WYDZIAt BIOLOGII
i OCHRONY SRODOWISKA

Uniwersytet todzki

Maciej Studzian

Specyficznosc¢ substratowa, aktywnos¢
i lokalizacja subkomadrkowa ludzkiego
biatka opornosci wielolekowej ABCG2

Substrate specificity, activity and subcellular
localization of human multidrug resistance protein
ABCG2

Praca doktorska

wykonana w Katedrze Biologii
Nowotwordw i Epigenetyki

pod kierunkiem
dr. hab. tukasza Putaskiego, prof. Ut

P tédz, 2023



Sktadam najserdeczniejsze podziekowania Promotorowi

Dr hab. tukaszowi Putaskiemu, prof. UL, za jego bezcenng pomoc.

Na kazdym etapie pracy stuzyt mi radg i byt nieztomnym towarzyszem w dyskusjach.
Dziekuje mu réwniez za nauke strzelania do rzutkéw.

Chciatbym réwniez podziekowaé wszystkim
Pracownikom Katedry Biologii Nowotwordow i Epigenetyki,
dzieki ktérym praca przebiegata w rodzinnej atmosferze.

Dziekuje takze wszystkim pozostatym
Procownikom Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Ut
ktérzy motywowali mnie i wspierali na kazdym kroku.

Pragne rowniez ztozy¢ najcieplejsze podziekowania mojej ukochanej Rodzinie,
a takze najcudowniejszym Przyjaciotom,

bo bez ich troski, wsparcia i nieustannej motywacji

ta praca nie miataby szans powstac.

“Shooting skeet eight hours a month was excellent training for them.
It trained them to shoot skeet.”
— Joseph Heller, “Catch-22”



Lista skrotow:
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complementation)

BSA — albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

CAS — Stuzba Abstraktéw Chemicznych (ang. Chemical Abstracts Service)

CRAC - sekwencja konsensusu rozpoznawania cholesterolu (ang. cholesterol recognition
amino acid consensus)

cryo-EM — kriomikroskopia elektronowej (ang. cryogenic electron microscopy)

CtxB — podjednostka B toksyny cholery (ang. cholera toxin subunit B)

DPBA — ester 2-aminoetylowy kwasu difenyloborinowego (ang. diphenylborinic acid
2-aminoethyl ester)

ECL — petla zewnagtrzkomdrkowa (ang. extracellular loop)

FBS — ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

FLIM — obrazowanie czasu zycia fluorescenciji (ang. fluorescence lifetime imaging
microscopy)

FRET — Foérsterowski rezonansowy transfer energii (ang. Forster resonanse energy transfer)
FTC — fumitremorgina C

HCS — testy przesiewowe o wysokiej zawartosci danych (ang. high-content screening)
ICL — petla wewnagtrzkomdrkowa (ang. intracellular loop)

LacCer C5 — laktozyloceramid C5

mBCD — metylo-B-cyklodekstryna

NBD - domena wigzgca nukleotyd (ang. nucleotide binding domain)

Tf — transferryna

TfR — receptor transferryny

TMD — domena transbtonowa (ang. transmembrane domain)



TMR — tetrametylorodamina

PMT — tuba fotopowielacza (ang. photomultiplier tube)

PBST - sdl fizjologiczna buforowana fosforanem + Tween 20 (ang. phosphate-buffered
saline + Tween 20)

PI3K — 3-kinaza fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase)
ROI —region zainteresowania (ROI, ang. region of interest)

SAR — zwigzek struktura-aktywnos¢ (ang. structure—activity relationship)
SE — uwrazliwiona emisja (SE, ang. sensitized emission)

SP — populacja boczna (ang. side population)

TGN — sie¢ trans-Golgi (ang. trans-Golgi network)

TM — transmembrane helix

UTR — sekwencja niepodlegajgca translacji



Streszczenie

Ludzkie biatko opornosci wielolekowej ABCG2 nalezy do nadrodziny biatek ABC, bedacej
jedng z najliczniejszych grup biatek btonowych, wystepujgacg u wszystkich organizméw
zywych. U cztowieka biatko ABCG2 funkcjonuje jako transporter wielu substancji o znaczeniu
fizjologicznym — metabolitéw, sktadnikow pozywienia, lekow. Jego aktywnosS¢ ma znaczenie
w farmakokinetyce lekoéw i innych ksenobiotykéw, w farmakologicznych oddziatywaniach
lek-lek, pozywienie-lek i pozywienie-pozywienie, a szczegodlnie w funkcji tkanek barierowych
(nie pozwalajgcych toksynom dostawac sie do szczegdlnie wrazliwych miejsc organizmu).
Dodatkowo biatko ABCG2 jest jednym z trzech transporterow z nadrodziny ABC, dla ktérych
postuluje sie udziat w zjawisku opornosci wielolekowej nowotworow. Podczas gdy dla
prawidtowego funkcjonowania zdrowych tkanek barierowych jego ekspresja jest nieodzowna,
jego patologiczna nadekspresja w komdrkach zmienionych nowotworowo moze byc
odpowiedzialna za zniesienie ich wrazliwosci na chemioterapeutyki, a w konsekwencji za
niepowodzenie leczenia.

Cho¢ literatura przedmiotu bogata jest w informacje dotyczace specyficznosci substratowej
i mechanizmu aktywnosci biatka ABCG2, nadal wiele waznych naturalnych substratéw
pozostaje niezidentyfikowanych, nie potrafimy rowniez formutowaé ogodinych regut predykcji
oddziatywan ABCG2 ze zwigzkami drobnoczgsteczkowymi. Stosunkowo mato wiadomo
réwniez o jego biogenezie, losach wewnatrzkomaorkowych i mechanizmach regulacii lokalizacji
w obrebie komérki. Identyfikacja tych luk w wiedzy, a takze w niezbednym do jej poszerzania
repertuarze metod badawczych, byta impulsem do podjecia badan opisanych w niniejszej
rozprawie doktorskiej. Wysitek badawczy skupit sie na stworzeniu innowacyjnych narzedzi,
niezbednych do badania aktywnosci biatka ABCG2; na opracowaniu i walidacji metod
wykorzystujgcych te narzedzia i nowoczesne techniki pomiarowe (gtéwnie mikroskopowe);
oraz na weryfikacji szczegdtowych hipotez dotyczacych oddziatywania konkretnych
substratéw i inhibitorow z ABCG2. W toku prowadzonych prac udato sie znaczgco poszerzyé
palete dostepnych metod badania biologii biatka ABCG2, znaczgco zwiekszy¢ liczbe znanych
substratow i inhibitorow tego biatka, a takze poczyni¢ interesujgce obserwacje naukowe
zwiekszajgce zasob wiedzy o ABCG2 i ogdlnie o transporterach btonowych.

Wsrod najwazniejszych przedmiotow zainteresowania znalazly sie: okreslenie specyficznosci
substratowej biatka w stosunku do znanych oraz nowych zwigzkéw polifenolowych
o potencjalnej aktywnosci farmakologicznej; zbadanie mechanizmu i kinetyki oddziatywania
ABCG2 z wybranymi substratami i inhibitorami; oraz zbadanie subkomorkowej redystrybucji
biatka ABCG2 w odpowiedzi na zmiany konformacyjne oraz stymulacje farmakologiczne.
W pracy zaawansowano szereg technik spektroskopowych i obrazowania biologicznego,

opartych w duzej mierze o mikroskopie konfokalng, a takze samodzielnie przygotowanych



materiatdbw modelowych (plazmidéw ekspresyjnych, linii komérkowych). Uzyto ich do
opracowania nowych, oryginalnych metod badawczych, bez ktérych eksperymentalne
przetestowanie zatozonych hipotez w odniesieniu do trzech obszaréw zainteresowania,
dotyczacych specyficznosci substratowej, aktywnosci i lokalizacji subkomérkowej ABCG2, nie
bytoby mozliwe.

W wyniku przeprowadzonych prac udato sie przystosowaé metode derywatyzacji
fluorescencyjnej flawonoidéw za pomocg estru 2-aminoetylowego kwasu difenyloborinowego
(DPBA) do badania aktywnosci transportowej biatka ABCG2 w komorkach ssaczych.
Umozliwito to identyfikacje kilkudziesieciu flawonoidéw, zwigzkow naturalnych pochodzenia
roslinnego obecnych w zywnosci, jako nieznanych uprzednio substratow biatka ABCGZ2,
z istotnymi implikacjami dla ich farmakokinetyki w organizmie ludzkim. Flawonoid luteoline
udato sie zidentyfikowaé i opisa¢ jako dobry nowo zidentyfikowany substrat modelowy do
badania aktywnosci i inhibicji transportera ABCG2. Zastosowano obrazowanie czasu zycia
fluorescencji (FLIM) do czasowo-rozdzielczej dekonwolucji obrazu, co wykorzystano przy
pomiarach aktywno$ci biatka ABCG2. Wdrozono réowniez metode bazujgcg na pomiarach
Forsterowskiego rezonansowego transferu energii (FRET) w celu okreslania powinowactwa
substratu do biatka transportowego w zywej komorce. Stosujgc pomiary FRET-FLIM udato sie
réwniez udowodni¢ eksperymentalnie oddziatywanie biatko-biatko miedzy czgsteczkami
ABCG2.

Dzieki zastosowaniu zaawansowanych technik obrazowania, opartych o mikroskopie
konfokalng, udato sie odkry¢ i dokfadnie scharakteryzowaé nowe interesujgce zjawisko:
stymulowang wigzaniem przeciwciata endocytoze ludzkiego biatka opornosci wielolekowej
ABCG2. W wyniku przeprowadzonych badan udato sie wyjasni¢, ze stabilizacji jednej
z mozliwych konformaciji biatka przez przeciwciato nastepuje szybka internalizacja kompleksu
biatko-przeciwciato, zachodzgca na drodze endocytozy o mechanizmie mieszanym,
czesciowo zaleznym od klatryny, czesciowo od cholesterolu. Udato sie rowniez wyjasni¢, ze
internalizowany kompleks trafia do systemu endosomalnego, gdzie ulega czesciowo
kierowaniu do lizosomoéw i trawieniu, a czesciowo zatrzymaniu w kompartymencie

endosomalnym i recyclingowi z powrotem do btony plazmatycznej.



Summary

The human multidrug resistance protein ABCG2 belongs to the ABC protein superfamily, which
is one of the largest groups of membrane proteins found in all living organisms. In humans the
ABCG2 protein functions as a transporter for many substances of physiological importance -
metabolites, dietary compounds, drugs. Its activity is important for the pharmacokinetics of
drugs and other xenobiotics, in pharmacological drug-drug, food-drug and food-food
interactions, and especially in the function of barrier tissues (which prevent toxins from
reaching particularly sensitive areas of the body). In addition, the ABCG2 protein is one of
three transporters from the ABC superfamily, involvement of which is postulated in the
phenomenon of multidrug resistance of cancer. While its expression is essential for the proper
functioning of healthy barrier tissues, its pathological overexpression in neoplastic cells may
be responsible for making them less sensitive to chemotherapeutic agents and consequently
for treatment failure.

Although the literature on the subject is rich in data on substrate specificity and mechanism of
ABCG?2 protein activity, many important natural substrates still remain unidentified, and we are
unable to formulate general rules for predicting the interactions of ABCG2 with small molecule
compounds. Relatively little is also known about its biogenesis, intracellular fate and
mechanisms of regulation of localization within the cell. Identification of these gaps in
knowledge, as well as in the repertoire of research methods necessary to expand it, was the
impulse for undertaking research described in this doctoral dissertation. The research effort
focused on creating innovative tools necessary to study the activity of the ABCG2 protein; on
the development and validation of methods using these tools and modern measurement
techniques (mainly microscopic ones); and on the verification of detailed hypotheses regarding
the interaction of specific substrates and inhibitors with ABCG2. In the course of this work, it
was possible to significantly expand the range of available methods for studying the biology of
the ABCG2 protein, to considerably increase the number of known substrates and inhibitors of
this protein, and to make interesting scientific observations that increased the knowledge base
on ABCG2 and membrane transporters in general.

Among the most important foci of interest were: determination of protein substrate specificity
in relation to known and new polyphenolic compounds with potential pharmacological activity;
researching the mechanism and kinetics of ABCG2 interaction with selected substrates and
inhibitors; and investigation of subcellular redistribution of the ABCG2 protein in response to
conformational changes and pharmacological stimuli.

The described work led to development a number of spectroscopic and biological imaging
techniques, largely based on confocal microscopy, as well as self-prepared model materials

(expression plasmids, cell lines). They were used to develop new, original research methods,



without which it would not be possible to experimentally test the assumed hypotheses in
relation to the three areas of interest: substrate specificity, activity and subcellular localization
of ABCG2.

As a result of conducted work, it was possible to adapt the method of fluorescent derivatization
of flavonoids using diphenylboronic acid 2-aminoethyl ester (DPBA) to study the transport
activity of the ABCG2 protein in mammalian cells. This made possible the identification of
several dozen flavonoids, natural compounds of plant origin present in food, as previously
unknown substrates of the ABCG2 protein, with significant implications for their
pharmacokinetics in the human body. The flavonoid luteolin has been identified and described
as a good newly identified model substrate for studying the activity and inhibition of the ABCG2
transporter. Fluorescence lifetime imaging (FLIM) was used for time-resolved deconvolution
of the image, which was used to measure the activity of the ABCG2 protein. A method based
on Forster resonance energy transfer (FRET) measurements was also implemented to
determine the affinity of the substrate for the transport protein in a living cell. Using FRET-FLIM
measurements, it was also possible to experimentally prove the protein-protein interaction
between ABCG2 molecules.

Thanks to the use of advanced imaging techniques based on confocal microscopy, it was
possible to discover and characterize a new interesting phenomenon: antibody binding-
stimulated endocytosis of the human multidrug resistance protein ABCG2. As a result of
conducted research, it was possible to explain that the stabilization of one of possible
conformations of the protein by the antibody is followed by rapid internalization of the protein-
antibody complex, which occurs by endocytosis with a mixed mechanism, partly dependent on
clathrin, partly on cholesterol. It was also possible to explain that the internalized complex goes
to the endosomal system, where it is partly directed to lysosomes and digested, and partly

retained in the endosomal compartment and recycled back to the plasma membrane.
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1. Wstep

1.1. Biatko ABCG2 jako transporter z nadrodziny ABC

1.1.1. Ogdlina charakterystyka nadrodziny ABC

Biatka z nadrodziny ABC stanowig jedng z najwiekszych i najstarszych ewolucyjnie grup
biatek. Wiekszos¢ z nich petni funkcje transporterow btonowych. Wystepujg w btonach
komérkowych i wewnatrzkomérkowych u  wszystkich istot zywych, od najprostszych
organizméw jednokomérkowych do ziozonych organizméw tkankowych, i umozliwiajg
wybidrczy transport substancji chemicznych przez te btony (Juan-Carlos i in., 2021). U bakterii
i archeondéw od 1% do 4,9% liczby gendw w genomie stanowig geny biatek nalezgcych do tej

grupy (Huang i Ecker, 2023).

Transportery ABC mogg petni¢ zarowno funkcje importeréw (umozliwiajgcych aktywny
transport wybranych substancji chemicznych do wnetrza komorki lub wnetrza organelli), jak
i eksporteréw (transportujgcych w przeciwnym kierunku). W komérkach prokariotycznych
transportery ABC, sktadajgce sie najczesciej z kilku podjednostek, zwiekszajg (importery) lub
zmniejszajg (eksportery) stezenie wewngtrzkomérkowe transportowanej substancii.
U eukariontow biatka te zwykle petnig funkcje eksporterow, jesli znajdujg sie w bionach
plazmatycznych (z nielicznymi wyjatkami), natomiast jesli znajdujg sie w btonach organelli
wewnatrzkomoérkowych (np. peroksysom), importujg substraty do ich wnetrza (Beis, 2015).
Biatka ABC transportujg przez btony bardzo réznorodne substancje chemiczne, wykorzystujgc
zmiany konformacyjne w swojej strukturze nastepujgce w wyniku zwigzania czgsteczki ATP.
Ich substratami sg miedzy innymi: jony metali, aminokwasy i peptydy, cukry, ttuszcze, sterydy
oraz inne réznorodne pod wzgledem budowy chemicznej metabolity komérkowe, jak rowniez
ksenobiotyki (w tym leki) (Lefevre i Boutry, 2018). Mimo ze biatka te transportujg rézne
substraty, petnig wiele funkcji i majg rézne lokalizacje komérkowe, cechg wspdlng, ktéra je
wyréznia, jest obecnos¢ jednorodnej strukturalnie i funkcjonalnie domeny odpowiedzialnej za
wigzanie i hydrolize ATP. Domena ta nazywana jest domeng ABC (ABC, ang. ATP-binding
cassette) lub domeng wigzacg nukleotyd (NBD, ang. nucleotide binding domain) - od nigj
wywodzi sie nazwa catej nadrodziny ABC. Drugg domeng, ktdra wystepuje u wiekszosci biatek
Z tej rodziny, jest domena transbtonowa (TMD, ang. transmembrane domain), na ktérg
u transporteréw ABC sktada sie sze$¢ helis o hydrofobowej powierzchni. Umozliwiajg one
lokalizacje biatka w btonach biologicznych i sg odpowiedzialne za wigzanie oraz translokacje
substratow. Biatka, w ktorych znajduje sie tylko jedna domena NBD i jedna domena TMD, sg
okreslane mianem poéttransporteréw, poniewaz do swojej aktywnosci transportowej biatka ABC
wymagajg obecnosci dwdch domen kazdego rodzaju. Na rycinie 1 pokazano przyktadowe

modele przestrzenne dwdch petnych transporteréw ABC (zawierajacych po dwie domeny
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kazdego z rodzajéw w jednym fancuchu polipeptydowym): prokariotycznego (bakteryjne biatko
MsbA, flipaza odpowiedzialna za transport lipidu A) oraz eukariotycznego (mysie biatko

ABCB1, glikoproteina P transportujgca ksenobiotyki).

