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1. BEVEZETES

Az ABC (ATP-binding cassette) fehérjék az aktiv transzporterek
kozé sorolhatdk, mivel a szubsztratok szallitasahoz sziikséges energiat
ATP kotésébol és bontasabol fedezik és a nukleotid hidrolizise vezet a
fehérjének olyan konformacié valtozasahoz, amely az anyagok
transzportjat biztositja. Az ABC transzporterek altatlaban két nukleotid
koté doménbdl és két transzmembran doménbdl allnak. Az ABCG2 az
ugynevezett fél-transzporterek kozé tartozik, mely homo-dimer
formaban alakot egy funkcionalis egységet.

Az ABCG2 transzmembran transzporter az emberi szervezetben
szamos hatarfeliiletein megtalalhaté a plazmamembranban, polarizalt
sejtekben pedig az apikalis felszinen helyezkedik el. Az ABCG2 {6
feladata a szervezet védelme, mely soran endo- és xenobiotikumokat
transzportal kifelé a sejtekb6l. A fehérje endogén szubsztratjai kozé
gasztrointesztinalis traktusban és a vese proximalis tubulasaban vesz
részt. Mindemellett a gyogyszerek és kemoterapias szerek transzportja
révén az ABCG2 szerepet jatszhat a multidrog rezisztencia
kialakuldsaban is tumorsejtekben.

Az ABCG2-nek szamos genetikai polimorfizmusa ismert,
melyek dontd tobbsége (90%) SNP. Ezek koziil a legtobbet vizsgalt
valtozat a Q141K varians, melynek el6fordulasi gyakorisaga az azsiai
populacioban magasabb (20-40%), azonban a kaukazusi etnikumban is
eléri a 10%-ot. A Q141K mutaciét hordozo valtozatrdl leirtak, hogy
funkcionalisan aktiv transzporter, azonban a fehérje expresszidja
alacsonyabb a vad tipushoz képest ¢és trafficking problémakat mutat. Ez
az SNP a htiigysav kivalasztasanak zavara révén gyakoribb elfordulassal
figyelhetd meg kdszvényes és hiperurikémias betegekben, mint az
egészséges emberekben.



2. CELKITUZES

PhD munkdm sordn az ABCG2 fehérje variansok tanulméanyozasaval
foglalkoztam:

e koszvényes betegek vérmintaban azonositottak egy uj ABCG2
valtozatot, az M71V-t. Ez a véltozat a fehérje expressziojat a felére
csokkenteti az eritrocitdk felszinén a vad tipussal homozigota
koriilmények kozott is jellemezni expresszio, lokalizacio és funkcid
tekintetében.

e az ABCG2 fehérje valtozatok plazmamembranba torténd
kihelyezédésének  kinetikajat igyekeztem feltarni az
endoplazmatikus retikulimtél (ER) a plazmamembranig. A vad
tipusu €s SNP-t hordozé6 ABCG2 varidnsok (M71V és Q141K)
sejten beliili utjanak 6sszehasonlitdsdval probaltam minél jobban
megérteni és magyarazatot talalni a mutans valtozatok csokkent
fehérje és plazmamembran expresszidjara.

e kiilonbozo traffickinget befolyasold anyagok hatasait kivantam
vizsgalni az ABCG2 valtozatok fehérje érésére és sejten beliili
kozlekedésére.



3. MODSZEREK

- Kisérleteimhez pcDNA3.1, pEGFP, pIRES-GFP, pAcUW-21-L és
Str-li_SBP-EGFP (RUSH vektor) plazmid konstrukciokat hoztam
l1étre, melyek az ABCG2 vad tipusu, M71V, K86M, vagy a Q141K
valtozatat tartalmaztak. A plazmidok eldallitdsahoz mutagenezis
PCR-t, klasszikus, restrikcios enzimes szubklonozast és Gibson-féle
klonozasi technikakat alkalmaztam.

- Méréseimhez human (HEK293, HeLa), emlés (MDCKII) és rovar
(Sf9) sejtvonalakat hasznaltam. Az ABCG2 fehérjét transzfekciot
kovetéen (Lipofectamine 2000, Magnetofection) tranziensen
vizsgaltam.

- A plazmidokrdl atirodo6 ABCG2 mRNS szinteket qPCR technikéval
ellendriztem.

