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Abstrakt: 

Transportní proteiny ABCG2 (ABCP/MXR/BCRP) vytvářejí homodimery v plazmatické membráně a hrají 
zde důležitou roli v transmembránovém přenosu řady molekul. Jsou zásadní pro funkci ledvin, tenkého 
střeva, placenty a hematoencefalické bariéry, kde plní zejména exkreční funkci, zajišťující ochranu buněk 
před toxickými látkami, kumulací xenobiotik a v neposlední řadě se podílejí na regulaci metabolismu 
kmenových buněk. Bakalářská práce shrnuje poznatky o funkci ABCG2 proteinů a jejich fyziologické roli v 
organismu savců a člověka.  

 

Klíčová slova: ABCG2, BCRP, membránové transportéry, mnohočetná léková rezistence (MDR),rodina  ATP 

vázajících kazet 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Abstract: 

ABCG2 (ABCP/MXR/BCRP) transporters create homodimers through the plasma membrane.  They play an 

important role in transmembrane transport of a wide spectrum of biological substrates. They are essential 

for renal, intestinal, placental and haematoencephalic  barrier function. In particular they perform an 

excretory function, protect cells against toxic compounds and xenobiotic cumulation. They are also 

involved in metabolic regulation of stem cells. This bachelor thesis summarizes information about ABCG2 

protein function, their physiological role in humans and other mammals. 

 

Keywords: ABCG2, BCRP, membrane transporters, multidrug resistention (MDR), ATP binding cassette 

family (ABC) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Seznam zkratek 

4-MUS 4-methylbelliferon sulphate  4-methylbelliferon sulfát 
A549 adenocarcinomic human alveolar cells  Buňky lidského alveolárního adenokarcinomu 

ABC ATP binding cassete  ATP vázající kazety  

ADP Adenosindiphosphate  Adenosindifosfát 

AhR Aryl hydrocarbon receptor  Aryl hydrokarbonový receptor 

ATP Adenosintriphosphate   Adenosintrifosfát 

BCRP Breast Cancer Resistance Protein  Protein mnohočetné lékové rezistence  

BeWo Homo sapiens placenta choriocarcinoma  buňky lidského chorionkarcinomu 

 cells 

CRAC cholesterol recognition aminoacid  Cholesterol rozeznávající aminokyselinová  

 consensus  sequence   konsenzus sekvence 

DHES dihydroepiandrosterone   dihydroepiandrosteron 

DNP-SGS  dihydro-5-methoxy-9-oxo-4--(2,4- dinitrophenyl)glutathion 

E2 17-β estradiol    17-β estradiol  

E2S 17-β estradiol sulphate   17-β estradiol sulfát 

E3040 6-hydroxy-5,7-dimethyl-2-methylamino-4-(3-pyridylmethyl)benzothiazole  

ERAD   Endoplasmic-reticulum-associated  Degradace proteinů asociovaná   
 protein degradation    s endoplazmatickým retikulem 
Erα Estrogen receptor alpha   Estrogenový receptor alfa 

GF120918 N-[4-[2-(3,4-Dihydro-6,7-dimethoxy-2-(1H)-isochinolinyl)etyl]fenyl]-9,10-dihydro-5-methoxy-9-

oxo-4-acridinecarboxamide 

GLUT 9 Human glucose transporter 9 (SLC2A) Lidský glukózový transportér 9 

GSH Glutathione     Glutation 

GW9662 2-Chloro-5-nitro-N-phenylbenzamide  

HEK 293 Human embryonic kidney cells  Buňky z lidských embryonálních ledvin 

HERV-W Human edogenous retrovirus W protein Protein lidského endogenního endoviru W 

HIF-1 Hypoxia inducible factor  1   Hypoxií indukovaný faktor 1 

HRE      Hypoxia responsible element  Na hypoxii odpovídající element 
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IQ      2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinolin 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinolin 

MCF-7 Breast cancer cells    Buňky lidského karcinomu prsu 

MDCK Madine Darby canine kidney cells Madinovy a Darbyho buňky psích ledvin 

MG132 Benzyl N-[(2S)-4-methyl-1-[[(2S)-4-methyl-1-[[(2S)-4-methyl-1-oxopentan-2-yl]amino]-1-

oxopentan-2-yl]amino]-1-oxopentan-2-yl]carbamate 

MRP1 Multidrug resistance-associated protein 1 Protein způsobující holékovou rezistenci 1 

MRP1 Multidrug resistance-associated protein 1 Protein způsobující holékovou rezistenci 1 

MSX-2 Msh homeobox 2 Msh homeobox 2 

MXR Mitoxantron rezistence protein Protein mnohočetné lékové rezistence   

MutS Mutator S  Protein z mutátora S  

PA-1 Human ovarian teratocarcinoma cells Buňky lidského teratokarcinomu vaječníku 

P-gp P-glycoprotein (ABCB1) P-glykoprotein 

PNPS para-nitrophenyl sulphate para-nitrofenylsulfát 

PPAR peroxisome proliferator-activated receptors Receptory aktivované peroxizomálními 

  proliferátory 

PR Progesteron receptor Receptor pro progesteron    

PSC833 6-[(2S,4R,6E)-4-Methyl-2-(methylamino) 6-[(2S,4R,6E)-4-Methyl-2-(methylamino) 

 -3-oxo-6-octenoic acid]cyclosporin D -3-oxo-6-octenoic acid]cyclosporin D 

SN-38 7-Ethyl-10-hydroxy-camptothecin 7-Etyl-10-hydroxy-camptotecin 

T47D Human breast tumor cells Buňky lidského  tumoru prsu  

TATA TATA box TATA box 

TCDD 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 

Trp-P-1 3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]indol 3-amino-1,4-dimetyl-5H-pyrido[4,3-b]indol 

URAT 1 Urate transporter 1 (SLC22A12) Urátový transportér 1  

UvrA UvrA endonuclease UvrA endonukleáza 

White White gene / mutation Gen/mutace White 

XBP-1 Xbox binding protein 1 Xbox vázající protein 1 
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1. Úvod 

Transportní protein ABCG2 (zvaný téže BCRP – breast cancer resistance Protein, MXR – mitoxantron resistance, 

ABCP) je součástí velké rodiny proteinů ABC (ATP binding cassete). Účastní se odstraňování toxických látek 

z intracelulárního prostoru, a to jak látek přirozeně se vyskytujících ve tkáních živočichů, produktů 

metabolismu organismu, tak případně látek podávaných jako léčiva. K jeho nabohacení dochází u buněk 

odvozených ze tkáně tumorů, které jsou rezistentní k léčbě cytostatiky. Proto je současný výzkum zaměřen 

především na klinické využití, nalezení účinných inhibitorů, případně nových protirakovinných léčiv. 

K pochopení souvislostí je nezbytné objasnění úlohy tohoto transportéru jednak na fyziologické úrovni, jednak 

i z hlediska molekulárně biologických principů jeho funkce. Stručný přehled poznatků o fyziologické a 

molekulárně biologické funkci tohoto proteinu přináší tato bakalářská práce. Vzhledem k tomu, že je práce 

vypracovávána na Přírodovědecké fakultě UK, je zaměřena na poznatky základního výzkumu. 

2. Rodina transportérů ABC a význam podrodiny G 

Proteiny ABC (ATP-binding cassette) patří zřejmě mezi jedny z nejhojnějších buněčných proteinů. Do této 

rodiny spadají proteiny účastnící se transkripce (například ribozómální sestřihový faktor ABCE1), proteiny 

zajišťující opravy DNA (například MutS nebo UvrA) a také proteiny transportní. Všechny proteiny se skládají ze 

dvou podjednotek, buď stejných či jiných. Na každé z těchto podjednotek se nachází část ATP vazebné 

domény, kde štěpením ATP na ADP a Pi dojde ke konformační změně proteinu a k uvolnění volné energie, 

která následně vykoná nějakou práci. V případě transportních proteinů přenese substrát.(Hopfner 2016) 

Podrodina G obsahuje celkem pět transportních proteinů: ABCG1, ABCG2, ABCG4, ABCG5, ABCG8, přičemž 

transportéry ABCG1, ABCG2, ABCG4 jsou homodimery a transportéry ABCG4,ABCG5 heterodimery. (Kusuhara , 

Sugiyama 2007)  

3. Historie objevu ABCG2 

Transportér ABCG2 byl poprvé popsán Doylem a spolupracovníky  na kultuře buněk MCF-7 (buňky karcinomu 

prsu) a jejich linii rezistentní k daunorubicinu (MCF-7/AdrVp). Z této rezistentní linie byla izolována mRNA a z ní 

následně provedena reverzní transkripce do cDNA. Pomocí primerů navržených s ohledem na sekvenci 

proteinu White (z Drosophila melanogaster) byla provedena polymerázová řetězová reakce a amplifikovaný 

produkt byl transfekován do buněk MCF-7, které ale před ní nevykazovaly rezistenci k daunorubicinu. Po 

transfekci vektorem nesoucím izolovanou sekvenci DNA pro ABCG2 tyto buňky vykazovaly asi dvakrát až třikrát 

menší akumulaci daunorubicinu než kontrolní buňky MCF-7 . Navíc po odstranění ATP došlo k vymizení  efluxu 

rhodaminu 123, což dokazuje, že transport je ATP závislý. Ukázalo se také, že transportér přenáší z buňky 

mitoxantron a doxorubicin(Doyle et al. 1998). Jak bylo uvedeno výše, transportér ABCG2 má svůj homologický 

protějšek u mouchy Drosophila melanogaster, který je z 31% homologický proteinu White co do sekvence 
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aminokyselin(Allikmets et al. 1998). Následně Miyake a kolektiv prokázali výskyt genu homologického genu 

White u buněk S1-MX-80 a MCF-7/ AdVp3000 rezistentních k mitoxantronu. Důkaz byl proveden izolací mRNA 

z rezistentních buněk, následnou reverzní transkripcí a hybridizací, přičemž sekvenací byla potvrzena 

homologie s ABC transportéry na základě výskytu Walkerova A a B motivu a také dvou transmembránových 

domén (Miyake et al. 1999). 

4. Regulace exprese a  struktura ABCG2 

4.1. Molekulární biologie transportéru 

Gen pro transportér ABCG2 je u člověka lokalizován na dlouhém raménku na chromozómu 4, konkrétně 

v pozici q21-q22 (Knutsen et al. 2000). Vlastní gen má délku 66 kbp a skládá se ze 16 exonů o délce 60 až 532 

párů bází. Do genu je vmezeřeno 15 intronů o délkách 587 až 18 000 párů bází. Translace začíná na exonu 2 

sestřižené mRNA.  Autoři nalezli Walkerův motiv A v exonu 3 a Walkerův motiv B v exonu 6, kde se také nalézá 

ATP vázající oblast (Obr. 1). Transmembránové domény jsou kódovány v exonech 10,13,14,15 a 16. 

Předpokládaný promotor byl nalezen v pozici 236 až 115 upstream od místa počátku transkripce, přičemž 

promotor neobsahuje TATA box. Před promotorem se nachází CpG ostrov (Bailey-Dell et al. 2001). U 

rakovinných buněk kolorektálního karcinomu pěstovaných in-vitro bylo při stoupající koncentraci inhibitoru 

topoizómerázy I SN38 zjištěno, že na jejich membránách stoupá exprese ABCG2 a také syntéza mRNA pro 

tento protein (asi 133 -krát). Tento vzestup syntézy mRNA nelze vysvětlit genovou amplifikací, ale spíš mutací 

v promotoru nebo transkripčním faktoru (Candeil et al. 2004). U buněk SF295 (linie pocházející z lidského 

glioblastomu) byla při stoupající hladině cytostatika mitoxantronu zaznamenána rovněž stoupající exprese 

ABCG2 a také zvýšená hladina příslušné mRNA. Za pomoci techniky FISH se ukázalo, že došlo k amplifikaci genu 

pro ABCG2 a to sice vytvořením tzv. double minute chromosomes, což jsou okrsky DNA mimo vlastní 

chromozóm. U vyšší koncentrace cytostatika byla pozorována také polyploidie (Rao et al. 2005). U buněk MCF-

7 je gen pro tento protein vícenásobně amplifikován (Knutsen et al. 2000). 

