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Abstrakt:

Transportni proteiny ABCG2 (ABCP/MXR/BCRP) vytvareji homodimery v plazmatické membrané a hraji
zde ddleZitou roli v transmembranovém prenosu rfady molekul. Jsou zasadni pro funkci ledvin, tenkého
stfeva, placenty a hematoencefalické bariéry, kde plni zejména exkreéni funkci, zajistujici ochranu bunék
pred toxickymi latkami, kumulaci xenobiotik a v neposledni fadé se podileji na regulaci metabolismu
kmenovych bunék. Bakalarska prace shrnuje poznatky o funkci ABCG2 proteinl a jejich fyziologické roli v
organismu savcu a ¢lovéka.

Klicova slova: ABCG2, BCRP, membranové transportéry, mnohocetna lékova rezistence (MDR),rodina ATP
vazajicich 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)
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1. Uvod

Transportni protein ABCG2 (zvany téze BCRP — breast cancer resistance Protein, MXR — mitoxantron resistance,
ABCP) je soudasti velké rodiny proteint ABC (ATP binding cassete). U&astni se odstrafiovani toxickych latek
zintraceluldrniho prostoru, a to jak latek prirozené se vyskytujicich ve tkanich Zivocichl, produktd
metabolismu organismu, tak pfipadné latek podavanych jako léciva. K jeho nabohaceni dochazi u bunék
odvozenych ze tkané tumord, které jsou rezistentni k |écbé cytostatiky. Proto je soudasny vyzkum zaméren
predevsim na klinické wvyuZiti, nalezeni ucinnych inhibitori, pfipadné novych protirakovinnych [éciv.
K pochopeni souvislosti je nezbytné objasnéni Glohy tohoto transportéru jednak na fyziologické Urovni, jednak
i z hlediska molekularné biologickych principli jeho funkce. Strucny prehled poznatkll o fyziologické a
molekuldrné biologické funkci tohoto proteinu pfinadsi tato bakalarskd prace. Vzhledem k tomu, Ze je prace

vypracovdvana na Prirodovédecké fakulté UK, je zamérena na poznatky zakladniho vyzkumu.
2. Rodina transportéri ABC a vyznam podrodiny G

Proteiny ABC (ATP-binding cassette) patfi zfejmé mezi jedny z nejhojnéjSich bunécnych proteinli. Do této
rodiny spadaji proteiny Ucastnici se transkripce (naptiklad ribozémalni sestfihovy faktor ABCE1), proteiny
zajistujici opravy DNA (napfiklad MutS nebo UvrA) a také proteiny transportni. VSechny proteiny se skladaji ze
dvou podjednotek, bud' stejnych ¢i jinych. Na kazdé z téchto podjednotek se nachazi ¢ast ATP vazebné
domény, kde Stépenim ATP na ADP a Pi dojde ke konformacni zméné proteinu a k uvolnéni volné energie,
ktera nasledné vykona néjakou praci. V pfipadé transportnich protein(i prenese substrat.(Hopfner 2016)
Podrodina G obsahuje celkem pét transportnich protein(i: ABCG1, ABCG2, ABCG4, ABCG5, ABCGS8, pficemz
transportéry ABCG1, ABCG2, ABCG4 jsou homodimery a transportéry ABCG4,ABCG5 heterodimery. (Kusuhara,
Sugiyama 2007)

3. Historie objevu ABCG2

Transportér ABCG2 byl poprvé popsan Doylem a spolupracovniky na kulture bunék MCF-7 (burky karcinomu
prsu) a jejich linii rezistentni k daunorubicinu (MCF-7/AdrVp). Z této rezistentni linie byla izolovdana mRNA a z ni
nasledné provedena reverzni transkripce do cDNA. Pomoci primerd navrienych s ohledem na sekvenci
proteinu White (z Drosophila melanogaster) byla provedena polymerazova retézova reakce a amplifikovany
produkt byl transfekovan do bunék MCF-7, které ale pred ni nevykazovaly rezistenci k daunorubicinu. Po
transfekci vektorem nesoucim izolovanou sekvenci DNA pro ABCG2 tyto bunky vykazovaly asi dvakrat az trikrat
mensi akumulaci daunorubicinu nez kontrolni buriky MCF-7 . Navic po odstranéni ATP doslo k vymizeni efluxu
rhodaminu 123, coZ dokazuje, Ze transport je ATP zavisly. Ukdzalo se také, Ze transportér prenasi z bunky
mitoxantron a doxorubicin(Doyle et al. 1998). Jak bylo uvedeno vyse, transportér ABCG2 ma sv(j homologicky

protéjsek u mouchy Drosophila melanogaster, ktery je z 31% homologicky proteinu White co do sekvence



aminokyselin(Allikmets et al. 1998). Nasledné Miyake a kolektiv prokazali vyskyt genu homologického genu
White u bunék S1-MX-80 a MCF-7/ AdVp3000 rezistentnich k mitoxantronu. Dikaz byl proveden izolaci mRNA
z rezistentnich bunék, ndslednou reverzni transkripci a hybridizaci, pficemZz sekvenaci byla potvrzena
homologie s ABC transportéry na zakladé vyskytu Walkerova A a B motivu a také dvou transmembranovych

domén (Miyake et al. 1999).

4. Regulace exprese a struktura ABCG2

4.1. Molekularni biologie transportéru

Gen pro transportér ABCG2 je u c¢lovéka lokalizovan na dlouhém raménku na chromozému 4, konkrétné
v pozici q21-g22 (Knutsen et al. 2000). Vlastni gen ma délku 66 kbp a sklada se ze 16 exonl o délce 60 az 532
pard bazi. Do genu je vmezereno 15 intronl o délkach 587 az 18 000 par( bazi. Translace zac¢ina na exonu 2
sestfizené mRNA. Autofi nalezli Walkerdv motiv A v exonu 3 a Walkerlv motiv B v exonu 6, kde se také naléza
ATP vazajici oblast (Obr. 1). Transmembranové domény jsou kddovény vexonech 10,13,14,15 a 16.
Pfedpokladany promotor byl nalezen v pozici 236 az 115 upstream od mista pocatku transkripce, ptricemz
promotor neobsahuje TATA box. Pred promotorem se nachdzi CpG ostrov (Bailey-Dell et al. 2001). U
rakovinnych bunék kolorektalniho karcinomu péstovanych in-vitro bylo pfi stoupajici koncentraci inhibitoru
topoizémerdazy | SN38 zjisténo, Ze na jejich membrandch stoupd exprese ABCG2 a také syntéza mRNA pro
tento protein (asi 133 -krat). Tento vzestup syntézy mRNA nelze vysvétlit genovou amplifikaci, ale spi$ mutaci
v promotoru nebo transkripénim faktoru (Candeil et al. 2004). U bunék SF295 (linie pochazejici z lidského
glioblastomu) byla pfi stoupajici hladiné cytostatika mitoxantronu zaznamenana rovnéZ stoupajici exprese
ABCG2 a také zvy3end hladina pfislusné mRNA. Za pomoci techniky FISH se ukdzalo, Ze doslo k amplifikaci genu
pro ABCG2 a to sice vytvorfenim tzv. double minute chromosomes, coZ jsou okrsky DNA mimo vlastni
chromozom. U vyssi koncentrace cytostatika byla pozorovana také polyploidie (Rao et al. 2005). U bunék MCF-

7 je gen pro tento protein vicendasobné amplifikovan (Knutsen et al. 2000).

Exprese ABCG2 je nepochybné fizena rovnéZ epigeneticky. Metylace promotoru sniZuje expresi proteinu,
kdezto demetylace, experimentdlné vyvolana inhibici DNA-methyltransferdzy 5-aza-2-deoxycytidinem,
expresi proteinu signifikantné zvysuje. U lidskych myelomovych bunék byla zjiSténa nizka droven metylace
oproti nenadorovym burikam, coZ korelovalo soudasné i s expresi ABCG2 (Turner et al. 2006). U bunék PC-6 ,
které jsou citlivé k cytostatiku SN38, rovnéZz dosSlo po experimentalni demetylaci promotorové oblasti
k navySeni exprese proteinu i mRNA (Nakano et al. 2008). Dale bylo toto pozorovani potvrzeno u bunék
karcinomu ledvin, kdy po experimentalni demetylaci doslo ke zvyseni exprese ABCG2. Navic se ukazalo, Ze
metylace promotoru genu pro transportér je doprovazena i trojnasobnou metylaci lysinu 9 histonu H3. Naopak
pfi experimentalni demetylaci dochdzi i k demetylaci tohoto histonu, respektive jeho acetylaci, coZ je v souladu
s obecné znamym faktem, Ze modifikace histoni mohou umlcovat aktivitu genl. Této aktivité muze

napomahat i vazba metyl-CpG vazajicich proteinli na CpG ostrov, jez slouZi coby vazebné proteiny pro
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chromatin remodelacni komplex (To, Zhan, and Bates 2006). Metylace histonu H3 na lyzinu 4 tremi
metylovymi skupinami a soucasna fosforylace serinu 10 naopak zvySuje expresi proteinu, coz vede k rozvoji
fenotypu rezistence k protinddorovym lécivim. Také vyslo najevo, Ze i inhibice histondeacetyldzy a
acetylované histony nemusi znamenat up-regulaci exprese. Je nutné, aby byly jesté odstranény inhibicni
metylaéni znacky z histonll a také aby byl aktivni Brg-1 chromatin remodelac¢ni faktor a samozifejmé RNA

polymeraza typu Il. Pokud jsou tyto podminky splnény, muzZe dojit k transkripci genu ABCG2 (To et al. 2008).

Pfi hypoxii dochazi k transkripci nejriznéjsich genl, pricemz tato transkripce je spousténa transkripcnim
faktorem HIF-1, ktery se sklada z podjednotky alfa (ta je odbouravana za pritomnosti kysliku) a podjednotky
beta. Pti snizené koncentraci kysliku obé podjednotky dimerizuji a HIF-1 spousti transkripci. Souc¢asné musi byt
ale regulovana intracelularni koncentrace hemu, nebot pfi jeho velké koncentraci muize dojit k poskozeni
Zelezem ( Lu et al., 2013). Ross a kolektiv prokazali, Ze ABCG2 transportuje porfyriny (tedy i hem) a Ze pravé
nabohaceni tohoto transportéru u nadorovych bunék vede kjejich zvySené odolnosti protinizkému
parcialnimu tlaku kysliku. ABCG2 je také ptrimou interakci s hemem upregulovan, tedy navazanim hemu se
rychlost transportu substratu zvysSuje. Bylo objasnéno, Ze promotor genu obsahuje Usek pro vazbu faktoru
HIF-1, tzv. HRE (hypoxia responsible element). Ze tfi vytipovanych mist mélo zdaleka nejvétsi vliv Usek 116—
112 bp upstream. Lze tedy fici, Ze exprese BCRP je zvySena pfi nedostatku kysliku a to sice prostfednictvim
faktoru HIF-1 (Krishnamurthy et al. 2004). Dale je zfejmé exprese ABCG2 indukovana prostiednictvim aryl -
hydrokarbonového receptoru (AhR), ktery pfi experimentalni stimulaci syntetickymi agonisty zvySuje expresi
transportéru. Naopak inkubace bunék v médiu se syntetickym antagonistou expresi sniZuje (Ebert et al. 2005).
Pfirozenymi in vivo ligandy receptoru AhR mohou byt nékteré latky vyskytujici se v Zivotnim prostredi, jako
treba 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) a mohou tudiZ indukovat syntézu ABCG2 (Wang et al. 2010).
U c¢lovéka byl nalezen regulacni element této drahy v pozici 194 az 190 upstream od promotoru. Tento
element vsak nebyl nalezen v mysi varianté transportéru BCRP1, coZ znaci, Ze tento homolog neni regulovan
AhR drahou (Tan et al. 2010). Dalsim receptorem a zaroven transkripénim faktorem ovliviiujicim expresi
ABCG2, je peroxizomalni proliferaci aktivovany faktor (PPAR). Stimulaci PPAR pomoci syntetického ligandu
(Rosiglitazon ) doslo k navyseni exprese mRNA i vlastniho proteinu ABCG2 a naopak po podani antagonisty
receptoru (GW9662) doslo k utlumu syntézy. Rovnéz byly identifikovany tfi elementy v sekvenci o velikosti 150
bp, kde je moZna vazba. Tato sekvence (enhancer ) je umisténa 3946 — 3796 bp upstream od pocatku
transkripce. Experiment byl provadén na dendritickych bunkach (Szatmari et al. 2006). U bunék BeWo
experimentalné transfekovanych jednou z izoforem receptoru pro progesteron (PR), a to bud A (PRA) nebo B
(PRB), doslo pfi jejich stimulaci k navySeni exprese proteinu pouze pfti stimulaci PRB, nikoliv vSak PRA. Autofi
také zjistili, Ze ve vzdalenosti 234 az 115 bp upstream od genu existuje oblast DNA slouZici pro vazbu obou
téchto receptord, pfi jeji experimentalni deleci doslo k vymizeni indukéniho efektu stimulaci PRB receptoru.
MoZna oblast pro nasednuti receptoru je i na pozici 1285 aZ 685 upstream, tato pfi deleci zplsobuje pouze