Eukariotyczne biatka z nadrodziny ABC zaklasyfikowano do dziewieciu rodzin na podstawie
ich wielkosci, a takze kolejnosci utozenia domen (Verrier i in., 2008). Rodziny te nazwano
kolejnymi literami od A do | (rycina 2). U cztowieka zidentyfikowano 48 gendw biatek ABC
I przypisano je do siedmiu rodzin (od ABCA do ABCG,; (Vasiliou i in., 2009)). Podczas gdy
u prokariontéw biatka zawierajgce wytgcznie NBD (pozbawione TMD) mogg bra¢ udziat
w transporcie przez btony jako podjednostki wiekszych kompleksow, u eukariontow
transportery ABC nalezg wytgcznie do rodzin zawierajgcych TMD w swojej strukturze, czyli
ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCG i ABCH.

btona :
komérkowa :

cytoplazma

Biatko MsbA z E. coli Biatko MsbA z S. typhimurium Mysie biatko ABCB1
w konformacji w konfromaciji zwigzane z substratem
otwartej do wnetrza otwartej na zewnatrz

Rycina 1. Modele przestrzenne przykladowych biatek z nadrodziny ABC. Domeny transbtonowe (TMD)
oraz domeny wigzace nukleotyd (NBD) zaznaczono réznymi kolorami oraz ponumerowano.
Przygotowano w programie PyMOL na podstawie struktur zdeponowanych w bazie PDB o symbolach
identyfikacyjnych kolejno: 3B5W (MsbA, Escherichia coli), 3B60 (MsbA, Salmonella typhimurium) oraz
4M2T (ABCB1, Mus musculus).

Do rodziny ABCA u cztowieka nalezy 12 biatek, z ktorych wiekszos¢ jest zaangazowana
w transport lipidow. Ich cechg charakterystyczng jest obecno$é duzej pierwszej petli
zewnatrzkomorkowej w domenie TMD. Do tej rodziny nalezy najwieksze ludzkie biatko ABC,
ABCA13. Jego sekwencja zawiera ponad pie¢ tysiecy aminokwaséw.

Rodzina ludzkich transporterow ABCB zawiera 11 biatek, z czego 8 jest poéttransporterami,
a 3 petnymi transporterami. Nalezy do niej biatko ABCB1 (glikoproteina P) bedace
najwczesdniej zidentyfikowanym transporterem z grupy biatek powigzanych ze zjawiskiem
opornosci wielolekowej komoérek nowotworowych (Juliano i Ling, 1976).

Do rodziny ABCC u cziowieka nalezy 12 gendw biatek ABC. Niektore z nich charakteryzujg
sie obecnoscig dodatkowej domeny transbtonowej (TMDO), ktéra znajduje sie na N-kohcu

biatka (rycina 2). Wsrdd tej grupy biatek nalezy wspomnie¢ o transporterze ABCC1, ktory



réwniez powigzany jest ze zjawiskiem opornosci wielolekowej. Waznym cztonkiem tej rodziny
transporteréw jest takze biatko CFTR (ang. cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) tworzgce kanat chlorkowy w btonie komorkowej, ktérego dysfunkcja powoduje

chorobe mukowiscydoze.

c c

(_§ domena wiazaca nukleotyd (NBD)
meSane :M% :r&mﬁmﬁ mm domena transbtonowa (TMD)
o j% duza petla zewnatrzkomoérkowa

c

\;M dodatkowa domena transbtonowa (TMDO)

ABCE, ABCF 2 ; 2 S
Z przestrzen zewnatrzkomoérkowa

lub wewnatrzorganellarna

¥4 r4
ABCG
ci g cé Z E Z C  przestrzen cytoplazmatyczna
¥4
ABCH fn v‘
C

ABCI 2 S

Rycina 2. Podziat eukariotycznych biatek ABC na rodziny w zaleznosci od wielko$ci, liczby domen oraz
ich wzajemnej orientacji. Utozenie domen w biatku jest przedstawione w kolejnosci od N-konca (lewa
strona schematu) do C-konica (prawa strona schematu). Bfone komdrkowg zaznaczono jako szary
obszar miedzy dwoma réwnolegtymi odcinkami. Zmodyfikowane na podstawie (Lefévre i Boutry, 2018).

Rodzina ABCD u cziowieka sktada sie z 4 bardzo podobnych strukturalnie biatek bedgcych
poéttransporterami. Sg one zlokalizowane w bfonach peroksysoméw i zaburzenia w ich
funkcjonowaniu mogg prowadzi¢ do choréb metabolicznych (np. zespdt Zellwegera). Jedynym
przedstawicielem rodziny ABCE u cztowieka jest biatko ABCE1, ktére posiada tylko domeny
wigzgce nukleotyd, stgd nie petni ono rdl transportowych. Podobnie jak biatko ABCE1, trzy
ludzkie biatka z rodziny ABCF nie posiadajg domen transbfonowych.

Biatka z rodziny ABCG okreslane sg jako transportery o odwrotnej konfiguracji, poniewaz
inaczej niz w biatkach poprzednich rodzin sekwencja NBD znajduje sie przed sekwencjg TMD,
przy N-koncu polipeptydu. U cztowieka opisano 5 gendw biatek nalezgcych do tej rodziny. Do
tej rodziny transporterow nalezy biatko ABCG2, wazny transporter zaangazowany m.in.
w zjawisko opornos$ci wielolekowej nowotworow. Stanowi ono gtéwny obiekt zainteresowania

niniejszej rozprawy doktorskiej.



1.1.2. Struktura i funkcja domeny wiazacej ATP w biatkach z nadrodziny ABC

Pojedyncza domena wigzgca nukleotyd w biatkach ABC ma dtugosc¢ okoto 250 aminokwasow.
Podobienstwo sekwencyjne w obrebie tej domeny dla réznych biatek ABC siega 30-50%,
nawet jesli porownuje sie biatka prokariotyczne i eukariotyczne (Moore i in., 2023). Tak
znaczne podobienstwo sugeruje, ze domeny wigzgce nukleotyd réznych biatek ABC maja
bardzo zblizong strukture trzeciorzedowa. Takie zatozenie potwierdzajg struktury przestrzenne

wszystkich przeanalizowanych do tej pory domen NBD biatek ABC.

sekwencja Walkera A sekwencja

A. (petla P) podpisu ABC petlaH
...GXXGXGK(S/T)(S/T)... ..LSGGQ... ..H...
<G 4
« N'r 7 'C
w kierunku ‘Y
domeny TMD ..Q... ..OOODDE...
petla Q sekwencja Walkera B
B. subdomena

katalityczna

typu RecA (NBD1
3P ( ) subdomena a- helikalna

'4’/@ C%-V< Y

subdomena
katalityczna
typu RecA

zwiazany (NBD2)

nukleotyd

subdomena a- helikalna
(NBD1)

NBD1

Rycina 3. A. Schemat uftozenia motywow sekwencyjnych w strukturze domeny wigzgcej nukleotyd
(NBD) biatek ABC. B. Wzajemne utozenie subdomen oraz motywéw w funkcjonalnym kompleksie
dwéoch domen NBD (oznaczone tymi samymi kolorami jak w panelu A) i dwdch czgsteczek ATP
(pokazane na szaro) — na przykiadzie struktury przestrzennej kompleksu biatka Sav1866 ze
Staphylococcus aureus z analogiem ATP (AMP-PNP). Zrédto: baza PDB numer identyfikacyjny 20NJ.
Opracowano w progranie PyMOL.

W obrebie pojedynczej domeny NBD mozna rozrézni¢ dwie subdomeny. Wiekszg z nich
stanowi subdomena Kkatalityczna, przypominajgca strukturg domene wigzgcg nukleotyd
bakteryjnego biatka RecA, stgd subdomena ta jest okreslana jako katalityczna typu RecA.

W obrebie tej subdomeny zlokalizowany jest charakterystyczny dla niej motyw Walkera A
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(nazywany rowniez petlag P) o sekwencji konsensusowej GXXXXGK-[TS] (X ozhacza dowolny
aminokwas) oraz motyw Walkera B o sekwencji konsensusowej ®OPODE (P oznacza
dowolny aminokwas hydrofobowy), ktéry zawiera katalityczng reszte kwasu glutaminowego
biorgcg udziat w reakcji hydrolizy ATP. Strukture drugorzedowg drugiej, mniejszej subdomeny
stanowig gtéwnie trzy a-helisy. W obrebie tej struktury znajduje sie sekwencja LSGGQ, bedaca
znakiem rozpoznawczym biatek ABC. Przez to motyw ten jest nazywany w literaturze
podpisem ABC (ang. ABC signature) lub inaczej motywem C (rycina 3A). Kazda z czgsteczek
nukleotydu tworzy po zwigzaniu z domenami NBD strukture ,kanapki”, w ktérej ATP uwiezione
jest miedzy dwoma przeciwlegtymi motywami Walkera A i dwoma sekwencjami podpisu ABC

z dwdch réznych domen (rycina 3B).

Domena NBD zawiera rowniez wazng reszte glutaminy znajdujgcg sie w obrebie petli
okreslanej z tego powodu jako petla Q. Zwykle jest ona utozona blisko grup funkcyjnych
aminokwaséw domeny transbtonowej i przypisuije sie jej kluczowe znaczenie w przekazywaniu
sygnatu o zmianach konformacyjnych miedzy domeng NBD i TMD. Inng wazng czescig
strukturalng domeny NBD jest petla H, ktéra zawiera konserwatywng reszte histydyny
oddziatujgcag z czgsteczkg nukleotydu i stabilizujgcg jego wigzanie (rycina 3A).

/
AREn
o Ne T

® ® ® ®

Rycina 4. Ogdlny schemat cyklu katalitycznego biatek ABC. Substrat oznaczono symbolem S. Etapy
cyklu oznaczono kolejnymi numerami: 1 — wigzanie substratu od strony cytoplazmy lub bezposrednio z
dwuwarstwy lipidowej btony komérkowej, 2 — zwigzanie ATP do domen NBD, 3 — zmiana konformacji
domeny transbtonowej biatka spowodowana zwigzaniem nukleotydu umozliwiajgca przeniesienie
substratu na drugg strone btony, 4 — hydroliza ATP i odtgczenie ADP umozliwiajgca odtworzenie
pierwszej konformacji biatka. Grafika zmodyfikowana na podstawie (Lefevre i Boutry, 2018).

Dla zrozumienia funkcjonowania transporteréw ABC istotnymi byty doswiadczenia, w ktoérych
udowodniono, ze motorem aktywnosci transportowej nie jest proces hydrolizy czgsteczki ATP,
lecz samo jej zwigzanie do domen NBD (Higgins i Linton, 2004; Jones i George, 2023).
Schematyczny przebieg cyklu katalitycznego transportera ABC przedstawiono na rycinie 4.
Zgodnie z tym mechanizmem transportu zwigzanie substratu od strony cytoplazmy lub od

strony dwuwarstwy lipidowej (etap 1) umozliwia zblizenie sie odpowiednich fragmentéw domen
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NBD i zwigzanie ATP (etap 2). Zmiany konformacyjne spowodowane zwigzaniem nukleotydu
w domenach NBD wymuszajg zmiany konformacyjne w domenie transbtonowej, do ktorej
zwigzany jest substrat. Powoduje to, ze substrat ulega translokacji na drugg strone btony
komoérkowej (etap 3). W ostatnim etapie cyklu (etap 4) reakcja hydrolizy czasteczki ATP
umozliwia roztgczenie sie domen NBD transportera i ponowne przyjecie poczgtkowej
konformaciji biatka (okreslanej jako otwarta do wewnatrz), w ktérej moze sie zwigzaé kolejna

czgsteczka substratu.

1.1.3. Historia odkrycia ludzkiego biatka ABCG2

Sekwencja kodujgca ludzkie biatko ABCG2 zostata po raz pierwszy sklonowana w 1998 roku
niemal réwnoczesnie przez trzy grupy badawcze. Badacze z Uniwersytetu Maryland z grupy
profesora D. Rossa pierwsi opisali sekwencje kodujgcg tego biatka. Badali komdrki nowotworu
piersi linii MCF-7/AdVP3000, kiére wykazywaly opornos¢ wielolekowa, lecz nie posiadaty
ekspresji innych znanych wéwczas transporterow odpowiedzialnych za to zjawisko (j. biatek
ABCB1 i ABCC1). Nowo opisane biatko, nadajgce komorkom oporno$¢ na szereg lekéw
stosowanych w chemioterapii nowotworu piersi, zostato przez nich nazwane biatkiem BCRP,
to jest biatkiem opornosci nowotworu piersi (ang. breast cancer resistance protein) (Doyle i in.,
1998). Niedlugo pdzniej, w grupie profesor S. Bates, cDNA dla biatka ABCG2 uzyskano
réwniez z opornej na mitoksantron linii nowotworu jelita grubego S1-M1-80, stad biatku nadano
wtedy nazwe MXR (ang. mitoxantrone resistance) (Miyake i in., 1999). Rownolegle naukowcy
z Narodowego Instytutu Raka z grupy profesora M. Deana opisali identyczne biatko
transportowe, ktéremu ze wzgledu na wysoki poziom ekspresji w tozysku nadali nazwe ABCP
(ang. ATP-binding cassette placenta) (Allikmets i in., 1998). Od tego czasu aktywnosc¢ biatka
ABCG2 wigzano z szeregiem istotnych proceséw fizjologicznych, przez co nadawano mu
jeszcze miedzy innymi takie nazwy jak: BMRP (biatko opornosci wielolekowej mézgu; ang.
brain multidrug resistance protein), ABC15 (15 opisany ludzki transporter z rodziny ABC),
CD338 (338 antygen roznicowania komérkowego), GOUT1 (jako czynnik odpowiedzialny za
niektore formy dny moczanowej) (Arnaud, 2012; Eisenblatteriin., 2003; Woodward i in., 2009).
W literaturze najczesciej uzywane sg dwie nazwy tego biatka: systematyczna ABCG2, ktora
odpowiada nazwie genu, oraz zwyczajowa BCRP, poniewaz takg nazwe nadali biatku

odkrywcy, ktorzy jako pierwsi opisali jego sekwencje.
1.2. Gen biatka ABCG2

1.2.1. Ogédlna charakterystyka ludzkiego genu ABCG2

Ludzkie biatko ABCG2 jest kodowane przez gen ABCG2 o wielkosci ponad 141 tysiecy par

zasad. Gen ABCG2 jest utozony w orientacji antysensowej na chromosomie czwartym



w drugim prazku drugiego regionu dlugiego ramienia tego chromosomu na pierwszym
podprazku (pozycja 4g22.1) (Huang i Ecker, 2023). Gen ABCG2 sktada sie z 16 egzondw oraz
15 intronow. Egzony majg dtugosc¢ od 60 do 532 par zasad. Sekwencje intronéw majg dtugos¢
od 587 do ponad 18000 par zasad. Wszystkie introny posiadajg klasyczne sekwencje miejsca
donorowego (GT na koncu 5’) i miejsca akceptorowego (AG na koncu 3’) skfadania genu.
Miejsce inicjacji translacji znajduje sie w egzonie drugim genu ABCG2, a znaczna wiekszos¢
sekwencji 5' niepodlegajacej translacji (5-UTR, ang. 5-untranslated region) znajduje sie
w pierwszym egzonie i posiada szereg sekwencji regulatorowych (Nakanishi i in., 2006).
Sekwencja stop znajduje sie w egzonie 16 genu. Sekwencja 3’ niepodlegajgca translacji
(3-UTR, ang. 3’-untranslated region) genu zawiera miejsca wigzania dla mikroRNA (To i in.,
2011).

W genomie cztowieka zidentyfikowano trzy fragmenty DNA stanowigce pseudogeny genu
ABCG2. Pierwszy z pseudogendw o diugosci 2220 par zasad jest zlokalizowany na
chromosomie drugim (pozycja 2936.3). Drugi pseudogen ma 583 par zasad i znajduje sie na
chromosomie czternastym (pozycja 14934.3). Trzeci fragment DNA stanowigcy pseudogen
dla ABCG2 ma dlugos¢ 1470 par zasad i znajduje sie na chromosomie 15 (pozycja 15923).
Wiadomo, ze podlega on transkrypcji (Piehler i in., 2008). Dotychczas nie ustalono, czy
powyzsze pseudogeny majg jakiekolwiek znaczenie regulatorowe, czy tez stanowig jedynie

ewolucyjny slad powielenia fragmentéw funkcjonalnego genu ABCG2.
1.2.2. Promotor genu ABCG2

Sekwencja bazalnego promotora genu ABCG2 ma dtugos¢ 312 par zasad liczac od miejsca
inicjacji transkrypcji (pozycja +1 genu) i nie posiada kasety TATA (Kukal i in., 2021).
W sekwencji tej znajduje sie kaseta CCAAT (miejsce wigzania czynnikow C/EBP) oraz po kilka
miejsc wigzania czynnikéw transkrypcyjnych SP1, AP1 i AP2. Znajduje sie tu takze miejsce
wigzania dla receptora weglowodoréw aromatycznych (Tan i in., 2010; To i in., 2011) oraz
wspolny region wigzania sie receptoréw progesteronu (Wang i in., 2008) oraz estrogenow (Ee
i in., 2004). Na przestrzeni okoto 430 par zasad powyzej miejsca inicjacji transkrypcji znajdujg
sie rowniez sekwencje wigzania czynnikéw HIF-1(Krishnamurthy i in., 2004), czynnikow
odpowiedzi antyoksydacyjnej (sekwencja ARE, ang. antioxidant response element, wigzgca
czynnik Nrf2) (Singh i in., 2010), jak rowniez kompleksu NF-kB. Dodatkowe elementy
regulatorowe promotora rozmieszczone sg na dtugosci nawet ponad 100 tysiecy par zasad
w regionie powyzej sekwencji genu (Poonkuzhali i in., 2008). W sekwencji promotora genu
ABCG2 opisano duzo polimorfizméw pojedynczych nukleotyddw, jednakze do tej pory
znanych jest jedynie kilka rzadko wystepujgcych mutacji majgcych wpltyw na poziom ekspresii

transportera (Eclov i in., 2018).
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Dzieki obecnosci w promotorze genu ABCG2 sekwencji wigzania receptora AhR ekspresja
transportera jest indukowana przez wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (np.
benzopireny) oraz polifenole pochodzenia roslinnego (np. flawonoidy takie jak kwercetyna czy
chryzyna), zwigzki, ktore sg transportowane przez biatko ABCG2 (Ebertiin., 2005, 2007). Inng
grupe fizjologicznych substratow tego biatka stanowig porfiryny. Zwiekszenie ekspres;i
transportera w warunkach hipoksji jest waznym elementem homeostazy komérki i ma na celu
ochrone przed nagromadzeniem sie toksycznych ilosci tych kofaktorow w warunkach
niedoboru tlenu (Krishnamurthy i in., 2004). Taki mechanizm wzrostu poziomu ekspres;ji biatka

ABCG2 funkcjonuje réwniez w komoérkach nowotworowych (He i in., 2016).

Zwiekszenie poziomu ekspresji biatka ABCG2 w komoérkach poddanych dziataniu
ksenobiotykow tumaczy sie miedzy innymi odpowiedzig na stres oksydacyjny, ktérego
zrédtem sg te zwigzki. Udowodniono, ze czynnik transkrypcyjny Nrf2, wigzacy sie do sekwencji
ARE promotora, stanowi efektor takiej odpowiedzi na ksenobiotyki w komérkach watroby oraz

w komdrkach nowotworu ptuca (Adachi i in., 2007; Singh i in., 2010).