Exprese ABCG2 je nepochybně řízena rovněž epigeneticky. Metylace promotoru snižuje expresi proteinu, 

kdežto demetylace, experimentálně vyvolaná inhibicí  DNA-methyltransferázy  5-aza-2-deoxycytidinem, 

expresi proteinu signifikantně zvyšuje. U lidských myelomových buněk byla zjištěna nízká úroveň metylace 

oproti nenádorovým buňkám, což korelovalo současně i s expresí ABCG2 (Turner et al. 2006). U buněk PC-6 , 

které jsou citlivé k cytostatiku SN38, rovněž došlo po experimentální demetylaci promotorové oblasti 

k navýšení exprese proteinu i mRNA (Nakano et al. 2008). Dále bylo toto pozorování potvrzeno u buněk 

karcinomu ledvin, kdy po experimentální demetylaci došlo ke zvýšení exprese ABCG2. Navíc se ukázalo, že 

metylace promotoru genu pro transportér je doprovázena i trojnásobnou metylací lysinu 9 histonu H3. Naopak 

při experimentální demetylaci dochází i k demetylaci tohoto histonu, respektive jeho acetylaci, což je v souladu 

s obecně známým faktem, že modifikace histonů mohou umlčovat aktivitu genů. Této aktivitě může 

napomáhat i vazba metyl-CpG vázajících proteinů na CpG ostrov, jež slouží coby vazebné proteiny pro 
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chromatin remodelační komplex (To, Zhan, and Bates 2006).  Metylace histonu H3 na lyzinu 4 třemi 

metylovými skupinami a současná fosforylace serinu 10 naopak zvyšuje expresi proteinu, což vede k rozvoji 

fenotypu rezistence k protinádorovým léčivům.  Také vyšlo najevo, že i inhibice histondeacetylázy a 

acetylované histony nemusí znamenat up-regulaci exprese. Je nutné, aby byly ještě odstraněny inhibiční 

metylační značky z histonů a také aby byl aktivní Brg-1 chromatin remodelační faktor a samozřejmě RNA 

polymeráza typu II. Pokud jsou tyto podmínky splněny, může dojít k transkripci genu ABCG2 (To et al. 2008). 

Při hypoxii dochází k transkripci nejrůznějších genů, přičemž tato transkripce je spouštěna transkripčním 

faktorem HIF-1, který se skládá z podjednotky alfa (ta je odbourávána za přítomnosti kyslíku) a podjednotky 

beta. Při snížené koncentraci kyslíku obě podjednotky dimerizují a HIF-1 spouští transkripci. Současně musí být 

ale regulována intracelulární koncentrace hemu, neboť při jeho velké koncentraci může dojít k poškození 

železem ( Lu et al., 2013). Ross a kolektiv prokázali, že ABCG2 transportuje porfyriny (tedy i hem) a že právě 

nabohacení tohoto transportéru u nádorových buněk vede k jejich zvýšené odolnosti proti nízkému 

parciálnímu tlaku kyslíku. ABCG2 je také přímou interakcí s hemem upregulován, tedy navázáním hemu se 

rychlost transportu substrátu zvyšuje. Bylo objasněno, že promotor genu obsahuje  úsek pro vazbu  faktoru 

HIF-1, tzv. HRE (hypoxia responsible element). Ze tří vytipovaných míst mělo zdaleka největší vliv úsek 116– 

112 bp upstream. Lze tedy říci, že exprese BCRP je zvýšena při nedostatku kyslíku a to sice prostřednictvím 

faktoru HIF-1 (Krishnamurthy et al. 2004). Dále je zřejmě exprese ABCG2 indukována prostřednictvím aryl -

hydrokarbonového receptoru (AhR), který při experimentální stimulaci syntetickými agonisty zvyšuje expresi 

transportéru. Naopak inkubace buněk v médiu se syntetickým antagonistou expresi snižuje (Ebert et al. 2005). 

Přirozenými in vivo ligandy receptoru AhR mohou být některé látky vyskytující se v životním prostředí, jako 

třeba 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) a mohou tudíž indukovat syntézu ABCG2 (Wang et al. 2010). 

U člověka byl nalezen regulační element této dráhy v pozici 194 až 190 upstream od promotoru. Tento 

element však nebyl nalezen v myší variantě transportéru BCRP1, což značí, že tento homolog není regulován 

AhR drahou (Tan et al. 2010). Dalším receptorem a zároveň transkripčním faktorem ovlivňujícím expresi 

ABCG2, je peroxizómální proliferací aktivovaný faktor (PPAR). Stimulací PPAR pomocí syntetického ligandu 

(Rosiglitazon ) došlo k navýšení exprese mRNA i vlastního proteinu ABCG2 a naopak po podání antagonisty 

receptoru (GW9662) došlo k útlumu syntézy. Rovněž byly identifikovány tři elementy v sekvenci o velikosti 150 

bp, kde je možná vazba. Tato sekvence (enhancer ) je umístěna 3946 – 3796 bp upstream od počátku 

transkripce. Experiment byl prováděn na dendritických buňkách (Szatmari et al. 2006). U buněk BeWo 

experimentálně transfekovaných jednou z izoforem receptoru pro progesteron (PR), a to buď A (PRA) nebo B 

(PRB), došlo při jejich stimulaci k navýšení exprese proteinu pouze při stimulaci PRB, nikoliv však PRA. Autoři 

také zjistili, že ve vzdálenosti 234 až 115 bp upstream od genu existuje oblast DNA sloužící pro vazbu obou 

těchto receptorů, při její experimentální deleci došlo k vymizení indukčního efektu stimulací PRB receptoru. 

Možná oblast pro nasednutí receptoru je i na pozici 1285 až 685 upstream, tato při deleci způsobuje pouze 

relativně malý pokles exprese BCRP (Wang et al. 2008). Při experimentálně vyvolaném stresovém poškození 
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endoplazmatického retikula (prostřednictvím tunicamycinu nebo 2-deoxyglukosy) došlo u plazmatických buněk 

ke zvýšení exprese ABCG2. Stejný efekt měla stimulace IL-6, jež u tohoto typu buněk zvyšuje proteosyntézu. U 

buněk knockoutovaných pro ABCG2 byla snížena jejich životaschopnost. Nadměrná proteosyntéza v buňce 

aktivuje transkripci ABCG2 prostřednictvím faktoru HIF-1 a faktoru XBP-1 (Xbox binding protein), přičemž 

oblast nasednutí těchto proteinů je lokalizována 172 až 167 bp upstream od promotoru. Tento fakt lze 

vysvětlit snahou buňky zbavit se substrátů nadměrně aktivujících proteosyntézu (zde např. IL-6) (Nakamichi et 

al. 2009).  Dalším transkripčním faktorem spouštějícím transkripci genu pro ABCG2 je transkripční faktor MSX-

2. U pankreatických rakovinných buněk byla zjištěná vysoká úroveň mRNA pro tento faktor a zároveň vysoká 

hladina exprese ABCG2, kdežto u buněk normálního epitelu pankreatických vývodů byly obě hladiny relativně 

nízké. Vazba faktoru MSX-2 se ovšem u genu ABCG2 děje v rámci oblasti SP1, jež je součástí 

promotoru(Hamada et al. 2012). Na endogenní expresi ABCG2 má vliv také 17-β estradiol (E2). Ukázalo se 

totiž, že v jeho přítomnosti jisté typy buněk vykazují výrazně sníženou expresi tohoto proteinu (tzv. down 

regulace). Konkrétně například buňky MCF-7 (jež byly izolovány z nádoru prsu) snižují expresi, kdežto například 

u buněk A549 (buňky připravené z karcinomu plic) je vliv přítomnosti této molekuly minimální. Imai a jeho 

spolupracovníci došli k závěru, že za sníženou expresi ABCG2 je zodpovědná vazba 17-β estradiolu na receptor 

ERα, který je právě v buňkách A549 nepřítomen. Dále byl proveden knockout proteinu Erα pomocí siRNA u 

buněk MCF-7.Došlo k vymizení down regulace, což naznačuje, že právě Erα je  dalším významným regulátorem 

exprese ABCG2. Vzhledem k tomu, že v buňkách po aplikaci E2 nedošlo ke snížení přítomnosti ABCG2 mRNA je 

možné, že v tomto případě se vlastní regulace se děje posttranskripční regulací, například degradací nativního 

proteinu(Imai et al. 2005). Oblast pro vazbu Erα, se nachází v pozici 243 až 115 bp upstream od promotoru. 

V této práci naopak stimulace receptoru signifikantně zvyšovala množství mRNA pro transportér. K 

experimentu byly použity buňky T47D:A18 a PA-1 (Lai et al. 2004). 

Po vlastní syntéze na ribozómech drsného endoplazmatického retikula je transportér exportován k membráně. 

Vlastní protein je homodimer, který je spojen disulfidickými můstky (Obr.2). Pokud ovšem dojde k mutaci 

v oblasti některého cysteinu, který tyto vazby vytváří je protein ubikvitinován a degradován v proteasomu. Při 

experimentálním narušení disulfidické vazby v rámci jedné podjednotky a selektivním zablokování činnosti 

proteasomu pomocí MG132 (Benzyl N-[(2S)-4-metyl-1-[[(2S)-4-metyl-1-[[(2S)-4-metyl-1-oxopentan-2-

yl]amino]-1-oxopentan-2-yl]amino]-1-oxopentan-2-yl]karbamát)) vzrostla rezistence buněk k cytostatiku SN-

38, čili takto poškozený (a zároveň ubikvitinovaný) protein nemohl být degradován v proteasomu a byl 

dopraven až na membránu. Hladina proteinu naopak vzrostla asi 5 - krát oproti kontrole při selektivním 

zablokování funkce lysosomu (pomocí Bafilomycinu A) (Wakabayashi et al. 2007). Lze tedy říci, že exprese 

transportéru na membráně může být fyziologicky regulována postranskripční degradací v lysosomu. Nesprávně 

dimerizovaný transportér je naopak degradován v proteasomu. Také nesynonymní varianty F208S a S441N 

jsou ubikvitinovány a transportovány do proteasomu. Bylo ukázáno, že obě tyto varianty byly degradovány 

ubikvitinací a proteolýzou rovnou v proteasomu (tj, tzv. ERAD dráhou) (Nakagawa et al. 2008). Degradaci lze 
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urychlit například použitím inhibitoru PZ-39 (N-(4-chlorofenyl)-2-[(6-{[4,6-di(4-morfoli-nyl)-1,3,5-triazin-2-

yl]amino}-1,3-benzothiazol-2-yl)sulfanyl]acetamid), který mění konformaci proteinu a působí jeho endocytosu 

do lysosomu (Peng et al. 2009; Peng et al. 2010). Transportér syntetizovaný v endoplasmatickém retikulu je 

glykosylován na asparaginu 596. Dojde – li v této aminokyselině k bodové záměně, například za glutamin, 

nedojde ke glykosylaci, což je provázeno  zvýšenou ubikvitinací a následnou degradací proteinu v proteasomu 

(Nakagawa et al. 2009). Starší studie naopak uvádějí, že N-glykosylace není potřebná pro zabudování 

transportéru do membrány (Mohrmann et al. 2005). Zřejmě se ale jedná o experimentální artefakt způsobený 

použitou metodou transfekce. Na degradaci nesprávně glykosylovaného proteinu ABCG2 má vliv rovněž 

protein Derlin – 1. Pokud je nativní protein špatně glykosylován, je jeho degradace drahou ERAD  

zprostředkována právě proteinem Derlin – 1, což bylo zjištěno na buněčné kultuře buněk HEK293. Při 

experimentálním knockoutu Derlinu – 1 se zvýšil výskyt nedegradovaného proteinu. Naopak, přirozeně se 

vyskytující vnitrobuněčný protein Derlin – 1 neinteraguje s wild type transportérem ABCG2. Pokud je ale 

buněčná kultura, jejíž buňky přirozeně exprimují Derlin-1, navíc uměle transfekována tímto proteinem, pak 

přímo fyzicky interaguje s transportérem ABCG2 a snižuje jeho podíl na membráně (Sugiyama et al. 2011). Na 

internalizaci transportéru mají vliv i xantiny (jako kofein, theofylin a diphilin). Po jejich experimentálním podání 

dochází k degradaci proteinu v lysosomu (Ding et al. 2012). Myš domácí (Mus musculus), jakožto hojně 

používaný modelový organismus, rovněž má ve svém genomu gen pro transportér homologický lidskému 

ABCG2. Tento transportní protein byl nazván BCRP1 a je z 81% identický v sekvenci aminokyselin (kterých 

transportér obsahuje celkem 657) a z 86% homologní, co do struktury. Stejně tak jsou identické hydrofobní 

oblasti proteinu, které tvoří celkem šest transmembránových smyček.(Allen et al. 1999) 