relativné maly pokles exprese BCRP (Wang et al. 2008). Pfi experimentalné vyvolaném stresovém poskozeni



endoplazmatického retikula (prostfednictvim tunicamycinu nebo 2-deoxyglukosy) doslo u plazmatickych bunék
ke zvyseni exprese ABCG2. Stejny efekt méla stimulace IL-6, jeZ u tohoto typu bunék zvySuje proteosyntézu. U
bunék knockoutovanych pro ABCG2 byla sniZzena jejich Zivotaschopnost. Nadmérna proteosyntéza v burice
aktivuje transkripci ABCG2 prostfednictvim faktoru HIF-1 a faktoru XBP-1 (Xbox binding protein), pricemz
oblast nasednuti téchto proteinl je lokalizovana 172 az 167 bp upstream od promotoru. Tento fakt Ize
vysvétlit snahou burky zbavit se substrati nadmérné aktivujicich proteosyntézu (zde napft. IL-6) (Nakamichi et
al. 2009). Dalsim transkripénim faktorem spoustéjicim transkripci genu pro ABCG2 je transkripcni faktor MSX-
2. U pankreatickych rakovinnych bunék byla zjisténd vysokd drovert mRNA pro tento faktor a zaroven vysoka
hladina exprese ABCG2, kdeZto u bunék normaliniho epitelu pankreatickych vyvodd byly obé hladiny relativné
nizké. Vazba faktoru MSX-2 se ovsem u genu ABCG2 déje vramci oblasti SP1, jez je soucasti
promotoru(Hamada et al. 2012). Na endogenni expresi ABCG2 ma vliv také 17-B estradiol (E2). Ukazalo se
totiz, Ze v jeho pritomnosti jisté typy bunék vykazuji vyrazné sniZenou expresi tohoto proteinu (tzv. down
regulace). Konkrétné napriklad buriky MCF-7 (jeZ byly izolovany z nadoru prsu) snizuji expresi, kdezto napfiklad
u bunék A549 (buriky pfipravené z karcinomu plic) je vliv pfitomnosti této molekuly minimalni. Imai a jeho
spolupracovnici dosli k zavéru, Ze za snizenou expresi ABCG2 je zodpovédna vazba 17-8 estradiolu na receptor
ERa, ktery je pravé v bunkach A549 nepfitomen. Ddle byl proveden knockout proteinu Era pomoci siRNA u
bunék MCF-7.Doslo k vymizeni down regulace, coZ naznacuje, Ze pravé Era je dalSim vyznamnym regulatorem
exprese ABCG2. Vzhledem k tomu, Ze v burikdch po aplikaci E2 nedoslo ke sniZeni pfitomnosti ABCG2 mRNA je
mozZné, Zze v tomto ptipadé se vlastni regulace se déje posttranskripcni regulaci, napfiklad degradaci nativniho
proteinu(lmai et al. 2005). Oblast pro vazbu Era, se nachdzi v pozici 243 az 115 bp upstream od promotoru.
Vtéto praci naopak stimulace receptoru signifikantné zvySovala mnoistvi mRNA pro transportér. K

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

Po vlastni syntéze na ribozdmech drsného endoplazmatického retikula je transportér exportovan k membrané.
Vlastni protein je homodimer, ktery je spojen disulfidickymi mustky (Obr.2). Pokud ovSsem dojde k mutaci
v oblasti nékterého cysteinu, ktery tyto vazby vytvafi je protein ubikvitinovan a degradovan v proteasomu. Pfi
experimentalnim naruseni disulfidické vazby v rdmci jedné podjednotky a selektivnim zablokovani ¢innosti
proteasomu pomoci MG132 (Benzyl N-[(2S)-4-metyl-1-[[(2S)-4-metyl-1-[[(2S)-4-metyl-1-oxopentan-2-
yl]Jamino]-1-oxopentan-2-ylJamino]-1-oxopentan-2-yllkarbamat)) vzrostla rezistence bunék k cytostatiku SN-
38, Cili takto poskozeny (a zaroven ubikvitinovany) protein nemohl byt degradovan v proteasomu a byl
dopraven az na membrdanu. Hladina proteinu naopak vzrostla asi 5 - krat oproti kontrole pfi selektivnim
zablokovani funkce lysosomu (pomoci Bafilomycinu A) (Wakabayashi et al. 2007). Lze tedy fici, Ze exprese
transportéru na membrané muze byt fyziologicky regulovana postranskripéni degradaci v lysosomu. Nespravné
dimerizovany transportér je naopak degradovan v proteasomu. Také nesynonymni varianty F208S a S441N
jsou ubikvitinovany a transportovany do proteasomu. Bylo ukadzano, Ze obé tyto varianty byly degradovany

ubikvitinaci a proteolyzou rovnou v proteasomu (tj, tzv. ERAD drahou) (Nakagawa et al. 2008). Degradaci Ize



urychlit naptiklad pouzitim inhibitoru PZ-39 (N-(4-chlorofenyl)-2-[(6-{[4,6-di(4-morfoli-nyl)-1,3,5-triazin-2-
yllamino}-1,3-benzothiazol-2-yl)sulfanyl]acetamid), ktery méni konformaci proteinu a pusobi jeho endocytosu
do lysosomu (Peng et al. 2009; Peng et al. 2010). Transportér syntetizovany v endoplasmatickém retikulu je
glykosylovan na asparaginu 596. Dojde — li vtéto aminokyseliné k bodové zaméné, napriklad za glutamin,
nedojde ke glykosylaci, coZ je provazeno zvySenou ubikvitinaci a ndslednou degradaci proteinu v proteasomu
(Nakagawa et al. 2009). Starsi studie naopak uvadéji, Ze N-glykosylace neni potfebnd pro zabudovani
transportéru do membrany (Mohrmann et al. 2005). Zfejmé se ale jedna o experimentalni artefakt zplsobeny
pouzitou metodou transfekce. Na degradaci nespravné glykosylovaného proteinu ABCG2 ma vliv rovnéz
protein Derlin — 1. Pokud je nativni protein Spatné glykosylovan, je jeho degradace drahou ERAD
zprostifedkovdna prdvé proteinem Derlin — 1, coz bylo zjisténo na bunécéné kultufe bunék HEK293. Pfi
experimentalnim knockoutu Derlinu — 1 se zvysil vyskyt nedegradovaného proteinu. Naopak, pfirozené se
vyskytujici vnitrobunécény protein Derlin — 1 neinteraguje s wild type transportérem ABCG2. Pokud je ale
bunécénd kultura, jejiz buniky pfirozené exprimuji Derlin-1, navic uméle transfekovana timto proteinem, pak
primo fyzicky interaguje s transportérem ABCG2 a sniZzuje jeho podil na membrané (Sugiyama et al. 2011). Na
internalizaci transportéru maji vliv i xantiny (jako kofein, theofylin a diphilin). Po jejich experimentdlnim podani
dochazi k degradaci proteinu v lysosomu (Ding et al. 2012). MyS domaci (Mus musculus), jakoZto hojné
pouzivany modelovy organismus, rovnéZz mda ve svém genomu gen pro transportér homologicky lidskému
ABCG2. Tento transportni protein byl nazvan BCRP1 a je z 81% identicky v sekvenci aminokyselin (kterych
transportér obsahuje celkem 657) a z 86% homologni, co do struktury. Stejné tak jsou identické hydrofobni

oblasti proteinu, které tvori celkem Sest transmembranovych smycek.(Allen et al. 1999)
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Obrdzek 1 Struktura genu ABCG2(Bailey-Dell et al. 2001)

4.2. Struktura a funkce jednotlivych domén

Transportni proteiny rodiny ABC jsou obecné sloZeny z transmembranové domény (TMD) a nukleotidy vazajici
domény (NBD). Tyto domény jsou spojeny prostiednictvim spojovacich smycek v rdamci jednoho polypeptidu

do tetrameru TMD1-NBD1-TMD2-NBD2. Ovsem u proteinu ABCG2 je pouze jedna TMD spojena s NBD, které



dohromady tvofi jednu podjednotku. Proto je také ABCG2 nazyvan polo-transportérem. Jeho molekulova
hmotnost cini pfiblizné 140 kDa, molekulova hmotnost jedné podjednotky pak 70 kDa. Pro zajisténi své
funkcnosti vyzaduje dimerizaci (K. K. Kage et al. 2002). Existuji vSak také ale experimentalni vysledky, Ze ABCG2
se v membrané bunék muzZe nachazet jako dimer, ale usporadany po ¢tyfech dimerech do jedné jednotky (Dezi
et al. 2010; Mcdevitt et al. 2006). Polypeptid tvofici transportér sestava s 655 aminokyselin. Celkové se kazda
podjednotka dimeru sklada ze Sesti transmembranovych Sroubovic (aminokyseliny 396 — 655) a intracelularni
smycky (NBD, aminokyseliny 1-395), ktera obsahuje nukleotid vazajici misto. N-konec i C-konec proteinu je
umistén uvnitf cytoplazmy (Honggang Wang, Lee, Cai, et al. 2008). Transportér obsahuje také Walker(v motiv
A (v pozici G80 — S89) a Walkerliv motiv B (v pozici 1206 — D210) (Miyake et al. 1999). Protein ABCG2 se
podarilo experimentdlné krystalizovat a poté pomoci elektronové krystalografie na krystalech s rozlisenim 2nm
ukdzat jeho strukturu. Ukazalo se, ze ABCG2 protein je tvaru V, smérfujici svou otevienou ¢asti dovnitr,
oteviend Cast je tvorena dvéma NBD doménami. Na tomto modelu vynikaji dvé oblasti, které jsou nejspis
tvoreny spojovacimi Useky mezi NBD a TMD tvofenymi asi 100 aminokyselinami (Rosenberg et al. 2015). Za
zminku stoji vysoce konzervovana ¢ast, takzvand ABC struktura, lokalizovana mezi WalkerGv A a B motiv na
nukleotid vazajici ¢asti. Tato struktura ma (u ABC transportérd obecné) vysoce konzervovanou sekvenci
LSGGQ a je odpovédna za vazbu ATP. U ABCG2 je stouto konzervovanou strukturou homologni sekvence
186VSGGE190, ale u ¢lovéka a savcl také jesté sekvence C2-motivu 352LSGGE356 (Macalou et al. 2016). Zda
se, ze serin 187 ma klicovy vliv pro transport. Naptiklad jeho substituci za threonin se ztraci transportni
aktivita(Nakanishi et al. 2003).. Specificky inhibitor ABCG2 fumitremorgin C inhibuje ATPazovou aktivitu
proteinu. U mutaci s jednobodovou zdménou argininu 482 za glycin ¢i threonin byla pozorovana (na rozdil od
divoké varianty proteinu) silna zavislost hydrolyzy ATP na pfitomnosti substratl jako je prazosin, mitoxantron
¢i doxorubicin. Mutant v lysinu 86 (K86M) zaménény za methionin (tedy ve Walkerové A motivu) neni viibec
funkéni. Tato varianta je také v burikach prednostné umisténa v Golgiho apardtu, misto bunééného povrchu.
(Ozvegy et al. 2002; Henriksen et al. 2005) U ABCG2 jsou celkem dvé ATP vazajici domény (dale NBD; na
kazdé podjednotce jedna), pficemz obé jsou aktivni. K hydrolyze ATP je tfeba interakce obou domén a ATP.
Laszlo a kolektiv publikovali strukturu ABCG2 zaloZenou na bioinformatickém modelu srovnavajicim ABCG2 a
homology ABCG5 a ABCGS8. Transmembranova (TMD) a nukleotid vazajici doména (NBD) jsou spojeny dvéma
parujicimi alfa-helixy a spojovacimi alfa — helixy. Parovaci helix je homologni s jinymi proteiny rodiny ABC, ale i
presto ma ponékud jinou konformaci. Jejich ucelem je spojeni NBD a TMD, ale oproti jinym proteiniim z téze
rodiny je interakce mezi obéma doménami zajisténa jesté dalSimi, spojovacimi alfa helixy, které jsou kolmé k
helixGm pdrovacim a jejich poloha je udrzovéna pusobenim hydrofobni interakce mezi hydrofilni a hydrofobni
Casti fosfolipidd tvoficich membranovou vrstvu. Soucasti transmembranové domény jsou extracelularni
smycky, které spojuji membranové Sroubovice. Jako podstatna se zda zejména smycka ECL3 mezi Sroubovicemi
(znacenymi th5 a th6) vymezend aminokyselinami 552 az 621 a ktera se diky své primarni strukture se zpétné
zanofuje do membrany. Tato smycka se u ABCG2 vyznacuje dvéma cysteiny v poloze 592 a 608 . Dalsi mutace,

