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A humén ABCG2 egy plazma membran glikoprotein, amely a feln6tt szervezet s
a magzat mérgekkel szembeni védelmében, a szervezet méregtelenitéseben jatszik
szerepet, és mint ilyen, befolyasolhatja egyes gyogyszerek felszivodasat (1). Jelenlétét
igazoltadk a rékos sejtek gyodgyszerekkel szembeni ellenallo-képességének hatterében is
(1). Kimutattak, hogy az ABCG2 termel6dése fokozodik az emldben a tejelvalasztas
soran, ahol a B2-vitamin (&s feltételezhetéen mas vitaminok) tejbe torténo kivalasztasaert
felelds, ugyanakkor bizonyos toxikus anyagokat is képes az anyatejbe kipumpalni, ezzel
hozzajarulhat a tej toxikus anyagokkal vald szennyezddéséhez (2). Az ABCG2 az
ossejtekben is kifejezdik. Feltételezik, hogy e fontos sejtek mérgekkel szembeni illetve
oxigénhidnyos koriilmények ko6zotti védelmében jatszik szerepet (3). Egy friss publikacio
pedig arra vilagit rd, hogy a vese proximalis tubulusaiban kifejez6d6 ABCG2 képes
hugysavat transzportalni (4). Nemrégiben irtak le, hogy a vér-agy gatban kifejez6d6
ABCG?2 fehérje képes az Alzheimer kor soran az agyban felhalmoz6do AP peptid vérbe
torténd kipumpalasara, miikodése fontos lehet e neurodegenerativ betegség

kialakulasanak megel6zésében (5).
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A kutatasi témaban elvégzett munka és az elért eredmények részletes ismertetése:

1. ABCG?2 pontmutans valtozatainak vizsgalata:

Az ABCG2 fehérje kiillonbozo, drog-szelektalt sejtvonalakbol tortént klonozéasa
soran harom, egymastél minddssze egy aminosavban eltéré mutans fehérje valtozatot
irtak le. A mutacié minden esetben a 482-es aminosav pozicidban kovetkezett be (6).
Korabbi vizsgélataink soran jellemeztik a vad tipusi (R482), illetve csak egyes
drogszelektalt sejtvonalakban eléfordulo, R482G ill. R482T mutans ABCG2 valtozatok
aktivitasat, szubsztrat-specificitasat. Ezek alapjan sikeriilt kimutatni, hogy a mutdns
valtozatok bizonyos értelemben funkcidonyeréses (,,gain of function”) mutansoknak
tekinthetdk, mert nagyobb ATP hidrolizal6 kapacitassal ¢és a vad-tipustdl eltérd
szubsztrat-spektrummal birnak (7).

Jelen kutatas keretében elvégzett munkank sordn azt vizsgaltuk, hogy az ABCG2 fehérje
miukodeését. Kiilonbozo, a vad-tipustdol mindossze a 482-es aminosav pozicidban eltérd
mutans ABCG2 valtozatokat hoztunk létre, amelyek segitségével jellemeztiik a fehérje
mutacids forrd pontjat. Sikeriilt 1étrehoznunk a vad-tipushoz képest fokozott, illetve
csOkkent mitkddéssel bir6 mutansokat. Ugyanakkor kimutattuk, hogy a vad-tipus egyedi
szubsztrat-felismeréssel bir, ami megmagyarazhatja, miért ez €s nem valamelyik fokozott

miikodésii valtozat konzervalodott az evoltcid soran (8).

2. Az ABCG?2 polimorf viltozatainak jellemzése:

Az abcg2-re vonatkoz6 szekvencia adatok szamanak novekedésével nyilvanvalova
valt, hogy a fehérjének tobb, polimorf valtozata 1étezik (9). Munkank soran - kilfoldi
kollaboraci6 keretében - vizsgaltuk az emlds illetve rovar sejtekben termeltetett, hdrom
leggyakoribb  polimorf = ABCG2  valtozat  expressziojat, lokalizaciojat  és
mitkodoképességét. Kimutattuk, hogy a Q141K valtozat gyengébb transzportere bizonyos
citosztatikumoknak, a fehérje nagy része nem jut ki az emlds sejtek (huméan embrionalis

