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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

3°’UTR 3’untranslated region; 3’ nemtranszlalodo régid

4-PBA 4-phenylbutyric acid; 4-fenilbutirat

ABC ATP-binding cassette; ATP-kot6 kazetta

ADME absorption, distribution, metabolism, excretion;
felszivodas, eloszlas, metabolizmus, kivalasztas

AHR aryl hydrocarbon receptor; aril-szénhidrogén receptor

ALL akut lymphocytés leukémia

AML akut mielogén leukémia

ATP adenozin trifoszfat

BAF Bafilomycin Al

BCRP breast cancer resistance protein; emldkarcinoma rezisztencia fehérje

BSA bovine serum albumin; szarvasmarha szérum albumin

CAD conditional aggregation domain

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

Chn colchicine; kolhicin

CMV citomegalovirus

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DTT ditrio-treitol

ECL extracellular loop; extrecellularis hurok

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EGFP enhanced green fluorescent protein; fokozott zold fluoreszcens fehérje

EGTA etilén-glikol-tetraecetsav

EndoH Endoglycosidase H

ER endoplazmatikus retikulum

ERQC endoplasmic reticulum protein quality control;
endoplazmatikus retikulum fehérje mindségellendrzés

ERa estrogen-receptor alpha; 6sztrogé-receptor alfa

FAP fluorogen activating protein; fluorogén aktivalo fehérje

FBS fetal bovine serum; magzati borji szérum



GFP
GLUT
GPI

HBSS

HDACI
HDL

HEK
HMG-CoA

HRP
ICL

li
IRES
IVS
MAF
MDCK
MDR
NBD

PBS
PFA

P-gp

PM
PMSF
PNGéz F
PPARy
RPLPO

RUSH

SBP
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green fluorescent protein; zold fluoreszcens fehérje
gliikoz transzporter

glycophosphatidylinositol; glikofoszfatidil.inozitol
Hank’s Balanced Salt solution

histone deacetylase inhibitor; hiszton-deacetilaz inhibitor
high density lipoprotein; nagy stirliségii lipoprotein
human embryonic kidney; human embrionalis vese
B-hidroxi-p-metil-glutaril-koenzim A

horseradish peroxidase; torma-peroxidaz

intracellular loop; intracellularis hurok

invariant chain; invarians lanc

internal ribosomal entry site; bels6 riboszoma belépési hely
intervening sequence; mesterséges intron

minor allele frequency; allél frekvencia

Madin-Darby Canine Kidney

multidrug resistance; multidrog rezisztencia

nucleotide binding domain; nukleotid-k6t6 domén
phosphate buffered salin; foszfat pufferelt sooldat
paraformaldehid

permeabilitas-glikoprotein

progeszteron receptor

plazmamembran

phenylmethylsulfonyl fluoride; fenil-metil-szulfonil-fluorid
peptide-N-glycosidase F

peroxiszoma proliferator aktivalt gamma receptor

ribosomal protein lateral stalk subunit PO;
riboszomalis fehérje lateralis szar PO elgység

retention using selective hooks;
megakasztas szelektiv horgonyfehérjék segitségével

substrate-binding protein; szubsztrat-koto fehérje
streptavidin binding peptide; sztreptavidin-koto peptid



SDS
Sf9
SNP
Str
SUR
TAP

TMD
URAT
VSVG
vvt
WGA
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sodium dodecyl sulfate; natrium-dedocil-szulfat

Spodoptera frugiperda

single nucleotide polymorphism; egypontos nukleotid-polimorfizmus
sztreptavidin

szulfonilurea-receptor

transporter associated with antigen processing;
antigén feldolgozashoz kapcsolddo transzporter

transzmembran domén

urate transporter; hugysav transzporter
vezikularis sztomatitisz virus glikoprotein
vorosveértest

wheat germ agglutinin; bazacsira agglutinin

wild type; vad tipus
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2. BEVEZETES

2.1 Az ABC transzporterek vilaga

Az ABC (ATP-binding casette, ATP-kot6 kazetta) transzmembran fehérjéket el6szor
az 1970-es években irtak le prokariotak esetében. Kezdetben, mint szubsztrat-koté fehérjéket
(SBP, substrate-binding protein) azonositottak, melyeknél megfigyelték, hogy a transzporter
a transzporthoz sziikséges energiat ATP kotésén és hidrolizisén keresztiil biztositja (1),
ezaltal ezek a fehérjék az elsddleges aktiv transzporterek kozé sorolhatok. A baktériumokban
elséként tanulmanyozott transzporterekkel (Salmonella typhimurium: hisztidin-permeaz,
Escherichia coli: maltéz-permedz) (2,3) parhuzamosan eukaridta rendszerekben is
felfedezték a hasonlé elven mikodé permeabilitas-glikoprotein  (P-gp/ ABCB1)
membranfehérjét, amely emlds sejtekben szamos gyodgyszerrel szembeni rezisztenciaért
felelos (4). A kovetkezd évtizedben szdmos ABC transzporter szekvenciajat azonositottak,
amelyeknél megfigyelték, hogy a nukleotid-k6té motivum mind a bakterialis, mind az eml6s
rendszerekben erésen konzervalt, mely a transzporterek k6zos evolucios eredetére utal (5).
Az ABC transzporter kifejezést csak késébb hoztak létre (6), azonban mar korabban
felismerték, hogy ezek a fehérjék az ATP-koto alegységiik alapjan egy nagy szupercsaladot
alkotnak (7-10). Azota tudjuk, hogy az ABC fehérjék alkotjak a legnagyobb ismert
fehérjecsaladot az €16 szervezetekben, melynek génjei a prokariota genom mintegy 1-3%-at

teszik ki (11).

A kanonikus ABC transzporterek alapvetéen négy konzervalt funkcionalis
egységbol: két NBD-bdl (nucleotide-binding domain, nukleotid-k6té domén) és két TMD-
bol (transmembrane domain, transzmembran domén) allnak (12). Mig a prokariota ABC-k
kozott import6rok és exportérok is talalhatok (13), addig az eukaridta transzporterekre a
sejtbdl kifelé torténd pumpalas a jellemzd. Az importdrok estében a négy alegységen kiviil
sziikséges még egy ugynevezett kotd fehérje (binding protein), mely felismeri és befogadja
a sejten kiviili szubsztratokat és a transzporter kiilsé felszinéhez széllitja dket (14). A
baktériumoknal a domének egyedi, kiilonalld egységekbdl, vagy paronként szintetizalodo

alegységek kombinaciojabol is szervezédhetnek (15), azonban az eukariotaknal az ABC
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transzportereket rendszerint egyetlen polipeptidlanc alkotja (pl.: ABCC7/CFTR), mely mind
a négy funkcionalis egységet tartalmazza. Ugyanakkor itt is megfigyelhetdek tigynevezett
féltranszporterek, melyek homodimer (ABCG2), vagy heterodimer (ABCG5/G8) formaban
alkotnak egy funkcionalis egységet (16-19). A TMD-t rendszerint 6-10 transzmembran hélix
alkotja, mely a szubsztratok felismeréséért, kotodéséért és tovabbitasaért felelds, ezért a
kiilonboz6 tipusa ABC transzporterek TMD szekvenciaja nem mutat nagymértékii
konzervaltsagot a szallitandd szubsztratok sokszinliségének koszonhetéen (20). Ezzel
szemben, mivel az NBD-k feladata az transzporthoz sziikséges energia biztositasa az ATP
kotése és hidrolizise révén, igy az azonos funkcio ellatasa miatt ezek a domének nagy
hasonlésagot mutatnak (prokariotak és eukariotak kozott is 30-50%), melyben altalaban
megtalalhatoak bizonyos konzervalt motivumok: RecA-szerii domén, mely tartalmazza a
Walker A (GXXGXGKS/T) és Walker B motivumot (PO®DPPD, A-, D-, H- és Q-hurok és az
a-hélixben talalhato ABC Signature szekvencia (LSGGQ) (5,21-25) (1. abra).
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1. abra: ABC transzporterek altalanos felépitése. (A) Egy importer (MobBC-A) ¢és egy
exporter (ABCG5/G8) szerkezete: a citoszolikusan elhelyezkedd nukleotid-kété domén
(NBD), a membranba agyazott transzmembran domén (TMD), valamint az importerek
esetében az extracellularisan elhelyezkedé koté fehérje. (B) Az NBD-ben talalhato
konzervalt régiok helye: Walker A és B motivum a RecA-szeri doménben, ABC Signature
motivum (LSGGQ), A-, D-, H- és Q-hurok. Kép forrdsa: Croe és munkatdrsai (26), valamint
Mdichtel és munkatarsai (27) alapjan, modositva.
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Jelenleg 48 human ABC transzportert ismeriink, melyek tovabbi hét alcsaladba
sorolhatéak A-G-ig jelolve (16,28-30). Az ABC transzportercsalad rendkiviil valtozatos
szubsztrat specificitassal rendelkezik, altalaban kiilonféle ionokat, aminosavakat, cukrokat,
polipeptideket, toxikus metabolitokat, toxinokat, valamint endo- és, xenobiotikumokat
tovabbitanak (28) (1. tablazat).

Az ABCA csalad tagjai a sejtek lipid- és koleszterin forgalméban vesznek részt
kiilonbozd szervekben. A fehérje mutacidi sulyos lipid-anyagcsere rendellenességekhez
vezethetnek, mint: familiaris HDL-deficiencia, vagy Tangier-betegség (31). Az ABCA4
fehérje a fotoreceptor sejtekben az A-vitamin szallitasaért felelds, mely altal fontos szerepe
van a latasban. Ennek a transzporternek a meghibasodasa Stargardt-betegséget, 6regkori

makuladegeneraciot és retinitis pigmentosa-t eredményezhet (32,33).

Az ABCB transzporterek koziil az ABCB1-r61 (MDR1, P-gp) ismert, hogy nagy
szerepe van a daganatsejtek multidrog rezisztenciajanak kialakulasaban (16). Az ABCB4 és
ABCB11 transzporterek a majban talalhatoak, ahol a foszfatidilkolin és az epesavak
szekréciojat végzik (34,35). Az ABCB2 és ABCB3 (TAP1 és TAP2, transporter associated
with antigen processing) fehérjék az antigén prezentalashoz sziikséges peptidek transzportjat
végzik az endoplazmatikus retikulumba (ER) (36-38). A csalad mas tagjai a mitokondrium
membranjaban helyezkednek el, ahol a vas metabolizmusaban jatszanak szerepet, vagy a
lizoszomakba lokalizalodnak (39,40).

Az ABCC csalad szamos tagja (ABCC1-3 és ABCC10-12) toxinok és gyogyszerek
transzportjdban ¢és multidrog rezisztencia kialakuldsdban jatszanak szerepet (41). Az
ABCC6-1dl ismert, hogy szerves anionokat transzportal, mely révén a fehérje mutacioi
stlyos szerv- ¢és szOvet-meszesedést eredményezhetnek  (Pseudoxanthoma elasticum
betegség) (42,43). A csalad egy sokat tanulmanyozott tagja a CFTR vagy mas néven ABCC7,
amely egy szelektiv kloridion csatorna, mely hibas miikddése, vagy nem megfeleld
lokalizacioja esetén szerepet jatszik az igen sulyos cisztas fibrozis kialakulasaban (44).
Tovabba ide tartoznak a szulfonilurea-receptort képezé6 ABCC8 (SUR1) és ABCC9 (SUR2),

melyek ATP-szenzitiv kaliumcsatornakat képeznek (45).
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Az ABCD csaladhoz négy gén tartozik, melyek alternativ splicing révén 6sszesen 49
fehérjét kodolnak (30). Mindegyik transzporter a peroxiszéma membranjaban talalhato, ahol
a hosszu lancu zsirsavak transzportjat végzik. A fehérjék mutacioi a rendkiviil sulyos ALD-

szindromat (adenoleukodisztrofia) okozhatjak (46).

Azonban nem minden ABC fehérje miikddik transzporterként. Példaul az eukariota
ABCE a ribonukleazok gatlasaban, mig az ABCF pedig a transzlacié szabalyozasaban vesz
részt (47,48). A két alcsalad tagjai rendelkeznek ugyan ATP-kot6 doménnel, azonban a
TMD-jiik hianyzik (16).

Az ABCG alcsalad tagjai mind féltranszporterk. Az ABCG1 a koleszterin
transzportot irdnyitja makrofagokban és a lipid homeosztazist szabalyozza egyéb
sejttipusokban (49). Az ABCG4 tilnyomorészt a szemben és az agyban (asztrocitdk és
neuronok) expresszalodik, ahol feltehetéen a szterol homeosztazisban jatszik szerepet (50).
Az ABCG4 fehérje szintjét emelkedettnek talaltak Alzheimer-korban szenveddk agyéaban,
igy lehetséges hogy szerepet jatszik a betegség kialakulasaban is (51). Az ABCGS és ABCGS8
a majban lokalizalodik, ahol heterodimert alkotva elGsegiti a szterolok epével torténd
kivalasztasat. E két transzporter mutacidja hyperkoleszterinémidhoz és korai
érelmeszesedéshez vezethet (52,53). Az ABCG2 fehérjérdl a kovetkezd fejezetekben

kivanok hosszabban értekezni.

10
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1. tablazat: A human ABC transzporterek szerepe. Az ABC transzportercsalad tagjai és
a hozzajuk kapcsolhato funkciok. Tabldzat forrdsa: Vasiliou és munkatdrsai (28) alapjan,

modositva.
transz poter funkcio

ABCA1 |koleszterin transzport a HDL-be

ABCA2 |gyogyszer rezisztencia

ABCA3 |multidrog rezisziencia

ABCA4 |A-vitamin szarmazék transzportja a fotoreceptorokhoz
ABCAS |prosztata infraepithelialis neoplazia marker
ABCA6 |nultidrog rezisztencia

ABCA7 |koleszterin transzport

ABCAS8 |lipofil gyogyszerek transzportja

ABCA9 |monocita differencial 6das és makrofag lipid homeosztazisanak szabalyozasa
ABCA10 |koleszterin-valaszolo gén
ABCA12 |prenatalis diagnosztikai marker
ABCA13 |hasnyalmirigyet érint0 6rékletes betegségben jatszhat szerepet
ABCB1 |multidrog rezisztencia

ABCB2 |peptid transzport

ABCB3 |peptid transzport

ABCB4 |foszfatidilkolin transzport

ABCBS |melanin-képzodés

ABCB6 |vas-transzport

ABCB7 |vas-kén-kotranszport

ABCBS |intracellilaris peptid transzport

ABCB? |lizoszomakon talalhato, fimkcioja nem ismert
ABCBI10 |mitokondrialis transzporter

ABCBI11 |epesav transzport

ABCC1 |gyogyszer rezisztencia

ABCC2 |szerves anionok transzportja

ABCC3 |gyogyszer rezisztencia

ABCC4 |nukleozid transzport

ABCCS |nukleozid franszport

ABCC6 |szerves anionok transzportja

ABCC7 |klorid-ion csatorna

ABCCS8 |szulfonilurea receptor

ABCCY |aszivben lévd ATP-szenzitiv K- csatorna szamalyozisa (SUR2A alegység)
ABCC10 |nultidrog rezisztencia
ABCC11 |gyogyszer rezisziencia mellrdkban
ABCC12 |multidrog rezisztencia
ABCC13 |fimkcidja ismeretlen

ABCD1 |nagyon hosszi-lanci zsirsavak transzpotja

ABCD2 |nagyon hosszi-lanch zsirsavak transzpotja, X-koromoszomahoz kapesolt ALD 0 okozdja
ABCD3 |zsirsavak és/vagy zsirsav-CoA franszportja a peroxiszomaba

ABCD4 |modosithatia az ALD fenotipusat

ABCE1 |oligoadenilat-koto fehérje

ABCF1 |autoimmun hasnyalmirigy-gyulladast indukal

ABCF2 |hianyzik a transzmembran domén igy nem vesz részt rtanszportban

ABCF3 |virusellenes védekezésben jatszhat szerepet

ABCG1 |koleszterin transzport

ABCG2 |endo- és xenobiotikumok traszportja

ABCG4 |szerepe lehet a koleszterin franszportban

ABCGS |szterol transzport

ABCGS8 |szterol transzport

11



DOI:10.14753/SE.2021.2539

2.2 Az ABCG?2 feherje

Az ABCG2 gént el6szor 1998-ban fedezte fel Ross és csoportja MCF7 human
emlSkarcinéma sejtvonalban. fgy a transzportert elészor BCRP-nek (breast cancer resistance
protein, emlorak rezisztens fehérje) nevezték el, mivel csokkentette az antraciklin rakellenes
human genomban a 4. kromoszoma 4q21-4022 helyén talalhato, hossza kozel 66 kb, mely

16 exont és 15 intront tartalmaz, a réla atirodo fehérje 655 aminosav hosszu (55,56).

A huméan ABCG2 fehérje a féltranszporterek kozé tartozik, mely egy NBD-bdl és egy
TMD-b6l all. A TMD-t 6 transzmembran a-szegmens alkotja, melyeket 2 intracellularis
(ICL, intracellular loop) és 3 extracellularis hurok (ECL, extracellular loop) kot dssze (57).
A G-csalad tobbi tagjahoz hasonléan az NBD itt is a fehérje N-termindlisan talalhato. Az
ABCG2 esetében egyedi strukturalis jellemz6é a viszonylag hossza ECL3 az 5. és a 6.
transzmembran szegmens kozott, amely harom ciszteint tartalmaz, amelyek intra- (C592-
C608) és intermolekularis (C603-C603) diszulfid kotéseket alkotnak (58). Tovabba az
ECL3-on beliil talalhato egy N-glikozilacios hely is (N596) (59) (2. abra).

extracellularis
térrész

membran

citoplazma

NBD TMD

2. abra: Az ABCG2 membran topolégiai modellje. Az abra jeloli a fél-transzporter
nukleotid-koté6 doménjét (NBD), transzmembran doménjét (TMD) és annak szegmenseit
(TM1-6), intra- (ICL) és extracellularis (ECL) hurkait, valamint az ECL3-ban talalhato
ciszteineket és az N-kapcsolt glikozilacios helyet. Kép forrdsa: Mo és munkatarsa alapjdan
(60), modositva.
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Az ABCG2 féltranszporter révén homodimer forméaban funkcional (20,61). Kevés
kivételtdl eltekintve az ABC transzporterek a szubsztratokat kémiai gradienssel szemben
tovabbitjak, mely folyamathoz sziikséges energiat ATP kotése és hidrolizise biztositja. Az
NBD-ben szdmos konzervalt motivum talalhato, melyek kozosek a legtobb ABC
transzporternél. Ezek a szekvencidk az ATP foszfatjat hidrogén kotéssel képesek megkotni.
Az ATP kotését a Signature-motivum (LSGGQ) segiti, az ATP-hez kapcsolddd magnézium-
iont és az ATP hidroliziséhez sziikséges vizmolekulat tolttt aminosavak kotik a Q-hurokban
és a Walker B motivumban. Uj strukturalis adatok szerint az ABCG2-bél hidnyzik az A-
hurok, mely az ATP nukleobdzisat koti meg. A hidrolizis sordn megkotott viz molekulat a
Walker B, a H- és D-hurok, valamint egy konzervalt glutamin a Q-hurokhoz tovabbitjak,
mely révén az ATP-r6l egy foszfat lehasad, ADP ¢és szabad foszfat keletkezik (62-65). Az
ATP molekula teljes megkotéséhez a két NBD dimerizalddasa sziikséges, igy Osszesen két
ATP a két NBD kozé kotodik be. Az ATP-kotés altal indukalt NBD-dimerizacié 35°-0S
elfordulasra kényszeriti az NBD-ket, melyek konformacié valtozast a transzmembran hélix
1 (TML1) tovabbitja a dimerizalt TMD-re. A TMD konformaci6 valtozasa kovetkeztében az
ECL3-ak eltavolodnak egymastdl, igy kinyilik a transzporter extracellularis rekesze és a
szubsztrat felszabadul (65,66). Egyes elméletek szerint a TMD az NBD ATP-kotésétol
fliggben tgynevezett ,,befelé néz6” (zart allapot, nem kot ATP-t) és ,kifelé néz6” (ATP-
kotott, nyitott allapot) konformécios allapot kozott valtozik, mely a szubsztrat tovabbitasat
biztositja (67,68) (3. abra). A TMD-n beliil az ABC transzporterek szubsztratkoté helye
altaldban a 12 membran-hélix citoszdlikus oldalédn helyezkednek el (20). A legujabb Cryo-
EM eredmények alapjan tudjuk, hogy az ABCG2 fehérjének két lirege van a szubsztrat
tovabbitasara. Az els6 zseb a transzporter citoszol felé es6 részén talalhatd az TMD-k kozott,
melyet a masodik zsebtl egy leucin-dugd valaszt el. Az ATP-bekétddése indukalta
konformacio valtozas lazitja a leucin-dugot, igy a szubsztrat a masodik iiregbe tovabbitodik,
majd az ECL3 konformaci6 valtozasa révén felszabadul. Az ABCG2 transzporternek ez az

atmeneti strukturalis elvaltozasa perisztaltikus mozgasra hasonlit (65).
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,befelé nézé” »kifelé nézo”
zart forma nyitott forma

)

EL3 -

extracellularis
térrész

szubsztrat
ATP kotés

ATP hidrolizis

intracellularis
térrész

, T 2X ATP

3. abra: Az ABCG2 3D szerkezete szubsztrat kotott és ATP-kotott formaban. Az
ABCG2 két fél-transzporter (lila €s z6ld) dimerizalt alakban lathatd. A szubsztrat molekula
megkotése a TMD iiregében torténik, ebben az allapotban az NBD-k egymadssal szemben
helyezkednek el (,,befelé néz6” konformacid). Az ATP-kotése indukalja az NBD-k
dimerizaciojat és konformaciovaltozas révén kialakul ,kifelé néz6”, nyitott forma, ahol a
szubsztrat felszabadulhat. Az ATP hidrolizalasa révén a transzpoeter ismét a zart
konformacioba rendezédik. Kép forrasa: Manolaridis és munkatarsai alapjan (65),
szerkesztve.

Az ABCG2 szubsztratkotd helye polispecificitast mutat, mely szerint tobbféle
szubsztrat megkotésére és transzportjara képes (69). A transzporter szubsztratjainak listaja
felfedezése ota folyamatosan boviil. Az ABCG2 szubsztratjai kozé tartoznak kemoterapias
szerek, antibiotikumok, antiviralis szerek, szulfat- és gliikkuronid-konjugalt szterolok és
xenobiotikumok, rakkelt6 anyagok, fluoreszcens festékek, fényérzékenységet fokozo szerek,
HMG-CoA reduktdz inhibitorok, vitaminok és a hugysav (39,60,70,71). Egyes ABCG2
variansok a vad tipustol eltéré szubsztratspecificitast mutathatnak, példaul megfigyelték,
hogy az R482D ¢és R482T mutaciot hordozd6 ABCG2 nagyobb affinitassal transzportal

antraciklineket (doxorubicin, daunoribicin) és egyes fluoreszcens festékeket (rodamin-123,
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LysoTracker-Green) mint a vad tipus (72,73). Ezek alapjan az R482 aminosavnak
kulcsfontossagu szerepe van a fehérje szubsztratspecificitasa szempontjabol. Habar klinikali
mintakban R482 mutacidkat még nem azonositottak, ezek a variansok kivalo lehetséget
nyujtanak 1) ABCG2 szubsztratok tesztelése és inhibitorok fejlesztése szempontjabol (74-
76).

Ugyan az ABCG2-t el6szor rakos sejtekben mutattak ki, azota bebizonyosodott, hogy
expresszidja és eloszlasa a normal szovetekben is jelentds, ahol fontos védelmi funkciokat
biztosit a szervezet szamara. Legtobbszor a szervezet hatarfeliiletein a hamsejtek
plazmamembranjanak apikalis felszinén helyezkedik el (4. abra). A humén ABCG2
megtalalhat6 a gyomor-bél traktus hamsejtjeinek apikalis szegmensében. Magas expresszidja
a patkobélben és a vékonybélben figyelheté meg, majd a végbélig kifejez6dése fokozatosan
csokken (77). A transzporter a gasztrointesztinalis traktusban a hugysav és xenobiotikumok
kivalasztasaban jatszik fontos szerepet (78-80). A fehérje megtalalhatdo a maj
epekanalikulusaiban is, ahol xenobiotikumok, toxinok és gyogyszer metabolitok extrahalasat
végzi az epe csatornaba (81). Az ABCG2 a vese proximalis tubulusaiban is megtaldlhat6,
ahol szerepet jatszik a hugysav, szerves szulfatok ¢és szamos gyogyszer-metabolit
kivalasztasaban (82-84). A transzporter konstitutiv moédon megtalalhaté a vér-agy gat
sejtjeiben, jelentds mértékben a mikrokapillaris endotél sejtjek luminaris oldalan. Itteni
jelentdsége az agy védelme a xenobiotikumokkal szemben, ugyanakkor negativ hatasa, hogy
akadalyozza a terapias szerek bejutasat agydaganatok és egyéb kozponti idegrendszeri
betegségek kezelésében (85-87). Az ABCG2 fehérje a vér-here gaton is megtalalhato, ahol
szintén védelmi funkciot tolt be (88), ugyanakkor itt kiilondsen fontos lehet az Gsztrogén
exportjaban (89). Az Osztrogén a fehérje egyik ismert szubsztratja, mely magas
koncentracioban a reprodukcios funkciot befolyasolhatja a herék tomegének és a
spermiumszam csokkenésének révén (90). A transzporter a placenta chorion villusaiban is
jelentds mértékben jelen van, ahol fontos szerepet tolt be a magzat védelmében az anya altal
bevitt mérgezé anyagokkal szemben (91,92). Az ABCG2 6ssejtekben valo eléfordulasa is
fontos, ahol expresszidja a primitiv csontvel6i dssejtpopulacioban a legmagasabb, majd a

sejtek differencialodasa soran (pl.: hematopoézis) a fehérje mennyisége folyamatosan
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csokken. A transzporternek itt kett6s szerepe van: az 6ssejtek védelme gyogyszerekkel és
toxinokkal szemben, valamint az 6ssejtek differencialatlan allomanyanak megérzése (93-95).
A fehérje az emlOmirigy hamsejtjeinek apikalis felszinén is el6fordul, ahol expresszidja
fokozodik a terhesség késoi szakaszaban és a laktacié alatt. A transzporter egyik f6 funkcioja
az emlében, kiilonbozo vitaminok szallitdsa az anyatejbe, mint példaul: ribofavin (B12) és
biotin (H-vitamin) (96). A masik feladata, a ,,védelmi funkcio” itt paradox moédon mikodik,
ugyanis az ABCG?2 itt is xenobiotikumokat transzportal és juttat az anyatejbe, mellyel az
anyat igyekszik védeni, ugyanakkor a mérgez6 anyagokat az anyatejjel az ujsziilott felveszi
(79,83,97).

maj

bélrendszer
vese

csontvelGi
Ossejtek

placenta

testis

4, abra: Az ABCG2 expresszidja az emberi szervezetben. Sematikus rajz az ABCG2 (lila
vastag vonal) elhelyezkedésérdl a kiilonbozo szervekben. A Kis fekete nyilak az ABCG?2 altal
kozvetitett transzport irdnyat jelzik, a zo6ld nyilak az ABCG2 szubsztratok szervezetbdl
torténd kivalasztasanak iranyat mutatjak. Kép forrdsa: van Herwaarden és munkatarsai
alapjan (98), modositva.
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Noha az ABCG2 szdmos szdvetben expresszalddik fiziologias koriilmények kozott,
a fehérje nagyfoku kifejezodést mutat gyogyszerekkel szelektalt rakos sejtekben, ahol a
kemoterapias szerekkel szemben multidrog rezisztencia (MDR, multidrug resistance)
kialakulasahoz vezet (54). Az eddigi eredmények azt mutatjak, hogy az ABCG2 fokozott
példaul a mitoxantron, topoizomerdz inhibitorok (topotekdn, irinotekan), metotrexat,
flavopiridol, vagy bizantrén (99-102). Az ABCG2 fokozott expresszidja szilard tumorok
esetében a mellrak mellett az emésztorendszeri adenokarcinomakban (hasnyal, vastagbél,
maj), endometrium-, petefészek-, méh,- prosztata- és kiilonféle tiidé6 daganatokban lehet
jelentés (103). Az ABCG2 a rosszindulati vérképzdszervi elvaltozasknal is nagy
jelentéséggel bir, melyeknél az akut mieloid leukémia (AML) és akut limfocitas leukémia
(ALL) esetében irtak le, hogy a transzporter kifejezodésének a mértéke hatast gyakorolhat a
prognozisra (104,105). Figyelembe kell venni, hogy az ABCG2 nemcsak a daganatsejtekben,
hanem még azok elérése eldtt korlatozza az ordlisan alkalmazott rakellenes gyogyszerek
bioldgiai hasznosulasat a farmakon korai kivalasztasa révén. Ezaltal a transzporter
befolyasolja a daganatellenes szerek felszivodasat, eloszlasat, metabolizmusat ¢és
kivalasztodasat is (ADME, absorption - distribution - metabolism - excretion), melyet mind
mérlegelni kell a kezelések soran az egészséges szovetek védelmében (103). Az ABCG2
okozta multidrog rezisztencia ilyen szempontbdl nagy problémat jelent a daganatok elleni

kiizdelemben.