zaména valinu 12 za methionin (V12M), nema zifejmé méfitelny efekt na funkci transportéru. Vliv jednobodové
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zamény glutaminu 141 za lysin (Q141K) na strukturu proteinu spociva v interakci zbytku aminokyseliny Q141 v
jedné ze Sroubovic tvorici NBD doménu s postrannimi zbytky aminokyselin ve spojovaci Sroubovici (K382 a
R383). Dojde-li totiz k této zdméné, pozitivni ndboje na zbytcich v obou Sroubovicich se za¢nou odpuzovat, cozZ
vede k destabilizaci rozhrani mezi NBD a TMD. (Laszl6 et al. 2016). Tato smycka ma podstatny vliv na transport
hemu a je ze 14 % identickd a z 15 % homologicka hem — vazajici doméné cytochromu b1l. (Desuzinges-mandon
et al. 2010) Vyse zminéné cysteinové zbytky 608 a 603 se zfejmé podili na tvorbé disulfidickych vazeb mezi
obéma doménami.(Shigeta et al. 2010; Kage et al. 2005) Aminokyselinovy zbytek argininu 383 je duleZity i co
do stability proteinu. Pfi jeho zdméné za alanin je protein z endoplasmatického retikula smérovan k degradaci
ERAD drahou (Polgar et al. 2009). Na jiz zminéné smycce spojujici membranové helixy Th5 a Th6é se nachazi
také asparagin 596, ktery je N-glykosylovan (Nakagawa et al. 2009). Jednobodova zaména Q141K nema vliv na
lokalizaci transportéru v bunce, kdeZto mutace V12M zpUsobuje spiS jeho nespravnou lokalizaci také na
bazolateralni membrané i v cytoplazmé(lzuarai, Ozasa, and Otani 2004). Na zakladé pocitacového modelu byla
uréena mozna mista pro vazbu substratu. Dvé mozna vazebna mista se nachazi na NBD doméné, jedno mezi
TMD obou podjednotek a jedno na extraceluldrni strané (toto ale zfejmé substrat v redlu nevazie). Zvlasté
vazebné misto mezi obéma podjednotkami se zda dlllezité pro transport substrat( (Laszlo et al. 2016). ABCG2
je unikatni svoji smyckou (tzv. linkerem ). Tato smycka je svym zplsobem vyjimeénd a neni homologicka
s jinymi proteiny rodiny ABC. Obsahuje totiz sekvenci 352LSGGE356 (tzv. C2-sekvenci), kterd je jiz
konzervovand v ramci celé rodiny (oznacuje se jako kanonicky C-motiv). Bodovd mutace prvnich dvou
aminokyselin této sekvence inhibuje ATP4zovou aktivitu proteinu. Mutanti v C2-motivu vykazuji rozdilnou miru
funkénosti. Mutace v L352 a S353 vede ke ztraté funkce. Zajimavé je, Ze tento C2-motiv u jinych organism(
chybi: napt. u ryb, prvoku &i rostlin. Naopak je konzervovana u savcll a ¢astecné u ptakd (Macalou et al. 2016).
Konstrukty (napf. experimentalné ptipojeny polyhistidinovy konec) pripojené na N-konec transportéru, nemaji
podstatny vliv na jeho cinnost (Telbisz et al. 2013). Dalsi mozZnou regulaci prenasece je prostfednictvim
mnozstvi membranového cholesterolu. Vhodnym experimentalnim modelem se staly hmyzi buriky Sf9, které
maji v membranach obdobny obsah cholesterolu jako burky savéi. NavySeni koncentrace membrdnového
cholesterolu zvySuje transportni rychlost aZz cca 20-krat. Toto zvySeni ale nebylo patrné u proteinu
s jednobodovou zaménou argininu 482 za glycin (R482G). Nutno ovSsem dodat, Ze vysledky vychazeji
z experimentu s izolovanymi membranovymi vacky, nebot experimentalni odstranéni cholesterolu
(cyklodextrinem) z membran bunék vede k jejich snizenému prezivani. Autofi také popsali rozdil mezi citlivosti
transportéru exprimovaného v membranovych vaccich savéich bunék MCF a hmyzich Sf9, u druhého
jmenovaného je citlivost transportéru ke stimulujicim latkdm nizsi. Vyznamny vliv na citlivost
k membranovému cholesterolu ma arginin obsazeny vtreti transmembrdnové smycce proteinu. Jeho
substituci za threonin ¢i glycin se citlivost k cholesterolu vytraci (Telbisz et al. 2007). Cholesterol se ¢asto vaze
na proteiny v evolucné konzervovaném motivu (konsensus sekvenci) CRAC (cholesterol recognition amino acid
consensus) o sekvenénim vzorci (L/V-(X)(1-5)-Y-(X)(1-5)-R/K). Gal a spolupracovnici nalezli v primarni strukture

proteinu pét CRAC mist pro moznou vazbu cholesterolu (vSechny bud pfimo uvnitf nebo pobliz
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transmembranovych smycek). Zda se, Ze cholesterol je nezbytny pro funkcénost transportéru. Zamény
v pozicich Y469S a Y645S zplsobuji nejspis Spatné sbaleni proteinu a nezda se, Ze by byly soucasti CRAC
motivl. Mutant v Y570S nema snizenou transportni kapacitu ani citlivost k cholesterolu. Koneéné mutant
Y413S ma mensi citlivost ke Zlu¢ovym kyselindm a cholesterolu a mohl by se tedy ucastnit vazby cholesterolu
(Gal et al. 2015). Jini autofi rovnéz zkoumali vliv mutaci v pozici R482, coZ je u lidské varianty transportéru
pozice dlleZitd pro rozpoznavani cholesterolu. Pokud je tato pozice mutovana na izoleucin, metionin, lysin,
tyrosin nebo je-li v pozici standardni arginin, je transportni funkce u proteinu vyrazné citlivd k cholesterolu.
Naopak u mutaci v této pozici nesoucich aspartat, glycin, asparagin, serin ¢i threonin vykazuji pouze mirnou
zavislost transportni funkce na obsahu cholesterolu v membrané. Autofi rovnéZz zkoumaly vliv mutaci
v cholesterol vazajici oblasti L555A a L558A. Ukdazalo se vsak, Ze ani jedna ztéchto mutaci nemd vliv na
ATPazovou aktivitu (Telbisz et al. 2014).Transportér ABCG2 lze fosforylovat, ale tato fosforylace neni pro
zachovani jeho funkce nutnd. Mohrman a jeho spolupracovnici testovali fosforylaci na buriecné linii karcinomu
vajecnikl(T8) a rovnéz na burnkach MDCK a to tak, Ze srovnavali fosforylaci transportéru ABCC2 a ABCG2.
Transportér ABCC2 je fosforylovdn, transportér ABCG2 nikoliv. Ve stejné praci se rovnéz zabyvali nutnosti
glykosylace transportéru. U eukaryontnich bunék je N-glykosylovan motiv Asn-?-Thr/Ser (kde ? znamend
libovolnou aminokyselinu, vyjma prolinu). Autofi pomoci bioinformatickych metod nalezli celkem ctyfi vhodna
mista po tento typ glykosylace, pficemz jedno z nich ovsem lezi v intracelularni oblasti proteinu (N338), resp.
vlumen endoplasmatického retikula. Prfipravili ¢tyfi mutované proteiny sjednobodovou zaménou
v asparaginech na pozici 418,557, 596 a mutanta ve vsech tfech zbytcich za alanin (na aminokyselinach
v téchto pozicich autofi predpokladaji moznost pripadné N-glykosylace proteinu). JelikoZz nebyl nascentni
protein N-glykosilovan pouze v pfipadé, Ze Slo o mutanta v pozici 596 a v pfipadé trojndsobného mutanta, Ize
se domnivat, Ze pravé N596 je onim mistem glykosylace. Rovnéz v mysich burikach je homologicky BCRP1
transportér glykosylovan v pozici 596 (Mohrmann et al. 2005). Prehled nékterych mutaci a jejich ucinkd na
funkci transportéru uvadi tabulka 1. Castou pracovni technikou pfi zpracovéni biologickych vzorkd je jejich
fixace, v pfipadé imunohistologickych vySetfenich fixace v paraformaldehydu. Jako zajimavost s praktickym
vyuzitim lze uvést, Ze transportér ABCG2 je funkéni co do pfenosu Rhodaminu 123 aZ do 0,5% koncentrace

paraformaldehydu.(Hegedu et al. 2008)



Mutace Jeji icinek Reference
Vi2M Bez efektu na trasport (Tamura et al. 2006)
G51C Bez efektu na trasport metotrexatu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006)
K86M Transportér inaktivni (Henriksen, Gether,
and Litman 2005)
Q12stop Defektni transport porfyrin( (Tamura et al. 2006)
Q141K Bez efektu na trasport metotrexatu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006)
T153M Bez efektu na trasport metotrexatu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006)
Q166E Bez efektu na trasport metotrexatu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006)
1206L Bez efektu na trasport metotrexatu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006)
F208S Defektni transport porfyrin(i (Tamura et al. 2006)
S248P Defektni transport porfyrin(i (Tamura et al. 2006)
E334stop Defektni transport porfyrin( (Tamura et al. 2006)
F431L Transportér nepfenasi metotrexat (Tamura et al. 2006)
S441N Defektni transport porfyrin( (Tamura et al. 2006)
E446 ? Nevznika rezistence (Miwa et al. 2003)
R482G,T Transportér nepfenasi metotrexat, zména substratové specifity (Pozza et al. 2006;
Ozvegy et al. 2002;
Honjo et al. 2001)
R482G Rezistence k antifolatdim in-vitro (Shafran et al. 2005)
FA89L Poskozeny transport porfirynd (Tamura et al. 2006)
G553L,E Poskozeny trafficing, exprese a N-glykosylace (Polgar et al. 2006)
L554P Dominantné negativni vliv na mnohocetnou lékovou rezostenci (K. K. Kage et al. 2002)
(MDR)
N557D Buniky rezistentni k metotrexatu, pokles transportu SN-38 (Miwa et al. 2003)
F571I Bez efektu na trasport metotrexatu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006)
N590Y Bez efektu na trasport metotrexatu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006)
C592A Poskozena funkce a exprese (Henriksen et al. 2005)
C592A/C608A | Defektni transport BODIPY — Prazosinu, metotrexat normalini (Henriksen et al. 2005)
C603A Nefunkcni a se zménou zacileni proteinu (Henriksen et al. 2005)
C608A Poskozena funkce a exprese (Henriksen et al. 2005)
D620N Bez efektu na trasport metotrexatu a hematoporfirynu (Tamura et al. 2006)
H6307? Beze efektu na transport (Miwa et al. 2003)
N-aC- Jeho zkraceni ma nasledek v nespravném zacileni proteinu (Takada et al. 2005)
konec