Obecnoé¢ w sekwencji promotora genu ABCG2 wspdlnego miejsca wigzania dla receptorow
progesteronu oraz estrogenu prowadzi do ztozonej hormonalnej regulacji ekspresji tego biatka,
stanowigcego gtéwny transporter bariery krew-tozysko (Imai i in., 2005; Wang i in., 2008). Po
zwigzaniu receptora estrogendéw na promotorze ABCG2 ujawnia sie miejsce wigzania dla
biatek z rodziny NF-kB, co prowadzi do synergii obu czynnikéw i znacznego zwigkszenia
ekspres;ji biatka ABCG2 w odpowiedzi na dziatanie estrogenow oraz zwigzkéw prozapalnych
(Pradhaniin., 2010).

Wykazano, ze ekspresja genu ABCG2 wzrasta réwniez pod wptywem receptoréw z rodziny
PPAR (ang. peroxisome proliferator-activated receptor). Jak ustalita grupa wegierskich
badaczy, jest za to odpowiedzialna charakterystyczna sekwencja wzmacniajgca o dtugosci
150 par zasad obecna powyzej sekwencji inicjacji transkrypcji, posiadajgca fragmenty
odpowiedzialne za wigzanie kompleksu receptora PPAR-y i receptora RXR (ang. retinoid X
receptor) (Szatmari i in., 2006). Inna grupa badaczy wykazata, ze u myszy ekspresja genu
ABCG2 ulega zwiekszeniu w jelitach i watrobie na drodze regulacji transkrypcyjnej przez
receptor PPAR-a (Hirai i in., 2007).

Inng grupg czynnikow odpowiedzialnych za wzrost ekspresji ABCG2 sg hormony nalezgce do
rodziny czynnikéw wzrostu. Wzrost ilosci mRNA dla ABCG2 zaobserwowano miedzy innymi
w komorkach nowotworow piersi, jajnika oraz komorek raka kolczystokomorkowego gtowy
i szyi w wyniku stymulacji receptoréw nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR i HER2) (Chen
I in., 2006; Nakanishi i in., 2010). Czynniki transkrypcyjne odpowiedzialne za aktywacje

ekspresji genu ABCG2 (wraz z miejscami ich wigzania) na tej drodze nie zostaty do tej pory
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jednoznacznie zidentyfikowane. Jednym z prawdopodobnych mechanizméw jest aktywacja
czynnika HIF-1a za posrednictwem biatka mTOR aktywowanego w szlaku PTEN/PI3K/Akt.
Regulacje ekspresji biatka ABCG2 na tej drodze udowodniono dla szeregu linii komérek
nowotworowych, w tym dla populacji nowotworowych komdérek macierzystych (Bleau i in.,
2009; Hu i in., 2016; Huang i in., 2014).

Wiekszos¢ sekwencji promotora proksymalnego ABCG2 jest bogata w wyspy CpG, ktdrych
demetylacja koreluje z wysokg ekspresjg transportera (Turner i in., 2006). Analiza wzorcow
modyfikacji histonu H3 miedzy innymi w biataczkach (Robey i in., 2006; Turner i in., 2006),
w komdrkach raka nerki (To i in., 2006) oraz w komérkach nowotworu jelita grubego i raka
piersi (Calcagno i in., 2008) wykazata, ze za zwiekszenie poziomu ekspresji biatka ABCG2
mogg by¢é rowniez odpowiedzialne zmiany standw metylacji i acetylacji histonu H3 zwigzanego
Z regionem promotorowym genu ABCG2, wywotane bezposrednio zastosowaniem lekow
Z grupy inhibitoréw deacetylaz histonéw (HDACIi, ang. histone deacetylase inhibitors)
(Hauswald i in., 2009) Ilub posrednio w odpowiedzi na zastosowanie innych
chemioterapeutykéw (np. doksorubicyna) (Calcagno i in., 2008). Wedtug jednej z hipotez,
opisujgcych mechanizm odpowiedzialny za ten efekt, w komaérkach o niskiej ekspresji genu
ABCG?2 histon H3 zwigzany z jego promotorem posiada potrojnie metylowang reszte lizyny 9.
W tym stanie H3 silnie wigze sie z promotorem genu biatka ABCG2 i uniemozliwia jego
transkrypcje. Inkubacja z chemioterapeutykami w komaérkach wrazliwych na ten efekt prowadzi
do acetylacji histonu H3 w pozycji lizyny 9 i lizyny 14, potréjnej metylacji lizyny 4 oraz
fosforylacji seryny 10. Te modyfikacje prowadzg w konsekwencji do zmian w strukturze
chromatyny, przez co umozliwiajg efektywne wigzanie sie polimerazy RNA do promotora genu

ABCG?2 i wzrost ekspresji tego transportera (To i in., 2006).

Wiadomo, ze za zréznicowany w zaleznosci od rodzaju komorek lub tkanki poziom ekspresji
biatka ABCG2 odpowiada réwniez zmienna dtugos¢ regionu 5-UTR zlokalizowanego
w pierwszym egzonie genu ABCG2. Powstawanie transkryptow posiadajgcych zréznicowang
dlugos¢ tego fragmentu spowodowane jest zaréwno wykorzystaniem alternatywnych
sekwencji promotorowych, jak i réznych miejsc donorowych sktadania genu w obrebie
pierwszego egzonu. Wykorzystanie alternatywnych promotorow genu ABCG2 udowodniono
na przyktadzie szeregu komorek prawidtowych oraz nowotworowych, ale konkretne czynniki
regulujgce powstawanie danej izoformy transkryptu nie zostaty do tej pory wyjasnione
(Campbell i in., 2011; Nakanishi i in., 2006; Poonkuzhali i in., 2008).

Wazny element regulatorowy stabilnosci mRNA biatka ABCG2 stanowig mikroRNA. Miejsca
wigzania dla kilku takich czasteczek sg zlokalizowane w czegéci 3’-UTR genu (Pavlikova i in.,

2022). W wielu komoérkach nowotworowych wykazujgcych opornos¢ wielolekowg, za ktorg
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odpowiedzialna jest wysoka ekspresja biatkka ABCG2 (m.in.. MCF-7/FLV1000,
SF295/MX2000, H460/MX20, A549/Beca250), skrocenie 3UTR w mRNA usuwa miejsca
wigzania dla miR-519c, co stabilizuje transkrypt i umozliwia bardziej efektywng synteze tego
biatka (To iin., 2009). Inne znane czgsteczki mikroRNA regulujgce ekspresje ABCG2 to miR-
328 oraz miR-520h. Ten ostatni czynnik bierze udziat w regulacji ekspresji biatka ABCG2
w komdrkach macierzystych hematopoezy (Liao i in., 2008). Wykazano rowniez, ze jest on
odpowiedzialny za zmniejszenie ilosci biatka ABCG2, a przez to zdolnosci do migraciji

i inwazyjnosci komérek nowotworu trzustki (Wang i in., 2010).
1.2.3. Polimorfizmy genu ABCG2 oraz ich wptyw na aktywnos$¢ transportera
1.2.3.1. Polimorfizmy w regionach kodujacych

Wkroétce po odkryciu genu ABCG2 w jego sekwencji zidentyfikowano wiele polimorfizmow
pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism) (lida i in., 2002). W sekwencji
kodujacej genu opisano do tej pory setki réznych polimorfizmdw, z ktérych wiekszos¢ zmienia
sekwencje aminokwasowg biatka (Mézner i in., 2019; Toyoda i in., 2019). Co ciekawe, juz
pierwsze sekwencje cDNA genu sklonowanego z dwoch lekoopornych linii komorkowych
posiadaty punktowe mutacje skutkujgce obecnoscig treoniny lub glicyny w pozycji 482 biatka,
podczas gdy w referencyjnej sekwencji aminokwasowej transportera, kioérg ustalono péznie;j,
znajduje sie arginina (mutacja R482G/T) (Doyle i in., 1998; Miyake i in., 1999). Obecnosc¢ tych
mutacji spowodowata zmiane specyficznosci substratowej biatka ABCG2, co bylo
konsekwencjg presji selekcyjnej lekéw przeciwnowotworowych. Substratami wariantow
R482G oraz R482T sg na przyktad niektore antracykliny oraz barwnik fluorescencyjny
rodamina 123, zwigzki nietransportowane lub bardzo stabo transportowane przez biatko
ABCG2 o sekwencji referencyjnej (Clark i in., 2006; Honjo i in., 2001).

Analiza sekwencji ABCG2 przeprowadzona na 90 prébkach DNA genomowego pochodzgcych
od pacjentow zréznicowanych etnicznie wykazata obecnos¢ siedmiu polimorfizmow
w sekwencjach intronéw, trzech polimorfizméw w rejonach UTR, dwéch polimorfizméw nie
powodujgcych zmian w sekwencji aminokwasowej oraz trzech polimorfizméw zmieniajgcych
sekwencje aminokwasowg biatka (Honjo i in., 2002). Mutacje zmieniajgce sekwencje biatka
byty zlokalizowane odpowiednio w drugim (c.34G>A, V12M, rs2231137), pigtym (c.421C>A,
Q141K, rs2231142) oraz szesnastym (c.1858G>A, D620N, rs34783571) egzonie genu. Wsréd
tych trzech polimorfizméw najdoktadniej opisano do tej pory warianty biatka posiadajgce
mutacje V12M oraz Q141K, poniewaz ich obecno$¢ znaczgco obniza poziom ekspres;ji
transportera w przejsciowo transfekowanych liniach komérkowych (Imai i in., 2002; Mizuarai i
in., 2004; Zamber i in., 2003).
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Mutacja V12M jest spowodowana jednym z najczesciej wystepujgcych polimorfizméw genu
biatka ABCG2 ($rednia czestos¢ allelu to ok. 16%). Polimorfizm ten jest reprezentowany
w bardzo zréznicowany sposéb w zaleznosci od przynaleznosci etnicznej. Z najwiekszg
czestoscig allel ten wystepuje wsrdd rdzennej populacji Meksyku (90%), a takze u ludzi
pochodzacych z wysp Pacyfiku (64%) oraz regionu Azji Potudniowo-Wschodniej (45%) (Heyes
iin., 2018). Doswiadczenia przeprowadzone in vitro przez jedng z grup badawczych wykazaty,
ze mutacja V12M powoduje znaczgco nizszg ekspresje biatka ABCG2 w btonach apikalnych
komorek spolaryzowanych (Mizuarai i in., 2004). Inne badania wykazaty z kolei, ze wptyw tej
mutacji na aktywnosc biatka byt zréznicowany w zaleznosci od zastosowanego modelu
ekspresji (Morisaki i in., 2005). Badania na modelu komoérek HEK 293 stabilnie
eksprymujgcych ten wariant biatka wykazaty, ze ma ono mniejszg aktywno$¢, poniewaz
zawierajgce je komorki wykazujg wiekszg wrazliwos¢é na lek cytostatyczny SN-38 (bedacy
substratem biatka ABCG2) niz komorki posiadajgce dziki wariant biatka ABCG2 (Tamura i in.,
2007). Do tej pory znaczenie kliniczne tego polimorfizmu jest jednak kwestig sporng
(Higashino i in., 2017; Hu i in., 2007).

Mutacja Q141K nalezy do najlepiej zbadanych naturalnie wystepujgcych modyfikacji sekwenc;ji
biatka ABCG2. Ma ona rowniez wysokg $rednig czestos¢ wystepowania, cho¢ u réznych grup
etnicznych ksztattuje sie ona réznie. Najczesciej polimorfizm ten wystepuje u Japohczykow
(Srednia czestos¢ allelu to ok. 46 %) i Chinczykow (ok. 34%). U ludzi pochodzenia
europejskiego czesto$¢ wystepowania tego polimorfizmu waha sie w granicach 9-14%,
a u Afroamerykandéw oraz ludzi pochodzgcych z Afryki Subsaharyjskiej wynosi ona mniej niz
5% (de Jong i in., 2004; Imai i in., 2002). Wyniki wielu niezaleznie przeprowadzonych badan
wykorzystujgcych rézne modele ekspresji wykazujg jednoznacznie, ze mutacja Q141K
powoduje obnizenie ilosci produkowanego biatka ABCG2 (Furukawa i in., 2009; Imai i in.,
2002; Kobayashi i in., 2005; Saranké i in., 2013). Zamiana obojetnej elektrostatycznie reszty
glutaminy na dodatnio natadowang reszte lizyny w pozycji 141 biatka wykazuje podwdjnie
negatywny efekt na aktywno$¢ transportera. Po pierwsze, taka zamiana aminokwasow
zlokalizowanych w domenie wigzgcej nukleotyd (miedzy sekwencjami Walkera A oraz podpisu
ABC) powoduje zmniejszenie aktywnosci ATPazowej biatka ABCG2 (Mizuarai i in., 2004;
Morisaki i in., 2005). Po drugie, oddziatywania elektrostatyczne dodatnio natadowanej reszty
lizyny w mutancie Q141K z dodatnio natadowanymi resztami bliskich przestrzennie
aminokwasow helisy 1a domeny transbtonowej (arginina 383 lub lizyna 382) (Laszl6 i in., 2016;
Polgar i in., 2008; Taylor i in., 2017) prowadzg do zaburzeh w fatdowaniu tego mutanta biatka
ABCG2, co skutkuje jego degradacjg (Furukawa i in., 2009). Obnizona aktywnos$c¢
transportowa mutanta Q141K powoduje, ze odpowiadajgcy mu polimorfizm ma duze

znaczenie kliniczne. Dobrze udokumentowana jest korelacja jego wystepowania ze
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zwiekszonym poziomem kwasu moczowego we krwi i rozwojem dny moczanowej (Cleophas i
in., 2017; Higashino iin., 2017; Woodward i in., 2013). U pacjentéw posiadajgcych polimorfizm
Q141K biatka ABCG2 obserwuje sie rowniez wyzszg aktywnos¢ lekdw
przeciwnowotworowych z grupy pochodnych kamptotecyny (Morisaki i in., 2005; Sparreboom
i in., 2004), z grupy inihibitoréw kinaz tyrozynowych (Fukudo i in., 2013; Li i in., 2007) i innych
chemioterapeutykéw bedacych substratami dla ABCG2 (Gervasini i in., 2017; Sobek i in.,
2017). Zmieniona jest u nich réwniez farmakokinetyka innych waznych lekow
transportowanych przez ABCG2: statyn (leiri i in., 2007; Keskitalo i in., 2009; Oh i in., 2013),
lekéw przeciw HIV (Tsuchiya i in., 2016, 2017), doustnych lekéw przeciwzakrzepowych
(Ueshima i in., 2017) oraz lekdw modyfikujgcych przebieg choréb o podtozu reumatoidalnym
(Kimiin., 2011; Yamasaki i in., 2008).

Wsrdd innych, stabiej scharakteryzowanych polimorfizméw zlokalizowanych w domenie
wigzgcej nukleotyd biatka ABCG2 znajdujg sie takze inne mutacje zmieniajace sekwencje
biatka: M71V (c.211A>G; rs148475733), R147W (c.439C>T, rs372192400), T153M
(c.458C>T; rs753759474), 1206L (c.616A>C, rs12721643), F208S (c.623T>C, rs1061018)
oraz S248P (c.742T>C, rs3116448). Mutacja M71V wystepujgca w populacji europeoidalnej
z umiarkowang czestotliwoscig (szacunkowo ok. 1% populacji stanowig heterozygoty)
powoduje, ze biatko ulega znacznie stabszej ekspresji w btonach plazmatycznych, ale
zachowuje ono w nich zdolnos¢ do transportu substratéw (Zambé i in., 2018). Polimorfizmy
odpowiedzialne za mutacje R147W oraz T153W znajdujg sie niedaleko regionu dobrze
scharakteryzowanej mutacji Q141K i prowadzg rowniez do istotnego zmniejszenia poziomu
ekspres;ji biatka ABCG2, a takze do uposledzenia jego funkcji (Stiburkova iin., 2017). Mutacje
I206L oraz F208S znajdujg sie bardzo blisko katalitycznej reszty kwasu glutaminowego
w motywie Walker B (pozycja E211), w zwigzku z tym nie dziwi, ze zaburzajg one strukture
domeny wigzacej nukleotyd i prowadzg do zwiekszonej degradacji biatka i utraty funkciji
(Skoglund i in., 2014). Co ciekawe, mimo ze mutacja 1206L powoduje zmniejszenie ekspresji
biatka ABCG2 w bftonach komdrkowych, transporter posiadajgcy te modyfikacje wykazuje
wyzszg aktywnos$c¢ transportowg niz dziki wariant biatka (Vethanayagam i in., 2005). Komérki,
w ktorych ekspresji ulega biatko ABCG2 z mutacjg S248P, charakteryzuje uposledzona
zdolno$¢ do transportu porfiryn (Tamura i in., 2006). Mimo iz wykazujg one taki sam poziom
ekspresji transportera jak komorki, w ktorych biatko ma sekwencje referencyjng, sg one
rowniez znacznie mniej oporne na cytotoksyczny efekt lekow takich jak mitoksantron czy SN-
38 (Tamura i in., 2007). Do grupy polimorfizmow zlokalizowanych w regionie domeny wigzacej
nukleotyd nalezy réwniez rzadki polimorfizm wystepujacy u pacjentdéw pochodzenia
koreanskiego. Odpowiadajgca mu mutacja wprowadza kodon stop w miejscu asparaginy 126
(Q126Stop, ¢.376C>T, rs72552713), co prowadzi do braku ekspresji funkcjonalnego
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transportera (Gotanda i in., 2015; Matsuo i in., 2009). Innym rzadkim polimorfizmem
wystepujacym u tej grupy etnicznej pacjentdw jest polimorfizm P269S (c.805C>T,
rs34678167). Wiadomo, ze biatko ABCG2 niosgce tg mutacje ma mniejszg aktywnosc
transportowg (Lee i in., 2007).