Az ABCG2 expresszioja a normalis és a daganat sejtekben eltérd szabalyozas alatt
allhat. A gyogyszerekkel szelektalt rakos sejtvonalakban megfigyelték, hogy az ABCG2
koszonhetd, mely a tumor sejtek védelmét szolgalja a kemoterdpias szerekkel szemben
(55,106-108). A transzporter egyéb epigenetikai mddositdsa a promoter régioban 1évo
hiszton acetilalasa révén, valamint a promoter DNS metildldsa révén torténhet, mely a fehérje
fokozott expresszigjat eredményezi (109,110). Az irodalombodl ismert, hogy az ABCG2
expresszidjat kiilonb6z6 nemi hormonok (6sztrogén, progeszteron, tesztoszteron) jelentésen

képesek fokozni a gén 1. exonja el6tt talalhatd Gsztrogén-receptor-k6té motivumon (ERa)

17



DOI:10.14753/SE.2021.2539

keresztiil (111,112). Ezen a mechanizmuson keresztiil indukalodik az ABCG2 expresszid
példaul az emldben laktacio alatt, vagy a placentdban a progeszteron hatasara. Az ABCG2
MRNS expressziojanak fokozddasat oxigénhianyos allapotban, valamint endoplazmatikus
retikulum stressz indukalta allapotban is kimutattak, mellyel a sejtek a védekez6 funkcioikat
igyekeznek aktivalni (113,114). Ezen kivill a transzporter transzkripcidjanak
szabalyozasaban a peroxiszoma proliferator aktivalt gamma receptor (PPARYy), a
progeszteron receptor (PGR) és az aril-szénhidrogén receptor (AHR) transzkripcios faktorok
vehetnek részt (115-117). Az ABCG2 poszttranszkripcids szabalyozasa mikro-RNS-ek
segitségével torténik. Bizonyos mikro-RNS-ek gatolhatjak Ossejtekben az ABCG2
egyes tumorokban a mikro-RNS valasz elem (MRE, miRNA response element) eltiint a gén
3’-UTR végérol, mellyel a rakos sejtek elkeriilték az ABCG2 mRNS-ének lebontasat és igy
még fokozottabb multidrog rezisztencia kialakitasara lettek képesek (119,120).

2.3 Az ABCG2 trafficking-je

Az ABC transzporterek sejten beliili kozlekedése (trafficking) eltérd Gtvonalakon
torténhet. Az ABCG2 fehérje bioszintézise, feltekeredése €s dimerizacidja, valamint kezdeti
poszttranszlaciés modositasai  (példaul:  core-glikozilacidja) az  endoplazmatikus
retikulumban mennek végbe. Az ER-ben zajlé mindségellenérzést kovetéen (ERQC, ER
protein quality control) a fehérje athalad a Golgi-komplexen, ahol teljesen glikozilalodik
(mely 1épéssel kialakul a fehérje érett, teljesen glikozilalt alakja), majd a fehérje kihelyezédik
a plazmamembranba (59). Az ABCG2 sejtfelszinre vezetd utja még nem teljesen ismert,
elképzelhetd, hogy a Golgibol kdvetleniil a plazmamembranba jut, vagy a sejtfelszint egy
endoszomalis kompartmenten, azaz endoszomalis vezikula pool-on keresztiil éri el, de az is
lehetséges, hogy a transzporter eldszér a bazolateralis membranba jut, majd onnan
transzcitozissal kerlil az apikalis membranba (121-124). A sejtfelszinrdl a transzporter
endocitozist kovetden a korai endoszomakba keriil, ahonnan recirkulalhat a

plazmamembranba, vagy a beszedddott feleslegessé valt fehérjék a lizoszomékban
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kertilhetnek lebontasra. A nem megfelelden feltekeredett (misfold) fehérjék az ER-ben és a
citoszolban ubigiutinalodhatnak, majd a proteaszomaban degradalodhatnak, azonban a
proteaszomak tulterheltsége esetén az ubiquitinnel jelolt fehérjék a mikrotubulusok mentén
retrograd transzporttal az aggreszomaban halmozddhatnak fel, majd ezt kvetéen az autofag
utvonalon keresztiil keriilhetnek lebontasra (125-129). Az ilyen a korai lebontasi folyamatok
a mutans valtozatok alacsonyabb expresszidjat eredményezhetik a plazmamembranban (5.

abra).

Plazmamembran

éRecmmébe — : s’:: .
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5. abra: Az ABCG2 fehérje lehetséges sejten beliili utvonalai. A megfeleld konformaciot
felvett ABCG2 membrantranszporter fehérje az ER-b6l a Golgi-komplexbe jut. Onnan
kozvetleniil szallitddhat a plazmamembranba, vagy a Golgibol eldszor egy endoszomalis
pool-ba keriilhet. Polarizalt sejtekben az is elképzelhetd, hogy a transzporter eldszor a
bazolateralis membrant éri el, majd onnan transzcitozissal jut az apikalis membranba. A
sejtfelszinen feleslegessé valt fehérjék endocitozist kovetden a lizoszomakban bomlanak le.
A nem megfeleléen feltekeredett fehérjék ubiquitindlodhatnak és degaradalodhatnak a
prtocaszomakban, vagy az aggreszomaban halmozodhatnak fel. Kép forrdsa: Sarkadi és
munkatarsai alapjan (130), modositva.
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2.4 Gyakori ABCG2 variansok

Az ABCG2-nek szamos genetikai polimorfizmusa létezik a populacioban, melyek
90%-a SNP (single nucleotide polymorphism, egyetlen nukleotidot érint6 mutacio) (131).
Ezek az allélvariansok eltéré gyakorisaggal fordulhatnak eld a kiilonb6zo etnikai
csoportokban. A transzporter két leggyakoribb valtozata a Q141K és a V12M, melyek
allélgyakorisdga 10% fo16tt van a globalis populacioban (6. dbra).

A VI12M mutacié a transzporter intracellularis oldaldn helyezkedik el, kozel a
polipeptid N-terminalis végéhez. Err6l a variansrol kimutattak, hogy az SNP-nek nincs
jelentésebb hatasa a fehérje expressziodjara, lokalizacidjara és transzport funkcidjara (132).
Az ABCG2-V12M valtozat a kelet-azsiai populacioban gyakoribb (kb. 20%), mig a
kaukazusi populacioban alacsonyabb valosziniiséggel fordul el6 (kb. 4-5%) (133-135).

A legtobbet tanulméanyozott ABCG2 valtozat a Q141K, mely mutacio az NBD
Walker A (80-86. aminosav) és Signature (186-200. aminosav) motivuma kozott talalhato
(128). Az ABCG2-Q141K eléfordulasanak gyakorisaga a kelet-azsiai populacidban eléri a
20-40%-ot, mig az kaukazusi és afroamerikai populacioban 2-10% koriil van jelen (136,137).
A mutaciot hordozo valtozatrdl ismert, hogy funkciondlisan aktiv transzportert kodol, habar
a fehérje transzport funkcidja koriilbeliill a fele a vad tipusénak. A Q141K varians
expresszidja a plazmamembranban szintén joval alacsonyabbnak bizonyul az in vitro és in

vivo mérésekben egyarant (132,138,139).

A Q126X valtozat is a leggyakoribb SNP-k egyike. A Q126X esetében a korai stop-
kodon miatt nem képzddik fehérje termék. Erdekes modon ez a valtozat csak az azsiai
populacidban van jelen, a kaukazusi és az afroamerikai etnikumban nem talaltak meg

(134,140).

Az alacsonyabb all¢lgyakorisaggal el6forduldé ABCG2 SNP-k esetenként
alacsonyabb fehérje expressziot és csokkent transzport aktivitds mutathatnak (141,142),
azonban a ritkabb valtozatokkal kapcsolatban jelenleg kevés informacio all rendelkezésre,

valamint az idaig publikalt eredmények is sokszor ellentmondasosak lehetnek.
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4. kromoszoma

q22.1
Eill Ep@ il IINEl BRI

B
SNP szama | cDNS és fehérje varians MAF etnikai csoport Q141K V12M
152231142 C421A (Q141K) 0.118 kaukazusi 11%-17% 2%—6%
1s2231137 G34A (V12M) 0.1076 afrikai-amerikai 5% 4%—9%
1534783571 G1858A (D620N) 0.0056 kinai 34%—45% 29%—38%
15138606116 G1060A (G354R) 0.0026 koreai 40% 20%—27%
1545605536 G1582A (A528T) 0.0014 japan 36%—41% 12%—22%
15192169063 T1465C (F489L) 0.001
15148475733 A211G (M71V) 0.0009
15147547385 A1787G (N596S) 0.0005
1572552713 C376T (Q126Stop) 0.0005
1534264773 A1768T (N590Y) 0.0003

6. abra: ABCG2 variansok. (A) A globalisan el6fordulé tiz leggyakoribb ABCG2 SNP

helye a topologiai modellen. (B) A tiz leggyakoribb SNP globalis gyakorisaguk,
sorrendjében (MAF, minor allele frequency). (C) A két leggyakoribb SNP: a Q141K és a

V12M el6fordulasanak gyakorisaga a kiilonb6z6 etnikai csoportokban (jobbra lent). Kép és

az adatok forrasa: Chen és munkatarsai (143), valamint az Exome Aggregation Consortium

EXAC és az 1000 Genom Projekt adatok alapjan, dbra modositva.

A kiilonb6z6 mutaciok, vagy SNP-k az ABCG2 diszfunkcigjat eredményezhetik. Ha
a transzporter nem képes a feladatat megfelelden ellatni, példaul: alacsonyabb expresszid,

korai degradacid, csokkent aktivitas, vagy esetleg a fehérje nem megfeleld lokalizacioja, azaz

trafficking problémadja esetén, az szamos betegség kialakulasaban szerepet jatszhat.
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2.5 Az ABCG2 variansok patofiziologidas szerepe a kiszvény betegségben

Bizonyos ABCG2 variansoknak nagy szerepet tulajdonitanak a koszvény
kialakulasaban. A koszvény egy gyakori, a populacio 1-3%-at érintd, a purin lebontasanak
tulterheltségébdl szarmazéd betegség, melyet hiperurikémia és az iziiletekben natrium-urat
kristalyok lerakddasa jellemez, ami igen fajdalmas iziileti gyulladassal jar. Fiziologias
koriilmények kozott a hugysav kétharmada a veséken keresztil, mig egyharmada a
bélrendszeren at tiriil. Mivel az ABCG2 kritikus szerepet jatszik a hiigysav eliminaciojaban,
a transzporter nem megfeleld mitkddése a hugysav kivalasztasanak csokkenéséhez és a vér
hugysav szintjének emelkedés¢hez vezet (144,145). Az amerikali, japan és kinai populaciot
vizsgald nagy mintaszamu eset-kontroll elemzésekbdl tudjuk, hogy az ABCG2-Q126X és -
Q141K variansai jelentés Osszefiiggést mutatnak a koszvény kockazatanak kialakulasaval
(145,146). Megallapitottak azt is, hogy a nem ¢és az etnikai hovatartozas tovabbi tarsfaktorok
lehetnek, amelyek befolyasoljak a koszvényre vald hajlamot (147-149). Leirtak azt is, hogy
akut gasztroenteritiszben szenvedd betegeknél a kiilonbozo virusfertézések (pl. rotavirus)
bélgyulladast és a bélhamsejtek pusztuldsat indukaljdk, mely rontja a bélben a hugysav
ABCG2-n torténé eliminaciojat, igy szintén hiperurikémiahoz vezet. Amennyiben a korkép
vesebetegséggel, vagy az ABCG2 valamelyik diszfunkcionalis SNP-jével is tarsul (pl.:
Q126X, Q141K), aminek kovetkeztében a hugysav a veséken at sem képes megfeleld
mértékben tavozni, akkor a szérum hugysav szintje még fokozottabban megemelkedhet
(150). Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy ABCG2 fontos szerepet jatszik a hugysav
mind a renalis, mind az extra-renalis kivalasztasanak mechanizmuséaban (7. abra). Tovabba,
az ABCG2 transzporter alulmiikodésének kovetkeztében megemelkedett szérum hugysav
szintje a koszvény mellett jelentdsen megemelheti a vesebetegség, magas vérnyomas,

valamint kardiovaszkularis és agyi érrendszeri betegségek kockazatat is (151).
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Patolégiai modell

Elettani modell

Vese alul-
miikodés

GIT hugysav kivalasztas ABCG2
diszfunkcionalis
variansai

2 Akut
% ABCG2 gasztro_
& enteritisz
vér lumen
(ese hugysav kivalasztas

7. abra: Az ABCG2 altal kozvetitett hugysav kivalasztas patofiziolégiaja. Az ABCG2
fiziologias koriilmények kozott a vesében és a bélben a hugysav kivalasztdsdban jatszik
szerepet. Az ABCG2 alulmiikodése mind a renalis, mind az extra-renalis hugysav {iritését
csOkkenti. Veseelégtelenségben szenvedd betegeknél a rendlis {rités szinte teljesen
megsziinik, a hugysav kivalasztas ilyenkor teljes mértékben a beleken torténd exkréciotol
fligg. Akut gasztroenteritiszben szenvedd betegeknél a bélgyulladas stlyosan rontja a bél
hugysav kivalasztasat, ezért az urat liritése kizarolag a veséken keresztiil torténik. Az ABCG2
diszfunkciodja jelentdsen befolyasolja a hiperurikémia stulyossagat veseelégtelenségekben ¢és
bélbetegségekben egyarant (GIT: gasztrointesztinalis traktus, SH: szérum htigysav). Kép
forrasa: Matsuo és munkatarsai alapjan (150), modositva.
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2.6 Uj transzporter varidnsok felfedezése

Dr. Sarkadi Balazs és kutatocsoportja régdta vizsgaljak a klinikailag fontos
membranfehérjék (pl.: GLUT-1, ABCAL, ABCB6, ABCG2, URAT-1) expresszios szintjeit
huméan vordsvértesteken (vvt), mellyel igyekeznek biomarkereket taldlni a
membrantranszporterekkel 0Osszefiiggd betegségeknél (pl.: Alzheimer-kér, 2-es tipusu
diabétesz, kdszvény) (152). Munkajuk soran antitest alapu, aramlasi citometrias modszerrel
kvantitativan képesek meghatarozni az eritrocitakon talalhato membranfehérjék expresszios
szintjét (153,154). Ennek eldnye, hogy akar mar egy csepp vérbdl (ujjbegysziras), gyorsan
képesek kimutatni a vizsgalni kivant membrantranszporterek mennyiségi szintjét, valamint
ugyanezen mintabol qPCR segitségével TagMan alapt genotipizalast is végeznek, mellyel a

gyakoribb SNP-k a specifikus probakkal konnyen beazonosithatok.

Kutatasaik soran az egyik jelentds hiigysav transzporter, az ABCG2 membranfehérje
vorosvértest felszini expresszids szintjét is vizsgaltdk koszvényes ¢€s hyperurikémids
betegcsoport, valamint életkorban azonos, egészséges kontrollcsoport vérmintain. Ahogy azt
mar korabban masok is leirtdk a kdszvényes, vagy hyperurikémias betegekben gyakrabban
figyelheté meg az ABCG2 alacsonyabb expresszidja, mint a kontrollcsoportban (155-157).
A Sarkadi csoport is hasonl6 eredményekre jutott a magyar populécio vizsgalata soran, majd
az alacsonyabban expresszald mintdk esetében ellendrizték a fehérje genetikai hatterét is
(TagMan analizis és Sanger szekvenalas). Az eddig ismert hazai populacidban gyakran
eléforduld6 ABCG2 mutéaciok mellett (Q141K, R236X, R383C) talaltak egy 1), eddig nem
ismert ABCG2 valtozatot (211 A>G, rs148475733), mely a 71-es aminosav pozicidban
metionin>valin cserét eredményez (M71V). A betegekben ¢és az egészséges
kontrollcsoportban Gsszesen 5 egyént talaltak, akinél megtalalhatd volt az ABCG2-M71V
valtozat. Az M71V varians a vad tipussal heterozigéta formaban a fehérje expressziot a vvt-
k membranjaban koriilbeliil a felére csokkentette, a Q141K valtozattal heterozigota forméban
pedig a fehérje kifejez6dése a sejtfelszinen ennél is alacsonyabb volt. Eredményeik alapjan
az ABCG2-M71V a magyar populacio 1%-aban fordul el6 heterozigota formaban, mely altal
a mutacio, gyakorisadga alapjan SNP-nek tekinthetd (155).
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3. CELKITUZESEK

Az ABCG?2 transzporterhez kothetd korképeknél elengedhetetlenek a mutaciot
hordoz6 valtozatok in vivo és in vitro molekularis bioldgiai, valamint biokémiai vizsgalatai,
melyek hozzajarulnak a genotipus-fenotipus minél jobb megértéséhez ¢és a hatékonyabb

terapias beavatkozasok fejlesztéséhez. Ezért PhD munkam soran az alabbi célokat tliztem ki:

1. Egy ujonnan felfedezett ABCG2 mutaciot, az M71V-t kivantam in vitro
koriilmények kozott jellemezni molekularis biologiai modszerekkel: fehérje expresszio,

lokalizaci6 és funkcio tekintetében.

2. Az vad tipusi ABCG2 transzmembran transzporter célkompartementbe torténd
kihelyezddésének kinetikai paramétereit Szerettem volna meghatarozni. Ehhez a fehérje
sejten beliili utjat kivantam nyomon kovetni a fehérje termelddésének helyétdl, az

endoplazmatikus retikulumtol, a Golgi-komplexen keresztiil a plazmamembranig.

3. Vizsgélni kivantam tovabba a patoldgidsan relevans mutaciot hordozo ABCG2
variasok (M71V ¢és Q141K) sejten beliili mozgasat is, melyek bizonyos korképekben (példaul
koszvény betegségben) alacsonyabb fehérje szintet és sejtfelszini expressziot mutatnak a vad
tipushoz képest. Szerettem volna feltarni ezeknek a mutacioknak a transzporter trafficking-
jére gyakorolt hatdsit, mellyel az ABCG2 valtozatok csokkent plazmamembran
lokalizaci6janak molekularis mechanizmusat igyekeztem pontosabban megérteni és az

esetleges kihelyezddés soran fellépd gatlo, illetve sebességmeghatarozo 1épéseket feltarni.
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4. MODSZEREK

4.1 DNS konstrukciok létrehozdasa

Az ABCG2-M71V jellemzéséhez hasznalt pcDNA3.1, pEGFP ¢és pIRES-GFP
plazmid konstrukciokat Zambo Boglarkaval (Dr. Sarkadi Balazs egykori PhD hallgatoja)

egylitt készitettiilk, és az ezzel kapcsolatos metodikai részleteket Bogi mar publikalta

srer

Az Sf9-bakulovirus rendszerben torténd ATPaz mérésekhez sziikséges membran
preparatumok eléallitasahoz a pAcCUW-21-L plazmid alapu vad tipusa, K86M- és Q141K-
ABCG2 konstrukciokat Dr. Laczka Csillatol kaptam (159). A vad tipusat ABCG2 szekvenciat
tartalmazo vektorba a Notl és Pstl restrikcios enzimek (New England BioLabs) segitségével

szubklonoztam az M71V mutéciot tartalmazo szekvenciat a korabban elkészitett pcDNA3.1

vektorbol (160).

A RUSH-ABCG2 konstrukciok elkészitéséhez az Str-li_SBP-EGFP-Golgin84
(Adgene #65303), ER horgonyt tartalmazé plazmidot hasznaltam alapul. A korabban
létrehozott pEGFP-ABCG2 konstrukciokbol Gibson-féle klonozassal raktam be az EGFP-
ABCG2-wt, M71V és QIl41K szekvencidkat a RUSH-vektor EGFP-Golgin84
szekvenciajanak helyére NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix reakciokittel (New
England BioLabs) a gyart6 utasitasai alapjan.

A Gibson-féle klonozashoz hasznalt primerek:

forward: 5- ATGGACGAGCTGTACAAGGGACTCAGATCTCGAG -3’

reverse: 5'- GGCTGATTATGATCAGTTATCAGTTATCTAGATCCGGTGGATC -3’

Az Osszes plazmid konstrukcid szekvencidjat Sanger szekvenalassal ellendriztem

(Microsynth AG).
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4.2 Emlos sejtvonalak fenntartasa és transzfektalasa

A HeLa, HEK293 és MDCKII sejteket DMEM/GlutaMAX (Gibco) komplettalt
médiumban (10% FBS, 100 U/ml penicillin, 200 mg/ml streptomicyn (Gibco)) tenyésztettem
37 °C-on 5% CO2 mellett. A letapado sejtek passzalasakor PBS-t és tripszint (TripLE, Gibco)
hasznaltam. A HEK293 és HeLa sejtek transzfekcigjat Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
reagens segitségével, az MDCKII sejtek transzfekciojat Magnetofection Kit (OzBioscience,
#MTXO0750) reagenssel végeztem Opti-MEM médiumban (Gibco) a gyartok elbirasa szerint.

4.3 gPCR az ABCG2 mRNS szintek kvantitativ meghatarozasdhoz

Az mRNS mintak készitéséhez a sejteket elézetesen 12-well plate-re (Greiner)
iiltettem ki 2,5 x 10° sejt/well sejtszammal, majd 24 6rat kdvetéen transzfektaltam. A pIRES-
ABCG2-GFP transzfektalt HEK293 sejtekbdl 48 ora elteltével, mig a RUSH-ABCG2
konstrukciokkal transzfektalt HeLa sejtekb6l 24 ora elteltével izoldltam az RNS mintékat.
Az mRNS izolalasat ¢€s tisztitdsat PureLink RNA MiniKit (Thermo Fisher) segitségével
végeztem a gyarto utasitasainak megfeleléen. Ezt kovetéen a mRNS atirasat cDNS-sé High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-tel végeztem a gyari protokollnak megfeleléen
(Thermo Fisher). A cDNS mintakbol az ABCG2 variansok expresszios szintjét specifikus
ABCG2 proba (Thermo Fisher, #01053790 és #00184979) segitségével hataroztam meg
TagMan Gene Expression MasterMix-el (Thermo Fisher, #4369016) és StepOnePlusTM
Real-Time PCR késziilékkel a gyari ajanlasoknak alapjan. Az ABCG2 mRNS szinteket
elészor a belsé kontroll RPLPO (riboszomalis fehérje PO, Thermo Fisher, #99999902)
szintekhez normalizaltam, majd az ABCG2 vad tipust mintahoz viszonyitottam a AACt

modszert alkalmazva.
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4.4. Western blot

A fehérje preparatumok készitéséhez a sejteket elozetesen 12-well plate-re (Greiner)
iiltettem ki 2,5 x 10° sejt/well sejtszammal, majd 24 ora elteltével transzfektaltam. Az
ABCG2-M71V jellemzéséhez végzett kisérletekhez a sejtekbdl 48 ora elteltével, illetve
kezelések esetén még tovabbi 24 dora kezel6 médiummal val6 inkubalas utan preparaltam a
fehérje mintakat. Ezekben az esetekben 1 mM 4-PBA-t (Sigma) vagy 1 uM kolhicint (Sigma)
tartalmazé médiummal kezeltem a sejteket. A RUSH-ABCG2 konstrukciokat kifejezo
sejtekbol 24 ora elteltével preparaltam a fehérje mintakat, illetve az itt alkalmazott 1 mM 4-
PBA, 2 uM MG132 (Sigma) és 10 nM BAF (Sigma) kezeléseket kozvetleniil a transzfekciot

kovetden végeztem egy €jszakan at torténd inkubalassal.

A sejteket PBS-sel mostam, majd a fehérjemintak extrahalasahoz az alabbi
Osszetételi lizis / mintafelvivé puffert hasznaltam: 0,1 M TRIS- PO4, 4% SDS, 4 mM Na-
EDTA, 40% glicerol, 0,04% bromfenol-kék, 0,04% [-merkaptoetanol (ezek az anyagok
mind a Sigma gyartotol szarmaznak), melyet proteaz inhibitor koktéllal egészitettem ki
(Roche). A sejtlizatumokat szonikaltam, majd a fehérje koncentracid meghatarozasat
modositott Lowry-modszerrel végeztem. Ezen metddus sordn a mintdk azonos
mennyiségéhez (5 pl) 10 ul 2%-0s DOC oldatot adtam, vortexeltem, majd 15 perc inkubalas
utan 375 pl 25%-0s TCA oldat hozzaadasival kicsaptam a fehérjét. A kicsapott fehérjét
centrifugalassal iilepitettem (10 °C, 14000 rpm, 15 perc), majd a feliiliszo ledntését kovetden
a pelletet 1,5 ml Lowry-reagensben (0,1 M NaOH, 0,19 M Na2COs oldat kiegészitve 1%
(V/IV) 2%-0s Na-tartarat és 1% (v/v) 1%-0s CuSOs-oldattal) vettem fel. Az oldatokhoz 150 pl
2x hig Folin (Fenol-Ciocalteu) reagenst adtam, majd 45 perc inkubaciot kdvetéen a mintak
abszorbanciajat 660 nm-en olvastam le két csatornas Perkin Elmer Lambdal2

spektrofotométeren. Sztenderdként BSA-oldatsor hasznaltam.

A glikozidaz kezelésekhez mintanként 20 pg mennyiségl sejtlizatumot EndoH
(Sigma, #11088726001) és PNGaz F (Roche, #113651855001) glikozidaz enzimes

kezelésnek vetettem ala a gyart6 altal ajanlott protokoll alapjan.
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A mintdkat azonos Osszfehérje mennyiséggel 7,5%-0s SDS-poliakrilamid gélen
futtattam meg. A gélbdl a fehérjét nedves blottolo segitségével vittem at PVDF (Millipore)
membranra. A membranokat 5%-o0s sovany tejporos TBS-Tween (10 mM Tris, 0,17 M NaCl,
0,1 v/iv% Tween 20) oldatban blokkoltam (1 6ra) majd egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltam
blokkoloban beoldott elsédleges antitesttel (2. tablazat). Masnap a mosasi 1épéseket kvetden
a membranokat HRP-konjugalt masodlagos antitesttel (anti-mouse / anti-rabbit HRP,
1:10000, Jackson) inkubaltam szobahdmérsékleten 1 6ran at. Az antigén-antitest kapcsolatot
Immobilion ECL Luminol (Millipore) reagenssel hivtam el6 és a fehérje savokat
rontgenfilmen (Thermo Fisher) detektaltam hivo és fixir segitségével (Tetenal). A

rontgenfilmek denzitometrids elemzését Imagel szoftverrel végeztem.

2. tablazat: Western blothoz hasznalt elsédleges antitestek. Az ellenanyagokat a
feltlintetett higitdsban hasznaltam.

fehérje antitest higitas katalogusszam

ABCG2 Bxp-21 1:500 Abcam, ab3380
GFP anti-GFP 1:5000 Abcam, ab290

B-actin anti-p-actin 1:8000 Sigma, A1978

4.5 Sf9 rovarsejtek fenntartasa, transzfektaldasa és membranpreparalas

Az Sf9 (Spodoptera frugiperda) sejteket szuszpenzids kultiraban TNM-FH (Sigma)
médiumban (kiegészitve: 5% FBS-sel, 100 U/ml penicillinnel és 100 ng/ml sztreptomicinnel)
tenyésztettem 27 °C-on 5% CO2 mellett.