Tabulka 1 Vliv nékterych jednobodovych mutaci na ¢innost transportéru. Upraveno podle (Hazai and Bikadi 2008)




ai-Pzigs

LS F L L F G
: v 49T ¢ © E L
Outside 4155 (V-450 Mo A-505 nN-584 W-627
- - iy
o ‘e S )‘,""t 5 Yag
G‘;l_ "c,, \(.4. L% ﬁo. ‘qch
o s oo Mg | oF g
s by 2_?_»1" - <~‘§ k7
P.G’ ,\_v’ .5"‘.’
: g L YL 524-4A L -565 - 646
Inside G 469’:473 o AL w K
=) PGy 5
1 NG 3 i
i S E B Y
v T a o s -655
K o R ! Sii0E 5
: ]
E KR L NN i
i K ' ; }
SR N .I Wy St ! i
AR Ty Ra B A% (PDTme
<X Lo Ay B R v
510, ATP fite LA 0 g i W ¢
4 1 4 D i V)L E
TR ./ - e L
g, W s \
KN L \-...‘_'- v ULy, T ()
A : . G K 3 ] Q
P@h i ; s
E : 3D %
NIR 0
Ve E :  Walker A C signature mouf

Walker B

Obrdzek 2 Struktura jedné podjednotky (70 kDa) trasportéru ABCG2 s vyznacenim Walkerovych motivi, C-signatury a nékterych

aminokyselinovych zbytki (Kang et al. 2010)

5. Typy pfenasenych substratl

Jako jedny z prvnich substratl prendsenych transportérem byly identifikovany mitoxantron, doxorubicin,
daunorubicin a Rhodamin 123. Tyto substraty byly aktivné transportovany ven z bunék MCF-7 transfekovanych
cDNA pro transportér ABCG2 (Doyle et al. 1998). Vyznamnym substratem je cytostatikum metotrexat, jehoz
mechanismem ucinku je kompetitivni inhibice enzymu dihydrofolat reduktazy (Rajagopalan et al. 2002). Tento
substrat je prenasen transportérem s K.,=1,34 (+-18) mM a v,,=687 (+-87) pmol/mg.min. Protein mutovany v
R482T nebo R482G neni schopen metotrexat vibec prenaset. Konjugovana metotrexat ve formé di- a
triglutamatu je prendsen, ale tetraglutamat jiz ne. Ddle je transportovana kyselina listova (folat) a to sice s
Vmax=87 pmol/mg.min. Mutanty R482T nebo R482G nejsou schopny, stejné jako v pfipadé metotrexatu, vibec
tento substrat pfenaset. Transport metotrexatu je snizen v pfitomnosti mitoxantronu, jenz je také substratem
tohoto proteinu. Tato skute¢nost naznaduje kompetivni inhibici mezi obéma substraty (Chen et al. 2003; Volk
and Schneider 2003). Dal$im substratem, ktery je prendsen prostfednictvim ABCG2 je cytostatikum
mitoxantron(1,4-dihydroxy-5,8-bis((2-[(2-hydroxyethyl)amino]ethyl)-amino)9,10-anthracenedion-dihydro-

chlorid ). Mechanismus jeho ucinku je inhibice topoisomerazy Il prostfednictvim interkalace mezi baze
DNA(Mazerski J, Martelli S 1998). U bunék MCF-7/LF a MCF-7/MR-LF u nichZ neni exprimovan protein BCRP

dochazi k vyssi akumulaci mitoxantronu oproti bunkam pQvodni linie MCF-7. U této linie vykazujici zvySenou
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expresi BCRP dojde po jeho experimentalni inhibici k prudkému nardstu akumulace mitoxantronu (Ifergan et
al. 2004). Vyse zminéné cytostatikum daunorubicin funguje také jako interkalacni inhibitor topoisomerazy I
(Fornari et al. 1994). U bunék MCF-7 hojné exprimujicich ABCG2 dochazelo k redukci vnitrobunécéné akumulace
daunorubicinu ( Litman et al. 2000). Z vysledk méreni akumulace tohoto fluorescencniho substratu vypliva,
Ze neni prenasen standardni variantou (wild typem), ale pouze mutovanou, ve které je arginin na pozici 482
zaménén za glycin Ci threonin. Stejna situace nastdva i pro Rhodamin 123 (Robey et al. 2003). Je tedy mozné,
Ze v predeslém experimentu na bunécnych liniich imortalizovanych bunék doSlo soucasné k mutaci
v aminokyseliné na této pozici. Ve stejné studii byl zjistén i transport doxorubicinu, inhibitoru topoisomerazy Il.
(Doyle et al. 1998). V pokusu s pouZitim bunééné kultury bunék PA317/Tet-on/Tre byl rovnéz prokazan eflux
doxorubicinu ven z bunék a narist inhibi¢ni koncentrace cytostatika u bunék s exprimovanym BCRP (Yuan et
al. 2009). Inhibitor topoisomerazy | topotecan je dalsim ze substratd transportovanych ABCG2. U bunék MX3 a
T8 pochazejicich z ovaridlniho karcinomu bylo pozorovano snizeni intraceluldrniho obsahu topotecanu
pfiblizné 4-5 krat. Autofi uvadéji, Ze ke snizeni vnitrobunécné koncentrace tohoto lé¢iva o 70 % doslo do 30
sekund.(Line et al. 1999) Dalsi z IéCiv inhibujicich topoisomerazu | je SN-38 (7-ethyl-10-hydroxykamptotecin). |
tato latka je substratem ABCG2, jak bylo zjisténo na bunééné kultufe odvozené z bunék rakoviny plic PC-6, u
nichz bylo zjisténo, Ze mira rezistence k SN-38 stoupa s expresi ABCG2. Pfi experimentalnim knockoutu pomoci
RNA interference byla zvétSena citlivost bunék k tomuto substratu (Kawabata et al. 2001). V membranovych
vaccich pfipravenych zbunék PC-6, které byly selektovdny v pfitomnosti SN-38 bylo zjisténo, Ze je
transportovana tato latka i jako glukuronid, avSak s nizsi afinitou (Kn,=26 PM; Vma=833 pmol/mg.min).
Transport nekonjugovaného SN-38 ma parametry (K,=4 UM; V=714 pmol/mg.min) (Nakatomi et al. 2001).
Tyrozin kinazovy inhibitor Sorafenib, pouZivany v Iécbé karcinomi ledvin, je dalSim substratem
transportovanym prostfednictvim ABCG2 (Wilhelm et al. 2008). Polarizované bunky MDCK-II byly
transfekovany vektory pro lidsky ABCG2 i jeho mysi variantu. Pfi aplikaci sorafenibu na bazolaterdlni stranu
doslo kjeho transportu smérem k apikalni strané, pficemZ tento transport byl vy$si pro mysi variantu
transportéru (zhruba trikrat) (Lagas et al. 2010). Zavér, Ze je sorafenib transportovan apikalnim smérem
z buriky podporuje i dalsi obdobny experiment zaloZeny na expresi mysi varianty BCRP1 opét v burikach MDCK-
I, pficemz pro tento transportér byla zmérena K,,=5,5 nM (+-1,2nM). V bunéc¢né kulture bunék PA317/Tet-
on/Tre byl testovan prenos 5-fluoro uracilu, coz je latka, ktera blokuje enzym thymidilatsyntazu, jez syntetizuje
thymidin z uridinu jeho metylaci. Této skutecnosti Ize pak vyuZit v Iécbé nadorovych onemocnéni (Longley,
Harkin, and Johnston 2003). Experimentalné bylo dokazano, Ze 5-fluorouracil skute¢né je substratem ABCG2.
Buniky v médiu s obsahem této latky prezivaly pouze pokud exprimovaly BCRP. Pti jeho experimentalnim

knockoutu se buriky staly senzitivni k 5-fluorouracilu(Yuan et al. 2009).

Ze steroidnich latek jsou transportovany prevaziné jejich sulfatované formy, jako estronsulfat (E1S; s K.,=6,8
UM) nebo 17-B-estradiol sulfat (E2S), ten je vsak transportovan s nizsi afinitou. Dale jsou transportovany

dihydroepiandrosteron (DHEAS),4-methylbelliferon sulfat (4-MUS) a 17-B-estradiol lukuronid (E2G). (Imai et al.
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2003; Suzuki et al. 2003). Na bakteriich Lactococcus lactis bylo ukazano, Zze ABCG2 muZe transportovat i
estradiol. OvSem, na rozdil od predchoziho experimentu nebyla provedena analyza radioaktivné znaceného
substratu, ktery byl z bunék transportovan ven. Je tedy pravdépodobné, Ze stejné jako vyse, byl estradiol
nejprve bakteridlnimi drahami konvertovan na sulfdtovanou formu a posléze pfenesen transportérem ven
z buniky. ATP4azova aktivita transportéru byla v tomto experimentu ptiblizné cCtyrikrat stimulovana ptritomnosti
cholesterolu a estradiolu (Janvilisri et al. 2003). Buriky MCF-7 se sniZzenou expresi ABCG2 vykazuji zvySenou
akumulaci radioaktivné znacené kyseliny listové (folatu). Zaroven tytéz buriky jsou-li adaptované na pfitomnost
folatu v médiu, vykazuji snizenou expresi ABCG2 (Ifergan et al. 2004). Kyselina mocova (urat) je transportovana
v epitelu ledvin a enterocytech ve stfevnim epitelu rovnéz prostfednictvim ABCG2 (Hosomi et al. 2012).
RovnéZ mysi varianta ABCG2 transportuje kyselinu mocovou (Ichida et al. 2012). Ukazalo se rovnéz, ze ABCG2
je jeden ztransportéri schopny prenaset glutation (GSH), coz je molekula (tripeptid) zajistujici redukéni
prostiedi uvnitf bunék. Autofi pouzili 2,5-dihydroxychalkon coz je latka, ktera indukuje eflux glutathionu,
glutathiondisulfidu a jejich konjugatu a zjistovali, ktery z 84 predem vytipovanych proteint by se mohl Géastnit
pravé transportu GSH. Jako jediny prenasec se ukdzal ABCG2, coz bylo ovéreno jeho expresi v kvasinkach
Saccharomyces cervisiae. Pfenos GSH prostfednictvim ABCG2 bylo moiné kompetitivné inhibovat

metotrexdtem o koncentraci 10uM, coz ukazuje, Ze afinita GSH k ABCG2 je nizsi (Brechbubhl et al. 2010).

Z vitaminu je substratem riboflavin (vitamin B2) a je pfenasen jak mysim, tak i lidskym homologem ABCG2. Ve
stejné studii bylo také zjisténo, ze u mysi knockoutovanych pro tento transportér je snizena hladina vitaminu H
v mléku. Je tedy moiné, Ze i vitamin H je substratem ABCG2 (van Herwaarden et al. 2007). Také vitamin K3
(menadion; a jeho strukturni analog plumbagin) je transportovan timto proteinem, jak bylo zjisténo v bunécné

kultufe bunék HEK 293(Shukla et al. 2007).

Pro experimentdlni vyuZiti ma vyznam prenos fluorescencnich barviv, kterd mohou slouzit jako marker
funkcnosti transportéru, ceho? je také v mnoha studiich vyuZito. Jednim z téchto barviv je Rhodamin 123. Toto
barvivo je prendseno prostifednictvim ABCG2, jak bylo ukdzano na burikdch MCF a S1 exprimujicich tento
transportér (Litman et al. 2000) V dalsi studii bylo upfesnéno, Ze probiha transport Rhodaminu 123, ale pouze
jeho mutantni formou s jednobodovou zdménou v argininu 482 (R482G ¢i R482T). Hoechst 33342 je
transportovan jak wild type variantou BCRP, tak i castymi mutantnimi variantami R482G a R482T. Hoechst
33342 inhibuje ve vysoké koncentraci ATPazovou aktivitu proteinu (Ozvegy et al. 2002). Dal3im fluorescenénim
barvivem, jezZ je substratem ABCG2 je BODIPY — Prazosin (fluorescencni derivat Prazosinu), ktery je prenasen
jak wild type variantou, tak i variantami s jednobodovymi zaménami argininu 482 za threonin ¢i glycin. Naopak
barvivo LysoTracker green je transportovano pouze témito mutantnimi variantami (Robey et al. 2003). Méné
pouzivanym fluorescenénim barvivem je Pheophorbide A, ktery je transportovan jak wild type variantou, tak i
variantami C592A, C608A (tedy variantami, kdy je naruSena disulfidickda vazba ve treti extraceluldrni

smycce)(Hegedu et al. 2008)
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Mezi ostatnimi transportovanymi latkami mlzZeme nalézt Prazosin (antagonista al-receptorll) (Litman et
al.,2000) antibiotikum Erythromycin (Hendrik 2005), inhibitor H2 receptoru pro histamin Cimetidin (Pavek et
al. 2005). Také je prenaseno krevni barvivo hem, coZz mé zfejmé za nasledek udrZovani jeho homeostazy
v bunikach a pfi nabohaceni transportéru ziejmé i vyssi odolnost bunék proti hypoxii. Hem je zfejmé predavan
v extracelularnim prostoru na serumalbumin. (Desuzinges-mandon et al. 2010) Vycet substratli samozifejmé

neni Uplny, protozZe by zdaleka pfesahoval rozsah této prace.