 

Obrázek 1 Struktura genu ABCG2(Bailey-Dell et al. 2001) 

 

 

4.2. Struktura a funkce jednotlivých domén 

Transportní proteiny rodiny ABC jsou obecně složeny z transmembránové domény (TMD) a nukleotidy vázající 

domény (NBD). Tyto domény jsou spojeny prostřednictvím spojovacích smyček v rámci jednoho polypeptidu 

do tetrameru TMD1–NBD1–TMD2–NBD2. Ovšem u proteinu ABCG2 je pouze jedna TMD spojená s NBD, které 
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dohromady tvoří jednu podjednotku. Proto je také ABCG2 nazýván polo-transportérem. Jeho molekulová 

hmotnost činí přibližně 140 kDa, molekulová hmotnost jedné podjednotky pak 70 kDa. Pro zajištění své 

funkčnosti vyžaduje dimerizaci (K. K. Kage et al. 2002). Existují však také ale experimentální výsledky, že ABCG2 

se v membráně buněk může nacházet jako dimer, ale uspořádaný po čtyřech dimerech do jedné jednotky (Dezi 

et al. 2010; Mcdevitt et al. 2006). Polypeptid tvořící transportér sestává s 655 aminokyselin. Celkově se každá 

podjednotka dimeru skládá ze šesti transmembránových šroubovic  (aminokyseliny 396 – 655) a intracelulární 

smyčky (NBD, aminokyseliny 1-395), která obsahuje nukleotid vázající místo. N-konec i C-konec proteinu je 

umístěn uvnitř cytoplazmy (Honggang Wang, Lee, Cai, et al. 2008). Transportér obsahuje také Walkerův motiv 

A (v pozici G80 – S89) a Walkerův motiv B (v pozici I206 – D210) (Miyake et al. 1999). Protein ABCG2 se 

podařilo experimentálně krystalizovat a poté pomocí elektronové krystalografie na krystalech s rozlišením 2nm 

ukázat jeho strukturu. Ukázalo se, že ABCG2 protein je tvaru V, směřující svou otevřenou částí dovnitř, 

otevřená část je tvořená dvěma NBD doménami. Na tomto modelu vynikají dvě oblasti, které jsou nejspíš 

tvořeny spojovacími úseky mezi NBD a TMD tvořenými asi 100 aminokyselinami (Rosenberg et al. 2015). Za 

zmínku stojí vysoce konzervovaná část, takzvaná ABC struktura, lokalizovaná mezi Walkerův A a B motiv na 

nukleotid vázající části. Tato struktura má (u ABC  transportérů obecně) vysoce konzervovanou sekvenci 

LSGGQ a je odpovědná za vazbu ATP. U ABCG2 je s touto konzervovanou strukturou homologní sekvence 

186VSGGE190, ale u člověka a savců také ještě sekvence C2-motivu 352LSGGE356 (Macalou et al. 2016). Zdá 

se, že serin 187 má klíčový vliv pro transport. Například jeho substitucí za threonin se ztrácí transportní 

aktivita(Nakanishi et al. 2003).. Specifický inhibitor ABCG2 fumitremorgin C inhibuje ATPázovou aktivitu 

proteinu. U mutací s jednobodovou záměnou argininu 482 za glycin či threonin byla pozorována (na rozdíl od 

divoké varianty proteinu) silná závislost hydrolýzy ATP na přítomnosti substrátů jako je prazosin, mitoxantron 

či doxorubicin. Mutant v lysinu 86 (K86M) zaměněný za methionin (tedy ve Walkerově A motivu) není vůbec 

funkční. Tato varianta je také  v buňkách přednostně umístěna v Golgiho aparátu, místo buněčného povrchu. 

(Özvegy et al.  2002; Henriksen et al.  2005)  U ABCG2 jsou celkem dvě ATP vázající domény (dále NBD; na 

každé podjednotce jedna), přičemž obě jsou aktivní. K hydrolýze ATP je třeba interakce obou domén a ATP. 

Laszlo a kolektiv publikovali strukturu ABCG2 založenou na bioinformatickém modelu srovnávajícím ABCG2 a 

homology ABCG5 a ABCG8. Transmembránová  (TMD) a nukleotid vázájící doména (NBD) jsou spojeny dvěma 

párujícími alfa-helixy a spojovacími alfa – helixy. Párovací helix je homologní s jinými proteiny rodiny ABC, ale i 

přesto má poněkud jinou konformaci. Jejich účelem je spojení NBD a TMD, ale oproti jiným proteinům z téže 

rodiny je interakce mezi oběma doménami zajištěna ještě dalšími, spojovacími alfa helixy, které jsou kolmé k 

helixům párovacím a jejich poloha je udržována působením hydrofobní interakce mezi hydrofilní a hydrofobní 

částí fosfolipidů tvořících membránovou vrstvu. Součástí transmembránové domény jsou extracelulární 

smyčky, které spojují membránové šroubovice. Jako podstatná se zdá zejména smyčka ECL3 mezi šroubovicemi 

(značenými th5 a th6) vymezená aminokyselinami 552 až 621 a která se díky své primární struktuře se zpětně 

zanořuje do membrány. Tato smyčka se u  ABCG2 vyznačuje dvěma cysteiny v poloze 592 a 608 . Další mutace, 

záměna valinu 12 za methionin (V12M), nemá zřejmě měřitelný efekt na funkci transportéru. Vliv jednobodové 
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záměny glutaminu 141 za lysin (Q141K) na strukturu proteinu spočívá v interakci zbytku aminokyseliny Q141 v 

jedné ze šroubovic tvořící NBD doménu s postranními zbytky aminokyselin ve spojovací šroubovici (K382 a 

R383). Dojde-li totiž k této záměně, pozitivní náboje na zbytcích v obou šroubovicích se začnou odpuzovat, což 

vede k destabilizaci rozhraní mezi NBD a TMD. (László et al. 2016). Tato smyčka má podstatný vliv na transport 

hemu a je ze 14 % identická a z 15 % homologická hem – vázající doméně cytochromu b1. (Desuzinges-mandon 

et al. 2010) Výše zmíněné cysteinové zbytky 608 a 603 se zřejmě podílí na tvorbě disulfidických vazeb mezi 

oběma doménami.(Shigeta et al. 2010; Kage et al. 2005) Aminokyselinový zbytek argininu 383 je důležitý i co 

do stability proteinu. Při jeho záměně za alanin je protein z endoplasmatického retikula směřován k degradaci 

ERAD dráhou (Polgar et al. 2009). Na již zmíněné smyčce spojující membránové helixy Th5 a Th6 se nachází 

také asparagin 596, který je N-glykosylován (Nakagawa et al. 2009). Jednobodová záměna Q141K nemá vliv na 

lokalizaci transportéru v buňce, kdežto mutace V12M způsobuje spíš jeho nesprávnou lokalizaci také na 

bazolaterální membráně i v cytoplazmě(Izuarai, Ozasa, and Otani 2004).  Na základě počítačového modelu byla 

určena možná místa pro vazbu substrátu. Dvě možná vazebná místa se nachází na NBD doméně, jedno mezi 

TMD obou podjednotek a jedno na extracelulární straně (toto ale zřejmě substrát v reálu neváže). Zvláště 

vazebné místo mezi oběma podjednotkami se zdá důležité pro transport substrátů (László et al. 2016). ABCG2 

je unikátní svojí smyčkou (tzv. linkerem ). Tato smyčka je svým způsobem výjimečná a není homologická 

s jinými proteiny rodiny ABC. Obsahuje totiž sekvenci 352LSGGE356 (tzv. C2-sekvenci), která je již 

konzervovaná v rámci celé rodiny (označuje se jako kanonický C-motiv). Bodová mutace prvních dvou 

aminokyselin této sekvence inhibuje ATPázovou aktivitu proteinu. Mutanti v C2-motivu vykazují rozdílnou míru 

funkčnosti. Mutace v L352 a S353 vede ke ztrátě funkce. Zajímavé je, že tento C2-motiv u jiných organismů 

chybí: např. u ryb, prvoků či rostlin. Naopak je konzervovaná u savců a částečně u ptáků (Macalou et al. 2016). 

Konstrukty (např. experimentálně připojený polyhistidinový konec) připojené na N-konec transportéru, nemají 

podstatný vliv na jeho činnost (Telbisz et al. 2013). Další možnou regulací přenašeče je prostřednictvím 

množství membránového cholesterolu. Vhodným experimentálním modelem se staly hmyzí buňky Sf9, které 

mají v membránách obdobný obsah cholesterolu jako buňky savčí. Navýšení koncentrace membránového 

cholesterolu zvyšuje transportní rychlost až cca 20-krát. Toto zvýšení ale nebylo patrné u proteinu 

s jednobodovou záměnou argininu 482 za glycin (R482G). Nutno ovšem dodat, že výsledky vycházejí 

z experimentu s izolovanými membránovými váčky, neboť experimentální odstranění cholesterolu 

(cyklodextrinem) z membrán buněk vede k jejich sníženému přežívání. Autoři také popsali rozdíl mezi citlivostí 

transportéru exprimovaného v membránových váčcích savčích buněk MCF a hmyzích Sf9, u druhého 

jmenovaného je citlivost transportéru ke stimulujícím látkám nižší. Významný vliv na citlivost 

k membránovému cholesterolu má arginin obsažený v třetí transmembránové smyčce proteinu. Jeho 

substitucí za threonin či glycin se citlivost k cholesterolu vytrácí (Telbisz et al. 2007). Cholesterol se často váže 

na proteiny v evolučně konzervovaném motivu (konsensus sekvenci) CRAC (cholesterol recognition amino acid 

consensus) o sekvenčním vzorci (L/V-(X)(1–5)-Y-(X)(1–5)-R/K). Gál a spolupracovníci nalezli v primární struktuře 

proteinu pět CRAC míst pro možnou vazbu cholesterolu (všechny buď přímo uvnitř nebo poblíž 
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transmembránových smyček). Zdá se, že cholesterol je nezbytný pro funkčnost transportéru. Záměny 

v pozicích Y469S a Y645S způsobují nejspíš špatné sbalení proteinu a nezdá se, že by byly součástí CRAC 

motivů. Mutant v Y570S nemá sníženou transportní kapacitu ani citlivost k cholesterolu. Konečně mutant 

Y413S má menší citlivost ke žlučovým kyselinám a cholesterolu a mohl by se tedy účastnit vazby cholesterolu 

(Gál et al. 2015). Jiní autoři rovněž zkoumali vliv mutací v pozici R482, což je u lidské varianty transportéru 

pozice důležitá pro rozpoznávání cholesterolu. Pokud je tato pozice mutována na izoleucin, metionin, lysin, 

tyrosin nebo je-li v pozici standardní arginin, je transportní funkce u proteinu výrazně citlivá k cholesterolu. 

Naopak u mutací v této pozici nesoucích aspartát, glycin, asparagin, serin či threonin vykazují pouze mírnou 

závislost transportní funkce na obsahu cholesterolu v membráně. Autoři rovněž zkoumaly vliv mutací 

v cholesterol vázající oblasti L555A a L558A. Ukázalo se však, že ani jedna z těchto mutací nemá vliv na 

ATPázovou aktivitu (Telbisz et al. 2014).Transportér ABCG2 lze fosforylovat, ale tato fosforylace není pro 

zachování jeho funkce nutná. Mohrman a jeho spolupracovníci testovali fosforylaci na buňečné linii karcinomu 

vaječníků(T8) a rovněž na buňkách MDCK a to tak, že srovnávali fosforylaci transportéru ABCC2 a ABCG2. 

