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Bevezetés és irodalmi attekintés

I. Az ABCG2 és a P-glikoprotein

Bevezetés

A human ABCG2 ¢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
dssejtekben (ABCQG2) expresszalodva multidrog rezisztenciat okozhatnak, mely gyakran
hozzédjarul a daganatok eliminaldsat célzo kemoterdpia sikertelenségéhez. Mindkét fehérje
foként a szervezet barrier-funkciokkal rendelkez6 szdveteiben expresszalodik, beleértve a vér-
agy gatat, a vér-here gatat, a beleket, a majat, a méhlepényt, a veséket és az emldmirigyeket.
Szoveti lokalizacidjuk, valamint széles szubsztrat-spektrumuk miatt fontos szerepet jatszanak
a kiillonbozo betegségek kezelésére hasznalt gyogyszerek felszivodasaban, szervezeten beliili
eloszlasdban, eliminacidjaban és toxicitasaban (ADME-Tox). Masrészt a genetikai
polimorfizmusok, amelyek az ABCG2 vagy az ABCBI expresszidjanak csokkenését és/vagy
miikodésének karosodasat eredményezik, megvaltozott terdpids vélaszt és a gyogyszeres
kezeléssel 0Osszefliggd toxikus reakciokat okozhatnak. Mivel az ABCG2 a hugysav
eliminicios Utvonaldnak is kulcsszerepldje, csokkent expresszidja vagy milkddése
hiperurikémiat  és  koOszvényt okozhat.  Fiziologias  funkcidik és  betegségek
patomechanizmusdban, valamint a gyogyszer rezisztencia kialakuldsaban betdltott szerepilik
miatt fontos gyogyszer célpontok, mely sziikségessé teszi miikodési mechanizmusuk részletes
megismereését.

Az ABC kazettas fehérjecsalad

Az ABC (ATP Binding Casette) fehérjék alkotjdk az egyik legnépesebb
fehérjecsaladot, melynek tagjai a baktériumoktdl az emberig minden ¢él6lényben
megtalalhatoak. Kozos jellemzdjiik az ATP-kotohely szerkezetének nagyfokt konzervaltsaga,
valamint az ATP megkdotésének és hasznositdsanak hasonlosdga. Az ABC fehérjéket harom
konzervalt szekvencia motivum megléte jellemzi. Ezek az ATP-kotd fehérjékre alatldnosan
jellemzé Walker A szekvencia (GXXGXGKS, ahol az X barmilyen aminosavat jeldlhet), a
Walker B szekvencia (hhhhD, ahol a h hidrofob aminosavat jel6l), valamint a kizarolag az
ABC fehérjékre jellemz6 ,,ABC-signature” (LSGGQQ/R/KQR) motivum.

Az ABC-transzporterek altalanosan két szerkezetileg és funkciondlisan is eltérd
doménbdl épiilnek fel: a citoplazmaban elhelyezkedd, globularis szerkezetli nukleotid-kotd
doménbdl (NBD), amely a fehérje katalitikus centruma, itt torténik az ATP megkdtése és
hidrolizise, biztositva ezzel az energiat a szubsztratok transzportjdhoz; valamint a membranba
agyazott transzmembran doménbdl (TMD), amely a szubsztratkotd helyeket és a szubsztrat
transzlokacios utvonalat alakitja ki.



A TMD-k altalaban 6 membranon ativeld alfa-hélixbdl épiilnek fel. Egy funkcioképes
ABC fehérje tobbnyire legalabb két NBD és két TMD egységbdl all, mivel a két ATP-
kotéhelyet az NBD-k kozosen alakitjak ki.

Az ABCG?2 és Pgp szerkezeti felépitése

Szamos ABC transzporter kristalyszerkezete, valamint biokémiai és biofizikai
kisérletek alapjan valdsziniisithetd, hogy az eukaridta ABC transzporterek miikddésiik soran
hasonlé konformacios allapotokat vesznek fel. Ezek az intracellularis tér felé nyitott, ,,befelé
néz6” (,,inward facing”, IF) és az extracellularis tér felé nyitott, ,kifelé néz6” (,,outward
facing”, OF) konformaciok. ATP-mentes koriilmények kozott a két NBD disszocialt, mely az
IF TMD konformaciét eredményezi, amelyben az ABCG2 és a Pgp forditott ,,V” alakot
formal, kozépen egy nagy lreggel, ahol a fehérjék szubsztratkoté zsebe hozzaférhetd a
membran belsd rétege és az intracellularis tér fel6l is a szubsztratok szamara. Nukleotid
kotodést kovetden a két NBD dimerizaciojaval 1étrejon az intracelluléris tér feldl zart, de az
extracellularis tér felé nyitott OF konformer, amelynek szerepe a szubsztratok eltavolitasa az
extracellularis tér felé.

Az ABCG2 ¢és a Pgp nagyfelbontasi krio-EM (krio-elektronmiszkroszkopos)
struktardk megerdsitették a tobbi ABC transzporter kristalyszerkezete alapjan varhato
konformacio valtozasokat. 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 vizsgald
modszerek alkalmazéasa/bedllitisa, amelyek lehetévé teszik a kiilonbozo katalitikus
intermedierek kozotti &tmentek tanulméanyozasat is.

Az ABCG?2 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 konformdaci6é valtozasaihoz
kapcsolddik, amelyet az NBD ,,szendvics-dimer” ATP-fiiggd kialakuldsa ¢és szétvalasa
szabalyoz. Mindkét transzporter katalitikus ciklusa sordn valdszinlisithetd két {6
konformacios allapot, a korabban leirt nukleotid-mentes IF- és a nukleotid-kotott OF allapot.

Korabbi eredményeink alapjan a Pgp miikddési ciklusa soran az NBD-k dimerizaciojat
az ATP molekuldk kotédése valtja ki, amely a TMD-k extracellularis tér felé nyitott allapotat
eredményezi. Ezen konformacié valtozasokat a szubsztrat-affinitds csokkenése is kiséri a
szubsztrat-kotéhelyeken, amely eldsegiti a szubsztratok koncentracid gradiens ellenében
végbemend exportjat. Azonban az ABCG2 esetében maig nem tisztazodott, hogy a nukleotid
kotés és hidrolizis hogyan kapcsolodnak a TMD-kben 1étrejovd konforméciod valtozasokhoz,
valamint, hogy az ATP kotddése vagy hidrolizise valtja-e ki a transzporter azon konformacio
valtozasat, amely soran az extracellularis tér felé nyitott allapotba keriilt transzmembran
domének altal 1étrehozott szubsztrat-kotohelyrdl ledisszocialnak a szubsztratok.



A katalitikus ciklus hajtoereje az ATP hidrolizis, amely mindkét transzporter esetében
végbemehet mindkét ATP-kotOhelyen, azonban a mai napig vitatott, hogy egy szubsztrat
molekula transzportjathoz hany ATP hidrolizise sziikséges. Altaldnosan megfigyelt jelenség
né¢hany ABC transzporter esetében, hogy a kiilonb6zdé szubsztratjaik szerkezetiiktdl és
koncentraciojuktol fiiggd moédon fokozzak a transzporterek ATPaz aktivitasat, azonban nem
ismert, hogy melyik katalitikus 1épés gyorsitasaval érik el ezt a hatast. Erdekes médon
szubsztratjaik hidnyaban is megfigyelheté gyengébb ATPaz aktivitds, amelyet bazalis ATPaz
aktivitasnak neveznek.

Altalanosan elfogadott, hogy az ABC transzporterek miikodéséhez mindkét ATP-
kotohelynek katalitikusan aktivnak kell lennie. Pgp esetében azt is megfigyelték, hogy az
egyik katalitikus hely inaktivacidja (pl., mutaciokkal) megakadalyozza a Pgp ATPaz
aktivitasat. Azonban ezekkel az eredményekkel ellentétben munkacsoportunk kordbban
kimutatta, hogy az egyik NBD Walker A lizinjének metioninra torténd cseréje esetén a human
Pgp molekuldk jelentds transzport- és ATP4z aktivitast mutatnak, abban az esetben, ha emlds
sejtek plazmamembranjdban, természetes kornyezetiikben vizsgaljak oket. Fontos kiemelni,
hogy azon tanulmanyok tobbsége, amelyek arr6l szamolnak be, hogy az egyik katalitikus
helyen 1étrehozott mutacidknak is inaktivalo hatdsa van heterolog expresszios rendszerek (pl.,
Sf9 vagy Saccharomyces cerevisiae vagy tisztitott fehérjék felhasznalasaval késziiltek. Mivel
valdszinisithetd, hogy a korabbi adatok nem relevansak az NBD-k miikodése és kooperacioja
szempontjabol, érdemes a mutans transzporter variansok funkcionalis vizsgalatat emlds sejtek
plazmamembranjdban megismételni.

Az ABCG?2 és a Pgp konformacio valtozasainak megfigyelése

Léteznek olyan antitestek, amelyek komplex epitopot ismernek fel, mint példaul a Pgp
esetében az MRK16, MRK 17, HYB-241, 4E3, 15D3 ¢s az UIC2, az ABCG2 esetében pedig
az 5D3. A Pgp-t felismeré MRK16-r6l, a HYB-241-r61 és az UIC2-r61 ismert, hogy gatoljak a
Pgp transzport aktivitasat is.

Az UIC2 egy IgG2a izotipusu egér monoklondlis antitest (mAt), amely szelektiv
moédon a human Pgp nagy szubsztratkotd affinitast IF konformerét ismeri fel. Az antitest
komplex epitopjat a humdn Pgp 1. 4. és 6. extracelluldris hurkaiban taldlhaté rovid
peptidszekvencidk alkotjak, melyek az OF konformerben eltdvolodnak egymastol.

Intakt sejteken az UIC2-t telitd koncentracioban alkalmazva a sejtfelszini Pgp
molekuldk csak mintegy 10-40%-4hoz képes kotddni, azonban a fehérje bizonyos
szubsztratjai vagy inhibitorai jelenlétében a tobbi Pgp molekula is kimutathatova valik. Ezt a
jelenséget gyakran ,,UIC2-shift-nek” nevezik az irodalomban. Tobbek ko6zott ilyen Pgp
inhibitor az immunszpressziv hatasarol is ismert ciklosporin A (CsA). A Pgp inhibitorokkal
eredményezi. Ugyanakkor ATP/Mg?* adasa a permeabilizalassal és mosassal ATP-mentesitett
sejtekhez koncentracid fliggd modon csokkenti az UIC2-reaktivitast.

Az UIC2-h6z hasonléan a komplex extracellularis epitophoz koétddé 5D3 s
konformacio érzékeny modon ismeri fel az ABCG2-t. A komformacids epitop kialakitasaban
az 5. és a 6. TM (transzmembran) hélixeket 6sszekapcsolo extracellularis hurok (EL3) vesz



crer

részt. Krio-EM vizsgalatok alapjan az antitest a fehérje nukleotid mentes IF konformaciojat
ismeri fel, mig az OF konformacidoban az epitopot alkotd extracellularis hurkok
feltételezhetéen eltavolodnak egymastol, igy ehhez a konformerhez az antitest nem tud
kotddni.

Bar telitd koncentracidban alkalmazva kvazi az 6sszes sejtfelszini ABCG2 molekulat
felismeri, alacsonyabb koncentracioban adva a fehérje aktudlis konformacidjatol fiigg a
kotoédése. A sejtek ATP deplécidja vagy ABCG2 gatloszerekkel (pl., Kol43) torténd
elokezelés fokozza az 5D3 kotddését. Ezzel szemben a foszfat analogokkal (pl., vanadat (Vi),
vagy berillium-fluorid (BeFx)) valo kezelés, amely az ABCG2 molekuldkat a poszt-
hidrolitikus allapotban csapdazza jelentosen csokkenti az 5D3 kotodését.