A rovarsejteket a pAcUW-21-L-ABCG2 plazmid konstrukciokkal a FlashBAC
ULTRA Kit (Oxford Expression Technologies) és FuGENE HD (Promega) segitségével
transzfektaltam a gyartd ajanlasanak megfeleléen, majd a létrejott virus feliiluszokkal
fertéztem tovabb az SfY sejteket. Ezt kovetden 3 nap elteltével a sejtekbdl differencial

centrifugaldssal membranpreparatumot készitettem.
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Ehhez a sejteket Tris-mannitol (50 mM Tris, 300 mM mannitol, 0,1 mM PMSF
proteaz inhibitor) pufferben vettem fel és 10 percig, 1000 g-vel 4 °C-on centrifugaltam. Ezt
kovetden a sejtfrakeiot Tris-mannitol puferrel mostam, majd a mintakat hipotonias pufferben
(50 mM Tris, 50 mM mannitol, 2 mM EGTA, 8 pg/ml aprotinin, 0,01 pg/ml leupeptin 0,26
mM PMSF, 2 mM DTT) vettem fel és manualisan lizaltam {iveg homogenizatorral. A lizatum
centrifugalasaval elvalasztottam a felesleges sejtalkotokat (10 perc, 1000 g, 4 °C), majd a
feliiltszo Gjabb centrifugalasaval tlepitettem le a membran frakciot (1 ora, 25000 g, 4 °C).
A membranmintékat -80 °C-on taroltam felhasznaldsig. A membranpreparatumok fehérje

crer

ABCG2 tartalmat Western-blot modszerrel ellendriztem (lasd fentebb).

4.6 ATPaz modszer

Az ABCG?2 variansokat tartalmazo Sf9 membranpreparatumokon vanadat szenzitiv
ATPaz aktivitas méréseket végeztem (161). Az azonos ABCG2 fehérje mennyiségeket
tartalmazo mintakhoz az alabbi tartalmt reakciomixet adtam: 40 mM Mops-Tris, 50 mM
KCI, 500 mM EGTA-Tris, 5 mM Na-azid, 1 mM ouabain és 1 mM Na-orthovanadat. A
reakciot 2 mM MgATP hozzaadasaval inditottam, majd 20 perc elteltével 2 viv% SDS-sel
allitottam le. Az alapaktivitas mérése mellett, bizonyos mintakat 5 pM quercetin (ABCG2
aktivator, Sigma), vagy 1 uM Kol43 (ABCG2 inhibitor, Sigma) mellet mértem. A
kisérleteket koleszterin toltdtt membranprepardtumokon is elvégeztem, melyet el6zetesen 0,6
mM RAMEB-koleszterinnel (Cyclolab) valo inkubalassal értem el (10 perc, jégen). Az
ATPaz mérés soran keletkezett anorganikus foszfat mennyiségét klorimetrids modszerrel
hataroztam meg. A mintakhoz Pi-reagenst (2,5 M H2SO4, 1 % ammoénoum-molibdenat, 0,014
% kalium-antimon-tartarat), 20 %-os ecetsavat és a reakcio elinditasahoz 1 %-0S
aszkorbinsavat mértem, majd 30 perces 37 °C-on torténd inkubalast kovetéen 880 nm-en
hataroztam meg a mintak Pi-mennyiségét Perkin EImer Lambdal2 két csatornas fotométer

segitségevel. A mintak azonos ABCG2 tartalmat elézetesen Western blottal allitottam be.
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4.7 A RUSH rendszer

A RUSH (retention using selective hooks, megakasztas szelektiv horgonyfehérjék
segitségével) rendszer alapja egy bicisztronos vektor, melyrél két fazidés fehérje
expresszalodik egyidejiileg: keletkezik egy kompartment rezidens sztreptavidin-konjugalt
(Str) horgony fehérje, valamint a vizsgalni kivant riporter fehérje, amihez egy sztreptavidin
kotd peptid (SBP, streptavidin binding peptide) és egy fluoreszcens fehérje, GFP (green
fluorescent protein) van kapcsolva. A horgony fehérje a riportert az Str-SBP koélcsonhatas
révén a neki megfelel6 donor kompartmentben visszatartja, mely kapcsolat biotin
hozzaadasaval megsziintethetd, igy a riporter szinkronizalt felszabadulasa kdvetkezik be. Ezt
kovetden a vizsgalni kivant, riporter fehérje sejten beliili Gtja a hozza kapcsolt GFP jele

alapjan mikroszkopos képalkotdssal monitorozhat6 (8. abra) (162).

T
=
- 9
g.,_g: Horgony Riporter
00 fehérje  fehérje
o
£
g Biotin
SBP
visszatartds : felszabadulds

Akceptor
kompartmanet

8. abra: A RUSH rendszer miikodési elve. A horgony fehérje a sztreptavidin (Str) /
sztreptavidin-kor6 peptid (SBP) kapcsolat révén a donor kompartmentben visszatartja a
vizsgalni kivant riporter fehérjét. Biotin hozzaadéasaval a riporter fehérje levalik a horgony
fehérjérdl és kijut a neki megfeleld akceptor, azaz célkompartmentbe.
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4.8 Immunfluoreszcens jelolések

4.8.1 Immunfestés fixalt mintakon

A HEK?293 sejteket 8-well LabTek kamrara (Thermo Fisher) iiltettem ki 5 x 10*
sejt/well sejtszammal, majd transzfekciot kovetden 48 oOran at novesztettem a sejteket.
Bizonyos mintakat tovabbi 24 6ran at kezeléseknek vetettem ala (1 mM 4-PBA, 1 uM
kolhicin). Ezt kovetden gyengéd PBS-es mosast alkalmaztam, majd 4%-of PFA-val (10 perc,
szobahd) és -20 °C-ra el6htitétt metanollal (5 perc, szobahd) fixaltam €s permeabilizaltam a
sejteket. A mintdkat 1 oOran at blokkoltam 2 mg/ml BSA-t, 1% halzselatint, 5%
kecskeszérumot ¢és 0,1% Triton-X 100-at (Sigma) tartalmaz6 DPBS pufferben (0,138 M
NaCl, 8,5 mM Na:HPO4, 6,4 mM KH2PO4, 0,9 mM CaClz, 0,5 mM MgCl,) (blokkold
puffer). Majd a sejteket egy éjszakan at jeloltem 4 °C-on specifikus ABCG2 elleni Bxp-21
antitesttel (Abcam, ab3380), 1:200 higitasban blokkolopufferben. Masnap a mosasi 1épéseket
kovetéen Alexa Fluor 549 anti-mouse IgG (H + L) masodlagos antitesttel (Thermo Fisher,
#A11005) inkubaltam a mintakat 1:250 higitasban (1 6ra, szobahd). A sejtmagokat 1 uM
DAPI-val (Sigma) jeloltem (5 perc, szobahd).

Az MDCKII sejteket 6-well plate-be (Geiner) helyezett Snapwell (Corning, Costar)
inzertekre tomény sejtszuszpenziobol iiltettem ki. Masnap a feluszo tobblet sejteket PBS-sel
lemostam. A konfluencia elérése utan Magnetofection Kit (OzBioscience, #MTX0750)
segitségével transzfektaltam a sejteket a Snapwell inzerteken. Ezt kvetden a sejteket tovabbi
6 napig novesztettem polarizaltatds céljabol. Az immunfluoreszcens festésnél hasonlo
protokollt kdvettem, mint a HEK293 sejteknél, azonban itt a sejtek erdteljes PBS-es mosast
igényeltek, valamint a fixdlashoz nem alkalmaztam metanolt, mely az a Snapwell membrant
roncsolhatja. Tovabba ezen mintak esetében még a Bxp-21 ellenanyag mellet anti-Na*/K"-
ATPaz elsédleges antitestet (Abcam, ab353) is hasznaltam 1:500 higitasban. Ezekben a
mérésekben Alexa Fluor 488 anti-mouse IgG (H + L) és Alexa Fluor 594 anti-chicken IgG
(H + L) (Thermo Fisher, #A32723, #A11042) masodlagos antitesteket hasznalta (1:250). Az
immunfestést kovetden a Snapwell membranokat szikével dvatosan kivagtam az inzertekbol

és egy targylemezre helyeztem a sejtek apikalis oldalaval felfelé, majd a mintakat
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Vectashield HardSet Antifade médiummal (Vector Laboratories, #H-1400) és iiveg

fed6lemezzel rogzitettem a targylemezhez.

A HelLa sejteket 8-well IbidiT kamrara (lbidi) iiltettem ki 2 x 10% sejt/well
sejtszammal, majd 24 ora tenyésztést kovetden transzfektaltam. A sejteket a RUSH tipusa
plazmidokkal vald transzfekcidé utdn 24 oran at novesztettem. Masnap, egyes mintakon a
tenyésztd médiumot 100 uM biotint (Sigma) tartalmaz6 DMEM-re cseréltem le, majd
meghatarozott inkubacios id6 elteltével (1, 2 és 4 ora, valamint 20-120 percig 20 perces
1d6k6zonként) PBS-sel mostam és 4%-0s PFA-val fixaltam (10 perc, szobahd) a sejteket. A
biotinnal nem kezelt mintak fixalasat rendszerint az elsé biotinos mintak fixalasaval egy
idében végeztem. A mintakat ezt kovetden blokkold pufferrel inkubaltam (1 6ra, szobahd),
majd anti-Giantin els6dleges antitesttel (BioLegend, #924302) jeloltem (1:1000 higitasban)
egy ¢jszakan at 4 °C-on. A mintédkat masnap a mosasi 1épéseket kdvetden Alexa Fluor 594
anti-rabbit 19G (H + L) masodlagos antitesttel (Thermo Fisher, #A11012) jeloltem 1:250

higitasban (1 6ra, szobahd).

4.8.2 E16 sejtek jelolése ER-Tracker Red festékkel

Az ER jeloléséhez a fentiekben, a HeLa sejtek immunfestésénél leirt metodus szerint
jartam el a sejtek kirakésa és a transzfekciot kovetd inkubalas tekintetében. Masnap egyes
mintakon a médiumot 100 uM biotint tartalmazé6 DMEM-rel cseréltem, majd a fixalasokat
megeldzden az utolso 30 percre lecseréltem az inkubalo és kezeld médiumokat ER-Tracker
Red (Thermo Fisher, #E34251) fluoreszcens festéket 1:1000 higitasban tartalmaz6 HBSS
médiumra (Signa), majd igy inkubaltam tovabb a sejteket 37 °C-on fél 6ran keresztiil. Végiil
a meghatarozott idopontokban (0, 1, 2 és 4 ora, valamint 0-120 percig 20 perces
1d6kozonként) PBS-sel mostam €s 4%-0s PFA-val fixaltam a sejteket (10 perc, szobahd). A

biotinnal nem kezelt mintak is fixalas el6tt 30 perces ER-jelolésen estek at (9. abra).
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9. abra: Az ER-Tracker Red jelolés protokollja. A transzfektalt HeLa sejteket masnap
biotinos inditas utan, vagy a nélkiil jeloltem ER markerrel, 30 percet 37 °C-on inkubalva.
Piros nyil: biotin nélkiili minta, ER-Tarcker-rel HBSS médiumban inkubalva. Vilagoskék
nyil: biotinos inkubaci6 DMEM-ben. Sotétkék nyil: biotin kezelés és ER-Tracker jelolés
HBSS médiumban. A sejtek fixaldsa a megadott idépontokban 4%-0s PFA-val tortént (sarga
villam).

4.8.3 ABCQG2 jelolése a plazmamembranban 5D3 antitesttel

Az ABCGQG?2 sejtfelszini jeloléséhez a fentiekben, a HelLa sejtek immunfluoreszcens
jeloléseinél leirt metddus szerint jartam el a sejtek kirakdsa és a transzfekciot kovetd
novesztés, inkubacio tekintetében. Masnap a mintakon a lecseréltem a médiumot 1 mg/ml
Alexa Fluor 647 konjugalt SD3 antitestet (Novus Biological and Biotech, #FAB995R),
valamint 1 uM Ko143 (Sigma) ABCG2 inhibitort tartalmaz6 DMEM-re, amely bizonyos
mintaknal 100 uM biotint is tartalmazott. Az antitestet tartalmazé médiummal meghatarozott
ideig (1, 2 és 4 6ra) inkubaltam tovabb a sejteket 37 °C-on. Ezt kvetden a mintakat PBS-sel
mostam, majd enyhe fixalast alkalmaztam 1%-0s PFA-val (5 perc, szobahd). A biotinnal nem
kezelt mintak fixalasat rend szerint az els6 biotinos mintak fixalasaval egy idoben végeztem.
A kiméletes fixalas az 5D3 antitest intracelluléris jelolédésének megakadalyozéasa végett
tortént, azonban megjegyzendd, hogy igy a sejtek kevésbé eltarthatok, ezért a fixalast

kovetden ezeket a mintakat azonnal mikroszkopos vizsgalatnak vetettem ala (10. abra).
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10. abra: Protokoll a RUSH-ABCG?2 sejtfelszini 5D3 jeloléséhez. A transzfektalt HeLa
sejteket masnap 1 mg/ml Alexa Fluor 647 konjugalt 5D3 antitestet és 1 uM Kol43-at
tartalmaz6 DMEM médiumban inkubaltam biotinos kezelés mellett (kék nyil), vagy biotin
nélkil (piros nyil) 37 °C-on. A sejteket enyhe fixalasnak vetettem alda a megadott
idépontokban 1%-0s PFA-t alkalmazva (lila villam).

4.9 RUSH-ABCG2-¢ kifejez6 mintadk kezelése, fixaldsa mikroszkdpos vizsgadlatokhoz

A Hela sejteket 8-well IbidiT kamrara (Ibidi) iiltettem ki 2 x 10* sejt/well
sejtszammal, majd 24 ora tenyésztést kovetden transzfektaltam a RUSH-ABCG2 plazmid
konstrukciokkal. Masnap a sejteket biotin nélkiili, vagy 100 uM biotint tartalmazé
médiummal inkubéltam meghatérozott ideig (1, 2 és 4 6ra), majd a PBS-es mosasi 1épéseket
kovetéen 4%-0s PFA-val fixaltam (5 perc, szobahd). A trafficking-et befolyasolé anyagok
vizsgalatdhoz a sejteket kozvetleniil a transzfekcidt kovetden kezeltem 1 mM 4-PBA, 2 uM
MG132 és 10 nM BAF tartalmazé médiumokkal egy €jszakéan at, majd masnap a sejteket
biotin nélkiili, vagy 100 uM biotint tartalmazé médiummal inkubaltam tovabbi 4 oéran
keresztiil. A mintakat ezt kovetden fixaltam 4%-0s PFA-val (5 perc, szobahd). A biotinnal
nem kezelt mintakat rend szerint az els6 biotinos mintak fixalasaval egy idoben végeztem.
Ezeknél a mintdknal nem alkalmaztam immunfestés, vagy mas tipusu jeloléseket, igy
ezekben az esetekben az ABCG2-t csupan a hozza kapcsolt EGFP jel alapjan detektaltam
konfokalis mikroszkoppal.
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4.10 Mikroszkopos képalkotas

Vizsgalataimat Zeiss LSM 710 konfokalis pasztazo fluoreszcens mikroszkoppal,
Plan-Apochromat 40x (N.A. =1,4) olaj immerzioés objektivvel végeztem. A kiilonbozo
masodlagos jeloléseket, a fizios partner és a markerek fluoreszcens jelét szekvencialisan
vettem fel az 3. tablazatban feltlintetett gerjesztési és detektalasi paramétereknek
megfelelden. Mikroszkopos felvételeimet a ZEN 2012 szoftver segitségével készitettem. Az
MDCKII polarizéltatott sejtek 3D vizsgalatdhoz Z-stack optikai képsorozatot készitettem 1
um-es Iéptékkel és a szeletek kozotti 0,5-0,5 um-es atfedéssel. A sorozatfelvételeket végiil a

ZEN 2012 szoftver segitségével illesztettem egymasra.

3. tablazat: A mikroszkopos vizsgalatoknal hasznalt fluoreszcens jelolések. A
fluoroférok gerjesztési és detektalasi paraméteri.

masodlagos jelolés / fuzios marker / marker | serjeszté lézer | detektaldsitartomany
DAPI 405 nm 420 - 500 nm
Alexa Fluor 488 488 nm 500 - 540 nm
Alexa Fluor 594 543 nm 560 nm —
GFP-tag 488 nm 500 -540 nm
[ER-Tracker Red 543 nm 560 nm —

5D3 konjugalt Alexa Fluor 647 633 nm 640 nm —

4.11 Képanalizis és kolokalizacios mérés

A kolokalizaciés mérésekhez a ABCG2 varidnsokat (RUSH plazmid konstrukcio)
tranziensen kifejezé Hela sejtekr6l, minden mérési pontban 6-6 1atdmez6rdl készitettem
konfokalis felvételeket. Minden latdmez6 atlagosan 15-20 transzfektalt sejtet tartalmazott. A
konfokalis képeket ZEN 2012 szoftverrel elemeztem, mellyel a kolokalizacios koefficiens
(CC) szamitasa az alabbi képlettel tortént:

CcC = ZNG,kolokalizélt
ZNG,totél
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ahol az Ng, kolokatizalt @ kolokalizalt pixelek szamat jeloli (egyszerre zold és piros), valamint
Ng,woal a teljes pixelszam, amely a zold csatornaban detektalhatd. A kolokalizacios
koefficiens azért volt alkalmas a méréseim elemzéséhez, mert a Pearson’s és Manders
koefficiensekkel ellentétben ez az egyiitthatd nem veszi szamitadsba a pixelintenzitasokat,
csupan a pozitiv pixelek szamat. Ezzel tudtam kikiiszobolni a vad tipust és mutans ABCG2
variansok kozotti expresszios kiilonbségeket, mely a konfokalis felvételeken markans
intenzitasbeli kiilonbségként jelentkezett. A kolokalizacios koefficiens szamitasahoz az

automatikus Costes-threshold modszert alkalmaztam a hattér intenzitds meghatarozasanal.

4.12 Statisztika

A gPCR, Western blot és ATPaz méréseket harom fliggetlen parhuzamos kisérletben
végeztem. Az egyes mérések kozotti kiillonbségeket az atlag standard hibgjaval jellemeztem.
A kolokalizaciés elemzéseket szintén harom fliggetlen parhuzamos kisérletben végeztem,
melyeknél egy mérési paraméterben 6sszesen 100-120 sejtet vizsgaltam parhuzamosonként.
A kolokalizaciés mérések kozotti eltérések mértékét Osszevont standard szorassal (SD
pooled) hataroztam meg Excel szoftverben. A statisztikai analiziseket Statistica 6.4 ¢és
Microsoft Excel szoftverrel végeztem. Az egyes mintakhoz tartozé eredményeket paros t-
probaval hasonlitottam Gssze. Szignifikans kiilonbségeket allapitottam meg, ha: *p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001 volt.
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5. EREDMENYEK
5.1 M71V: egy uj ABCG?2 varidns in vitro jellemzése

Dr. Sarkadi Balazs és munkatarsai régota foglalkoznak kiilonb6z6 transzmembran
transzporterek expresszids vizsgalatival human vorosvértest mintadkon. Munkajuk soran
talaltak egy 0j természetes ABCG2 varianst, az M71V-t. Mivel eddig az ABCG2-M71V
mutaciot még nem irtak le, ezért kooperacioban a Sarkadi csoporttal szerettiik volna in vitro
koriilmények kozott kisérletesen is jellemezni azt. Vizsgalatainkhoz tobbféle vektor
konstrukciot is létrehoztunk: a cimke nélkiili formakhoz pcDNA3.1 és pIRES-GFP
plazmidokat hasznaltunk (mely utobbi tartalmaz egy IRES — internal ribosomal entry site,
belsé riboszoma belépési hely — szekvenciat az ABCG2 fehérje és a GFP kozott), a
fluoroférral cimkézett (tagelt) valtozathoz PEGFP vektorba klonoztuk az ABCG2
valtozatokat, valamint a funkcionalis ATPaz mérésekhez pAcUW-21-L vektorokat
alkalmaztunk. Az ABCG2 vad tipusu és M71V valtozatok mellett, egyes kisérleteinknél a
K86M ¢és Q141K variansokat is vizsgaltuk kontrollként, 6sszehasonlitas céljabol (a K86M
egy funkciondlisan inaktiv mutans, mig a Q141K valtozat miikodoképes, azonban jelentdsen

alacsonyabb fehérje expressziot eredményez).

5.1.1 ABCG2 fehérje expressziojanak vizsgalata emlds sejtekben

Az ABCG2 fehérje kifejezddését eldszor pIRES-ABCG2-GFP konstrukciokkal
transzfektalt HEK293 sejtekben vizsgaltam. A transzfekcidt kovetd két nap elteltével
fehérjemintakat preparaltam, majd Western blot technikat alkalmazva mértem a fehérje
expresszios szinteket. A vad tipusi ABCG2 megfelelden expresszalodott (a bloton a fehérje
72 kDa molekulatomegnél lathatd, mely a transzporter teljesen glikozilalt alakjanak felel meg
a cimke nélkiili valtozat esetén). Ezzel szemben az M71V varians kifejez6dése sokkal
alacsonyabb volt, a vad tipushoz képest mindossze 20-40%-0s expresszios szintet

tapasztaltam. A kontrollként hasznalt Q141K valtozat szintén csokkent expressziot mutatott
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a vad tipushoz képest. A kisérletekhez hasznalt plazmid IRES-t kovet6en tartalmazott egy
GFP-t koédolo szekvenciat, mely igy az ABCG2-t6l kiilon transzlalodik. A GFP fehérje
expressziojaban nem volt megfigyelhetd szamottevo eltérés a vad tipusu és mutaciot hordozé

ABCG?2 valtozatok kozott (11. abra).

A B
WT  M71V Q141K

ABCG2 N ~ 72kDa

aktin ---' 42 kDa

GFP | W R 25 kDa

1,4

'1,2 4

0,6 4

0,4 >

0,2 1

ABCG2 fehérje expresszio
(a vad tipusra normalizélva)

wT M71v Q141K

11. abra: ABCG2 variansok fehérje expresszios vizsgalata Western blot analizissel. (A)
Reprezentativ immunoblot az ABCG2 variansokat (WT: vad tipus, M71V, Q141K, pIRES-
GFP konstrukcioval) tranziensen kifejez6 HEK293 sejtekbdl. (B) Harom fiiggetlen
parhuzamos Western blot denzitometrias kiértékelése. Az eredmények a relativ expresszios
szinteket abrazoljak a vad tipushoz viszonyitva, az ABCG2 mennyiségeket az aktinra
normalizaltam (hibazaszlo: az atlag standard hibaja; t-proba: *p<0,05, viszonyitva a WT-
hez).

Ezt kovetéen megvizsgaltam a cimke nélkiili (pcDNA3.1) és EGFP cimkét
tartalmazo vektorokrol atiroddo ABCG2 fehérje expresszios szinteket is HEK293 és Hela
sejtekben (tranziensen kifejezve). Ezekben az eml6s sejtvonalakban is az M71V mutans
esetében szintén jelentdsen alacsonyabb fehérje expresszio volt megfigyelhetd a vad tipushoz

képest mindkét tipusu plazmid esetében (12. abra).
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12. abra: Kiilonb6zo tipusi ABCG2 Kkonstrukciok Western blot analizise emlés
sejtvonalkban. Fehérje expresszios vizsgalat az ABCG2 vad tipusa (WT) és M71V
variansokat tranziensen kifejez6 HEK293 (A) és HeLa (B) sejtpreparatumokbdl (pEGFP és
pcDNAS3.1 konstrukciokkal transzfektalva). (C) A blotok denzitometrias kiértékelése,
aktinra normalizalva. Az eredmények a relativ expresszios szinteket mutatjak, viszonyitva a
vad tipushoz képest.
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5.1.2 ABCG2 varidansok tranziens expressziojdnak ellenérzése QPCR-rel

Annak érdekében, hogy ellendrizzem, hogy az eltéré fehérje expresszids szinteket
esetleg a mutaciot hordoz6 valtozatokrol atirodé alacsonyabb mRNS szintje eredményezi-e,
a pIRES-ABCG2-GFP plazmidokkal transzfektalt HEK293 sejtekbdl RNS-t preparaltam
(két nappal a transzfekciot kovetden), majd kvantitativ qPCR segitségével vizsgaltam az
ABCG2 mRNS szinteket. A kapott eredményekbdl megallapithatd, hogy az ABCG2 vad
tipusu és SNP-t hordozé variansai mRNS expresszio tekintetében nem mutattak szignifikans
kiilonbséget (és semmiképpen sem alacsonyabb mRNS kifejezédést) a kisérletekhez hasznalt

PIRES vektorok esetében (13. dbra)

2,5

1,5

0,5

ABCG2 mRNS expresszié (a vad tipushoz viszonyitva)

WT M71V Q141K

13. abra: ABCG2 mRNS expresszio mérése. pIRES-ABCG2 konstrukcidkkal transzfektalt
HEK293 sejtekben 48 ora elteltével qPCR-el vizsgaltam az ABCG2 vad tipusu, M71V és
Q141K valtozatok mRNS szintjét. Az expresszios szintek egy belsd referencia génhez
(RPLPO, riboszomalis fehérje P0) és a vad tipusi ABCG2 szintjéhez normalizaltam (n=3;
hibazaszl6: az 4tlag standard hibaja).
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5.1.3 M71V varians lokalizaciojanak vizsgalata emlos sejtekben

Az ABCG2 transzporter sejten beliili elhelyezkedésének vizsgalatat konfokalis
mikroszkoppal végeztem. A Kkisérletekhez a fehérje valtozatokat (vad tipus és M71V)
tranziensen kifejez6 HEK293 sejteket hasznaltam (pcDNA3.1 plazmid konstrukciokkal),
melyeket a transzfekciot koveté masodik napon fixaltam és Bxp-21, egy ABCG2-specifikus
antitesttel immunfluoreszcens festést alkalmaztam. Az 14. dbra A paneljén lathato, hogy mig
a vad tipusu fehérje a sejtek plazmamembranjaban lokalizal, addig az M71V varians Kisebb
mértékll sejtfelszini elhelyezkedést mutat, ugyanakkor megfigyelheté a mutans fehérje

intracellularis felhalmozddasa is.

A kovetkez6kben kivancsi voltam, hogy az M71V esetében esetleg tapasztalhato-e
membran szegmens orientacid (ugyanis, mint ismert a vad tipusi ABCG2 polarizalt
sejtekben az apikalis membranban talalhat6). Ezekhez a mérésekhez MDCKII sejteket
polarizaltattam és transzfektaltam Snapswell-en (lasd Mddszerek), majd immunfluoreszcens
jelolést alkalmaztam, melyhez az ABCG2-t Bxp-21 antitesttel jeldltem, valamint a
bazolateralis membrant Na*/K*-ATPaz elleni specifikus antitesttel festettem. A mintakat
konfokalis mikroszkoppal vizsgaltam és Z-stack felvételeket készitettem. E mérés
eredményeként azt talaltam, hogy mind a vad tipusi ABCG2, mind az M71V varians
megfeleld, apikalis lokalizaciot mutat, habar a mutans valtozatnal az immunfluoreszcens jel

alacsonyabb intenzitassal volt megfigyelhet6 (14. abra B).
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14. abra: ABCG2-M71V varians lokalizaciojanak vizsgalata konfokalis mikroszkoppal.
(A) Az ABCG2 vad tipusu és M71V valtozat tranziensen kifejez6 HEK293 sejtekben.
Immunfestés soran az ABCG2-t Bxp-21 ellenanyaggal (piros), a sejtmagokat DAPI-val
jeloltem (kék). Méretarany: 20 um. (B) ABCG2 vad tipusti és M71V valtozat polarizaltatott
MDCKII sejtekben. Immunfestés soran az ABCG2-t Bxp-21 ellenanyaggal (z6ld), a
bazolateralis membrant pedig anti-Na*/K*-ATPaz-ra specifikus ellenanyaggal (piros)
jeloltem. A sarga nyilak az apikalis membranra mutatnak.

