételhez az egyedeknek el kell érnilik egy bizonyos méretet, ami nagy
egyedszamu populaciok esetén jelentds tobbletkoltséggel jar a halgazdasagok szamadra, ezért
tovabbi kisérleteinkben olyan mddszert fejlesztettiink ki, amely alkalmas a néhany napos
amur embriok DNS-tartalménak meghatarozédsara. Ehhez a néhany napos egyedekbdl
proteinazK emésztéssel egyedi sejtekbdl allo sejtszuszpenzidt készitettiink, majd propidium-
jodid festés segitségével meghataroztuk a sejtek DNS-tartalmat. Az ismeretlen mintakat
diploid kontroll amir embriok DNS-tartalméhoz hasonlitottuk. A 27. A é&bran lathatjuk a
diploid kontroll (narancs hisztogram) és egy kb. masfélszeres fluoreszcencia intenzitast
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mutatd (zold hisztogram), valoszintileg triploid egyedbdl szarmazé minta DNS eloszlasi
hisztogramjat. A sejtpopulaciok homogén festddést mutattak, amit a hisztogramok 3 % alatti
CV érteke is jelzett. A 27.B abra diploidként és triploidként azonositott mintak propidium-
jodid fluoreszcencidjanak atlagat és SD-jét mutatja (n=35 db diploid és 30 db triploid minta).

A kis SD értékek a fluoreszcencia intenzitasok alcsony mintak kdzotti variabilitdsara utalnak.
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27. abra: Amur embrio DNS tartalmanak meghatdrozdsa daramlasi citométerrel. A hal embriokbol
Proteinaz K és EGTA segitségével sejtszuszpenziot készitettiink, majd a sejteket fixaltuk és propidium-
jodiddal festettiik. A kontroll diploid embriok DNS tartalmdhoz hasonlitottuk az ismeretlen DNS
tartalmu embriokat (A panel). A B panel egy reprezentativ mérést mutat be a diploid kontroll,
valamint egy triploidnak vélt minta feltiintetesével (ANOVA, Dunnett T3 post hoc analizis, ***:
P<0,001).

A vagotok és az amerikai lapatorru tok véletlenszeri keresztezésébol
szarmazo hibridek DNS tartalmanak meghatarozasa

Az aramlési citometrids méréseket 98 hibrid hal, két vagotok (6F15, Ag03) és négy
amerikai lapatorra tok (2E75, 551F, 596B, 6517) esetében végeztik el. Minden mérést
haromszor megismételtiink egymastol fiiggetleniil. A vérmintdk analizisét vak modszerrel
végeztik, kivéve a négy him amerikai lapatorri tok vérmintdjat. A hibrid egyedek atlagos
propidium-jodid fluoreszcencia intenzitasat normalizaltuk a harom him amerikai lapatorra tok
esetében mért propidium-jodid fluoreszcencia intenzitasok atlagara és a DNS-tartalmat pg-ban

fejeztiik ki Tiersch és mtsai modositott képlete alapjan: DNS-tartalom (pg) = 3,9% (I/P), ahol I
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a hibridek, P pedig az apai egyedek propidium-jodid fluoreszcencia intenzitasa [246]. A 3,9-
es konstans a lapatorri tok DNS-tartalma pg-ban kifejezve [246].

A DNS-tartalom elemzés alapjan két f6 csoportot kiilonitettiink el a hibrid egyedek
kozott: egy kis genomméretii, feltételezhetden triploid csoportot (SH) 7,22 + 0,71 pg DNS-
tartalommal, és egy nagy genomméretli, valosziniileg pentaploid csoportot (LH), amelynek
DNS-tartalma 11,60 + 0,84 pg. Néhany kiilonb6z6 DNS-tartalmi mintan kollaboracios

partnereink kariotipus analizist is végeztek (6. tablazat).