A membrankornyezet hatasa a multidrog transzporterek mikodésére

Altalanossagban elmondhaté, hogy a transzmembran fehérjék, igy az ABCG?2 és a Pgp
is szoros kapcsolatban allnak a kornyez6 membrannal, amely fiziko-kémiai paraméterei
jelentds hatassal vannak a fehérjék mitkddésére. A membréan tulajdonsagai befolyasolhatjak a
transzporterek konformacid valtozasait, transzport aktivitasukat, szubsztratjaik megoszlasat a
lipid kettdsrétegben, vagy akar a kolcsonhatasukat a transzporterek szubsztrat-kothelyeivel.
A koleszterin az emlds6k plazmamembranjainak egyik f0 alkotoeleme. Bizonyos
mikrodomének, mint példaul a lipid tutajok és kaveoldk koleszterinben gazdag membran
régiok. Az ABCG2-t, valamint a Pgp-t is tobb sejttipusban, koleszterinben gazdag lipid
tutajokban azonositottak. Megjegyzendd, hogy a membran koleszterin tartalmanak
csOkkentése jelentdsen csokkenti mindkét fehérje transzport aktivitisat, mig a membran
magas koleszterin tartalma fokozza az ABCG2 ATP-az és transzport aktivitasat.
Valoszintisithetd, hogy a membran koleszterin ¢és foszfolipid molekuldival valo
kdcsonhatasok dontd fontossagiak a Pgp és az ABCQG2 aktivitasa szempontjabol. Ezekben a
kolcsonhatasokban bekovetkezd valtozasok megvaltoztathatjdk a transzporterek konformacio
valtozasait és a szubsztratok vagy inhibitorok kotddését. Nemrégiben az ABCG2 esetében
leirtak, hogy a koleszterin (amely nem szubsztratja az ABCG2-nek) gatolja a foszfolipidek
bejutdsat a szubsztratkoté-zsebbe, amelyek a szubsztratok helyére képesek kotédni, ez
magyarazhatja a membran magasabb koleszterintartalméaval jar6 fokozottab transzport
aktivitast.

A membran specifikus lipid Osszetétele mellett fiziko-kémiai tulajdonsagai is
befolyasolhatjak a membranfehérjék miikodését. Az ABCG2 és a Pgp szubsztratok tobbnyire
nagymértékben fligg a membran fiziko-kémiai jellemzditdl.

Az ABCGQG?2 és a Pgp funkciojat kiilonbozo kisérleti rendszerekben tanulmanyoztak, pl.
lipid-detergens micellakban, mesterséges lipid kettOsrétegekben. Lehetséges, hogy ezek a
kisérleti rendszerek nem imitaljadk megfeleléen a fizioldgids membrankornyezetet €s a fiziko-
kémiai tulajdonsagaik kiilonbségei miatt egymasnak ellentmondé eredményekhez
vezethetnek.



Mivel a Pgp ¢é az ABCG2 mikodését nagymértékben befolyasolja
membrankdrnyezetiik, kulcsfontossagiiak azok a modellrendszerek, ahol a transzporterek
természetes membrankornyezetiikben vizsgalhatok.

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

A triploid egyedek jelentésége a halgazdalkodasban

A triploid halak 4ltaldban sterilek, mivel a kromoszémak szabdlytalan meiotikus
szegregacidja csokkenti az ivarmirigyek fejlodését és abnormalis gametogenezist idéz eld.
Gazdasagi szempontbdl kiemelten fontos a steril triploid egyedek létrehozasa, mivel ezek
kevesebb energidt forditanak a szaporodasi folyamatokra, igy szdmos halfaj esetében
gyorsabb novekedési iitem és hosszabb élettartam jellemzd rajuk. Erdekes modon a triploid
halak glikogén- és zsirtartalma is eltérd lehet, ami befolyasolja tapértékiiket és iziiket. Fontos
kiemelni, hogy a tdgazdasadgokban a steril triploid egyedek létrehozasa megakadalyozhatja az
idegen fajok elterjedését a tenyésztési létesitményeken kiviil, és igy elkeriilhetd a szokések
genetikai ¢és/vagy Okologiai hatdsa a természetes halpopulacidkra. Az idegen halfajok steril
triploidjai akdr természetes vizekbe is engedheték vizi gyomirtds céljabol anélkiil, hogy
fennallna a talszaporodéds vagy a nemkivédnatos fajok megtelepedésének és elterjedésének
veszélye.

A triploid utdédok létrehozasara biotechnologiai modszereket alkalmaznak, mint
példaul nyomassokkot, hdsokkot vagy hidegsokkot. Ezen technoldgiai eljarasok bioldgiai
alapja, hogy a sokk hatasara a zigdta meiotikus osztodasanak masodik szakaszaban sarki test
visszamaradasaval az utdd ploiditdsa megnd. Sajnos a triploid indukcids kezelések nem
100%-os hatékonysaguak, igy az adott kezelés soran keletkezett triploid larvak aranyanak
meghatarozasa segitheti a kutatokat a kezelések optimalizalasadban.

A tokhalak és hibridizacigjuk

Kollaboraciods partnereink a dunai génallomanya vagotok génmegdrzési programjanak
keretében begylijtott ndivari egyedeket kivantak meiotikus ginogenezis modszrével
szaporitani, hogy megorizzék kedvezd génalloméanyukat. Ginogenezis soran a sperma csak az
embrio fejlddését inditja meg, ezért célszerii olyan faj spermajat hasznalni, mellyel a vagotok
nem tud hibridizalni. Mivel az Acipenseridae €s Polyodontidae csaladok kozott eddig nem
irtak le sikeres hibridizaciot, a ginogenezis kivaltasahoz az amerikai lapatorra tok spermajat
hasznaltdk. A keletkezett utddok fenotipusos megjelenése azonban felvetette annak a
lehetdségét, hogy mégis bekovetkezett a két filogenetikailag tavoli faj hibridizacioja, ezért
aramlasi citometrids DNS-tartalom analizist végeztiink, illetve a tovabbiakban kollaboracios
partnereink tobbféle genetikai elemzést is végeztek.



Az aramlasi citometrias DNS-tartalom meghatarozas

A megfeleld DNS-specifikus fluoreszcens festékkel végzett aramlasi citometrias DNS
tartalom meghatarozas egy egyszerl, de ¢érzékeny technika a sejtek ploiditasi szintjének
meghatarozasara. Mas modszerek, mint példaul a kromoszémaszam meghatarozasa,
munkaigényesebbek ¢és aktivan osztddo sejtek jelenlétét igénylik. Az dramlasi citometrias
DNS tartalom meghatarozast gyakran hasznaljak taxondmiai €és evollcids vizsgéalatokban is a
ndvények ¢és kiilonféle allatfajok ploiditasanak meghatarozasara. A ploiditds meghatarozas a
kutatasi alkalmazasok mellett egyre nagyobb jelentdséggel bir a ndvénytermesztésben,
allattenyésztésben, valamint a halgazdalkodésban is.

Azonban a modszernek egyszeriisége ellenére is szdmos buktatoja lehet. A mintak
ami hamis eredményekhez és/vagy az analizis kivitelezhetetlenségéhez vezethet. A membran
impermedbilis DNS-specifikus festékek haszndlata megkoveteli a sejtek permeabilizalasat. A
sejtek permeabilizalasara és/vagy fixaladsara hasznalt reagensek megvalasztisa azonban
befolyasolhatja a magi DNS sztochiometrikus festddését is. Sajnos a togazdasdgokban a
mintdk analizise nem mindig végezhetd el helyben, igy jelentds szallitasi idovel is szamolni
kell. Ezért nagy az igény olyan mintarogzitési és tarolasi moédszerekre, amelyek terepi
koriilmények kozott is konnyen kivitelezhetok és nem rontjak a mintdk mindségét, lehetdvé
téve azok késdbbi elemzését.

Mindezek mellett olyan kisérleti protokollok kidolgozasara van sziikség, ami lehetové
teszi nagyszamu minta gyors preparalasat és aramlasi citometrias analizisét.



Célkitiizések

l. Annak ellenére, hogy az ABCG2 Kkatalitikus ciklusat régdta intenziven
tanulmanyozzék, még mindig nem tisztazott, hogy az ATP kotés és hasitas részfolyamatai,
hogyan kapcsolédnak a TMD konforméci6 valtozasokhoz, és hogyan teszik lehetdveé végiil a
szubsztratok koncentracid gradiens ellenében torténd transzportjat. Figyelembe véve az ABC
transzporterek érzékenységét membrankdrnyezetiik Osszetételére, célul tiztik ki olyan
kisérleti modszerek kidolgozasat, melyek lehetévé teszik az ABCG2 katalitikus ciklusanak
tanulmanyozasat normal membran kornyezetében. Kisérleteink soran az alédbbi kérdésekre
kerestiik a valaszt:
e Mely katalitikus esemény valtja ki az 5D3-reaktiv IF konformaciobol az 5D3-at
nemkdtd 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?

1. Munkank masodik felében az A-hurok (Y401A, Y1044A, Y401A/Y1044A), valamint
a Walker B (E556M/Q, E1201Q, E556Q/E1201Q, D555N, D1200N, D555N/D1200N)
konzervalt szekvencia motivumban pontmutacidét hordozd Pgp variansok milkddését
vizsgaltuk, hogy betekintést nyerjiink az NBD-k kozti kooperacidé mechanizmusaba.
Kisérleteinkben a kdvetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

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

konformer aranyt a kiilonbdz6 muténs variansokban.
e Megvaltoztatjak-e a mutaciok a Pgp latszolagos ATP affinitasat (Ka)?
o Képesek-e a mutansok szubsztrat-fiiggd ATP hidrolizisre?

I1l.  Halgazdasagokban a triploid indukcids kezelések optimalizalasa soran fontos a triploid
egyedek ardnyanak gyors €s pontos meghatarozasa. Ezért szerettliink volna kidolgozni egy
aramlasi citometrias kisérleti protokollt, hal vordsvérsejtek, illetve hal embriok ploiditasanak
meghatarozasara, ami lehetdvé teszi nagyszamu minta gyors preparalasat €s analizisét.



Anyagok és modszerek

Sejttenyésztés

Az MDCK Il (Madin-Darby canine kidney) sejtvonal, valamint annak ABCG2-vel
stabilan transzfektalt valtozata Sarkadi Baldzs (Enzimoldgiai Intézet, Természettudomanyi
Kutatokozpont, Budapest, Magyarorszag) ajandéka. A GFP-vel (Green Fuorescent Protein-
z0ld fluoreszcens fehérje) jelolt ABCG2-t expresszal6 MDCK II sejtvonalat Homolya Laszlo
¢s Orban Tamas (Enzimoldgiai Intézet, Természettudomanyi Kutatokézpont, Budapest,
Magyarorszag) készitette. Az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonalat és annak human MDR1
génnel stabilan transzfektalt valtozatait (NIH 3T3 MDRI sejtvonal), Michael Gottesman
(National Institutes of Health, Bethesda, MD) laboratériumabol kaptuk. Az A hurok (Y401A,
Y1044A) ¢és Walker B (D555N, D1200N, D555N/D1200N, ES556M, E556Q, E1201Q,
E556Q/E1201Q) mutans Pgp varidnsokat expresszald transzgénikus NIH 3T3 sejtvonalakat
Tiirk Dora és Szakacs Gergely hoztdk létre (Enzimologiai Intézet, Természettudomanyi
Kutatokozpont, Budapest, Magyarorszag) Sleeping Beauty transzpozon alapi génexpresszios
rendszert alkalmazva.