5.1.4 ABCG2 variansok funkciondlis vizsgdlata Sf9 membranpreparatumokon

Az ABCG2-M71V funkciondlis méréséhez kiilonboz6 ABCG2 variansokat
bakulovirus-Sf9  rovarsejt-rendszerben  expresszaltattam. Az Sf9  sejtekbdl
membranprepardtumot készitettem ¢és ezeken végeztem ATPaz aktivitds mérést a
transzporter miikodoképességeének tesztelésére. A mérésekhez azonos mennyiségiit ABCG2

fehérjét tartalmaz6 membran preparatumot hasznaltam, melyek ABCG?2 fehérje mennyiségét
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a kisérleteket megel6z6en Western bloton allitottam be és ellendriztem (15. abra A). Mivel
a human ABC fehérjéket az ST rovarsejtek ,,core”- glikozilalt forméaban expresszaljak, ezért
az ABCG2 a Western bloton 55 kDa magassagban figyelheté meg (159). A funkcionalis
kisérleteknél az alapaktivitas mellett ABCG2 szubsztrat (quercetin) altal indukalt ATPaz
aktivitast is vizsgaltam, melyek eredményeként megfigyelheté volt, hogy mind az M71V,
mind a Q141K valtozat jelentés ATPaz aktivitassal rendelkezik, bar ezen értékek valamivel
alacsonyabbak, mint a vad tipus esetében. A K86M (katalitikusan inaktiv mutans) esetében,
melyet negativ kontrollnak 6sszehasonlitasként alkalmaztam nem volt megfigyelheté6 ATPaz
aktivitas. Korabbi publikaciok alapjan ismert, hogy koleszterinnel t6ltott Sf9 membranok
szubsztrat-stimulalt ATPaz aktivitasa megné a vad tipusi ABCG?2 esetében (163), melyet az
M71V és a Q141K variansokat expresszalo koleszterinnel toltott membranok esetében is
sikeriilt kimutatnom quercetin stimulaldé szubsztrat jelenlétében. Specifikus ABCG2
inhibitor, Ko143 kezelés hatasara azonban az ATPaz aktivitas egyik minta esetében sem volt

megfigyelhet6 (15. abra B).
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15. abra: ABCG2 variansok ATPaz aktivitisanak vizsgalata bakulovirus-Sf9
rendszerben. (A) Az ATPaz méréshez hasznalt Sf9 membranpreparatumok azonos ABCG2
fehérje tartalma Western bloton ellendrizve. (B) Az ABCG2 variansok ATPaz aktivitasa
kezeletlen mintakon (alapaktivitas), aktivalo szubsztrat (10 uM quercetin), vagy specifikus
inhibitor (5 uM Ko143) jelenlétében, koleszterinnel toltétt (+chol), vagy a nélkiili
membranprepatarumokon (n=3; hibazaszl6: az atlag standard hibaja; t-proba: *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001). A statisztikai szamolas soran a bal oldali oszlopoknal (koleszterin
nélkiili mintak) a mutans variansokat hasonlitottam 6ssze a vad tipust mintakkal. mig a jobb
oldali oszlopoknal (+chol) a koleszterinnel kezelt mintakat hasonlitottam a variansnak
megfeleld kezeletlen mintakhoz.

5.1.5 Farmakologiai kismolekulak hatasa az ABCG2 variansokra

Végezetill az M71V mutansnal felmeriilt a kérdés, hogy esetlegesen valamilyen
farmakologiai  korrektorral lehet-e javitani a fehérje expresszidjanak ¢és helyes
lokalizaciojanak a mértékét. Ezért két anyag hatasat teszteltem: a 4-fenilbutiratét (4-PBA),
mely kémai chaperonként miikodik a nem megfeleléen feltekeredett fehérjék esetében és a
kolhicinét (Chn), melyet a koszvény kezelésében is széleskorlien alkalmaznak. A
kisérletekhez a pIRES-ABCG2-GFP konstrukciokkal transzfektalt HEK293 sejteket 24 6ran
at kezeltem 1 mM 4-PBA-val vagy 1 uM kolhicinnel. Majd ezt kovetéen Western bloton
vizsgaltam az ABCG2 fehérje mennyiségét és azt tapasztaltam, hogy a 4-PBA kezelés
szignifikdnsan emelte a mutacidt hordozo valtozatok fehérje expresszidjat, mig a kolhicin
kezelés esetében minden variansnal szignifikans emelkedés volt megfigyelhet6 a fehérje
termel6dés tekintetében (16. abra A és B). Hasonlo kezeléseket koveten fixalt mintakon
immunfestést végeztem, melyeket aztan konfokalis mikroszkoppal vizsgaltam. A kapott
eredményekbdl nem allapithaté meg egyértelmiien, hogy a 4-PBA és a kolhicin kezelések
jelentds mértékben befolyasoltak-e a plazmamembran lokalizaciot az ABCG2 variansok

esetében (16. abra C).

45



DOI:10.14753/SE.2021.2539

A PIRES-ABCG2-GFP B
WT M71V Q141K = 3 rary mut
>
4PBA - + - - + - - + % 55 | = 4-PBA
:gﬁ Chn
Chn --+--+--+§~E X
g2 *
ABcG2 EEEEER S -
23
835
actin = — —_—  — gj
23
o
GFP i il o w—

M71vV Q141K

4-PBA Chn

M71V

Q141K

16. abra: 4-PBA és kolhicin hatasanak vizsgalata az ABCG2 fehérje expresszidjara és
lokalizacidjara. (A) ABCG2 variansok fehérje expresszidjanak meghatarozasa Western blot
technikaval 24 oras 4-fenilbutirat (4-PBA, 1 mM), illetve kolhicin (Chn, 1 uM) kezelést
kovetéen HEK293 sejtekben. (B) A relativ fehérje expresszios szintek atlaga harom
fiiggetlen kisérletbdl a kezeletlen vad tipusu mintdra normalizélva (hibazaszl6: az atlag
standard hibaja; t-proba: *p<0,05, **p<0,01). (C) Az ABCG2 valtozatok lokalizacidjanak
vizsgalata a fentiekkel megegyez6 kezeléseket kovetden HEK293 sejtekben. Immunfestés
soran az ABCG2-t Bxp-21 ellenanyaggal (piros), a sejtmagot DAPI-val (kék) jeloltem.
Meéretarany: 20 pm.
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5.2 Az ABCG?2 trafficking-jének nyomaban

5.2.1 ARUSH-ABCG2 konstrukciok léetrehozasa és tesztelése

Az ABCG?2 transzporter sejten beliili Gtjat és kihelyezddését a plazmamembranba a
RUSH rendszerben vizsgaltam (lasd Modszerek) (162). Korabbrol ismert, hogy az ABCG2
N-terminalis végén megbizhatéan cimkézheté kiilonboz6 fluoreszcens tagekkel, annak
jelenléte nem befolyasolja a fehérje aktivitasat és lokalizaciojat, igy olyan konstrukciot
terveztem, ahol a SBP-EGFP az ABCG2 N-terminalis végén van. A transzporter ugy
helyezkedik el a kiilonféle membranokban (ER, vezikula, vagy plazmamembran), hogy N-
terminalis vége a citoplazmaba nyulik, ezért egy olyan horgony fehérjét kellett valasztanom,
ahol a Str domén szintén a citoplazma felé néz. Vizsgalataimhoz a fenti szempontok alapjan
li (invariant chain, invarians lanc) ER horgonyt tartalmazé plazmid-konstrukciokat hoztam
létre, melyben a riporter helyen ABCG2 valtozatok szerepeltek (vad tipus, M71V és Q141K)
(17. abra).

A

[pcmv { Str-ER horgony (li) | IRES | vs | sBP-EGFP-ABCG2

N
B ER- = ABCGZ2 Extracellularis
horgony Lo sztreptavidin térrész

Citoplazma Citoplazma

ER-lumen - N
C | GFP

17. abra: A RUSH-ABCG2 rendszer elemei. (A) RUSH konstrukcio felépitése: CMV
prométer (PCMV), ER horgony fehérje (szterptavidin-li), IRES (internal ribosomal entry
site, belsd riboszoma belépési hely), IVS (intervening sequence, mesterséges intron), SBP-
EGFP-ABCG?2 riporter. (B) Az ER horgony és az ABCG2 fehérje sematikus abraja.
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Annak érdekében, hogy teszteljem a RUSH konstrukcidoim megfelelé mukodését,
HeLa sejteket transzfektaltam a plazmidokkal, majd masnap konfokalis mikroszkdppal
vizsgaltam az ABCG?2 lokalizacidjat a hozza kapcsolt EGFP fluoreszcencia jele alapjan. Az
ABCG2 fehérje ER-bOl torténé felszabaditasahoz 100 uM biotint tartalmazo kezelést
alkalmaztam. Az ABCG?2 szubsztratjai kozé tartozik a H-vitamin (biotin) is, ezért elézetesen
tobb biotin koncentraciot is kiprobaltam (40, 60, 100 uM), melyeknél a fehérje ER-bol
torténd felszabadulas minden esetben sikeresen miikodott (az adatok nem keriilnek
bemutatasra), azonban végiil a RUSH szabadalom altal megadott maximalis 100 uM-0s
dozist alkalmaztam a kisérleteimben (164). A biotinnal nem kezelt mintdk esetében az
ABCG2 fehérje hatékony ER-ben torténd visszatartasa volt megfigyelhetd. Az ABCG2
variansok biotin hozzdadésa utan 1 ora elteltével tilnyomorészt perinukledrisan (feltehetden
a Golgi-komplexben) voltak lathatok. A vad tipus esetében 2 6ra elteltével megfigyelhetd
volt a sejtfelszini lokalizacio. Ezzel szemben az M71V és Q141K variansok nagyrész
intracellularisan voltak megtalalhatok 2 ora elteltével is, és csak kevés fehérje volt lathatd a
periférian. A mutaciot hordozé valtozatok a kordbbi eredményeknek megfelelden ebben a
rendszerben is alacsonyabb fluoreszcencia intenzitast mutattak, mely az alacsonyabb fehérje

expresszios szint kovetkezménye (18. 4bra).
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18. abra: A RUSH-ABCG2 rendszer tesztelése. RUSH-ABCG2 konstrukciokkal
transzfektalt HeLa sejtek konfokalis mikroszkdopos felvétele: biotin kezelés nélkiil, illetve 1
és 2 oras biotin kezelés utan. Az ABCG2 fehérje detektalasa a hozza kapcsolt EGFP
fluoreszcencia jele alapjan tortént (zo6ld). A mintdkat fixalast kovetden konfokalis
mikroszkoppal vizsgaltam. Méretarany: 20 pm.

Annak érdekében, hogy ellenérizzem a RUSH vektorokrol expresszalodo ABCG2
variansok mRNS szintjét, qPCR analizist végeztem, mellyel nem volt megfigyelhetd
szignifikans kiilonbség a vad tipusu és a mutans ABCG2 valtozatok kozott az mRNS

kifejezodésének tekintetében (19. abra).
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19. abra: RUSH-ABCG2 variansok mRNS expresszios szintje. HelLa sejtekben,
transzfekciot kovetden (24 ora) mértem a RUSH konstrukciokrol expresszalé ABCG2
variansok mRNS szintjét qPCR segitségével. Az expresszios szinteket egy belso referencia
génhez (RPLPO, riboszomalis fehérje P0) és a vad tipusit ABCG2 szintjéhez normalizaltam
(n=3; hibazaszlo: az atlag standard hibgja).

5.2.2 Az ABCG?2 fehérjék N-glikozilaciojanak és expresszidjanak vizsgalata a RUSH

rendszerben

A RUSH plazmidokrél kifejez6d6 ABCG2 fehérjék mennyiségét Western blot
technikaval hataroztam meg, mely a kisérletekhez transzfektalt HeLa sejtlizatumokat
hasznaltam. Az els6¢ mérésektdl kezdve megfigyelhetd volt a blotokon, hogy a biotinnal nem
kezelt mintak esetében kettd, mig biotinnal kezelt fehérjemintdk esetében harom markéns
savot jelenit meg a Bxp-21 antitest (specifikus ABCG2 ellenanyag). A harom fehérjesav
alaposabb vizsgélatahoz a mintdkat EndoH ¢s PNGaz F glikozidaz enzimekkel kezeltem,
hogy az ABCG2 N-glikozilalt formajanak megfelelé savot azonositsam. Az enzimes
emésztéshez hasznalt sejtlizatumokat, el6zetesen 4 oran at biotinnal kezelt, az ABCG2
variansokat tranziensen expresszaldo Hela sejtekbdl izolaltam (ugyanis az ily modon kezelt
mintdknal a vad tipusu €s mutans variansok esetében is megtalalhatd volt a harom kiilonalld

sav). Amint az 20. abran A paneljén lathatd, a PNGaz F enzimes kezelés hatasara a legfels6

50



DOI:10.14753/SE.2021.2539

(3.) sav eltlint, mig az EndoH-val emésztett mintdkndl mind a harom kiilonb6zo
molekulatdomegli sdv megmaradt. A biotinnal nem kezelt mintdknal a két also sav volt 1athato.
A denzitometrias kiértékelés soran a harom savot kiilon-kiilon értékeltem ki, majd a fels6
savot az 6sszfehérjéhez (a harom sav feketedésének osszegéhez) viszonyitottam (20. abra B).
A vad tipus esetében a biotin nélkiili (kezeletlen) mintakban a fels6 sav aranya 10-15% volt,
mig a biotinnal kezelt sejtekbdl szarmazo mintdknal ez az arany 40% volt. Az EndoH kezelés
hatasara nem volt megfigyelhetd valtozas (a felsd sav aranya valtozatlanul 40% kortili értéket
mutatott), azonban a PNGaz F enzimes emésztés hatasara a fels6 sav aranya ismét 10-15%
volt az 6sszfehérjéhez képest. Ezek alapjan az eredmények alapjan valészintisithetd, hogy a

harmadik (legfelsd) sav az ABCG2 fehérje érett, teljesen glikozilalt formaja.
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20. abra: RUSH-ABCG2 variansok N-glikozilaciéjanak tesztelése. Az ABCG2
valtozatokat expresszald Hela sejteket biotin nélkiili, vagy 4 6ras biotinos inkubaci6 utan
izolaltam és a 4 oras biotinos fehérjepreparatumokat EndoH (H) és PNGaz F (F) glikozidaz
enzimekkel kezeltem. (A) Reprezentativ Western blot. (B) Az ABCG2 fehérje glikozilalt
formdjanak ardnya az 0sszfehérjéhez képest (n=3; hibazaszlo: az atlag standard hibaja).
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Ezek utan feltételeztem, hogy az ABCG2 fehérje érését/glikozilaciojat, mely az ER-
ben kezdddik, majd a Golgi-ban fejezddik be a RUSH rendszer segitségével vizsgalni lehet.
A kisérletekhez biotinnal nem kezelt, valamint 1, 2 és 4 6raig biotinnal inkubalt mintakat
Western blottal analizaltam (21. abra A). A vad tipust ABCG2-nél a biotinnal kezelt
mintdknal a fehérje glikozilalt formalja (felsd sav) mar az 1 6ras biotin kezelés utan
hatarozottan megjelent, mig az M71V és Q141K variansok esetében az érett fehérjeforma a
hosszabb (2, 4 6ras) biotinnal valo inkubacio utan volt csak megfigyelheté (21. abra B).
Osszességében a RUSH plazmidokrol expresszaldo ABCG2 osszfehérje mennyisége az
M71V és a Q141K mutansok esetében szignifikansan alacsonyabb volt a vad tipushoz képest
(21. abra C). Tovabba azt is megfigyeltem, hogy a legalsd, 1. sav mennyisége idével
fokozatosan csokkent a biotinnal kezelt mintaknal, ez kiilondsen a vad tipus esetében volt

latvanyos (21. dbra D).
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21. abra: ABCG2 variansok fehérje érésének és expressziojanak analizise. (A) RUSH-
ABCG2 konstrukciokat kifejezé HeLLa mintakbodl szdrmaz6 reprezentativ Western blot, ahol
a sejteket eldzetesen biotin nélkiili, vagy 100 uM biotint tartalmaz6é médiummal kezeltem
meghatarozott ideig (1, 2 és 4 6ra). (B) Az ABCG2 fehérjék glikozilalt formajanak aranya az
Osszfehérjéhez képest, kiilonb6z6 ideig tartd biotin kezeléseket kovetden. (C) Az ABCG2
valtozatok Osszfehérje expresszioja kiilonbozo biotin kezelések soran. (D) A Western
blotokon detektalhatdé ABCG?2 savok (1. also, 2. kdzépso, 3. felsd sav) ardnyainak valtozasa
az ER-bdl torténd felszabadulast kovetden. A diagramok harom fiiggetlen kisérlet
denzitometrids kiértékelését mutatjdk (hibazaszl6: az atlag standard hibdja; t-proba:
*p<0,05).
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5.2.3 ABCG2 variansok sejten beliili utjanak vizsgalata

Az ABCG2 transzporter sejten belili utjanak monitorozasahoz kiilonb6zo
sejtkompartment markereket alkalmaztam. A RUSH-ABCG?2 konstrukciokkal transzfektalt
HelLa sejteket biotin nélkiil, illetve biotint tartalmazé médiummal kiilonb6zé ideig
inkubaltam (1, 2 és 4 o6ra), majd az adott festésnek megfelelé metodussal fixalas eldtt, vagy
fixalas utdn jeloltem a sejteket. A fehérje endoplazmatikus retikulumbol torténd
felszabadulasanak vizsgalatahoz ER-Tracker Red fluoreszcens festéket hasznaltam, mellyel
az €106 sejteket jeloltem (lasd Modszerek), majd fixalast kovetden konfokalis mikroszkoppal
értékeltem az ABCG2 variansok sejtszintli lokalizaciojat. Amint, az 22. abran is lathato a
biotin nélkiili mintak (vad tipus, M71V és Q141K) nagymértékii kolokalizaciot mutattak az
ER markerrel. Biotin hozzdadasa utan a vad tipusi ABCG2 esetében megfigyelhetd volt,
hogy a fehérje ER-Trackerrel valo kolokalizacoja fokozatosan csokken (22. abra A). Az
M71V és Q141K esetében nem volt tapasztalhatd a vad tipusnal észlelt latvanyos eltérés a
biotin nélkiili és a biotinnal kezelt mintak esetében, a mutaciot hordozd varidnsok biotin

kezelést kovetden is nagyrész intracellularisan voltak megfigyelhetdk (22. dbra B és C).
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22. abra: ABCG?2 sejten beliili itvonalanak vizsgalata ER marker mellett. A vad tipust
(A), az M71V (B) és a Q141K (C) ABCG2 variansokat tranziensen kifejezé (RUSH plazmid
konstrukcio) HelL a sejteket biotin nélkiili, illetve biotint tartalmazé médiummal kezeltem (1,
2 és 4 ora). Az endoplazmatikus retikulumot ER-Tracker Red markerrel jeldltem (piros), az
ABCG?2 fehérje detektalasa a hozza kapcsolt EGFP fluoreszcencia jele alapjan tortént (zo1d).
A mintakat fixalast kovetden konfokalis mikroszkdppal vizsgaltam. Méretarany: 10 pm.

biotin nélkiil

16ra

2 6ra

4 6ra
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A fehérje Golgi-komplexhez valo elérésének ¢és azon torténd athaladasanak
vizsgalatdhoz az ABCG2 variansokat tranziensen expresszaldé HelLa sejteket 100 uM
biotinnal kezeltem, majd adott id6pontban (1, 2 és 4 6ra) fixaltam a mintakat és immunfestést
végeztem. A mintak jeloléséhez specifikus Golgi markerként Giantin elleni ellenanyagot
hasznaltam, majd konfokalis mikroszkdppal vizsgaltam a kettds jelolést mutatd sejteket. A
biotinnal nem kezelt mintdknal az ABCG2 EGFP jele és a Golgi marker kdzott nem volt
megfigyelhetd atfedés, azonban biotin hozzaadésa utan 1 ora elteltével a vad tipust ABCG2
és az anti-Giantin ellenanyag kolokalizaciot mutatott. A hosszabb ideig kezelt mintak
esetében (2 és 4 ora) kolokalizacio a két jel kozott mar kisebb aranyban volt tapasztalhato,
mely arra utal, hogy a transzporter trafficking-je soran athaladt a Golgi kompartmenten (23.
abra A). Az M71V ¢és Q141K esetében a nagyfoku intracellularis stagnalas miatt ilyen
dinamikus valtozas a Golgi markerrel végzett vizsgalatoknal sem volt megfigyelhetd (23.
abra B ¢és C). Az alacsonyan expresszaldo és nem megfeleléen elhelyezkedd fehérjék

mozgasanak ilyen mértéki valtozasai csupan szoftveres analizist kovetden elemezheto.
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23. abra: ABCG2 sejten beliili utvonalanak vizsgalata Golgi marker mellett. A vad
tipust (A), az M71V (B) és a Q141K (C) ABCG2 variansokat tranziensen kifejezé (RUSH
plazmid konstrukcid) HelLa sejtek konfokalis mikroszkopos felvételei biotin nélkiil, illetve
biotinnal torténd kezelés utan (1, 2 és 4 dra). A fixalt mintakon immunfestés soran Giantin
elleni antitesttel jeloltem a Golgi-komplexet (piros). Az ABCG2 fehérje detektalasa a hozza
kapcsolt EGFP fluoreszcencia jele alapjan tortént (z61d). Méretarany: 10 um.
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ABCG2 fehérjék plazmamembranba vald kihelyezddésének vizsgalatdhoz elsé
megkdzelitésben valamilyen plazmamembran markert kivantam alkalmazni. Ehhez tobb
lehetséges jelolést is teszteltem: WGA (wheat germ agglutinin, bizacsira-agglutinin; ez a
lektin tipust fehérje glilkokonjugatumok, pl.: N-acetil-gliikozamin, vagy N-acetil-
neuraminsav kimutatasara alkalmas, igy széles korben alkalmazzak sejtmembranok
jelolésére) immunfestésével, valamint fluoroforral cimkézett GPI (glycophosphatidylinositol
anchor, glikofoszfatidil-inozitol horgony; a plazmamembran extracellularis oldalan talalhato
fehérje) tranziens expresszaltatasaval. Azonban ezek a markerek nem voltak alkalmasak
kizardlagosan a sejtfelszin membranjanak a jelolésére, mivel a WGA a sejten beliil mas
membran tipusokban is megtalalhat6, valamint a de novo szintetizalddé GPI intracellularisan
is jelentés mennyiségben megfigyelheté volt (az adatok nem keriilnek bemutatasra). Ezt
kovetden, olyan technik4dt kerestem, ami alkalmas lehet az ABCG2 fehérje
plazmamembranban valé megjelenésének specifikus detektdlasara. Aramléasi citometrias
vizsgalatokban régéta rutinszeriien alkalmazzak az 5D3 antitestet az ABCG2 sejtfelszini
jelolésére (165). Az ellenanyag a fehérjét konformaciospecifikus allapotban (melyet Ko143
inhibitorral érnek el) egy extracellularis loop-jan ismeri fel és a mintak permeabilizalasa
nélkiil a sejtfelszinen 1évé ABCG2 mennyiségi kimutatidsara szolgal (166,167). A sajat
kisérleteimhez ezt a technikat igyekeztem atiiltetni ¢s tovabbfejleszteni, hogy a
mikroszkopos analizisemhez is alkalmazhato legyen a RUSH rendszerben. A mérésekhez
Alexa Fluor 647 fluoreszcens festékkel konjugalt SD3 antitestet hasznaltam, melyet a kezel
médiummal (biotin nélkiil, vagy biotinnal, + Ko0143) adtam a sejtekhez, majd a
meghatarozott inkubacios idéket kovetden mostam €s enyhén fixdltam a mintdkat és
konfokalis mikroszkoppal felvételeket készitettem. Ezzel a mddszerrel sikeriilt jelolni az
ABCG?2 fehérjék azon részét, amely az ER-bdl felszabadulva kijutott a plazmamembranba.
Az 24. dbra reprezentativ felvételein lathatd, hogy a biotinnal nem kezelt mintaknal nem
figyelhetd meg 5D3 jelolodés, mig a vad tipusi ABCG2 esetében a fehérje mar a biotin
hozzaadésat kovetden 1 oraval fokozatosan megtalalhat6 a sejtfelszinen. AzM71V és Q141K
valtozatok esetében a specifikus antitest bekdtddése a biotin hozzéadast kovetden csak 2 és
4 6ra utan volt megfigyelhetd, valamint a mutans variansoknal alacsonyabb intenzitasu 5D3
festodést tapasztaltam (24. abra B és C).
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24. abra: ABCG2 plazmamembranba valé kihelyezédésnek vizsgalata SD3 antitesttel.
A vad tipusu (A), az M71V (B) ¢és a Q141K (C) ABCG2 (z6ld) variansokat tranziensen
kifejez6 (RUSH plazmid konstrukcio) HeLa sejtek konfokalis mikroszkopos felvételei biotin
nélkiil, illetve biotinnal torténd kezelés utan (1, 2 €s 4 6ra). A sejtfelszinre kijutott ABCG2
fehérjét az inkubalo médiumokhoz adott Alexa Fluor 647 fluoroférral konjugalt 5D3
antitesttel jeldltem (piros). A mintakat alapos mosast és enyhe fixalast kovetéen konfokalis
mikroszkdppal vizsgaltam. Méretarany: 10 um.
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5.2.4 ABCG?2 variansok kolokalizacios analizise

Az ABCG2 transzmembran fehérje kiilonbozd kompartmentekben vald
elhelyezkedésének kvantitativ elemzéséhez Manders altal kifejlesztett kolokalizacios
koefficienst alkalmaztam (1asd Modszerek), mely megadja a két csatornaban (z6ld - ABCG2
és piros - marker) kolokalizal6 pixelek aranyat a zold csatornaban mért teljes pixelszamhoz
képest. A kolokalizacios mérésekben az ER- és Golgi markerrel, valamint az 5D3 antitesttel
jelolt mintak konfokalis mikroszkopos képeit vizsgaltam (6-6 latotér / RUSH konstrukcio /

4-7 idépontban) harom fliggetlen parhuzamos kisérletben.

Az ER ¢és a Golgi markerrel valo méréseket a biotin hozzaadasat kovetd elsé két
oraban végeztem 20 perces felbontasban, ugyanis a korabbi mérésekbol feltételezhetd volt,
hogy ennyi id6 alatt a fehérje eléri és tuljut a Golgi komplexen. Az igy kapott eredményekbdl
lathatd, hogy a vad tipusit ABCG2 fehérje kolokalizacioja az ER-markerrel gyorsan csokkent
a biotin hozzaadasat kdvetden, mig az M71V és Q141K varidnsok szintén felszabadultak az
ER-b6l, azonban bizonyos hanyaduk (koriilbeliil 40%) 2 ora elteltével is ER lokalizaciot
mutatott (25. abra A). A Golgi markerrel torténé kolokalizaciés mérés eredményeibdl az
lathat6, hogy mind a vad tipusti, mind a polimorf varians ABCG2 fehérjék az ER-b6I torténd
felszabadulas utan 20-60 perc elteltével elérik a Golgi-komplexet, majd ezt kdvetden a

Golgival val6 kolokalizacio csokken (25. abra B).