5. tablazat: Az amerikai lapdtorri tok és a vagotok keresztezésébol szarmazo hibridek kiilonbozo
DNS-tartalmu csoportjai

DAAF3A 4,39 +0,47 156 + 4 (3n) Triploid hibrid (SH/AP)

DAC16A 7,49 10,35 170 £ 2 (3n) Triploid hibrid (SH/AP)

Triploid hibrid (SH/AP),

D4BOSL 7,57£0,39 S apai hibrid sejtvonal (1n = 66)
DAAESE 8,42 +0,71 160 £ 4 (3n) Triploid hibrid (SH/AP)
Triploid hibrid (SH/AP),
D268 BEMED I te b apai hibrid sejtvonal (1n = 66-68)
Pentaploid hibrid, dicentrikus
D4D979 10,87 £ 0,65 3084 (5 ; ; ’
i i kat) kromoszdma, apai haploid (1n = 68)
D4C9E4A 12,36 + 0,84 302 £ 4 (5n) Pentaploid hibrid (LH/AAP)
D522C1 12,87 + 1,58 306 £ 4 (5n) Pentaploid hibrid (LH/AAP)
Polyodon spathula 3,90 120 (2n) -
Aagenser 7,86 7,88 258 + 4 (4n) -

gueldenstaedtii
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Eredmények megbeszélése

I. Az ABCG2 katalitikus ciklusanak vizsgalata

Az alternating access” (,,valtakozo6 hozzaférés”) modell alapjan a membran
transzporterek IF és OF konformaciok kozott fluktudlnak, amelyekben a szubsztrat-koto zseb
egyszerre csak a membran egyik oldala fel6l hozzaférhet6 [274]. Aktiv transzporterek
esetében, a szubsztrat-kotd zseb hozzaférhetdségének valtozasa a szubsztratok irdnti affinitas
valtozasaval is egyiittjar, és ezek folyamatok az ATP megkotéséhez és hidroliziséhez
kapcsolddnak [157]. Homoldgia modellek és krio-EM strukturdk alapjan, ugy gondoljék,
hogy az ABCQG2 is egy nukleotid mentes IF és egy nukleotid kotott OF allapot kozott fluktudl
transzport ciklusa soran (4A abra). Ezen allapotok kozotti atmenet szamos konformacios
valtozast foglal magaban, amelyek végiil a szubsztratok extracellularis tér fel¢ iranyuld
szallitasat eredményezik. A krio-EM vizsgéalatokkal Osszhangban nukleotid titralasi
kisérletekkel kimutattuk (15. abra), hogy az 5SD3 mAt kizarélag az ABCG2 nukleotid mentes,
IF konformaciojat ismeri fel [98], mivel az ABCG2 5D3 éltal felismert komplex epitopja, az
extracellularis hurkok kozelségének koszonhetden, csak ebben a konformécidoban jon 1étre
(11C-F abra). A nukleotid-kotott OF allapotaban a fehérje extracellularis hurkai tavolabb
keriilnek egymastol, amely meggatolja a konformdcids epitop létrejottét, ezaltal az 5D3
antitest kotodését.

Az SLO toxinnal szemipermeabilizalt sejtek lehetdséget biztositanak az ABCG2 kvazi
természetes membrankdrnyezetben torténd tanulmanyozésara. Azonban a permeabilizalt
sejteken végzett SD3-reaktivitas vizsgalatoknak szamos korlatja van. Az NBD-k és a TMD-k
kozotti kapcesolat részleteire csak a nukleotidok és szubsztratok 5D3-reaktiv konformerek
populéciojara kifejtett hatdsa alapjan kovetkeztethetlink, anélkiill, hogy kozvetlen
informacioval rendelkeznénk a kiilonféle intermedierekrdl vagy az extracelluldris tér felé
nyitott allapotokrol. Mindazonaltal, kiilonb6z6 nukleotidokat alkalmazva az ABCG2
katalitikus ciklusanak kiilonb6zd 1épéseit tudtuk modellezni, mint példaul a nukleotid kotés
vagy az ATP hidrolizis. Ezen kiviil jellemeztiik a MX ABCG2-h6éz valo kotddését, annak
érdekében, hogy jobban megértsilk a nukleotid és szubsztrat kotés kozotti kapcsolatot.
Korabbi vizsgalatokban a fluoreszcens szubsztratok és az ABC transzporterek kdlcsonhatasat
nanopartikulumokba [275] vagy sztirol-maleinsav lipid kopolimer részecskékbe agyzott

tisztitott transzportereken tanulmanyoztdk [271]. Tudomasunk szerint az FCS technikat