A sejteket letapadd kulturdkban tartottuk fenn 10% hdvel-inaktivalt fotalis
szarvasmarha szérumot (FBS, Gibco, Budapest), 2 mM L-glutamint és 0,1 mg/mL penicillin-
streptomycin koktélt tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) tenyészt6
folyadékban 37°C-on, 5%-0s CO; atmoszféraban, 95%-os paratartalom mellett. A vad tipusu
human Pgp-t kifejez sejtek esetében a magas Pgp expresszios szintet 670 nM doxorubicin
(DOX) szelekcioval tartottuk fenn. A sejteket a kisérletek elvégzése eldtt 2 nappal DOX-
mentes médiumba helyeztiik at.

Az NIH 3T3 egér fibroblaszt sejteket 0,05%-0s tripszin-EDTA oldattal (0,5 mg/mL
tripszin, 0,2 mg/mL EDTA, 2 perc, 37°C), az MDCK 1I 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
sejttenyészto flaska aljatol €s egymastol.

Western-blot analizis

A sejteket (2 x 10°) 100 puL redukalé Laemmli mintapufferben (6x) 10 percig 95°C-on
lizaltuk. Az igy elkészitett teljes sejtlizatum fehérjéit (2,5 ug fehérje/minta) 8%-0s SDS-
poliakrilamid gélen elektroforézissel valasztottuk el, majd elektroblottoltuk 0,45 pm-es
porusatmérdjii nitrocelluloz membranra (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont,
Buckinghamshire, Egyesiilt Kiralysag). Az ABCG2-t BXP-21 anti-ABCG2 monoklonalis
antitesttel, mig az aktint a C-2 egér mAt-tel jeloltiik (mindketté a Santa Cruz Biotechnology
Inc.-t61, Santa Cruz, CA, USA). Masodlagos antitestként torma-peroxidazzal konjugalt kecske
anti-egér IgG antitestet (HRP-GaMIgG, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
USA) alkalmaztunk. Mindegyik antitestet 1:2500 higitasban alkalmaztuk. Az el6hivast
SuperSignal™ West Pico PLUS kemilumineszcens reagenssel (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) végeztilk és a képeket Fluor Chem Q Alpha Innotech
géldokumentacios rendszerrel (Alpha Innotech Corp., San Leandro, CA) rogzitettiik.

10



Mitoxantron akkumulacios teszt

Az MDCK 1I sejteken expresszaldoddo ABCG2 fehérjék transzport aktivitdsat mitoxantron
(MX) akkumuléciés teszttel vizsgaltuk. A sejtszuszpenziot (0,5 x10° sejt/mL) 8 mM gliikozt
tartalmazé foszfat pufferben (gl-PBS (150 mM NaCl, 3,3 mM KCI, 8,6 mM NaH2PQO4, 1,69
mM KH2PO4, 8 mM gliikozt) 15 percig 37°C-on eldinkubaltuk 2 pM ABCG?2 inhibitor
Ko0143 jelenlétében és hianyaban, majd a mintakat 5 uM MX-nal festettiik tovabbi 30 percig.
Ezutan a sejteket haromszor mostuk (300xg, 5 perc, 4°C) jéghideg, 0,5% FBS tartalmua gl-
PBS-sel. A halott sejtek elkiilonitésére propidium-jodidos (Pl; 3 pg/mL) festést alkalmaztunk.
A MX intracellularis felhalmozodasat FACS Array (Becton Dickinson, Mountain View, CA,
USA) aramlasi 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
Ko0143 jelenlétében vagy tavollétében. A jelolést kovetden a sejteket kétszer mostuk (300xg,
5 perc, 4°C) 0,5% FBS-t tartalmazo gl-PBS-vel. Az antitest kotédés mértekét 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 tipust és a mutdns Pgp variansokat kifejezé intakt NIH 3T3 sejteket (5 x 10°
sejt/mL) 30 percig 37°C-on jeloltiik UIC2-A647 (10 pg/mL) vagy 15D3-A647 (30 pg/mL)
antitesttel gl-PBS-ben. A CsA kezelt mintakat 10 percig 37°C-on eldinkubaltuk 10 uM CsA-
val, majd mosasi 1épés nélkiil tovabb inkubaltuk UIC2-A647 antitesttel. Az ATP depletalt
mintakat az antitest jelolés eldtt Na-aziddal (10 mM) és 2-dezoxi-D-gliikozzal (8 mM)
kezeltik 30 percig 37°C-on gliikkozmentes PBS-ben. Az antitestekkel torténd inkubalast
kovetden a sejteket kétszer mostuk jéghideg 0,5% FBS-t tartalmazo gl-PBS-vel. ATP-
depletalt mintak esetén gliikkozmentes PBS-t hasznaltunk. Az UIC2-reaktivitast, vagyis az
UIC2-reaktiv konformacidban 1évd sejtfelszini Pgp molekuldk szézalékos aranyat, az F/P-
korrigalt UIC2 és 15D3 jelek aranyabol szamitottuk.

Sejtek permeabilizalasa Streptolizin-O toxinnal

A Streptolysin-O ((SLO) (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag)) a Streptococcus
pyogenes porusképzd exotoxinja. A membranban kialakult SLO porusok atjarhatdéak a kis
vizoldhat6 molekuldk szamara, beleértve a nukleotidokat. Az SLO egy oxigén-érzékeny toxin,
amelyet a ditiotreitol (DTT) reverzibilisen aktival. A sejteket (1x107 sejt/mL) 250 U/mL
SLO-val kezeltik 1 mM DTT, Protedz Inhibitor Cocktail (PIC: (2 mM AEBSF, 0,3 uM
aprotinin, 116 pM besztatin, 14 uM E1-14 uM leupeptin), 0,5 mM fenil-metil-szulfonil-
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fluorid (PMSF), valamint 1% FBS jelenlétében gl-PBS-ben 37°C-on 30 percig. llyen
koriilmények kozott a sejtek koriilbeliil 50%-a permeabilizalodott, amelyet PI festéssel
igazoltunk. A reakcidt 20 mL 1% FBS-t tartalmaz6 PBS-sel allitottuk le, majd a nem-kot6dott
toxin eltavolitadsara a sejteket haromszor mostuk (635xg, 5 perc, szobahdmérséklet), végiil a
mintakat PBS-ben vettiik fel a tovabbi kezelésekhez.

A konfokalis mikroszkopos kisérletekhez nyolc-kamras fed6lemezeken (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 NaCl, 5 mM KCI, 1,5 mM MgClz, 1 mM CacCl,).

Az 5D3 antitest kotddés kinetikajanak vizsgalata soran a permeabilizalt sejteket
(1x10° sejt/mL) 5 pg/mL 5D3-A647 antitesttel festettiik 0,5 mM ATP/Mg?*, 2 uM Ko143,
valamint 10 pM quercetin hidnyaban vagy jelenlétében 37°C-on. Az 5D3-A647 kotddés
kinetikdjanak kovetésére kiillonbozé idopontokban mintékat vettliink, melyeket nagy térfogata
jéghideg PBS-sel mostunk. A nem ko6todott antitest eltdvolitdsara a mintdkat még kétszer
megmostuk jéghideg PBS-sel. Az 5D3-A647 kotédés 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 korabban leirtak szerint hataroztuk
meg. A permeabilizalt sejteket (1x10° sejt/mL) 10 percig 37°C-on el8kezeltiik kiilonbozo
koncentracioban alkalmazott nukleotidokkal, majd az ABCG2 esetében 5 pg/mL 5D3-A647
mAt-tel, mig a Pgp esetében 10 pg/mL UIC2-A647 mAt-tel inkubaltuk a mintakat tovabbi 20
percig 37°C-on. Az ATP hidrolizis megakadalyozasa érdekében az ATP-t Mg?* nélkiil 5 mM
EDTA jelenlétében adtuk, vagy a teljes kisérletet jégen végeztiik. A nukleotid csapdazasi
kisérletekben a nukleotidot 0,5 mM Vi-tal vagy BeFx-szel (200 uM BeSOs és 1 mM NaF)
egyiitt alkalmaztuk 37°C-on 30 percig. Ezt kovetéen a mintakat 5 pg/mL 5D3 mAt-tel vagy
10 pg/mL UIC2 mAt-tel inkubaltuk a fent leirt moédon. A mintdkat haromszor mostuk
jéghideg PBS-sel (5 perc, 635xg, 4°C). A sejtek 5D3-A647, illetve UIC2-A647 fluoreszcencia
intenzitdsat aramlasi citometridval meghatiroztuk, majd a nukleotidkoncentracié
fiiggvényében abrazoltuk. Az ABCG2 és kiilonbozd mutdns Pgp variansok latszolagos
nukleotid-affinitasanak (Ka) meghatarozasahoz az adatpontokat négyparaméteres Hill-
fiiggvénnyel illesztettiik, ahol az Fmin és Fmax értékek a minimalis és maximalis fluoreszcencia
intenzitast jelentik:

Fmin X KR + Fmax x x"

F= 1
Kj +x? 1)

Nukleotid csapdazas (,,trappelés”)

A Vi- vagy BeFx csapdazott konformer képzddésének vizsgalatahoz a permeabilizalt
ABCG2-t kifejez6 MDCK 1I sejteket 10 uM quercetinnel vagy Osztron-3-szulfttal (E1S)
kezeltiik elé 37°C-on, majd tovabb inkubaltuk 0,5 mM ATP/Mg?* vagy ADP/Mg?* mellett 0,5
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mM Vi vagy BeFx jelenlétében. Az inkubacido soran a csapdazasi reakcio kinetikajanak
kovetésére meghatarozott idokdzonként S00 uL. mintat vettiink, amelyeket kétszer mostunk 5
mL jéghideg PBS-sel, mely az alkalmazott foszfat analdgot tartalmazta a kordbban megadott
koncentracioban, majd 5 ng/mL 5D3-A647-tel jeloltik az ABCG2-t kifejezd mintakat 4°C-on
45 percig. A sejtek 5D3-A647 fluoreszcencia intenzitasat (F) az id6 (t) fliggvényében
abrazoltuk. Az 5D3-reaktiv ABCG2 konformacio fél-életidejét reprezentald ti értékeket a
mérési pontokra illesztett exponencialis fliggvény alapjan hatdroztuk meg:

ahol az Fo a gorbe nulla és végtelen idGpontja 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 EI1S hianyaban vagy jelenlétében 37°C-on 20 percig. A nem kotédott
5D3-A647 mAt eltavolitdsa utdn a sejteket nagy térfogati 37°C-0s 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  disszociacid6  kinetikdjanak
nyomonkovetéséhez rendszeres 1dokozonként 500 pl-es mintdkat  vettiink a
sejtszuszpenziobol, majd a mintakat kétszer mostuk jéghideg PBS-sel. A sejtek 5D3-A647
fluoreszcencia intenzitasat aramlasi citometrrel mértiik, és az i1d6 (t) fliggvényében abrazoltuk.
Az 5D3-reaktiv ABCG2 konformacid felezési idejét reprezental6 ti. értékeket az adatpontok
exponencialis illesztésébol szamitottuk ki a 2. egyenlet segitségével.