- Az ABCG2-M71V in vitro jellemzését klasszikus molekularis

bioldgiai és biokémiai modszerekkel végeztem:

o Az ABCG2 fehérje expresszidjanak vizsgalatdra Western blot
technikat alkalmaztam, melynél specifikus ABCG2 ellenanyag
(Bxp-21) segitségével denzitometralassal hataroztam meg a protein
tranziens kifejez6dését.

o Az M71V lokalizaciojat immunfluoreszcens jeloléseket (ABCG2
antitest: Bxp-21, bazolateralis marker: Na*-K"™-ATPaz antitest,
sejtmag: DAPI) kovetéen konfokalis mikroszkoppal vizsgaltam.

o Az ABCG2 valtozatok funkcionalis vizsgalatahoz ATPaz aktivitas
mérést alkalmaztam a transzporter variansokat kifejez6 Sf9
membranpreparatumokon. A mérések soran az ATP hasitasbol
szarmaz6 anorganikus foszfat mennyiségét kolorimetriasan
hataroztam meg spektrofotométer segitségével.



- Az ABCG2 sejten beliili mozgasanak nyomon kovetéséhez a fehérje
variansait a RUSH (retention using selective hooks) rendszerben
vizsgaltam:

o Az ABCG2 variansok fehérje expressziojat, valamint a fehérje
érését Western blot modszerrel mértem (Bxp-21 antitest). Az
ABCG2 N-glikozilalt formajanak azonositasahoz EndoH és PNGaz
F glikozidaz enzimeket hasznaltam.

o Az ABCG2 sejten beliili lokalizaciojat biotin kezelés nélkiil, illetve
biotin hozzaadasat kdvetden kiilonbozo idépontokban: ER marker
(€16 sejtek jelolése ER-Tracker Red fluoreszcens festékkel), Golgi
marker (immunfestés Giantin elleni antitestte]) ¢s a
plazmamembranba kijutott transzporter Alexa Fluor 647 konjugalt
5D3 antitestes jelolése (¢él6 sejtek inkubalasa konformacio
specifikus ABCG2 antitesttel)  mellet vizsgaltam konfokalis
mikroszkop segitségével.

o Az ABCG2 fehérje sejten beliili mozgasanak tanulmanyozasahoz a
fentebb leirt jel6lésekkel (ER, Golgi, plazmamembran) késziilt
felvételeket kolokalizacios elemzésnek vettem ald, mely soran
kolokalizacios koefficienst szamoltam.

- Kezelésekhez hasznalt anyagok: 5 uM quercetin, 1 pM Ko143, 1 uM
kolhicin, 1 mM 4-PBA (4-fenilbutirat), 100 uM biotin, 2 uM MG132,
10 nM BAF (Bafilomycin Al).