Inne naturalnie wystepujgce polimorfizmy biatka ABCG2 powodujg zmiany w sekwenciji
aminokwasowej domeny transbfonowej oraz petli zewnagtrzkomorkowej: F431L (c.1291T>C,
rs750568956), S441N (c.1322G>A, rs758900849), F489L (c.1465T>C, rs192169063), N590Y
(c.1768 A>T, rs34264773) oraz D620N (c.1858 G>A, rs34783571). Dwie pierwsze mutacje
(F431L i S441N) znajdujg sie w obrebie drugiej helisy transbtonowej biatka, ale w rézny sposéb
wplywajg na poziom ekspresji transportera i jego aktywnos¢. Badania in vitro wykazaly, ze
mutant F431L, mimo iz wykazuje normalny poziom ekspresji biatka, ma uposledzone funkcje
transportowe wobec szeregu substratow, miedzy innymi miktoksantronu, SN-38 oraz
zwigzkow z grupy porfiryn (Tamura i in., 2007). Mutacja S441N jest z kolei odpowiedzialna za
znaczng niestabilno$¢ struktury domeny transbtonowej, co prowadzi do degradaciji
proteasomalnej biatka i utraty funkcji (Nakagawa i in., 2008; Sjostedt i in., 2017). Biatko
posiadajgce mutacje F489L ma zblizony poziom ekspresji w btonach plazmatycznych do biatka
o sekwencji referencyjnej, lecz jego aktywnosc¢ transportowa jest znaczaco nizsza (Sjostedt i
in., 2017; Tamura i in., 2006). Wyniki pierwszych doswiadczen in vitro wykonanych dla biatka
ABCG2 posiadajgcego mutacje N590Y lub D620N wykazaty, ze transporter o takich
modyfikacjach sekwencji ma wyzszy poziom ekspresji, ale nizszg aktywnos¢ transportowg
w porownaniu do wariantu dzikiego (Vethanayagam i in., 2005). Obserwacje odnosnie
stymulacji ekspresiji nie zostaty jednak potwierdzone w pracach innych badaczy (Morisaki i in.,
2005; Yoshioka i in., 2007).

1.2.3.2. Polimorfizmy w regionach niekodujacych

Mutacje w regionach niekodujgcych réwniez mogg skutkowac¢ zmianami w poziomie ekspresji
biatka, na przyktad wptywajgc na ilos¢ powstajgcego transkryptu lub modyfikujgc wydajno$é
procesu wycinania intronéw. Do grupy polimorfizméw, ktére powodujg zwiekszenie poziomu
ekspresji transportera, nalezg mutacje nc.12283T>C oraz nc.16702C>T. Ten ostatni
polimorfizm powoduje powstawanie sekwencji rozpoznawanej przez czynnik transkrypcyjny
GATA4 (Rudin i in., 2008). Analiza niekodujgcych sekwencji genu ABCG2 przeprowadzona
na materiale klinicznym wykazata obecnos$¢ 49 polimorfizméw zlokalizowanych w intronach
(Poonkuzhali i in., 2008). Niektére z nich wptywajg na ekspresje biatka ABCG2. Na przyktad
polimorfizm nc.1143C>T powoduje obnizenie ilosci aktywnego transportera oraz wigzace sie
z tym konsekwencje kliniczne dotyczgce odpowiedzi na leczenie erlotynibem lub sorafenibem

(Rudin i in., 2008; Tandia i in., 2017). Inne polimorfizmy zlokalizowane w intronach genu
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ABCG2, ktérych obecnos¢ powodowata lepszg odpowiedz pacjentéw na chemioterapie
metotreksatem, to nc.5566 C>T oraz nc.3531G>C (Bruhn i Cascorbi, 2014). Mutacja
nc.18271G>A miata wplyw na farmakokinetyke flawopirydolu (zwiekszenie skutecznosci
terapii), ale efektu takiego nie zaobserwowano dla innych polimorfizméw w regionach
niekodujgcych: nc.152G>A, nc.10130A>G, nc.14952G>T oraz nc.18271G>A (Nii in., 2010).

1.3. Struktura biatka ABCG2

Sekwencja ludzkiego biatka ABCG2 sktada sie z 655 aminokwaséw, a teoretyczna masa
czgsteczkowa biatka wyliczona dla polipeptydu bez modyfikacji potranslacyjnych wynosi okoto
72 kDa. W sekwencji biatka ABCG2 mozna wyrézni¢ dwie gtbwne domeny odpowiedzialne za
dwie podstawowe aktywnosci: zdolnos¢ do wigzania i hydrolizy czgsteczki ATP (aktywnosé
ATPazowa) oraz zdolno$¢ wigzania i transportu przez btony plazmatyczne duzej grupy
drobnoczgsteczkowych substratow o zréznicowanej budowie chemicznej. Za aktywnos$é
ATPazowa odpowiada domena NBD zlokalizowana blisko N-konca biatka (aminokwasy 37 —
286). Pojedyncza domena transbtonowa TMD, w ktorej znajduje sie miejsce wigzania

substratéw, umieszczona jest w C-koncowej czesci biatka (aminokwasy 389 — 651).

Pierwszy, mato doktadny model struktury przestrzennej biatka ABCG2 skonstruowano
w oparciu o zdjecia z mikroskopu elektronowego (McDevitt i in., 2006). Niska rozdzielczos¢
obrazow uzyskanych wtedy nie umozliwita opisania wiekszosci struktury drugorzedowej biatka.
Nastepne publikacje, w ktérych podjeto probe modelowania budowy tego transportera, ukazaty
sie dopiero w oparciu o strukture krystalograficzng otrzymang dla heterodimerycznej pary
ludzkich biatek ABCG5/ABCGS8 (Lee iin., 2016). Postulujgc znaczng homologie struktury tych
biatek do struktury homodimeru biatka ABCG2, podejmowano kolejne préby modelowania jego
struktury (Ferreira i in., 2017; Khunweeraphong i in., 2017; Laszl6 i in., 2016). Dokfadna
struktura przestrzenna dla wiekszosci fragmentéw biatka (niektére fragmenty polipeptydu
pozostajg nieustrukturyzowane) w kilku réznych konformacjach ze zwigzanymi i nie
zwigzanymi substratami lub inhibitorami zostata dopiero niedawno scharakteryzowana na
podstawie obserwacji prowadzonych za pomocg kriomikroskopii elektronowej (cryo-EM, ang.
cryogenic electron microscopy (Jackson i in., 2018; Manolaridis i in., 2018; Rasouli i in., 2023;
Tayloriin., 2017; Yuiin., 2021)).

1.3.1. Ogdlna charakterystyka drugorzedowej i trzeciorzedowej struktury biatka
ABCG2

Podobnie jak w innych poftransporterach z rodziny ABCG, domena NBD jest w ABCG2
zlokalizowana w N-koncowej czesci biatka, a nastepujgca po niej domena transbtonowa

zawiera sze$¢ helis utozonych w btonie komorkowej (rycina 5). W biatku ABCG2 helisy 1, 5
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oraz 6 majg niecigglg strukture (posiadajg krotkie fragmenty tgcznikowe nie majgce struktury
helisy), co sprawia, ze domena TMD zajmuje w dwuwarstwie lipidowej bton znacznie mniejszg
objetos¢ i jest duzo scislej powigzana z domeng NBD niz odpowiadajgca jej struktura
wystepujaca w innych transporterach, np. w biatku ABCB1 (Kapoor i in., 2018;
Khunweeraphong i in., 2017). Tym, co wyr6znia biatko ABCG2 od innych przebadanych
transporterow z rodziny ABC, jest réwniez obecnos¢ w domenie TMD bardzo krotkich
wewnatrzkomorkowych oraz zewnatrzkomorkowych petli tgczgcych helisy transbtonowe.
Wyjatek stanowi trzecia petla zewnatrzkomorkowa (ECL3, ang. extracellular loop 3) fgczaca
trzeci fragment helisy pigtej (TM5c, ang. transmembrane helix 5c) z pierwszym fragmentem

helisy széstej (TM6a, ang. transmembrane helix 6a).

ABCG2

HaN*

COOr

NBD

Rycina 5. Schemat struktury drugorzedowej biatka ABCG2. Na schemacie zaznaczono reszty cysteiny
biorgce udziat w tworzeniu wewnatrzczgsteczkowych oraz miedzyczgsteczkowych mostkow
disiarczkowych (czarne koto) oraz reszte asparaginy ulegajgcg N-glikozylacji (czarny trojkat). Rycine
przygotowano na podstawie (Ferreiraiin., 2017).

Poniewaz pojedynczy polipeptyd biatka ABCG2 zawiera tylko jedng domene TMD i NBD,
funkcjonalny transporter ABCG2, podobnie jak inne poéttransportery, musi tworzy¢ kompleks
ztozony z przynajmniej dwoch czgsteczek. Juz pierwsze badania biochemiczne wykazaty, ze
transporter ten najprawdopodobniej ulega homodimeryzacji, a nie tworzy kompleks z innym
ludzkim pottransporterem (jak ma to miejsce np. w przypadku pary biatek ABCG5 i ABCG8).
Wykazano, ze koekspresja aktywnego i nieaktywnego ATPazowo ABCG2 prowadzi do
obnizenia aktywnosci transportowej biatka (Kage i in., 2002), a ekspresja heterologiczna
ludzkiego ABCG2 w komdrkach owadzich umozliwia otrzymanie w petni funkcjonalnego biatka
(Ozvegy i in., 2001). Wyniki badan prowadzonych w kolejnych latach udowodnity, ze biatko

ABCG2 moze tworzy¢ w btonach plazmatycznych komoérek kompleksy wyzszego rzedu,
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tzn. tworzy funkcjonalne struktury ztozone z czterech, o$miu, a nawet dwunastu pojedynczych
polipeptydow (Bhatia i in., 2005; McDevitt i in., 2006; Xu i in., 2004). Réwnolegle wyniki innych
eksperymentow wykazaty, ze struktura ztozona z dwdéch podjednostek biatka jest juz w petni
funkcjonalna (Kage i in., 2002; Litman i in., 2002). Wyniki ostatnio prowadzonych badan,
w ktorych wykorzystano techniki pomiarowe wykorzystujgce obserwacje pojedynczych
czgsteczek ftransportera znakowanych fluorescencyjnie, dowodzg, ze w warunkach
fizjologicznych w btonach plazmatycznych komoérek dominuje forma ztozona z czterech
podjednostek biatka ABCG2, a dimer jest obecny jedynie w niewielkiej ilosci (Wong i in., 2016).
Badania biochemiczne wykazaty, ze za oligomeryzacje biatka odpowiadajg helisa TM5, petla
ECL3 oraz helisa TM6 (Mo i in., 2012; Xu i in., 2007). Prace te udowodnity, ze kazdy z tych
elementéw struktury jest wystarczajgcy do wytworzenia miedzyczasteczkowych oddziatywan
miedzy dwoma polipeptydami biatka ABCG2. Wykazano rowniez, ze helisa TM5 jest
nieodzowna dla aktywnosci transportera, a helise TM6 oraz petle ECL3 mozna usung¢ nie

tracgc aktywnosci transportowej biatka.

W sekwencji aminokwasowej petli ECL3 znajduje sie reszta asparaginy 596 (N596), bedaca
miejscem glikozylacji, oraz trzy reszty cysteiny, ktére sg w stanie tworzy¢é mostki disiarczkowe
w dojrzatym biatku. Chociaz w komérkach ludzkich biatko ABCG2 ulega w trakcie dojrzewania
specyficznej N-glikozylacji, modyfikacja ta nie wplywa znaczaco na poziom ekspres;ji biatka,
na jego lokalizacje w btonach plazmatycznych ani na aktywnosc¢ (Diop i Hrycyna, 2005; Haider
iin., 2015).

Wykazano, ze miedzy cysteinami 603 dwoch czgsteczek biatka ABCG2 (rycina 5) moze
wytworzy¢ sie mostek disiarczkowy, ale nie ma on znaczenia dla oligomeryzaciji biatka, ani nie
wplywa na jego aktywnos¢ transportowg (Henriksen i in., 2005; Xu i in., 2007). Co wiecej,
mutacje punktowe cysteiny 603 udowodnity, Zze nie jest ona niezbedna dla wtasciwej ekspresiji
biatka, dla jego prawidtowej lokalizacji wewnatrzkomorkowej oraz zdolnosci do hydrolizy ATP
(Bhatia i in., 2005; Liu i in., 2008). Wedtug niektorych badaczy mostek disiarczkowy tworzacy
sie miedzy tymi cysteinami moze by¢ wrecz artefaktem powstajgcym w trakcie izolacji prébek
biatka (Xu i in., 2004).

Miedzy resztami cystein 592 i 608 biatka ABCG2 tworzy sie mostek disiarczkowy (rycina 5).
Jego znaczenie dla funkcji biatka jest kwestig sporng. Wedtug jednej z poczgtkowych publikacji
dotyczacych tego tematu wigzanie miedzy tymi resztami cysteiny stanowi kluczowy element
strukturalny warunkujgcy aktywnosc¢ transportowg biatka i jego specyficzno$é substratowg
(Henriksen i in., 2005). Wyniki innych doswiadczenh, w ktérych wspomniane cysteiny w biatku
zamieniono na alaniny, dowodzg z kolei, ze takie warianty biatka majg poréwnywalny poziom

ekspresji, lokalizacje w btonach plazmatycznych oraz aktywnos¢ transportowg i ATPazowa
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stymulowang obecnoscig substratow jak biatko ABCG2 o sekwenciji referencyjnej (Bhatia i in.,
2005). Rozbieznosci w wynikach uzyskanych przez te dwie grupy badawcze moze ttumaczy¢
inna praca, w ktoérej potwierdzono, ze wigzanie disiarczkowe tworzace sie miedzy cysteing 592
i cysteing 608 powoduje stabilizacje konformacji syntetyzowanego biatka, a w przypadku
niektérych modeli ekspresji brak tego wigzania moze prowadzi¢ do niewtasciwego fatdowania

biatka i jego degradacji proteasomalnej (Wakabayashi i in., 2007).

Przestrzen kluczowg dla wigzania i translokacji substratow stanowig oddziatujgce ze sobg
symetrycznie druga i pigta helisy transbtonowe (TM2 oraz TM5) w dwdch czgsteczkach biatka
ABCG2 tworzgcego dimer (rycina 6). Niezwykle istotne strukturalnie sg rowniez helisa trzecia
(TM3) oraz fragment helisy 6 zlokalizowany w bionie plazmatycznej (TM6b). Tworzg one
powierzchnie oddzialywania miedzy lipidami btony komérkowej a miejscem wigzania
substratu, utworzonym przez helisy TM2 i TM5. Pierwsza petla wewnatrzkomorkowa (ICL1,
ang. intracellular loop) domeny transbtonowej, fgczgca helise TM2 i TM3, znajduje sie blisko
jednej z helis domeny wigzgcej nukleotyd, co ma kluczowe znaczenie dla przenoszenia sie
zmian konformacyjnych z czesci biatka hydrolizujgcej ATP (domena NBD) na czes¢, w ktorej
transportowany jest substrat (domena TMD). W obrebie helisy bedacej w bliskim kontakcie
z petlg ICL1 znajduje sie reszta glutaminy 141, ktérej naturalnie wystepujgca w populaciji
mutacja na reszte lizyny (polimorfizm Q141K) skutkuje nieprawidtowym fatdowaniem biatka
i jego degradacja.

przestrzen
zewnatrzkomoérkowa

dwuwarstwa
lipidowa

przestrzen
cytoplazmatyczna

sekwencja NPADF domeny NBD

Rycina 6. Model przestrzenny struktury ludzkiego biatka ABCG2. Helisy domeny transbtonowej (TMD)
opisano zgodnie ze schematem pokazany na rycinie 5. Oznaczono lokalizacje pierwszej petli
wewnatrzkomoérkowej (ICL1) domeny transbtonowej, helisy 5b, 5¢c i 6a tworzgce strukture nakretki,
sekwencje NPADF, a takze umiejscowienie czgsteczek fosfolipidéw i cholesterolu. Zmodyfikowano na
podstawie (Kapoor i in., 2018) oraz struktury zdeponowanej w bazie PDB o symbolu identyfikacyjnym
6HI1J.
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Struktura przestrzenna domeny wigzgcej nukleotyd (NBD) biatka ABCG2 ma budowe bardzo
zblizong do analogicznej domeny obecnej w innych biatkach z rodziny ABC.
Charakterystyczng cechg jest to, ze dwie domeny NBD czgsteczek biatka ABCG2 tworzgcych
ze sobg dimer pozostajg w $cistym kontakcie nawet w konformaciji niezwigzanej z nukleotydem
(ATP lub ADP). Za to oddziatywanie odpowiedzialny jest konserwowany wsrod biatek ABCG
motyw NPXDF (sekwencja NPADF w biatku ABCG2), zlokalizowany w C-kohcowej czesci
domeny NBD, ktéra jest réwniez najdalej wysunietg w kierunku cytoplazmy czescig biatka
(rycina 6, (Lee i in., 2016; Taylor i in., 2017)). Miedzy sekwencjg NPADF a pierwszg czescig
pierwszej helisy transbtonowej biatka (helisa 1a) znajduje sie mato ustrukturyzowany region
tgcznikowy o dtugosci okoto 70 aminokwasoéw, tgczacy ze sobg domeny NBD i TMD. W obrebie
jego sekwencji znajduje sie druga sekwencja podobna do sekwencji podpisu ABC (LSGGE,
aminokwasy 352-356), niezbedna dla prawidtowego wigzania i hydrolizy ATP, lecz nie
wplywajgca na specyficznos¢ substratowg biatka (Macalou i in., 2016). Niewielka helisa 1a
nastepujgca w sekwencji biatka po tym regionie tgcznikowym jest utozona réwnolegle do
powierzchni btony komodrkowej na granicy dwuwarstwy lipidowej oraz przestrzeni
cytoplazmatycznej. Na granicy btony komorkowej oraz przestrzeni zewngtrzkomoérkowej
znajdujg sie trzy charakterystyczne dla ABCG2 krotkie helisy (5b, 5c¢, oraz 6a), ktore tgcza
ulokowane wewnatrz btony helisy 5a oraz 6b tworzgc w gornej czesci dimeru biatka strukture

nakretki (rycina 6).
1.3.2. Prawdopodobne miejsca oddzialywania z substratami i inhibitorami

Jak pokazano na rycinie 7A, analiza struktury trzeciorzedowej biatka ABCG2, uzyskanej za
pomocyg cryo-EM, ujawnita w przestrzeniach na granicy dwoch czgsteczek transportera
tworzgcych dimer dwie wyrazne kieszenie (Taylor i in., 2017). Obie kieszenie znajdujg sie
w przestrzeni ograniczonej czterema helisami: TM2 i TM5a z pierwszego polipeptydu ABCG2
oraz TM2’ i TM5a’ z drugiego polipeptydu ABCG2.