vese sejtvonal-HEK293) plazmamembranjaba, és ATP hidrolizald képessége is
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alacsonyabb a tobbi valtozaténal. Mindezek alapjan valdszintsithetd, hogy a Q141K
polimorfizmust hordoz6 egyedek bizonyos gydgyszerekkel, vagy akar a mindennapi
taplalékkal bejutd toxikus anyagokkal szemben is érzékenyebbek. ABCG2 szubsztrat
gyogyszerek alkalmazasa eldtt fontos lehet tehat a beteg genotipusanak meghatarozasa
(10). Egy, a kdzelmultban publikalt kutatas szerint a csokkent miikodésti Q141K valtozat
megndvekedett szérum higysav szintet eredményezhet, ami szerepet jatszhat a koszvény

kialakulasaban (4).

3. Az ABCG2 és tirozin kinaz gatloszerek kozotti kolesonhatas vizsgalata:

A tirozin kinazok (TK) megvaltozott miikodése a sejtek malignus atalakulasahoz
vezethet. A tirozin kinadzokra hato specifikus gatloszerek igéretes molekuldk a rakos
sejtekkel szemben folytatott kiizdelemben. Ezeknek a gyogyszereknek azonban el kell
jutniuk a célsejtek citoplazmajdba, amit a tumoros sejtek plazmamembranjaban 1évé ABC

transzporterek, pl. az MDR1 vagy az ABCG2 fehérje megakadalyozhatnak.

3.1. Az ABCG2 fehérje képes kolcsonhatasba 1épni egyes, a klinikumban mar

hasznalt tirozin kinaz gatloszerekkel (Glivec, Iressa).

Munkénk sordn azt vizsgaltuk, hogy az ABCG2 fehérje kolcsonhatasba tud-e
lIépni a klintkumban mar hasznélt vagy tesztelés alatt 1év0 tirozin kindz gatloszerekkel.
ABCG2 fehérjét tartalmazd membran preparatum illetve ép sejtek vizsgalatan alapulo
modszerekkel kimutattuk, hogy mindharom altalunk vizsgélt tirozin kindz gatlo (Glivec,
Iressa és EKI-785) befolyasolja az ABCG2 fehérje miikodését. Azt tapasztaltuk, hogy
mar egészen alacsony, a klinikai gyakorlatban fontos koncentracioban fokozta az ABCG2
ATP-hidrolizal6 kapacitasat az Iressa és az EKI-785, mig a Glivec gatlo hatassal volt a
transzporter muiikodésére. Az ABCG2 szubsztrat fluoreszcens festék (Hoechst33342)
felvételére mindharom anyag gétld hatassal birt. Eredményeink révildgitanak arra, hogy
az ABCG2 miukodésével szamolni kell e gydgyszerek alkalmazédsanal, ugyanis az
ABCG2 fehérje jelenléte csokkentheti ezek felszivodasat és a tumorsejtekbe valo
bejutasat, illetve egylittes alkalmazas esetén a tirozin kindz gatloszerek befolyasolhatjak

mas, ABCG2-szubsztrat gyogyszerek toxikussagat (11). Ez a publikacionk, mint az a
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Molecular Pharmacology c. folyodirat szerkesztéjének levelébdl megtudtuk, az ujsag

honlapjan a leggyakrabban latogatott 10 publikacié kozott volt 2004. juniusaban.