e Inhibitory ABCG2:

Nejvyuzivanéjsi inhibitor ABCG2, mykotoxin fumitremorgin C, byl coby inhibitor identifikovan na bunécné linii
odvozené z karcinomu tlustého stfeva, rezistentnich k mitoxantronu, topotecanu a doxorubicinu. Tuto latku Ize
izolovat z plisné Aspergillus fumigatus metanolem a naslednou krystalizaci (Rabindran et al. 1998). Jeho
inhibi¢ni funkce byla ovérena i na bunkach MCF-7(Rabindran et al. 2000). Fumitremorgin C je neurotoxin, cozZ
jeho aplikaci omezuje na pouziti in vitro. Inhibitor Ko143 nebyl shledan toxickym in vitro ani in vivo pro mysi
model, pficemzZ inhibuje jak lidskou, tak i mysi variantu ABCG2 (Allen et al. 2002). Podle novéjsich experiment(
se ale ukazuje, Zze Ko143 v koncentraci vétsi nez 1,0 uM ztrdci svoji specifitu a ovliviiuje i jiné transportéry,
napriklad ABCC1 ¢i ABCB1 (Weidner et al. 2015). Substance GF120918 (znama jako Elecridar) blokuje ¢innost
jak ABCG2, tak i ABCB1 (Bruin et al. 1999). Také latky ovliviujici primarné jiné proteiny soucasné inhibuji
¢innost ABCG2. Napfiklad tyrozin kindazovy inhibitor Imatinib Mesylat inhibuje transportni funkci BCRP, pficemz

ale neni timto transportérem prenasen (Houghton et al. 2004).
e Protilatky proti ABCG2.

V souc€asné dobé existuji tfi rGzné monoklondlni protilatky proti transportéru. Protilatka BXP-34 byla
pfipravena imunizaci mysi sonikovanymi bufikami MCF-7/MR a naslednym vytvofenim hybridomu.(Lines et al.
2000) Protilatka BXP-21 byla ziskdna imunizaci mysi ¢asti proteinu ABCG2 dlouhou 126 aminokyselin
(konkrtétné 271 — 396) a naslednym vytvorenim hybridom( s mysimi myelomovymi burikami Sp2/0
(Maliepaard et al. 2001). Dalsi protilatkou ziskanou imunizaci mysi je monoklondlni protilatka 5D3 (Zhou et al.
2001). Paraformaldehydova fixaz pritom zvysuje afinitu této protilatky k transportéru (nejvyssi afinity je

dosazeno pfi 0,5-1% koncentraci paraformaldehydu) (Hegedu et al. 2008).
6. Vyznam transportéru v jednotlivych bunécnych typech
6.1. Tkan varlat

Pfitomnost transportéru ABCG2 byla pozorovana na burikdch hemato-testikularni bariéry(Fetsch et al. 2006).
Tuto bariéru tvofi tfi typy bunék (endotelidlni, myoidni a Sertolliho bunky) tvofici tfi vrstvy. Bunky jsou
vzajemné spojeny tésnymi spoji. Ucelem této bariéry je nepochybné ochranit germindaini burky pied
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pfipadnymi negativnim vlivem toxickych latek pfenasenych krvi. Endotelidlni buriky jsou bez fenestrace a tvofi
povrch arteriol, Sertolliho bunky tvori podpirné bunky vyZivujici germinalni buriky a myoidni bunky vytvari
obal okolo semenotvorného kandlku ve formé membrany Tunica propria. Na vlastnim transportu molekul ptes
bariéru se podili fada transportnich proteinlt MRP1, MRP2, PGP1 a v neposledni fadé také ABCG2. Ten je
exprimovan na lumindlni strané endotelu a na apikadlni strané myoidnich bunék. ABCG2 naopak neni
exprimovan v Leydigovych ani Sertolliho bunikdch. Podobna situace je i v pfipadé tkané mysich varlat (Dankers
et al. 2012). V seminomech (nadorech vzniklych z muzskych pohlavnich bunék) a lymfomech je ABCG2 piné
exprimovan jak na samotnych nadorovych burikdch, tak i na endotelu cév, které je zasobuji. Mensi mira
exprese je zfetelnd v pfipadé non-seminomu, tj. naddoru pochdzejiciho z nediferencovanych bunék. Celkové
situace budi dojem, Ze Skodlivé substraty jsou transportovany ze semenotvorného kandlku. Pfipadné
nabohaceni transportéru pfi vzniku nddoru svoji funkci ztéZuje 1é€bu cytostatiky a jinymi chemoterapeutiky, jez
jsou timto proteinem transportovany (cisplatin, doxorubicin a dalsi) (Bart et al. 2004). Bylo ukazano, Ze
napriklad antiretrovirotikum raltegravir je akumulovano v Sertolliho bunkach pfi inhibici ABCG2 inhibitorem
Ko143 (Hoque et al. 2015). Stejné tak cytostatikum regorafenib blokujici tyrozin — kindzové receptory
nadorovych bunék se u ABCG2 knockout mysi hromadi ve tkani varlat (Kort et al. 2015). ABCG2 je naopak
nekompetitivné inhibovan testosteronem, progesteronem a androsteneidonem (pfi pokusu byl substratem
estrogen — 1 —sulfat) (Dankers et al. 2012). Je tedy moiné, Ze eflux substratll je regulovan také pritomnosti
téchto hormonl. ABCG2 je také exprimovan na spermatidach, zejména v pozdnim stadiu jejich vyvoje. Na
jejich apikdlni strané je exprimovan nejvice ve stadiu VIl vyvoje spermatidy. ABCG2 je zde asociovan
s aktinovymi vlakny a také s proteiny Arp3 a Eps8. Pfi experimentalnim knockoutu ABCG2 u mysi se ve stadiu
VIl vyvoje spermatidy vytraci jeji bazolateralné apikalni polarita a také ztraci svoji adhezni schopnost, coz se

projevuje ve snizené schopnosti putovat epitelem (Qian et al. 2013).
6.2. Jaterni tkan

Jak u clovéka, tak i u mysi je ABCG2 exprimovan v jatrech, konkrétné na membrandach bunék epitelu Zlu¢ovych
kanalk(l (Fetsch et al. 2006). Télbisz a spolupracovnici zjistili, Ze Zlucové kyseliny a latky z nich odvozené
potlacuji bazalni ATP4azovou aktivitu pfirozené se vyskytujici varianty transportéru. V pfipadé ABCG2 je bazalni
aktivita aktivitou, kterou lze zablokovat vanadatovymi ionty. Kyselina cholovd napfiklad bazdlni ATPazovou
aktivitu silné snizuje (v pokusu na membranovych vaccich) az na Uroven pozadi, ale v pfitomnosti pfenaseného
substratu (napf. quercetinu) je tato aktivita nezménéna. Bazalni aktivita je definovana jako hydrolyticka
aktivita ATPazy bez pritomnosti prenasenych substrat. Stejné jako kyselina cholova se chovaji napfiklad
glykocholat, taurocholdt nebo kyselina ursodeoxycholat. V pfitomnosti substratu pak naopak ATPazova aktivita
stoupa i v pfitomnosti ZluCovych kyselin oproti stavu bez substratu (to je bazalni aktivité). Pro interakci
Zluovych kyselin s transportérem se zdaji byt zasadni aminokyselinové pozice R482 a L555-558. Nicméné
autofi se domnivaji, Ze transportér ABCG2 nema v jatrech clovéka velky vyznam, protoZze i jeho schopnost

prenaset Zlucové kyseliny je relativné mald — kyselinu cholovou a glykocholat transportuje zhruba 20x

14



pomaleji, estradiolglukuronid zhruba 5x pomaleji nez metotrexat. Lze se domnivat, Ze v hepatocytech tedy
slouzi tento protein spi$ pro transport xenobiotik do Zluce, pricemz tento transport muiZe byt pozitivné
modulovan zvySenou pritomnosti cholesterolu (Telbisz et al. 2014). Tomu by mohlo nasvédcovat i to, Ze pfi
experimentalné navozené cholestaze (retenci zlui v jatrech), dochazi u mysi po tfech dnech ke snizeni exprese
BCRP v jatrech (a také v ledvinach), naproti tomu jeho exprese stoupa v enterocytech. Tento jev vSak nebyl
prokazan u clovéka. Navic mezi hladinou mRNA ostatnich jaternich transportérl v jatrech mysi pfirozené a
knockoutované pro ABCG2 nebyl signifikantni rozdil, coZ rovnéz podporuje zavér, Ze ABCG2 neni pro transport

Zlu€ovych kyselin zasadni.

6.2.1.Substraty a xenobiotika pfenasena ABCG2 v jaternich burikach

Suzuki a jeho spolupracovnici prokazali, Ze ABCG2 transportuje sulfatované konjugaty steroidl a také néktera
dalsi xenobiotika. Autofi provedli experiment na proteinu exprimovaném v membranovych vaccich
pfipravenych z bunék P388 (burky z mysiho lymfomu) a rovnéz i v bunécéné kulture téchto bunék exprimujicich
transportér. V takto pfipraveném experimentu se ukazalo, Ze estrogen-1-sulfat a dehydroepiandrosteron jsou
substraty prenasené transportérem ABCG2. Dale byly testovany jako substraty 4-methylumbelliferyl sulfat (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 sulfatovana forma), kyselina taurocholova (TLC; i jeji
sulfatovana forma), estradiol-17 -D-glukuronid (E;17G), pri¢emzZ se ukazalo, Ze jsou signifikantné vyznamné
vice prendseny pravé sulfatované formy téchto substrat. Transport jako taurocholatu, tak taurocholat-sulfatu
nebyl signifikantné prokdzan. Naopak autoti experimentdlné ukazali, Ze transport estrogen-1sulfatu je nejspis
silné inhibovan 4 - ethylumbelliferyl sulfatem a cytostatikem SN-38 (7-Ethyl-10-hydroxy-camptothecin) a dale
také dehydroepiandrosteronem, estradiol sulfatem, taurocholat sulfatem, para-nitrophenyl sulfatem (PNPS), a
E3040S (Suzuki et al. 2003). Obdobné v dalsi studii byla potvrzena inhibice ¢innosti transportéru ABCG2
prendsejiciho mitoxantron zprostfedkovana 17-B-estradiolem, estronem, ale ne vsSak jiz progesteronem. |
v této praci dosli autofi k zavéru, Ze ABCG2 prenasi sulfatované substraty (zde napftiklad estron-sulfat s K,,=6,8
(+-1,4) uM). Jako dalsi inhibi¢ni molekuly nalezli taurolithocholat, taurolithocholat-sulfat, estron, estron sulfat,
dehydroepiandrosteron sulfat (ne vSak jeho nesulfatovanou formu), 17-B-estradiol i 17-B-estradiol sulfat,
pficemz vsechny inhibovali prenos estronsulfatu (Imai et al. 2003). Zajimavym substratem pro ABCG2 je
bezesporu benzo(a)pyren. Tato latka patfi do skupiny polyaromatickych uhlovodikli a je obsaZena jak
v polutantech v ovzdusi, tak i napfiklad v potravinach, kde vznika pfi jejich tepelné Upravé (smazeni, grilovani
nebo uzeni). Pfi poZiti je poté metabolizovan na genotoxicky anti-BP-7,8-diol-9,10-epoxid (Buening et al. 1978).
U mysi s knockoutovanym ABCG2 hladina benzo(a)pyrenu vzrista oproti wild type mysi nejen v séru, ale také
v mozku, srdci a plicich. U wild type mysi byl pozorovan eflux tritiem znadeného benzo(a)pyrenu do Zluci
s maximem ve 35. minuté od intravendzni aplikace, u knockout mysi je maximalni mnoZstvi vyloucené do Zluci
zhruba 2x mensi s maximem ve 20. minuté (Kranz et al. 2014). DalSim toxickym substratem je 2-amino-1-

