Az ABCG2 multidrog transzporter fehérje szerkezetének és miikodésének
vizsgalata

Kutatasi elozmények

Az ABC transzporter membranfehérj¢k az ATP elhasitasa (ATPaz aktivitas) révén
nyerik az energiat az altaluk végzett valtozatos transzport-folyamatokhoz. Szamos ABC
fehérje aktiv transzporterként mitkodik, mig egyes tagjaik membrancsatornat, vagy éppen
receptort alkotnak. Jelenleg 48 emberi ABC transzportert ismeriink. Alapvetd felépitésiik
hasonld, aminosavsorrendjiikben jellegzetes motivumokat taldlunk, benniik kétféle
nagyobb szerkezeti egység, a transzmembran domén (TMD) és az ABC (ATP Binding
Cassette) domén van jelen. A mikddd transzporterek 4altaldban két homolodg
molekulafélbdl allnak, mindkettdben egy-egy TMD és ABC domén talalhato.

Igen fontos tagjai ennek a csoportnak a rosszindulati daganatok széleskori, un.
multidrog rezisztencidjat okozo fehérjék, amelyeknek fiziologias szerepe a toxikus
xenobiotikumok kipumpalasa a sejtekbdl ¢és a szovetekbdl. A malignus tumorok
gyogyszeres terapidja soran az eredménytelenség oka az esetek jelentds részében az, hogy
a beteg tumorsejtjei a multidrog rezisztencia fenotipust mutatjdk. A jelenség hatterében a
leggyakrabban multidrog ABC transzporterek magas szintli expresszidja all.

A multidrog transzportereknek jelenleg harom {6 csoportjat ismerjik: a P-
glikoproteint (mas néven ABCBI1, MDRI1), a “multidrog rezisztencidhoz tarsult
transzporter”’-eket (ABCC1-10, MRP) ¢és az “emldrdk rezisztencia fehérjét” (ABCG2,
BCRP vagy MXR). A transzporterek miikddésének pontos molekularis részleteit egyeldre
nem ismerjiik. A transzport/ATPaz ciklus egyes 1épéseirdl (pl. ATP-kotés, az dtmeneti
komplex kialakuldsa) azonban rendelkeziink mar részletesebb ismeretekkel. Tudjuk, hogy
a ciklus Iényeges eleme a két ABC domén kozotti pozitiv kooperativitas, valamint a drog-
kotésnek az ATP hidrolizis sebességére kifejtett stimulald/regulald hatsa.

Az ABC transzporterek patobiokémiai, molekularis biologiai hatterének megértése
pontosabb diagnosztikai moddszerek kifejlesztését segitheti eld, €s a transzporterek
mitkddésének mélyebb ismerete olyan terdpids szerekhez vezethet el, amelyek a
multidrog rezisztencia transzporterek mitkodését “felfiiggesztik”, igy a kemoterapids
szerek koncentracidja eléri a tumorsejtekben a hatdsos értéket. Ugyancsak rendkiviil
fontos kvantitativ és specifikus diagnosztikai modszerek kifejlesztése a transzporterek
felismerésére a daganatos sejtekben.

Kutatocsoportunkban els@sorban a xenobiotikumok ¢és a lipidek transzportjdban
résztvevd fehérjéket vizsgaljuk, kitiintetett szerepet adva azoknak a fehérjéknek, amelyek
miukodései vagy hibai valamilyen emberi betegséghez kapcsolddnak. Ennek érdekében
tobb alkalmas in vitro expresszids rendszert (bakulovirus-rovarsejt, ill. retrovirus-emlds
sejt) alkalmazunk, a fehérjék kifejezodését monoklonalis €s poliklonalis antitestek széles
palettdjanak alkalmazasaval kovetjiik. Tobb munkankban igazoltuk, hogy az alkalmazott
rendszerekben az ABC fehérjék aktiv forméaban, nativ membréan-inszercios topologiaval
éplilnek be a sejtmebranba. Gyors, PCR-alapu mutagenezis mddszereket allitottunk be, és
az eldallitott mutansokat is a fenti rendszerekben expresszaljuk. Az ABC fehérjéket
izolalt membran-preparatumokban direkt, vezikularis transzport-aktivitasuk, ATP-kotd
képesseégiik, ATPaz aktivitdsuk €és nukleotid okkluzids aktivitasuk alapjan jellemezziik.