Transportér ABCC2 je fosforylován, transportér ABCG2 nikoliv. Ve stejné práci se rovněž zabývali nutností 

glykosylace  transportéru. U eukaryontních buněk je N-glykosylován motiv Asn-?-Thr/Ser (kde ? znamená 

libovolnou aminokyselinu, vyjma prolinu). Autoři pomocí bioinformatických metod nalezli celkem čtyři vhodná 

místa po tento typ glykosylace, přičemž jedno z nich ovšem leží v intracelulární oblasti proteinu (N338), resp. 

v lumen endoplasmatického retikula. Připravili čtyři mutované proteiny s jednobodovou záměnou 

v asparaginech na pozici 418,557, 596 a mutanta ve všech třech zbytcích za alanin (na aminokyselinách 

v těchto pozicích autoři předpokládají možnost případné N-glykosylace proteinu). Jelikož nebyl nascentní 

protein N-glykosilován pouze v případě, že šlo o mutanta v pozici 596 a v případě trojnásobného mutanta, lze 

se domnívat, že právě N596 je oním místem glykosylace. Rovněž v myších buňkách je homologický BCRP1 

transportér glykosylován v pozici 596 (Mohrmann et al. 2005). Přehled některých mutací a jejich účinků na 

funkci transportéru uvádí tabulka 1. Častou pracovní technikou při zpracování biologických vzorků je jejich 

fixace, v případě imunohistologických vyšetřeních fixace v paraformaldehydu. Jako zajímavost s praktickým 

využitím lze uvést, že transportér ABCG2 je funkční co do přenosu Rhodaminu 123 až do 0,5% koncentrace 

paraformaldehydu.(Hegedu et al. 2008) 
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Mutace Její účinek Reference 

V12M Bez efektu na trasport  (Tamura et al. 2006) 

G51C Bez efektu na trasport metotrexátu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006) 

K86M Transportér inaktivní (Henriksen, Gether, 
and Litman 2005) 

Q12stop Defektní transport porfyrinů (Tamura et al. 2006) 

Q141K Bez efektu na trasport metotrexátu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006) 

T153M Bez efektu na trasport metotrexátu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006) 

Q166E Bez efektu na trasport metotrexátu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006) 

I206L Bez efektu na trasport metotrexátu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006) 

F208S Defektní transport porfyrinů (Tamura et al. 2006) 

S248P Defektní transport porfyrinů (Tamura et al. 2006) 

E334stop Defektní transport porfyrinů (Tamura et al. 2006) 

F431L Transportér nepřenáší metotrexát (Tamura et al. 2006) 

S441N Defektní transport porfyrinů (Tamura et al. 2006) 

E446 ? Nevzniká rezistence  (Miwa et al. 2003) 

R482G,T Transportér nepřenáší metotrexát, změna substrátové specifity  (Pozza et al. 2006; 
Özvegy et al. 2002; 
Honjo et al. 2001) 

R482G Rezistence k antifolátům in-vitro (Shafran et al. 2005) 

F489L Poškozený transport porfirynů (Tamura et al. 2006) 

G553L,E Poškozený trafficing, exprese a N-glykosylace (Polgar et al. 2006) 

L554P Dominantně negativní vliv na mnohočetnou lékovou rezostenci 
(MDR) 

(K. K. Kage et al. 2002) 

N557D Buňky rezistentní k metotrexátu, pokles transportu SN-38 (Miwa et al. 2003) 

F571I Bez efektu na trasport metotrexátu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006) 

N590Y Bez efektu na trasport metotrexátu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006) 

C592A Poškozená  funkce a exprese (Henriksen et al. 2005) 

C592A/C608A Defektní transport BODIPY – Prazosinu, metotrexát normální (Henriksen et al. 2005) 

C603A Nefunkční a se změnou zacílení proteinu (Henriksen et al. 2005) 

C608A Poškozená  funkce a exprese (Henriksen et al. 2005) 

D620N Bez efektu na trasport metotrexátu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006) 

H630? Beze efektu na transport (Miwa et al. 2003) 

N – a C - 
konec 

Jeho zkrácení má následek v nesprávném zacílení proteinu (Takada et al. 2005) 

Tabulka 1 Vliv některých jednobodových mutací na činnost transportéru. Upraveno podle (Hazai and Bikádi 2008) 
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Obrázek 2 Struktura jedné podjednotky (70 kDa) trasportéru ABCG2 s vyznačením Walkerových motivů, C-signatury a některých 

aminokyselinových zbytků (Kang et al. 2010) 

 

5. Typy přenášených substrátů 

Jako jedny z prvních substrátů přenášených transportérem byly identifikovány mitoxantron, doxorubicin, 

daunorubicin a Rhodamin 123. Tyto substráty byly aktivně transportovány ven z buněk MCF-7 transfekovaných 

cDNA pro transportér  ABCG2 (Doyle et al. 1998). Významným substrátem je cytostatikum metotrexát, jehož 

mechanismem účinku je kompetitivní inhibice enzymu dihydrofolát reduktázy (Rajagopalan et al. 2002). Tento 

substrát je přenášen transportérem s Km=1,34 (+-18) mM a vmax=687 (+-87) pmol/mg.min. Protein mutovaný v  

R482T nebo R482G není schopen metotrexát vůbec přenášet. Konjugovaná metotrexát ve formě di- a 

triglutamátu je přenášen, ale tetraglutamát již ne. Dále je transportována kyselina listová (folát) a to sice s 

vmax=87 pmol/mg.min. Mutanty  R482T nebo R482G nejsou schopny, stejně jako v případě metotrexátu, vůbec 

tento substrát přenášet. Transport metotrexátu je snížen v přítomnosti mitoxantronu, jenž je také substrátem 

tohoto proteinu. Tato skutečnost naznačuje kompetivní inhibici mezi oběma substráty (Chen et al. 2003; Volk 

and Schneider 2003). Dalším substrátem, který je přenášen prostřednictvím ABCG2 je cytostatikum 

mitoxantron(1,4-dihydroxy-5,8-bis((2-[(2-hydroxyethyl)amino]ethyl)-amino)9,10-anthracenedion-dihydro- 

chlorid ). Mechanismus jeho účinku je inhibice topoisomerázy II prostřednictvím interkalace mezi báze 

DNA(Mazerski J, Martelli S 1998). U buněk MCF-7/LF a MCF-7/MR-LF u nichž není exprimován protein BCRP 

dochází k vyšší akumulaci mitoxantronu oproti buňkám původní linie MCF-7. U této linie vykazující zvýšenou 
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expresi BCRP dojde po jeho experimentální inhibici k prudkému nárůstu akumulace  mitoxantronu (Ifergan et 

al. 2004). Výše zmíněné cytostatikum daunorubicin funguje také jako interkalační inhibitor topoisomerázy II 

(Fornari et al. 1994). U buněk MCF-7 hojně exprimujících ABCG2 docházelo k redukci vnitrobuněčné akumulace 

daunorubicinu ( Litman et al. 2000).  Z výsledků měření akumulace tohoto fluorescenčního substrátu vyplívá, 

že není přenášen standardní variantou (wild typem), ale pouze mutovanou, ve které je arginin na pozici 482 

zaměněn za glycin či threonin. Stejná situace nastává i pro Rhodamin 123 (Robey et al. 2003).  Je tedy možné, 

že v předešlém experimentu na buněčných liniích imortalizovaných buněk došlo současně k mutaci 

v aminokyselině na této pozici. Ve stejné studii byl zjištěn i transport doxorubicinu, inhibitoru topoisomerázy II. 

(Doyle et al. 1998). V pokusu s použitím buněčné kultury buněk PA317/Tet-on/Tre byl rovněž prokázán eflux 

doxorubicinu ven z buněk a nárůst inhibiční koncentrace cytostatika u buněk s exprimovaným BCRP (Yuan et 

al. 2009). Inhibitor topoisomerázy I topotecan je dalším ze substrátů transportovaných ABCG2. U buněk MX3 a 

T8 pocházejících z ovariálního karcinomu bylo pozorováno snížení intracelulárního obsahu topotecanu 

přibližně 4–5 krát. Autoři uvádějí, že ke snížení vnitrobuněčné koncentrace tohoto léčiva  o 70 % došlo do 30 

sekund.(Line et al. 1999) Další z léčiv inhibujících topoisomerázu I je SN-38 (7-ethyl-10-hydroxykamptotecin). I 

tato látka je substrátem ABCG2, jak bylo zjištěno na buněčné kultuře odvozené z buněk rakoviny plic PC-6, u 

nichž bylo zjištěno, že míra rezistence k SN-38 stoupá s expresí ABCG2. Při experimentálním knockoutu pomocí 

RNA interference byla zvětšena citlivost buněk k tomuto substrátu (Kawabata et al. 2001). V membránových 

váčcích připravených z buněk PC-6, které byly selektovány v přítomnosti SN-38 bylo zjištěno, že je 

transportována tato látka i jako glukuronid, avšak s nižší afinitou (Km=26 µM; vmax=833 pmol/mg.min). 

Transport nekonjugovaného SN-38 má parametry (Km=4 µM; vmax=714 pmol/mg.min) (Nakatomi et al. 2001). 

Tyrozin kinázový inhibitor Sorafenib, používaný v léčbě karcinomů ledvin, je dalším substrátem 

transportovaným prostřednictvím ABCG2 (Wilhelm et al. 2008). Polarizované buňky MDCK-II byly 

transfekovány vektory pro lidský ABCG2 i jeho myší variantu. Při aplikaci sorafenibu na bazolaterální stranu 

došlo k jeho transportu směrem k apikální straně, přičemž tento transport byl vyšší pro myší variantu 

transportéru (zhruba třikrát) (Lagas et al. 2010). Závěr, že je sorafenib transportován apikálním směrem 

z buňky podporuje i další obdobný experiment založený na expresi myší varianty BCRP1 opět v buňkách MDCK-

II, přičemž pro tento transportér byla změřena Km=5,5 nM (+-1,2nM). V buněčné kultuře buněk PA317/Tet-

on/Tre byl testován přenos 5-fluoro uracilu, což je látka, která blokuje enzym thymidilátsyntázu, jež syntetizuje 

thymidin z uridinu jeho metylací. Této skutečnosti lze pak využít v léčbě nádorových onemocnění (Longley, 

Harkin, and Johnston 2003). Experimentálně bylo dokázáno, že 5-fluorouracil skutečně je substrátem ABCG2. 

Buňky v médiu s obsahem této látky přežívaly pouze pokud exprimovaly BCRP. Při jeho experimentálním 

knockoutu se buňky staly senzitivní k 5-fluorouracilu(Yuan et al. 2009). 

Ze steroidních látek jsou transportovány převážně jejich sulfátované formy, jako estronsulfát (E1S; s Km=6,8 

µM) nebo 17-β-estradiol sulfát (E2S), ten je však transportován s nížší afinitou. Dále jsou transportovány 

dihydroepiandrosteron (DHEAS),4-methylbelliferon sulfát (4-MUS) a 17-β-estradiol lukuronid (E2G). (Imai et al. 
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2003; Suzuki et al. 2003).  Na bakteriích Lactococcus lactis bylo ukázáno, že ABCG2 může transportovat i 

estradiol. Ovšem, na rozdíl od předchozího experimentu nebyla provedena analýza radioaktivně značeného 

substrátu, který byl z buněk transportován ven. Je tedy pravděpodobné, že stejně jako výše, byl estradiol 

nejprve bakteriálními drahami konvertován na sulfátovanou formu a posléze přenesen transportérem ven 

z buňky. ATPázová aktivita transportéru byla v tomto experimentu přibližně čtyřikrát stimulována přítomností 

cholesterolu a estradiolu (Janvilisri et al. 2003). Buňky MCF-7 se sníženou expresí ABCG2 vykazují zvýšenou 

akumulaci radioaktivně značené kyseliny listové (folátu). Zároveň tytéž buňky jsou-li adaptované na přítomnost 

folátu v médiu, vykazují sníženou expresi ABCG2 (Ifergan et al. 2004). Kyselina močová (urát) je transportována 

v epitelu ledvin a enterocytech ve střevním epitelu rovněž prostřednictvím ABCG2 (Hosomi et al. 2012). 

Rovněž myší varianta ABCG2 transportuje kyselinu močovou (Ichida et al. 2012).  Ukázalo se rovněž, že ABCG2 

je jeden z transportérů schopný přenášet glutation (GSH), což je molekula (tripeptid) zajišťující redukční 

prostředí uvnitř buněk. Autoři použili 2,5-dihydroxychalkon což je látka, která indukuje eflux glutathionu, 

glutathiondisulfidu a jejich konjugátů a zjišťovali, který z 84 předem vytipovaných proteinů by se mohl účastnit 

právě transportu GSH. Jako jediný přenašeč se ukázal ABCG2, což bylo ověřeno jeho expresí v kvasinkách 

Saccharomyces cervisiae. Přenos GSH prostřednictvím ABCG2 bylo možné kompetitivně inhibovat 

metotrexátem o koncentraci 10µM, což ukazuje, že afinita GSH k ABCG2 je nižší (Brechbuhl et al. 2010). 