81



el0szor alkalmaztuk €16 sejtekben, természetes plazmamembran kdrnyezetben a szubsztratok
ABCG2-hoz valo kotddésének vizsgaltara.

Intakt sejteken végzett konfokalis mikroszkopos kisérleteink a korabbi szerkezeti
vizsgélatokkal Osszhangban azt mutatjadk, hogy az ABCG2 IF konformere nagy MX-
affinitassal rendelkezik, mig a nukleotid kotés és az NBD-k egyidejii dimerizacidja olyan
konformacid valtozasokat indukal, amelyek megakadalyozzak a MX koétddést. Az 5D3 és MX
kotés egyidejii csokkenése azt jelzi, hogy a szubsztrat-kotd affinitds csokkenése egybeesik az
IF-OF konformécids atmenettel. A korabbi krio-EM vizsgéalatokkal 6sszhangban, a kompetitiv
ABCG?2 inhibitor Ko143 kiszorithatja a MX-t a szubsztrat-k6tohelyrdl (19. és 20. abra) és
megakadalyozza az ABCG2 IF-OF konformacio valtozasat (18A abra) [99, 119, 269].
Adataink azt is alatamasztjdk, hogy a MX nagy affinitasti kotédéséhez az IF konforméacio
sziikséges, valamint a transzporter nukleotidokkal torténd aktivalasa nem sziikséges a
szubsztrat kotéshez. Nukleotid titralasi kisérleteink azt bizonyitjak, hogy a nukleotid kotés
(ATP, AMP-PNP és ADP) ¢és az egyidejit NBD dimer képzddés elegendd az OF allapotba
torténd konformaciés atmenthez (15. abra), valamint a szubsztrat-affinitds magasrol
alacsonyra valtasahoz (21. abra). Ezek az eredményeink aldtdmasztjak a ,katalitikus”
glutamat mutans ABCG2 varianssal végzett szerkezeti vizsgalatok eredményeit [100].
Megfigyeltilkk azt is, hogy fiziologids ATP-koncentraciok jelenlétében az ¢l6 sejtek
plazmamembranjaban az ABCG2 molekulak kis hanyada MX-kotott allapotban van (19D
abra), készen egy produktiv transzportciklus elinditasara. A Vi-csapdazott poszt-hidrolitikus
allapot alacsony szubsztrat-affinitdssal rendelkezik (19A és D abra), ami megerdsiti, hogy a
hidrolizis termékek disszociacidja sziikséges ahhoz, hogy a transzporter az az OF
konformaciobol visszabillenjen a magas szubsztrat-affinitasu IF konformécioba.

Kisérleteink igazoltdk, hogy az 5D3 kotddése az ABCG2-hoz reverzibilis, és
szubsztratok, ATP/Mg?" vagy ezek kombinacidja felgyorsithatja az antitest disszociacio
kinetikdjat. Az 5D3 kotédés reverzibilis természete magyarazza azokat a korabbi
okoztdk a transzport és az ATPaz aktivitas teljes gatlasat [198].