4. EREDMENYEK

4.1 Az ABCG2-MT71V in vitro jellemzése

Az MT71V in vitro jellemzéséhez kiilonféle vektorkonstrukcidkat
(PIRES-ABCG2, pcDNA3.1-ABCG2, pEGFP-ABCG2) hoztunk létre
¢és transzfekciot kovetéen HEK293, HelLa és MDCKII sejtekben
tranziensen vizsgaltuk az ABCG2 fehérje variansokat. A fehérje
expresszios mérések soran azt talaltuk, hogy az M71V és a Q141K
valtozatok joval alacsonyabb fehérje expressziot mutatnak, mint a vad
tipusi ABCG2 (1. abra A). A pIRES-GFP plazmidrél expresszald
ABCG2 mRNS szinteket qPCR segitségével mértem, melynél nem volt
megfigyelheto kiilonbség a vad tipusu és a mutaciot hordozé valtozatok
kozott. Az M71V mutaciot hordozo transzpoter funkcioképességének
vizsgalatdhoz Sf9Y sejtek membranpreparatumain ATPaz aktivitas
mérést végeztiink. A kapott eredményekbdl megallapithato, hogy az
M71V ATPaz aktivitdsa alacsonyabb a vad tipushoz viszonyitva,
azonban indukalo szubsztrat (quercetin) jelenlétében és koleszterinnel
toltott membranpreparatumokon a vad tipushoz hasonléan, a mutaciot
hordoz6 transzporter ATPaz aktivitdsa is megné (1. abra B). Az
ABCG2-M71V fehérje valtozat lokalizacidjanak vizsgalata soran
HEK?293 sejtekben azt talaltuk, hogy az M71V varians jelentGs
mértékben intracelluldrisan talalhat6 €s a fehérjének csak egy kis része
figyelhetd meg a plazmamembranban (1. abra C). Polarizaltatott
MDCK sejtekben azonban az M71V a vad tipushoz hasonléan az
apikalas membranban lokalizal (1. dbra D).
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1. abra: Az ABCG2-M71V in vitro jellemzése. (A) ABCG2 variansok fehérje
expresszios vizsgalata. (B) ABCG2 variansok ATPaz aktivitas mérése. (C)
ABCG?2 variansok lokalizaciojanak vizsgalata HEK 293 sejtekben (ABCG2:
Bxp-12, piros; sejtmag: DAPI, kék). (D) ABCG2 variansok lokalizacidjanak
vizsgélata polarizaltatott MDCKII sejtekben (ABCG2: Bxp-12, zold;
bazolateralis marker: anti- Na*-K*-ATPaz, piros).
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Végiil annak tesztelése érdekében, hogy az M71V varians
mutans fenotipusat tudjuk-e menteni kiilonb6z6 farmakonokkal: 4-
fenilbutirat (4-PBA, farmakologiai chaperon, hésokk fehérjék
expressziojat indukalja) és kolhicin (kdszvényben hasznalt gyogyszer,
mikrotubulus gatlo) kezeléseket alkalmaztunk. Ezekkel a kezelésekkel
a teljes fehérje expressziot jelentdsen sikeriilt megnovelniink mind a
vad tipusu, mind a mutaciot hordozé ABCG2 variansok esetében,
azonban a fehérjék lokalizaciojanak a javitasat a konfokalis
mikroszkopos eredmények alapjan nem lehet biztonsaggal kijelenteni.
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4.2 A vad tipusu és SNP-t hordozé ABCG?2 valtozatok sejten beliili
mozgasanak vizsgalata

Az ABCGQG?2 variansok sejten beliili mozgasanak vizsgalatdhoz a
RUSH rendszert alkalmaztuk. Ez a modszer egy bicisztronos vektoron
alapszik, melyrdl expresszalddik egy horgony fehérje, amelyhez egy
sztreptavidin van kapcsolva, valamint a vizsgalni kivant riporter
fehérje, amihez egy GFP és egy sztreptavidin-koté fehérje (SBP) van
kapcsolva. A vizsgalni kivant fehérje a szterptavidin-SBP kapcsolat
révén kotve van a horgony fehérjének megfeleldé donor
kompartmentben, azonban biotin hozzaadasaval a riporter fehérje
felszabadul a donor kompartmentbdl és megkezdi utjat a neki megfeleld
célkompartment felé. Ezzel a fehérjék sejten beliili mozgasat a hozza
kapcsolat GFP jele alapjan mikroszkdppal monitorozni tudjuk. Mi a
kisérleteinkhez egy ER-horgonyt tartalmazé konstrukciot hasznaltunk,
a riporter fehérje, pedig az ABCG2 kiilonb6z6 variansai (vad tipus,
M71V, Q141K) voltak. A RUSH-ABCG2 konstrukciokkal HeLa
sejteket transzfektalunk és a fehérjéket tranziensen vizsgaltuk.

A RUSH rendszerben vizsgalva az ABCG?2 fehérje expresszidjat
azt talalatuk, hogy a biotinnal nem kezelt mintaknal kett6, mig biotinnal
valo kezelés utan harom sav jelenik meg a Western blot-on.
Feltételeztiikk, hogy a harmadik fels6 sdv a fehérje érett, teljesen
glikozilalt formaja, ezért a mintdkat kiilonbozé glikozidaz enzimes
(EndoH ¢és PNGaz F) kezeléseknek vetettiikk ala. A PNGaz F enzimes
kezelés hatasara, ami a teljes cukorfat képes leemészteni a fehérjérol
(mely a Golgiban alakul ki) eltint a harmadik felsés sav. Ezzel
bebizonyitottuk, hogy a RUSH rendszerben nem csak a fehérje
mozgasat, hanem az ABCG2 fehérje érését is képesek vagyunk nyomon
kovetni az ER-bdl valo felszabaditas utan. A bloton talalhaté felsé sav
¢és az Osszfehérje aranyabol elemeztiik az ABCG2 variansok fehérje
érésének kinetikajat, és azt talaltuk, hogy az M71V és a Q141K
valtozatok lassabb fehérje érést mutatnak a vad tipushoz képest.
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Ugyanakkor a mutaciét hordozé ABCG2 variansok a RUSH
rendszerben vizsgalva is szignifikansan alacsonyabb &sszfehérje
expressziot eredményeznek a vad tipushoz viszonyitva, azonban biotin
hozz4ad4asa utan az dsszfehérje mennyisége nem csokkent egyik varians
esetében sem csokkent (2. dbra).
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2. abra: ABCG2 fehérje érésének vizsgalata a RUSH rendszerben. (A)
Reprezentativ Western blot. (B) ABCG2 variansok fehérje érésének kinetikaja.