Az ABCG2 plazmamembranba valé megérkezésének vizsgalatahoz az 5D3 antitesttel
jelolt mintak mikroszkopos felvételeit elemeztem. A kapott eredményekbdl megallapithato,
hogy a vad tipust ABCG2 egy része (24 %) mar 1 ora elteltével eléri a sejtfelszit, majd 2 és
4 ¢6ra elteltével a plazmamembran lokalizaciot mutatd fehérje arany folyamatosan né (519%,
illetve 62%). Ellentétben az M71V és Q141K variansokkal, melyek esetében a fehérjének 13
¢s 20%-a mutatott kolokalizaciot az 5D3 antitesttel 4 6ras biotinnal val6 inkubalast kovetden

(25. abra C).
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25. abra: Az ABCG2 valtozatok kolokalizacidjanak elemzése Kiilonb6z6 szubcellularis
markerekés 5D3 antitest mellett. A korabban leirt konfokalis mikroszkopos felvételekbol
kolokalizacios koefficienst hataroztam meg, ahol az ABCG2 fehérjék aranyat vizsgaltam
kiilonb6z6 idépontokban, kiilonféle sejtkompartmentumokban: (A) endoplazmatikus
retikulum, (B) Golgi, (C) plazmamembran/sejtfelszin (5D3 jel616dés). Az adatok harom
fliggetlen kisérlet atlagat abrazoljak, melyhez mérésenként az egyes kisérleti pontokban 100-
120 sejtet analizaltam parhuzamosonként (n=3; hibazasz16: sszevont standard szoras).
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5.2.5 Trafficking-et befolyasolé anyagok hatisa az ABCG2 fehérjék érésére és
lokalizaciojara a RUSH rendszerben

A korabbi ABCG2-M71V varianssal kapott eredmények alapjan kivancsi voltam,
hogy kiilonb6z6 anyagok, melyek befolyasolhatjak a proteinek feltekeredését és sejten beliili
utvonalait, milyen hatast gyakorolnak az ABCG2 vad tipusara és mutans valtozataira a
RUSH rendszerben. A vizsgalatokhoz 1 mM 4-PBA, 2 uM MG132 és 10 nM Bafilomycin
Al (BAF) kezeléseket hasznaltam, mely utobbi ketté kiilonb6z6 fehérje degradacios
utvonalak gétloszere. Az MG132 egy proteaszoma inhibitor, mig a BAF a lizoszémalis
lebontast gatlolja. Az anyagokkal torténd kezelési idok beallitdsdhoz tobb stratégiat is
teszteltem. A hasonlo, in vitro kisérleteknél altalaban hasznalt kezelési stratégia, mely soran
a transzfekciot kovetd 24 ora elteltével ujabb 20-24 oran at inkubaljak adott anyaggal a
sejteket a RUSH rendszer esetében nem volt kdvetkezetesen megoldhatd. Két nap elteltével
ugyanis olyan mértéki lesz a fehérje expresszio (kiilondsen a vad tipusi ABCG2 esetében),
hogy a transzmembran fehérje ER-ben vald visszatartds mar nem garantalhaté. Igy a sajat
kisérleteimben a HeLa sejteket kozvetleniil a transzfektalast kovetden egy éjszakan at (20-
24 6ra) inkubaltam a kiilonboz6 vegytiletekkel, majd biotin hozzaadasaval (4 6ras inkubacio)

szabaditottam fel az ABCG2 variansokat az ER-bdl (lasd Modszerek).

A fent emlitett kezelések a RUSH rendszerben kifejez0d6 ABCG2 fehérjék
expresszidjara és érésére gyakorolt hatasat Western blot technikaval mértem (26. abra A). A
kapott eredményekbdl megallapithatd, hogy a 4-PBA és a BAF nem befolyasolta jelentds
mértékben egyik ABCG2 valtozat (vad tipus, M71V és Q141K) osszfehérje szintjét sem.
Ugyanakkor, az MG132 kezelés hatasara az M71V polimorf varians protein expresszios
szintje szignifikansan megemelkedett a kezeletlen mintahoz képest biotin jelenlétében. A vad
tipusat ABCG2-re az MG132-nek nem volt megfigyelheté hasonlo, szamottevd hatasa (26.
abra B). Az érett, glikozilalt ABCG2 forma vizsgéalatdhoz, ismét a harmadik (felsé sav)
aranyat értékeltem az Osszfehérjéhez képest. Az 26. abra C paneljén szerepld elemzésbol

megallapithatd, hogy a 4-PBA és a BAF kezeléseknek nem volt hatdsa a fehérjék
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glikozilezettségére, azonban az MG132 kezelés hatasara a fehérjék érett alakja csokkent

mindharom ABCG2 varians esetében.
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26. abra: Az ABCG2 fehérjék vizsgalata farmakologiai kezelések hatasara a RUSH
rendszerben. (A) A vad tipust, M71V és Q141K ABCG2 variansok Western blot analizise
1 mM 4-PBA, 2 uM MG132 vagy 10 nM Bafilomycin A1 (BAF) kezelés utan, biotin nélkiili
vagy 4 oran at biotinnal inkubalt HeLa mintakbdl. (B) Az ABCG2 valtozatok Osszfehérje
expresszidjanak kvantitativ kiértékelése a kiillonboz6 kezelések mellett. Az ABCG2 fehérje
mennyiségeket a vad tipusu kezeletlen mintakhoz (balra), valamint a mutans valtozatok
kezeletlen mintaihoz hasonlitottam (jobbra). (C) Az ABCG2 fehérjék glikozilalt formajanak
aranya az Osszfehérjéhez képest 4-PBA, MG132 vagy BAF kezelések hatasara 4 oras
biotinnal tortén inkubacidt kovetéen. A diagramok harom fiiggetlen kisérlet denzitometrids
kiértékelését mutatjak (hibazaszlo: az atlag standard hibaja; t-proba: *p<0,05).

A kiilonboz6 kezelések hatasat az ABCG2 sejten belilli lokalizaciojara és
plazmamembranba valé kihelyezddésére konfokalis mikroszkoppal vizsgaltam. Az ABCG2
variansokat tranziensen expresszaldé Hela sejteket a fentiekkel megegyezd kezeléseket
kovetden biotin nélkiili vagy biotint tartalmazé médiummal 4 6ran at inkubaltam, majd
fixaltam és az ABCG2 fehérjét a hozza kapcsolt EGFP cimke jele alapjan detektaltam. A 4-
PBA ¢és BAF kezelések soran nem tapasztaltam eltérést az ABCG2 variansok sejten beliili
elhelyezkedésében a kezeletlen sejtekhez viszonyitva. Az MG132 hatasara azonban ugy tiint,
hogy az ABCG2 minden esetben intracellularisan maradt és biotinos kezelést kovetden sem

volt megtalalhatd a plazmamembranban még a vad tipus esetében sem (27. abra).
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27. abra: Az ABCG2 lokalizaciojanak vizsgalata farmakolégiai kezelések hatasara a
RUSH rendszerben. ABCG?2 valtozatok expresszalé Hela sejtek reprezentativ konfokalis
mikroszkopos képei 1 mM 4-PBA, 2 uM MG132 vagy 10 nM Bafilomycin Al (BAF)
kezelést kdvetden biotin nélkiil vagy biotinnal torténd 4 o6ras inkubalas utan. Az ABCG2
fehérjek detektalasa a hozza kapcsolt EGFP fluoreszcencia jele alapjan tortént (zold). A
mintékat fixalas utan konfokalis mikroszkoppal vizsgaltam. Méretarany: 10 pm.
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6. MEGBESZELLES

6.1 Az ABCG2-M71V varians jellemzése

A fenotipusosan is nagy jelentdséggel biré 0j mutaciok esetében, melyekhez
patologias korképek is tarsulhatnak érdemes megvizsgalni a mutacid okozta elvaltozas
molekuléris hatterét. Az ABCG2 SNP-i befolyasolhatjak a fehérje expressziojat, transzport
funkcidjat és szubsztrat specificitasat, vagy akar a sejten beliilli kozlekedését is. A
kozelmultban kdszvényes betegek mintdiban talaltak egy uj ABCG2 valtozatot, az M71V-t
(rs148475733), mely a transzporter szignifikansan alacsonyabb expresszidjat okozta a
vorosvértestek membranjdban. Annak érdekében, hogy feltirjam az M71V pontmutacio
hozzéjarulasat az alacsonyabb fehérje és sejtfelszini expressziohoz in vitro vizsgalatokat

végeztem.

Kisérleteimhez olyan emlds sejtvonalakat hasznaltam, melyekben az endogén
ABCG2 expresszidja extrémen alacsony, igy a kisérleteimhez HEK293, HeLa és MDCKII
sejteket hasznaltam. A mérésekhez EGFP cimkézett, és cimke nélkiili fehérjét kodolo
(pcDNA3.1 és pIRES-GFP) vektort-konstrukciokat hasznaltam, melyek az ABCG2 vad
tipust, M71V, K86M ¢és Q141K valtozatait tartalmaztak. Azért hasznaltam fluoreszcens
fehérjével kapcsolt és cimke nélkiili konstrukcidkat is, mert korabbi tapasztalatok alapjan
megfigyelheté volt, hogy a GFP tagelt vad tipusu valtozat bizonyos esetekben magasabb
expressziot mutat a cimke nélkiili konstrukciokhoz képest. Errdél a jelenségrdl azt
feltételezziik, hogy a GFP feltekeredése segitheti az utdna 1év6, hozza kapcsolt ABCG2
feltekeredést is. A pIRES-GFP vektorral is ezt az eshetséget igyekeztem kikiiszobdlni,
melynél a vizsgalni kivant fehérje és a fluoreszcens protein kiilon transzlalodik a kézottiik
1év6 riboszoma belépési helynek koszonhetden. Mindemellett a citoszolba szintetizalddo

GFP jel alapjan informéaciot kapunk a transzfekcio hatékonysagarol.

A fehérje expresszids mérések alapjan, az ABCG2-M71V valtozat, hasonléan a
Q141K-hoz, jelentésen alacsonyabb (~25%) kifejezodést mutatott a vad tipushoz képest
HEK?293 sejtekben, mig a pIRES-es plazmidokrol ugyancsak szintetizalodé GFP szintje
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mindharom ABCG?2 varians esetében kozel azonos volt. Ezek az adatok 6sszhangban allnak
az eritrocitdkon mért expresszios vizsgalatokkal, bar ezekben az esetekben az M71V valtozat
csak az egyik allélon (heterozigota formaban) volt jelen a vad tipusu allél mellett. Mivel az
ABCG?2 esetében a funkcionalis dimer forma mar az ER-ben 1étrejon ezért feltételezheto,
hogy a M71V/M71V, vagy a wt/M71V dimer valtozatok is mar olyan konformacio valtozast
okoznak, mely a fehérje id6 el6tti lebontasahoz vezethet. Az EGFP tagelt és cimke nélkiili
valtozatoknal az M71V esetében szintén markansan alacsonyabb fehérje expresszio volt
lathato a vad tipushoz viszonyitva mind HEK293, mind HelLa sejtekben. A GFP tag pozitivan
nem befolyasolta a mutans fehérje expressziojat, tovabba a fluoreszcens fehérjével kapcsolt
polimorf véltozat HeLa sejtekben a transzfekciot kovetden nem volt kimutathatd. A Western
blotok analizise soran az M71V valtozat a vad tipusi ABCG2-vel azonos molekulasuly
magassagaban volt megfigyelhet6, mely igazolja, hogy a mutans fehérje is képes megfelelén
glikozilalodni. Ugyanis korabban az ABCG2 glikozilacios helyét érintd N596Q mutacio
esetén mar kimutattak, hogy a nem glikozilalt fehérje forma esetében egy kortiilbeliil 10 kDa
nagysagu molekulatomeg csokkenés figyelheté meg a Western bloton (59,168). Mas ABCG2
variansok esetében (F208S, S441N) leirtdk, hogy ezek a mutaciok habar tavolabb
helyezkednek el a glikozilacios helytdl, mégis a fehérje hibas feltekeredése révén valamilyen
teljesen glikozilalt és éretlen forma mellett, a részlegesen glikozilalt (core-glikozilalt) fehérje

is megjelenhet (125).

Az M71V csupan egy misszensz mutacio, mely az RNS érését és stabilitasat elvileg
nem befolyasolja, azért qPCR-rel ellendriztem a pIRES-es plazmid konstrukciokrol atirodo
MRNS szinteket. Az eredmények alapjan nem volt megfigyelhet6 mRNS szintbeli kiilonbség
a vad tipust és a mutaciot hordozo valtozatok kozott, mely arra utal, hogy a 211A>G csere a
transzkripciot nem befolyasolja. Ezek a megfigyelések azonban az in vivo koriilményekre
mar nem vetithetéek Ki teljes bizonyossaggal, hiszen az in vitro kisérletekben tobbnyire a
CDNS-re koncentralunk, mely nem tartalmaz intronokat €s egyéb szabalyozé régiokat. A
Q141K varians esetében korabban mar leirtak, hogy az ABCG2 gén 3’UTR (untranslated

reigon, nem transzlalodo régid) mMikroRNS-ekkel torténé szabalyozasa révén képes
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befolyasolni a transzkriptum stabilitasat és ez altal a mutans fehérje mennyiségét is, azonban

az M71V esetében erre vonatkoz6 in vivo eredmény még nem ismert (169).

A vad tipusi ABCG2 transzmembran fehérjérél ismert, hogy a sejtek
plazmamembranjaban, hatarfeliileteket alkotd polarizalt sejtek esetében pedig a membran
apikalis felszinén helyezkedik el. Az altalam végzett mikroszkopos kisérletekbol
megallapithatd, hogy az M71V véltozat, bar valamilyen mértékben kijut a plazmamembranba
HEK?293 sejtekben, azonban a fehérje egy jelentds része intracellularisan marad, hasonloan
a Q141K-hoz (127,128,138,140,146,170). Azonban, a polarizaltatott MDCKII sejteken
végzett 3D konfokalis elemzés alapjan az M71V is a vad tipushoz hasonléan az apikalis
membran szegmensben helyezkedik el, bar expresszioja alacsonyabb a vad tipushoz képest.
Szamos olyan ABCG2 SNP-t ismeriink, melyek egyaltalan nem, vagy csak kis aranyban
taldlhatdbak meg a plazmamembranban. A Q141K, R147W, R236X, F373C ¢és R383C
ABCG?2 valtozatoknal is hasonld, jelent6s mértékben intracellularis lokalizaciot tapasztaltak.
Ezek a mutaciok az NBD-ben, vagy az un. konnektor-hélix kornyékén helyezkednek el (mely
fontos szerepet jatszik az NBD-k és a TMD-k 6sszekapcsoldsdban és a domének kozotti
kommunikécioban), valamint az R236X esetében a korai STOP kodon révén trunkalt fehérje
képzodik (141,171,172). A leggyakrabban vizsgalt Q141K esetében leirtak, hogy a nem
megfelelden feltekeredett fehérje ubiquitinalodik és a proteaszomaban lebontasra keriil
(128), masok azt talaltak, hogy a hibas fehérje az aggreszomaban is felhalmozodhat, majd
onnan az autofagoszoémaba keriilve degradalodik (127). Az R147W-nél az arginin>triptofan
csere miatt az E199-el alkotott stabilizald elektrosztatikus kolcsonhatas megsziinik, amely
megbontja a fehérje stabil szerkezetét (172). Az R236X a korai stop-kodon révén id6 el6tt
kovetkeztében, a konyok-hélixben egy stabilizald so-hid hidnya miatt a fehérje instabilla
valik (174). Az ABCG5/G8 homologia modell alapjan az M71V az ABCG2 nukleotid-kotd
doménjében helyezkedik el, kozel a transzporter ATP-k6t6 helyéhez (155). Feltételezéseink
szerint ez a mutacio szintén olyan szerkezeti valtozasokat okozhat, melyek instabilla tehetik

a fehérjét és annak id6é el6tti lebomlasa vezethet az alacsony expresszidjahoz és nem
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megfeleld lokalizaciojahoz. Az ilyen, a sejtben részlegesen megakadt, esetlegesen

degradacios ttvonalra iranyitott fehérjéket un. trafficking mutansnak is nevezhetjiik.

Az ABC transzporterek funkcionalis vizsgalatanak egyik modszere az ATPaz -mérés,
mellyel a transzport aktivitasra az ATP bontas mértékébodl kovetkeztetiink. Az ABCG2-
M71V valtozattal végzett ATPaz aktivitds vizsgalatokbol tgy tiinik, hogy a mutans
transzporter bar valamivel alacsonyabb ATP-hasitd képességgel rendelkezik (hasonléan a
Q141K-hoz), mint a vad tipusi ABCG2, azonban a K86M inaktiv varianshoz képest mégis
jelentds aktivitas mutat. Ezt a koriilbeliil 50%-0s ATPaz aktivitast specifikus ABCG2
inhibitorral, Kol43-al az inaktiv mutans szintjére sikeriilt csokkenteni. Az ABCG2-r6l
ismert, hogy a membranban vald elhelyezkedés és aktivitasa szempontjabol fontos a
lipidkornyezet és a fehérje elényben részesiti a koleszterinben gazdag lipid-tutajokat
(163,175-177). Mivel az Sf9-rovarsejt membranoknak joval alacsonyabb a koleszterin
tartalma mint az emlés sejteké (178), ezért a méréseket koleszterinnel toltott
membranpreparatumokon is elvégeztem, mellyel az alapaktivitasban, a korabban a vad tipusu
ABCG2 esetében megfigyeltekhez hasonléan nem tapasztaltam kiilonbséget a koleszterinnel
nem dusitott mintdkhoz képest. Azonban stimulaldé ABCG2 szubsztrat, quercetin
jelenlétében az ABCG2-M71V ATPaz aktivitasa jelentds emelkedést mutatott, melyet a
membranok koleszterin tdltése tovabb fokozott. Mindezek alapjan arra kdvetkeztethetiink,
hogy az M71V mutacio, habar kozel helyezkedik el az ATP-koté helyhez, a transzporter

funkciojat teljes mértékben nem karositja.

Azoknal a trafficking mutansoknal, amelyek funkcionalisan aktiv transzporterek,
azonban a fehérje valamilyen oknal fogva nem tud megfelel6 mennyiségben Kijutni arra a
helyre, ahol feladatat el kellene latni, megoldast jelenthet olyan farmakologiai agensek
alkalmazasa, melyek segitik a proteinek megfelelé feltekeredését és mérsékelik azok
lebontéasat. Egy ilyen tipust ABCG2 véltozat a Q141K, ami a kdszvényes betegekben
gyakran eldéfordul, és amelyrdl szamos adat all mar a rendelkezésre a hibas fehérje expressziod
helyreéllitdsanak vonatkozasdban. Gyakran haszndlnak kémiai chaperonokat és hiszton-
deacetilaz inhibitorokat (HDACI, histone deacetylase inhibitor), melyek segithetik a fehérje
megfeleld konformacioba torténd hajtogatasat (127,138). Ide tartozik a 4-fenilbutirat (4-
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PBA), amelyrél kimutattak, hogy a Hsp70 és Hsp90 hdsokk fehérjék expresszidjat is
fokozza, mely chaperonok aztan a nem megfelelden feltekeredett (misfold) fehérjékhez
kapcsolddva eldsegitik azok stabilizalasat (179). Egy masik, a Q141K esetében alkalmazott
kismolekula a kolhicin, melyr6l leirtak, hogy gatolja a fehérje aggreszomaban torténd
felhalmozddasat, valamint a plazmamembranbdl torténd beszedddés gatlasaval elésegiti a

transzporter sejtfelszini expresszidjat (127).

Ezek alapjan az M71V valtozatra ennek a két anyagnak a hatasat igyekeztem
tesztelni. A fehérje expresszids, Western blotos vizsgalatokban megfigyelhetd, hogy mind a
4-PBA, mind a kolhicin kezelés hatdsara szignifikansan megemelkedik az M71V tipusu
fehérje szintje, ugyanakkor ugyanez a novekedés a vad tipusnal is hasonldé mértéki volt.
Tovabba a pIRES-es vektorrdl expresszald szolubilis GFP esetében is expresszios novekedés
volt megfigyelhetd a kezelt mintak esetében. Mindez arra utalhat, hogy a kezelések nem
specifikusan a mutans fehérjéket segitik, hanem altalanosan a fehérje expressziot fokozzak.
A kezelések hatdsait az ABCG2 fehérje lokalizaciojanak tekintetében is vizsgaltam. A
mikroszképos felvételek alapjan azt tapasztaltam, hogy a 4-PBA kezelés a fehérjék
intracellularis szintjének emelkedésében mutat enyhe hatast, amely szintén az expresszid
fokozasara utal. A kolhicin kezelésnél, a sejtek morfologiai megvaltozasa miatt (a sejtek
kerekebbek és kevésbé letapadtak lettek, ami a sejtpusztulas egyik kezdeti jele lehet) az
ABCQG2 fehérje plazmamembranba valo kisegitésének mértékét jelen esetben nem lehet
egyértelmiien megallapitani. Ez annak tulajdonithatd, hogy a kolhicin mikrotubulus
gatloszerként miikodik, mellyel a sejtben 1évd trafficking nagy része gatolt, igy a

felhalmozodott rakoméanyok apoptédzist indukalhatnak.
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6.2 ABCG2 trafficking vizsgalatok

Fehérjék lokalizacidjanak vizsgdlatara evidensnek tlinhet az ellenanyag alapu
immunfestés, amely azonban csak a jel6lt elemek egyensulyi allapotarol (steady state) képes
informaciot nyujtani fixalt sejteken, ezaltal nem alkalmas dinamikus mérésekre. Szerencsére,
a proteinek sejten beliili mozgasanak és utvonalanak vizsgalatdra manapsag mar szamos
modszer a rendelkezésiinkre all. Ide sorolhatd példaul a fluoreszcens fehérjékkel, vagy
fotokonvertalhatd cimkével vald kovalens jelolés, vagy a sejtek egyes részeinek
fotoelhalvanyitasa (photobleaching) (180-182). Ezeket a technikakat gyakran ugy
alkalmazzédk, hogy a sejteket eldszor alacsony hémérsékleten novesztik, mely hatdsara a
sejten beliili fehérje mozgas (trafficking) meglehetdsen lelassul, vagy teljesen megakad, majd
a homérséklet megemelésével inditjak utjara a vizsgalni kivant fehérjéket (183-185). Ahhoz,
hogy a fehérjék visszamaradjanak az ER-ben 15 °C-ot, a Golgiban val6 megakasztashoz
pedig 20 °C-ot szoktak alkalmazni, azonban ezek az alacsony hémérsékletek egyidejiileg az
Osszes bioszintetikus utvonalat is blokkoljak az emlds sejtekben. Egy masik klasszikus
modszer soran a riporter fehérjéhez egy héérzékeny virus-glikoproteint (VSVGtsO45)
kapcsolnak, amely 39,5 °C-on az ER-ben reked, majd a homérsékletet 32 °C-ra vald
csokkentésével felszabadul az endoplazmatikus retikulumbol (186-189). Ugyanakkor ezek
az inkubacids koriilmények sem teljesen fiziologidsak az emlds sejtek szamara. Alternativ
megoldast jelenthet a vizsgalni kivant fehérje CAD (conditional aggregation domain,
feltételes aggregacios domén) egységgel valo fuzidja, ami a riporter dsszekapcsolodasat és
felhalmozodasat eredményezi az ER-ben, mely aggregacio reverzibilis és egy kis ligandum
hozzaadasaval gyorsan feloldhato (190-193). Ez a mddszer azonban csak olyan fehérjék
vizsgalatara alkalmas, melyeket az ER-lumenbe benyuld részén lehet cimkézni. Az tjabb
generacios technikak kozé tartozik a fluorogén aktitivalo fehérjén (FAP, fluorogen activating
proteins) és kiilonbozo tulajdonsagu riporter festékeken alapuldé modszer, amely soran
transzmembran fehérjék plazmamembranba torténé kijutasa gy vizsgalhatd, hogy az
extracellularis oldalra néz6 FAP-ot el6szor a nem permeabilizalodo riporter festékkel telitik,

majd egy permeabilis riporter festékkel az intracellularisan rekedt fehérjéket jeldlik
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(194,195). Azonban ez a technika is csak az olyan fehérjék esetében megfeleld, melyeket

valamilyen extracellularis régioban cimkézni lehet.

Korabbi tapasztalatok alapjan tudjuk, hogy az ABCG2-t, annak N-terminalis részén
lehet biztonsagosan cimkézni (ez a régid a fehérje citoszolikus oldalan talalhato), ami a
transzmembran transzporter lokalizacidjat és funkcigjat nem befolyésolja (196). Tovabba
leirtak, hogy az alacsonyabb hémérsékleten valod inkubacié a Q141K varians fehéréje
expressziojat fokozhatja megmentve azt a degradaciotol (138). Mindezek miatt, az ABCG2
sejten beliili utvonalanak vizsgalatahoz a RUSH rendszer hasznalata mellett dontottem, mely
leginkabb tiikrozheti a természetes koriilményeket a vad tipusi és a mutans ABCG2
valtozatok esetében is (162). Méréseimhez, olyan RUSH vektorokat hoztam I1étre,
amelyeknél az ABCG2-t az N-terminalisan jeloltem egy sztreptavidin-koto peptiddel (SBP)
¢és egy EGFP cimkével. Az SBP egy ER horgony fehérjéhez kotott sztreptavidinhez képes
kapcsolddni annak intracellularis, citoszolikus oldalan, igy megakasztva az ABCG2-t az
endoplazmatikus retikulumban. Ennél a moddszernél nem sziikséges a mintak alacsony
hémérsékleten vald inkubaldsa a fehérje visszatartdsdhoz, ¢s az ER-bdl valo felszabaditas
csupan biotin hozzaadast igényel, igy az egész kisérlet az emlds sejteknek optimalis 37 °C-
on torténik. Az ilyen bicisztronos plazmid konstrukciok tervezésénél fontos szempont, hogy
a visszatartast szolgal6 horgony szekvenciaja szerepeljen eldl (a CMV promoter mogott) és
az ABCG2 riporter szekvencia pedig a két cDNS-t elvalasztd IRES-t kovetéen. Ez az
elrendezés azért Iényeges, mert az IRES el6tti elsé Szakasz nagyobb aranyban expresszalodik
(197), igy a horgony fehérje tobblete biztositja az ABCG2 megfeleld visszatartasat az

endoplazmatikus retikulumban.

A RUSH-ABCG2 variansokkal végzett Western blotos méréseknél érdekes
megfigyelésnek bizonyult, hogy az ER-ben megtartott (biotin kezelés nélkiili) mintaknal
kettd, az ER-bol felszabaditott (4 oras biotin kezelt) mintdknal harom fehérje sav
detektalhatd. A harom séav koriilbeliil 75 kDa, 90 kDa és 100 kDa molekulatomegnél lathato,
melyek koziil tudjuk, hogy az ABCG2 GFP cimkével ellatott fehérje 100 kDa magassagaban
jelentkezik. A szakirodalomban talalhatdo Western blotokon megfigyelhetd, hogy bizonyos
esetekben kettd sav jelenik meg az ABCG2-nél (125,127), melyet korabban a GFP-ABCG2-

72



DOI:10.14753/SE.2021.2539

nél esetenként én is tapasztaltam. Valamint egyes tanulmanyokban az is fellelhetd, hogy
tunikamicin, vagy glikozidaz enzimes kezelés hatasara a bloton harom sav jelenik meg az
ABCG?2 vizsgalata estén (198,199). Ezek az anyagok mind a fehérjék N-glikozilaltsagat
befolyasoljak. A tunikamicin kezelés a fehérjék glikozilaciojat a dolikol molekulan keresztiil
gatolja, mely az endoplazmatikus retikulumban a fehérje glikolizacidjanak kezdeti 1épését
végzi (200). Az EndoH olyan oligoszacharid-lancokat képes lehasitani két N-acetil-
gliilkozamin kozott, melyek még nagy mennyiségben mannoz-csoportot tartalmaznak (ER-
specifikus cukorlanc), ezzel szemben a PNGaz F enzim a teljes glikozilcsoportot képes
eltavolitani a fehérjérdl azaltal, hogy az aszparagin és az elsé N-acetil-glikozamin kozott
hasit (ER- és Golgi-specifikus cukorlancok) (201). Az ABCG2 glikozilaciés mutansarol
(N596Q) tudjuk, hogy az a fehérje expressziojat, lokalizacidjat és transzport aktivitasat nem
befolyasolja, azonban ez a valtozat koriilbeliill 10-15 kDa-val alacsonyabb savban jelenik
meg a bloton mint a vad tipus (168). A RUSH rendszerrel kifejezett ABCG2 mintakkal
végzett glikoziddz enzimes kezeléseknél azt talaltam, hogy a PNGaz F eltavolitotta a felsé
savot a biotinnal felszabaditott fehérjemintaknal. Ezzel igazolhatd, hogy a harmadik fels6
sav a fehérje érett, teljesen glikozilalt alakja. Korabban a CFTR-nél (ABCC7) figyelték meg,
hogy az a bloton harom savot mutathat, melyek koziil a felsé savot tekintik a fehérje érett
alakjanak, a k6zéps6 savot a mag-glikozilalt, ER-specifikus formanak, az als6 sav pedig
olyan polimorf variansok esetében detektalhato leginkabb (pl.: AF508), amelyek korai
lebontasra hajlamosak (202). Ezek alapjan feltételeztem, hogy a RUSH-ABCG2
konstrukciok esetében is hasonld mintazat figyelheté meg: miszerint az alsé sav valamilyen
degradacids, vagy éretlen forma, a kozépsé az ER-ben 1évo éretlen, vagy mag-glikozilalt
forma, a fels6 sav pedig az ER-bAl torténd felszabadulas utan a Golgit elért teljesen glikozilalt
fehérje. A tovabbiakban ezzel a mddszerrel vizsgaltam az ABCG2 varidnsok fehérje
érésének kinetikajat. Biotinnal valo felszabaditas nélkiil rendszerint csak a két also sav volt
megfigyelhetd, bar a vad tipus esetében egy halvany felsé sav is megjelent, amit a fehérje
nagyobb mennyiségben valo tultermelddésének és ez altal a donor kompartmentbdl valod
szivargasnak tulajdonitottam. Az ER-bd6l valo, biotinnal torténd felszabaditds utan a
harmadik sav mindegyik valtozat esetében fokozatosan megjelent, azonban az M71V ¢és

Q141K variansok fehérje érése lassabbnak bizonyult, mint a vad tipusé. Erdekes modon a
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vad tipusu ABCG2 6sszfehérje szintje biotin hozzdadasa utan atmenetileg megemelkedett,
ellentétben a polimorf valtozatokkal, melyek szintje minden idépontban kozel azonos volt.
Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy a mutansok az ER-bdl torténd felszabadulas utan
nagyobb aranyban keriilnek lebontasra, mig a vad tipusat ABCG2 a membranba val6 kijutas

¢s beszedddés utan degradalddhat.