Aramlasi citometria

A sejtek fluoreszcencia intenzitdsat Becton Dickinson FACS Array aramlasi (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 lézert hasznéltuk és a fluoreszcenciat a vords
csatorndban detektaltuk (emisszi6: 661/16 nm). A PI festéket az 532 nm-es lézerrel
gerjesztettiik, az emissziot pedig 585/42 nm-es savszirdvel detektaltuk. A MX-t 635 nm-es
1ézerrel gerjesztettiik és a fluoreszcencidt a tavoli vords csatorndban detektaltuk (emisszio:
780/60 nm). A sejttormeléket €s az dsszetapadt sejteket az FSC és SSC jelek alapjan kizartuk
az elemzésbol. Intakt sejteken végzett vizsgalatok esetében a PI-negativ sejtpopulaciot vettiik
figyelembe, mig permeabilizalt sejtekkel végzett vizsgalatok esetén a Pl-pozitiv
sejtpopuléaciot analizaltuk.
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Konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszkopia

Az ABCG2-GFP ¢és a fluoreszcens ABCG2 szubsztrdt MX plazmamebran
lokalizaciojanak visgélatara konfokalis 1ézer-pasztazd mikroszkopos (CLSM) képanalizist
végeztiink. A méréseket nyolc-kamrés lemezeken (Nunc LabTek Thermo Scientific,
Waltham, MA) végeztiik. Az intakt sejteket 2 uM Kol43-mal, 0,5 mM Vi-tal vagy az ATP
szintézis gatlasara 8 mM 2-dezoxi-D-gliikozzal és 10 mM natrium-aziddal kezeltiik el 15
percig 37°C-on, ezt kovetéen 500 nM MX-nal festettiikk 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
CaCly). Az SLO-permeabilizalt sejteket 6 ng/mL Pl-val eléfestettiik, 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 60x viz-immerzids objektiv segitségével
készitettilk [NA=1,27]. Az ABCG2-GFP-t 488 nm-es hullamhosszu 1ézer fénnyel, mig a MX-
t 647 nm-es lézerrel gerjesztettiik, az emittalt fluoreszcenciat pedig 500-550 nm-es, illetve
660-740 nm-es savszlirdn keresztlil detektaltuk. Az Osszes felvételt a miiszer azonos
fesziiltség és 1ézerteljesitmény bedllitasai mellett készitettiik. A képeket szekvencialis médban
vettilk fel, hogy minimalizaljuk a csatorndk kozotti atvilagitast. Koriilbeliil 1 um vastag,
512x512 pixelt tartalmazo optikai szeleteket vettiink fel, melyekben 1 pixel mérete 200 nm
volt. A zajt 3x3 pixel méretii atlagold sziirGvel szirtiik ki. A kolokalizacios elemzést a két
detektalt csatorna intenzitasa kozotti Pearson-féle korrelacios egylitthatok kiszamitasaval
végeztik a plazmamembrant reprezentalod pixelekben. Csak azokat a pixeleket vontuk be az
elemzésbe, ahol mindkét intenzitds magasabb volt, mint az atlagos autofluoreszcencia
intenzitas kétszerese. A képelemzést Mocsar Gébor munkatarsunk altal irt MATLAB
szkriptek segitségével valositottuk meg (Mathworks Inc., Natick, MA).

Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (FCS)

A szabad és az ABCG2-hoz kotott MX molekuldk diffuzios tulajdonsagai alapjan
tortend megkiilonboztetésére fluoreszcencia korrelacios spektroszkopias (FCS) méréseket
végeztiink. Az FCS méréseket Nikon A1 Eclipse Ti2 konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkoppal
(Nikon, Tokid, Japan) Plan Apo 60x viz-immerzidés objektiv [NA=1,27] segitségével
végeztilk. FCS mérésekhez a mikroszkop PicoQuant idékorreldlt egyfotonszamlalé upgrade
kittel (PicoQuant, Berlin, Németorszag) van felszerelve.

Az FCS méréseket ABCG2-GFP-t expresszald intakt MDCK 1II sejteken végeztiik
nyolc-kamras 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
depléciojat 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 egyfotonszamlalé detektor segitségével (PicoQuant, Berlin,
Németorszag). 10x10 masodperces méréseket végeztiink minden kivalasztott sejt
membranjanak harom kivalasztott pontjan. A fluoreszcencia autokorrelaciés gorbéket
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SymPhoTime64 szoftverrel (PicoQuant, Berlin, Németorszag) szamitottuk ki 200 idépontban,
300 ns és 1 s kozott, kvazi logaritmikus idoskalan.

A MX-festett sejtek autokorrelacidos gorbéit egy triplet allapotot feltételezd két
komponensii modellel illesztettiik, hogy leirjuk a szabad MX (gyors komponens) 3 dimenzids
difftzigjat és az ABCG2-hez kotott MX (lassu komponens) 2 dimenziés diffuzidjat a
plazmamembrén x-z sikjaban.

—T
_ 1-T+Te"trip

1 1 1 1
G(r) = T +(1- 3
e\ P i e e P, ?

A 3. egyenletben N a fluoreszcens molekuldk atlagos szdma a detektaldsi térfogatban,

T a triplet allapotban 1évé molekuldk hanyada, twip a triplet korreldcios ideje. A diffuzio
sebességét a diffuizids 1d6 o jellemzi, ami a molekula altal a megvilagitott térfogatban toltott
atlagos 1d6t jelenti. o1 és tp2 a gyors ¢€s a lassu komponens diffuzids ideje, p az elsd
komponens, 1-p pedig a masodik komponens hanyada. A gyors és lassi komponensek
difftzios allandoit (D) a kovetkezd egyenletbdl hataroztuk meg:

_ 0%y
D= Ty (4)
ahol oy 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 allandéjanak ismeretében (Dass7 = 330 um?%/s, T = 22°C-on).

Membran preparalas

Az ATPaz aktivitds mérésekhez vad tipusu vagy mutans Pgp variansokat expresszalo
NIH 3T3 sejtekbdl szarmazé membrankészitményeket hasznaltunk. Az NIH 3T3 sejtekbdl a
sejtmembranokat differencial centrifugalassal izolaltuk. A sejttormeléket és a sejtmagokat
500xg-vel iilepitettiik 10 percig 4°C-on. A membranfrakciokat centrifugéalassal 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 EGTA-val, 0,5 mM fenil-metil-
szulfonil-fluoriddal (PMSF) és proteaz inhibitor koktéllal (Sigma-Aldrich, Budapest). A
membranmintak  fehérje  koncentracidjat Lowry-moddszerrel  hataroztuk meg. A
membranmintdkat felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A membranmintdk transzporter
expressziojat (5 pg membranfehérje/minta) immunoblottal ellendriztiik anti-Pgp G-1
monoklonalis antitest (Santa Cruz Biotechnology Inc. CA, USA), illetve tormaperoxidazzal
(HRP) jelolt masodlagos antitest (Santa Cruz Biotechnology Inc. CA, USA) 1:5000

higitasban torténd alkalmazasaval.
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ATPaz aktivitas mérés

A vad tipusi és mutans Pgp-k Vi-érzékeny ATPéaz aktivitasat kolorimetrias
vizsgalattal hataroztuk meg. A transzporterek specifikus ATPaz aktivitasat a felszabadul6 Pi
mennyiségébdl szamitottuk. A szubsztrat-stimulalt ATPaz aktivitas vizsgalatdhoz a membran
preparatumokat Pgp szubsztrat verapamil (40 uM) és 3 mM ATP/Mg?* jelenlétében vagy
hianyaban 25 percig 37°C-on inkubaltuk. Ezt kdvetden a reakciot 40 uL 5% SDS-el allitottuk
le, majd a mintdkat 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk 105 pL szinreagensse. A mintak
abszorbancidjat 700 nm-en mértiikk a BioTek Synergy HT plate olvasod (BioTek Instruments,
Winooski, VT, USA) segitségével.

DNS-tartalom elemzés

A vorosvérsejtek (RBC) €s a hal embriok DNS-tartalmat PI festést kovetoen aramlasi
citometrids modszerrel hataroztuk meg. A hal embriokbol 100 pg/mL Proteindz K és 5 mM
EGTA kezeléssel (15 perc, 37°C) készitettiink egyedi sejtekbol 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 allitsuk be. Ezutan 4500 uL 70%-0s etanolt (Scharlab
Magyarorszag, Budapest) adva a mintdkhoz a sejteket 30 percig szobahémérsékleten fixaltuk
¢és permeabilizaltuk. Ezt kdvetéen a mintakat kétszer mostuk PBS-ben (500xg-vel 5 percig,
majd jraszuszpendaltuk 5000 uL. PBS-ben. Ekkor az etanollal rogzitett sejteket 40 pg/mL PI-
vel (Sigma-Aldrich) festettiik 30 percig, majd a sejtek PI fluoreszcenciajat Becton Dickinson
FACS Array aramlési citométerrel meértiik.

Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai elemzéséhez a SigmaPlot szoftvert (14-es verzio, SSI San Jose,
CA, USA) hasznaltuk. Két normal eloszlasti populaciobol szdrmazd egyenld szorasti minta
Osszehasonlitdsara Student-féle t-probat végeztiink, mig egyenl6tlen szoérasok esetén
Kolmogorov—Smirnov tesztet alkalmaztunk. Tobb minta Osszehasonlitasara 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
szignifikansnak.

Az Osszes gorbe illesztést a SigmaPlot szoftverrel (14-es verzio, SSI San Jose, CA,
USA) végeztiik, kivéve az autokorrelacidos gorbékét, melyekhez a QuickFit 3.0 szoftvert
hasznaltuk, melyet a Német Rakkutaté 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

Western blot kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az ABCG2 és az N-terminalisan GFP-vel
jelolt valtozata (ABCG2-GFP) hasonlé mértékben expresszalodik MDCK 11 sejtekben.
Irodalmi adatoknak megfeleléen az ABCG2-GFP hasonld transzport aktivitdst mutat, mint a
GFP-vel nem jelolt parja, amit a MX akkumulacié hasonldé mértékli csokkenése jelez az
ABCG2-GFP-t és ABCG2-t expresszald sejteken az ABCG2-negativ sejtvonalhoz képest. A
Ko143 kompetitiv. ABCG2 inhibitor mindkét sejtvonal MX akkumuléciojat az ABCG2-
negativ sejteknél tapasztalt szintre novelte.

Korabbi megfigyelések szerint az ABCG2 inhibitorok, mint pl., a Ko143 fokozzak az
5D3 mAt kotédését, mivel eltoljak a konformécios allapotok kozotti egyensulyt az IF
konformer dominancidja irdnydba. Ennek megfeleléen a kezeletlen ¢l6 sejtek
plazmamembranjaban az ABCG2-GFP és az ABCG2 viszonylag alacsony 5D3-reaktivitast
mutatott, amit a Kol43-kezelés hasonldo mértékben novelt, alatamasztva azt az elképzelést,
hogy a GFP jelolés nem modositja az ABCG2 konformacio valtozasait.

Streptolizin-O-val permeabilizalhatok az MDCK |1 sejtek

Figyelembe véve az ABC transzporterek érzékenységét membrankornyezetiik
Osszetételére, szerettlink volna olyan kisérleti rendszert kidolgozni, amely lehetvé teszi az
ABCG2 Kkatalitikus ciklusanak tanulmanyozasdt normal sejtek plazmamembranjaban.
Vizsgalni kivantuk kiilonb6zé nukleotidok koncentracio-fiiggd hatasat az ABCG2
konformécio valtozasaira. Mivel a nukleotidok negativ toltéseik miatt nem jutnak 4t az ép
plazmamembrdnon a sejteket Ovatosan permeabilizalni kell. Az MDCK 1I sejtek jol
permeabilizalhatok a Streptococcus pyogenesbdl szarmazo poérusformald Streptolizin-O
(SLO) toxinnal. A toxin a membran koleszterinjéhez kotédik, oligomerizalodik és igy a
kisebb molekulak szaméara atjarhat6 porust hoz 1étre.

A sejteket kiilonbozd koncentracioban alkalmazott SLO-val kezeltiik, majd PI
festéssel aramlasi citométerben meghataroztuk a permeabilizalt sejtek aranyat. Mivel az SLO
oxigén labilis, igy oxidativ kornyezetben a permeabilizalas hatékonysaga csokken, ezért
redukélo szer (DTT, ditiotreitol) mellett is megvizsgaltuk a hatdsat a sejtekre. Magas SLO
koncentraci6 mellett a sejtek jelentds hanyada permeabilizalodott, és ezt tovabb fokozta a
DTT jelenléte. Azonban azt is megfigyeltiik, hogy az 5D3 reaktivitdsa az ABCG2 fehérjéhez
magas DTT koncentraci6 mellett csokkent, feltehetdleg azért, mert a DTT redukalja az
ABCG2 homodimer kialakitasaban résztvevé diszulfid hidakat. Hogy elkeriiljiik az ABCG2
fehérje szerkezeti valtozasat a tovabbi kisérletekben 1 mM DTT-t alkalmaztunk.
Permeabilizaldst kovetden mosassal eltavolitottuk a sejtekbdl a nukleotidokat, majd
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crer

analogokkal (pl., ATP, ADP, AMP-PNP).