Nukleotidok hianyaban végzett 5D3 disszociacidos kisérleteik egyértelmiien
kimutattak, hogy a szubsztrat kotés onmagaban is hatdssal van az ABCG2 konformacios
allapotara (18A és B abra). Amennyiben szubsztratokat a nukleotidok eldtt adjuk, az IF-OF
atmenet felgyorsul. Ezzel szemben, ha az AMP-PNP nukleotid analdgot hagyjuk elészor
kotddni, a szubsztratok nem tudjak eldsegiteni ezt az atmenetet (18B és C abra). Ezek alapjan

elmondhatjuk, hogy a szubsztratok felgyorsitjak a nukleotid kotés, NBD ,,szendvics-dimer”
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képzddés és az ezzel jard IF-OF atmenet kumulativ 1épését, de csak abban az esetben, ha
hozzaférnek az intracelluléris tér felé nyitott szubsztrat-kotéhelyhez. Feltételezhetd, hogy a
szubsztratok altal kivaltott konformécio valtozas nagyon kismértékli lehet, mivel egy
kozelmultbeli tanulmény nem tudott kimutatni tavolsag valtozast az ABCB1 NBD-i kozotti
FRET segitségével ATP/Mg>" -depletalt permeabilizalt sejtekben [237]. Erdekes modon,
szubsztrat és ATP/Mg®" jelenlétében végzett krio-EM vizsgalatokban két konformert
azonositottak, amelyek az intracellularis tér felé nyitott allapotbol egy félig zart allapotba vald
atmenetet reprezentaljdk. Ezek a szerkezetek valosziniisitik, hogy a szubsztrat-kotohely
hozzaférhetdsége fokozatosan csokken az NBD dimer bezarodasaval [269], ezért a

szubsztratoknak a fehérje IF konformeréhez kell kotédnitik.

Méréseink alapjan, arra kovetkeztetiink az ABCG2 katalitikus ciklusat illetden, hogy a
transzporter ATP mentes allapotban az intracellularis tér felé nyitott, mely allapotban magas a
szubsztrat-kotéhely affinitdsa, elésegitve a szubsztratok intracellularis oldalon torténd
megkotését (28. abra (1)). Ezt kovetden a fehérje két ATP-t kot, az ATP kotés hatasara az
ABCG?2 atvalt az OF konformacioba (28. abra (2)), ebben a konformécidoban a szubsztrat-
kotohely affinitasa lecsokken, amely hozzdjarul a transzportaland6 anyag extracellularis térbe
torténd transzportjadhoz (28. abra (3)). Eredményeink alapjan, ugy gondoljuk, hogy az ATP

hidrolizis a transzportot kovetden torténik és az OF-IF atmenethez sziikséges (28. abra (4)).

ATP hidrolizis és
nukleotid disszociacié

4. é\ 3.

Plazma-
membran

® 2
ATP kotés

28. abra: Az ABCG?2 katalitikus cikklusanak fobb lépései. Az ABCG2 a nukleotid mentes magas
szubsztrat-affinitasu IF konformacioban megkéti a szubsztratot (1). ATP kotés hatasara atvalt az
alacsony szubsztrat-affinitasu OF dllapotba (2), amely lehetévé teszi a szubsztrat extracellularis térbe
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torténd transzportjat (3). Az ATP hidrolizis energiajat hasznalva a transzporter visszabillen az IF
konformacioba (4) és igy készen dll egy ujabb transzport ciklusra.