W konformaciji biatka otwartej do wnetrza (w nieobecnosci zwigzanego ATP) pierwsza kieszen
jest dostepna od strony cytoplazmy. Zaraz za nig zlokalizowane sg dwie reszty leucyny (L554
i L555), ktére oddzielajg kieszeh pierwszg od kieszeni drugiej (dostepnej od strony przestrzeni
zewnatrzkomorkowej), tworzac strukture okreslang jako korek leucynowy. Kieszenh druga jest
ograniczona od strony przestrzeni zewnatrzkomorkowej za pomocg nakretki (helisy 5b, 5c¢ i 6a
obu polipeptydéw dimeru). Ukierunkowana mutageneza kazdej z leucyn tworzacych korek
daje rozne rezultaty. Reszta leucyny 555 jest istotna dla strukturalnej integralnosci biatka,
poniewaz nie posiadajgce jej biatko nie jest produkowane. Zamiana leucyny 554 na alanine
powoduje z kolei, ze powstajgce biatko wykazuje znacznie zwiekszong podstawowg

aktywno$¢ ATPazowg oraz mniejszy wzrost tej aktywnosci po stymulacji substratem
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w porownaniu do biatka o sekwenciji referencyjnej. Klasyczny substrat biatka ABCG2, siarczan
estronu (E1S), ma mniejsze powinowactwo do biatka zawierajgcego mutacje L554A, ale jego
transport jest dwukrotnie szybszy (Manolaridis i in., 2018). Wyniki te potwierdzajg, ze korek
leucynowy, ktérego waznym elementem jest leucyna 554, stanowi fizyczng bariere
rozdzielajgca kieszen pierwszg i druga, a jego modyfikacje zaburzajg funkcjonowanie procesu
translokacji substratu miedzy nimi. W konformacji otwartej do wnetrza od strony dwuwarstwy
lipidowej otaczajgcej dimer biatka ABCG2 formuje sie réwniez przestrzen dostepu, przez ktorg
hydrofobowe substraty mogg przedostawac sie i wigzaé do miejsca w kieszeni pierwsze;.
Przestrzen ta jest tworzona przez reszty aminokwaséw zlokalizowane w helisach TM3 i TM6
(rycina 7A). Mutageneza wybranych, kluczowych aminokwasow znajdujgcych sie w tych
helisach powoduje zmiane specyficznosci substratowej biatka ABCG2 oraz wptywa na jego
aktywno$¢ transportowg w sposob niezalezny od aktywnoéci ATPazowej. Mutacje obecnej
w helisie TM3 argininy 482 skutkujg (w zaleznosci od aminokwasu, na ktory jest ona
zamieniona) zwiekszeniem aktywno$ci transportera i poszerzeniem specyficznosci
substratowej (np. zamiana na glicyne lub treonine umozliwia transport daunorubicyny) lub tez
zmniejszeniem aktywnosci transportowej biatka (np. zamiana na lizyne) (Ejendal i in., 2006).
Podobnie zamiana na alanine fenyloalaniny 640 w strukturze helisy TM6 lub metioniny 496
w strukturze helisy TM3 skutkuje poszerzeniem przestrzeni dostepu dla substratu od strony
btony plazmatycznej, zmiang specyficznosci substratowej (mutant F640A transportuje rowniez
daunorubicyne) oraz znacznym zwiekszeniem aktywnosci transportera (np. efektywniejszy

transport mitoksantronu) (Cox i in., 2018).

Dzieki analizie gestosci elektronowych kompleksu biatka ABCG2 z jego substratem E;S
zidentyfikowano miejsca wigzania tego substratu do kieszeni pierwszej transportera.
Odpowiedzialne sg za to =zarébwno oddziatywania z resztami aminokwasowymi
zlokalizowanymi w kieszeni pierwszej (N546, F439, N436), jak i z resztami aminokwasowymi
tworzgcymi przestrzen dostepu od strony btony komoérkowej (M549, T435; rycina 7B
(Manolaridis i in., 2018; Yu i in., 2021)).
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Rycina 7. Elementy struktury biatka ABCG2 biorgce udziat w wigzaniu substratu. (A) Fragment modelu
przestrzennego biatka ABCG2 z zaznaczonymi przestrzeniami kieszeni pierwszej i drugiej, resztami
leucyn tworzgcymi strukture korka leucynowego oraz przestrzenig dostepu dla substratéw dostepng od
strony btony komdrkowej. (B) Oddziatywania grup funkcyjnych reszt aminokwasoéw biorgcych udziat w
wigzaniu substratu E1S do biatka ABCG2 pokazane od strony cytoplazmy oraz od strony btony
komoérkowej. Zmodyfikowano na podstawie (Kapoor i in., 2018) i (Manolaridis i in., 2018).

Na podstawie obserwacji prowadzonych za pomocg cryo-EM stwierdzono, ze miejsca
wigzania dwoch roznych inhibitoréw kompetycyjnych biatka ABCG2 (MZ29 - pochodnej
inhibitora Ko143 oraz M136 - pochodnej tarikwidaru) znajdujg sie podobnie jak w przypadku
E1S w przestrzeni kieszeni pierwszej (Jackson i in., 2018). Oddziatywania te réznig sie jednak
stechiometrig oraz geometrig wigzania czgsteczek. W kieszeni pierwszej utworzonej przez
dwie czagsteczki biatka ABCG2 miesci sie tylko jedna czgsteczka substratu E1S i zajmuje ona
niewielkg czes¢ tej kieszeni (rycina 8A). W przypadku inhibitorbw w kieszeni pierwszej
mieszczg sie dwie czgsteczki zwigzku MZ29 lub jedna czgsteczka wiekszego przestrzennie
zwigzku MB136 (rycina 8B). Inhibitory zajmujg praktycznie catg przestrzen kieszeni, gdzie
wytwarzajg silne oddziatywania ze znajdujgcymi sie tam grupami funkcyjnymi reszt

aminokwasowych (Jackson i in., 2018; Manolaridis i in., 2018; Yu i in., 2021).
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Rycina 8. Poréwnanie miejsc wigzania substratu (E1S) oraz inhibitoréw (MZ29 i MB136) do biatka
ABCG2. (A) Ulozenie czasteczki E1S wewnatrz kieszeni pierwszej transportera; natozenie miejsc
wigzania E1S i inhibitorow MZ29 oraz MB136. (B) Utozenie w modelu struktury przestrzennej biatka
ABCG2 czgsteczek inhibitora MZ29 (dwie czasteczki inhibitora zwigzane w kieszeni pierwszej) oraz
czasteczki inhibitora MB136. Zmodyfikowano na podstawie (Jackson i in., 2018) i (Manolaridis i in.,
2018).

1.3.3. Prawdopodobny przebieg cyklu katalitycznego biatka ABCG2

W swoim cyklu katalitycznym biatko ABCG2 zmienia strukture przestrzenng przechodzac
miedzy konformacjg otwartg do wnetrza, w ktérej zwigzaniu ulega substrat, a konformacja
otwartg na zewnatrz, ktéra wytwarza sie pod wptywem zwigzania ATP i jondbw magnezu
(rycina 9, (Manolaridis i in., 2018; Yu i in., 2021)). Po zwigzaniu ATP zmiany konformacyjne
w obrebie domeny NBD biatka powodujg szereg zmian w konformacji domeny TMD, co
skutkuje zamknieciem dostepu do kieszeni pierwszej i translokacje zwigzanego tam uprzednio

substratu do przestrzeni zewngtrzkomorkowe;j.
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Rycina 9. Modele przestrzenne biatka ABCG2 w dwdch konformacjach: konformac;ji otwartej do wnetrza
(po lewej) oraz konformaciji otwartej na zewnatrz (po prawej) wraz ze schematycznym opisem reakc;ji
transportu substratu (E1S). Zmodyfikowano na podstawie (Manolaridis i in., 2018).

Analizujgc modele przestrzenne biatka w dwéch opisanych powyzej konformacjach, a takze
opierajgc sie na wynikach szeregu doswiadczen biochemicznych badajgcych zmiany
aktywnosci transportowej biatka ABCG2 wywotanych odpowiednimi mutacjami punktowymi,
grupa badaczy z Uniwersytetu Nottingham zaproponowata prawdopodobny przebieg cyklu
aktywnosci katalitycznej tego biatka (rycina 10, (Kapoor i in., 2018)).

W pierwszym etapie cyklu substrat oddziatuje z miejscem wigzania dostepnym od strony btony
komodrkowej (przestrzen dostepu z btony). To miejsce odziatywania wyznaczajg grupy
funkcyjne reszt aminokwaséw wchodzgcych w skfad drugiej, trzeciej oraz szdstej helisy
transbtonowej (TM2/3/6, rycina 7A). Takie oddziatywanie substratu z biatkiem (moze sie ono
odbywaé symetrycznie po obu stronach dimeru) wywotuje zmiany konformacyjne w domenach
NBD, co umozliwia zwigzanie ATP. Przytgczenie czgsteczki ATP wymusza zmiany
konformacyjne w domenach NDB i TMD, w wyniku czego substrat przesuwany jest do kieszeni
pierwszej, a zablokowaniu ulega miejsce wigzania dostepne od strony btony komoérkowej (etap
2). Mimo, ze nie sg znane struktury posrednich konformacji biatka uczestniczgcych w tym
procesie, badania biochemiczne wykazaly, ze za przekazywanie impulsu allosterycznego
z domeny NBD do domeny TMD odpowiedzialne sg natadowane grupy funkcyjne reszt
aminokwasow petli ICL1, ktéra petni role molekularnej sprezyny spinajgcej obie domeny
(Khunweeraphong i in., 2017). Podobnie jak w przypadku innych transporteréw ABC,
zwigzanie czgsteczki ATP do biatka stanowi gtéwng site napedowg dla zmian
konformacyjnych, dzieki ktérym nastepuje translokacja substratu (Kim i Chen, 2018; McDevitt
iin., 2008).
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W kolejnym etapie cyklu wraz z hydrolizg czgsteczki ATP wymuszone zostajg skoordynowane
zmiany konformacyjne w obrebie kieszeni pierwszej i drugiej oraz korka leucynowego,
w wyniku czego czgsteczka substratu na zasadzie ruchu perystaltycznego jest przesuwana
Z kieszeni pierwszej do kieszeni drugiej, a ruch w przeciwnym kierunku jest uniemozliwiony
dzieki obecnosci blokujgcych reszt leucynowych korka (dziatajgcych na zasadzie podobnej do
zastawki). Rownolegle zmiany konformacyjne zachodzgce w strukturze nakretki ztozonej
z helis 5b, 5¢ i 6a umozliwiajg wydostanie sie substratu z kieszeni drugiej do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej (etap 3). W ostatnim etapie cyklu oddysocjowanie czgsteczki ADP od
domeny NBD powoduje zresetowanie ukfadu i przyjecie ponownie konformacji otwartej do
wnetrza (etap 4).
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Rycina 10. Schemat przebiegu cyklu aktywnosci katalitycznej biatka ABCG2. Zmodyfikowano na
podstawie (Kapoor i in., 2018).

Powyzszy opis cyklu aktywnos$ci katalitycznej biatka ABCG2 wyjasnia zapewne, jak zwigzki
bedace inhibitorami kompetycyjnymi mogg same nie stanowi¢ substratow do transportu.
Wedtug proponowanego modelu substraty wigzg sie z biatkiem od strony przestrzeni dostepu
z btony komérkowej, wytwarzajgc poczatkowo niezbyt silne oddziatywania. Inhibitory, ktére od

razu wytwarzajg silnie oddziatywania z miejscami wigzania wewnatrz kieszeni pierwszej,
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Z jednej strony stanowig zawade przestrzenng uniemozliwiajgc translokacje substratu,
a z drugiej strony stabilizujg konformacje biatka otwartg do wnetrza powstrzymujac zajscie
zmian konformacyjnych w obrebie domeny NBD, ktére pozwalatyby na przytgczenie czgsteczki

ATP i zamkniecie substratu w przestrzeni kieszeni pierwszej.
1.3.4. Cholesterol jako regulator struktury i aktywnosci biatka ABCG2

Frakcjonowanie bton komoérek eksprymujgcych biatko ABCG2 pozwolito na stwierdzenie, ze
biatko to znajduje sie w btonach plazmatycznych w mikrodomenach nierozpuszczalnych przez
niektére detergenty, bogatych miedzy innymi w cholesterol, okreslanych mianem tratw
lipidowych (ang. lipid rafts). Potwierdzajg to rowniez wyniki barwiern immunocytochemicznych,
w ktérych sygnat pochodzacy od biatka ABCG2 kolokalizuje z sygnatem pochodzacym od
znanego markera tych domen — biatka kaweoliny-1 (Storch iin., 2007). Co wiecej, odpowiednio
wysokie stezenie cholesterolu w bilonach komorkowych jest niezbedne dla aktywnosci
transportowej i ATPazowej tego transportera. Suplementowanie cholesterolem bton
plazmatycznych komoérek owadzich produkujgcych ludzkie biatko ABCG2 jest kluczowe dla
uzyskania jego maksymalnej aktywnoéci (Pal i in., 2007). W komérkach ssaczych obnizenie
ilosci cholesterolu w btonach komérkowych znaczgco zmniejsza aktywnosé transportera. Efekt
ten ustepuje po przywroéceniu wysokiego stezenia cholesterolu w btonach (Storch i in., 2007,
Telbisz i in., 2007). Do$wiadczenia wykonane na ABCG2 rekonstytuowanym w liposomach
wykazaty, ze dla uzyskania maksymalnej aktywnosci ATPazowej frakcja lipidowa powinna

posiada¢ az 30% (mol/mol) zawartosci cholesterolu (Telbisz i in., 2013).

Rycina 11. Umiejscowienie pieciu czgsteczek cholesterolu zwigzanych z pojedynczym polipeptydem
ABCG2 pokazane na modelu przestrzennym homodimeru biatka ABCG2 w konformaciji otwartej do
wnetrza. Przygotowano w programie PyMol na podstawie struktury z bazy PDB o numerze
identyfikacyjnym 6HIJ.
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W sekwencji biatka ABCG2 zidentyfikowano in silico pie¢ sekwencji konsensusu
rozpoznawania cholesterolu (CRAC, ang. cholesterol recognition amino acid consensus)
i przeprowadzono ukierunkowang mutageneze reszt tyrozyny wystepujgacych w tych
sekwencjach (Gal i in., 2015). Co ciekawe, tylko w przypadku jednej mutacji (tyrozyna 413)
zaobserwowano zmiany w aktywnosci ATPazowej transportera, ktore korelowaty ze zmianami

stezenia cholesterolu w bfonach plazmatycznych.

Analiza gestosci elektronowych uzyskanych w pomiarach cryo-EM biatka ABCG2
rekonstytuowanego w nanodyskach lipidowych w obecno$ci cholesterolu ujawnita istnienie
szeregu ustrukturyzowanych miejsc wigzania tego zwigzku (Jackson i in., 2018). Na kazdy
Z monomerycznych polipeptydéw transportera przypada 5 czgsteczek cholesterolu, ale nie sg
one wigzane w miejscach odpowiadajgcych sekwencjom CRAC (rycina 11). Nie odpowiadajg
one réwniez miejscom wigzania cholesterolu obserwowanym w strukturze krystalograficznej
kompleksu biatek ABCGS i ABCGS8 (Lee iin., 2016).

Wszystkie powyzsze wyniki jednoznacznie wskazujg, ze cholesterol jest kluczowym
aktywatorem funkcji biatka ABCG2. Dodatkowo, zgodnie z tym, co wykazaty wyniki obserwac;ji
mikroskopowych, czasteczka cholesterolu moze z niewielkim powinowactwem ulegac
wigzaniu do kieszeni pierwszej biatka (patrz rycina7A) (Taylor i in., 2017). Jak do tej pory nie
ma jednak bezposrednich dowoddéw na to, ze cholesterol jest réwniez transportowany przez
biatko ABCG2. Skonstruowano hipoteze, ze wraz ze wzrostem ilosci cholesterolu biatko
ABCG2 z wiekszym prawdopodobienstwem przyjmuje konformacje otwartg do wnetrza,
w ktdrej transporter jest gotowy do przytgczenia substratu oraz zwigzania i hydrolizy ATP (etap
1 cyklu). Hipoteza ta stara sie rowniez w ten sposob ttumaczyé wzrost bazalnej aktywnosci
ATPazowej obserwowany wraz ze wzrostem stezenia cholesterolu w btonach (Telbisz i in.,
2014). Przeprowadzone niedawno symulacje dynamiki molekularnej oddziatywania ABCG2
z cholesterolem wskazujg, ze cholesterol moze dodatkowo przejsciowo blokowac
oddziatywania lipidow btony plazmatycznej z miejscem wigzania od strony btony komaorkowe;.
W konsekwencji umozliwia to wydajniejsze przechodzenie transportera miedzy kolejnymi

konformacjami cyklu aktywnoéci katalitycznej (Rasouli i in., 2023).
1.4. Ekspresja biatka ABCG2

1.4.1. Lokalizacja subkomérkowa biatka ABCG2

Podobnie jak przypadku innych biatek posiadajgcych domeny transbtonowe, biosynteza,
fatdowanie oraz pierwsze modyfikacje potranslacyjne biatka ABCG2 odbywajg sie w siateczce
srédplazmatycznej szorstkiej. Juz w trakcie biosyntezy powstajgcy na rybosomie polipeptyd

jest umieszczany w btonie komérkowej dzieki udziatowi kompleksu biatkowego Sec61, a takze
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kompleksu biatkowego zwigzanego z ER (EMC, ang. ER membrane protein complex), ktéry
bierze udziat we wtasciwym umieszczeniu w btonie pierwszej domeny transbtonowej, co jest
kluczowe dla catego procesu fatdowania biatek transbtonowych (Chitwood i in., 2018). Jak
opisano w podrozdziale 1.3.1., wiadomo, ze biatko ABCG2 ulega ztozonemu procesowi
glikozylacji na asparaginie 596. Proces ten rozpoczyna sie w ER i jest kontynuowany
w aparacie Golgiego. Wewnatrz kanalikéw ER biatko ABCG2 nabywa rowniez wewnetrzny
mostek disiarczkowy miedzy cysteinami 592 i 608. Te dwie modyfikacje potranslacyjne sg
opisywane jako dwa wazne punkty kontrolne wiasciwej struktury trzeciorzedowej ABCG2
(Wakabayashi i in., 2007). Niewtasciwa glikozylacja nie jest czynnikiem, ktory uniemozliwia
funkcjonowanie biatka, ale wykazano, ze biatko nie posiadajgce tej modyfikacji jest czesciej
ubikwitynowane i kierowane do degradacji w proteasomie (Nakagawa i in., 2009; Sugiyama i
in., 2011).