Z vitamínů je substrátem riboflavin (vitamin B2) a je přenášen jak myším, tak i lidským homologem ABCG2. Ve 

stejné studii bylo také zjištěno, že u myší knockoutovaných pro tento transportér je snížená hladina vitamínu H 

v mléku. Je tedy možné, že i vitamín H je substrátem ABCG2 (van Herwaarden et al. 2007).  Také  vitamín K3 

(menadion; a jeho strukturní analog plumbagin) je transportován tímto proteinem, jak bylo zjištěno v buněčné 

kultuře buněk HEK 293(Shukla et al. 2007). 

Pro experimentální využití má význam přenos fluorescenčních barviv, která mohou sloužit jako marker 

funkčnosti transportéru, čehož je také v mnoha studiích využito. Jedním z těchto barviv je Rhodamin 123. Toto 

barvivo je přenášeno prostřednictvím ABCG2, jak bylo ukázáno na buňkách MCF a S1 exprimujících tento 

transportér (Litman et al. 2000) V další studii bylo upřesněno, že  probíhá transport  Rhodaminu 123, ale pouze 

jeho mutantní formou s jednobodovou záměnou v argininu 482 (R482G či R482T). Hoechst 33342 je 

transportován jak wild type variantou BCRP, tak i častými mutantními variantami R482G a  R482T. Hoechst 

33342 inhibuje ve vysoké koncentraci ATPázovou aktivitu proteinu (Özvegy et al. 2002). Dalším fluorescenčním 

barvivem, jež je substrátem ABCG2 je BODIPY – Prazosin (fluorescenční derivát Prazosinu), který je přenášen 

jak wild type variantou, tak i variantami s jednobodovými záměnami argininu 482 za threonin či glycin. Naopak 

barvivo LysoTracker green je transportováno pouze těmito mutantními variantami (Robey et al. 2003). Méně 

používaným fluorescenčním barvivem je Pheophorbide A, který je transportován jak wild type variantou, tak i 

variantami C592A, C608A (tedy variantami, kdy je narušena disulfidická vazba ve třetí extracelulární 

smyčce)(Hegedu et al. 2008) 
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Mezi ostatními transportovanými látkami můžeme nalézt Prazosin (antagonista α1-receptorů) (Litman et 

al.,2000) antibiotikum Erythromycin (Hendrik 2005), inhibitor H2 receptoru  pro histamín Cimetidin (Pavek et 

al. 2005). Také je přenášeno krevní barvivo hem, což má zřejmě za následek udržování jeho homeostázy 

v buňkách a při nabohacení transportéru  zřejmě i vyšší odolnost buněk proti hypoxii. Hem je zřejmě předáván 

v extracelulárním prostoru na serumalbumin. (Desuzinges-mandon et al. 2010) Výčet substrátů samozřejmě 

není úplný, protože by zdaleka přesahoval rozsah této práce. 

 

 Inhibitory ABCG2: 

Nejvyužívanější inhibitor ABCG2, mykotoxin fumitremorgin C, byl coby inhibitor identifikován na buněčné linii 

odvozené z karcinomu tlustého střeva, rezistentních k mitoxantronu, topotecanu a doxorubicinu. Tuto látku lze 

izolovat z plísně Aspergillus fumigatus metanolem a následnou krystalizací (Rabindran et al. 1998). Jeho 

inhibiční funkce byla ověřena i na buňkách MCF-7(Rabindran et al. 2000). Fumitremorgin C je neurotoxin, což 

jeho aplikaci omezuje na použití in vitro. Inhibitor Ko143 nebyl shledán toxickým in vitro ani in vivo pro myší 

model, přičemž inhibuje jak lidskou, tak i myší variantu ABCG2 (Allen et al. 2002). Podle novějších experimentů 

se ale ukazuje, že Ko143 v koncentraci větší než 1,0 µM ztrácí svoji specifitu a ovlivňuje i jiné transportéry, 

například ABCC1 či ABCB1 (Weidner et al. 2015). Substance GF120918 (známá jako Elecridar) blokuje činnost 

jak ABCG2, tak i ABCB1 (Bruin et al. 1999). Také látky ovlivňující primárně jiné proteiny současně inhibují 

činnost ABCG2. Například tyrozin kinázový inhibitor Imatinib Mesylát inhibuje transportní funkci BCRP, přičemž 

ale není  tímto transportérem přenášen (Houghton et al. 2004).  

 Protilátky proti ABCG2. 

V současné době existují tři různé monoklonální protilátky proti transportéru. Protilátka BXP-34 byla 

připravena imunizací myší  sonikovanými buňkami MCF-7/MR a následným vytvořením hybridomů.(Lines et al. 

2000) Protilátka BXP-21 byla získána imunizací myší částí proteinu ABCG2 dlouhou 126 aminokyselin 

(konkrtétně 271 – 396) a následným vytvořením hybridomů s myšími myelomovými buňkami Sp2/0 

(Maliepaard et al. 2001). Další protilátkou získanou imunizací myši je monoklonální protilátka 5D3 (Zhou et al. 

2001). Paraformaldehydová fixáž přitom zvyšuje afinitu této protilátky k transportéru (nejvyšší afinity je 

dosaženo při  0,5-1% koncentraci paraformaldehydu) (Hegedu et al. 2008). 

6. Význam transportéru v jednotlivých buněčných typech 

6.1. Tkáň varlat 

Přítomnost transportéru ABCG2 byla pozorována na buňkách hemato-testikulární bariéry(Fetsch et al. 2006). 

Tuto bariéru tvoří tři typy buněk (endoteliální, myoidní a Sertolliho buňky) tvořící tři vrstvy. Buňky jsou 

vzájemně spojeny těsnými spoji. Účelem této bariéry je nepochybně ochránit germinální buňky před 
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případnými negativním vlivem toxických látek přenášených krví. Endoteliální buňky jsou bez fenestrace a tvoří 

povrch arteriol, Sertolliho buňky tvoří podpůrné buňky vyživující germinální buňky a myoidní buňky vytváří 

obal okolo semenotvorného kanálku ve formě membrány Tunica propria. Na vlastním transportu molekul přes 

bariéru se podílí řada transportních proteinů MRP1, MRP2, PGP1 a v neposlední řadě také ABCG2. Ten je 

exprimován na luminální straně endotelu a na apikální straně myoidních buněk. ABCG2 naopak není 

exprimován v Leydigových ani Sertolliho buňkách. Podobná situace je i v případě tkáně myších varlat (Dankers 

et al. 2012). V seminomech (nádorech vzniklých z mužských pohlavních buněk) a lymfomech je ABCG2 plně 

exprimován jak na samotných nádorových buňkách, tak i na endotelu cév, které je zásobují. Menší míra 

exprese je zřetelná v případě non-seminomu, tj. nádoru pocházejícího z nediferencovaných buněk. Celkově 

situace budí dojem, že škodlivé substráty jsou transportovány ze semenotvorného kanálku. Případné 

nabohacení transportéru při vzniku nádoru svojí funkcí ztěžuje léčbu cytostatiky a jinými chemoterapeutiky, jež 

jsou tímto proteinem transportovány (cisplatin, doxorubicin a další) (Bart et al. 2004). Bylo ukázáno, že 

například antiretrovirotikum raltegravir je akumulováno v Sertolliho buňkách při inhibici ABCG2 inhibitorem 

Ko143 (Hoque et al. 2015). Stejně tak cytostatikum regorafenib blokující tyrozin – kinázové receptory 

nádorových buněk se u ABCG2 knockout myší hromadí ve tkáni varlat (Kort et al. 2015). ABCG2 je naopak 

nekompetitivně inhibován testosteronem, progesteronem a androsteneidonem (při pokusu byl substrátem 

estrogen – 1 –sulfát) (Dankers et al. 2012). Je tedy možné, že eflux substrátů je regulován také přítomností 

těchto hormonů. ABCG2 je také exprimován na spermatidách, zejména v pozdním stádiu jejich vývoje. Na 

jejich apikální straně je exprimován nejvíce ve stádiu VII vývoje spermatidy. ABCG2 je zde asociován 

s aktinovými vlákny a také s proteiny Arp3 a Eps8. Při experimentálním knockoutu ABCG2 u myši se ve stádiu 

VII vývoje spermatidy vytrácí její bazolaterálně apikální polarita a také ztrácí svojí adhezní schopnost, což se 

projevuje ve snížené schopnosti putovat epitelem (Qian et al. 2013). 

6.2. Jaterní tkáň 

Jak u člověka, tak i u myši je ABCG2 exprimován v játrech, konkrétně na membránách buněk epitelu žlučových 

kanálků (Fetsch et al. 2006). Télbisz a spolupracovníci zjistili, že žlučové kyseliny a látky z nich odvozené 

potlačují bazální ATPázovou aktivitu  přirozeně se vyskytující varianty transportéru. V případě ABCG2  je bazální 

aktivita aktivitou, kterou lze zablokovat vanadátovými ionty. Kyselina cholová například bazální ATPázovou 

aktivitu silně snižuje (v pokusu na membránových váčcích) až na úroveň pozadí, ale v přítomnosti přenášeného 

substrátu (např. quercetinu) je tato aktivita nezměněna. Bazální aktivita je definována jako hydrolytická 

aktivita ATPázy bez přítomnosti přenášených substrátů. Stejně jako kyselina cholová se chovají například 

glykocholát, taurocholát nebo kyselina ursodeoxycholát. V přítomnosti substrátu pak naopak ATPázová aktivita 

stoupá i v přítomnosti žlučových kyselin oproti stavu bez substrátu (to je bazální aktivitě). Pro interakci   

žlučových kyselin s transportérem se zdají být zásadní aminokyselinové pozice R482 a L555-558. Nicméně 

autoři se domnívají, že transportér ABCG2 nemá v játrech člověka velký význam, protože i jeho schopnost 

přenášet žlučové kyseliny je relativně malá – kyselinu cholovou a glykocholát transportuje zhruba 20x 
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pomaleji, estradiolglukuronid zhruba 5x pomaleji než metotrexát. Lze se domnívat, že v hepatocytech tedy 

slouží tento protein spíš pro transport xenobiotik do žluče, přičemž tento transport může být pozitivně 

modulován zvýšenou přítomností cholesterolu (Telbisz et al. 2014). Tomu by mohlo nasvědčovat i to, že při 

experimentálně navozené cholestáze (retenci žluči v játrech), dochází u myši po třech dnech ke snížení exprese 

BCRP v játrech (a také v ledvinách), naproti tomu jeho exprese stoupá v enterocytech. Tento jev však nebyl 

prokázán u člověka. Navíc mezi hladinou mRNA ostatních jaterních transportérů v játrech myši přirozené a 

knockoutované pro ABCG2  nebyl signifikantní rozdíl, což rovněž podporuje závěr, že ABCG2 není pro transport 

žlučových kyselin zásadní.  

6.2.1. Substráty a xenobiotika přenášená ABCG2 v jaterních buňkách 

Suzuki a jeho spolupracovníci prokázali, že ABCG2 transportuje sulfátované konjugáty steroidů a také některá 

další xenobiotika. Autoři provedli experiment na proteinu exprimovaném v membránových váčcích 

připravených z buněk P388 (buňky z myšího lymfomu) a rovněž i v buněčné kultuře těchto buněk exprimujících 

transportér. V takto připraveném experimentu se ukázalo, že estrogen-1-sulfát a dehydroepiandrosteron jsou 

substráty přenášené transportérem ABCG2. Dále byly testovány jako substráty 4-methylumbelliferyl sulfát (4-

MUS/MUG), S-(2,4-dinitrofenyl)glutathion (DNP-SG), 6-hydroxy-5,7-dimethyl-2-methylamino-4-(3-

pyridylmethyl)benzothiazole (E3040; také i jeho sulfátovaná  forma), kyselina taurocholová (TLC; i její 

sulfátovaná forma), estradiol-17 -D-glukuronid (E217G), přičemž se ukázalo, že jsou signifikantně významně 

více přenášeny právě sulfátované formy těchto substrátů. Transport jako taurocholátu, tak taurocholát-sulfátu 

nebyl signifikantně prokázán. Naopak autoři experimentálně ukázali, že transport estrogen-1sulfátu je nejspíš 

silně inhibován 4 - ethylumbelliferyl sulfátem a cytostatikem  SN-38  (7-Ethyl-10-hydroxy-camptothecin) a dále 

také dehydroepiandrosteronem, estradiol sulfátem, taurocholát sulfátem, para-nitrophenyl sulfátem (PNPS), a 

E3040S (Suzuki et al. 2003). Obdobně v další studii byla potvrzena inhibice činnosti transportéru ABCG2 

přenášejícího mitoxantron zprostředkovaná 17-β-estradiolem, estronem, ale ne však již progesteronem. I 

v této práci došli autoři k závěru, že ABCG2 přenáší sulfátované substráty (zde například estron-sulfát s Km=6,8 

(+-1,4) µM). Jako další inhibiční molekuly nalezli taurolithocholát, taurolithocholát-sulfát, estron, estron sulfát, 

dehydroepiandrosteron sulfát (ne však jeho nesulfátovanou formu), 17-β-estradiol i 17-β-estradiol sulfát, 

přičemž všechny inhibovali přenos estronsulfátu (Imai et al. 2003). Zajímavým substrátem pro ABCG2 je 

bezesporu benzo(a)pyren. Tato látka patří do skupiny polyaromatických uhlovodíků a je obsažena jak 

v polutantech v ovzduší, tak i například v potravinách, kde vzniká při jejich tepelné úpravě (smažení, grilování 

nebo uzení). Při požití je poté metabolizován na genotoxický anti-BP-7,8-diol-9,10-epoxid (Buening et al. 1978). 