Osszefoglalva, eredményeink arra utalnak, hogy a nukleotid k&tés az ABCG2
szubsztrat-affinitas csokkenésével. Az ABC szupercsaladon beliil szdmos transzporter
mitkddésének részletes kinetikai elemzésére lesz sziikség a katalitikus mechanizmusok kdzotti
kiilonbségek ¢és hasonlosagok pontos feltérképezéséhez. Példaul az ioncsatorna mitkodési
ABC fehérje a CFTR (ABCC7) esetében az IF-OF konformacios atmenetnek megfelelé a
porusnyitds a kapuzasi ciklus leglassabb 1épése [276]. Ezzel szemben az ABCC1 [277] és az
ABCBI [163] esetében ez az atmenet nem a katalitikus ciklus sebességmeghatirozo 1épése.
Hasonloképpen, a 15A és B dbra azt mutatja, hogy a hidrolizalhat6 ATP telitd
koncentracidinak jelenlétében az ABCG2 molekuldk tobbsége S5D3-nemkotd OF
konformaciot vesz fel, ami azt jelzi, hogy az IF-OF atmenet nem a katalitikus ciklus
leglassabb 1épése, és ennek kovetkeztében nem a ciklusidé f6 meghatirozoja. Ennek
megfelelden €16 sejtekben az ABCG2 molekuldknak csak egy kis hanyada van a szubsztrat-
kotott IF konformdcioban, készen arra, hogy az ATP energidjat a szubsztrat transzport
folyamatra forditsa. A sejtek ATP deplécidja noveli az IF konformécioban 1évé ABCG2
molekuldk ardnyat az IF-OF &atmenet el6tti varakozasi id0 meghosszabitasaval (19A és D
abra). Megfigyeltiik azt is (18. abran), hogy a megkdtott szubsztratok felgyorsitjak az IF-OF
atmenetet, valosziniileg azaltal, hogy eldsegitik a nukleotid-fliggd NBD dimer képzodését.
Mindazonaltal, ennek az atmenetnek a felgyorsitasa nem noveli jelentdsen a katalitikus ciklus
sebességét, ami arra utal, hogy az ATPaz aktivitas szubsztrat altal kozvetitett stimulacidja mas
Iépés(ek) felgyorsulasanak az eredménye. A 19-21. abrakon bemutatott eredmények
ugyanakkor azt mutatjdk, hogy az alcsony szubsztrat-affinitdisi OF konformerhez a
szubsztratok mar nem tudnak kotddni, igy az ATP hidrolizisre és az ezzel jar6 NBD
disszocidcidra gyakorolt hatdsuk kizarhato. Ez a latszolagos paradoxon feloldhato kiilonboz6
katalitikus utvonalak ¢és prehidrolitikus intermedierek feltételezésével a szubsztrat
transzporthoz kapcsolodoé és a szubsztrat transzport nélkiil végbemend mitkodési ciklus esetén
[165, 278]. A szubsztrat transzporthoz kapcsolt ciklusban a szubsztratok azaltal novelik az
ABCG2 Kkatalitikus sebességét, hogy az ABCCIl-hez hasonléan felgyorsitjadk az IF-OF
atmenetet [277]. Szubsztratok hidnyaban a transzporter mas katalitikus utat kovet, amelyben a
ciklus leglassabb 1épése az IF-OF atmenetet kovetéen van. Azok az ABCG2 molekulék,
amelyek szubsztrat kotés nélkiil alakitottak ki az NBD ,,szendvics-dimert” vagy hidrolizis

nélkil disszocidlnak, vagy pedig egy szubsztrat transzport nélkiili ATP hidrolizis cikluson
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mennek keresztiil, mely visszaallitja a transzportert a magas szubsztrat-affinitassal rendelkezd
IF allapotba. A jovében egyedi molekuldk konformacid véltozasainak vizsgalata [277, 279,

280] tovabbi betekintést nyujthat a fent targyalt atmenetek kinetikajaba.

II. Az NBD mutans Pgp variansok miikodésének vizsgalata

Az ABCG2-hoz hasonldan, a Pgp is ATP kotés és hidrolizis fiiggd konforméacio
valtozadsokon megy keresztiil, ami végsd soron lehetdvé teszi a szubsztratok koncentracid
gradiens ellenében torténd transzportjat. A Pgp-nek két kanonikus, funkcionalisan
egyenértékli ATP-kotd helye van, amelyek mindegyike képes ATP-t kdtni és hidrolizélni,
biztositva ezzel a katalitikus ciklus energia igényét. Nem ismert azonban, hogy az ATP
hidrolizis hogyan koordinalodik a két NBD kozott, és hogy a Pgp egy vagy két (esetleg tobb)
ATP molekulat hidrolizdl-e egy transzport ciklus soran. Altalanos nézet szerint mindkét
katalitikus centrum integritasara sziikséges a transzporthoz, mivel korabbi vizsgalatok soran
az egyik NBD inaktivalasa az ATPaz és a transzport aktivitas gatlasat eredményezte [161,
167, 281].