Az ABCG?2 fehérje sejten beliili utjanak vizsgalatdhoz ER és
Golgi markert alkalmaztuk, valamint a plazmamembranba Kijutott
transzportert is specifikusan jelolni kivantuk. A fehérje sejtfelszinre
val6é megérkezésének vizsgalatahoz beallitottam egy modszert, amely
kombinalja a RUSH rendszert és az aramlasi citometrias méréseknél
hasznalt 5D3 antitesttel, amely az ABCG2 fehérjét egy extracellularis
loop-jan is meri fel. A mérések soran 5D3 antitestet tartalmazo
médiummal inkubaltuk a sejteket, biotin nélkiil, vagy biotinnal egyiitt,
majd kiilonb6z6 idépontokban mostuk és fixaltuk a mintakat. Ezzel a
modszerrel a médiumban 1évé antitest csak akkor kotddik az ABCG2
fehérjéhez, ha az mar kijutott a plazmamembranba. A kiilonb6zo
markerekkel és 5D3 antitesttel végzett mérésekbdl kolokalizacios
koefficienst szamoltunk és azt talaltuk, hogy a vad tipusi ABCG2
biotin hozzdadasa utan gyorsan kijut ez ER-bdl, mig az M71V és
Q141K variansok egy része (40%) két ora utan is az ER-ban marad. A
Golgi markerrel végzett elemzés soran nem talaltunk kiilonbséget a vad
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tipust és a mutaciot hordozd varidnsok kozott, tehat az ER-bol kijutott
fehérjék hasonld kinetikaval haladtak at a Golgi-komplexen. Az
ABCG2 plazmamembranban vald vizsgdlata soran az volt
megfigyelhetd, hogy a vad tipusu fehérje nagy része gyorsan kijut a
sejtfelszinre, mig a mutans valtozatok esetén egy lassabb trafficking
tapasztalhat6 a plazmamembranba (3. abra).
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3. dbra: ABCG2 fehérje sejten beliili mozgasanak kinetikaja. (A) A vad tipust
ABCG2 fehérje (zold) vizsgalata a RUSH rendszerben ER-Tracker, anti-
Giantin, vagy Alexa Fluor 647 konjugalt 5D3 antitestes jelolések (piros)
mellett. (B) ABCG2 variansok ¢és a kiilonbozé markerekkel végzett
kolokalizacios analizis (kolokalizacios koefficiense).

Végezetiil kiilonbozo trafficking-et befolyasolé anyagok hatasat
kivantuk vizsgalni az ABCG2 fehérje sejten beliili utjara a RUSH
rendszerben. A kezeléseknél 4-fenilbutiratot, MG132-t (proteaszéma
inhibitor), valamint Bafilomycin Al-et (BAF, lizoszéma inhibitor)
alkalmaztunk. Western blottal vizsgaltuk a kezelések fehérje
expressziora gyakorolt hatasast és azt talaltuk, hogy sem a 4-PBA, sem
a BAF kezelésnek nincs hatasa a vad tipusi és a mutans ABCG2
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valtozatok Osszfehérje expressziojara, ugyanakkor az MG132
proteaszoma inhibitor szignifikdnsan megnoéveli az M71V varians
Osszfehérje szintjét, mind a biotinnal nem kezelt, mind a biotinnal
kezelt mintak esetében. Az ABCG2 glikozilalt formajanak elemzése
soran azt talaltuk, hogy az MG132 kezelés megakadalyozza a fehérje
érett alakjdnak a kialakulasat, mig a 4-PBA és BAF kezelések
nincsenek hatassal a fehérje érésére. A kezelések hatasat az ABCG2
lokalizaciojara is megvizsgaltuk konfokalis mikroszkop segitségével.
Eredményeinkbdl megallapithato, hogy a 4-PBA ¢és a Bafilonycin Al
nem befolyasolja a fehérje lokalizacidjat a kezeletlen mintakhoz
viszonyitva, azonban az MGI132, proteaszoma gatld kezelésnél
mindegyik ABCG2 varians (4 oras biotin kezelést kovetden is) er6s ER
lokalizaciét mutat.
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5. KOVETKEZTETESEK