3.2. Az ABCG22 fehérje megakadalyozza az Iressa (ZD1839, Gefitinib)
apoptotikus hatasat.

Az lIressa nevii, EGFR tirozin kinaz gatloszerrel vald kolcsonhatds tovabbi
vizsgalatanak érdekében epidermalis novekedési faktor (EGF) -fiiggd, Iressa- érzékeny
sejtvonalban (A431) termeltettiik az ABCG2 fehérjét. Azt tapasztaltuk, hogy az ABCG2
jelenléte lényegesen megnoveli az A431 sejt Iressa tlir6képességét azaltal, hogy
csokkenti annak EGFR foszforilaciot gatld, apoptézist okozo hatasat. Amennyiben
viszont ABCG2-specifikus gatloszert adtunk a sejtekhez, az Iressa ugyanolyan
hatékonynak bizonyult, mint az ABCG2-t nem termel6 vagy egy inaktiv ABCG2 mutans
fehérjét kifejezd A431 sejtek esetében. Az altalunk létrehozott sejtmodell segitségével
tehat igazoltuk, hogy az ABCG2 képes kipumpalni az 6t kifejezd sejtekbdl az Iressa-t,
ezaltal jelentds szerepet jatszhat Iressa-val szemben ellenallé tumorok kialakuldsaban
(12).

3.3. Az ABCG2 ¢és MDRI fehérjék masodik generacios tirozin kinaz
gatloszerekkel valo kolesonhatasanak vizsgalata

A kronikus mieloid leukémia kezelésében alkalmazott Glivec tirozin kinaz
gatloval szemben gyakran alakul ki rezisztencia a célfehérje (Bcr-Abl fuzids tirozin
kindz) muticioja kovetkeztében. Emiatt in. mésodik generacios ber-abl tirozin kindz
gatlo anyagokat fejlesztettek ki.

Jelen munkénk soran harom, a klinikumban mar alkalmazott (Nilotinib, Dasatinib) illetve
klinikai kiprobalas alatt 1évé (Bosutinib) masodik generacios tirozin kinaz gatloé anyag €s
a daganatok kemoterdpia-rezisztenciajaban leggyakrabban szerepet jatszo két ABC
fehérje az MDRI1 és ABCG2 kozotti kolesonhatast vizsgéltuk. Kimutattuk, hogy az
MDRI1 fehérje miikodését befolyasolja a Dasatinib €s a Nilotinib, de csak a Dasatinibbel
szemben képes sejttilélést biztositani ez a transzporter. Ezzel szemben az ABCG2 fehérje
mind a Nilotinibbel mind a Dasatinibbel szemben képes megvédi a sejteket, aminek

crer

harmadik vizsgalt anyag, a Bosutinib eset¢ben nem tudtuk kimutatni, hogy az a
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klinikailag fontos koncentraciokban befolyasolnd az MDR1 vagy az ABCG2 miikodését,
¢s e két fehérje nem is tudta megvédeni a sejteket a Bosutinib apoptotikus hatasaval
szemben (13). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az MDRI1 és ABCG2 fehérjék
megakadalyozzak a Nilotinib és Dasatinib tumorsejtekbe vald bejutasat in Vvivo,

ugyanakkor a Bosutinib esetében nem varhatd, hogy csokkentenék annak hatékonysagat

4. Egy ABCG2-specifikus antitest jellemzése:

4.1. Az 5D3 egy ABCG2-specifikus, konformacio szenzitiv antitest

Az 5D3 antitest a human ABCG2 egyeldre még nem pontosan meghatarozott,
extracellularis epitopjat ismeri fel (14). Munkank soran jellemeztik az 5D3 antitest
ABCG?2 fehérjéhez valo kotodését. Azt tapasztaltuk, hogy a fehérje ATP deplécioval vagy
ABCGZ2-specifikus inhibitorral valod rogzitése un. ,,substrate-off” pozicioban maximalis
5D3 kotést eredményez (,,5D3 shift”). Ugyanakkor azt is megfigyeltiik, hogy az antitest a
fehérje ATP-kotott formajat kevésbé tudja felismerni. Igazoltuk tovabba, hogy megfeleld
koncentracidban alkalmazva, az 5D3 antitest képes gatolni az ABCG2 miikodését (15). Az
altalunk bevezetett, az 5D3 antitest kdtddésén alapuld modszer egy 1j eszkéz az ABCG2
katalitikus ciklusdnak nyomon kovetésére, igy az azt befolyasold mutaciok, szubsztratok és
inhibitorok kotdédésének vizsgalatara. Eredményeink alapjan kivéalaszthaté az az optimalis
koriilmény, amely alkalmas az ABCG2 klinikai mintakban (pl. tumorsejtek, 6ssejtek)

torténd nagy érzékenységii kimutatasara.