Eredményeink megerdsitették, hogy az A-hurok tirozin (Y401A/Y1044A), valamint a
Walker B aszpartat (D555N/D1200N) mutécidja mindkét NBD-ben a Pgp molekuldkat a
nukleotid mentes UIC2-reaktiv IF konformacioban stabilizalja (22. és 23D abra).

Erdekes médon a féloldali A-hurok (Y401A és Y1044A) mutansokban az ATP
kotoédése képes az IF-OF atmenetet indukalni mind ép (22. abra), mind permeabilizalt
sejtekkel (23B abra) végzett kisérletekben. Hasonloan a vad tipusu sejtekhez a Vi noveli a
nukleotid kotddés latszolagos affinitasat a féloldali A-hurok mutansok esetén is. Mivel a Vi-
fliggd csapdazodas rendkiviil alacsony valoszinliségli esemény, a stabil Vi-csapdazott
komplex kialakuldsa, valamint az UIC2 kotési gorbék jelentOs balra tolodasa Vi jelenlétében
valosziniisiti, hogy a mutans transzporter varians is képes az ATP hidrolizisére az ismétl6do
ciklusok sordn. Mindezek mellett jelentdés verapamil stimuladlt ATPaz aktivitast is
tapasztaltunk a féloldali A-hurok tirozin mutins esetében. Ezek az adatok megerdsitik a
félodali Walker A mutdnsok vizsgélata soran levont kovetkeztetésiinket [163], miszerint a
Pgp egy intakt ATP-kotohellyel is katalitikusan aktiv. Az ATP hidrolizis szigoru valtakozasat
feltételezve az a két kotdhely kozott, egyetlen ép kotdhely esetén minden masodik ATP-
hidrolizis esemény az inaktiv kotéhelynél kovetkezne be, ami a katalitikus ciklus gatlasat

eredményezné. Ennek ellenére bizonyos féloldali mutaciok esetében (Y401A, E556Q) a vad
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tipusu fehérjéhez képest csokkent, azonban jol mérhetd ATPaz aktivitast tapasztaltunk, ami
alatdmasztja a katalitikus centrumok random elkotelez6dését az ATP hidrolizisre.

Irodalombdl ismert, hogy az ABC transzporterek rendkiviil érzékenyek a membran
mikrokornyezetiikre, igy a membran tulajdonsagainak valtozasa befolyasolhatja mukodésiiket.
Erdekes médon a féloldali Walker B és A-hurok mutaciok inaktivalo hatasarél beszamold
korabbi tanulményok heterolog expresszidos rendszereket (pl. Sf9 vagy Saccharomyces
cerevisiae sejteket) és/vagy tisztitott fehérjéket alkalmaztak [282]. Munkacsoportunk ezzel
szemben a kiilonbozo Pgp-valtozatokat természetes plazmamembran kornyezetiikben, ép vagy
permeabilizalt emldssejtek membranjaban tanulméanyozta. A rovarsejtek €és az élesztOsejtek
plazmamembranja kevesebb koleszterint tartalmaz az emldssejtekhez képest [282, 283], ami
megmagyarazhatja az eltérd eredményeket.

Kisérleteimben az egyszeres WalkerB aszpartat mutansok is képesek voltak atbillenni
az UIC2-reaktiv OF konformacioba, azonban ez csak a fizioldgidsnal joval magasabb ATP
koncentracioknal kovetkezett be (23D abra). Munkacsoportunk mas tagjai vizsgaljak tovabb
ezeket a mutansokat. Eredményeimmel 6sszhangban ép sejteken 6k sem detektaltak transzport
aktivitast, és a fiziologiasnak megfelel6 3 mM ATP koncentraciéndl nem tapasztaltak
szignifikans ATPaz aktivitast sem. A jovOben magasabb ATP koncentraciok mellett végzett

ATPaz mérések megerdsithetik a WalkerB aszpartat mutdnsok funkciondlis aktivitasat is.