Az ¢ép sejteket alkalmazd rendszerekben mind az ABC fehérjék intracellularis
lokalizaciojat, mind transzport funkcidit valtozatos technikdkkal elemezziik.
Kisérleteinkben alapvetdéen tamaszkodunk a sejtekben fluoreszcens jelzé-molekulak
detektalasara, mind mikroszkopos, mind dramlasi citometrids modszerek segitségével.

Az ABCG2 (BCRP, MXR) fehérje a legkésdbb azonositott emberi multidrog ABC
transzporter, amelynek azonban igen fontos szerepe lehet mind a daganatok kemoterapia-
rezisztenciajaban, mind a fizioldgids xenobiotikum transzportban. Az ABCG2 fizioldgias
szerepe kiilondsen jelentds lehet az Gssejtekben és a placentdban, ahol a fehérje magas
szinten expresszalodik.

Az ABCG2 fehérje szerkezetileg un. ABC fél-transzporter, azaz csak egy ABC ¢és
transzmembran domént tratalmaz, igy csakis dimér formdban véalhat mikddoképessé.
Korabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a fehérje homodimérként miikodoképes ¢€s
mind jellegzetes transzport, mind drog-stimulalt ATP4z aktivitassal rendelkezik. Drog-
rezisztencia vizsgalatok sordn deriilt fény arra, hogy kiilonb6z6 sejtvonalakban tobb
mutans, ill. polimorf ABCG2 fehérje volt megtaldlhatd. Ezek koziil a 482-es aminosav
két mutacidja sejtvonalakban alapvetden eltérd drog-rezisztencia tipusokat okozott.

Kutatasi eredmények

1. Az ABCG2 fehérje mutans valtozatainak eldallitdsa, részletes funkcionalis
vizsgalata

Az ABCG2 fehérje 482-es aminosavanak (R) két mutaciojat (G, ill. T) eldszor
drogokkal szelektalt daganatsejt-vonalakban talaltdk meg, és kideriilt, hogy ezek
alapvetden eltérd drog-rezisztencia tipusokat okoznak. A 482-es aminosav szerepének
tisztazasa érdekében szdmos mutans varianst allitottunk eld, amelyeket kifejeztettiink
mind rovarsejtes (Sf9), mind emlds-sejtes expresszids rendszerekben. Kimutattuk, hogy a
mutaciok jelentdsen befolyasoltak az ABCG2 szubsztrat felismerését és transzport
sebességét. A mutansokat mind ATPaz aktivitdsuk, mind direkt drog-transzportalo
képességiik, valamint gyodgyszer-reziszteciadt okoz6 tulajdonsagaik tekintetében
részletesen jellemeztiik (Ozvegy-Laczka és mtsai, BBA, 2005). Az eredmények arra
utalnak, hogy ennek az aminosavnak kozponti szerepe van az ABCG2 drog-felismerd
funkciot. A késébb megsziiletett homoldgia modellek ugyancsak igazoltak ennek a
régionak a szerepét, amely a membran citoplazmikus oldaldn, de a membrant ativeld
hélixek kozvetlen kozelében helyezkedik el.

A kutatdsok soran eldallitottuk, kifejeztiik, és részletesen elemeztik az ABCG2
befolyasolhatjdk a gyogyszerek egyéni hatdsait (Morisaki és mtsai, 2005). Ezek a
variaciok igen fontos szerepet jatszhatnak a gyogyszerhatdsok személyre szabott, egyéni
jellemzdiben, mind a farmakoldgiai, mind a toxikologiai vonatkozésokban (Cervenak és
mtsai, 2005).