4.2. Az 5SD3 antitest kotodéséhez nem Kell a kovalens ABCG2 dimer megléte

Az 5D3 antitest és az ABCG2 fehérje kozotti kolcsonhatas vizsgalata soran
észrevettiik, hogy paraformaldehid kezelés hatasara, amely kovalensen rogzitett ABCG2
dimert eredményez, fokozddik az 5D3 antitest kotddése, azaz a fentiekben leirt, a
specifikus inhibitor jelenlétében tapasztalt ,,5D3 shift” jelensége allt el6. Az ABCG2 egy
un. fél-transzporter, amely fiziologidsan diszulfid hid 4ltal kovalensen rdgzitett
homodimerként miikodik (16). A két ABCG2-t 6sszekot6 intermolekularis S-S hidon kiviil
létezik egy, a fehérje nagy, extracellularis hurkat rogzitd, intramolekularis S-S hid is.

Ennek alapjan felvet6dott annak a lehet6sége, hogy az 5D3 antitest epitopjanak
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kialakitdsahoz két ABCG2 fehérje egylittallasa sziikséges. Ennek az elméletnek a
vizsgalata érdekében egy, az ABCG2 fehérjét kifejez6 emlds sejtvonalat (HEK-ABCG2)
kezeltiink kiillonbozd fehérje-keresztkotd agensekkel, és vizsgaltuk, hogy hogyan valtozik
az 5D3 antitest kotddése az igy kezelt sejteken. Az 5D3 kotddés tovabbi jellemzése
érdekében a fehérje intra- €és intermolekularis S-S hidjainak kialakitdsaban szerepet jatszo
extracellularis ciszteineket mutaltattuk, és a mutansok illetve az S-S hidakat megbonto
redukaldszerrel kezelt, ABCG2-t termeld sejtek 5D3 antitest kotését vizsgaltuk. Azt
tapasztaltuk, hogy bar vannak olyan fehérje-keresztkotok, amelyek ,,5D3 shift”-et okoznak,
a kovalensen rogzitett ABCG2 megléte nem korrelal az 5D3 kotés erdsségével. Ezzel
Osszhangban azt talaltuk, hogy az intermolekuléris S-S- hid megléte nem sziikséges az 5D3
antitest kotddéséhez. Az intramolekularis diszulfid hid hianyaban viszont az 5D3 antitest
nem ismerte fel az ABCG2 fehérjét. Eredményeink azt mutatjak, hogy az intramolekularis
S-S hid stabilizal egy, az antitest kotddése szempontjabol fontos konformaciot, amelyet

szamitogépes modellel igazoltunk is (17).

5. Koleszterin jelenléte jelentosen befolyasolja a vad tipusi ABCG2

miukodését.

A sejtdifferenciacio, hipoxia illetve hormonok befolyasoljak az ABCG2
transzkripcidjat (18-20), a fehérje miikodésének szabalyozasarol azonban még keveset
tudunk. Munkédnk sordn azt vizsgéltuk, hogy a membran koleszterin tartalma hogyan
befolyasolja az ABCG2 fehérje mitkodését.

Human ABCG2-t termeld emlds illetve S9 rovarsejteket iires ill. koleszterinnel toltott
ciklodextrinnel inkubaltunk, hogy koleszterin tartalmukat megvaltoztassuk, majd
vizsgaltuk a fehérje miikddését. Azt tapasztaltuk, hogy az emlds sejtek koleszterin
tartalmanak iires ciklodextrinnel valdé csokkentése az ABCG2 funkcidjanak
csokkenéséhez vezetett, mig a kezelés a fehérje lokalizacidjara nem volt hatassal. A
koleszterin-depléci6 hatasa az ABCG2 miikodésére reverzibilisnek bizonyult, hiszen a
koleszterin depletalt sejtek koleszterinnel vald Gjboli feltoltése koleszterin-ciklodextrin
segitségével, helyredllitotta az ABCG2 miikodését. A koleszterinben szegény Sf9
rovarsejtekben kifejeztetett ABCG2 fehérje miikodoképes, azonban azt tapasztaltuk, hogy
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aktivitasat jelentdésen fokozza (2-20-szoros aktivitas-ndvekedés), ha koleszterinnel toltjiik
a membranokat. (21). Eredményeink arra utalnak, hogy a koleszterinnek jelentGs szerepe
lehet az ABCG2 fehérje mitkkddésének szabalyozéasaban. Elképzelhetd, hogy a fehérje-
processzalas sordn az alacsony koleszterin tartalmu endoplazmas retikulumban 1évd
ABCG?2 kevésbé aktiv, majd a plazma membranba, esetleg annak koleszterin gazdag