III. Hal vorosvérsejtek és hal embriok ploiditasanak
meghatarozasa nagy ateresztoképességii aramlasi citometrias
modszerrel

A propidium-jodid egy interkaldlodd DNS festék, melynek kvantumhatasfoka a DNS-
hez kotddve kb. 100-szororosara né a vizben oldott festékhez képest. A vizsgalat soran a
sejteket fixaltuk és permeabilizaltuk, annak érdekében, hogy a propidium-jodid hozzéaférjen a
DNS-hez, amelyhez sztochiometrikusan ko6tddik igy, a mért fluoreszcencia intenzitds aranyos
a sejt DNS tartalmaval. A modszer elég érzékeny ahhoz, hogy DNS-tartalom alapjan el tudtuk
kiiloniteni a diploid ¢és a triploid kromoszoma szerelvénnyel rendelkezd sejteket. A mintak
fluoreszcencia intenzitasat d&ramlasi citometrids modszerrel hatdrozzuk meg. A statisztikailag
megfeleld elemszdm biztositdsara mintanként 20 ezer sejt fluoreszcencia intenzitasat és
fényszordsi paramétereit hatdrozzuk meg. Az moddszer nagy ateresztoképességii, mivel a
Becton Dickinson FACS Array citométer haszndlatdval 1-1,5 o6ra alatt kb. 100 minta

analizisét tette lehetové.
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Aramlasi citométer segitségével a fluoroforokbél szarmazé fluoreszcencia detektalasa
mellett a sejtek fényszorasat is detektaltuk. Az FSC egyenesen aranyos a sejtmérettel, igy
segitségével az eltér6 méretli sejtek elkiilonithetéek. Szakirodalombol ismert, hogy a
mesterségesen létrehozott amur triploid hibridek vordsvérsejtjeinek mérete, a diploid amur
vOrdsvérsejtjeihez viszonyitva szignifikdnsan nagyobb, igy a DNS-tartalom meghatarozas
mellett a sejtek elére iranyuld fényszorasat is megvizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy DNS
tartalmuk alapjan valdszinlsithetéen triploid sejtek kozel 1,5-szer nagyobb FSC értékkel
jellemezhetéek a diploidokhoz képest (25B 4abra). Ezt a kovetkeztetésiinket
fénymikroszkopos mérésekkel is igazoltuk (26. abra). Mivel a triploid és a diploid
vorosvérsejtek méretkiilonbsége a gyakorlott szem szdmara azonnal felismerhetd, a
mikroszképos vizsgalat a halgazdasdgokban é&ramlési citométer hidnydban is konnyen,
gyorsan elvégezheto.

A tovabbiakban a propidium-jodid festésen alapuld modszert alkalmazva a vagotok és
az amerikai lapatorri tok véletlenszerli keresztezése soran létrejott hibrid hal embriok DNS-
tartalmanak meghatarozasat végeztiik. A vizsgalatainkat kollaboracios partneriink morfologiai
analizissel, kariotipizalassal és a mikroszatellita DNS meghatarozasaval erdsittette meg.

Kisérleteink bizonyitottak, hogy a nagy filogenetikai tavolsag ellenére a ndstény
vagotok és a him amerikai lapatorru tok keresztezése életképes hibrideket eredményezett
[284], amelyek megtermékenyiilési, kelési és talélési ardnya nagyon hasonld volt az anyai
fajéhoz. A hibrid utodok kozott triploid és pentaploid egyedeket tudtunk megkiilonboztetni. A
triploid és a pentaploid csoporton beliil kollabordcios partnereink kariotipizalds soran a
kromoszémaszam enyhe eltérését figyeltétk meg, mely eredhet a mikrokromoszémaszam
meghatarozasanak pontatlansagabol vagy okozhatja a mikrokromoszomak elvesztése is, ami a
kiilonbozd ploiditasi szintekkel jellemezhetdé fajok kozott létrejott hibridekben gyakran
eléfordul.