Po etapie biosyntezy, faldowania i modyfikacji potranslacyjnych biatka ABC sg transportowane
do bton plazmatycznych komorki za pomocg odpowiednio opftaszczonych pecherzykow
endocytarnych zardéwno bezposredno, jak i poprzez sie¢ trans-Golgi, poprzez pecherzyki
endosomoéw recyklujgcych oraz endosomdéw wczesnych (Farinha i Canato, 2017). Mechanizm
transportu miedzy aparatem Golgiego a blonami plazmatycznymi jest rozny dla réznych biatek
ABC, a czesto to samo biatko moze by¢ transportowane w rézny sposob. Na przykiad biatko
ABCC2 trafia do bton plazmatycznych bezposrednio (Zeigerer i in., 2012), podczas gdy biatko
ABCB11 jest magazynowane w endosomach recyklujgcych i dopiero stamtad, w razie
potrzeby, jest mobilizowane do bton plazmatycznych (Homolya i in., 2014; Kipp i in., 2001).
Wiadomo, ze biatko ABCB1 moze trafia¢ do bton plazmatycznych bezposrednio (Kipp i Arias,
2000) lub réwniez posrednio przez szereg pecherzykow endocytarnych posiadajgcych rézne
biatka markerowe (Rab11a, Rab6, Rab5, EE1) (De Rosa i in., 2004; Fu i in., 2007;
Wakabayashi i in., 2005). Zmiana lokalizacji subkomoérkowej dla wielu z biatek ABC jest
waznym sposobem regulacji ich aktywnosci. Na przyktad biatko ABCA1 jest stale
transportowane miedzy btonami plazmatycznymi a pecherzykami endoplazmatycznymi, w
ktorych czesciowo ulega degradacji, a czesSciowo jest transportowane z powrotem na
powierzchnie komorki. Proces ten jest regulowany przez oddziatywanie z ligandem
zewnatrzkomérkowym tego biatka, ApoA-I (Azuma i in., 2009). W przypadku biatka ABCG2,
mechanizmy regulujgce lokalizacje subkomorkowg nie sg jak do tej pory dobrze zbadane.
W transport miedzy btonami komérkowymi zaangazowane sg najprawdopodobniej pecherzyki
endocytarne zawierajgce biatka Rab5a i Rab21 (Yousaf i Ali, 2020). Wariant biatka o sekwencji
referencyjnej lokalizuje sie gtéwnie w btonach plazmatycznych komorki, cho¢ znane sa
warianty biatka, ktore w wiekszosci pozostajg zmagazynowane wewnatrz komorki. Jednym z

takich wariantow jest biatko zawierajgce mutacje M71V. Podobnie jak biatko o mutacji Q141K
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biatko ABCG2(M71V) jest w petni funkcjonalne, ale najpewniej nie jest wtasciwie fatdowane i

akumuluje sie w btonach wewnagtrzkomorkowych (Zambé i in., 2018).

Stres oksydacyjny jest opisywany jako jeden z czynnikow, ktéry moze wptywac na lokalizacje
subkomorkowg biatka ABCG2. Na przyktad poziom ABCG2 w zarodkowych komérkach
macierzystych spada znaczgco po 6h traktowania subletalng dawkg wody utlenionej, ale
komorki odzyskujg poczatkowy poziom ekspresji transportera po 24h (Erdei i in., 2013). Na
innym modelu komoérkowym wykazano rowniez, ze wysokie stezenie kwasu moczowego,
poprzez indukcje stresu oksydacyjnego, powoduje obnizenie poziomu biatka ABCG2
w btonach plazmatycznych, przy zachowaniu statego poziomu ekspresiji transportera w catej
komoérce (Komori i in., 2018). Autorzy wykazali, ze obnizeniu ulega rowniez wtedy poziom
fosforylacji biatka Akt, ktére jest uwazane za jeden z czynnikdw odpowiedzialnych za
utrzymywanie biatka ABCG2 w btonach plazmatycznych, a jego inhibicja najpewniej powoduje
zwiekszong endocytoze biatka (Bleau i in., 2009). Innym biatkiem, ktére moze mie¢ znaczenie
w regulowaniu lokalizacji subkomorkowej biatka ABCG2, jest kinaza Pim-1. Wariant tego
biatka o dtuzszej sekwencji zostat opisano jako czynnik powodujgcy fosforylacje treoniny 362
w biatku ABCG2 (Natarajan i in., 2013; Xie i in., 2008). Wedtug autoréw powyzszych prac
fosforylacja w tym miejscu jest niezbedna do utrzymywania biatka w btonach plazmatycznych.
Wariant biatka posiadajgcy mutacje T362A znajdowat sie gidwnie w btonach
wewnagtrzkomorkowych, a uzycie inhibitora Pim-1 powodowato obnizenie ilosci biatka ABCG2
w btonach plazmatycznych i zwiekszong cytotoksyczno$¢ chemioterapeutykéw

transportowanych przez ABCG2, ale tylko w komérkach wykazujgcych ekspresje tej kinazy.

Niektore ksantyny réwniez obnizajg ekspresje biatka ABCG2 w btonach plazmatycznych.
Kofeina oraz kilka innych zwigzkéw nalezgcych do tej klasy stymulujg internalizacje
i degradacje lizosomalng transportera, uczulajgc tym samym komorki na chemioterapeutyki
transportowane przez ABCG2 (Ding i in., 2012). Poniewaz nie ma dowoddw na to, ze ksantyny
wigzg sie do biatka ABCG2 bezposrednio, autorzy sugeruja, ze zwigzki te wptywajg na
mechanizmy regulujgce wewnatrzkomodrkowsg lokalizacje transportera i stymulujg naturalne
procesy, w wyniku ktérych biatko ulega endocytozie i degradacji w lizosomach. We wszystkich
powyzszych doswiadczeniach nie jest jasne, jaki jest mechanizm, na drodze ktorego biatko
ABCG2 jest transportowane z bton plazmatycznych do  kompartymentow
wewnatrzkomorkowych. Co wiecej w przypadku wielu z czynnikow, ktére zwiekszajg
wewnatrzkomérkowg lokalizacje biatka ABCG2, ciezko jest rozrézni¢, czy powodujg one
internalizacje czgsteczek juz obecnych w bfonie, czy tez blokujg na ktéryms$ z etapéw transport

biatka do bton plazmatycznych.
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1.4.2. Ekspresja biatka ABCG2 w tkankach cztowieka

Niedtugo po opisaniu genu dla ludzkiego biatka ABCG2 kilka grup badawczych niezaleznie
podjeto probe zbadania lokalizacji oraz poziomu ekspresji tego transportera w tkankach
prawidtowych (Doyle i in., 1998; Fetsch i in., 2006; Maliepaard i in., 2001). Stosujgc techniki
hybrydyzacyjne oraz barwienia immunohistochemiczne, wysoki poziom ekspresji ABCG2
stwierdzono miedzy innymi w: komdrkach nabtonkowych dwunastnicy, jelita cienkiego
i grubego, komérkach $rodbtonka naczyn krwionosnych mozgu, komorkach nadnerczy,
hepatocytach, komérkach gruczotu mlekowego, komérkach $Srodmigzszowych jadra,
syncytiotrofoblastach fozyska, komadrkach nabtonka ptaskiego macicy, komérkach kanalikow
proksymalnych nerki, a takze w komodrkach wydzielniczych trzustki. Taka lokalizacja biatka
ABCG2 wskazuje na dwie funkcje fizjologiczne, ktére ono petni: funkcje ochrony waznych
narzadow przed ksenobiotykami oraz szkodliwymi metabolitami, a takze funkcje wydzielniczg

wobec substancji pochodzenia endogennego.

Aktywnos¢ transportowa biatka ABCG2 ogranicza lub uniemozliwia przedostawanie sie jego
substratow z krwiobiegu do tkanek. Ma ono kluczowe znaczenie w funkcjonowaniu czterech
barier: bariery jelitowej, krew-tozysko, krew-jgdro oraz krew-mo6zg. W komérkach tozyska
ABCG2 chroni rozwijajgcy sie ptdd przed dziataniem toksyn, a takze bierze udziat
w detoksyfikacji substancji szkodliwych. Doswiadczenia na myszach wykazaly, ze po
doustnym podaniu mieszaniny topotekanu oraz GF120918 (hamujgcego zarowno biatko
ABCG2, jak i ABCB1) stezenie topotekanu w surowicy ptodéw u myszy bez ekspresji ABCB1
byto dwa razy wyzsze niz w nieobecnosci GF120918 (Jonker i in., 2000). Tymczasem w
surowicy ptodu u myszy pozbawionych ABCG2 stezenie podanej dozylnie nitrofurantoiny,
bedgcej substratem dla ABCG2, byto pieciokrotnie wyzsze niz u osobnikéw o dzikim fenotypie
(Zhang i in., 2007). Szereg prac opisuje podobny efekt obserwowany dla leku
przeciwcukrzycowego, glibenklamidu, ktéry rowniez jest substratem ABCG2 (Gedeon i in.,
2008; Pollex i in., 2008). Doswiadczenia, w ktorych wykonywano perfuzje tozyska szczura
cymetydyng, wykazaty, Zze biatko to ogranicza transport leku z krwiobiegu matki do krwiobiegu
ptodu (Staud i in., 2006). Podobne doswiadczenia wykonane na ludzkim tozysku udowodnity,
ze biatko ABCG2 obniza po stronie ptodu stezenie PhIP (Myllynen i in., 2008). Biatko ABCG2
jest rowniez odpowiedzialne za ochrone powstajgcych plemnikow przed potencjalnie
szkodliwym wptywem ksenobiotykow. Wykazano, ze u samcow myszy pozbawionych biatka
ABCG2 szereg substancji szkodliwych bedacych substratami tego transportera (PhIP,
prazosyna) akumulowat sie w jgdrach w znaczgco wyzszym stezeniu niz u osobnikéw
kontrolnych (Enokizono i in., 2008).

Wiadomo réwniez, ze biatko ABCG2 (obok biatka ABCB1) jest waznym transporterem

umozliwiajgcym funkcjonowanie bariery krew-mézg. W komoérkach srédbtonka naczyh
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witosowatych mézgu ABCG2 jest eksprymowane w btonach komérkowych po stronie swiatta
naczynia krwionosnego i jest odpowiedzialne za transport substratow w kierunku krwiobiegu
(Cooray i in., 2002). Wykazano, ze u myszy pozbawionych ABCB1 ekspresja ABCG2
w naczyniach wtosowatych mézgu jest trzykrotnie wyzsza niz u osobnikéw kontrolnych, co
sugeruje, ze zwiekszona ilos¢ ABCG2 czesciowo kompensuje nieobecnosé¢ biatka ABCB1
w barierze krew-mézg (Cisternino i in., 2004). Wyniki wielu doswiadczen wykazujg, ze
aktywnos¢ ABCG2 jest waznym czynnikiem ograniczajgcym przenikanie ksenobiotykéw do
mobzgu. Zastosowanie inhibitoréw oraz doswiadczenia na myszach bez ekspresji ABCG2 i
ABCB1 dowodzg, ze ekspresja obu transporterow jest odpowiedzialna za ograniczanie
przenikania do mézgu miedzy innymi takich substancji jak imatynib (Bihorel i in., 2007
Breedveld i in., 2005) czy topotekan (de Vries i in., 2007). W md6zgu myszy pozbawionych
ABCG2 zaobserwowano réwniez ponad dziewigciokrotnie wyzszg akumulacje genisteiny niz
u osobnikow o fenotypie dzikim (Enokizono i in., 2007).

Biatko ABCG2 znajduje sie rowniez w znacznej ilosci w komoérkach nabtonkowych przewodu
pokarmowego, gdzie zlokalizowane jest w blonach komérkowych po stronie swiatta przewodu.
Najwiekszg ekspresje transportera zaobserwowano w dwunastnicy, ale jest ono réwniez
obecne w niewiele mniejszych ilosciach w dalszych odcinkach jelita cienkiego i grubego
(Gutmanniin., 2005). W komérkach przewodu pokarmowego ABCG2 ogranicza absorpcje do
krwiobiegu substancji bedgcych substratami dla transportera. Wyniki doswiadczen na
gryzoniach pozbawionych homologu ludzkiego ABCG2 udowodnity, ze biatko to ma kluczowe
znaczenie przy ograniczeniu wchtaniania z przewodu pokarmowego miedzy innymi takich
substancji jak kwercetyna (Sesink i in., 2005), erlotynib (Marchetti i in., 2008), sulfasalazyna
(Zaher i in., 2006), antybiotyki fluorochinolonowe (Merino i in., 2006) oraz kancerogeny PhIP
i aflatoksyna B1 (van Herwaarden i in., 2003, 2006).

Biatko ABCG2 jest rowniez obecne w duzej ilosci w innych organach odpowiedzialnych za
detoksyfikacje. Zlokalizowane jest w btonach apikalnych hepatocytéw oraz nabtonka
kanalikéw Zotciowych, a takze w btonach apikalnych komorek nabtonka kanalikow
proksymalnych nerki (Huls i in., 2008; Maliepaard i in., 2001; Vander Borght i in., 2006).
Doswiadczenia wykonane na myszach pozbawionych tego transportera wykazaty, ze ABCG2
odpowiada za wydalanie do zétci wielu lekoéw i ich metabolitow. Do substancji usuwanych
wten sposdéb nalezg miedzy innymi: nitrofurantoina (Merino i in., 2005a), antybiotyki
fluorochinolonowe (Ando i in., 2007), pitawastatyna (Hirano i in., 2005), a takze siarczan
hymekromonu (Zamek-Gliszczynski i in., 2006), siarczan troglitazonu (Enokizono i in., 2007),
siarczan acetaminofenu i siarczan harmolu (Zamek-Gliszczynski i in., 2006). Analogicznie
udowodniono, ze ABCG2 bierze udziat w wydalaniu do moczu metabolitéw takich lekéw jak
E3040 (Mizuno i in., 2004) oraz edarawon (Mizuno i in., 2007).
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Oprocz funkcji detoksyfikacyjnych i barierowych biatko ABCG2 peini réwniez funkcje
wydzielnicze. Wiadomo, ze biatko ABCG2 obecne w komdrkach gruczotu mlekowego jest
odpowiedzialne za transport ryboflawiny (van Herwaarden i in., 2007). Udowodniono takze, ze
zwiekszona ekspresja tego transportera w okresie laktacji w komodrkach gruczotu mlekowego
u myszy, kréw i ludzi powoduje, ze substancje toksyczne (np. PhIP) oraz ksenobiotyki
(topotekan, cymetydyna) réwniez sg wydzielane do mleka w wiekszej ilosci (Jonker i in., 2005).
Wiadomo rowniez, ze biatko ABCG2 u cziowieka jest eksprymowane w btonach
plazmatycznych erytrocytow. Zewnatrzkomoérkowy fragment tego biatka jest jednym
z antygenow powierzchniowych czerwonych krwinek, a ludzie pozbawieni jego ekspres;ji

posiadajg grupe krwi Junior (a-) (JR(a)-; (Arnaud, 2012)).
1.5. Specyficznosé substratowa biatka ABCG2

1.5.1. Metody pomiaru aktywnosci transportowej biatka ABCG2

Do poszukiwania nowych substratéw oraz modulatoréw aktywnosci biatka ABCG2
stosowanych jest kilka roznych metod in vitro oraz in vivo majgcych na celu ilosciowe badanie
aktywnosci tego transportera. Wsrdd metod in vitro mozna wyrdznié¢ dwa typy technik: pomiary
aktywnosci oparte o wykorzystanie bton lipidowych zawierajgcych biatko ABCG2 oraz pomiary
aktywnosci prowadzone z wykorzystaniem catych komoérek (Toyoda i in., 2019). Aktywnosé
transportowa biatka jest w tych technikach mierzona w sposéb bezposredni (gromadzenie
substratu wewnatrz pecherzykéw lub komorek; roznica stezehn miedzy kompartymentami
w przypadku transportu przez komorki) lub posrednio poprzez ocene stymulacji aktywnosci
ATPazowej (oznaczanie stezenia fosforanu nieorganicznego bedacego produktem reakciji
hydrolizy ATP) badz pomiar Zzywotnosci komodrek poddanych dziataniu substancji

cytotoksycznej transportowanej przez ABCG2 (rycina 12).

W technikach, w ktérych stosuje sie pecherzyki z bton lipidowych (rycina 12, panele A i B),
biatko ABCG2 moze byc¢ izolowane z fragmentami bton plazmatycznych komaérek (Jani i in.,
2009) lub umieszczane w proteoliposomach (Jackson i in., 2018). Jako zrédio bton
plazmatycznych zawierajgcych ABCG2 najczesciej stosowane sg komorki ssacze (Miyataiin.,
2016) lub komérki owadzie, zwykle komérki Sf9 (Saito i in., 2006), cho¢ te ostatnie do petnej
funkcjonalnosci wymagajg suplementacji cholesterolem (Poirier i in., 2014). Bezposredni
pomiar aktywnosci transportowej biatka ABCG2 w pecherzykach zaktada akumulowanie sie
w nich substratéw. Proces ten jest zalezny od obecnosci ATP (kontole negatywng stanowig
niehydrolizowalne analogi ATP lub AMP) i powinien by¢é hamowany przez inhibitory ABCG2.
llo§¢ zakumulowanego substratu jest mierzona na podstawie pomiaréw za pomocg
spektrometrii mas, pomiaréw intensywnosci promieniowania (dla substratéw znakowanych

radionuklidem) lub fluorescencji (dla substratow fluorescencyjnych). Ta technika pomiaru
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aktywnosci transportowej ABCG2 jest czesto stosowana w celu okreslenia podstawowych
parametrow kinetycznych enzymu i poréwnania ich np. dla réznych wariantéw transportera
posiadajgcych mutacje punktowe (Manolaridis i in., 2018). Wér6d substratéw znakowanych
radionuklidem najczesciej stosowane s3g zawierajgcy tryt siarczan estronu ([*H]-EiS,
(Manolaridis i in., 2018; Suzuki i in., 2003)) oraz zawierajgcy wegiel *C kwas moczowy
(Higashino i in., 2017; Stiburkova i in., 2017). Stosunek sygnatu do tta dla tych modelowych
zwigzkow jest wysoki, poniewaz sg one na tyle hydrofilowe, ze nie sg w stanie biernie
dyfundowacé przez btony pecherzykéw. Metoda badania transportu do pecherzykéw nie nadaje
sie jednak do identyfikacji substratow, ktére same wydajnie dyfundujg przez btony

plazmatyczne.