régidiba (mikrodoménjeibe, ,,raft”-jaiba) kertilve miikodése jelentdsen fokozodik

6. Az ABCG2 miikodésének €16 sejtekben torténd, ,,real-time” nyomon

kovetésére alkalmas modszer kidolgozasa.

Az ABCG2 egy igen sokoldali membranfehérje, amelynek fiziologias
szubsztratja(i) még nem pontosan ismert(ek). Olyan vizsgalati moédszerek, modell-
rendszerek kidolgozédsa, amelyek eldsegitik e fontos fehérje miikodésének megértését
nagy jelentdséggel birhatnak akar az Ossejtkutatds, akar a kemoterapidban hasznalt
gyogyszerek tesztelése soran. A fehérjék fluoreszcens ,,cimkével” (tag) valo ellatasa jol
bevalt modszer az adott fehérje sejtbeni funkcidjanak vizsgalataban, mert megkonnyiti az
adott fehérje detektalasat. Az ABCG2 fehérje esetében még nem volt elérhetd
fluoreszcensen cimkézett véltozat, ezért jelen kutatas keretében eldallitottunk egy zold-
fluoreszcens cimkével ellatott ABCG2 fehérjét (GFP-G2), amely alkalmas a fehérje
lokalizaciojanak €s miitkodésének nyomon kovetésére €16 sejtekben. A cimkézett fehérje
segitségével olyan ,real-time” funkcionalis médszert dolgoztunk ki, amellyel ABCG2
szubsztratok és gatloszerek tesztelhetOk €16 sejtekben anélkiil, hogy azokat klonozassal

vagy drog-szelekcioval el6zéleg ABCG2 expresszio szempontjabdl szelektalnank (22).

Az ABCGQG?2 kutatasaban, illetve a tirozin kinaz gatloszerek és az ABCG2 fehérje
kozotti kolcsonhatds vizsgalatdban elért eredményeink alapjan kutatdcsoportunk o6t

felkérést kapott 6sszefoglalo cikk megirasara (9, 23-26).

A fent leirtak nagy része megfelel a kutatasi tervben tervezett munkakkal, illetve

jelentés résziik a kutatds idOtartama alatt megjelent kozlemények illetve sajat
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felfedezéseink révén felmeriilt kérdések, problémak alapjan adodott, pl. a tirozin kinaz
gatloszerekkel kapcsolatos munkak. A kutatési tervben szerepld szerkezeti mutansokat:
dimer illetve “reverz” ABCG2 is eldéllitottam, de mindegyik valtozat inaktivnak
bizonyult. Ma mar tudjuk a terv beadasa 6ta megjelent publikéciokbol, hogy az ABCG2
fehérje C-termindlisa érzékeny mindennemii aminosav cserére vagy akar plusz
aminosavakkal torténd “megtoldasra”. Ez megmagyarazza, hogy miért volt inaktiv az

altalunk 1étrehozott dimer és “reverz” ABCQG?2.

A kutatas id6tartama alatt végzett munkam elismeréseként a kovetkezd

osztondijakat, tudomanyos dijakat sikeriilt elnyernem:

Bolyai Janos kutatasi 0sztondij, 2004. szeptember 1.-
Akadémiai Ifjasagi Dij, 2005.

Farkas Tibor Plakett Dij, 2007.

L’Oréal-Unesco ,,Osztondij a N6kért és a Tudomanyért”, 2008.
Sigma-Aldrich Kft. publikacios dija II1. helyezés, 2009.
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