Részletes mutacid-analizist végeztink az ABCG2 fehérje dimerizaciojaban
feltehetéen résztvevd molekularészek szerepére vonatkozoan is. Az USA NIH-NCI
kutatoival szoros egyiittmiikodésben eldallitottunk szdmos olyan mutans format, amelyek
szerepét a dimerizacioban a molekularis modellek sugalltak. Eldallitottunk, majd mind
S9, mind emlds sejtekben kifejeztiik, és részletesen jellemeztiik a G553 aminosav
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2. Az ABCGQG?2 transzporter funkcionalis vizsgalata monoklonalis antitesttel

Részletesen vizsgaltuk az ABCG2 fehérjét a sejtfelszinen felismerd monoklonalis
antitest (5D3) kolcsonhatasait a transzporter fehérjével. Nemzetkozi egyiittmitkodésben
megkaptuk ezt az antitestet, ill. a termeld hibridomat, igy valtozatos jelolési, ill.
modositasi mdodszereket alkalmazhattunk. A munka elsé fazisaban megallapitottuk, hogy
az ABCQG2 fehérjét a sejtfelszinen felismerd, és annak funkciojat blokkold monoklonalis
antitest a transzporter konformacidjatdl fiiggden reagal a sejtfelszini epitoppal.
Részletesen elemeztilk a transzporter katalitikus ciklusanak ¢és az antitest
kapcsolodasanak jellemzdit (Ozvegy-Laczka és mtsai, 2005a).

A molekularis modellek alapjan feltételeztiik, hogy az 5D3 antitest az ABCG2
sejtfelszini, harmadik extracelluldris hurkéval (EC3) reagalhat, ezért az ebben a régidban
elvégzett kémiai modositasok, ill. mesterséges mutaciok hatdsait elemeztiik. Az EC3
szerepe az ABCG2 dimerizdcidjaban mar kimutatott volt, az itt elhelyezkedd harom
cisztein koziil az egyik (C603) igazoltan S-S hid képzésével stabilizdlja az ABCG2 dimér
szerkezetet. Kémiai keresztkotok segitségével megallapitottuk, hogy a molekulaszerkezet
stabilizalasa nagymértékben megnoveli az 5D3 antitest kotédését, ugyanakkor a dimér
szerkezet kovalens keresztkotése onmagaban nem jar ilyen valtozéssal.

Ugyancsak nemzetkozi egyiittmiikodésben megkaptuk azokat az ABCG2 mutans
variansokat, amelyekben a transzporter sejtfelszini szakaszaiban mindharom jelenlévd
cisztein (C592, C603 és C608) egyenként, ill. tdbbszords mdédon alaninra van kicserélve.
Ezeket a mutans fehérjéket HEK sejtekben kifejeztettiik és alapvetd tulajdonsagaikat
megvizsgaltuk. Ilyen modon kozvetleniil vizsgalhattuk a transzporter konformacidjatol
fiiggben az antitesttel reagald sejtfelszini epitopokat, ill. abban a dimerizacidban
résztvevo ciszteinek szerepét. A munka soran megallapitottuk, hogy az 5D3 kotédést az
S-S hid képzésében résztvevé C608 muticioja nem befolyasolja, mig a masik két cisztein
jelenléte alapvetden fonos ehhez a kotddéshez. Bar a fehérje transzport funkcidja
megorzddik, az intramolekuléris S-S hidakat képzd ciszteinek hianya megakadalyozza az
5D3 kotddést és felismerést. A kisérletes eredmények ¢€s molekularis dinamikai
szimulacié alapjan modellt alkottunk az ABCG2 kiilsé, EC3 hurkanak szerkezetére
vonatkozdan. (Ozvegy-Laczka és mtsai, 2008).

3. Az ABCQG?2 transzporter €s a membran lipidek kdlcsonhatdsainak vizsgalata

A projekt sordn kisérleteket végeztink az ABCG2 fehérje lipid-kdlcsonhatdsainak
részletes vizsgalatara. A sejtmembran koleszterin tartalmanak moddositasara ciklodextrint
(CD), ill. koleszterinnel t61tott ciklodextrint (CD-C) alkalmaztunk. Megallapitottuk, hogy
az emlds sejtmembranok ciklodextrin kezelésének hatdsara, amely a sejtek életképességét
még nem befolydsolja, az ABCG2 transzport aktivitdsa jelentdsen csokken, és a
csokkenés aranyos a koleszterin kivonas mértékével. Ugyanakkor az Sf9 rovarsejtek
membranjaban alapvetdan alacsony a koleszterin tartalom, ennek megfeleléen az ilyen
sejtekben kifejezett ABCG2 transzport aktivitasa alacsony. Koleszterin toltés hatasara az