A nukleotid kotés elégséges az IF-OF konformacio valtozashoz

Az ABCG2 nukleotid-fiiggd konformaciéo valtozasainak tanulmanyozasahoz
szisztematikusan valtoztattuk az intracellularis nukleotid koncentraciokat SLO toxinnal
permeabilizalt sejteken. A TMD konformacioban tapasztalhaté ATP-szabalyozott valtasnak
megfeleléen a névekvd ATP/Mg?* koncentracié fokozatosan csokkentette az ABCG2 SD3-
A647 festddését, magas ATP/Mg?* koncentracional kozel nulldra csokkent a fehérje 5D3
reaktivitdsa. A dozis-hatds gorbék illesztésével meghataroztuk az ABCG2 latszolagos
ATP/Mg?" affinitasat (Ka=4,07+0,76mM). Az ATP hidrolizisének megakadalyozasara az
ATP-t Mg?* hianyaban (ATP + EDTA) vagy alacsony hémérsékleten alkalmaztuk, vagy egy
nem hidrolizaloddo ATP analoggal, az AMP-PNP-vel helyettesitettiik. Erdekes modon az
ABCG2-t 5D3-nemkdtd allapotba hozd konformécid valtozas ATP hidrolizis hidnyaban is
megtortént, és hasonld nukleotid koncentracio-fiiggést mutatott, mint a hidrolizist lehetévé
tevo koriilmények kozott. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az 5D3-nemkotd, valamint
az 5D3-reaktiv konformaciok megfelelnek az OF és az IF konformacidknak.

A foszfat-analogokrol, példaul Vi-r6l vagy a BeFx-rol ismert, hogy az ATP
hidrolizisét kovetéen a lehasadt gamma-foszfatot helyettesitve stabil haromkomponensi
komplexet képeznek az ABC transzporterekkel és a miozin motorfehérjével (pl., ABCG2-
ADP-Vi/BeFx). A kiilonboz6é foszfat-analégokkal kapott miozin komplexek kiilonb6zo
geometriaja alapjan gy gondoljak, hogy a BeFx-komplex egy pre-hidrolitikus, a Vi-
csapdazott komplex pedig egy poszt-hidrolitikus konformert reprezental. Ennek megfeleléen
a foszfat-analogokkal végzett kezelések kortilbeliill 10-szeresére ndveltek az ABCG2
latszolagos nukleotid-affinitasat az ATP hidrolizist megengedd koriilménye kozott,
megerdsitve, hogy mindkét foszfat analog stabil ADP-csapdazott komplexeket képezhet az
ABCG2-vel. Amennyiben az ATP-hidrolizis gatolt, a foszfat-analogok semmilyen hatassal
nem voltak a Ka-értékekre.

Hasonléan az MsbA bakteridlis ABC transzporterhez, az ADP/Mg?" is indukalhatja az
intracellularis tér felé nyitott konformer extracellularis tér felé nyitott konforméciora valtasat,
bar valamivel magasabb koncentracidoban (Ka = 7,38 £ 2,31 mM), mint az ATP/Mg2+. Ezen
kiviil a Vi vagy BeFx alkalmazdsa a transzporter molekulakat ADP/Mg?" jelenlétében is
magas nukleotid-affinitasti allapotban csapdazta, amit a latszolagos nukleotid-affinitas
koriilbeliil 10-szeres novekedése jelzett. Az ADP/Mg?*-bél kiindulé csapdazasi reakciok Ka
értékei nem tértek el az ATP/Mg?*-bol kiinduld csapdazasi reakciok Ka-értékeitdl. Az
ADP/Mg?" -b6l induld csapdazasi reakciokban azonban az ABCG2 molekulak kériilbeliil
30%-a 5D3-reaktiv allapotban maradt, még nagyon magas nukleotid koncentraciok mellett is.
Ez a megfigyelés arra utalhat, hogy az ADP/Mg?*-b6l szarmazé komplex kevésbé stabil,
valosziniileg rovidebb élettartamu, mint a hidrolitikus ciklusban ATP/Mg?*-bol képz3dé
komplex, ezért a csapddzasi reakcid alacsonyabb hatasfokkal megy végbe. Mivel ép,
egészséges sejtekben a citoszol ATP-koncentracioja tobb mint 10-Szer magasabb az ADP-
koncentraciohoz képest, ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy €16 sejtekben (i) az 5D3-
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reaktiv intracellularis tér felé nyitott allapotrdl az 5D3-nemkotd extracellularis tér felé nyitott
konformerre torténd valtast az ATP kotédése indukalja; és (i1) az SD3-reaktiv IF konformacio
visszaallitasa csak a hidrolizis termékek felszabaduldsat kdvetden torténhet meg.

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

A transzportalt szubsztratok fokozzak szdmos ABC transzporter, koztiikk az ABCB1 és
az ABCG2 ATP hidrolizis aktivitasat. A transzporter molekulak fokozatos felhalmozodasa a
Vi- vagy BeFx-csapdazott allapotban az ABC transzporterek Kkatalitikus ciklusanak egy
parcialis reakcidjat reprezentalja. Ennek megfelel6en a szubsztratok, pl. E1S vagy a quercetin
felgyorsitottak az ABCG2 felhalmozodasat a Vi- vagy BeFx-csapdazott poszt-hidrolitikus
allapotban. Megfigyeltiilk, hogy a szubsztratok kb. Otszor0sére csokkentették a csapdazasi
reakcio felezési idejét (tin érték), ami Osszhangban van ezen vegyiiletek ATP hidrolizist
fokozo hatdsanak mértékével. A viszonylag hosszi tip értékek az ATPaz adatokbol
kiszdmithato kb. 100 ms nagysagrendi teljes ciklusid6hoz képest, arra utalnak, hogy a foszfat
analogokkal csapdazott poszt-hidrolitikus komplex keletkezése egy nagyon kis valdszinliségii
esemény. A csapdazasi reakcid megndvekedett sebessége szubsztratok jelenlétében az ATP-
az ciklus nagyobb ,fordulatszamaval”, vagy a Vi-, illetve BeFx-érzékeny allapot hosszabb
¢lettartamaval magyarazhato.

Erdekes modon, amikor az ATP/Mg®*-t ADP/Mg?*-ra cseréltik, a foszfatanalog-
csapdazott komplexek képzddését nem gyorsitottak fel a szubsztratok, ami arra utal, hogy a
szubsztratok nem befolyasoljak az ADP-kotott foszfat analdgra érzékeny ABCG2 konformer
stabilitasat vagy élettartamat. Ez akkor fordulhat eld, ha a szubsztratok hasonléan mértékben

------

nincsenek hatassal ezekre a folyamatokra.

Az ABCG?2 ligandjai nem befolyasoljak az 5D3 kotodeés kinetikajat

A tovabbiakban megvizsgaltuk az ATP/Mg?*, a quercetin és a Ko143 hatasat az 5D3
mAt kotddésének 1dokinetikdjara. Azt tapasztaltuk, hogy az 5D3 mAt maximalis kétédéséhez
koriilbeliil 20-25 perc sziikséges. ATP/Mg?*, valamint a szubsztrat quercetin jelenlétében a
transzportereknek csokkent az 5D3-reaktivitasa, mig az ABCG2 inhibitor Ko143 jelentdsen
megnovelte a fehérje 5D3 kotését. Erdekes modon az antitest kotédés kinetikajat nem
befolyésoltak az ABCG2 ligandjai. Igy megéllapitottuk, hogy az antitest kotddés kinetikajat
vizsgalva nem tudunk kovetkeztetéseket levonni a transzporter konformacié valtozasainak
kinetikéajara vonatkozolag.

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
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fokozni. Ezért megvizsgaltuk, hogy a nukleotidok ¢és szubsztratok befolyasoljak-e az ABCG2
5D3 altal detektalhatdo IF konforméciobol az OF konformacidba torténd atmenetének
kinetikéjat. A permeabilizalt sejtekbdl a nukleotidokat kimosva az ABCG2 molekulakat az IF
konformacioban szinkronizéltuk, majd 5D3-A647 antitesttel jeloltiik. A nem k&tédott SD3-
A647 eltavolitisa utdn a sejteket 37°C-on kelléen nagy térfogatban inkubaltuk, hogy
megakadalyozzuk az antitest Gjrakotodését. Ilyen koriilmények kozott a sejtek 5D3-A647
fluoreszcencidjanak fokozatos csokkenését tapasztaltuk, amit a Kol43 kezelés teljesen
megakadalyozott, alatamasztva azt az elképzelést, hogy az ABCG2 inhibitor Ko143
stabilizalja a transzporter molekulakat az 5D3-reaktiv IF konformacioban. Az antitest
disszociacid sebessége szignifikdnsan megnovekedett transzportalt szubsztratok vagy
ATP/Mg?* jelenlétében. Az 5D3-hoz kétott ABCG2 konformer felezési idejének (ti)
legnagyobb, kb. 5-szoros csokkenését, azonban akkor figyeltiik meg, amikor a szubsztratokat
ATP/Mg?*-val egyiitt adtunk.

A tovabbi kisérletekben az ATP-t egy nem hidrolizadlhaté analdéggal az AMP-
PNP/Mg?*-al helyettesitettiik. Az ABCG2 molekuldk ATP hidrolizis hianyaban is 4tbillennek
az IF konformaciobol az OF konformécioba, mig a visszafelé torténd atmenetnek az IF
allapotba rendkiviil kicsi a valoszintisége. Az AMP-PNP/Mg?* 4ltal indukalt SD3 disszocicio
idéfiiggése hasonld volt az ATP/Mg?" esetén tapasztalthoz, ami alatdmasztja, hogy az
ATP/Mg?* vagy AMP-PNP/Mg?" jelenlétében megfigyelt antitest disszociacids kinetika az
elsd nukleotid-indukalta IF-OF atmenetet tiikrozi. Meglep6 modon, ha ugyanazokat a
szubsztratokat AMP-PNP/Mg?*-val egyiitt adtuk, nem ndvelte tovabb az 5D3 disszociacio
sebességét, ami arra utal, hogy az AMP-PNP/Mg?*" kotddés altal kivaltott NBD dimer
képzddés az ABCG2-t alacsony szubsztrat-kotd affinitasa allapotba kapcsolja. Ugyanakkor a
szubsztratokat az AMP-PNP/Mg?* kezelés elott alkalmazva, a ti/2 értékek hasonld csokkenése
volt megfigyelhetd, 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-fliggd NBD
dimer képzddést és az ezzel jar6 IF-OF konformdécios atmenetet, valdszinlileg a fenti
konformacio valtozasok energia gatjanak csokkentésével.

Az ABCG2 nukleotidmentes IF konformere nagyobb szubsztrat-affinitassal
rendelkezik, mint a Vi-csapdazott poszt-hidrolitikus konformer

A kovetkezo kisérletekben az ABCG2-GFP és a fluoreszcens ABCG2 szubsztrat MX
sejtbeni lokalizaciojat vizsgaltuk konfokalis mikroszkoppal. Korabbi megfigyeléseknek
megfelelden a MX alacsony koncentracioban alkalmazva csak gyengén festette az MDCK
ABCG2-GFP sejteket, mig az ATP deplécio, a Kol43 kezelés vagy a foszfat analdgok (BeFx,
Vi) gatoltdk az ABCQG2 altal kozvetitett szubsztrat kidramlast, és ennek megfelelden novelték
a MX intracelluléris felhalmozddasat.