Az ABCG2-M71V-t in vitro rendszerben vizsgalva, hasonléan a
vorosvértesteken mért eredményekhez, alacsonyabb fehérje expressziot
mutat a vad tipushoz viszonyitva. Megallapithat6, hogy a transzporter
funkcionalisan miikod6képes, de csokkent ATPaz aktivitassal
rendelkezik. A mutaciot hordozoé fehérje elhelyezkedése a sejtben nem
megfeleld: az ABCG2-M71V fehérje jelentds aranyu intracellularis
lokalizaciét mutat, mig a plazmamembranban csdkkent expresszio
figyelhetd meg. Ugyanakkor polarizalt sejtekben a vad tipusu
fehérjével megegyezden az M71V valtozat is képes kijutni az apikalis
membranszegmensbe. Farmakoloégiai  kismolekuldk (4-PBA  és
kolhicin) segitségével az M71V valtozat teljes fehérje expresszidjat
novelni lehet, azonban a mutans fehérje lokalizacioja a kezelések
hatasara dontéen nem valtozik.

A RUSH rendszer hasznalata potencialis lehetdséget nyujt az
ABCG2 variansok kiilonb6z6 sejtkompartmentekben (ER, Golgi,
plazmamembran) valo vizsgalatdhoz az ER-bdI torténd szinkronizalt
felszabadulést kovetden. Az M71V és Q141K valtozatok expresszidja
ebben a rendszerben is joval alacsonyabbnak bizonyult, azonban ezzel
a modszerrel sikeriilt megmérniink a fehérje érésének kinetikajat, mely
a mutansok esetében lassabbnak bizonyult a vad tipushoz képest. ER
markerrel végzett kolokalizacios mérések alapjan megallapithato, hogy
a vad tipusi ABCG2 viszonylag gyorsan felszabadul az
endoplazmatikus retikulumbol, mig a M71V és Q141K valtozatok egy
jelentds része biotin kezelést kovetden is az ER-ben marad. A Golgi
markerrel mért kolokalizacids eredményekbdl az latszik, hogy mind a
vad tipusu és mind a mutacidt hordozo variansok hasonld kinetikaval
haladnak 4t a Golgi komplexen az ER-bdl valo felszabadulast kovetden.
A RUSH rendszert kombinalva az ABCG2-t extracellularis epitopon
felismerd 5D3 antitesttel olyan mérési technikat dolgoztam ki, mellyel
az ABCG2 plazmamembranba valé megérkezése idében detektalhatod
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az ER-bdl valo elengedés utan. Ezzel a modszerrel megfigyelhetd, hogy
a vad tipusu ABCG2 fehérje viszonylag gyorsan eléri a sejtfelszint,
ellentétben az M71V és a Q141K valtozatokkal, melyek esetében a
plazmamembranba torténd kijutds joval lassabbnak bizonyult. Ezek
alapjan feltételezhet6, hogy az ABCG2-M71V ¢és -Q141K polimorf
variansok plazmamembrénba vald kijutasa valamilyen mdédon gatolt a
sejten beliili ttjuk a Golgi és a sejtfelszin kozotti szakaszan. A RUSH
rendszerben alkalmazott farmakoldgiai kezeléseknél a 4-PBA
(farmakologiai chaperon) ¢s a Bafilomycin Al (lizoszéma inhibitor)
nem voltak hatadssal az ABCG2 fehérjék expressziojara ¢és a
plazmamembrénban vald elhelyezkedésére. Az MG132 proteaszoma
inhibitor szignifikansan megnovelte az M71V valtozat Osszfehérje
expressziojat, azonban a fehérje érett, glikozilalt formdjanak a
kialakulasat €s a transzporter plazmamembranba vald kijutasat a vad
tipus esetében is gatolta. Mindazonaltal a RUSH-ABCG2 rendszert
alkalmasnak tartom a fehérje trafficking-jét befolydsolé anyagok
tesztelésére, hiszen a kezelések pontos hatasa egy ilyen dinamikus
rendszerben sokkal inkabb vizsgalhato.
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