methyl-6-fenyl-imidazol(4,5-b)pyridin  (PhiP), ktery je rovnéZz potravnim karcinogenem. Je prenasen
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bazolaterdlné - apikdlnim smérem. Jeho prenos je inhibovan napriklad beclomethasonem, 6a-
methylprednisolonem, dexamethasonem, triamcinolonem (Pavek et al. 2005). V pivu, vinu, suseném ovoci,
obilninach a dalSich zemédélskych produktech se mohou vyskytovat metabolické produkty plisni rodl
Aspergillus a Penicillium, mezi nimi molekula ochratoxin A. Schrick a kolektiv nepfimo ukazali, Ze na transport
ochratoxinu ma vliv rovnéz ABCG2. Autofi jeho transport testovali na polarizovanych burnkach Caco-2, u nichz
doslo po podani specifického inhibitoru Ko143 k utlumeni bazolaterdlné apikadlniho transportu a naopak
k narlstu transportu opaénym smérem (Schrickx et al. 2006). Dalsimi vyznamnymi substraty prenasenymi
ABCG transportérem je 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinolin (IQ), 3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-
blindol (Trp-P-1) a samoziejmé i SirSi verejnosti zndmy aflatoxin B1l. VSechny tfi latky jsou moZnymi
kontaminanty potravin ¢i vedlejSimi produkty jejich metabolické Upravy. Dalsim karcinogenem je di(2-
ethylhexyl) fthalat (DEHP), ktery mUZe byt obsaZzen v nékterych vyrobcich z mékéeného PVC jako prisada pfi
jeho zpracovani. V in — vitro experimentu se ukazalo, ze 1Q, Trp-P-1 a aflatoxin B1 jsou skute¢né prendseny
bazolateralné apikalnim smérem bunkami MDCK-II transfekovanymi jak lidskym ABCG2, tak i jeho mysim
homologem BCRP1. Zajimavé je, ze Trp-P-1 je prendsen pouze mysi variantou BCRP1. Transport DEHP timto
transportérem nebyl potvrzen. Akumulace téchto substratd u knockout mysi v jatrech, ledvinach a stfevnim
obsahu naznacuje, Ze jsou tyto vyluCovdny prostiednictvim ABCG2 pravé do Zluci, moci a feces (van
Herwaarden et al. 2006). Také riboflavin (vitamin B1) je exportovan prostiednictvim ABCG2 do
hepatobilidrniho prostoru (van Herwaarden et al. 2007). Pfitomnost transportéru zdd se nema vliv na
koncentraci nékterych cytostatik, napfiklad regorafenibu (Kort et al. 2015). Exprese ABCG2 je rozdilnd mezi
pohlavimi, a to jak u ¢lovéka, tak i u mysi a jeji varianty transportéru BCRP1. Koncentrace nékterych xenobiotik
(napf.: topotecanu, furantoinu nebo PhiP) v plazmé mysich samic byla v experimentu signifikantné vyssi, nez u
samcl. Tyto latky byly vyluCovany hepatobilidrné a v ménsi mife také epitelem tenkého strfeva, a to
signifikantné vice u samcl neZ u samic. Rovnéz na vzorcich lidskych jater byl zastoupen transportér ABCG2 vice

u muzl neZ u zen (Merino et al. 2005).
6.3. Epitelidlni ledvinné bunky

Pfitomnost transportéru v lidskych ledvinach, konkrétné v proximalnim tubulu na burikach kartacového lemu,
byla popsdna Hulsem Autofi pouZili jak RT-PCR tak i imunohistochemické barveni pomoci protilatky BXP-9
(Huls et al. 2008). O dva roky dfive byl prokazan transportér ABCG2 v ledvinach mysi, konkrétné na apikalni
strané bunék epitelu proximdlniho tubulu. Autofi zjistili, Ze pfi experimentadlné vyvolané ischemii a nasledné
regeneraci se zvySuje mnozstvi ABCG2 proteinu na membrdné, ale mnoZstvi jeho mRNA v burikdch se sniZuje.
Autofi se domnivaji, Ze jde o kompenzacni mechanismus, ktery ma odstranit z bunék toxické latky vzniklé
béhem ischemie tkané (Huls et al. 2006). Vyznamnou molekulou transportovanou v nefronech ledvin je
bezesporu urat, tedy aniont kyseliny mocové. Dehghan a spolupracovnici v rozsahlé studii na 11 847 (ve dvou
rznych kohortach; Rotterdamské a Framinghtonské) sledovanych subjektech zjistili, Ze vyznamnou roli ve

vzniku hyperurikémie, tedy stavu kdy stoupa retence a tedy i obsah uratu v séru, mlze hrat pravé defekt
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transportéru ABCG2. Ve své studii také identifikovali jednobodovou zaménu (SNP) v aminokyselinové sekvenci,
a to sice glutaminu za lysin na pozici 141 (Q141K)(Dehghan et al. 2008) Tento zavér je také podporen studii na
kohorté 28 141 participantl, kdy bylo identifikovano celkem 954 jednobodovych zamén v celkem deviti
rGznych lokusech, pficemz jejich pfitomnost byla v lokusu genu ABCG2 jako druha nejéastéjsi, pricemz zvyseni
hladiny uratu bylo vyznamnéjsi u muzl neZ u Zen zahrnutych do studie (Kolz et al. 2009). V jiné studii, zaloZzené
na 644 muzskych pacientech s diagnostikovanou hyperurikémii, bylo zjisténo, Ze pfi dysfunkci transportéru
ABCG2 vzrlsta clearance urdtu do modi. To by mohlo paradoxné naznacovat, Ze existuje i vyznamny systém
vylucovani této latky zaloZeny pravé na ABCG2 i mimo vlastni tkan ledvin, konkrétné prostrednictvim epitelu
tenkého stfeva, pfi jehoz vypadku je vétsi mnozstvi kyseliny mocové sekretovano pravé do ledvin. V rdmci
stejné studie byl testovan transport urdtu prenase¢em ABCG2 (v tomto pfipadé jeho mysSim homologem
BCRP1), a to sice na membranovych vaccich. Z experimentu vyplynulo, Ze ABCG2 transportuje urat s vysokou
transportni kapacitou. Autofi se domnivaji, na zdkladé experimentu na mysich, Zze dysfunkce transportéru
ABCG2 zpuUsobuje hyperurikémii pravé proto, Ze klesd exkrece uratu ve stfevé zprostiedkovana timto
transportérem, nasledkem ¢ehoz se jako kompenzaéni mechanismus rozviji exkrece uratu v ledvinach pomoci
jinych transportért (GLUT9, URAT1) (Ichida et al. 2012). Jiz dfive bylo ukadzano, Ze jednobodovd zaména
glutaminu 141 za lysin (Q141K) zplsobuje takovou dysfunkci transportéru, ktera je pfi¢inou dny. Tento fakt byl
prokdazan studii na 14783 dobrovolnicich podrobenych genotypovani . Rovnéz byly provedeny funkéni studie
na oocytech a polarizovanych LLC-PK1 burkach. Studie prokazala, Zze ABCG2 exprimovany na proximalnim
tubulu ledvin zajistuje sekreci to lumen, nikoliv reabsorpci. Eflux byl potvrzen i na oocytech inkubovanych
v radioaktivné znaceném uratu a injikovanych mRNA pro ABCG2 (Woodward et al. 2009). Toto zjisténi je
podporeno i faktem, Ze u pacient(, ktefi jsou v kone¢ném stadiu selhani ledvin (pacienti na hemodialyze) a
trpicich akutni gastroenteritidou, byly nalezeny jednobodové zamény v transportéru ABCG2. A to sice vyse
zminéna Q141K a (minoritné zastoupend) Q126X (kde X je libovolnd aminokyselina). U takto postizenych
pacientl dochazi k signifikantnimu zvyseni hladiny uratu v séru, coz potvrzuje dlleZitost exkrece této latky
prostfednictvim stfevniho epitelu(Matsuo et al. 2016). Rovnéz zajimavych vysledkid bylo dosazeno ve vyzkumu
vyznamu toxickych latek, které se vyskytuji v lidském séru a jejich pfipadného potencidlu inhibovat transportér
BCRP. U pacientl schronickym selhanim ledvin, popfipadé vkoneéném stadiu roste hladina kyseliny
hippurové, indol-3-octové, indoxylsulfatu, kyseliny kyneuronové a fenylacetdtu v krevnim séru. Bylo zjisténo,
Ze kyselina hippurova, indoxylulfat (0,1 — 4 mM) a kyselina kynurenova (0,05-3 mM) blokuji transportér
prendsejici estrogen — 1 sulfat. Na rozdil od téchto latek, oxalat, p-kresol, p-toluenesulfonova kyselina,
putrescein a kyselina chinolinovd nemaji v zdsadé vliv na cCinnost transportéru. Kyselina hippurova a indoxyl-
sulfat inhibuji transport estrogen-1-sulfatu nekompetitivné BCRP s Ki=4 mM, respektive K=0,5mM (Mutsaers
et al. 2011). Za poutZiti potkana coby modelového organizmu bylo ukazano, ze exprese ABCG2 na apikalni
membrané epitelidlnich bunék proximalniho tubulu je fizena prostfednictvim receptoru V1a, coZ je receptor
pro vazopresin. Za pouziti jeho syntetického agonisty (napf. terlipressinu) lze vyvolat jeho stimulaci, coZ vede

k expresi ABCG2 na apikdlni strané tubuldrniho epitelu a nasledné k poklesu sérové hladiny kyseliny mocové a
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naopak ke vzestupu jeji hladiny v moci. Soucasné stimulaci tohoto receptoru dochazi k poklesu exprese
transportéru GLUT9, ktery urat naopak reabsorbuje (Taniguchi et al. 2016). Ke zvySené expresi ABCG2 mlze
vést také snizena degradace faktoru HIF-1 (Hypoxia Induccible Factor). Tento faktor je pfi normalnim okysliceni
tkani degradovan prostfednictvim ubiquitin dependentni proteolyzy, naopak pti vzniku hypoxie je jeho
degradace zastavena a HIF-1 (po dimerizaci s dalsi podjednotkou) pak slouzi jako transkripéni faktor spoustéjici
transkripci genu. Experimentdlné lze faktor HIF-1 aktivovat prostfednictvim chloridu kobaltnatého, pricemz
dojde ke zvyseni jak mnoZstvi mRNA pro ABCG2, tak i samotného transportéru na membrané a tedy i ke
zvyseni transportu jim prendsenych substratd. Experiment byl proveden na burikdch HK-2, jejichz linie pochazi
z bunék epitelu proximalniho tubulu lidskych ledvin (Nishihashi et al. 2017). Transportér je patologicky
nabohacen také u rakovinnych bunék karcinomu ledvin, ¢ehoz by mohlo byt vyuZito jak v diagnostice, tak i pfi
pfipadném odhadu progndzy pacienta. Ukdazalo se totiz, Ze mnozstvi a vibec pritomnost ABCG2 na
membranach téchto bunék koreluje s dobou doziti pacientl stimto onkologickym onemocnénim a také

pozitivné se vznikem metastdz (Haofei Wang et al. 2017).
6.4. Mozek a hematoencefalicka bariéra