Erdekes modon az ATP-depletalt sejtek plazmamembranjaban is erés MX festédését
figyeltiik meg, amelyet a kompetitiv ABCG2 inhibitor Ko143 egyiittes alkalmazasa teljesen
kivédett, ami arra utal, hogy a MX feldisuldsa a plazmamembrdnban valdsziniileg az
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ABCG2-hez valo kotddésének koszonhetd. A MX-kotott ABCG2 molekuldk aranyanak
szamszerlsitéséhez kiszamitottuk a Pearson-féle korrelacios egyiitthatot (PCC) a MX és az
ABCG2-GFP jelek kozott a plazmamembrant reprezentald pixelekben. Mivel az ABCG2-
GFP jel véltozatlan maradt a kiilonboz0 kezelések sordn, a korrelacids egylitthatd értékét
leginkabb a MX transzporterhez valé kotddése hatarozza meg. Az ATP-depletalt sejtekben a
magas Pearson-féle korrelacios egyiitthatok (PCC = 0,72+0,12) azt jelzik, hogy az ABCG2
molekuldk tobbsége MX-hoz kotott konformacidban talalhatd. A két jel kozotti korrelacio
er6sen csokkent Kol43 jelenlétében (PCC = -0,1+0,18), ami arra utal, hogy a kompetitiv
inhibitor kiszoritotta a MX-t a transzporter szubsztratkotd helyérol. Akkor is hasonlo
eredményt kaptunk, amikor az ATP-depléciot Kol43 kezeléssel kombindltuk (PCC = -
0,04+0,17). Az MX ABCG2-hez valo kotodését foszfat analdogok, 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
szignifikansan magasabb kolokalizaciot mértiink a MX ¢és az ABCG2-GFP jelek kozott (PCC
= 0,340,12), mint a Kol43-mal kezelt sejtekben, ami azt valoszinisiti, hogy az él6 sejtek
plazmamembranjaban az ABCG2 molekulak egy kis hdnyada MX-kotott allapotban van.

Az IF konformer MX kotését FCS mérések is igazoljak

A fluoreszcencia  kolokalizaciés  kisérletek  eredményeinek  megerdsitésére
fluoreszcencia korrelacids spektroszkopiaval (FCS) vizsgaltuk a MX mobilitasat ABCG2-
GFP-pozitiv MDCK II sejtek plazmamembranjaban. Az ABCG2-hoz kotott MX molekulak
varhatéan kisebb diffuzios egyiitthatoval rendelkeznek a szabad MX-hoz képest, a
transzporter nagy molekula tomege miatt (~250 kDa az ABCG2-GFP homodimer, mig ~0,5
kDa az MX tomege). A MX és az ABCG2-GFP fluoreszcencia autokorrelacios fiiggvényeit
(ACF) a plazmamembranban egy kétkomponensii modell segitségével elemeztiik. A sejtek
ATP deplécidjat kovetéen a MX diffuzids egyiitthatoja az ABCG2-GFP esetében kapott
értékre csOkkent, ami aldtamasztja az ABCG2 nukleotidmentes IF konformerének magas
szubsztrat-affinitasat. A Kol43 kompetitiv inhibitor megakadéalyozta a MX kotddését az
ABCG2-hez, ami a nagy mobilitdisi MX populaci6 dominancidjat eredményezte a
plazmamembranban.

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

A krio-EM vizsgalatokkal Osszhangban a sejtek SLO-val torténd permeabilizalasa
szinkronizalja az ABCG2 molekulakat ATP-mentes 5D3-reaktiv IF konformacioban. Amikor
a permeabilizalt sejteket MX-nal kezeltiik, erés 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 torténd inkubélasa erésen csokkentette a MX és az ABCG2-
GFP kolokalizacigjat a plazmamembranban (PCC = -0,12 + 0,20), ami azt jelzi, hogy az
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AMP-PNP kotodés altal kivaltott IF-OF konformaci6é valtozds megakadalyozza a MX
ABCG2-hoz valo kotddését.

Il. 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 tipusu Pgp-k kb. 20%-a volt UIC2-reaktiv IF
konformécioban. A sejtek ATP deplécigja, valamint a kompetitiv Pgp inhibitor CsA irodalmi
adatoknak megfelelden a sejtfelszini Pgp molekulak kozel 100 %-at ATP-mentes UIC2-
reaktiv IF allapotban csapdazta. Erdekes médon az E556M és E556Q muténs fehérjéknek
csak kb. 5%-a volt UIC2-reaktiv konformacioban, mig az ATP kotodést gyengité A-hurok
mutansok esetében az UIC2-reaktiv konformer aranya lényegesen megemelkedett a vad
tipusu transzporterhez képest. Hasonloképpen emelkedett UIC2-reaktivitast tapasztaltunk a
D555N és D1200N mutansokban is. Erdekes modon a sejtek ATP deplécidja és a CsA kezelés
valamennyi mutédns varianst kozel 100%-ban atbillentette az UIC2-reaktiv IF konformacioba.
A foszfat-analog Vi hatasara a vad tipusu fehérjék az ATP hidrolizist koveté allapotban
csapdazodnak, melyr6l munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy UIC2-nemkoété OF
allapotban van. 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 varidnsokban legaldbb az ¢p katalitikus centrum képes az ATP hidrolizisére. Az
ATP-t valoszintileg nagy affinitassal kot variansok (ES56M, ES56Q) esetében Vi kezelés
nem okozott tovabbi csokkenést az IF konformerek aranyaban.

Az NBD mutaciok befolyasoljak a nukleotid kotés affinitasat

A nukleotidok NBD-hez valo kotddése konformacié valtozasokat indukal a
transzporter TMD régidiban az alloszterikus csatolds kovetkeztében. SLO toxinnal
permeabilizalt sejteken szisztematikusan valtoztattuk az intracellularis ATP/Mg?
koncentraciot. A TMD-k konformacidjaban bekovetkezd ATP-szabalyozott valtozassal
Osszhangban, a novekvé ATP/Mg?" koncentracio, csokkend UIC2-A647 jeldlédést
eredményezett. A vad tipusii Pgp esetében az ATP/Mg?* latszolagos affinitisa (Ka=1,56 +
0,46 mM), amit a Vi kezelés kb. egy nagysagrenddel megnovelt. A vad tipust Pgp-hez képest
az ES56M ¢és az E556Q (Ka=0,23 + 0,06) variansok alacsonyabb Ka értéket mutattak Vi
hidnyéaban és jelenlétében egyarant, ami azt jelzi, hogy a ,katalitikus glutamat” cseréje szoros
nukleotid kotést eredményez.

A féloldali A-hurok mutdns Y401A ¢és Y1044A esetében is megfigyelheté az UIC2-
reaktivitds ATP-fliggd csokkenése, azonban a kapott Ka értékek csokkent ATP affinitasra
utalnak a vad tipusu fehérjéhez képest. A Ka értékekben tapasztalt csokkenés Vi kezelés

22



hatasara valoszintisiti, hogy az Y401A, Y1044A, E556M ¢és E556Q variansok képesek ATP-t
hidrolizalni legalabb az ép katalitikus helyiikdn. A tobbi mutans transzporter varidns esetében
(Y401A/Y1044A, D555N, D1200N, D555N/D1200N) nagyon gyenge ATP affinitas értékeket
tapasztaltunk (10 mM<), amely Vi kezelés hatasara sem valtozott érdemben, mely alapjan
feltételezhetjiik, hogy ezek a fehérjék nem képesek az ATP megkotésére €s hidrolizisére.

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

A tovéabbiakban megvizsgaltuk, hogy az elébbi kisérleteink alapjan feltehetdleg ATP
hidrolizis kompetens Pgp variansok (Y401A, E556M, E556Q) mutatnak-e mérhet6 ATPaz
aktivitast. Ehhez megmértilk a vad tipusi vagy a kiillonb6z6 mutans Pgp variansokat
hasonloan magas szinten expresszalo NIH 3T3 sejtekbdl készitett membran preparatumok
Pgp-fiiggd steady-state ATPaz aktivitasat. A Pgp-negativ preparatumokhoz képest
szignifikdnsan magasabb bazalis ATPaz aktivitdst mértiink a vad tipusa Pgp-t kifejezd
preparatumokban (kb. 2 mmol Pi/mg fehérje/perc), amely kb. 3-szorosara nétt a Pgp
szubsztrat verapamil (40 uM) hatasara. Bar az Y401 A és E556Q mutansok esetében rendkiviil
alacsony bazalis ATPaz aktivitast tapasztaltunk, mindkét mutans aktivitdsat fokozta a
szubsztrat adasa. Ugyanakkor az E556M varidnst kifejezd preparatumok ATPaz aktivitasa
nem kiilonbozott a Pgp-negativ mintakétdl. Ezek az eredmények aldtdmasztjdk, hogy az
Y401A ¢és E556Q mutansok képesek az ATP hidrolizisére ismétlodo ciklusokban.

1. Hal vorosvérsejtek és hal embriok ploiditasanak
meghatarozasa nagy ateresztoképességu aramlasi citometrias
modszerrel

A diploid és triploid hal vorosvérsejtek jol elkiilonithetéek aramlasi
citometriaval

A hal vordsvérsejtek ploiditdsanak meghatarozasara a Pl DNS festék sztochiometrikus
(DNS-tartalommal aranyos) kotodésén alapult aramlasi citometrias modszert allitottunk be. A
modszer optimalizalasa soran a sejtek fixalasat 95% etanolos, valamint 70% etanolos
kezeléssel i1s megvizsgaltuk. Az amir vorosvérsejtek analizise soran 95%-os etanol tartalmu
fixalé oldat alkalmazasa esetén a sejtek fokozott aggregiacids hajlamot mutattak, igy a
tovabbiakban a 70% etanol tartalmu oldatot hasznaltunk. Kontrollként ismerten diploid amur
vorosvérsejteket hasznaltunk. A statisztikailag megfeleld elemszam biztositasara mintanként
20 ezer sejt PI fluoreszcencia intenzitdsat és fényszordsi paramétereit hatarozzuk meg.
Vizsgalataink sordn azt tapasztaltuk, hogy a mintak egy része koriilbeliil masfélszer magasabb
fluoreszcencia intenzitast mutatott, mint az ismerten diploid mintak. A moddszert egyéb
halfajokon pl., ponty (Cyprinus carpio), csaposiigér (Perca fluviatilis) is validaltuk, amelyek
hasonl6 eredményt hoztak. A sejtek méretével aranyos eldre irdnyuld fényszorasi (Forward
Scatter, FSC) paramétert is megvizsgaltuk. A magasabb PI fluoreszcenciat mutatd sejtek
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esetében a diploid mintakhoz képest koriilbeliill masfélszer nagyobb FSC jelet detektaltunk,
amely korrelalt a PI fluoreszcencia intenzitas novekedésével is.

A hal vorosvérsejtek mérete ploiditasukkal aranyos

A tovabbiakban a diploid, illetve a triploid amur vordsvérsejtek méretét
fénymikroszkop segitségével Bilirker-kamraban is megvizsgaltuk. A digitalizalt képeken
Image J program segitségével meghataroztuk a vorosvérsejtek teriiletét. Aramlési citometrias
PI fluoreszcencia intenzitas ¢s FSC méréseinkkel 6sszhangban a triploid mintdkban a sejtek
tertilete szignifikansabb nagyobb volt, mint a diploid kontrollbol szarmazo6 sejteké.