U myší s knockoutovaným ABCG2 hladina benzo(a)pyrenu vzrůstá oproti wild type myši nejen v séru, ale také 

v mozku, srdci a plicích. U wild type myší byl pozorován eflux tritiem značeného benzo(a)pyrenu do žluči 

s maximem ve 35. minutě od intravenózní aplikace, u knockout myší je maximální množství vyloučené do žluči 

zhruba 2x menší s maximem ve 20. minutě (Kranz et al. 2014). Dalším toxickým substrátem je 2-amino-1-

methyl-6-fenyl-imidazol(4,5-b)pyridin (PhiP), který je rovněž potravním karcinogenem. Je přenášen 
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bazolaterálně – apikálním směrem. Jeho přenos je inhibován například beclomethasonem, 6α-

methylprednisolonem, dexamethasonem, triamcinolonem (Pavek et al. 2005). V pivu, vínu, sušeném ovoci, 

obilninách a dalších zemědělských produktech se mohou vyskytovat metabolické produkty plísní rodů 

Aspergillus a Penicillium, mezi nimi molekula ochratoxin A. Schrick a kolektiv nepřímo ukázali, že na transport 

ochratoxinu má vliv rovněž ABCG2.  Autoři jeho transport testovali na polarizovaných buňkách Caco-2, u nichž 

došlo po podání specifického inhibitoru Ko143 k utlumení bazolaterálně  apikálního transportu a naopak 

k nárůstu transportu opačným směrem (Schrickx et al. 2006). Dalšími významnými substráty přenášenými 

ABCG transportérem je 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinolin (IQ), 3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-

b]indol  (Trp-P-1) a samozřejmě i širší veřejnosti známý aflatoxin B1. Všechny tři látky jsou možnými 

kontaminanty potravin či vedlejšími produkty jejich metabolické úpravy. Dalším karcinogenem je di(2-

ethylhexyl) fthalát (DEHP), který  může být obsažen v některých výrobcích z měkčeného PVC jako přísada při 

jeho zpracování. V in – vitro experimentu se ukázalo, že IQ, Trp-P-1  a aflatoxin B1 jsou skutečně přenášeny 

bazolaterálně  apikálním směrem buňkami  MDCK-II transfekovanými jak lidským ABCG2, tak i jeho myším 

homologem BCRP1. Zajímavé je, že Trp-P-1 je přenášen pouze myší variantou BCRP1. Transport DEHP tímto 

transportérem nebyl potvrzen. Akumulace těchto substrátů u knockout myší v játrech, ledvinách a střevním 

obsahu naznačuje, že jsou tyto vylučovány prostřednictvím ABCG2 právě do žluči, moči a feces (van 

Herwaarden et al. 2006). Také riboflavin (vitamín B1) je exportován prostřednictvím ABCG2 do 

hepatobiliárního prostoru (van Herwaarden et al. 2007). Přítomnost transportéru zdá se nemá vliv na 

koncentraci některých cytostatik, například regorafenibu (Kort et al. 2015). Exprese ABCG2 je rozdílná mezi 

pohlavími, a to jak u člověka, tak i u myši a její varianty transportéru BCRP1. Koncentrace některých xenobiotik 

(např.: topotecanu, furantoinu nebo PhiP) v plazmě myších samic byla v experimentu signifikantně vyšší, než u 

samců. Tyto látky byly vylučovány hepatobiliárně a v měnší míře také epitelem tenkého střeva, a to 

signifikantně více u samců než u samic. Rovněž na vzorcích lidských jater byl zastoupen transportér ABCG2 více 

u mužů než u žen (Merino et al. 2005). 

6.3. Epiteliální ledvinné buňky 

Přítomnost transportéru v lidských ledvinách, konkrétně v proximálním tubulu na buňkách kartáčového lemu, 

byla popsána Hulsem Autoři použili jak RT-PCR tak i imunohistochemické barvení pomocí protilátky BXP-9 

(Huls et al. 2008). O dva roky dříve byl prokázán transportér ABCG2 v ledvinách myši, konkrétně na apikální 

straně buněk epitelu proximálního tubulu. Autoři zjistili, že při experimentálně vyvolané ischemii a následné 

regeneraci se zvyšuje množství ABCG2 proteinu na membráně, ale množství jeho mRNA  v buňkách se snižuje. 

Autoři se domnívají, že jde o kompenzační mechanismus, který má odstranit z buněk toxické látky vzniklé 

během ischemie tkáně (Huls et al. 2006). Významnou molekulou transportovanou v nefronech ledvin je 

bezesporu urát, tedy aniont kyseliny močové. Dehghan a spolupracovníci v rozsáhlé studii na 11 847 (ve dvou 

různých kohortách; Rotterdamské a Framinghtonské) sledovaných subjektech zjistili, že významnou roli ve 

vzniku hyperurikémie, tedy stavu kdy stoupá retence a tedy i obsah urátu v séru, může hrát právě defekt 
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transportéru ABCG2. Ve své studii také identifikovali jednobodovou záměnu (SNP) v aminokyselinové sekvenci, 

a to sice glutaminu za lysin na pozici 141 (Q141K)(Dehghan et al. 2008) Tento závěr je také podpořen studií na 

kohortě 28 141 participantů, kdy bylo identifikováno celkem 954 jednobodových záměn v celkem devíti 

různých lokusech, přičemž jejich přítomnost byla v lokusu genu ABCG2 jako druhá nejčastější, přičemž zvýšení 

hladiny urátu bylo významnější u mužů než u žen zahrnutých do studie (Kolz et al. 2009). V jiné studii, založené 

na 644 mužských pacientech s diagnostikovanou hyperurikémií, bylo zjištěno, že při dysfunkci transportéru 

ABCG2 vzrůstá clearance urátu do moči. To by mohlo paradoxně naznačovat, že existuje i významný systém 

vylučování této látky založený právě na ABCG2 i mimo vlastní tkáň ledvin, konkrétně prostřednictvím epitelu 

tenkého střeva, při jehož výpadku je větší množství kyseliny močové sekretováno právě do ledvin. V rámci 

stejné studie byl testován transport urátu přenašečem ABCG2 (v tomto případě jeho myším homologem 

BCRP1), a to sice na membránových  váčcích. Z experimentu vyplynulo, že  ABCG2 transportuje urát s vysokou 

transportní kapacitou. Autoři se domnívají, na základě experimentu na myších, že dysfunkce transportéru 

ABCG2 způsobuje hyperurikémii právě proto, že klesá exkrece urátu ve střevě zprostředkovaná tímto 

transportérem, následkem čehož se jako kompenzační mechanismus rozvíjí exkrece urátu v ledvinách pomocí 

jiných transportérů (GLUT9, URAT1) (Ichida et al. 2012). Již dříve bylo ukázáno, že jednobodová záměna 

glutaminu 141 za lysin (Q141K) způsobuje takovou dysfunkci transportéru, která je příčinou dny. Tento fakt byl 

prokázán studií na 14783 dobrovolnících podrobených genotypování . Rovněž byly provedeny funkční studie 

na oocytech a polarizovaných LLC-PK1 buňkách. Studie prokázala, že ABCG2  exprimovaný na proximálním 

tubulu ledvin zajišťuje sekreci to lumen, nikoliv reabsorpci. Eflux byl potvrzen i na oocytech inkubovaných 

v radioaktivně značeném urátu a injikovaných mRNA  pro ABCG2 (Woodward et al. 2009). Toto zjištění je 

podpořeno i faktem, že u pacientů, kteří jsou v konečném stádiu selhání ledvin (pacienti na hemodialýze) a 

trpících akutní gastroenteritidou, byly nalezeny jednobodové záměny  v transportéru ABCG2. A to sice výše 

zmíněná Q141K a (minoritně zastoupená) Q126X (kde X je libovolná aminokyselina). U takto postižených 

pacientů dochází k signifikantnímu zvýšení hladiny urátu v séru, což potvrzuje důležitost exkrece této látky 

prostřednictvím střevního epitelu(Matsuo et al. 2016). Rovněž zajímavých výsledků bylo dosaženo ve výzkumu 

významu toxických látek, které se vyskytují v lidském séru a jejich případného potenciálu inhibovat transportér 

BCRP. U pacientů s chronickým selháním ledvin, popřípadě v konečném stadiu roste hladina kyseliny 

hippurové, indol-3-octové, indoxylsulfátu, kyseliny kyneuronové  a fenylacetátu v krevním séru.  Bylo zjištěno, 

že kyselina hippurová, indoxylulfát (0,1 – 4 mM) a kyselina kynurenová  (0,05-3 mM) blokují transportér 

přenášející estrogen – 1 sulfát. Na rozdíl od těchto látek, oxalát, p-kresol, p-toluenesulfonová kyselina, 

putrescein a kyselina chinolinová nemají v zásadě vliv na činnost transportéru. Kyselina hippurová a indoxyl-

sulfát inhibují transport estrogen-1-sulfátu nekompetitivně BCRP s Ki=4 mM, respektive Ki=0,5mM (Mutsaers 

et al. 2011). Za použití potkana coby modelového organizmu bylo ukázáno, že exprese ABCG2 na apikální 

membráně epiteliálních buněk proximálního tubulu je řízena prostřednictvím receptoru V1a, což je receptor 

pro vazopresin. Za použití jeho syntetického agonisty (např. terlipressinu) lze vyvolat jeho stimulaci, což vede 

k expresi ABCG2 na apikální straně tubulárního epitelu a následně k poklesu sérové hladiny kyseliny močové a 
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naopak ke vzestupu její hladiny v moči. Současně stimulací tohoto receptoru dochází k poklesu exprese 

transportéru GLUT9, který urát naopak reabsorbuje (Taniguchi et al. 2016). Ke zvýšené expresi ABCG2 může 

vést také snížená degradace faktoru HIF-1 (Hypoxia Induccible Factor). Tento faktor je při normálním okysličení 

tkání degradován prostřednictvím ubiquitin dependentní proteolýzy, naopak při vzniku hypoxie je jeho 

degradace zastavena a HIF-1 (po dimerizaci s další podjednotkou) pak slouží jako transkripční faktor spouštějící 

transkripci genu. Experimentálně lze faktor HIF-1 aktivovat prostřednictvím chloridu kobaltnatého, přičemž 

dojde ke zvýšení jak množství mRNA pro ABCG2, tak i samotného transportéru na membráně a tedy i ke 

zvýšení transportu jím přenášených substrátů. Experiment byl proveden na buňkách HK-2, jejichž linie pochází 

z buněk epitelu proximálního tubulu lidských ledvin (Nishihashi et al. 2017). Transportér je patologicky 

nabohacen také u rakovinných buněk karcinomu ledvin, čehož by mohlo být využito jak v diagnostice, tak i při 

případném odhadu prognózy pacienta. Ukázalo se totiž, že množství a vůbec přítomnost ABCG2 na 

membránách těchto buněk koreluje s dobou dožití pacientů s tímto onkologickým onemocněním a také 

pozitivně se vznikem metastáz (Haofei Wang et al. 2017). 

6.4. Mozek a hematoencefalická bariéra 

Transportér ABCG2 je exprimován a je detekovatelný na cévách v mozku (Maliepaard et al. 2001; Fetsch et al. 