A. Transport do pecherzykow B. Aktywnos$¢ ATPazowa
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Rycina 12. Techniki in vitro wykorzystywane w pomiarach aktywnosci biatka ABCG2 podzielone na
techniki oparte o zastosowanie pecherzykow z bton lipidowych (btony plazmatyczne lub proteoliposomy
- A i B) oraz techniki wykorzystujace cate komorki (C i D). Wykorzystanie pecherzykéw lipidowych
zawierajgcych biatko ABCG2 umozliwia pomiar transportu substratu do wnetrza pecherzyka (zaleznego
od ATP dostepnego z zewnatrz pecherzykéw) (A) lub pomiar aktywnosci ATPazowej transportera
(B). Metody wykorzystujgce cate komoérki eksprymujgce biatko ABCG2 pozwalajg na posredni (np.
wzrost opornosci komérek na cytotoksyczny substrat) lub bezposredni pomiar aktywno$ci transportera
(oznaczanie wewnatrzkomorkowego stezenia substratu) (C), a takze dla komérek spolaryzowanych
tworzacych potaczenia Sciste pozwalajg mierzy¢ transport przez warstwy komoérek (D). Zmodyfikowano
na podstawie (Toyoda i in., 2019).
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Druga z metod badania aktywnosci transportowej biatka ABCG2 z wykorzystaniem
pecherzykow btonowych opiera sie na pomiarze aktywnosci ATPazowej transportera (rycina
12B). Pomiar polega na oznaczaniu stezenia fosforandw, ktére sg produktem reakcji hydrolizy
ATP. Zwykle zwiekszenie aktywnosci ATPazowej posrednio wskazuje na zwiekszenie
aktywnosci transportowej biatka. W przeciwienstwie do metody, w ktorej analizowana jest ilos¢
substratu zgromadzonego w pecherzyku, pomiar aktywnosci ATPazowej pozwala na
posrednie oszacowanie aktywnosci transportowej dla substratéw lipofilowych, ktére sg
w stanie dyfundowaé przez btony komérkowe (Guo i in., 2018). Nalezy mieé¢ jednak
Swiadomosc, ze zwiekszenie aktywnosci ATPazowej biatka nie zawsze musi wskazywac¢ na
zwiekszenie aktywnosci transportowej (Manolaridis i in., 2018).

W pozostatych metodach pomiaru aktywnosci transportowej biatka ABCG2 in vitro stosuje sie
cate komoérki modelowych linii komérkowych (rycina 12, panele C i D). Aktywnos$c biatka
ABCG2 moze by¢ mierzona posrednio przez zmiang opornosci komérek na cytotoksyczny
substrat (Nakamura i in., 2005) lub bezposrednio przez pomiar wewnatrzkomoérkowego
stezenia substratu (Rozanski i in., 2019). W obu przypadkach mozna poréwnaé dwie linie tego
samego typu komorek, kidre rdznig sie jedynie ekspresjg biatka ABCG2, lub okresli¢, w jaki
sposéb na linie komorkowg o wysokiej ekspresji transportera wptywa obecno$é¢ inhibitora
ABCG2. W pomiarach posrednich komorki, ktére posiadajg ABCG2, charakteryzujg sie
zwiekszong opornoscig na dang substancje (rycina 12C). Ta metoda funkcjonalnej oceny
aktywnosci biatka ABCG2 znajduje zastosowanie przy identyfikacji nowych substratéw jedynie
jesli wykazujg one wiasciwosci cytotoksyczne (Bates i in., 2004; Nakagawa i in., 2002; Yuan i
in., 2009). Jest ona jednak bardzo czesto wykorzystywana do poszukiwania nowych
inhibitoréw tego transportera przy zastosowaniu modelowych, cytotoksycznych substratéw
ABCG2 (Allcock i in., 2017; Zhang i in., 2004).

Bezposrednie  pomiary  wewnatrzkomérkowego — stezenia  substancji  potencjalnie
transportowanych przez ABCG2 nie ograniczajg zakresu stosowalnosci tej metody jedynie do
zwigzkow cytotoksycznych. Jesli ilos¢ zwigzku akumulowanego w komorkach posiadajgcych
aktywny ABCG2 jest nizsza niz w komodrkach kontrolnych (bez transportera) oraz rosnie po
inkubaciji z inhibitorem, implikuje to, ze zwigzek ten jest substratem (Aniin., 2011). Czynnikiem
ograniczajgcym stosowanie tej metody jest jednak trudnos¢ w pomiarze wewngtrzkomorkowe;j
ilosci danego zwigzku. Konieczne jest uzycie drogich oraz czasochtonnych technik
chromatograficznych, albo stosowanie substratow fluorescencyjnych lub znakowanych
radionuklidami. Ta metoda nie nadaje sie wiec do wysokoprzepustowego poszukiwania
nowych substratow. Jest jednak czesto stosowana przy poszukiwaniu nowych inhibitorow

biatka ABCG2. Modelowe substraty fluoryzujace stanowig wtedy zwykle: Hoechst 33342 (Tang
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i in., 2020), feoforbid A (Kokubo i in., 2021), BODIPY FL-prazosyna (Horsey i in., 2020) lub
mitoksantron (Yang i in., 2020).

Poniewaz w komodrkach spolaryzowanych biatko ABCG2 jest eksprymowane w btonach
plazmatycznych po apikalnej stronie komérki, transport substratéw przez monowarstwe takich
komoérek odbywa sie szybciej w jednym kierunku. W komorkach pozbawionych tego
transportera szybko$¢ dyfuzji przez komorki powinna by¢ jednakowa w obu kierunkach (rycina
12D). Dwie linie komorkowe najczesciej stosowane w tego typu eksperymentach to linia psich
komorek nabtonkowych nerki MDCK-II oraz linia swinskich komorek nabtonkowych kanalikow
nerki LLC-PK1. Dla obu linii wyprowadzono linie komorkowe stabilnie transfekowane
sekwencjg kodujgcg ludzkiego biatka ABCG2 (Imaiiin., 2003; Weiss i in., 2007). Alternatywnie
w tego typu pomiarach wykorzystywana jest linia ludzkich komérek raka jelita grubego Caco-
2, w ktérej naturalnie eksprymowane jest wiele transporterow, w tym biatko ABCG2 (Kawahara
i in., 2020). Specyficznos¢ transportu danej substancji przez biatko ABCG2 mozna wtedy
potwierdzi¢ stosujgc inhibitory (Beéry i in., 2012) lub zmodyfikowang genetycznie pochodng
linie komérkowg pozbawiong ekspresji ABCG2 (Sampson i in., 2015). W przypadku metod
badania aktywnosci transportowej biatka ABCG2 wykorzystujgcych cate komoérki trzeba
zawsze brac¢ pod uwage ewentualng obecnos¢ w danej linii komorkowej innych endogennych
transporterow oraz to, ze potencjalny substrat do transportu moze byé w komodrkach

metabolizowany.

Inng metodg in vitro, ktéra ma na celu weryfikacje oddziatywania potencjalnych substratéw lub
inhibitoréw z biatkiem ABCG2, jest test oparty na oddziatywaniu tego transportera
z przeciwciatem monoklonalnym 5D3 (Telbisz i in., 2012). Konformacyjny epitop dla tego
przeciwciata znajduje sie w obrebie trzeciej petli zewngtrzkomaorkowej biatka ABCG2 (Taylor i
in., 2017). Wykazano, ze wigzanie przeciwciata 5D3 do biatka ABCG2 jest stymulowane
zwigzaniem substratu lub inhibitora (co indukuje konformacje otwartg do wnetrza),
a blokowane zwigzaniem niehydrolizowalnego analogu ATP (co stabilizuje biatko w innej
konformacji), poniewaz epitop ten wystepuje w biatku jedynie w konformacji otwartej do

wnetrza (Ozvegy-Laczka i in., 2005).

Badania aktywnosci transportowej biatka ABCG2 in vivo przeprowadza sie albo korzystajgc
z modeli zwierzecych (np. myszy nokautowe (Jonker i in., 2002) lub przeszczepy komorek
ludzkich do myszy (Tiwari i in., 2013; Zhang i in., 2018)), albo badajgc farmakokinetyke
zwigzkoéw chemicznych u ludzi (Robey i in., 2018), na przyktad poréwnujgc pacjentéw
posiadajgcych wariant biatka ABCG2 o uposledzonej funkcji (takich jak mutant Q141K)
z pacjentami kontrolnymi. Nowych, istotnych klinicznie inhibitoréw dla ABCG2 mozna

poszukiwac analizujgc losy lekow transportowanych przez to biatko w ustroju cztowieka po
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jednoczesnym podaniu zwigzku o potencjalnej aktywnosci inhibitorowej. W tego typu
badaniach dominujg dwa modelowe leki: sulfosalazyna oraz rosuwastatyna (Lee i in., 2015;
Momper i in., 2016).

1.5.2. Substraty biatka ABCG2
1.5.2.1. Leki przeciwnowotworowe jako substraty biatka ABCG2

Leki przeciwnowotworowe stanowig duzg oraz bardzo zréznicowang pod wzgledem struktury
chemicznej grupe znanych substratéw biatka ABCG2. Transportowane sg miedzy innymi:
antraceny, antracykliny, pochodne kamptotecyny, alkaloidy, indolokarbazole oraz analogi
nukleozydéw. Transportowane sg rowniez inhibitory kinaz tyrozynowych, a takze

antymetabolity kwasu foliowego.

Mitoksantron jest jednym z pierwszych zidentyfikowanych chemioterapeutykéw, na ktoéry
oporno$¢ nadaje biatko ABCG2 (Doyle i in., 1998; Miyake i in., 1999). Badania in vitro
jednoznacznie wykazaty, ze jest on transportowany przez to biatko (Nakanishi i in., 2003;
Ozvegy i in., 2001). Presja selekcyjna mitoksantronem moze powodowaé znaczne
zwiekszenie poziomu ekspresji biatka ABCG2 w komarkach wielu linii nowotworowych, miedzy
innymi w komdrkach raka jelita grubego (S1M180, HT29NOV, KM12/MX), komdrkach raka
piersi (MCF-7/MX8, MCF-7/Mitox, MDA-MB-231RNQOV), komérkach raka zotgdka (EPG85-
257RNOV), komérkach widkniakomiesaka (EPF86-079RNOV), komérkach
niedrobnokomérkowego raka ptuc (H460/MX), komdrkach glejaka (SF295/MX) i komérkach
szpiczaka (8226/MR20) (Hazlehurst i in., 1999; Ross i in., 1999; Stein i in., 2002; Volk i in.,
2002). Badania prowadzone na tej ostatniej linii komorkowej wykazaty, ze substratem ABCG2
jest tez inny lek o strukturze chemicznej zblizonej do mitoksantronu, BBR3390, pochodna

aza-antrapirazolu (Hazlehurst i in., 1999).

Inny lek antracyklinowy, doksorubicyna, jest czynnikiem odpowiedzialnym za zwigkszong
ekspresje biatka ABCG2 w lekoopornej linii komoérek raka piersi - MCF-7/AdrVp. Linia ta,
w przeciwienstwie  do  réwnolegle  wyprowadzonej linii  komérek  MCF-7/MX8
wyselekcjonowanych w obecnosci mitoksantronu, jest w stanie transportowac barwnik
fluorescencyjny rodaming 123 (Doyle i in., 1998). Pdzniejsze badania wykazaty, ze
w przypadku obu linii komérkowych czynnikiem nadajgcym opornos¢ na chemioterapeutyki
jest biatko ABCGZ2, lecz w komdrkach, ktore byty w stanie transportowac rowniez rodamine
123, biatko posiada mutacje argininy w pozycji 482 (Honjo i in., 2001). Kolejne eksperymenty
dowiodty, ze biatko ABCG2 posiadajgce mutacje R482T lub R482G w przeciwienstwie do
biatka o sekwencji referencyjnej jest w stanie transportowaé znacznie wiecej antracyklin,
miedzy innymi daunorubicyne, doksorubicyne, epirubicyne i bizantren (Litman i in., 2000;

Robey i in., 2003), a takze barwniki fluorescencyjne: LysoTracker Green DMD-26 oraz
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tetrametylorozamine (Robey i in., 2001; Shafran i in., 2005). Powyzsze mutacje majg rowniez
wplyw na specyficznos¢ substratowg w stosunku do hydrofilowych antymetabolitow kwasu
foliowego. Wykazano, ze metotreksat, podobnie jak kwas foliowy oraz ich pochodne
poliglutaminianowe, sg wydajnie transportowane przez biatko o sekwencji referencyjnej, lecz
nie przez mutanty R482G lub R482T (Chen i in., 2003; Mitomo i in., 2003; Volk i in., 2002).
Pozniejsze doswiadczenia wykazaty jednak, ze zaréwno biatko o sekwencji referencyjnej, jak
i transporter posiadajgcy mutacje R482G nadajg komdérkom opornos¢ na metotreksat i inne
hydrofilowe metabolity kwasu foliowego, takie jak GW1843 i raltitreksed (Shafran i in., 2005).
Biatko posiadajgce mutacje R482G lub R482T nadawato komérkom istotng opornosc na leki
z grupy lipofilowych antymetabolitow kwasu foliowego takie jak trimetreksat, piritreksim,
metoprin i pirymetamina (z grupy inhibitoréw reduktazy dihydrofolianowej), a takze AG337
(nolatreksed), AG377 oraz AG331 (z grupy inhibitoréw syntazy tymidylanowej) (Bram i in.,
2006). Pomimo tego, ze mutacja argininy w pozycji 482 biatka tak istotnie modyfikuje
specyficznos¢ substratowg transportera, mutacje w tym miejscu sekwencji stwierdzono do tej
pory jedynie w hodowlach komdrkowych linii nowotworowych. Sekwencjonowanie materiatu
genetycznego komérek biataczkowych pochodzenia klinicznego nie ujawnito obecnosci tej
mutacji biatka ABCG2 wsrdéd pacjentdow poddanych chemioterapii (Nakanishi i in., 2003;
Plasschaert i in., 2003; Suvannasankha i in., 2004).

Pochodne kamptotecyny stanowig inng wazng grupe lekow przeciwnowotworowych
transportowanych przez biatko ABCG2. Transporter ten nadaje oporno$¢ na te grupe
zwigzkoéw komaérkom linii nowotworowych raka jajnika (IGROV1/T8, (Maliepaard i in., 1999))
oraz raka piersi (MCF-7/TPT3000, (Yang i in., 2000)) wyselekcjonowanym w obecnosci
topotekanu. Wieksza niz w wyjsciowych liniach ekspresja transportera ABCG2 jest
odpowiedzialna za zwiekszong opornos¢ na 10-hydroksy-7-etylokamptotecyne (SN-38,
aktywny metabolit irinotekanu), na 9-aminokamptotecyne oraz w mniejszym stopniu na
irinotekan i kamptotecyne (Maliepaard i in., 1999; Schellens i in., 2000; Yang i in., 2000).
Badania przeprowadzone na stabilnych transfektantach wykazaty, ze zaréwno komorki
produkujgce dziki wariant ABCG2, jak i biatko posiadajgce mutacje R482T sg w stanie
transportowa¢ 9-aminokamptotecyne, ale nie 9-nitrokamptotecyne (Rajendra i in., 2003).
Bioragc pod uwage, ze ABCG2 jest rowniez w stanie bardzo wydajnie transportowac topotekan
oraz SN-38, autorzy sugerujg ze obecno$¢ polarnej grupy funkcyjnej w pozycji 9 lub 10
kamptotecyny jest kluczowa dla funkgcji transportowej biatka wzgledem substratow z tej grupy
zwigzkéw. Podobnie jak w przypadku topotekanu, wysokg ekspresje biatka ABCG2
wyindukowano za pomocg SN-38 w komorkach linii nowotworowych raka jelita grubego
(Candeil i in., 2004) i raka ptuc (Kawabata i in., 2001). Wiadomo, ze ABCG2 moze

transportowa¢ zaréwno niemodyfikowany SN-38, jak i jego glukuronidowg pochodng
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(Nakatomi i in., 2001), a w probkach klinicznych nowotworéw od pacjentéw leczonych
irinotekanem zaobserwowano wyzszy poziom mRNA dla ABCG2 niz w analogicznych
prébkach od pacjentéw, ktérym nie podawano tego leku (Candeil i in., 2004). Jako bardzo
dobre, dobre lub stabe substraty ABCG2 zidentyfikowano rowniez wiele innych pochodnych
kamptotecyny: belotekan (Li i in., 2008), gimatekan (Marchetti i in., 2007), ST1976, ST1968
(De Cesare i in., 2007), diflomotekan, homokamptotecyne (Bates i in., 2004), NX211
(Maliepaard i in., 2001), DX-8951f (Ishii i in., 2000) oraz BNP-1350 (Van Hattum i in., 2002).

Inng grupe lekow przeciwnowotworowych, z ktorych wiele jest substratami ABCG2, stanowig
pochodne staurosporyny (Nakagawa i in., 2002). Transportowane sg miedzy innymi inhibitory
topoizomerazy |, takie jak J-107088 i NB-506 (Komatani i in., 2001), ale rowniez zwigzki o innej

aktywnosci, np. inhibitor kinaz zaleznych od cyklin UCN-01 (Robey i in., 2004).

Duza grupg substratow biatka ABCG2 sg leki przeciwnowotworowe bedace inhibitorami kinaz
tyrozynowych. Wedtug najwczesniejszych danych dotyczacych transportu tej grupy zwigzkéw
przez ABCG2 trzy zwigzki: imatynib, gefitynib oraz EKI-785 z duzym powinowactwem wigzg
sie do transportera i stymulujg jego aktywnosé¢ ATPazowg (Ozvegy-Laczka i in., 2004).
Niedlugo pozniej badania prowadzone na imatynibie dowodzity z jednej strony ze jest on
substratem dla ABCG2 (Burger i in., 2004), a z drugiej, ze stanowi jedynie inhibitor aktywnosci
transportowej tego biatka w stosunku do innych substratéw (Houghton i in., 2004; Jordanides
iin., 2006). W doswiadczeniach in vivo udowodniono ze imatynib jest substratem dla homologu
biatka ABCG2 u myszy (Breedveld i in., 2005). Eksperyment na komorkach linii Caco2
wykazat, ze diugotrwata ekspozycja komérek na ten lek powoduje znaczgcy wzrost ekspresiji
biatka ABCG2 oraz spadek wewnatrzkomérkowego stezenia imatynibu o 50% (Burger i in.,
2005). W komorkach linii K562, ktérych wzrost jest zalezny od kinazy BCR-AbI, zwiekszenie
ekspresji ABCG2 powoduje, ze komorki stajg sie kilkukrotnie bardziej oporne na imatynib
(Dohse i in., 2010; Nakanishi i in., 2006). Podobne wyniki zaobserwowano inhibitoréw kinaz
tyrozynowych drugiej generacji, na przyktad nilotynibu. Ten zwigzek jest zaréwno silnym
inhibitorem biatka ABCG2 (Brendel i in., 2007; Tiwari i in., 2009), jak i substratem o wysokim
powinowactwie dla ABCG2 i ABCB1 (Hegedusiin., 2009). Badania in vitro (Hiwase i in., 2008)
oraz in vivo (Chen i in., 2009) jednoznacznie wykazujg, ze substratem dla ABCG2 jest tez

desatynib.