Osszességében a nagy ateresztoképességii aramlasi citométerek és a megfeleld minta
elokészitési és tarolasi protokollok kidolgozédsa révén az aramlasi citometridas DNS-tartalom
elemzés ¢€s ploiditas meghatarozds rendkiviil hasznos rutin moddszerré valhat az

halgazdasagokban dolgoz6 kutatok kezében.
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Eredmények osszefoglalasa

I.

Munkénk elsd részében a human vad tipusi ABCG2 katalitikus ciklusanak pontosabb

megismerését thztikk ki célul. Ennek érdekében olyan fluoreszcencia alapti modszereket

fejlesztettiink ki, melyek lehetévé tették az ABCG2 miikddésének vizsgalatat normal

membran kornyezetében. Vizsgalataink soran a kovetkezd megfigyeléseket tettiik:

II.

Az ATP kotodése kivaltja a transzporter konformacio valtozasat az 5D3-reaktiv IF
allapotbdl az 5D3-nemkotdé OF allapotba.

Az IF-OF konformécid valtozas egyiitt jar a szubsztrat-affinitas csokkenésével.

A szubsztrat kotés eldsegiti az IF-OF atmenetet, mig bizonyos ABCG2 inhibitorok, pl.
a Ko143 megakadalyozzak ezt a konformécid valtozast.

crer

transzport-ciklus bekdvetkezéséhez a szubsztratok kotddésének meg kell eléznie az

ATP kotodését.

.....

crer

transzport ciklus inditasat.

Munkank masodik részében féloldali és kétoldali A-hurok és Walker B NBD mutans

Pgp varidnsok konformacio valtozasait és ATPaz aktivitasat vizsgaltuk, melynek sordn a

kovetkezd megallapitasokat tettiik:

I11.

A féloldali A-hurok és a féloldali Walker B (E556QQ) mutans Pgp-k intakt és
permabilizalt sejtekben is csapdazhatdk a poszthidrolitikus allapotban €s szignifikans

ATPaz aktivitast is mutatnak.

Eredményink alatamasztjak, hogy a Pgp molekuldk egy intakt ATP-kotohellyel is

miikodoképesek.

Munkank utols6 részében a halgazdalkodasban alkalmazott triploid indukcids

kezelések metodikajanak fejlesztésére hal vordsvérsejtek €s embriok ploiditasanak tesztelését

végeztiik. Kisérleteink soran tobb halfaj esetében optimalizaltunk egy egyszerii propidium-

jodid festésen alapuld aramlési citometrias modszert.
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Summary of results

I.

In the first half of our work, we attempted to gain a better understanding of the

catalytic cycle of the human wild-type ABCG2 by developing fluorescence-based methods

that allowed us to study ABCG2 function in a normal membrane environment, making the

following observations:

II.

ATP binding is sufficient to switch ABCG2 from the 5D3-reactive IF to the 5D3-dim
OF conformation.

The decrease in substrate affinity coincides with the switch of the transporter to the OF
state.

Substrate binding promotes the IF-OF transition, whereas certain ABCG?2 inhibitors
such as Ko143 prevent this conformational change.

Since nucleotide binding is the main regulator of the TMD conformation, for a
productive transport cycle substrate binding should precede ATP binding.

The hydrolysis of ATP and the subsequent dissociation of the hydrolysis products
allows ABCQG?2 to revert to its high substrate affinity IF conformation to initiate a new

transport cycle.

In the second part of our work we investigated the conformational changes and the

ATPase activity of unilateral and bilateral A-loop and Walker B mutant Pgp variants with the

following conclusions:

I11.

Unilateral A-loop and Walker B (E556Q/M, E1201Q) mutant Pgp variants can be
trapped in the posthydrolytic state either in intact or permeabilized cells and
accordingly capable of significant ATP hydrolytic activity.

Our results further promote that Pgp variants with a single intact catalytic site are

catalytically active.

In the last part of our work, to improve the efficacy of triploid induction treatments

applied in aquaculture industry, we tested the ploidy level of fish red blood cells and fish

embrios. In these studies we have optimized a simple propidium iodide staining-based flow

cytometry assay in various fish species.
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