Amur embriok DNS-tartalmanak vizsgalata

A sikeres vérvételhez az egyedeknek el kell érniiik egy bizonyos méretet, ami nagy
egyedszamu populacidk esetén jelentds tobbletkoltséggel jar a halgazdasagok szdmara, ezért
tovabbi kisérleteinkben olyan modszert fejlesztettiink ki, amely alkalmas a néhany napos
amir embriok DNS-tartalmanak meghatarozasara. Ehhez a néhany napos egyedekbdl
proteinaz K emésztéssel egyedi sejtekbdl allo sejtszuszpenzidt készitettiink, majd PI festés
segitségével meghataroztuk a sejtek DNS-tartalmat. Az ismeretlen mintakat diploid kontroll
amur embriok DNS-tartalmdhoz hasonlitottuk. A diploid kontroll mintahoz képest a
valdsziniileg triploid egyedbdl szarmazé minta kb. masfélszeres fluoreszcencia intenzitdst
mutatott.

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

Az aramlési citometrids méréseket 98 hibrid hal, két vagotok (6F15, Ag03) és négy
amerikai lapatorr tok (2E75, 551F, 596B, 6517) esetében végeztiik el. Minden mérést
haromszor megismételtiink egymastdl fliggetleniil. A vérmintdk analizisét vak modszerrel
végeztiik, kivéve a négy him amerikai lapatorru tok vérmintdjat. A hibrid egyedek atlagos PI
fluoreszcencia intenzitasat normalizaltuk a harom him amerikai lapatorru tok esetében mért PI
fluoreszcencia intenzitasok atlagara és a DNS-tartalmat pg-ban fejeztiik ki Tiersch és
munkatarsai modositott képlete alapjan: DNS-tartalom (pg) = 3,9% (I/P), ahol I a hibridek, P
pedig az apai egyedek PI fluoreszcencia intenzitasa. A 3,9-es konstans a lapatorra tok DNS-
tartalma pikogramban kifejezve.

A DNS-tartalom elemzés alapjan két f6 csoportot kiilonitettiink el a hibrid egyedek
kozott: egy kis genomméretli, feltételezhetden triploid csoportot (SH) 7,22 + 0,71 pg DNS-
tartalommal, és egy nagy genomméretii, valosziniileg pentaploid csoportot (LH), amelynek
DNS-tartalma 11,60 + 0,84 pg. Néhany kiilonb6zé DNS-tartalmi mintdn kollaborécios
partnereink kariotipus analizist is végeztek.
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Eredmények megbeszélése

I. Az ABCG2 katalitikus ciklusanak vizsgalata

Az ,alternating access” (,,valtakoz6 hozzaférés”) modell alapjan a membran
transzporterek IF és OF konformaciok kozott fluktualnak, amelyekben a szubsztratk6t6-zseb
egyszerre csak a membran egyik oldala feldl hozzaférhetd. Aktiv transzporterek esetében, a
szubsztratkoté-zseb hozzaférhetdségének valtozasa a szubsztratok irdnti affinitas valtozasaval
is egyittjar, és ezek folyamatok az ATP megkdtéséhez és hidroliziséhez kapcsolddnak.
Homologia modellek és krio-EM strukturak alapjan, ugy gondoljak, hogy az ABCG?2 is egy
nukleotid mentes IF és egy nukleotid kotott OF allapot kozott fluktudl transzport ciklusa
soran. Ezen allapotok koOzotti atmenet szamos konformacids valtozast foglal magaban,
amelyek végiil a szubsztratok extracelluldris tér felé irdnyuld szallitdsat eredményezik. A
krio-EM vizsgalatokkal 6sszhangban nukleotid titralasi kisérletekkel kimutattuk, hogy az 5D3
mAt kizarolag az ABCG2 nukleotid mentes, IF konformdacidjat ismeri fel, mivel az ABCG2
5D3 altal felismert komplex epitopja, az extracellularis hurkok kozelségének kdszonhetden,
csak ebben a konformacioban jon létre. A nukleotid-kotott OF allapotaban a fehérje
extracellularis hurkai tavolabb keriilnek egymastol, amely meggatolja a konformacids epitdp
1étrejottét, ezaltal az SD3 antitest kotddését.

Az SLO toxinnal szemipermeabilizalt sejtek lehetdséget biztositanak az ABCG2 kvazi
természetes membrankdrnyezetben torténd tanulmanyozdsira. Azonban a permeabilizalt
sejteken végzett SD3-reaktivitas vizsgalatoknak szamos korlatja van. Az NBD-k és a TMD-k
kozotti kapesolat részleteire csak a nukleotidok és szubsztratok 5D3-reaktiv konformerek
populédcidjara Kkifejtett hatdsa alapjan kovetkeztethetlink, anélkiil, hogy kozvetlen
informécioval rendelkeznénk a kiilonféle intermedierekrdl vagy az extracellularis tér felé
nyitott allapotokrol. Mindazonaltal, kiilonb6z6d nukleotidokat alkalmazva az ABCG2
katalitikus ciklusanak kiilonb6z6 1épéseit tudtuk modellezni, mint példaul a nukleotid kotes
vagy az ATP hidrolizis. Ezen kiviil jellemeztik a MX ABCG2-h6z valo kotddéseét, annak
érdekében, hogy jobban megértsik a nukleotid €s szubsztrat kotés kozotti kapcsolatot.
Korabbi vizsgalatokban a fluoreszcens szubsztratok és az ABC transzporterek kdlcsonhatasat
nanopartikulumokba vagy sztirol-maleinsav lipid kopolimer részecskékbe agyzott tisztitott
transzportereken tanulmanyoztadk. Tudomaésunk szerint az FCS (Fluoreszcencia korrelacios
spektroszkopia) technikat eldszor alkalmaztuk €16 sejtekben, természetes plazmamembran
kornyezetben a szubsztratok ABCG2-hoz valo kotddésének vizsgaltara.

Intakt sejteken végzett konfokalis mikroszképos kisérleteink a korabbi szerkezeti
vizsgalatokkal Osszhangban azt mutatjdk, hogy az ABCG2 IF konformere nagy MX-
affinitassal rendelkezik, mig a nukleotid kotés és az NBD-k egyidejii dimerizacidja olyan
konformacio valtozasokat indukal, amelyek megakadalyozzak a MX kotédést. Az 5D3 és MX
kotés egyidejli csokkenése azt jelzi, hogy a szubsztratkotd affinitds csokkenése egybeesik az
IF-OF konformacids dtmenettel. A korabbi krio-EM vizsgélatokkal 6sszhangban, a kompetitiv
ABCG2 inhibitor Ko143 kiszorithatja a MX-t a szubsztrat-kotéhelyrdl és megakadalyozza az
ABCG2 IF-OF konformacié valtozasat. Adataink azt is alatdmasztjak, hogy a MX nagy
affinitasu kotddéséhez az IF konformacid sziikséges, valamint a transzporter nukleotidokkal
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torténd aktivalasa nem sziikséges a szubsztrat kotéshez. Nukleotid titralasi kisérleteink azt
bizonyitjak, hogy a nukleotid kotés (ATP, AMP-PNP és ADP) és az egyideji NBD dimer
képzddés elegendd az OF allapotba torténd konformaciods atmenthez, valamint a szubsztrat-
affinitds magasrol alacsonyra valtasdhoz. Ezek az eredményeink aldtdmasztjak a ,katalitikus”
glutamat mutans ABCG?2 varianssal végzett szerkezeti vizsgalatok eredményeit. Megfigyeltiik
azt is, hogy fiziologias ATP-koncentracidk jelenlétében az €16 sejtek plazmamembranjaban az
ABCG2 molekulak kis hanyada MX-kotott allapotban van, készen egy produktiv
transzportciklus elinditasara. A Vi-csapdazott poszthidrolitikus allapot alacsony szubsztrat-
affinitassal rendelkezik, ami megerdsiti, hogy a hidrolizis termékek disszociacidja sziikséges
ahhoz, hogy a transzporter az az OF konformaciobdl visszabillenjen a magas szubsztrat-
affinitasu IF konformacioba.

Kisérleteink igazoltdk, hogy az 5D3 kotddése az ABCG2-hoz reverzibilis, és
szubsztratok, ATP/Mg?" vagy ezek kombinicidja felgyorsithatja az antitest disszociacio
kinetikdjat. Az 5D3 kotddés reverzibilis természete magyardzza azokat a korabbi
okoztak a transzport és az ATP4z aktivitas teljes gatlasat.

Nukleotidok hidnydban végzett 5D3 disszociacids kisérleteik egyértelmiien
kimutattdk, hogy a szubsztrat kotés onmagaban is hatissal van az ABCG2 konformacios
allapotara. Amennyiben szubsztratokat a nukleotidok el6étt adjuk, az IF-OF atmenet
felgyorsul. Ezzel szemben, ha az AMP-PNP nukleotid analdgot hagyjuk el6szor kotddni, a
szubsztratok nem tudjak eldsegiteni ezt az atmenetet. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a
szubsztratok felgyorsitjak a nukleotid kotés, NBD ,,szendvics-dimer” képzodés és az ezzel
jar6 1F-OF atmenet kumulativ 1épését, de csak abban az esetben, ha hozzaférnek az
intracellularis tér felé nyitott szubsztratkotd helyhez. Feltételezhetd, hogy a szubsztratok altal
kivaltott konformacio valtozéas nagyon kismértékii lehet, mivel egy kozelmultbeli tanulmany
nem tudott kimutatni tdvolsdg valtozast az ABCB1 NBD-i kozotti FRET segitségével
ATP/Mg?* -depletalt permeabilizalt sejtekben. 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 dtmenetet reprezentaljak.
Ezek a szerkezetek valdszinlisitik, hogy a szubsztratk6td-hely hozzaférhetdsége fokozatosan
csokken az NBD dimer bezarodasaval, ezért a szubsztratoknak a fehérje IF konformeréhez
kell kotddniiik.

Osszefoglalva, eredményeink arra utalnak, hogy a nukleotid kotés az ABCG2
szubsztrat-affinitds csokkenésével. Az ABC szupercsaladon beliill szdmos transzporter
miikodésének részletes kinetikai elemzésére lesz sziikség a katalitikus mechanizmusok kozotti
kiilonbségek ¢€s hasonlosdgok pontos feltérképezéséhez. Példaul az ioncsatorna miikddést
ABC fehérje a CFTR (ABCC7) esetében az IF-OF konformaciés atmenetnek megfeleld a
porusnyitds a kapuzasi ciklus leglassabb 1épése. Ezzel szemben az ABCCI1 ¢és az ABCBI1
esetében ez az dtmenet nem a katalitikus ciklus sebességmeghatarozé 1épése. Hasonloképpen,
a hidrolizalhatd6 ATP telitd koncentracidinak jelenlétében az ABCG2 molekuldk tobbsége
5D3-nemkotd OF konformacidt vesz fel, ami azt jelzi, hogy az IF-OF atmenet nem a
katalitikus ciklus leglassabb Iépése, ¢és ennek kovetkeztében nem a ciklusidé f6
meghatarozoja. Ennek megfelelden €16 sejtekben az ABCG2 molekulaknak csak egy kis
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hanyada van a szubsztrat-kotott IF konformdacioban, készen arra, hogy az ATP energidjat a
szubsztrat transzport folyamatra forditsa. A sejtek ATP deplécidja noveli az IF
konformécioban 1évé ABCG2 molekuldk aranyat az IF-OF atmenet el6tti varakozasi id6
meghosszabitasaval. Megfigyeltiik azt is, hogy a megkdtott szubsztratok felgyorsitjak az IF-
OF atmenetet, valdszintileg azaltal, hogy eldsegitik a nukleotid-fiiggd NBD dimer képzddését.
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
1épés(ek) felgyorsuldsanak az eredménye. A bemutatott eredmények ugyanakkor azt mutatjak,
hogy az alcsony szubsztrat-affinitisi OF konformerhez a szubsztratok mar nem tudnak
kotddni, igy az ATP hidrolizisre és az ezzel jaro6 NBD disszociaciora gyakorolt hatasuk
kizarhato. Ez a latszolagos paradoxon feloldhaté kiilonb6z6 katalitikus utvonalak és
prehidrolitikus intermedierek feltételezésével a szubsztrat transzporthoz kapcsolodo és a
szubsztrat transzport nélkiil végbemend miikddési ciklus esetén. A szubsztrat transzporthoz
kapcsolt ciklusban a szubsztratok azaltal novelik az ABCG2 katalitikus sebességét, hogy az
ABCC1-hez hasonléan felgyorsitjdk az IF-OF atmenetet. Szubsztratok hianyaban a
transzporter mas katalitikus utat kovet, amelyben a ciklus leglassabb lépése az IF-OF
atmenetet kovetden van. Azok az ABCG2 molekuldk, amelyek szubsztrat kotés nélkiil
alakitottak ki az NBD ,,szendvics-dimert” vagy hidrolizis nélkiil disszocialnak, vagy pedig
egy szubsztrat transzport nélkiili ATP hidrolizis cikluson mennek keresztiil, mely visszaallitja
a transzportert a magas Szubsztrat-affinitassal rendelkezd IF allapotba. A jovoben egyedi
molekulak konformacié valtozasainak vizsgalata tovabbi betekintést nyujthat a fent targyalt
atmenetek kinetikajaba.