Sf9 membranban az ABCG2 transzport aktivitdsa jelentdsen fokozddik, jol mérhetévé
valik a drog-stimulalt ATPaz aktivitas is. Erdekes modon, a koleszterin hatasa csak a
vad-tipusi ABCG2 fehérje esetén jelentkezik, mig az R482G vagy R482T mutansok
gyakorlatilag érzéketlenek a membran koleszterin tartalmara. A részletes eredményeket
nemzetkdzi folyoiratban kozoltik (Telbisz és mtsai, 2007), valamint szabadalmi
beadvanyt készitettiink és adtunk be.

Az ABCQG2 fehérje aktivitdsanak poszt-transzlacios, lipidek altal torténd szabalyozasa
jelentés modosulasat okozhatja a daganatos sejtek gyogyszer-rezisztenciajanak de a
gyogyszerek szervezeten beliili megoszlasanak is. ezért az ilyen iranya vizsgalatokat,
ujabb mutaciok és lipid-hatasak analizisével tovabb folytatjuk.

4. Az ABCQG2 transzporter és célzott hatasu rakellenes vegyiiletek kolcsonhatasainak
vizsgalata

A kutatd munka sordn részletesen vizsgaltuk a célzott intracellularis targetekre hato 1j
rakellenes szerek, a tirozin kinaz gatldo (TKI) vegyiiletek esetleges kolcsonhatasait az
ABC multidrog transzporterekkel. Ez a kolcsonhatds jelentdsen befolydsolhatja az 4j
gyogyszerek ellen kilakaul6 rezisztenciat.

Megallapitottuk, hogy az ABCG2 fehérje aktivan képes eltavolitani a sejtekbdl a
klinikumban is hasznalatos EGFR receptor blokkold Iressa nevil gyogyszert. Részletesen
vizsgaltuk a transzport mechanizmusat és kovetkezményeit A431 modell
daganatsejtekben, amelyek talélése az EGF receptor aktivitasdhoz kotédik (Elkind és
mtsai, 2005). Atfogd elemzést kozltink a tirozin kinaz gatlok és az ABC drog
transzporterek kdlcsdnhatasairdl (Ozvegy-Laczka és mtsai, DRU, 2005).

A munka folytatdsa sordn elsdsorban a kronikus mieloid leukémia gyogyitasara a
klinikumban is alkalmazott, a Ber-Abl fehérjére hato TKI vegyiileteket vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy az ABCG2 fehérje aktivan képes eltavolitani a sejtekbdl a Ber-Abl
tirozin kindz aktivitdsat géatldé Gleevec (Imatinib mezilat, STI571) gydgyszert.
Részletesen vizsgaltuk a transzport mechanizmusat €s kovetkezményeit a multidrog
transzporterek kifejezd, Ber-Abl pozitiv K562 tumorsejtekben (Hegediis és mtsai, kozlés
alatt).

5. Az ABCGQG2 szabdlyozasanak, lokalizacidjanak és funkcidjanak vizsgalata - 1j
modszerek kifejlesztése

Az ABCG2 fehérje expresszidjanak szabdlyozdsa egyeldre igen kevéssé ismert
tertilet. A Debreceni Egyetemmel egylittmiikodésben vizsgaltuk a PPR gamma receptor
aktivalasanak hatasat az ABCG2 expressziora €s funkciora, elemeztiik az ABCG2 fehérje
szerepét a dendritikus sejtek differencidlodasa sordn. Eredményeink szerint a specifikus
lipid-receptorok aktivalodasanak hatisara a dendritikus sejtekben jelentés mértékben
megnd az ABCG2 kifejez6dése, amely egyben gyogyszer-, illetve xenobiotikum-
rezisztencia kialakuldsat is eredményezi (Szatmari és mtsai, 2006). Ezek a hatdsok az
immunvalasz kialakulasdban fontos meghatarozok lehetnek.