Transportér ABCG2 je exprimovan a je detekovatelny na cévach v mozku (Maliepaard et al. 2001; Fetsch et al.
2006). U endotelu mozkovych kapilar prasete byl jiz vroce 2002 objeven transportér svysokou mirou
homologie v aminokyselinové sekvenci k lidskému ABCG2 (Eisenblatter and Galla 2002). Proti této prasedi
varianté, nazvané BDCP, Ize rovnéz pouZit monoklonalni protilatku BXP-21 (Eisenblatter et al. 2003). Exprese
BCRP neni pozorovatelnd v bunkach glie a neuronech, naopak je zachytitelnd v endotelu mozkovych cév.
V pfipadé mozkovych tumorl je ABCG2 v cévach, které tumor zasobuji, nabohacen. Detekce proteinu probéhla
za pomoci protilatky BXP-21 (Aronica et al. 2005). Tato skutecnost je v souladu s funkci hematoencefalické
bariéry, kterd ma branit vstupu Skodlivych latek k vlastnim neuronim, ¢emuz napomaha i eflux Skodlivych
latek jiz burikami endotelu mozkovych kapildr. Pfitomnost ABCG2 v endotelidlnich burikach byla také dokazana
pfi izolaci mozkovych kapilar potkana (Yousif et al. 2007). Vyznam ABCG2 v endotelidlnich bunkach tvoficich
hematoencefalickou bariéru se pokusili objasnit autofi experimentu na potkanech knockoutovanych pro
transportér p-glykoprotein (P-gp) a wild type potkanech exprimujicich tento transportér. Obéma skupinam
potkanl byly podavany substraty prendsené transportérem ABCG2, a to sice mitoxantron a prazosin a rovnéz
také vinblastin, ktery naopak substratem neni. Rovnéz byly obéma skupindm potkanl podavany inhibitory
obou transportért (GF120918) ¢i jenom transportéru P-gp (PSC833). Ukazalo se, Ze endotel kapilar v mozku
obsahuje (cca 700x) vic ABCG2 nez vlastni tkan mozku. U potkanl s knockoutem P-gp bylo na endotelu
exprimovano cca trikrat vic ABCG2 nez u wild type potkand. Ve vysledku byl pfi inhibici ABCG2 inhibitorem
GF120918 vice ovlivnén transport mitoxantronu (0,67-krat) a prazosinu (0,71-krat) u mysi bez transportéru P-
gp nez u wild type mysi. Toto pozorovani dokresluje skutecnost, Ze ABCG2 transportér prevzal funkci
v odstranovani toxickych substratli po nepritomném P-gp (Cisternino et al. 2004). Rovnéz byl potvrzen elfux

kindzového inhibitoru Afanitib, ktery je uzivan pfi [écbé mozkovych metastaz pochazejicich z velkobunécného
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karcinomu plic. Na drovni bunécné kultury byl potvrzen transport apikalnim smérem jak lidskou, tak i mysi
variantou ABCG2. Zde bylo ovsem v experimentu na mysich ukazano, Ze na jeho exfluxu se kromé ABCG2 podili
i jiny transportér, a to sice ABCC1 (Durmus et al. 2015). K obdobnému vysledku dospéli vyzkumnici i pfi
testovani jiného inhibitoru tyrosin kinaz, sorafenibu, ktery je u mysi knockoutovanych pro ABCG2 akumulovan
v mozku 4,3-krdt vice nez u wild type mysi (Lagas et al. 2010). Rovnéz dalsi tyrozin kindzovy inhibitor
regorafenib se u ABCG2 knockout mysi hromadi v mozku a to v priiméru 4,4-krat vice nez u wild type kontroly
(Kort et al. 2015). Smér transportu byl také testovan na in vitro kompozitnim modelu sloZzeném z hovézich
mozkovych kapilar a astrocytl potkanl, pfiCemz substrat, triciem znacCeny estron-3-sulfat byl prenasen
smérem z mozkové tkdné do lumen kapildr (Helms et al. 2014). Klinicky jisté vyznamnou regulaci proteinu
ABCG2 na hematoencefalické bariére je jeho downregulace prostfednictvim nekonjugovaného bilirubinu,
jehoz koncentrace v séru je zvysSena pfri jaternich onemocnénich. U potkan( bylo experimentalné zabranéno
odtoku Zluci, coz vedlo k navyseni ZluCovych soli a jejich konjugatl v séru, pricemzZ na endotelu mozkovych
kapildr byl zjistén Ubytek exprimovaného BCRP. Sérum téchto jedincll inhibovalo transport a snizovalo expresi
transportéru v in vitro kultivovanych lidskych mozkovych endotelidlnich burfkach. DalSim vyzkumem bylo
zjiSténo, zZe za tento efekt je zodpovédny prdvé nekonjugovany bilirubin a ne jiné, konjugované, formy jako
chenodeoxycholova kyselina, ursodeoxycholova kyselina ¢i deoxycholova kyselina (Xu et al. 2016). Zajimavym
zjiSténim je moznost blokovat funkci transportéru na hematoencefalické bariéfe pomoci nizké koncentrace (10
nM) 17-B-estradiolu (E2). Po jeho aplikaci na explantované mozkové kapilary potkana a mysi byl v fadu minut
snizen transport fluorescencniho substratu prazosinu, aniz by byla sniZzena transkripce ¢i translace proteinu.
Vzhledem k nizké koncentraci byla vylou¢ena kompetitivni inhibice transportéru. Autofi dale uvadéji (za pouZziti
agonistll a antagonistl receptor( E2), Ze prdvé stimulace tohoto receptoru muize omezit transportni funkci
ABCG2 (Hartz et al. 2010). Dalsim, neméné zajimavym zjiSténim, je bezpochyby regulace exprese pomoci
receptoru (PPARa), coZ je receptor fungujici jako senzor pro udrZeni lipidové homeostazy (Muerhoffet al.
1992). K testovani transportni funkce proteinu v endotelu mozkovych kapilar byl opét vyuzit fluorescenéné
znaceny prazosin. Kapildry byly izolovany a kultivovdny in vitro. Receptor Ppara byl stimulovan syntetickym
agonistou clofibratem. Po této stimulaci byl zjiStén narlst ¢innosti transportéru. Pfi 4 hodinové expozici 50 uM
clofibratu byl nardst exprese ABCG2 (stanoveno imunofluorescenci) témér o 50% vyssi. U mysi s knockoutem
genu pro Ppara nebyl pozorovan Zadny vliv clofibrdtu. Rovnéz byl testovan vliv kukuficného oleje, ktery
obsahuje mastné kyseliny, jez jsou prirozenymi ligandy tohoto receptoru. Pfi srovnani s kontrolni skupinou

nebyl zjistén Zadny signifikantni vliv latek obsazenych v oleji na expresi ABCG2 (Calcagno et al. 2016).

6.5. Epitelialni buriky stfeva

Transportér ABCG2 je také hojné zastoupen ve stfevni tkani, respektive na bunkach jeho epitelu (Maliepaard
et al. 2001; Fetsch et al. 2006). U zdravych jedincl byla pfitomnost mRNA pro transportér zaznamenana v celé
délce stfevniho traktu, a to v segmentech stfeva odebranych pomoci biopsie z dvanacterniku, terminalniho

ilea, vzestupné, pricné, sestupné casti tracniku a sigmoidea .Zastoupeni ABCG2 v epitelidlnich bunkach klesa
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smérem od duodena, kde je maximalni (100%) az k sigmoideu (50,1%), pficemz nebyl nalezen vyznamny rozdil
mezi pohlavimi. V bunkach Caco-2 (imortalizovana linie odvozena z lidského epitelidlniho adenokarcinomu) je
exprese transportéru srovnatelnd. (Gutmann et al. 2005) Toto zjisténi vyvolava dojem, Ze vyskyt ABCG2
koreluje se zastoupenim toxinl v potravé. Zfyziologického hlediska je zajimavy fakt, Ze enterocyty,
prostfednictvim ABCG2 odstranuji sulfatované a glukuronidované konjugaty nejriznéjsich latek, které jsou
epitelem absorbovany. Pfi experimentalni perfuzi in vivo stfeva mysi 4-methylumbelliferonem (4MU) a E3040
(6-hydroxy-5,7-dimethyl-2-methyl-amino-4-(3-pyridilmethyl)-benzothiazolem) byla sekrece vnitrobunécné
upravenych metabolitl obou latek priblizné Sestkrat nizsi u mysi bez exprimovaného transportéru (Adachi et
al. 2005). Stejné tak i rostlinny flavonoid quercentin je transportovan smérem do lumen stfeva timto
proteinem. Tato latka je vyloucena opét ve formé glukuronidu. (Sesink et al. 2006) Ve stfevnim epitelu je
transportérem aktivné transportovan inhibitor topoizomeraz topotecan. U knockoutovanych mysi roste jeho
absorpce ve strevé témér Sestkrat, respektive je omezen jeho zpétny eflux do stfeva (Jonker et al. 2002).
Protizanétlivy prostfedek sulfasalazin, pouzivany také v lécbé nékterych autoimunitnich onemocnéni, je
prostiednictvim ABCG2 transportovan v enterocytech bazolateralné apikdlnim smérem. Na dobrovolnicich
bylo zjisténo, Ze jedinci s jednonukleotidovou zdménou Q141K, popfipadé se zaménou Q141K i V12M vykazuji
nizsi clearance sulfasalazinu , nez nositelé wild type varianty. Autofi predpokladaji vyuZiti sulfasalazinu jako
experimentalniho in vivo substrdtu pro transportér BCRP (Urquhart et al. 2008). Jiz vySe zminény
tyrozinkindzovy inhibitor Afanitib je rovnéz transportovan prostfednictvim ABGC2. U mysi s knockoutem pro
gen ABCG2 vzrlsta jeho koncentrace v séru za 24 hodin 4,2-krat. To naznacuje, Ze v rdmci stfevniho epitelu je
tato substance aktivné vyluCovdna timto transportnim proteinem smérem do lumen stfeva (Durmus et al.
2015). Feoforbid A je rozpadovym produktem chlorofylu, vznikajici napfiklad plsobenim enzymu chlorofylazy.
U mysi s knockoutem pro BCRP dochazi k narlstu koncentrace této latky v séru 17-krat oproti wild type
kontrole (Johan W Jonker et al. 2002). Dalsi vyznamnou latkou sekretovanou do lumen stfeva je vitamin B2. U
mysi bez tohoto transportéru dochazi k poklesu obsahu riboflavinu ve stolici 6,2-krat (van Herwaarden et al.
2007). Vsechny tyto priklady nazorné ilustruji funkci transportéru ve strevni tkani, coZ je zpétna exkrece
toxickych metabolitl zpét do lumen stfeva. Dllezitym substratem, vyluCovanym transportérem ABCG2 do
lumen stfeva je bezesporu kyselina mocova, ktera je zhruba ze dvou tfetin vylucovana v epitelu ledvin (viz
vyse). V pokusu na potkanech bylo ukdzano, Ze po intravendznim podani radioaktivné znaceného urdtu (u
potkand, kterym byl podavan oxonat, cozZ je inhibitor enzymu urikazy, ktery metabolizuje urat na allantoin ), se
vylucuje tato kyselina mocova pfiblizné z 9% stfevnim epitelem (pficemz ale zhruba 50% z(stava nevylouceno
v téle). U mysi knockoutovanych pro BCRP bylo vylucovani uratu do stfeva signifikantné snizeno na ukor
zvyseni jeho hladiny v séru. Rovnéz byl potvrzen export kyseliny mocCové bazolateralné apikalnim smérem, to
je do lumen sttfeva. Clearance urdtu u potkanud ¢ini pro stfevo 0,15 mL/min, pro ledviny 0.50 mL/min a pro
Zlucové cesty 0.02 mL/min, coZ ukazuje vyznam stfeva pro extrarenalni vylu¢ovani uratu (Hosomi et al. 2012).
Hypotéza, Ze by pfitomnost funkéniho proteinu ABCG2 na epitelu stfeva mohla sniZovat hustotu bakteridlnich

biofilmd na jeho povrchu, se nepotvrdila (na rozdil od vlivu transportéru P-gp) (Crowe 2011).
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6.6. Zlaznata tkan