Il. Az NBD mutans Pgp variansok mikodésének vizsgalata

Az ABCG2-hoz hasonldan, a Pgp is ATP kotés és hidrolizis fiiggd konformdcid
valtozasokon megy keresztiil, ami végsd soron lehetdve teszi a szubsztratok koncentracio
gradiens ellenében torténd transzportjat. A Pgp-nek két kanonikus, funkcionélisan
egyenértékli ATP-koté helye van, amelyek mindegyike képes ATP-t kotni és hidrolizalni,
biztositva ezzel a katalitikus ciklus energia igényét. Nem ismert azonban, hogy az ATP
hidrolizis hogyan koordinalédik a két NBD kozott, és hogy a Pgp egy vagy két (esetleg tobb)
ATP molekulat hidrolizél-e egy transzport ciklus soran. Altaldnos nézet szerint mindkét
katalitikus centrum integritasara sziikséges a transzporthoz, mivel korabbi vizsgalatok soran
az egyik NBD inaktivalasa az ATP4az és a transzport aktivitas gatlasat eredményezte.

Eredményeink megerdsitették, hogy az A-hurok tirozin (Y401A/Y1044A), valamint a
Walker B aszpartat (D555N/D1200N) mutacidja mindkét NBD-ben a Pgp molekulakat a
nukleotid mentes UIC2-reaktiv IF konformacidban stabilizalja.

Erdekes modon a féloldali A-hurok (Y401A és Y1044A) mutansokban az ATP
kotddése képes az IF-OF atmenetet indukalni mind ép, mind permeabilizalt sejtekkel végzett
kisérletekben. Hasonldan a vad tipusu sejtekhez a Vi ndveli a nukleotid kdtédés latszolagos
affinitasat a féloldali A-hurok mutansok esetén is. Mivel a Vi-fiiggd csapdazodas rendkiviil
alacsony valosziniiségli esemény, a stabil Vi-csapdazott komplex kialakulasa, valamint az
UIC2 kotesi gorbék jelentds balra tolodasa Vi jelenlétében valdsziniisiti, hogy a mutans
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transzporter varians is képes az ATP hidrolizisére az ismétlddé ciklusok soran. Mindezek
mellett jelent6s verapamil stimulalt ATPaz aktivitast is tapasztaltunk a féloldali A-hurok
tirozin mutans esetében. Ezek az adatok megerdsitik a félodali Walker A mutansok vizsgélata
soran levont kovetkeztetésiinket, miszerint a Pgp egy intakt ATP-kotShellyel is katalitikusan
aktiv. Az ATP hidrolizis szigort valtakozasat feltételezve az a két kotdhely kozott, egyetlen
ép kotdhely esetén minden masodik ATP-hidrolizis esemény az inaktiv kotohelynél
kovetkezne be, ami a katalitikus ciklus gatldsat eredményezné. Ennek ellenére bizonyos
féloldali mutaciok esetében (Y401A, E556Q) a vad tipust fehérjéhez képest csokkent,
azonban jol mérheté ATPaz aktivitast tapasztaltunk, ami alatamasztja a katalitikus centrumok
random elkdtelez6dését az ATP hidrolizisre.

Irodalombdl ismert, hogy az ABC transzporterek rendkiviil érzékenyek a membran
mikrokdrnyezetiikre, igy a membran tulajdonsagainak valtozéasa befolyasolhatja miikddésiiket.
Erdekes modon a féloldali Walker B és A-hurok mutéciok inaktivalé hatasarél beszamold
korabbi tanulmanyok heterolog expresszios rendszereket (pl. Sf9 vagy Saccharomyces
cerevisiae sejteket) és/vagy tisztitott fehérjéket alkalmaztak. Munkacsoportunk ezzel szemben
a kiilonbozd Pgp-valtozatokat természetes plazmamembran koérnyezetiikkben, ép vagy
permeabilizalt emldssejtek membranjdban tanulmanyozta. A rovarsejtek és az élesztdsejtek
plazmamembranja kevesebb koleszterint tartalmaz az emldssejtekhez képest, ami
megmagyarazhatja az eltéré eredményeket.

Kisérleteimben az egyszeres WalkerB aszpartat mutansok is képesek voltak atbillenni
az UIC2-reaktiv OF konformacioba, azonban ez csak a fiziologiasnal joval magasabb ATP
koncentracioknal kovetkezett be. Munkacsoportunk mas tagjai vizsgaljak tovabb ezeket a
mutansokat. Eredményeimmel 0Osszhangban ¢ép sejteken 6k sem detektaltak transzport
aktivitast, és a fiziologidsnak megfeleld6 3 mM ATP koncentracidnal nem tapasztaltak
szignifikans ATPaz aktivitast sem. A jovében magasabb ATP koncentraciok mellett végzett
ATPaz mérések megerdsithetik a WalkerB aszpartat mutansok funkciondlis aktivitasat is.

[1l1. Hal vorosvérsejtek és hal embriok ploiditasanak
meghatarozasa nagy ateresztoképességu aramlasi citometrias
modszerrel

A Pl egy interkalalédé 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 PI hozzaférjen a DNS-hez, amelyhez
sztochiometrikusan kotédik igy, a mért fluoreszcencia intenzitds ardnyos a sejt DNS
tartalmaval. A modszer elég érzékeny ahhoz, hogy DNS-tartalom alapjan el tudtuk kiiloniteni
a diploid ¢és a triploid kromoszoma szerelvénnyel rendelkezé sejteket. A mintdk
fluoreszcencia intenzitasat aramlasi citometrias modszerrel hatarozzuk meg. A statisztikailag
megfeleld elemszdm biztositdsara mintanként 20 ezer sejt fluoreszcencia intenzitdsat és
fényszordsi paramétereit hatdrozzuk meg. Az moddszer nagy ateresztoképességli, mivel a
Becton Dickinson FACS Array citométer hasznalataval 1-1,5 6ra alatt kb. 100 minta
analizisét tette lehetové.
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Aramlasi citométer segitségével a fluoroforokbél szarmazoé fluoreszcencia detektalésa
mellett a sejtek fényszordsat is detektaltuk. Az eldre iranyuld fényszoras (Forward Scatter;
FSC) egyenesen aranyos a sejtmérettel, igy segitségével az eltérd méreti sejtek
elkiilonithetéek. Szakirodalombol ismert, hogy a mesterségesen létrehozott amur triploid
hibridek vorosvérsejtjeinek mérete, a diploid amuar vordsvérsejtjeihez viszonyitva
szignifikdnsan nagyobb, igy a DNS-tartalom meghatarozas mellett a sejtek eldre iranyulo
fényszorasat is megvizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy DNS tartalmuk alapjan
valoszintsithetden triploid sejtek kozel 1,5-szer nagyobb FSC értékkel jellemezhetdek a
diploidokhoz képest. Ezt a kovetkeztetéslinket fénymikroszkdpos mérésekkel is igazoltuk.
Mivel a triploid és a diploid vordsvérsejtek méretkiilonbsége a gyakorlott szem szdmara
azonnal felismerhetd, a mikroszképos vizsgalat a halgazdasagokban é&ramlési citométer
hianyaban is konnyen, gyorsan elvégezheto.

A tovabbiakban a PI festésen alapulé moddszert alkalmazva a vagotok és az amerikai
lapatorra tok véletlenszerli keresztezése soran létrejott hibrid hal embriok DNS-tartalmanak
meghatarozasat végeztiik. A vizsgalatainkat kollaboracios partneriink morfoldgiai analizissel,
kariotipizalassal és a mikroszatellita DNS meghatarozasaval erdsittette meg.

Kisérleteink bizonyitottak, hogy a nagy filogenetikai tavolsag ellenére a ndstény
vagotok €és a him amerikai lapatorrii tok keresztezése életképes hibrideket eredményezett,
amelyek megtermékenytilési, kelési és talélési ardnya nagyon hasonld volt az anyai fajéhoz. A
hibrid utédok kozott triploid és pentaploid egyedeket tudtunk megkiilonboztetni. A triploid és
a pentaploid csoporton beliil kollaboraciés partnereink kariotipizalds soran a
kromoszémaszam enyhe eltérését figyelték meg, mely eredhet a mikrokromoszomaszam
meghatarozasdnak pontatlansagébodl vagy okozhatja a mikrokromoszémak elvesztése is, ami a
kiilonbozé ploiditasi szintekkel jellemezhetd fajok kozott 1étrejott hibridekben gyakran
eléfordul.

Osszességében a nagy ateresztoképességii aramlasi citométerek és a megfeleld minta
elokészitési €s tarolasi protokollok kidolgozasa révén az aramlasi citometrias DNS-tartalom
elemzés ¢és ploiditds meghatarozds rendkiviill hasznos rutin modszerré valhat az
halgazdasagokban dolgoz6 kutatok kezeében.
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Eredmények osszefoglalasa

l. Munkank els6 részében a human vad tipusit ABCG?2 katalitikus ciklusdnak pontosabb
megismerését tliztlik ki célul. Ennek érdekében olyan fluoreszcencia alapi modszereket
fejlesztettiink ki, melyek Ilehetévé tették az ABCG2 miikddésének vizsgalatat normal
membran kornyezetében. Vizsgalataink soran a kovetkezé megfigyeléseket tettiik:
e Az ATP kotédése kivaltja a transzporter konformacio valtozasat az 5D3-reaktiv IF
allapotbol az 5D3-nemkotd OF allapotba.
e Az IF-OF konformacio valtozas egylitt jar a szubsztrat-affinitas csokkenésével.
e A szubsztrat kotés elésegiti az IF-OF atmenetet, mig bizonyos ABCG?2 inhibitorok,
pl., a Ko143 megakadalyozzak ezt a konformacio valtozast.
transzport-ciklus bekdvetkezéséhez a szubsztratok kotddésének meg kell eléznie az
ATP kotodését.

.....

“ ey

transzport ciklus inditasat.

Il.  Munkéank masodik részében féloldali és kétoldali A-hurok és Walker B NBD muténs
Pgp variansok konformacid valtozasait és ATPaz aktivitasat vizsgaltuk, melynek sordn a
kovetkezd megallapitasokat tettiik:

* A féloldali A-hurok és a féloldali Walker B (E556Q) mutdns Pgp-k intakt és
permabilizalt sejtekben is csapdazhatok a poszthidrolitikus allapotban és szignifikans
ATP4az aktivitast is mutatnak.

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

I1l.  Munkénk utolsé részében a halgazdalkodasban alkalmazott triploid indukcios
kezelések metodikdjanak fejlesztésére hal vorosvérsejtek és embridk ploiditasanak tesztelését
végeztiik. Kisérleteink sordn tobb halfaj esetében optimalizaltunk egy egyszerii PI-festésen
alapul6 aramlési citometrids modszert.
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