Az ABCG2 sejten beliili utjdnak elemzéséhez a szekrécids membranrendszer
kiilonboz6 allomasain (ER, Golgi, plazmamembran) vizsgéaltam a transzmembran fehérjét a
szinkronizalt elengedést kovetden. Az endoplazmatikus retikulumbol torténé felszabadulas
vizsgalatdhoz ER-Tracker-t hasznaltam, a Golgin keresztiil valo athaladas kovetésére pedig
Giantint jel6l6 ellenanyaggal immunfestést végeztem. Az ABCG2 plazmamemranban vald
megjelenésének detektalashoz egy 1j metodikat dolgoztam ki, amely soran az ABCG2-t egy
extracellularis loop-on felismerd fluoroforral konjugalt 5D3 antitestet alkalmaztam az
inkubaciés médiumban (biotinnal vagy biotin nélkiil Ko143 jelenlétében). Az antitest
kotédés az ABCG2 internalizacioja utan is megmarad, igy lehet6séget nyujt arra is, hogy a
sejtfelszinre kiérkez6é Osszes fehérjét azonositsuk, valamint hosszabb mérési koriilmények
kozott a transzporter beszedddésérdl és reciklizaciojardl is informaciot adhat (jovobeli
tervek). Ugyanakkor megjegyzendd, hogy az 5D3 antitest az ABCG2 internalizaciojat
felgyorsitja, mig normal esetben az ABCG?2 félélet ideje a plazmamembranban meghaladja
a 60 orat, addig 5D3 jelenlétében ez 1-3 orara csokken (203,204). Azonban az altalam végzett
mérések soran ennek nem volt jelentdsége, mivel az ABCG2 a sejtfelszinre vald
megérkezését kivantam megfigyelni egy 4 6ras idéablakban. A kolokalizacios mérésekbol
megallapithato, hogy a vad tipusi ABCG2 gyorsan felszabadul az ER-bd6l és koriilbeliil egy
oOra elteltével athalad a Golgin, majd fokozatosan egyre nagyobb mennyiségben kijut a
plazmamembréanba (4 6ra utdn 60%). Az M71V ¢és Q141K varidnsok esetében a fehérje egy
jelentés része biotin hozzaadasa utan is az ER-ben maradt (2 6ra utan 40%). A Golgi
markerrel végzett kolokalizacids vizsgalatnal a mutans valtozatok athaladasa a Golgi-
komplexen hasonlo kinetikat mutatott, mint a vad tipusu fehérje. Ugyanakkor a polimorf
variansok a sejtfelszinen csak 2 és 4 ora elteltével jelolddtek SD3 antitesttel. Mindez arra

utal, hogy az ABCG2-M71V és -Q141K variansok plazmamembranban valo megjelenésének
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sebessége 1ényegesen alacsonyabb, mely felteheten az intracellularis megrekedés és az id6
el6tti lebomlas kovetkezménye. Mas ABC transzporterek (ABCB11/BSEP, ABCB1/MDR1)
estében leirtak, hogy a fehérjék az plazmamembranba valo széllitas eldtt az endoszémakban
halmozddhatnak fel és onnan jutnak a sejtfelszinre (121-123,205-207). gy az is lehetséges,
hogy az ABCG2 polimorf valtozatok is valamilyen intracellularisan kompartmentben
varakoznak sorsukra. Mindenesetre az M71V ¢és a Q141K egy része végiil mindenképpen

képes kijutni a sejtfelszinre.

Az SNP-t hordoz6 variansok sejten beliili Utjanak pontosabb feltardsa érdekében
farmakologiai korrektor (4-PBA) és fehérje degradacios utvonalakat gatlo vegylileteket
(MG132 proteaszoma inhibitor, Bafilomycin A1l lizoszoéma inhibitor) alkalmaztam az ER-
bdl valo felszabaditast megel6zéen. Furukawa és munkatarsai ABCG2-t stabilan expresszalo
sejtvonalon kimutattak, hogy mig a vad tipusu fehérje a plazmamembranboél valo beszedddés
utdn a lizoszoOmédban bomlik, addig a QI41K egy része a transzlaciot kovetden
ubiquitinalodik és a proteaszomaban degradalodik, ugyanakkor a mutans fehérje szintje
lizoszomalis gatlas mellett is megemelkedik (128). A RUSH rendszerrel torténd kezelések
korlatja, hogy a biotinnal egyiitt vald inkubalas tal rovid lehet a farmakologiai anyagok
hatasanak kifejtéséhez (4 6ra), valamint hogy a transzfekciot kovetd egy nap pihentetés majd
egy ujabb 24 oras kezelés alatt a vad tipusu valtozat esetében nem biztositott teljes mértékben
az ER-ben valo visszatartas. Ezért a transzfekciot kovetéen kozvetleniil végeztem a
kezeléseket, €s masnap a méréseket. A 4-PBA és Bafilomycin Al kezelések hatdsara nem
tapasztaltam valtozast az ABCG?2 variansok fehérje expresszids szintjében és a glikozilalt
forma aranyaban, valamint nem volt megfigyelhetd kiilonbség a plazmamembran lokalizacio
tekintetében sem. Ez az eredmény a Bafilomycin Al esetében lehetséges, hogy a rovid ideig
tartd mérésnek koszonhetd, mely alatt az ABCG2 fehérje még nem feltétleniil szedédik be a
membranbdl és éri el a lizoszomakat. A 4-PBA esetében nagyobb elvarasokkal indultam,
hiszen a kezelés az ABCC6 esetében a sulyosan sériilt mutansokat is kisegiti a sejtfelszinre
(208), azonban az ABCG2-re a RUSH rendszerben nem volt szignifikans hatasa. Az MG132
proteaszoma gatlonak a vad tipusi ABCG2 expressziojara nem volt hatasa, ugyanakkor az

M71V valtozat Osszfehérje szintje a kezelés kovetkeztében szignifikdnsan megndtt.

75



DOI:10.14753/SE.2021.2539

Mindemellett meglepd mddon a fehérje glikozilalt, érett alakjanak a kialakuldsat (4 oras
biotin kezelésnél) az MG132 kezelés a vad tipusu és a polimorf varidsok esetében is gatolta.
Azonban masok altal vizsgalt, a transzportert stabilan expresszald rendszerekben is az
MG132 a nem-glikozilalt ABCG2 fehérje mennyiségét novelte meg, illetve egyes
publikaciokban ezt a kérdést Kikeriilend6, az inhibitor hatasat PNGaz F kezelés utan mutattak
meg, melybdl szintén csak az Osszfehérjére lehet kovetkeztein (128,171). Szintén stabil
sejtvonalakban tgy talaltdk, hogy az MG132 kezelés a Q141K valtozat mennyiségét
megnoveli a sejtfelszinen, mikdzben a vad tipust valtozat lokalizaciojara nincs hatédssal
(128). A RUSH rendszerrel torténd vizsgalat esetében ez a hatas elmaradt, tovabba sem a vad
tipusi, sem a mutaciot hordoz6 ABCG2 valtozatoknal nem volt megfigyelhetd
plazmamembran lokalizacio az MG132 és biotin kezelést kovetden. Ez a jelenség feltehetéen
proteaszoma inhibitor ER-stresszt indukald hatasanak a kovetkezménye, amely valdjaban
meggatolja a fehérjék endoplazmatikus retikulumbol vald kijutast (209). Ezek alapjan
vitathatonak tartom az MG132 hatasanak eredményeit azokban az esetekben, amikor azt
stabilan expresszald sejtvonalakon, vagy éppen tranziensen kifejez0 mintdkon vizsgaljak
(azonban a fehérje felszabadulas nem szinkronizalt, és mar kialakult a plazmamembranban
egy egyensulyi allapot még a proteaszoma kezelést megel6z6en), hiszen az MG132 az ER-
b6l kijutott ABCG2-re mar nincs hatassal, azonban a de novo szintetilaz6lodo és

megakasztott fehérjék ER-boI valo felszabadulasat és glikozilaciojat gatolhatja.
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7. KOVETKEZTETESEK

7.1 Az ABCG2-M71V jellemzése

A human vérmintakban azonositott ij ABCG2 varians in vitro vizsgalata soran azt

talaltam, hogy:

- az M71V fehérje mennyisége in Vitro expresszidos rendszerben, hasonldéan a
vorosvértesteken tapasztalt megfigyelésekhez, jelentdsen alacsonyabb expresszidt mutat a

vad tipusi ABCG2 fehérjéhez képest;

- a kisérletekhez hasznalt plazmidokrdl expresszald mMRNS szintekben nem tapasztalhato

kiilonbség a vad tipusti és mutacidt hordozo ABCG2 valtozatok kozott;

- az M71V mutaciot hordoz6 membranfehérje talnyomo részt intracellularis lokalizaciot
mutat HEK293 sejtekben, azonban egy kis hanyada, a plazmamembranban is megtalalhato.
Polarizalt MDCKII sejtekben pedig az M71V apikalis membranban valo elhelyezkedését

sikeriilt igazolnom,;

- bakulovirus-Sf9 rendszerben az ABCG2-M71V varians ATPaz aktivitasa valamivel
alacsonyabb, mint a vad tipusu transzporteré, azonban a teljes inaktivnak tekintheté K86M-

hez képest mégis egy jelentds ATPaz aktivitassal rendelkezik;

- farmakologiai kismolekulak (4-PBA és kolhicin) segitségével az M71V valtozat teljes
fehérje expressziojat novelni lehet, azonban a mutans fehérje lokalizacidjanak aranya a

kezelések hatasara dontden nem valtozik.

Ezek alapjan megéllapithato, hogy az ABCG2-M71V csokkent fehérje expresszidval
rendelkezik, ugyanakkor funkcionalisan aktiv transzporternek tekintheté (hasonléan a
Q141K varianshoz). Mivel az M71V valtozat egy része nem képes kijutni a
plazmamembranba, mely feltehetben a mutaci6 okozta feltekeredési probléma
kovetkezménye, lehetséges, hogy a protein valamely fehérje-ellenérzé ponton a sejten beliil

megreked, majd a degradacios Gtvonalak egyikén lebomlik.
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7.2 ABCG2 varidnsok sejten beliili kozlekedésének vizsgalata

Az ABCG2 transzmembran transzporter véaltozatok plazmamembranba vald

kijutasanak tanulmanyozasa soran az alabbi kovetkeztetésekre jutottam:

- a RUSH rendszer hasznalata potencialis lehetdséget nytjt az ABCG2 vad tipusa, M71V és
Q141K wvaridnsok kiilonbozd sejtkompartmentekben (Golgi, plazmamembran) valo
vizsgalatahoz az ER-bOl torténd szinkronizalt felszabadulast kovetéen. A RUSH vektor
konstrukciokrol atirodo transzkriptum (ABCG2 mRNS) mennyiségében nincs szignifikans
kiilonbség a vad tipust és mutaciot hordozo valtozatok kozott, igy azok nem befolyasolhatjak

az ABCG?2 fehérjék expresszidjat ezen a szinten,

- a korabbi megfigyelésekhez hasonloan, a RUSH konstrukciokkal is alacsonyabb fehérje
expresszié figyelheté meg az M71V és a Q141K esetében, mely azonban az ER-b6l valo
felszabadulast kovetd 4 oOras vizsgalati ablakban aranyaiban nem valtozik. Ugyanakkor a
RUSH rendszer alkalmazasaval lehet6ség nyilik az ABCG2 fehérje érésének, glikozilaltsagi

szintjének iddbeli kdvetésére is;

- ER markerrel végzett kolokalizaciés mérések alapjan megallapithatd, hogy a vad tipust
ABCG?2 viszonylag gyorsan felszabadul az endoplazmatikus retikulumbol, mig a M71V ¢és
Q141K valtozatok egy része az ER-ben marad. A Golgi markerrel mért kolokalizacios
eredményekbdl az latszik, hogy mind a vad tipust és mind a mutaciét hordoz6 varidnsok

hasonl6 kinetikaval haladnak at a Golgi komplexen az ER-bdl valo6 felszabadulast kovetden;

- a RUSH rendszert kombinalva az ABCG2-t extracelluléaris epitopon felismerd 5D3
antitesttel olyan mérési technikat dolgoztam ki, mellyel az ABCG2 plazmamembranba valo
megérkezése idoben detektalhatdé az ER-bdl vald elengedés utan. Ezzel a moddszerrel
megfigyelhetd, hogy a vad tipusi ABCG2 fehérje viszonylag gyorsan eléri a sejtfelszint,
ellentétben az M71V ¢és a Q141K valtozatokkal, melyek esetében a plazmamembranba
torténd kijutas joval lassabbnak bizonyult. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az ABCG2-

M71V és -Q141K polimorf variansok plazmamembranba val6 kijutdsa valamilyen modon
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gatolt a sejten beliili utjuk a Golgi és a sejtfelszin kozotti szakaszan, hiszen az ER-bdl vald

felszabadulas és a Golgin val6 athaladas sebességében nem figyelhetd meg jelentds eltérés;

- a RUSH rendszerben alkalmazott farmakologiai kezeléseknél a 4-PBA (farmakologiai
chaperon) és a Bafilomycin Al (lizoszoma inhibitor) nem voltak hatassal az ABCG2 fehérjék
expresszidjara és a plazmamembranban valo elhelyezkedésére. Az MG132 proteaszoma
inhibitor szignifikdnsan megndvelte az M71V valtozat 6sszfehérje expresszidjat, azonban a
fehérje érett, glikozilalt formajanak a kialakuldsat és a transzporter plazmamembranba valo
kijutasat a vad tipus esetében is gatolta. Mindazonaltal a RUSH-ABCG2 rendszert
alkalmasnak tartom a fehérje trafficking-jét befolyasold anyagok tesztelésére, hiszen a

kezelések pontos hatasa egy ilyen dinamikus rendszerben sokkal inkabb vizsgalhato.
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8. OSSZEFOGLALAS

A humén ABCG2 egy transzmembran transzporter, melynek legfobb feladata a
szervezet €s a sejtek endo- és xenobiotikumokkal szembeni védelme. Az ABCG2 szamos
¢lettani hatarfeliileten megtalalhatd a hamsejtek apikalis plazmamembranjaban, megfeleld
elhelyezkedése elengedhetetlen funkcidja ellatasahoz. Az ABCG2-nek kulcsszerepe van a
hugysav transzportjaban, igy a fehérje diszfunkcidja hiperurikémidhoz vagy koszvény

kialakulasdhoz vezethet.

Egy ujonnan azonositott ABCG2 varidns az M71V, mely a human vordsvértestek
felszinén jelent6sen csokkent expressziot mutat. Kutatomunkam soran az ABCG2-M71V in
vitro jellemzését végeztem el klasszikus molekularis biologiai és biokémiai modszerekkel.
Eredményeim alatamasztottak in vitro rendszerben is e varians alacsonyabb kifejez6dését,
ugyanakkor megmutattak, hogy funkcionélisan aktiv maradt. Az M71V erds intracelluldris
lokalizacidja a sejten beliili kozlekedésének hibdjara utal, habar kis mennyiségben
kimutathato volt a plazmamembranban is, polarizalt sejtekben pedig specifikusan az apikalis

szegmensben.

Az ABCG2 vad tipusu és a koszvényben relevans polimorf (M71V, Q141K)
varidnsainak sejten beliili kozlekedését a RUSH rendszerben vizsgaltam. Az ABCG2
variansok plazmamembranban vald6 megjelenésének detektaldsahoz kifejlesztettem egy
modszert, mely soran egy kiilsé epitopot felismerd, fluoroforral kapesolt ellenanyaggal (5D3)
jeloltem meg a sejtfelszinre érkezd transzportert. Megallapitottam, hogy a mindkét polimorf
valtozat sejten beliili kozlekedése hibas: a variansok egy jelentds része az ER-ben marad,;
glikozilacidjuk és plazmamembranba val6 kijutasuk a vad tipushoz viszonyitva joval lassabb.

crer

(4-PBA, MG132, Bafilomycin A1) nem lehetett javitani a dinamikus RUSH rendszerben.

Kutatési eredményeim kozelebb vittek a trafficking mutans ABCG2 fehérjék sejten
beliili kozlekedésének jobb megértéséhez. Ezen felill ez a mddszer alkalmas olyan tovabbi
hatoanyagok tesztelésére, melyek eldsegithetik a polimorf ABCG2 variansok sejtfelszinre

torténd kihelyezddését.
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9. SUMMARY

The human ABCG2 is a transmembrane transporter, the main function of which is
protecting the body and the cells from endo- and xenobiotics. ABCG2 is expressed in the
apical plasma membrane of epithelial and endothelial cells constituting various physiological
barriers. Proper localization of ABCG2 is required for correct transport function. ABCG2
plays a key role in uric acid elimination; therefore, its dysfunction may lead to hyperuricemia

or gout.

The recently identified ABCG2 variant M71V exhibits markedly lower cell surface
expression levels in human erythrocytes. As the first part of my research, | have
accomplished the in vitro characterization of the ABCG2-M71V variant using classical
biochemical and molecular biology approaches. My results confirmed the reduced expression
of this variant in an in vitro system, as well as demonstrated its preserved functionality. The
major intracellular localization of M71V suggests impaired trafficking; however, a small
portion of this variant was also detected in the plasma membrane and specifically in the apical

membrane domain of polarized cells.

To explore the trafficking of the wild type ABCG2 and its two polymorphic variants
associated with gout (M71V and Q141K), I have employed the RUSH system. | have
developed a method for detecting the cell surface appearance of the ABCG2 variants using a
fluorophore-conjugated antibody recognizing an extracellular epitope of ABCG2 (5D3). |
found that both polymorphic ABCG2 variants have major trafficking problems: a substantial
portion of the variants retained in the ER; their glycosylation and plasma membrane delivery
are delayed as compared to the wild type. Conventional pharmacological treatments (4-PBA,
MG132, Bafilomycin Al) were unable to improve the expression and localization of these

polymorphic ABCG2 variants in the RUSH system.

My results contribute to better understanding of the cellular routing of the trafficking
mutants of ABCG2. In addition, | have demonstrated the applicability of my method for

testing agents that potentially improve cell surface delivery of polymorphic ABCG2 variants.

81



DOI:10.14753/SE.2021.2539

10. IRODALOMJEGYZEK

1.

Berger, E.A., Heppel, L.A. (1974) Different mechanisms of energy coupling for the
shock-sensitive and shock-resistant amino acid permeases of Escherichia coli. J Biol
Chem, 249, 7747-7755.

Higgins, C., Haag, P., Nikaido, K., Ardeshir, F., Garcia, G., Ames, G.F.-L. (1982)
Complete nucleotide sequence and identification of membrane components of the
histidine transport operon of S. typhimurium. Nature, 298, 723-727.

Gilson, E., Higgins, C.F., Hofnhung, M., Ames, G.F.-L., Nikaido, H. (1982) Extensive
homology between membrane-associated components of histidine and maltose
transport systems of Salmonella typhimurium and Escherichia coli. J Biol Chem, 257,
9915-9918.

Juliano, R.L., Ling, V. (1976) A surface glycoprotein modulating drug permeability
in Chinese hamster ovary cell mutants. Biochim Biophys Acta Biomembr, 455, 152-
162.

Walker, J.E., Saraste, M., Runswick, M.J., Gay, N.J. (1982) Distantly related
sequences in the alpha-and beta-subunits of ATP synthase, myosin, kinases and other

ATP-requiring enzymes and a common nucleotide binding fold. EMBO J, 1, 945-
951.

Hyde, S.C., Emsley, P., Hartshorn, M.J., Mimmack, M.M., Gileadi, U., Pearce, S.R.,
Gallagher, M.P., Gill, D.R., Hubbard, R.E., Higgins, C.F. (1990) Structural model of
ATP-binding proteing associated with cystic fibrosis, multidrug resistance and
bacterial transport. Nature, 346, 362-365.

Gerlach, J.H., Endicott, J.A., Juranka, P.F., Henderson, G., Sarangi, F., Deuchars,
K.L., Ling, V. (1986) Homology between P-glycoprotein and a bacterial haemolysin

transport protein suggests a model for multidrug resistance. Nature, 324, 485-489.

82



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Higgins, C.F., Hiles, I1.D., Salmond, G.P., Gill, D.R., Downie, J.A., Evans, 1.J.,
Holland, I.B., Gray, L., Buckel, S.D., Bell, A.W. (1986) A family of related ATP-
binding subunits coupled to many distinct biological processes in bacteria. Nature,
323, 448-450.

Gros, P., Croop, J., Housman, D. (1986) Mammalian multidrug resistance gene:
complete cDNA sequence indicates strong homology to bacterial transport proteins.
Cell, 47, 371-380.

Chen, C.-j., Chin, J.E., Ueda, K., Clark, D.P., Pastan, I., Gottesman, M.M., Roninson,
I.B. (1986) Internal duplication and homology with bacterial transport proteins in the
mdrl (P-glycoprotein) gene from multidrug-resistant human cells. Cell, 47, 381-3809.

Tomii, K., Kanehisa, M. (1998) A comparative analysis of ABC transporters in

complete microbial genomes. Genome Res, 8, 1048-1059.

Ferro-Luzzi Ames, G., Mimura, C.S., Holbrook, S.R., Shyamala, V. (1992) Traffic
ATPases: a superfamily of transport proteins operating from Escherichia coli to
humans. Adv Enzymol Relat Areas Mol Biol, 65, 1-47.

Davidson, A.L., Dassa, E., Orelle, C., Chen, J. (2008) Structure, function, and
evolution of bacterial ATP-binding cassette systems. Microbiol Mol Biol Rev, 72,
317-364.

Hollenstein, K., Frei, D.C., Locher, K.P. (2007) Structure of an ABC transporter in
complex with its binding protein. Nature, 446, 213-216.

Holland, 1.B., Blight, M.A. (1999) ABC-ATPases, adaptable energy generators
fuelling transmembrane movement of a variety of molecules in organisms from
bacteria to humans. J Mol Biol, 293, 381-399.

Dean, M., Rzhetsky, A., Allikmets, R. (2002) The human ATP-binding cassette
(ABC) transporter superfamily. Genome Res, 11, 1156-1166.

83



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Riordan, J.R., Rommens, J.M., Kerem, B.-s., Alon, N., Rozmahel, R., Grzelczak, Z.,
Zielenski, J., Lok, S., Plavsic, N., Chou, J.-L., Drumm, M.L., lanuzzi, M.C., Collins,
F.C., Tsui, L.-C. (1989) Identification of the cystic fibrosis gene: cloning and
characterization of complementary DNA. Science, 245, 1066-1073.

Graf, G.A,, Yu, L., Li, W.-P., Gerard, R., Tuma, P.L., Cohen, J.C., Hobbs, H.H.
(2003) ABCG5 and ABCGS are obligate heterodimers for protein trafficking and
biliary cholesterol excretion. J Biol Chem, 278, 48275-48282.

Litman, T., Brangi, M., Hudson, E., Fetsch, P., Abati, A., Ross, D.D., Miyake, K.,
Resau, J.H., Bates, S.E. (2000) The multidrug-resistant phenotype associated with
overexpression of the new ABC half-transporter, MXR (ABCG2). J Cell Sci, 113,
2011-2021.

Wilkens, S. (2015) Structure and mechanism of ABC transporters. F1000Prime Rep,
7,14,

Higgins, C.F. (1992) ABC transporters: from microorganisms to man. Annu Rev Cell
Biol, 8, 67-113.

Hung, L.-W., Wang, I.X., Nikaido, K., Liu, P.-Q., Ames, G.F.-L., Kim, S.-H. (1998)
Crystal structure of the ATP-binding subunit of an ABC transporter. Nature, 396,
703-707.

Hopfner, K.-P., Karcher, A., Shin, D.S., Craig, L., Arthur, L.M., Carney, J.P., Tainer,
J.A. (2000) Structural biology of Rad50 ATPase: ATP-driven conformational control
in DNA double-strand break repair and the ABC-ATPase superfamily. Cell, 101, 789-
800.

Smith, P.C., Karpowich, N., Millen, L., Moody, J.E., Rosen, J., Thomas, P.J., Hunt,
J.F. (2002) ATP binding to the motor domain from an ABC transporter drives

formation of a nucleotide sandwich dimer. Mol Cell, 10, 139-149.

84



25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Chen, J., Lu, G., Lin, J., Davidson, A.L., Quiocho, F.A. (2003) A tweezers-like
motion of the ATP-binding cassette dimer in an ABC transport cycle. Mol Cell, 12,
651-661.

Crow, A., Greene, N.P., Kaplan, E., Koronakis, V. (2017) Structure and
mechanotransmission mechanism of the MacB ABC transporter superfamily. Proc
Natl Acad Sci, 114, 12572-12577.

Michtel, R., Narducci, A., Griffith, D.A., Cordes, T., Orelle, C. (2019) An integrated
transport mechanism of the maltose ABC importer. Res Microbiol, 170, 321-337.

Vasiliou, V., Vasiliou, K., Nebert, D.W. (2009) Human ATP-binding cassette (ABC)
transporter family. Hum Genomics, 3, 1-10.

Klein, I., Sarkadi, B., Varadi, A. (1999) An inventory of the human ABC proteins.
Biochim Biophys Acta Biomembr, 1461, 237-262.

Dean, M., Allikmets, R. (2001) Complete characterization of the human ABC gene
family. J Bioenerg Biomembr, 33, 475-479.

Albrecht, C., Viturro, E. (2007) The ABCA subfamily—gene and protein structures,
functions and associated hereditary diseases. Pfliigers Archiv/European Journal of

Physiology, 453, 581-589.

Quazi, F., Lenevich, S., Molday, R.S. (2012) ABCA4 is an N-retinylidene-
phosphatidylethanolamine and phosphatidylethanolamine importer. Nat Commun, 3,
1-9.

Tsybovsky, Y., Molday, R.S., Palczewski, K. (2010) The ATP-binding cassette
transporter ABCAA4: structural and functional properties and role in retinal disease.
Adv Exp Med Biol, 703, 105-125.