2006). U endotelu mozkových kapilár prasete byl již v roce 2002 objeven transportér s vysokou mírou 

homologie v aminokyselinové sekvenci k lidskému ABCG2 (Eisenblätter and Galla 2002). Proti této prasečí 

variantě, nazvané BDCP, lze rovněž použít monoklonální protilátku BXP-21 (Eisenblätter et al. 2003). Exprese 

BCRP není pozorovatelná v buňkách glie a neuronech, naopak je zachytitelná v endotelu mozkových cév. 

V případě mozkových tumorů je ABCG2 v cévách, které tumor zásobují, nabohacen. Detekce proteinu proběhla 

za pomoci protilátky BXP-21 (Aronica et al. 2005). Tato skutečnost je v souladu s funkcí hematoencefalické 

bariéry, která má bránit vstupu škodlivých látek k vlastním neuronům, čemuž napomáhá i eflux škodlivých 

látek již buňkami endotelu mozkových kapilár. Přítomnost ABCG2 v endoteliálních buňkách byla také dokázána 

při izolaci mozkových kapilár potkana (Yousif et al. 2007). Význam ABCG2 v endoteliálních buňkách tvořících 

hematoencefalickou bariéru se pokusili objasnit autoři experimentu na potkanech knockoutovaných pro 

transportér p-glykoprotein (P-gp) a wild type potkanech exprimujících tento transportér. Oběma skupinám 

potkanů byly podávány substráty přenášené transportérem ABCG2, a to sice mitoxantron a prazosin a rovněž 

také vinblastin, který naopak substrátem není. Rovněž byly oběma skupinám potkanů podávány inhibitory 

obou transportérů (GF120918) či jenom transportéru P-gp (PSC833).  Ukázalo se, že endotel kapilár v mozku 

obsahuje (cca 700x) víc ABCG2 než vlastní tkáň mozku. U potkanů s knockoutem P-gp bylo na endotelu 

exprimováno cca třikrát víc ABCG2 než u wild type potkanů. Ve výsledku byl při inhibici ABCG2 inhibitorem  

GF120918 více ovlivněn transport mitoxantronu (0,67-krát) a prazosinu (0,71-krát) u myší bez transportéru P-

gp než u wild type myší. Toto pozorování dokresluje skutečnost, že ABCG2 transportér převzal funkci 

v odstraňování toxických substrátů po nepřítomném P-gp (Cisternino et al. 2004). Rovněž byl potvrzen elfux 

kinázového inhibitoru Afanitib, který je užíván při léčbě mozkových metastáz pocházejících z velkobuněčného 
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karcinomu plic. Na úrovni buněčné kultury byl potvrzen transport apikálním směrem jak lidskou, tak i myší 

variantou ABCG2. Zde bylo ovšem v experimentu na myších ukázáno, že na jeho exfluxu se kromě ABCG2 podílí 

i jiný transportér, a to sice ABCC1 (Durmus et al. 2015). K obdobnému výsledku dospěli výzkumníci i při 

testování jiného inhibitoru tyrosin kináz, sorafenibu, který je u myší knockoutovaných pro ABCG2 akumulován 

v mozku 4,3-krát více než u wild type myší (Lagas et al. 2010). Rovněž další tyrozin kinázový inhibitor 

regorafenib se u ABCG2 knockout myší hromadí v mozku a to v průměru 4,4-krát více než u wild type kontroly 

(Kort et al. 2015). Směr transportu byl také testován na in vitro kompozitním modelu složeném z hovězích 

mozkových kapilár a astrocytů potkanů, přičemž substrát, triciem značený estron-3-sulfát byl přenášen 

směrem z mozkové tkáně do lumen kapilár (Helms et al. 2014). Klinicky jistě významnou regulací proteinu 

ABCG2 na hematoencefalické bariéře je jeho downregulace prostřednictvím nekonjugovaného bilirubinu, 

jehož koncentrace v séru je zvýšena při jaterních onemocněních. U potkanů bylo experimentálně zabráněno 

odtoku žluči, což vedlo k navýšení žlučových solí a jejich konjugátů v séru, přičemž na endotelu mozkových 

kapilár byl zjištěn úbytek exprimovaného BCRP.  Sérum těchto jedinců inhibovalo transport a snižovalo expresi 

transportéru v in vitro kultivovaných lidských mozkových endoteliálních buňkách. Dalším výzkumem bylo 

zjištěno, že za tento efekt je zodpovědný právě nekonjugovaný bilirubin a ne jiné, konjugované, formy jako  

chenodeoxycholová kyselina, ursodeoxycholová kyselina či deoxycholová kyselina (Xu et al. 2016). Zajímavým 

zjištěním je možnost blokovat funkci transportéru na hematoencefalické bariéře pomocí nízké koncentrace (10 

nM) 17-β-estradiolu (E2). Po jeho aplikaci na explantované mozkové kapiláry potkana a myši byl v řádu minut 

snížen transport fluorescenčního substrátu prazosinu, aniž by byla snížena transkripce či translace proteinu. 

Vzhledem k nízké koncentraci byla vyloučena kompetitivní inhibice transportéru. Autoři dále uvádějí (za použítí 

agonistů a antagonistů receptorů E2), že právě stimulace tohoto receptoru může omezit transportní funkci 

ABCG2 (Hartz et al. 2010). Dalším, neméně zajímavým zjištěním, je bezpochyby regulace exprese pomocí 

receptoru (PPARα), což je receptor fungující jako senzor pro udržení lipidové homeostázy (Muerhoffet al. 

1992). K testování transportní funkce proteinu v endotelu mozkových kapilár byl opět využit fluorescenčně 

značený prazosin. Kapiláry byly izolovány a kultivovány in vitro. Receptor  Pparα byl stimulován syntetickým 

agonistou clofibrátem. Po této stimulaci byl zjištěn nárůst činnosti transportéru. Při 4 hodinové expozici 50 µM 

clofibrátu byl nárůst exprese ABCG2  (stanoveno imunofluorescencí) téměř o 50% vyšší. U myší s knockoutem 

genu pro Pparα nebyl pozorován žádný vliv clofibrátu. Rovněž byl testován vliv kukuřičného oleje, který 

obsahuje mastné kyseliny, jež jsou přirozenými ligandy tohoto receptoru. Při srovnání s kontrolní skupinou 

nebyl zjištěn žádný signifikantní vliv látek obsažených v oleji na expresi ABCG2 (Calcagno et al. 2016). 

6.5. Epiteliální buňky střeva 

Transportér ABCG2 je také hojně zastoupen ve střevní tkáni, respektive na buňkách jeho epitelu (Maliepaard 

et al. 2001; Fetsch et al. 2006). U zdravých jedinců byla přítomnost mRNA pro transportér zaznamenána v celé 

délce střevního traktu, a to v segmentech střeva odebraných pomocí biopsie z dvanácterníku, terminálního 

ilea, vzestupné, příčné, sestupné  části tračníku a sigmoidea .Zastoupení ABCG2 v epiteliálních buňkách klesá 
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směrem od duodena, kde je maximální (100%) až k sigmoideu (50,1%), přičemž nebyl nalezen významný rozdíl 

mezi pohlavími. V buňkách Caco-2 (imortalizovaná linie odvozená z lidského epiteliálního adenokarcinomu) je 

exprese transportéru srovnatelná. (Gutmann et al. 2005) Toto zjištění vyvolává dojem, že výskyt  ABCG2 

koreluje se zastoupením toxinů v potravě.  Z fyziologického hlediska je zajímavý fakt, že enterocyty, 

prostřednictvím ABCG2 odstraňují sulfátované a glukuronidované konjugáty nejrůznějších látek, které jsou 

epitelem absorbovány. Při experimentální perfuzi in vivo střeva myší 4-methylumbelliferonem  (4MU) a E3040 

(6-hydroxy-5,7-dimethyl-2-methyl-amino-4-(3-pyridilmethyl)-benzothiazolem) byla sekrece vnitrobuněčně 

upravených metabolitů obou látek přibližně šestkrát nižší u myší bez exprimovaného  transportéru (Adachi et 

al. 2005). Stejně tak i rostlinný flavonoid quercentin je transportován směrem do lumen střeva tímto 

proteinem. Tato látka je vyloučena opět ve formě  glukuronidu.  (Sesink et al. 2006) Ve střevním epitelu je 

transportérem aktivně transportován inhibitor topoizomeráz topotecan. U knockoutovaných myší roste jeho 

absorpce ve střevě téměř šestkrát, respektive je omezen jeho zpětný eflux do střeva (Jonker et al. 2002). 

Protizánětlivý prostředek sulfasalazin, používaný také v léčbě některých autoimunitních onemocnění, je 

prostřednictvím ABCG2 transportován v enterocytech bazolaterálně apikálním směrem. Na dobrovolnících 

bylo zjištěno, že jedinci s jednonukleotidovou  záměnou  Q141K, popřípadě se záměnou Q141K i V12M vykazují 

nižší clearance sulfasalazinu , než nositelé wild type varianty.  Autoři předpokládají využití sulfasalazinu jako 

experimentálního in vivo substrátu pro transportér BCRP (Urquhart et al. 2008). Již výše zmíněný 

tyrozinkinázový inhibitor Afanitib je rovněž transportován prostřednictvím ABGC2. U myší s knockoutem pro 

gen ABCG2 vzrůstá jeho koncentrace v séru za 24 hodin 4,2-krát. To naznačuje, že v rámci střevního epitelu je 

tato substance aktivně vylučována tímto transportním proteinem směrem do lumen střeva (Durmus et al. 

2015). Feoforbid A je rozpadovým produktem chlorofylu, vznikající například působením enzymu chlorofylázy. 

U myší s knockoutem pro BCRP dochází k nárůstu koncentrace této látky v séru 17-krát oproti wild type 

kontrole (Johan W Jonker et al. 2002). Další významnou látkou sekretovanou do lumen střeva je vitamín B2. U 

myší bez tohoto transportéru dochází k poklesu obsahu riboflavinu ve stolici 6,2-krát (van Herwaarden et al. 

2007). Všechny tyto příklady názorně ilustrují funkci transportéru ve střevní tkáni, což je zpětná exkrece 

toxických metabolitů zpět do lumen střeva. Důležitým substrátem, vylučovaným transportérem ABCG2 do 

lumen střeva je bezesporu kyselina močová, která je zhruba ze dvou třetin vylučovaná v epitelu ledvin (viz 

výše). V pokusu na potkanech bylo ukázáno, že po intravenózním podání radioaktivně značeného urátu (u 

potkanů, kterým byl podáván oxonát, což je inhibitor enzymu urikázy, který metabolizuje urát na allantoin ), se 

vylučuje tato kyselina močová přibližně  z 9% střevním epitelem (přičemž ale zhruba 50% zůstává nevyloučeno 

v těle). U myší knockoutovaných pro BCRP bylo vylučování urátu do střeva signifikantně sníženo na úkor 

zvýšení jeho hladiny v séru. Rovněž byl potvrzen export kyseliny močové bazolaterálně apikálním směrem, to 

je do lumen střeva. Clearance urátu u potkanů činí pro střevo 0,15 mL/min, pro ledviny 0.50 mL/min a pro 

žlučové cesty 0.02 mL/min, což ukazuje význam střeva pro extrarenální vylučování urátu (Hosomi et al. 2012). 