Transportér ABCG2 je exprimovan v tkdni s funkci Zlaz s vnitfni i vnéjsi sekreci, jako jsou buriky pankreatu,
nadledvin, mlécné Zlazy i hypofyzy (Maliepaard et al. 2001; Fetsch et al. 2006). Ve tkani hypofyzy a pankreatu
je transportér majoritné lokalizovan ve sténé endotelu cév, které tyto tkané vaskularizuji. U mysi je transportér
lokalizovan také v kapilarach kliry nadledvin, a intraceluldrné v burikdch zona glomerulosa a reticularis, ne vsak
ve dreni nadlevin. Ve vlasecnicich zdsobujicich pankreas je relativné slabé detekovatelny BCRP, ale ne uz ve
vlastni tkani slinivky, ani v exokrinni, ani endokrinni ¢asti (Dankers et al. 2012).Naopak na povrchu rakovinnych
bunék pankreatu je naopak ABCG2 exprimovan vyraznéji (Guo et al. 2009). Timto faktem lze také vysvétlit,
proc se témér zadna publikovana prace nevénuje fyziologické funkci transportéru v tkani pankreatu. Polyfenol
resveratrol, rostlinny flavonoid (obsaZzeny napfiklad v hroznech ¢i citrusech) sniZuje expresi ABCG2
v rakovinnych kmenovych bunkach plivodem z pankreatické tkané (Shankar et al. 2011). Zajimavou lokalizaci
transportéru je epitel mlécné zlazy. ABCG2 byl detekovan na alveoldrnim epitelu, ale ne na epitelu hlavniho
mlékovodu. Exprese proteinu je detekovatelna pouze u jedincl s probihajici laktaci a to jak u mysi, skotu, tak i
u Clovéka. Naopak protein nelze detekovat u adultnich jedincl pred pocatkem laktace ¢i u rodivsich samic, u
nichz pradvé neprobiha laktace ( Jonker et al. 2005) Pti experimentu s triciem znacenym riboflavinem (vitamin
B2) se ukazalo, ze u mysi s knockoutem pro BCRP je v jejich mléku obsazeno témér 13-krat méné tohoto
vitaminu nez u divoké kontroly. Tento vitamin je transportovan jak mysi tak i lidskou variantou ABCG2 a to sice
ve sméru bazolateralné apikdlnim (testovano na bunkach MDCK-Il). U mysi rovnéz byla prokazana zavislost
koncentrace riboflavinu v plazmé na pohlavi ve prospéch samic. Tento rozdil nebyl zaznamenan u knockout
mysi. Lze predpokladat, Ze u mysich samcU je vétsi zastoupeni BCRP v organech schopnych exkrece. U mysi
defektnich pro tento transportér je rovnéz snizena hladina biotinu (vitaminu H) v mléce (van Herwaarden et al.
2007). U mysi byl také prokazan podil na transportu 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinolinu (IQ), 3-amino-
1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-blindolu (Trp-P-1) do mléka, a to sice experimentem in-vivo (van Herwaarden et
al. 2006). Podobné u skotu tento transportér prendsi do mléka rlizné substraty, z nichZ hospodarsky vyznamna
jsou antibiotika, napfiklad danofloxacin (Real et al. 2011). Bylo také zjiSténo, Ze jednobodova zaména
v tyrozinu 521 za serin (Y521S), zplsobuje zvySeni hladiny enrofloxacinu a jeho metabolitu ciprofloxacinu v
mléku holstyskych krav (Otero et al. 2016). ABCG2 je také exprimovan v burikach slzné zZlazy (Tiwari et al.
2012)

6.7. Placenta a syncytiotrofoblast

Transportér ABCG2 je u ¢lovéka hojné exprimovan na membranach bunék syncytiotrofoblastu placenty (Fetsch
et al. 2006; Maliepaard et al. 2001). Na experimentu u mysi a jejtho homologa BCRP1 bylo po podani inhibitoru
GF120918 pozorovano zvyseni cytostatika topotecanu v tkanich mysiho plodu a to 3,2-krat. V bunkach
bunécné linie LLC-PK a MDCK1 byl prokazan transport bazolateralné apikalnim smérem. (Jonker 2000) U

potkana byl BCRP nalezen v syncytiotrofoblastu a to sice v zoné zvané labyrint, kde je pfitomna pouze fetalni
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krev. Naopak nebyl detekovan ve fetalnich kapilarach. Pokusem na in-vivo perfundované placenté byl zjistén
transport cimetidinu. Tento transport probihal smérem od fetalniho krevniho obéhu k matciné krevnimu
obéhu zhruba 25-krat vic nez smérem opacnym. Transportér také transportoval cimetidin proti jeho
koncentrac¢nimu gradientu. ABCG2 tak zfejmeé chrdni plod pred vstupem toxickych latek z materndlniho obéhu
a také pomaha odstranovat toxické latky pfimo z fetdlniho obéhu a tedy i ze samotnych tkani plodu (Staud et
al. 2006). Rovnéz u mysi knockoutované pro mysi homologicky transportér BCRP1 doslo k narlstu koncentrace
substratu nitrofurantoinu ve tkanich plodu, coz podtrhuje detoxifikacni vyznam tohoto transportéru (Zhang et
al. 2007). Syncytiotrofoblast exportuje estron a 17-B- estradiol smérem do téla matky. Imai a kolektiv zkoumali
moznost, Ze se na transportu téchto latek podili i ABCG2. V experimentu se ukdzalo, Ze jak estron, tak 17-B-
estradiol je transportovan v bazolateralné — apikalnim sméru, zatimco reabsorpce (tedy transport apikalné —
bazolateralnim smérem) je vyrazné redukovany. Naopak transport kortizolu a estron-sulfatu, at uz jakymkoliv
smérem, je minimadlni a srovnatelny jak ve wild type bunkach LLC, tak i v bunkach s exprimovanym ABCG2.
Kortizon ani estron sulfat zfejmé tedy nejsou substraty tohoto transportniho proteinu (Imai et al. 2003). Pfi
experimentalné vyvolané cholestaze u mysi byl pozorovan narlst pritomnosti Zlu¢ovych kyselin v plodu ato u
mysi kockoutovanych pro ABCG2(Blazquez et al. 2012). U bunék ziskanych z lidského chorionkarcinomu (burky
BeWo) byla rovnéz prokazana pfitomnost ABCG2 a rovnéz bylo zjisténo, Ze transport mitoxantronu jakoZzZto
zndmého ABCG2 substratu, probiha bazolaterdlné — apikalnim smérem. Stejnym smérem probiha i exkrece
toxickych Iatek in vivo z tkani plodu do maternalniho obéhu (Staud et al. 2006). V tkanové kulture bunék BeWo
byla zkoumdna mozZnost regulace exprese prostfednictvim progesteronu a 17B-estrogenu. Progesteron
signifikantné zvysSuje expresi (a soucasné i syntézu mRNA) transportéru, kdezto 17B-estrogen jeho expresi
snizuje. Pokud pUsobi oba steroidy soucasné, exprese proteinu je spiSe zvySena. Regulace probihd pres
receptor progesteronu a estrogenu ( Wang et al. 2006). Indukce exprese je fizena pouze podtypem B
receptoru progesteronu (PRB), varianta A receptoru ma na regulaci exprese pouze maly vliv (Wang et al.
2008). U BeWo bunék s umléenou expresi ABCG2 doslo k narlistu externalizace membranového fosfatidyl
serinu a akumulace ceramidu. Ddle také snizenim exprese ABCG2 dochazi ke snizeni exprese BHCG a rovnéz
proteinu HERV-W, ktery se Ucastni tvorby syncytii v zarode¢ném vyvoji (Evseenko et al. 2007). Rozborem
placent japonskych Zen byly identifikovdny dvé relativné ¢asté varianty jednobodovych zamén, a to sice V12M
(G34A) — 18% a Q141K — 36% (C421A). Naptriklad inhalace cigaretového koureni béhem téhotenstvi neméla
vliv na mnoizstvi exprimovaného ABCG2 na placentalnich bunkach. D4 se tedy predpokladat, Ze toxiny
inhalované pfri koureni jsou méné ucinné odstranovany z tkané plodu.(Kobayashi et al. 2005) Zajimavou
vyzkumnou metodou, kterd jisté najde vyuZiti (nejen ve vyzkumu funkce transportéru v placenté) je mys
exprimujici luciferazu, ktera je schopna premeénit substrat luciferin na oxo-luciferin za vzniku svételného zareni.
Autofi prokazali, Ze D-luciferin je soucasné substratem ABCG2 (ale ne jiz transportéru P-gp). Kfizenim
transgenniho samce s wild type samici a po podani D-luciferdzy doslo ke vzniku bioluminiscence plod(, ktera
signifikantné vzrostla po podani inhibitord ABCG2 (Kumar et al. 2016). Zda se, Ze pfitomnost a tedy i funkce

transportéru na membranach bunék placenty, je negativné regulovana piitomnosti Cd** iontil. Tato down-
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regulace by mohla zplsobovat toxicitu kadmia pro plod béhem téhotenstvi. Je ovSsem nutné dodat, Ze autofi ve
své studii nedoved|li dosud plné prokazat, jestli neni prostfednictvim Cd*" down regulovan i transportér ABCB4

Ci oba transportéry soucasné (Liu et al. 2016).
6.8. Kmenové burky

U kmenovych hematopoetickych bunék z kostni dfené mysi bylo zjisténo, ze aktivné odstranuji ze své
cytoplasmy barvivo Hoechst 33342. Takovéto bunky, tvofici subpopulaci, byly nazvany kmenovymi burikami
postranni populace (side population — SP bunky), protoZe si ve tkani zachovavaji i dale charakteristiky
kmenovych bunék, to je predevsim multipotenci (Goodell et al. 1996). U mysi bylo zjisténo, Ze bunky vykazujici
fenotyp postranni populace se nalézaji v tkanich jako je kosterni svalstvo, mozek, slezina, srdce, jatra, plice a
tenké stfevo (Asakura and Rudnicki 2002). Zhou a kolektiv dokazali u mysi s experimentalnim knockoutem
ABCG2, ze u ni dojde k redukci bunék s fenotypem postranni populace v kostni dfeni a kosterni svaloviné.
Ukazalo se, Ze exprese BCRP je nezbytna pro udrzeni fenotypu postranni populace kmenovych bunék, ale i pfi
jeho experimentalnim vyrazeni dale v kostni dfeni existuje populace hematopoetickych kmenovych bunék,
tedy téch, které nevykazuji fenotyp postranni populace. Proto také u knockout mysi probihala normalni
hematopoéza (Zhou et al. 2002). Dalsi prace potvrdila, Ze za fenotyp postranni populace v burikach kostni
dfené mysi je zodpovédny pravé BCRP. Naopak se ale ukazalo, ze v epitelidlnich burikdch mysi mlééné zlazy je
za tento fenotyp zodpovédny jak ABCG2, tak i prenaseCce Mdrla a Mdrlb. ( Jonker et al. 2005) U clovéka
rovnéz hematopoetické kmenové bunky maji fenotyp postranni populace a jsou tedy vybaveny transportérem
ABCG2 (Scharenberg et al. 2017). U mysi existuje tato postranni populace rovnéz v srdci (Martin et al. 2004).
Také v bunkach tvoficich plicni tkan byl zaznamenan tento fenotyp. Buriky postranni populace tvofi u mysi
pfiblizné 0,03 — 0,07% vsech plicnich bunék. V distdlnich c¢astech alveol(l a hladké svaloviné plic je sice
exprimovan ABCG2, ale pouze intracelularné a bunky tak netvori onu postranni populaci. Kde v plicni tkani
mysi jsou tedy tyto kmenové bunky lokalizovany, autofi nevyresili (Summer et al. 2003). V lidskych plicich byly
SP buriky nalezeny v tracheobronchialnim epitelu a v bunécné kulture je bylo mozné diferenciovat na bunky
epitelu. Zajimavé je, Ze u plic astmatik( je vétsi vyskyt téchto bunék (Hackett et al. 2008). Také v bunkach
Langerhansovych ostrlivk( pankreatu byla zaznamendna populace postrannich kmenovych bunék (Lechner et
al. 2002). Dale byly tyto buriky nalezeny v zubni dfeni ¢lovéka (Honda et al. 2007) a také v okoli germinativni

z6ny Cocky oka mysi (Oka et al. 2010).
7. Zavér

Protein ABCG2 (BCRP,MXR) je bunécny transmembranovy protein, ktery je exprimovan v celé fadé ZivociSnych
tkani. Z molekularné biologického hlediska jde o protein, homodimer o celkové molekulové hmotnosti 140 kDa
spojeny disulfidickymi mustky. Protein ma celkem Sest transmembranovych smycek a Walkerdv motiv A a B
umoznujici vazbu a hydrolyzu ATP za ucelem transportu substratu. UmoZnuje predevsim odstranovat toxické

latky z intracelularniho prostfedi do extracelularniho. Z nejvyznamnéjsich tkani jsme uvedli hemato-testikularni

23



bariéru, hemato-encefalickou bariéru, epitel proximalniho tubulu ledvin, epitel tenkého stfeva a zazivaciho
traktu, bariéru endotel-syncitiotrofoblast placenty a nékteré Zlaznaté tkané. ABCG2 hraje vyznamnou roli
v efluxu protinddorovych |éc¢iv u bunék tvoficich tumory a také fada béiné pouzivanych cytostatik je
substratem tohoto proteinu. V neposledni fadé je exprese ABCG2 markerem pro rozpoznani postranni
populace kmenovych bunék. Ze struéného vyctu téchto vlastnosti je zfejma dlleZitost ABCG2 ve fyziologii
organismu, jeho role vsak v nékterych tkanich zatim z(stdvd neobjasnéna. Stejné tak neni jesté zcela

objasnéna struktura a detailni princip funkce transportéru na molekularné biologické urovni.
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