85



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Elferink, R.P.O., Paulusma, C.C. (2007) Function and pathophysiological importance
of ABCB4 (MDR3 P-glycoprotein). Pfliigers Archiv/European Journal of
Physiology, 453, 601-610.

Thompson, R., Strautnieks, S. (2001) BSEP: function and role in progressive familial
intrahepatic cholestasis. Semin Liver Dis. 21, 545-550.

Neefjes, J.J., Momburg, F., Hammerling, G.J. (1993) Selective and ATP-dependent
translocation of peptides by the MHC-encoded transporter. Science, 261, 769-771.

Shepherd, J.C., Schumacher, T.N., Ashton-Rickardt, P.G., Imaeda, S., Ploegh, H.L.,
Janeway Jr, C.A., Tonegawa, S. (1993) TAP1-dependent peptide translocation in
vitro is ATP dependent and peptide selective. Cell, 74, 577-584.

Androlewicz, M.J., Anderson, K.S., Cresswell, P. (1993) Evidence that transporters
associated with antigen processing translocate a major histocompatibility complex
class I-binding peptide into the endoplasmic reticulum in an ATP-dependent manner.
Proc Natl Acad Sci, 90, 9130-9134.

Krishnamurthy, P.C., Du, G., Fukuda, Y., Sun, D., Sampath, J., Mercer, K.E., Wang,
J., Sosa-Pineda, B., Murti, K.G., Schuetz, J.D. (2006) Identification of a mammalian
mitochondrial porphyrin transporter. Nature, 443, 586-589.

Demirel, O., Jan, L., Wolters, D., Blanz, J., Saftig, P., Tampé, R., Abele, R. (2012)
The lysosomal polypeptide transporter TAPL is stabilized by interaction with LAMP-
1 and LAMP-2. J Cell Sci, 125, 4230-4240.

Choudhuri, S., Klaassen, C.D. (2006) Structure, function, expression, genomic
organization, and single nucleotide polymorphisms of human ABCB1 (MDR1),
ABCC (MRP), and ABCG2 (BCRP) efflux transporters. Int J Toxicol, 25, 231-259.

Viéradi, A., Szabo, Z., Pomozi, V., de Boussac, H., Fulop, K., Ardnyi, T. (2011)
ABCCS6 as a target in pseudoxanthoma elasticum. Curr Drug Targets, 12, 671-682.

86



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Jansen, R.S., Duijst, S., Mahakena, S., Sommer, D., Szeri, F., Varadi, A., Plomp, A.,
Bergen, A.A., Oude Elferink, R.P., Borst, P. (2014) ABCC6-mediated ATP secretion
by the liver is the main source of the mineralization inhibitor inorganic pyrophosphate
in the systemic circulation—Brief report. Atertio Thromb Vasc Biol, 34, 1985-1989.

Cant, N., Pollock, N., Ford, R.C. (2014) CFTR structure and cystic fibrosis. Int J
Biochem Mol Biol, 52, 15-25.

Bryan, J., Mufioz, A., Zhang, X., Diifer, M., Drews, G., Krippeit-Drews, P., Aguilar-
Bryan, L. (2007) ABCC8 and ABCC9: ABC transporters that regulate K+ channels.
Pfliigers Archiv/European Journal of Physiology, 453, 703-718.

Morita, M., Imanaka, T. (2012) Peroxisomal ABC transporters: structure, function
and role in disease. Biochim Biophys Acta Mol Basis Dis, 1822, 1387-1396.

Kerr, 1.D. (2004) Sequence analysis of twin ATP binding cassette proteins involved
in translational control, antibiotic resistance, and ribonuclease L inhibition. Biochem
Biophys Res Commun, 315, 166-173.

Zhao, Z., Fang, L.L., Johnsen, R., Baillie, D.L. (2004) ATP-binding cassette protein
E is involved in gene transcription and translation in Caenorhabditis elegans.
Biochem Biophys Res Commun, 323, 104-111.

Klucken, J., Biichler, C., Orso, E., Kaminski, W.E., Porsch-Ozciiriimez, M., Liebisch,
G., Kapinsky, M., Diederich, W., Drobnik, W., Dean, M., Allikmets, R., Schmitz, G.
(2000) ABCG1 (ABCS8), the human homolog of the Drosophila white gene, is a
regulator of macrophage cholesterol and phospholipid transport. Proc Natl Acad Sci,
97, 817-822.

Bojanic, D.D., Tarr, P.T., Gale, G.D., Smith, D.J., Bok, D., Chen, B., Nusinowitz, S.,
Lovgren-Sandblom, A., Bjorkhem, I., Edwards, P.A. (2010) Differential expression
and function of ABCG1 and ABCG4 during development and aging. J Lipid Res, 51,
169-181.

87



51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Uehara, Y., Yamada, T., Baba, Y., Miura, S.-i., Abe, S., Kitajima, K., Higuchi, M.-
a., lwamoto, T., Saku, K. (2008) ATP-binding cassette transporter G4 is highly

expressed in microglia in Alzheimer's brain. Brain Res, 1217, 239-246.

Lee, M.-H., Lu, K., Hazard, S., Yu, H., Shulenin, S., Hidaka, H., Kojima, H.,
Allikmets, R., Sakuma, N., Pegoraro, R., Srivastava, A.K., Salen, G., Dean, M., Patel,
S.B. (2001) Identification of a gene, ABCGS5, important in the regulation of dietary
cholesterol absorption. Nat Genet, 27, 79-83.

Yu, X.-H., Qian, K., Jiang, N., Zheng, X.-L., Cayabyab, F.S., Tang, C.-K. (2014)
ABCG5/ABCGS in cholesterol excretion and atherosclerosis. Clin Chim Acta, 428,
82-88.

Doyle, L.A., Yang, W., Abruzzo, L.V., Krogmann, T., Gao, Y., Rishi, A.K., Ross,
D.D. (1998) A multidrug resistance transporter from human MCF-7 breast cancer
cells. Proc Natl Acad Sci, 95, 15665-15670.

Knutsen, T., Rao, V.K., Ried, T., Mickley, L., Schneider, E., Miyake, K., Ghadimi,
B.M., Padilla-Nash, H., Pack, S., Greenberger, L., Cowan, K., Dean, M., Fojo, T.,
Bates, S. (2000) Amplification of 4q21-g22 and the MXR gene in independently

derived mitoxantrone-resistant cell lines. Genes Chromosom Cancer, 27, 110-116.

Bailey-Dell, K.J., Hassel, B., Doyle, L.A., Ross, D.D. (2001) Promoter
characterization and genomic organization of the human breast cancer resistance
protein (ATP-binding cassette transporter G2) gene. Biochim Biophys Acta Gene
Struct Expr, 1520, 234-241.

Wang, H., Lee, E.-W., Cai, X., Ni, Z., Zhou, L., Mao, Q. (2008) Membrane topology
of the human breast cancer resistance protein (BCRP/ABCGZ2) determined by epitope

insertion and immunofluorescence. Biochemistry, 47, 13778-13787.

88



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Henriksen, U., Fog, J.U., Litman, T., Gether, U. (2005) Identification of intra-and
intermolecular disulfide bridges in the multidrug resistance transporter ABCG2. J
Biol Chem, 280, 36926-36934.

Nakagawa, H., Wakabayashi-Nakao, K., Tamura, A., Toyoda, Y., Koshiba, S.,
Ishikawa, T. (2009) Disruption of N-linked glycosylation enhances ubiquitin-
mediated proteasomal degradation of the human ATP-binding cassette transporter
ABCG2. FEBS J, 276, 7237-7252.

Mo, W., Zhang, J.-T. (2012) Human ABCG?2: structure, function, and its role in
multidrug resistance. Int J Biochem Mol Biol, 3, 1-27.

Kage, K., Tsukahara, S., Sugiyama, T., Asada, S., Ishikawa, E., Tsuruo, T., Sugimoto,
Y. (2002) Dominant-negative inhibition of breast cancer resistance protein as drug

efflux pump through the inhibition of S-S dependent homodimerization. Int J Cancer,

97, 626-630.

ter Beek, J., Guskov, A., Slotboom, D.J. (2014) Structural diversity of ABC
transporters. J Gen Physiol, 143, 419-435.

Locher, K.P. (2016) Mechanistic diversity in ATP-binding cassette (ABC)
transporters. Nat Struct Mol Biol, 23, 487-493.

Jackson, S.M., Manolaridis, 1., Kowal, J., Zechner, M., Taylor, N.M., Bause, M.,
Bauer, S., Bartholomaeus, R., Bernhardt, G., Koenig, B., Buschauer, A., Stahlberg,
H., Altmann, K.-H., Locher, K.P. (2018) Structural basis of small-molecule inhibition
of human multidrug transporter ABCG2. Nat Struct Mol Biol, 25, 333-340.

Manolaridis, 1., Jackson, S.M., Taylor, N.M., Kowal, J., Stahlberg, H., Locher, K.P.
(2018) Cryo-EM structures of a human ABCG2 mutant trapped in ATP-bound and
substrate-bound states. Nature, 563, 426-430.

89



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

McDevitt, C.A., Crowley, E., Hobbs, G., Starr, K.J., Kerr, 1.D., Callaghan, R. (2008)
Is ATP binding responsible for initiating drug translocation by the multidrug
transporter ABCG2? FEBS J, 275, 4354-4362.

Eckenstaler, R., Benndorf, R.A. (2020) 3D structure of the transporter ABCG2—
What's new? Br J Pharmacol, 177, 1485-1496.

Khunweeraphong, N., Sz6116si, D., Stockner, T., Kuchler, K. (2019) The ABCG2
multidrug transporter is a pump gated by a valve and an extracellular lid. Nat
Commun, 10, 1-14.

Wright, J., Muench, S.P., Goldman, A., Baker, A. (2018) Substrate polyspecificity
and conformational relevance in ABC transporters: new insights from structural
studies. Biochem Soc Trans, 46, 1475-1484.

Robey, R.W., To, K.K,, Polgar, O., Dohse, M., Fetsch, P., Dean, M., Bates, S.E.
(2009) ABCG2: a perspective. Adv Drug Del Rev, 61, 3-13.

Xia, C.Q., Yang, JJ., Gan, L.-S. (2005) Breast cancer resistance protein in
pharmacokinetics and drug—drug interactions. Expert Opin Drug Metab Toxicol, 1,
595-611.

Robey, R., Honjo, Y., Morisaki, K., Nadjem, T., Runge, S., Risbood, M.,
Poruchynsky, M., Bates, S. (2003) Mutations at amino-acid 482 in the ABCG 2 gene
affect substrate and antagonist specificity. Br J Cancer, 89, 1971-1978.

Algawi, O., Bates, S., Georges, E. (2004) Arginine482 to threonine mutation in the
breast cancer resistance protein ABCG2 inhibits rhodamine 123 transport while
increasing binding. Biochem J, 382, 711-716.

Ozvegy-Laczka, C., K6blds, G., Sarkadi, B., Varadi, A. (2005) Single amino acid
(482) variants of the ABCG2 multidrug transporter: major differences in transport

capacity and substrate recognition. Biochim Biophys Acta Biomembr, 1668, 53-63.

90



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Honjo, Y., Hrycyna, C.A., Yan, Q.-W., Medina-Pérez, W.Y., Robey, R.W., Van De
Laar, A., Litman, T., Dean, M., Bates, S.E. (2001) Acquired mutations in the
MXR/BCRP/ABCP gene alter substrate specificity in MXR/BCRP/ABCP-
overexpressing cells. Cancer Res, 61, 6635-6639.

Honjo, Y., Morisaki, K., Huff, L.M., Robey, R.W., Hung, J., Dean, M., Bates, S.E.
(2002) Single-nucleotide polymorphism (SNP) analysis in the ABC half-transporter
ABCG2 (MXR/BCRP/ABCP1). Cancer Biol Ther, 1, 696-702.

Gutmann, H., Hruz, P., Zimmermann, C., Beglinger, C., Drewe, J. (2005)
Distribution of breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2) mRNA expression
along the human Gl tract. Biochem Pharmacol, 70, 695-699.

Takada, T., Ichida, K., Matsuo, H., Nakayama, A., Murakami, K., Yamanashi, Y.,
Kasuga, H., Shinomiya, N., Suzuki, H. (2014) ABCG2 dysfunction increases serum
uric acid by decreased intestinal urate excretion. Nucleosides Nucleotides Nucleic
Acids, 33, 275-281.

Jonker, J.W., Buitelaar, M., Wagenaar, E., Van Der Valk, M.A., Scheffer, G.L.,
Scheper, R.J., Plosch, T., Kuipers, F., Elferink, R.P.O., Rosing, H. (2002) The breast
cancer resistance protein protects against a major chlorophyll-derived dietary
phototoxin and protoporphyria. Proc Natl Acad Sci, 99, 15649-15654.

Dietrich, C., Geier, A., Elferink, R.O. (2003) ABC of oral bioavailability: transporters
as gatekeepers in the gut. Gut, 52, 1788-1795.

Schnepf, R., Zolk, O. (2013) Effect of the ATP-binding cassette transporter ABCG2
on pharmacokinetics: experimental findings and clinical implications. Expert Opin
Drug Metab Toxicol, 9, 287-306.

Hediger, M.A., Johnson, R.J., Miyazaki, H., Endou, H. (2005) Molecular physiology
of urate transport. Physiology, 20, 125-133.

91



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Mizuno, N., Suzuki, M., Kusuhara, H., Suzuki, H., Takeuchi, K., Niwa, T., Jonker,
J.W., Sugiyama, Y. (2004) Impaired renal excretion of 6-hydroxy-5, 7-dimethyl-2-
methylamino-4-(3-pyridylmethyl) benzothiazole (E3040) sulfate in breast cancer
resistance protein (BCRP1/ABCG2) knockout mice. Drug Metab Disposition, 32,
898-901.

Huang, L., Be, X., Tchaparian, E.H., Colletti, A.E., Roberts, J., Langley, M., Ling,
Y., Wong, B.K., Jin, L. (2012) Deletion of Abcg?2 has differential effects on excretion
and pharmacokinetics of probe substrates in rats. J Pharmacol Exp Ther, 343, 316-
324,

Cooray, H.C., Blackmore, C.G., Maskell, L., Barrand, M.A. (2002) Localisation of
breast cancer resistance protein in microvessel endothelium of human brain.
Neuroreport, 13, 2059-2063.

Zhang, W., Mojsilovic-Petrovic, J., Andrade, M.F., Zhang, H., Ball, M,
Stanimirovic, D.B. (2003) Expression and functional characterization of ABCG2 in
brain endothelial cells and vessels. FASEB J, 17, 1-24.

Aronica, E., Gorter, J.A., Redeker, S., Van Vliet, E.A., Ramkema, M., Scheffer, G.L.,
Scheper, R.J., Van Der Valk, P., Leenstra, S., Baayen, J.C., Spliet, W.G.M., Troost,
D. (2005) Localization of breast cancer resistance protein (BCRP) in microvessel
endothelium of human control and epileptic brain. Epilepsia, 46, 849-857.

Enokizono, J., Kusuhara, H., Ose, A., Schinkel, A.H., Sugiyama, Y. (2008)
Quantitative investigation of the role of breast cancer resistance protein (Bcrp/Abcg?2)
in limiting brain and testis penetration of xenobiotic compounds. Drug Metab
Disposition, 36, 995-1002.

Enokizono, J., Kusuhara, H., Sugiyama, Y. (2007) Effect of breast cancer resistance
protein (Bcrp/Abcg2) on the disposition of phytoestrogens. Mol Pharmacol, 72, 967-
975.

92



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Adeoya-Osiguwa, S., Markoulaki, S., Pocock, V., Milligan, S., Fraser, L. (2003) 17-
Estradiol and environmental estrogens significantly affect mammalian sperm
function. Hum Reprod, 18, 100-107.

Litman, T., Jensen, U., Hansen, A., Covitz, K.-M., Zhan, Z., Fetsch, P., Abati, A.,
Hansen, P.R., Horn, T., Skovsgaard, T., Bates, S.E. (2002) Use of peptide antibodies
to probe for the mitoxantrone resistance-associated protein
MXR/BCRP/ABCP/ABCG2. Biochim Biophys Acta Biomembr, 1565, 6-16.

Maliepaard, M., Scheffer, G.L., Faneyte, I.F., van Gastelen, M.A., Pijnenborg, A.C.,
Schinkel, A.H., van de Vijver, M.J., Scheper, R.J., Schellens, J.H. (2001) Subcellular
localization and distribution of the breast cancer resistance protein transporter in

normal human tissues. Cancer Res, 61, 3458-3464.

Scharenberg, C.W., Harkey, M.A., Torok-Storb, B. (2002) The ABCG2 transporter
is an efficient Hoechst 33342 efflux pump and is preferentially expressed by
immature human hematopoietic progenitors. Blood, 99, 507-512.

Zhou, S., Schuetz, J.D., Bunting, K.D., Colapietro, A.-M., Sampath, J., Morris, J.J.,
Lagutina, I., Grosveld, G.C., Osawa, M., Nakauchi, H., Sorrentino, B.P. (2001) The
ABC transporter Bcrpl/ABCG2 is expressed in a wide variety of stem cells and is a
molecular determinant of the side-population phenotype. Nat Med, 7, 1028-1034.

Bunting, K.D. (2002) ABC transporters as phenotypic markers and functional
regulators of stem cells. Stem Cells, 20, 11-20.

van Herwaarden, A.E., Wagenaar, E., Merino, G., Jonker, J.W., Rosing, H., Beijnen,
J.H., Schinkel, A.H. (2007) Multidrug transporter ABCG2/breast cancer resistance
protein secretes riboflavin (vitamin B2) into milk. Mol Cell Biol, 27, 1247-1253.

Vlaming, M.L., Lagas, J.S., Schinkel, A.H. (2009) Physiological and
pharmacological roles of ABCG2 (BCRP): recent findings in Abcg2 knockout mice.
Adv Drug Del Rev, 61, 14-25.

93



98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

van Herwaarden, A.E., Schinkel, A.H. (2006) The function of breast cancer resistance
protein in epithelial barriers, stem cells and milk secretion of drugs and xenotoxins.
Trends Pharmacol Sci, 27, 10-16.

Maliepaard, M., van Gastelen, M.A., de Jong, L.A., Pluim, D., van Waardenburg,
R.C., Ruevekamp-Helmers, M.C., Floot, B.G., Schellens, J.H. (1999) Overexpression
of the BCRP/MXR/ABCP gene in a topotecan-selected ovarian tumor cell line.
Cancer Res, 59, 4559-4563.

Miyake, K., Mickley, L., Litman, T., Zhan, Z., Robey, R., Cristensen, B., Brangi, M.,
Greenberger, L., Dean, M., Fojo, T., Bates, S.E. (1999) Molecular cloning of cDNAs
which are highly overexpressed in mitoxantrone-resistant cells: demonstration of

homology to ABC transport genes. Cancer Res, 59, 8-13.

Kawabata, S., Oka, M., Shiozawa, K., Tsukamoto, K., Nakatomi, K., Soda, H.,
Fukuda, M., Ikegami, Y., Sugahara, K., Yamada, Y., Kamihira, S., Doyle, L.A., Ross,
D.D., Kohno, S. (2001) Breast cancer resistance protein directly confers SN-38

resistance of lung cancer cells. Biochem Biophys Res Commun, 280, 1216-1223.

Turner, J.G., Gump, J.L., Zhang, C., Cook, J.M., Marchion, D., Hazlehurst, L.,
Munster, P., Schell, M.J., Dalton, W.S., Sullivan, D.M. (2006) ABCG2 expression,
function, and promoter methylation in human multiple myeloma. Blood, 108, 3881-
38809.

Natarajan, K., Xie, Y., Baer, M.R., Ross, D.D. (2012) Role of breast cancer resistance
protein (BCRP/ABCG2) in cancer drug resistance. Biochem Pharmacol, 83, 1084-
1103.

Ross, D.D., Karp, J.E., Chen, T.T., Doyle, L.A. (2000) Expression of breast cancer
resistance protein in blast cells from patients with acute leukemia: Presented in part
at the Fortieth Annual Meeting of the American Society of Hematology, Miami
Beach, FL, December 4-8, 1998. Blood, 96, 365-368.

94



105.

106.

107.

108.

109.

110.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Plasschaert, S.L., van der Kolk, D.M., de Bont, E.S., Kamps, W.A., Morisaki, K.,
Bates, S.E., Scheffer, G.L., Scheper, R.J., Vellenga, E., de Vries, E.G. (2003) The
role of breast cancer resistance protein in acute lymphoblastic leukemia. Clin Cancer
Res, 9, 5171-5177.

Ross, D.D., Yang, W., Abruzzo, L.V., Dalton, W.S., Schneider, E., Lage, H., Dietel,
M., Greenberger, L., Cole, S.P., Doyle, L.A. (1999) Atypical multidrug resistance:
breast cancer resistance protein messenger RNA expression in mitoxantrone-selected
cell lines. J Natl Cancer Inst, 91, 429-433.

Candeil, L., Gourdier, 1., Peyron, D., Vezzio, N., Copois, V., Bibeau, F., Orsetti, B.,
Scheffer, G.L., Ychou, M., Khan, Q.A., Pommier, Y., Pau, B., Martineau, P., Del Rio,
M. (2004) ABCG2 overexpression in colon cancer cells resistant to SN38 and in

irinotecan-treated metastases. Int J Cancer, 109, 848-854.

Rao, V.K., Wangsa, D., Robey, R.W., Huff, L., Honjo, Y., Hung, J., Knutsen, T.,
Ried, T., Bates, S.E. (2005) Characterization of ABCG2 gene amplification
manifesting as extrachromosomal DNA in mitoxantrone-selected SF295 human
glioblastoma cells. Cancer Genet Cytogenet, 160, 126-133.

To, K.K., Polgar, O., Huff, L.M., Morisaki, K., Bates, S.E. (2008) Histone
modifications at the ABCG2 promoter following treatment with histone deacetylase
inhibitor mirror those in multidrug-resistant cells. Mol Cancer Res, 6, 151-164.

Nakano, H., Nakamura, Y., Soda, H., Kamikatahira, M., Uchida, K., Takasu, M.,
Kitazaki, T., Yamaguchi, H., Nakatomi, K., Yanagihara, K., Kohno, S., Tsukamoto,
K. (2008) Methylation status of breast cancer resistance protein detected by
methylation-specific polymerase chain reaction analysis is correlated inversely with

its expression in drug-resistant lung cancer cells. Cancer, 112, 1122-1130.

95



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Ee, P.L.R., Kamalakaran, S., Tonetti, D., He, X., Ross, D.D., Beck, W.T. (2004)
Identification of a novel estrogen response element in the breast cancer resistance
protein (ABCGZ2) gene. Cancer Res, 64, 1247-1251.

Wang, H., Lee, E.-W., Zhou, L., Leung, P.C., Ross, D.D., Unadkat, J.D., Mao, Q.
(2008) Progesterone receptor (PR) isoforms PRA and PRB differentially regulate
expression of the breast cancer resistance protein in human placental choriocarcinoma
BeWo cells. Mol Pharmacol, 73, 845-854.

Nakamichi, N., Morii, E., lkeda, J.-i., Qiu, Y., Mamato, S., Tian, T., Fukuhara, S.,
Aozasa, K. (2009) Synergistic effect of interleukin-6 and endoplasmic reticulum
stress inducers on the high level of ABCG2 expression in plasma cells. Lab Invest,
89, 327-336.

Krishnamurthy, P., Ross, D.D., Nakanishi, T., Bailey-Dell, K., Zhou, S., Mercer,
K.E., Sarkadi, B., Sorrentino, B.P., Schuetz, J.D. (2004) The stem cell marker
Bcrp/ABCG2 enhances hypoxic cell survival through interactions with heme. J Biol
Chem, 279, 24218-24225.

Nakanishi, T., Ross, D.D. (2012) Breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2):
its role in multidrug resistance and regulation of its gene expression. Chin J Cancer,
31, 73-99.

Szatmari, 1., Vamosi, G., Brazda, P., Balint, B.L., Benko, S., Széles, L., Jeney, V.,
Ozvegy-Laczka, C., Szant6, A., Barta, E., Balla, J., Sarkadi, B., Nagy, L. (2006)
Peroxisome proliferator-activated receptor y-regulated ABCG2 expression confers
cytoprotection to human dendritic cells. J Biol Chem, 281, 23812-23823.

Tan, K.P., Wang, B., Yang, M., Boutros, P.C., MacAulay, J., Xu, H., Chuang, A.l.,
Kosuge, K., Yamamoto, M., Takahashi, S., Wu, A.M.L., Ross, D.D., Harper, P.A.,
Ito, S. (2010) Aryl hydrocarbon receptor is a transcriptional activator of the human
breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2). Mol Pharmacol, 78, 175-185.

96



118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Liao, R., Sun, J., Zhang, L., Lou, G., Chen, M., Zhou, D., Chen, Z., Zhang, S. (2008)
MicroRNAs play a role in the development of human hematopoietic stem cells. J Cell
Biochem, 104, 805-817.

Li, X., Pan, Y.-Z., Seigel, G.M., Hu, Z.-H., Huang, M., Yu, A.-M. (2011) Breast
cancer resistance protein BCRP/ABCG2 regulatory microRNAs (hsa-miR-328,-519¢
and-520h) and their differential expression in stem-like ABCG2+ cancer cells.
Biochem Pharmacol, 81, 783-792.

To, K.K., Robey, R.W., Knutsen, T., Zhan, Z., Ried, T., Bates, S.E. (2009) Escape
from hsa-miR-519c enables drug-resistant cells to maintain high expression of
ABCG2. Mol Cancer Ther, 8, 2959-2968.

Wakabayashi, Y., Dutt, P., Lippincott-Schwartz, J., Arias, 1.M. (2005) Rabl1la and
myosin Vb are required for bile canalicular formation in WIF-B9 cells. Proc Natl
Acad Sci, 102, 15087-15092.

Kipp, H., Arias, 1. (2000) Intracellular trafficking and regulation of canalicular ATP-
binding cassette transporters. Semin Liver Dis. 20, 339-352.

Kipp, H., Pichetshote, N., Arias, .M. (2001) Transporters on demand intrahepatic
pools of canalicular ATP binding cassette transporters in rat liver. J Biol Chem, 276,
7218-7224.

Zeigerer, A., Gilleron, J., Bogorad, R.L., Marsico, G., Nonaka, H., Seifert, S.,
Epstein-Barash, H., Kuchimanchi, S., Peng, C.G., Ruda, V.M., Del Conte-Zerial, P.,
Hengstler, J.G., Kalaidzidis, Y., Koteliansky, V., Zerial, M. (2012) Rab5 is necessary
for the biogenesis of the endolysosomal system in vivo. Nature, 485, 465-470.

Nakagawa, H., Tamura, A., Wakabayashi, K., Hoshijima, K., Komada, M., Yoshida,
T., Kometani, S., Matsubara, T., Mikuriya, K., Ishikawa, T. (2008) Ubiquitin-
mediated proteasomal degradation of non-synonymous SNP variants of human ABC
transporter ABCG2. Biochem J, 411, 623-631.

97



126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Johnston, J.A., Ward, C.L., Kopito, R.R. (1998) Aggresomes: a cellular response to
misfolded proteins. J Cell Biol, 143, 1883-1898.

Basseville, A., Tamaki, A., lerano, C., Trostel, S., Ward, Y., Robey, R.W., Hegde,
R.S., Bates, S.E. (2012) Histone deacetylase inhibitors influence chemotherapy
transport by modulating expression and trafficking of a common polymorphic variant
of the ABCG2 efflux transporter. Cancer Res, 72, 3642-3651.

Furukawa, T., Wakabayashi, K., Tamura, A., Nakagawa, H., Morishima, Y., Osawa,
Y., Ishikawa, T. (2009) Major SNP (Q141K) variant of human ABC transporter
ABCG2 undergoes lysosomal and proteasomal degradations. Pharm Res, 26, 469-
479.

Wakabayashi, K., Nakagawa, H., Tamura, A., Koshiba, S., Hoshijima, K., Komada,
M., Ishikawa, T. (2007) Intramolecular disulfide bond is a critical check point
determining degradative fates of ATP-binding cassette (ABC) transporter ABCG2
protein. J Biol Chem, 282, 27841-27846.