A sejten beliili lokalizaci6 és funkci6 egylittes vizsgalatanak érdekében elkészitettiink
¢s kifejeztettiink egy z6ld fluoreszcens fehérje (GFP)-ABCG2 kiméra fehérjét. Megteleld
elokisérletek utan sikeriilt olyan kiméra konstrukciot 1étrehoznunk, amely a vad-tipusu



ABCG2 transzporterhez mindenben hasonl6 aktivitdst és membran lokalizacidt mutat,
ugyanakkor jol kovethetd fluoreszcens mikroszkopos vagy aramlédsi citometrids
technikdkkal. Igazoltuk, hogy az igy kifejezett fehérje gyogyszer rezisztencidt okoz,
mivel aktivan ki-transzportadlja az ABCG2 szubsztrat vegylileteket, és a vad-tipusu
fehérjéhez hasonld ATPaz aktivitast és koleszterin-érzékenységet mutat (Orban és mtsai,
2008).

A GFP kiméra fehérje alkalmazasa 1j lehetdségeket kindl a gyogyszer
kolcsonhatasok, ill. a transzporter fehérje lokalizacidjanak dinamikus vizsgalatara.
Jelenleg ilyen irdnyban folynak a tovabbi kisérletek.

6. Az ABCG?2 transzporter vizsgalata 6ssejtekben

Szamos korabbi kozlemény utalt arra, hogy vérképzd, ill. egyéb szdveti Ossejtekben
az ABCG2 fehérje magas szinten fejezddik ki, igy jelentds szerepe lehet az Ossejtek
toxikus hatasokkal szembeni védelmében. A jelen projektben emberi embrionalis
dssejtekben, és a beldliik differencialddo sejtekben és szovetekben vizsgaltuk az ABCG2
fehérje expressziojat és funkcidjat. A szakirodalomban elséként sikeriilt bemutatni, hogy
a nem-differencialédott embrionalis Ossejtek is igen magas ABCG2 expressziot
mutatnak, amely jol korrelal a differencialatlan sejtekre jellemzdé egyéb markerekkel
(Oct4, Nanog, SSEA4). A differencidlodas elsé 1épéseiben az ABCG2 szint igen
alacsonyra esik, mig a késébbi differencialodés soran egyes szovetekben ujra megjelenik.
Kisérleteinkben részletesen elemeztiik az ABCG2 mRNS alapjan a fehérje
expresszidjadhoz vezetd promoter-hasznalatot. Megallapitottuk, hogy a nem-
differencidlodott Ossejtekben a differencialt szovetekétdl eltérd6 mRNS mintazat és
promoter hasznalat jelenik meg (Apati €s mtsai, 2008).

7. A projekthez kapcsolodo eredmények, 0sszefoglald kdzlemények

A projekt soran az ABCG2 fehérjével rokon, tobb mas ABC transzporter molekularis
szintll vizsgalatat is elvégeztik. Az ABCGS5/ABCGS8 fehérjéket in vitro rendszerben
kifejeztettiik, transzport tulajdonsagaikat részletesen elemeztiik (Miiller és mtsai, 2006).
Részletesen vizsgaltuk az ABCG1 és ABCG4 fehérje kifejezddését és funkcioit (Seres és
mtsai, 2008). Egyiittmiikodésben tovabbfejlesztettik az MDR-ABC transzporterek
diagnosztikai modszereit hematologiai és szolid tumorok vizsgalatara (Jakab és mtsai,
2005, Schwab és mtsai, 2007). Nemzetkozi egyiittmiikddésben jellemeztiik egy ABC
transzporterekre hatd specifikus toxin molekularis hatdsmechanizmuséat (Fuller et al,
2007).

Tobb, magas impakt faktord nemzetkozi folydiratban kozoltink atfogd, review
cikkeket az ABC transzporterekrdl (Ozvegy-Laczka és mtsai, 2005, Cervendk és mtsai,
2006, Tusnady és mtsai, 2006, Sarkadi és mtsai, 2006, Szakécs €és mtsai, 2008, Hegediis
¢€s mtsai, 2009a, 2009b).