Hypotéza, že by přítomnost funkčního proteinu ABCG2 na epitelu střeva mohla snižovat hustotu bakteriálních 

biofilmů na jeho povrchu, se nepotvrdila (na rozdíl od vlivu transportéru P-gp) (Crowe 2011). 
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6.6. Žláznatá tkáň 

Transportér ABCG2 je exprimován v tkání s funkcí žláz s vnitřní i vnější sekrecí, jako jsou buňky pankreatu, 

nadledvin, mléčné žlázy či hypofýzy (Maliepaard et al. 2001; Fetsch et al. 2006). Ve tkáni hypofýzy a pankreatu 

je transportér majoritně lokalizován ve stěně endotelu cév, které tyto tkáně vaskularizují. U myší je transportér 

lokalizován také v kapilárách kůry nadledvin, a intracelulárně v buňkách zona glomerulosa a reticularis, ne však 

ve dřeni nadlevin. Ve vlásečnicích zásobujících pankreas je relativně slabě detekovatelný BCRP, ale ne už ve 

vlastní tkáni slinivky, ani v exokrinní, ani endokrinní části (Dankers et al. 2012).Naopak na povrchu  rakovinných 

buněk pankreatu je naopak ABCG2 exprimován výrazněji (Guo et al. 2009). Tímto faktem lze také vysvětlit, 

proč se téměř žádná publikovaná práce nevěnuje fyziologické funkci transportéru v tkáni pankreatu.  Polyfenol 

resveratrol, rostlinný flavonoid (obsažený například v hroznech či citrusech) snižuje expresi ABCG2 

v rakovinných kmenových buňkách původem z pankreatické tkáně (Shankar et al. 2011). Zajímavou lokalizací 

transportéru je epitel mléčné žlázy. ABCG2 byl detekován na alveolárním epitelu, ale ne na epitelu hlavního 

mlékovodu. Exprese proteinu je detekovatelná pouze u jedinců s probíhající laktací a to jak u myši, skotu, tak i 

u člověka. Naopak protein nelze detekovat u adultních jedinců před počátkem laktace či u rodivších samic, u 

nichž právě neprobíhá laktace ( Jonker et al. 2005) Při experimentu s triciem značeným riboflavinem (vitamín 

B2) se ukázalo, že u myší s knockoutem pro BCRP  je v jejich mléku obsaženo téměř 13-krát méně tohoto 

vitamínu než u divoké kontroly. Tento vitamín je transportován jak myší tak i lidskou variantou ABCG2 a to sice 

ve směru bazolaterálně apikálním (testováno na buňkách MDCK-II). U myší rovněž byla prokázána závislost 

koncentrace riboflavinu v plazmě na pohlaví ve prospěch samic. Tento rozdíl nebyl zaznamenán u knockout 

myší. Lze předpokládat, že u myších samců je větší zastoupení BCRP v orgánech schopných exkrece. U myší 

defektních pro tento transportér je rovněž snížena hladina biotinu (vitamínu H) v mléce (van Herwaarden et al. 

2007). U myší byl také prokázán podíl na transportu 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinolinu (IQ), 3-amino-

1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]indolu  (Trp-P-1) do mléka, a to sice experimentem in-vivo (van Herwaarden et 

al. 2006). Podobně u skotu tento transportér přenáší do mléka různé substráty, z nichž hospodářsky významná 

jsou antibiotika, například danofloxacin (Real et al. 2011). Bylo také zjištěno, že jednobodová záměna 

v tyrozinu 521 za serin (Y521S), způsobuje zvýšení hladiny enrofloxacinu a jeho metabolitu ciprofloxacinu  v 

mléku  holštýských krav (Otero et al. 2016). ABCG2 je také exprimován v buňkách slzné žlázy (Tiwari et al. 

2012) 

6.7.  Placenta a syncytiotrofoblast 

Transportér ABCG2 je u člověka hojně exprimován na membránách buněk syncytiotrofoblastu placenty (Fetsch 

et al. 2006; Maliepaard et al. 2001). Na experimentu u myši a jejího homologa BCRP1 bylo po podání inhibitoru 

GF120918 pozorováno zvýšení cytostatika  topotecanu v tkáních myšího plodu a to 3,2-krát. V buňkách 

buněčné linie LLC-PK a MDCK1 byl prokázán transport bazolaterálně apikálním směrem. (Jonker 2000) U 

potkana byl BCRP nalezen v syncytiotrofoblastu a to sice v zóně zvané labyrint, kde je přítomna pouze fetální 
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krev. Naopak nebyl detekován ve fetálních  kapilárách. Pokusem na in-vivo perfundované placentě byl zjištěn 

transport cimetidinu. Tento transport probíhal směrem od fetálního krevního oběhu k matčině krevnímu 

oběhu zhruba 25-krát víc než směrem opačným. Transportér také transportoval cimetidin proti jeho 

koncentračnímu gradientu. ABCG2 tak zřejmě chrání plod před vstupem toxických látek z maternálního oběhu 

a také pomáhá odstraňovat toxické látky přímo z fetálního oběhu a tedy i ze samotných tkání plodu (Staud et 

al. 2006). Rovněž u myši knockoutované pro myší homologický transportér BCRP1 došlo k nárůstu koncentrace 

substrátu nitrofurantoinu ve tkáních plodu, což podtrhuje detoxifikační význam tohoto transportéru (Zhang et 

al. 2007). Syncytiotrofoblast exportuje estron a 17-β- estradiol směrem do těla matky. Imai a kolektiv zkoumali 

možnost, že se na transportu těchto látek podílí i ABCG2. V experimentu se ukázalo, že jak estron, tak 17-β- 

estradiol je transportován v bazolaterálně – apikálním směru, zatímco reabsorpce (tedy transport apikálně – 

bazolaterálním směrem) je výrazně redukovaný. Naopak transport kortizolu a estron-sulfátu, ať už jakýmkoliv 

směrem, je minimální a srovnatelný jak ve wild type  buňkách LLC, tak i v  buňkách s exprimovaným ABCG2. 

Kortizon ani estron sulfát zřejmě tedy nejsou substráty tohoto transportního proteinu (Imai et al. 2003). Při 

experimentálně vyvolané cholestáze u myší byl pozorován nárůst přítomnosti žlučových kyselin v plodu  a to u 

myší kockoutovaných pro ABCG2(Blazquez et al. 2012). U buněk získaných z lidského chorionkarcinomu (buňky 

BeWo) byla rovněž prokázána přítomnost ABCG2 a rovněž bylo zjištěno, že transport mitoxantronu jakožto 

známého ABCG2 substrátu, probíhá bazolaterálně – apikálním směrem. Stejným směrem probíhá i exkrece 

toxických látek in vivo z tkání plodu do maternálního oběhu (Staud et al. 2006). V tkáňové kultuře buněk BeWo 

byla zkoumána možnost regulace exprese prostřednictvím progesteronu a 17β-estrogenu. Progesteron 

signifikantně zvyšuje expresi (a současně i syntézu mRNA) transportéru, kdežto 17β-estrogen jeho expresi 

snižuje. Pokud působí oba steroidy současně, exprese proteinu je spíše zvýšena. Regulace probíhá přes 

receptor progesteronu a estrogenu ( Wang et al. 2006). Indukce exprese je řízena pouze podtypem  B 

receptoru progesteronu (PRB), varianta A receptoru  má na regulaci exprese pouze malý vliv (Wang et al. 

2008). U BeWo buněk s umlčenou expresí ABCG2 došlo k nárůstu externalizace membránového fosfatidyl 

serinu a akumulace ceramidu. Dále také snížením exprese ABCG2 dochází ke snížení exprese βHCG a rovněž 

proteinu HERV-W, který se účastní tvorby syncytií v zárodečném vývoji (Evseenko et al. 2007). Rozborem 

placent japonských žen byly identifikovány dvě relativně časté varianty jednobodových záměn, a to sice V12M 

(G34A) – 18% a Q141K – 36% (C421A). Například inhalace cigaretového kouření během těhotenství neměla  

vliv na množství exprimovaného ABCG2 na placentálních buňkách. Dá se tedy předpokládat, že toxiny 

inhalované při kouření jsou méně účinně odstraňovány z tkáně plodu.(Kobayashi et al. 2005)  Zajímavou 

výzkumnou metodou, která jistě najde využití (nejen ve výzkumu funkce transportéru v placentě) je myš 

exprimující luciferázu, která je schopna přeměnit substrát luciferin na oxo-luciferin za vzniku světelného záření. 

Autoři prokázali, že D-luciferin je současně substrátem ABCG2 (ale ne již transportéru P-gp). Křížením 

transgenního samce s wild type samicí a po podání D-luciferázy došlo ke vzniku bioluminiscence  plodů, která 

signifikantně vzrostla po podání inhibitorů ABCG2 (Kumar et al. 2016). Zdá se, že přítomnost a tedy i funkce 

transportéru na membránách buněk placenty, je negativně regulována přítomností Cd2+ iontů. Tato down-
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regulace by mohla způsobovat toxicitu kadmia pro plod během těhotenství. Je ovšem nutné dodat, že autoři ve 

své studii nedovedli dosud plně prokázat, jestli není prostřednictvím Cd2+ down regulován i transportér ABCB4 

či oba transportéry současně (Liu et al. 2016). 

6.8. Kmenové buňky 

U kmenových hematopoetických buněk z kostní dřeně myši bylo zjištěno, že aktivně odstraňují ze své 

cytoplasmy barvivo Hoechst 33342. Takovéto buňky, tvořící subpopulaci,  byly nazvány kmenovými buňkami 

postranní populace (side population – SP buňky), protože si ve tkáni zachovávají i dále charakteristiky 

kmenových buněk, to je především multipotenci  (Goodell et al. 1996). U myši bylo zjištěno, že buňky vykazující 

fenotyp postranní populace se nalézají v tkáních jako je kosterní svalstvo, mozek, slezina, srdce, játra, plíce a 

tenké střevo (Asakura and Rudnicki 2002). Zhou a kolektiv dokázali u myši s experimentálním knockoutem 

ABCG2, že u ní dojde k redukci buněk s fenotypem postranní populace v kostní dřeni a kosterní svalovině. 

Ukázalo se, že exprese BCRP je nezbytná pro udržení fenotypu postranní populace kmenových buněk, ale i při 

jeho experimentálním vyřazení dále v kostní dřeni existuje populace hematopoetických kmenových buněk, 

tedy těch, které nevykazují fenotyp postranní populace. Proto také u knockout myší probíhala normální 

hematopoéza (Zhou et al. 2002). Další práce potvrdila, že za fenotyp postranní populace v buňkách kostní 

dřeně myši je zodpovědný právě BCRP. Naopak se ale ukázalo, že v epiteliálních buňkách myší mléčné žlázy je 

za tento fenotyp zodpovědný jak ABCG2, tak i přenašeče  Mdr1a a Mdr1b. ( Jonker et al. 2005) U člověka 

rovněž hematopoetické kmenové buňky mají fenotyp postranní populace a jsou tedy vybaveny transportérem 

ABCG2 (Scharenberg et al. 2017). U myší existuje tato postranní populace rovněž v srdci (Martin et al. 2004). 

Také v buňkách tvořících plicní tkáň byl zaznamenán tento fenotyp. Buňky postranní populace tvoří u myši 

přibližně 0,03 – 0,07% všech plicních buněk. V distálních částech alveolů a hladké svalovině plic je sice 

exprimován ABCG2, ale pouze intracelulárně a buňky tak netvoří onu postranní populaci. Kde v plicní tkáni 

myši jsou tedy tyto kmenové buňky lokalizovány, autoři nevyřešili (Summer et al. 2003). V lidských plicích byly 

SP buňky nalezeny v tracheobronchiálním epitelu a v buněčné kultuře je bylo možné diferenciovat na buňky 

epitelu. Zajímavé je, že u plic astmatiků je větší výskyt těchto buněk (Hackett et al. 2008). Také v buňkách 

Langerhansových ostrůvků pankreatu byla zaznamenána populace postranních kmenových buněk (Lechner et 

al. 2002). Dále byly tyto buňky nalezeny v zubní dřeni člověka (Honda et al. 2007) a také v okolí germinativní 

zóny čočky oka myši (Oka et al. 2010).  

7. Závěr 

Protein ABCG2 (BCRP,MXR) je buněčný transmembránový protein, který je exprimován v celé řadě živočišných 

tkání. Z molekulárně biologického hlediska jde o protein, homodimer o celkové molekulové hmotnosti 140 kDa 

spojený disulfidickými můstky. Protein má celkem šest transmembránových smyček a Walkerův motiv A a B 

umožňující vazbu a hydrolýzu ATP za účelem transportu substrátu. Umožňuje především odstraňovat toxické 

látky z intracelulárního prostředí do extracelulárního. Z nejvýznamnějších tkání jsme uvedli hemato-testikulární 
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bariéru, hemato-encefalickou bariéru, epitel proximálního tubulu ledvin, epitel tenkého střeva a zažívacího 

traktu, bariéru endotel-syncitiotrofoblast placenty a některé žláznaté tkáně. ABCG2 hraje významnou roli 

v efluxu protinádorových léčiv u buněk tvořících tumory a také řada běžně používaných cytostatik je 

substrátem tohoto proteinu. V neposlední řadě je exprese ABCG2 markerem pro rozpoznání postranní 

populace kmenových buněk.  Ze stručného výčtu těchto vlastností je zřejmá důležitost ABCG2 ve fyziologii 

organismu, jeho role však v některých tkáních zatím zůstává neobjasněna. Stejně tak není ještě zcela 

objasněna struktura a detailní princip funkce transportéru na molekulárně biologické úrovni. 
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