Sarkadi, B., Homolya, L., Hegediis, T. (2020) The ABCG2/BCRP transporter and its
variants—from structure to pathology. FEBS Lett, 594, 4012-4034.

Kao, S., Chong, S., Lee, C. (2000) The role of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in understanding complex disorders and pharmacogenomics. Ann Acad Med
Singap, 29, 376-382.

Kondo, C., Suzuki, H., Itoda, M., Ozawa, S., Sawada, J.-i., Kobayashi, D., leiri, I.,
Mine, K., Ohtsubo, K., Sugiyama, Y. (2004) Functional analysis of SNPs variants of
BCRP/ABCG2. Pharm Res, 21, 1895-1903.

Zamber, C.P., Lamba, J.K., Yasuda, K., Farnum, J., Thummel, K., Schuetz, J.D.,
Schuetz, E.G. (2003) Natural allelic variants of breast cancer resistance protein
(BCRP) and their relationship to BCRP expression in human intestine.
Pharmacogenet, 13, 19-28.

98



134.

135.

136.

137.

138.

139.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Kobayashi, D., leiri, I., Hirota, T., Takane, H., Maegawa, S., Kigawa, J., Suzuki, H.,
Nanba, E., Oshimura, M., Terakawa, N., Otsubo, K., Mine, K., Sugiyama, Y. (2005)
Functional assessment of ABCG2 (BCRP) gene polymorphisms to protein expression

in human placenta. Drug Metab Disposition, 33, 94-101.

Poonkuzhali, B., Lamba, J., Strom, S., Sparreboom, A., Thummel, K., Watkins, P.,
Schuetz, E. (2008) Association of breast cancer resistance protein/ABCG2
phenotypes and novel promoter and intron 1 single nucleotide polymorphisms. Drug
Metab Disposition, 36, 780-795.

Imai, Y., Nakane, M., Kage, K., Tsukahara, S., Ishikawa, E., Tsuruo, T., Miki, Y.,
Sugimoto, Y. (2002) C421A polymorphism in the human breast cancer resistance
protein gene is associated with low expression of Q141K protein and low-level drug
resistance Mol Cancer Ther, 1, 611-616.

de Jong, F.A., Marsh, S., Mathijssen, R.H., King, C., Verweij, J., Sparreboom, A.,
McLeod, H.L. (2004) ABCG2 pharmacogenetics: ethnic differences in allele
frequency and assessment of influence on irinotecan disposition. Clin Cancer Res,
10, 5889-5894.

Woodward, O.M., Tukaye, D.N., Cui, J., Greenwell, P., Constantoulakis, L.M.,
Parker, B.S., Rao, A., Kéttgen, M., Maloney, P.C., Guggino, W.B. (2013) Gout-
causing Q141K mutation in ABCG2 leads to instability of the nucleotide-binding
domain and can be corrected with small molecules. Proc Natl Acad Sci, 110, 5223-
5228.

Saranko, H., Tordai, H., Telbisz, A., Ozvegy-Laczka, C., Erdés, G., Sarkadi, B.,
Hegediis, T. (2013) Effects of the gout-causing Q141K polymorphism and a CFTR

AF508 mimicking mutation on the processing and stability of the ABCG2 protein.
Biochem Biophys Res Commun, 437, 140-145.

99



140.

141.

142.

143.

144.

145.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Mizuarai, S., Aozasa, N., Kotani, H. (2004) Single nucleotide polymorphisms result
in impaired membrane localization and reduced atpase activity in multidrug
transporter ABCG2. Int J Cancer, 109, 238-246.

Toyoda, Y., Mancikova, A., Krylov, V. (2019) Functional characterization of
clinically-relevant rare variants in ABCG2 identified in a gout and hyperuricemia
cohort. Cells 8: 363.

Toyoda, Y., Pavelcova, K., Bohata, J., JeSina, P., Kubota, Y., Suzuki, H., Takada, T.,
Stiburkova, B. (2021) Identification of Two Dysfunctional Variants in the ABCG2
Urate Transporter Associated with Pediatric-Onset of Familial Hyperuricemia and
Early-Onset Gout. Int J Mol Sci, 22, 1935.

Chen, L., Manautou, J.E., Rasmussen, T.P., Zhong, X.-b. (2019) Development of
precision medicine approaches based on inter-individual variability of
BCRP/ABCG2. Acta Pharm Sin B, 9, 659-674.

Woodward, O.M., Kéttgen, A., Coresh, J., Boerwinkle, E., Guggino, W.B., Kottgen,
M. (2009) Identification of a urate transporter, ABCG2, with a common functional
polymorphism causing gout. Proc Natl Acad Sci, 106, 10338-10342.

Matsuo, H., Takada, T., Ichida, K., Nakamura, T., Nakayama, A., Ikebuchi, Y., Ito,
K., Kusanagi, Y., Chiba, T., Tadokoro, S., Takada, Y., Oikawa, Y., Inoue, H., Suzuki,
K., Okada, R., Nishiyama, J., Domoto, H., Watanabe, S., Fujita, M., Morimoto, Y.,
Naito, M., Nishio, K., Hishida, A., Wakai, K., Asai, Y., Niwa, K., Kamakura, K.,
Nonoyama, S., Sakurai, Y., Hosoya, T., Kanai, Y., Suzuki, H., Hamajima, N.,
Shinomiya, N. (2009) Common defects of ABCG2, a high-capacity urate exporter,
cause gout: a function-based genetic analysis in a Japanese population. Sci Transl
Med, 1, 5rall-15rall.

100



146.

147.

148.

149.

150.

151.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Cleophas, M., Joosten, L., Stamp, L.K., Dalbeth, N., Woodward, O.M., Merriman,
T.R. (2017) ABCG2 polymorphisms in gout: insights into disease susceptibility and

treatment approaches. Pharmacogenomics Person Med 10, 129-142.

Zhang, L., Spencer, K.L., Voruganti, V.S., Jorgensen, N.W., Fornage, M., Best, L.G.,
Brown-Gentry, K.D., Cole, S.A., Crawford, D.C., Deelman, E., Franceschini, N.,
Gaffo, A.L., Glenn, K.R., Heiss, G., Jenny, N.S., Kottgen, A., Li, Q., Liu, K., Matise,
T.C., North, K.E., Umans, J.G., Kao, W.H.L. (2013) Association of functional
polymorphism rs2231142 (Q141K) in the ABCG2 gene with serum uric acid and gout
in 4 US populations: the PAGE Study. Am J Epidemiol, 177, 923-932.

Zhou, D., Liu, Y., Zhang, X., Gu, X., Wang, H., Luo, X., Zhang, J., Zou, H., Guan,
M. (2014) Functional polymorphisms of the ABCG2 gene are associated with gout
disease in the Chinese Han male population. Int J Mol Sci, 15, 9149-9159.

Matsuo, H., Nakayama, A., Sakiyama, M., Chiba, T., Shimizu, S., Kawamura, Y.,
Nakashima, H., Nakamura, T., Takada, Y., Oikawa, Y., Takada, T., Nakaoka, H.,
Abe, J., Inoue, H., Wakai, K., Kawai, S., Guang, Y., Nakagawa, H., Ito, T., Niwa, K.,
Yamamoto, K., Sakurai, Y., Suzuki, H., Hosoya, T., Ichida, K., Shimizu, T.,
Shinomiya, N. (2014) ABCG2 dysfunction causes hyperuricemia due to both renal
urate underexcretion and renal urate overload. Sci Rep, 4, 1-5.

Matsuo, H., Tsunoda, T., Ooyama, K., Sakiyama, M., Sogo, T., Takada, T.,
Nakashima, A., Nakayama, A., Kawaguchi, M., Higashino, T., Wakai, K., Ooyama,
K., Hokari, R., Suzuki, H., Ichida, K., Inui, A., Fujimori, S., Shinomiya, N. (2016)
Hyperuricemia in acute gastroenteritis is caused by decreased urate excretion via
ABCG2. Sci Rep, 6, 1-6.

Feig, D.I., Kang, D.-H., Johnson, R.J. (2008) Uric acid and cardiovascular risk. New
Engl J Med, 359, 1811-1821.

101



152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Viarady, G., Szabd, E., Fehér, A., Németh, A., Zambo, B., Pakaski, M., Janka, Z.,
Sarkadi, B. (2015) Alterations of membrane protein expression in red blood cells of

Alzheimer's disease patients. Alzheimers Dement (Amst), 1, 334-338.

Sarkadi, B., Varady, G., Kasza, 1. (2013) Quantitative biomarkers in the erythrocyte
membrane. EP2839293A2.

Varady, G., Cserepes, J., Németh, A., Szabd, E., Sarkadi, B. (2013) Cell surface
membrane proteins as personalized biomarkers: where we stand and where we are
headed. Biomark Med, 7, 803-819.

Zambo, B., Bartos, Z., Mdzner, O., Szabd, E., Varady, G., Poor, G., Palinkas, M.,
Andrikovics, H., Hegeds, T., Homolya, L., Sarkadi, B. (2018) Clinically relevant
mutations in the ABCG2 transporter uncovered by genetic analysis linked to

erythrocyte membrane protein expression. Sci Rep, 8, 1-13.

Hoque, K.M., Dixon, E.E., Lewis, R.M., Allan, J., Gamble, G.D., Phipps-Green, A.J.,
Kuhns, V.L.H., Horne, A.M., Stamp, L.K., Merriman, T.R., Dalbeth, N., Woodward,
O.M. (2020) The ABCG2 Q141K hyperuricemia and gout associated variant

illuminates the physiology of human urate excretion. Nat Commun, 11, 1-15.

Morisaki, K., Robey, R.W., Ozvegy-Laczka, C., Honjo, Y., Polgar, O., Steadman, K.,
Sarkadi, B., Bates, S.E. (2005) Single nucleotide polymorphisms modify the
transporter activity of ABCG2. Cancer Chemother Pharmacol, 56, 161-172.

Zambo, B. (2019) Membranfehérjék vizsgdlata vordsvértesteken, a kapcsolodo

genetikai varidnsok azonositdsa és jellemzése. Semmelweis University. 99.

Ozvegy, C., Varadi, A., Sarkadi, B. (2002) Characterization of drug transport, ATP
hydrolysis, and nucleotide trapping by the human ABCG2 multidrug transporter
Modulation of substrate specificity by a point mutation. J Biol Chem, 277, 47980-
47990.

102



160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Polgar, O., Robey, R.W., Morisaki, K., Dean, M., Michejda, C., Sauna, Z.E.,
Ambudkar, S.V., Tarasova, N., Bates, S.E. (2004) Mutational analysis of ABCG2:
role of the GXXXG motif. Biochemistry, 43, 9448-9456.

Gottesman, M.M., Fojo, T., Bates, S.E. (2002) Multidrug resistance in cancer: role of
ATP—dependent transporters. Nat Rev Cancer, 2, 48-58.

Boncompain, G., Divoux, S., Gareil, N., De Forges, H., Lescure, A., Latreche, L.,
Mercanti, V., Jollivet, F., Raposo, G., Perez, F. (2012) Synchronization of secretory
protein traffic in populations of cells. Nat Methods, 9, 493-498.

Telbisz, A., Hegediis, C., Varadi, A., Sarkadi, B., Ozvegy-Laczka, C. (2014)
Regulation of the function of the human ABCG2 multidrug transporter by cholesterol
and bile acids: effects of mutations in potential substrate and steroid binding sites.
Drug Metab Disposition, 42, 575-585.

Perez, F. (2010) Methods and Kits for regulating intracellular trafficking of a target
protein. WO/2010/142785.

Ozvegy-Laczka, C., Laczko, R., Hegediis, C., Litman, T., Varady, G., Goda, K.,
Hegedls, T., Dokholyan, N.V., Sorrentino, B.P., Varadi, A., Sarkadi, B. (2008)
Interaction with the 5D3 monoclonal antibody is regulated by intramolecular
rearrangements but not by covalent dimer formation of the human ABCG2 multidrug
transporter. J Biol Chem, 283, 26059-26070.

Ozvegy-Laczka, C., Varady, G., Koblés, G., Ujhelly, O., Cervenak, J., Schuetz, J.D.,
Sorrentino, B.P., Koomen, G.-J., Varadi, A., Német, K., Sarkadi, B. (2005) Function-
dependent conformational changes of the ABCG2 multidrug transporter modify its
interaction with a monoclonal antibody on the cell surface. J Biol Chem, 280, 4219-
4227.

Taylor, N.M., Manolaridis, 1., Jackson, S.M., Kowal, J., Stahlberg, H., Locher, K.P.
(2017) Structure of the human multidrug transporter ABCG2. Nature, 546, 504-5009.

103



168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Diop, N.K., Hrycyna, C.A. (2005) N-Linked glycosylation of the human ABC
transporter ABCG2 on asparagine 596 is not essential for expression, transport
activity, or trafficking to the plasma membrane. Biochemistry, 44, 5420-5429.

Ripperger, A., Benndorf, R.A. (2016) The C421A (Q141K) polymorphism enhances
the 3'-untranslated region (3'-UTR)-dependent regulation of ATP-binding cassette
transporter ABCG2. Biochem Pharmacol, 104, 139-147.

Sobek, K.M., Cummings, J.L., Bacich, D.J., O’Keefe, D.S. (2017) Contrasting roles
of the ABCG2 Q141K variant in prostate cancer. Exp Cell Res, 354, 40-47.

Zambo, B., Moézner, O., Bartos, Z., Torok, G., Varady, G., Telbisz, A., Homolya, L.,
Orban, T.I., Sarkadi, B. (2020) Cellular expression and function of naturally
occurring variants of the human ABCG2 multidrug transporter. Cell Mol Life Sci,
77, 365-378.

Stiburkova, B., Pavelcova, K., Zavada, J., Petru, L., Simek, P., Cepek, P., Pavlikova,
M., Matsuo, H., Merriman, T.R., Pavelka, K., Pavlikova, M., Suzuki, H., Matsuo, H.,
Takada, T., Stiburkova, B. (2017) Functional non-synonymous variants of ABCG2
and gout risk. Rheumatology, 56, 1982-1992.

Kasza, 1., Varady, G., Andrikovics, H., Koszarska, M., Tordai, A., Scheffer, G.L.,
Németh, A., Szakacs, G., Sarkadi, B. (2012) Expression levels of the ABCG2
multidrug transporter in human erythrocytes correspond to pharmacologically

relevant genetic variations. PL0oS One, 7, e48423.

Polgar, O., Ediriwickrema, L.S., Robey, R.W., Sharma, A., Hegde, R.S., Li, Y., Xia,
D., Ward, Y., Dean, M., Ozvegy-Laczka, C., Sarkadi, B., Bates, S.E. (2009) Arginine
383 is a crucial residue in ABCG2 biogenesis. Biochim Biophys Acta Biomembr,
1788, 1434-1443.

Storch, C.H., Ehehalt, R., Haefeli, W.E., Weiss, J. (2007) Localization of the human

breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2) in lipid rafts/caveolae and

104



176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

modulation of its activity by cholesterol in vitro. J Pharmacol Exp Ther, 323, 257-
264.

Szilagyi, J.T., Vetrano, A.M., Laskin, J.D., Aleksunes, L.M. (2017) Localization of
the placental BCRP/ABCG2 transporter to lipid rafts: role for cholesterol in
mediating efflux activity. Placenta, 55, 29-36.

Telbisz, A., Miiller, M., Ozvegy-Laczka, C., Homolya, L., Szente, L., Varadi, A.,
Sarkadi, B. (2007) Membrane cholesterol selectively modulates the activity of the
human ABCG2 multidrug transporter. Biochim Biophys Acta Biomembr, 1768,
2698-2713.

Marheineke, K., Griinewald, S., Christie, W., Reildnder, H. (1998) Lipid composition
of Spodoptera frugiperda (Sf9) and Trichoplusia ni (Tn) insect cells used for
baculovirus infection. FEBS Lett, 441, 49-52.

Suaud, L., Miller, K., Panichelli, A.E., Randell, R.L., Marando, C.M., Rubenstein,
R.C. (2011) 4-Phenylbutyrate stimulates Hsp70 expression through the Elp2
component of elongator and STAT-3 in cystic fibrosis epithelial cells. J Biol Chem,
286, 45083-45092.

Terskikh, A., Fradkov, A., Ermakova, G., Zaraisky, A., Tan, P., Kajava, A.V., Zhao,
X., Lukyanov, S., Matz, M., Kim, S., Weissman, I., Siebert, P. (2000) " Fluorescent
timer": protein that changes color with time. Science, 290, 1585-1588.

Baker, S.M., Buckheit, R.W., Falk, M.M. (2010) Green-to-red photoconvertible
fluorescent proteins: tracking cell and protein dynamics on standard wide-field

mercury arc-based microscopes. BMC Cell Biol, 11, 1-10.

Klonis, N., Rug, M., Harper, I., Wickham, M., Cowman, A., Tilley, L. (2002)
Fluorescence photobleaching analysis for the study of cellular dynamics. Eur Biophys
J, 31, 36-51.

105



183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Matlin, K.S., Simons, K. (1983) Reduced temperature prevents transfer of a
membrane glycoprotein to the cell surface but does not prevent terminal
glycosylation. Cell, 34, 233-243.

Saraste, J., Kuismanen, E. (1984) Pre-and post-Golgi vacuoles operate in the transport
of Semliki Forest virus membrane glycoproteins to the cell surface. Cell, 38, 535-
549.

Scales, S.J., Pepperkok, R., Kreis, T.E. (1997) Visualization of ER-to-Golgi transport
in living cells reveals a sequential mode of action for COPII and COPI. Cell, 90,
1137-1148.

Kreis, T.E., Lodish, H.F. (1986) Oligomerization is essential for transport of vesicular

stomatitis viral glycoprotein to the cell surface. Cell, 46, 929-937.

Lafay, F. (1974) Envelope proteins of vesicular stomatitis virus: effect of
temperature-sensitive mutations in complementation groups Il and V. J Virol, 14,
1220-1228.

Hirschberg, K., Miller, C.M., Ellenberg, J., Presley, J.F., Siggia, E.D., Phair, R.D.,
Lippincott-Schwartz, J. (1998) Kinetic analysis of secretory protein traffic and
characterization of Golgi to plasma membrane transport intermediates in living cells.
J Cell Biol, 143, 1485-1503.

Presley, J.F., Cole, N.B., Schroer, T.A., Hirschberg, K., Zaal, K.J., Lippincott-
Schwartz, J. (1997) ER-to-Golgi transport visualized in living cells. Nature, 389, 81-
85.

Rivera, V.M., Wang, X., Wardwell, S., Courage, N.L., Volchuk, A., Keenan, T., Holt,
D.A., Gilman, M., Orci, L., Cerasoli, F., Rothman, J.E., Clackson, T. (2000)
Regulation of protein secretion through controlled aggregation in the endoplasmic
reticulum. Science, 287, 826-830.

106



191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Kuhn, Y., Sanchez, C.P., Ayoub, D., Saridaki, T., Van Dorsselaer, A., Lanzer, M.
(2010) Trafficking of the phosphoprotein PFCRT to the digestive vacuolar membrane
in Plasmodium falciparum. Traffic, 11, 236-249.

Saridaki, T., Sanchez, C.P., Pfahler, J., Lanzer, M. (2008) A conditional export
system provides new insights into protein export in Plasmodium falciparum-infected

erythrocytes. Cell Microbiol, 10, 2483-2495.

Sawyer, G.W., Ehlert, F.J., Hart, J.P. (2006) Determination of the rate of muscarinic
M1 receptor plasma membrane delivery using a regulated secretion/aggregation
system. J Pharmacol Toxicol Methods, 53, 219-233.

Szent-Gyorgyi, C., Schmidt, B.F., Creeger, Y., Fisher, G.W., Zakel, K.L., Adler, S.,
Fitzpatrick, J.A., Woolford, C.A., Yan, Q., Vasilev, K.V., Berget, P.B., Bruchez,
M.P., Jarvik, JW., Waggoner, A. (2008) Fluorogen-activating single-chain

antibodies for imaging cell surface proteins. Nat Biotechnol, 26, 235-240.

Perkins, L.A., Bruchez, M.P. (2020) Fluorogen activating protein toolset for protein
trafficking measurements. Traffic, 21, 333-348.

Orban, T.1., Seres, L., Ozvegy-Laczka, C., Elkind, N.B., Sarkadi, B., Homolya, L.
(2008) Combined localization and real-time functional studies using a GFP-tagged
ABCG2 multidrug transporter. Biochem Biophys Res Commun, 367, 667-673.

Mizuguchi, H., Xu, Z., Ishii-Watabe, A., Uchida, E., Hayakawa, T. (2000) IRES-
dependent second gene expression is significantly lower than cap-dependent first

gene expression in a bicistronic vector. Mol Ther, 1, 376-382.

Ozvegy, C., Litman, T., Szakacs, G., Nagy, Z., Bates, S., Varadi, A., Sarkadi, B.
(2001) Functional characterization of the human multidrug transporter, ABCG2,

expressed in insect cells. Biochem Biophys Res Commun, 285, 111-117.

107



199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Hou, H., Sun, H., Lu, P., Ge, C., Zhang, L., Li, H., Zhao, F., Tian, H., Zhang, L.,
Chen, T. (2013) Tunicamycin potentiates cisplatin anticancer efficacy through the
DPAGT1/Akt/ABCG2 pathway in mouse Xenograft models of human hepatocellular
carcinoma. Mol Cancer Ther, 12, 2874-2884.

Lehle, L., Tanner, W. (1976) The specific site of tunicamycin inhibition in the
formation of dolichol-bound N-acetylglucosamine derivatives. FEBS Lett, 71, 167-
170.

Freeze, H.H., Kranz, C. (2010) Endoglycosidase and glycoamidase release of N-
linked glycans. Curr Protoc Mol Biol, 89, 17.13 A. 11-17.13 A. 25.

Zeitlin, P.L. (2000) Pharmacologic restoration of adF508 CFTR-mediated chloride
current. Kidney Int, 57, 832-837.

Peng, H., Qi, J., Dong, Z., Zhang, J.-T. (2010) Dynamic vs static ABCG2 inhibitors
to sensitize drug resistant cancer cells. PLoS One, 5, e15276.

Studzian, M., Bartosz, G., Pulaski, L. (2015) Endocytosis of ABCG2 drug transporter
caused by binding of 5D3 antibody: trafficking mechanisms and intracellular fate.
Biochim Biophys Acta Mol Cell Res, 1853, 1759-1771.

Sai, Y., Nies, A.T., Arias, 1.M. (1999) Bile acid secretion and direct targeting of
mdr1-green fluorescent protein from Golgi to the canalicular membrane in polarized
WIF-B cells. J Cell Sci, 112, 4535-4545.

De Rosa, M.F., Sillence, D., Ackerley, C., Lingwood, C. (2004) Role of multiple drug
resistance protein 1 in neutral but not acidic glycosphingolipid biosynthesis. J Biol
Chem, 279, 7867-7876.

Fu, D., van Dam, E.M., Brymora, A., Duggin, 1.G., Robinson, P.J., Roufogalis, B.D.
(2007) The small GTPases Rab5 and RalA regulate intracellular traffic of P-
glycoprotein. Biochim Biophys Acta Mol Cell Res, 1773, 1062-1072.

108



208.

209.

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Pomozi, V., Brampton, C., Szeri, F., Dedinszki, D., Kozék, E., van de Wetering, K.,
Martin, L., Véaradi, A., Le Saux, O. (2017) Functional rescue of ABCC6 deficiency
by 4-phenylbutyrate therapy reduces dystrophic calcification in Abcc6—/—mice. J
Invest Dermatol, 137, 595-602.

Oslowski, C.M., Urano, F. (2011) Measuring ER stress and the unfolded protein
response using mammalian tissue culture system, Methods Enzymol. Elsevier, Vol.
490, pp. 71-92.

109



DOI:10.14753/SE.2021.2539

11. SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE
11.1 Disszertaciohoz kapcsolodé kézlemények:

Zambo B, Bartos Z, Mozner O, Szabd E, Varady G, Podr G, Palinkds M, Andrikovics H,
Hegedus T, Homolya L & Sarkadi B. Clinically relevant mutations in the ABCG2 transporter
uncovered by genetic analysis linked to erythrocyte membrane protein expression. Sci. Rep.
2018;8(1):7487.

IF=4,011

Bartos Z, Homolya L. Identification of specific trafficking defects of naturally occurring
variants of the human ABCG2 transporter. Front Cell Dev Biol. 2021;9:615729.

IF=5,186*

11.2 Disszertaciotol fiiggetlen kézlemények:

Bistakova J, Forgacs Z, Bartos Z, Szivosne MR, Jambor T, Knazicka Z, Tvrda E, Libova
L, Goc Z, Massanyi P, Lukac N. Effects of 4-nonylphenol on the steroidogenesis of human
adrenocarcinoma cell line (NCI-H295R). J Environ Sci Health A Tox Hazard Subst Environ
Eng, 2017;52(3):221-227.

IF=1,561

Mobzner O, Bartos Z, Zambo B, Homolya L, Hegediis T, Sarkadi B. Cellular Processing of
the ABCG2 Transporter-Potential Effects on Gout and Drug Metabolism. Cells. 2019;8(10):
1215.

IF=4,366

Zambé B, Mézner O, Bartos Z, Térok G, Varady G, Telbisz A, Homolya L, Orban T, Sarkadi
B. Cellular expression and function of naturally occurring missense variants of the human
ABCG2 multidrug transporter. Cell Mol Life Sci, 2020;77(2):365-378.

IF=6,496*

110


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7593626/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6830335/

DOI:10.14753/SE.2021.2539

Becsky D, Szabo K, Gajdos T, Gyulai-Nagy S, Al-Gaadi D, Bartos Z, Balind A, Csernoch
L, Dux L, Horvath P, Erdelyi M, Homolya L, Szentesi P, Keller-Pinter A. Syndecan-4
expression modulates cell polarity and migration by influencing centrosome positioning and
intracellular calcium distribution. Front Cell Dev Biol. 2020; 8: 575227.

IF=5,186*

* Varhato IF érték.

111


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7593626/

DOI:10.14753/SE.2021.2539

12. KOSZONETNYILVANITAS

Els6sorban kdszondm témavezetdmnek, Dr. Homolya Laszlonak, aki biztositott
kutatdsaimhoz az anyagi és szakmai hatteret, munkamhoz rengeteg tanacsot és segitséget

nyujtott és tamogatta konferencidkon valo szerepléseimet.

Koszonettel tartozom tovabba csoportunk tobbi tagjanak: Torok Gyorgynek és Hegyi
Zoltannak, akik segitettek elindulni a mikroszkopozas csodalatos vilagaban, Lilienberg
Julinak, akivel mindig tdamogattuk egymast PhD éveink soran, Bézsenyi Gyongyinek, aki a
laboratériumi munkémat segitette és Rieth Katanak, aki mindennapi ligyintézésben segiti az

¢életinket.

Nagy koszonettel tartozom Zambd Boglarkanak, akivel a ko6zds elsOszerzds
publikacionkoz rengeteget dolgoztunk egyiitt, mindig parhuzamosan egymast kiegészitve.
Nagyon élveztem ezt az idészakot, mert egy szakmai és egy barati tarsra talaltam Bogi
személyében. Tovabba kdszondm Mozner Orsinak, Bogi szakdolgozdjanak is, aki szorgosan

aszisztalt mindkettonk kisérleteihez.

Hélasan koszonom Dr. Sarkadi Baldzsnak a koézos €s egyéni munkamhoz vald

rengeteg tanacsot és szakmai tamogatést.

Koszonettel tartozom tovabba Dr. Hegedlis Tamasnak a kozos munkéinkhoz vald

utmutatasért és segitségért.

Szeretném megkdszonni az egész Biomembran kozosség minden tagjanak a

segitségét, hiszen itt mindig mindenki szamithatott egymasra.

Halas koszonettel tartozom a kitartd tamogatasért csaladomnak: Dr. Bartos Csillanak,

Tamas Arankanak, Bartos Jozsefnek és Ila mamanak.

Disszertaciom nem johetett volna létre parom, Talas Andras faradhatatlan timogatasa

¢s tlirelme nélkiil, aki mindig segit lmaim megvalositasaban.

112