Sposrdd inhibitorow EGFR pierwszym zwigzkiem, ktéry zidentyfikowano jako substrat dla
ABCG2, jest CI1033 (inaczej kanertynib) (Erlichman i in., 2001; Xiao i in., 2006). Innym
zwigzkiem nalezgcym do tej grupy lekow jest gefitynib. Poczatkowo wykazano, ze moduluje
on aktywnos¢ ATPazowag biatka ABCG2 (Ozvegy-Laczka i in., 2004) oraz znosi zalezng od
ABCG2 opornos¢ na SN-38 oraz topotekan (Nakamura i in., 2005; Stewart i in., 2004; Yanase
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i in., 2004). W szeregu innych doswiadczen udowodniono, ze gefitynib jest bezposrednio
transportowany przez ABCG2 (Elkind i in., 2005; Liiin., 2007) oraz ze indukuje ekspresje tego
transportera w komoérkach jelita grubego (Azzariti i in., 2006). Strukturalnie podobny do
gefitynibu zwigzek erlotynib jest bardzo silnym kompetycyjnym inhibitorem biatka ABCG2
(Noguchi i in., 2009) i jest réwniez transportowany (Li i in., 2007). W doswiadczeniach in vivo
stanowi substrat ABCG2 i ABCB1 (Marchetti i in., 2008), podobnie jak lapatynib, ktory jest
znacznie lepszym substratem (Polli i in., 2009) oraz inhibitorem ABCG2 niz ABCB1 (Dai i in.,
2008).

Wiele innych inhibitorow kinaz tyrozynowych stanowi réwniez substraty biatka ABCG2, co
zademonstrowano zaréwno w doswiadczeniach in vitro, jak i in vivo. Mozna tu wymieni¢
miedzy innymi: sunitynib (Poller i in., 2011; Tang i in., 2012), sorafenib (Asakawa i in., 2011;
Lagas i in., 2010), tandutynib (Yang i in., 2010) oraz aksytynib (Canu i in., 2011; Poller i in.,
2011).

Inne leki o dziataniu przeciwnowotworowym, ktére sg substratami biatka ABCG2, to miedzy
innymi: etopozyd (Yuan i in., 2009), flawopirydol (Nakanishi i in., 2003, 2003), oksaliplatyna
(Ceckovaiiin., 2008) i bikalutamid (Colabufo i in., 2008). Substratami ABCG2 jest takze wiele
analogéw nukleozydéw, miedzy innymi 5-fluorouracyl (Yuan i in., 2009), kladrybina,

klofarabina, fludarabina, gemcytabina oraz 6-merkaptopuryna (de Wolf i in., 2008).
1.5.2.2. Inne leki jako substraty biatka ABCG2

Lista ksenobiotykdéw, ktore stanowig znane substraty dla biatka ABCG2, stale rosnie.
Zidentyfikowano juz przeszio 200 réznych transportowanych lekéw (Horsey i in., 2016).
Oprocz lekéw przeciwnowotworowych transportowane sg réwniez niektére: leki
przeciwirusowe, antybiotyki, leki przeciwpasozytnicze, statyny, blokery kanatéw jonowych,

niesteroidowe leki przeciwzapalne oraz leki przeciwzakrzepowe.

Wsréd lekow  przeciwwirusowych, ktore sg substratami dla ABCG2, mozna wymienic
azydotymidyne, abakawir i lamiwudyne, inhibitory odwrotnej transkryptazy stosowane
w leczeniu HIV i HBV (Pan i in., 2007; Wang i in., 2003, 2004), dolutegrawir i raltegrawir,
inhibitory integrazy réwniez wykorzystywane w terapii zakazen HIV (Tsuchiya i in., 2016,
2017), a takze gancyklowir, lek wirostatyczny zaburzajgcy replikacje DNA wiruséw (Hu i Liu,
2010). Biatko ABCG2 transportuje réwniez wiele waznych antybiotykéw. Substratami sg
miedzy innymi zwigzki fluorochinolinowe, takie jak cyprofloksacyna, ofloksacyna, czy
norfloksacyna (Ando i in., 2007); antybiotyk makrolidowy erytromycyna (Janvilisri i in., 2005),
a takze nitrofurantoina - antybiotyk nitrofuranowy stosowany w leczeniu zakazen drog
moczowych (Merino i in., 2005a). Substratami dla ABCG2 sg réwniez takie leki

przeciwpasozytnicze jak iwermektyna (Jani i in., 2011), moksidektyna (Perez i in., 2009),
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a takze przeciwpasozytnicze leki benzimidazolowe: oksfendazol oraz sulfotlenek albendazolu
(Merino i in., 2005b).

Biatko ABCG2 petni kluczowg role w farmakokinetyce wielu statyn, inhibitoréw reduktazy 3-
hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A (HMG-CoA). U oséb posiadajgcych mutacje Q141K
w sekwenciji tego biatka, powodujgca upos$ledzenie jego aktywnosci, zaobserwowano wyzsze
niz u pacjentéw kontrolnych (bez tej mutacji) stezenie leku we krwi po podaniu fluwastatyny
oraz simwastatyny, ale nie prawastatyny (Ho i in., 2007; Keskitalo i in., 2009). Innymi
substratami biatka ABCG2 z tej grupy sg rowniez zwigzki takie jak pitawastatyna (Hirano i in.,
2005), ceriwastatyna (Matsushima i in., 2005), rosuwastatyna (Huang i in., 2006) oraz
atorwastatyna (Birmingham i in., 2015).

Substratami biatka ABCG2 jest réwniez wiele lekdw obnizajgcych cisnienie. Do tej grupy
nalezg tak réznorodne strukturalnie zwigzki, jak: pochodne dihydropirydyny (blokery kanatow
wapniowych), np. azydopina, nikardypina i nifedypina (Shukla i in., 2006); prazosyna, zwigzek
bedacy antagonistg receptora al-adrenergicznego (Litman i in., 2000); czy olmesartan,

antagonista receptora angiotensyny Il (Yamada i in., 2007).

Sposréd niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych substratami dla ABCG2 sg diklofenak
(Lagas i in., 2009) oraz sulfasalazyna, stosowana miedzy innymi w pierwszym stadium

leczenia reumatycznego zapaleniu stawéw (Urquhart i in., 2008).

Doustne leki przeciwzakrzepowe to kolejna grupa zwigzkéw bedacych substratami biatka
ABCG2. Transporter ten ma kluczowe znaczenie dla farmakokinetyki takich lekéw z tej
rodziny, jak apiksaban (Ueshima i in., 2017), czy dabigatran (Hodin i in., 2018). Do grupy
zwigzkow o podobnym dziataniu nalezg réwniez dwa inne znane substraty ABCG2:
dipirydamol oraz ME3277 (Zhang i in., 2005).

Biatko ABCG2 odgrywa kluczowg role w farmakokinetyce takze innych lekéw. Mozna tu
wymieni¢ na przyktad: glibenklamid — lek przeciwcukrzycowy (Gedeon i in., 2008; Pollex i in.,
2010), klozapine — lek przeciwpsychotyczny (Akamine i in., 2017), befloksaton - inhibitor
monoaminooksydazy (Tournier i in., 2011), cymetydyne — lek hamujgcy wydzielanie kwasu
solnego w zotadku (Pavek iin., 2005) oraz riluzol — srodek stosowany w leczeniu stwardnienia

zanikowego bocznego (Milane i in., 2009).
1.5.2.3. Pozostale substraty biatka ABCG2

Biatko ABCG2 zostato poczatkowo zidentyfikowane jako czynnik odpowiedzialny za opornos¢
wielolekowg komoérek nowotworowych, ale pézniejsze badania wykazaty, ze jest ono réwniez
eksprymowane na wysokim poziomie w wielu komoérkach prawidtowych zlokalizowanych

w tkankach barierowych (Robey i in., 2009). Okazato sie, ze ABCG2 chroni tkanki znajdujgce
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sie za tymi barierami przed negatywnym efektem substancji znajdujacych sie w pozywieniu.
Eksperymenty wykonane na myszach, ktére nie posiadajg biatka ABCG2, wykazaty, ze
gryzonie te gromadzg w tkankach feoforbid A, fototoksyczny metabolit chlorofilu
przyjmowanego z pozywieniem, bedgcy jednym z naturalnych substratéw ABCG2 (Jonker i
in., 2002). Oprécz tego w erytrocytach myszy pozbawionych homologu ludzkiego ABCG2
akumuluje sie protoporfiryna IX oraz inne prekursory hemu (Krishnamurthy i in., 2004). Ludzkie
biatko ABCG2 takze transportuje miedzy innymi takie porfiryny jak: chloryna e6, werteporfina,
filoerytryna czy hematoporfiryna (Liu i in., 2007; Robey i in., 2004, 2005, 2006; Tamura i in.,
2006).

Osobna grupe substratéw biatka ABCG2 stanowig barwniki fluorescencyjne. Substancije te sg
stosowane jako modelowe substraty tego transportera w metodach badania jego aktywnosci.
Jednym z takich barwnikéw jest Hoechst 33342. Inkubacja komorek z tym barwnikiem i analiza
barwienia za pomocg cytometrii przeptywowej umozliwia wyodrebnienie z komodrek szpiku
kostnego populaciji okreslanej jako populacja boczna (SP, ang. side population). Populacja ta
zawiera komorki macierzyste hematopoezy (Goodell i in., 1996), utrzymujgce bardzo niskie
wewnatrzkomorkowe stezenie tego barwnika dzieki wysokiej ekspresji i aktywnosci
transportowej biatka ABCG2 (Islam i in., 2020). W szpiku kosthym myszy nokautowych
pozbawionych biatka ABCG2 nie mozna wyrézni¢ komorek SP (Zhou i in., 2001). Wykazano,
ze biatko ABCG2 jest takze markerem komodrek SP wsréd komérek prawidtowych watroby
(Nakauchi, 2004), ptuc (Summer i in., 2003), serca (Martin i in., 2004), gruczotéw mlekowych
(Alvi i in., 2003), miesni szkieletowych (Meeson i in., 2004), neuronéw (Mouthon i in., 2006),
zrebu rogoéwki (Du i in., 2005), a takze wsréd réznorodnych komérek nowotworowych (Islam i
in., 2020; Mallini i in., 2023; Shen i in., 2022). Wsrod fluorescencyjnych substratow, kitdre sg
transportowane przez ABCG2, nalezy wymieni¢ réwniez koniugaty barwnika BODIPY FL

z prazosyng (Henrich i in., 2009) oraz nilotynibem (Shukla i in., 2011).

Inng grupe substancji transportowanych przez ABCG2 stanowig aminy heterocykliczne
bedgce mutagenami i kancerogenami tworzgcymi sie w miesie poddanym obrobce termiczne;.
Takie substancje z tej grupy jak PhIP (2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazo[4,5-b]pirydyna), 1Q
(2-amino-3-metyloimidazo[4,5-f|chinolina) [ Trp-P-1 (3-amino-1,4-dimetylo-5H-
pirydo[4,3-blindol) byty obecne w znacznie wyzszym stezeniu w surowicy myszy
pozbawionych ABCG2 niz w surowicy myszy o fenotypie dzikim (van Herwaarden i in., 2003,
2006). Efekt ten obserwowano zarowno u zwierzat, ktére zwigzki te przyjmowaty z pokarmem,
jak i u osobnikéw, ktérym aminy heterocykliczne podawano dozylnie. Doswiadczenia na
myszach pozbawionych ABCG2 wykazaty rowniez, ze transporter ten jest odpowiedzialny za
eksport ryboflawiny (witaminy B2) do mleka matki. Ryboflawina byta takze stabiej wchianiana

z przewodu pokarmowego dorostych osobnikéw o dzikim fenotypie (van Herwaarden i in.,
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2007). Obserwacje te zostaty potwierdzone réwniez w przypadku homologu biatka ABCG2
u krow, dla ktérego mutacja Y581S powodujgca wzrost aktywnosci transportowej ABCG2 jest
odpowiedzialna za zwiekszony eksport ryboflawiny do mleka w poréwnaniu do dzikiego
wariantu biatka (Otero i in., 2016). Innym waznym naturalnym substratem ludzkiego ABCG2
jest kwas moczowy. Biatko ABCG2 zlokalizowane w komoérkach kanalikow proksymalnych
nefronéw odpowiada za wydalanie tego metabolitu. Polimorfizmy uposledzajgce funkcje
ABCG2 (np. naturalnie wystepujgcy wariant biatka z mutacja Q141K) prowadzg do
zwiekszonego ryzyka rozwoju dny moczanowej (Dehghan i in., 2008; Woodward i in., 2009).
Udowodniono rowniez, ze biatko ABCG2 jest transporterem biorgcym udziat w wydalaniu
indykanu (siarczanu 3-indoksylu), naturalnego metabolitu zwigzkow indolowych, ktoérego
nagromadzenie obserwuje sie u pacjentéw z zespotem przewlektej choroby nerek (Takada i
in., 2018).

Substratami biatka ABCG2 sg réwniez zwiazki z grupy wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych. Wiadomo, ze transportowane sg rakotwdércze substancje nalezace do tej
grupy, takie jak siarczan oraz glukuronian benzo[a]pirenu, metabolity komorkowe
benzo[a]pirenu obecnego w duzych ilosciach w dymie papierosowym (Ebert i in., 2005),
a takze aflatoksyna B1, mykotoksyna obecna w pozywieniu (van Herwaarden i in., 2006).

Wiadomo réwniez, ze ABCG2 jest w stanie transportowac¢ kwas foliowy (Chen i in., 2003).

Biatko ABCG2 jest réwniez odpowiedzialne za transport pochodnych hormonoéw sterydowych.
Siarczan estronu, siarczan dihydroepiandrosteronu i 1783-D-glukuronid estradiolu stanowig
substraty tego biatka (Imai i in., 2003; Suzuki i in., 2003). Wyniki doswiadczen wykazujg
réwniez, ze moze ono wigzac¢ i transportowac nieskoniugowane czgsteczki steroli takie jak

17B-estradiol oraz dihydrotestosteron (Huss i in., 2005; Imai i in., 2002; Janvilisri i in., 2003).

Osobng grupg zwigzkow naturalnych, wsrdd ktorych zidentyfikowano substraty biatka ABCG2,
sg flawonoidy. Wykazano, ze transportowane przez ABCG2 sg takie flawonoidy wtasciwe jak
kwercetyna (Sesink i in., 2005) i jej metylowe pochodne (Gallus i in., 2014), hesperetyna i jej
metabolity (Brand i in., 2008) oraz kempferol (Aniin., 2011). Dane eksperymentalne wskazujg
rowniez, ze substratami sg takie zwigzki sposrod izoflawonoiddw, jak genisteina (Enokizono i
in., 2007; Imai i in., 2004) i daidzeina (Cooray i in., 2004; Enokizono i in., 2007), a takze ich
metabolity komérkowe siarczan lub glukuronid (Alvarez i in., 2011; Yang i in., 2012; Zhu i in.,
2010). Substratami ABCG2 sg takze metabolity innego izoflawonoidu, biochaniny A (An i
Morris, 2011; Wang i in., 2008), oraz resweratrolu, polifenolowego zwigzku naturalnego
pochodzenia (Alfaras i in., 2010). Do polifenolowych substratow biatka ABCG2 nalezy rowniez

witamina K3 (menadion) oraz podobna strukturalnie plumbagina (Shukla i in., 2007).
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1.5.3. Inhibitory biatka ABCG2

Poniewaz biatko ABCG2 jest jednym z czynnikdéw odpowiedzialnych za zjawisko lekoopornosci
nowotworow, duze nadzieje wigze sie z zahamowaniem jego aktywnosci w komorkach
nowotworowych poddawanych chemioterapii. Zidentyfikowano wiele zwigzkéw bedgcych
inhibitorami ABCG2. Czes¢ z tych zwigzkéw jest poddawana testom klinicznym, aby
zweryfikowac potencjalne korzysci z ich stosowania (Ricci i in., 2015).

Fumitremorgina C (FTC) jest pierwszym odkrytym inhibitorem biatka ABCG2. Ta mykotoksyna
zostata wyizolowana z Aspergillus fumigatus i wykazano, ze jest w stanie niwelowac opornosc
na mitoksantron w komérkach raka jelita grubego S1-M1-3.2 wyselekcjonowanych za pomocg
tego leku (Rabindran i in., 1998, 2000). FTC efektywnie hamuje aktywnos$¢ transportowg
i ATPazowa biatka (Chen i in., 2003; Noguchi i in., 2009). Zwigzek ten wykazuje jednak duzg
neurotoksycznos¢ in vivo. Jego poétsyntetycznym analogiem jest Ko143. Inhibitor ten nie tylko
hamuje aktywnos¢ transportera okoto 10 razy mocniej niz FTC (podobny efekt osiggany jest
przy nizszych stezeniach inhibitora), ale jest rowniez nietoksyczny w stosowanym zakresie
stezen (Allen i in., 2002; Weiss i in., 2007). Ko143 jest najbardziej specyficznym ze znanych
drobnoczgsteczkowych inhibitoréow ABCG2. Hamuje on aktywnos¢ transportera w stezeniach
ok. dwustukrotnie nizszych niz te, ktére sg wymagane do zahamowania aktywnosci innych
transporteréw ABC o zblizonej specyficznosci substratowej, w szczegolnosci ABCB1 i ABCCA1
(Allen i in., 2002). Niestety, w doswiadczeniach in vivo wykazano, ze Ko143 w surowicy
szczura jest metabolizowany do mato aktywnej pochodnej juz w ciggu kilku minut od podania
(Weidner i in., 2015). Oprocz Ko143 zsyntetyzowano wiele innych inhibitorow biatka ABCG2
posiadajgcych strukture zblizong do FTC, na przyktad inne diketopiperazyny (van Loevezijn i
in., 2001) oraz tryprostatyne A (Woehlecke i in., 2003). Inhibitory te wykazywaty jednak
mniejszg aktywnos¢ niz Ko143. Niedawno zsyntetyzowano réwniez szereg analogow Ko143,
w ktérych skupiono sie na modyfikacji grup funkcyjnych w pozycji C-3 (w pierscieniu D) oraz
C-9 (w pierscieniu A), poniewaz miejsca te sg kluczowe dla aktywnosci pochodnych FTC
(Jackson i in., 2018). Pie¢ sposréd siedemnastu przygotowanych pochodnych wykazuje
aktywnos$¢ porownywalng lub niewiele wyzszg niz Ko143. Najbardziej aktywnym zwigzkiem
jest MZ29. Podobnie jak Ko143 catkowicie blokuje on transport siarczanu estronu do
pecherzykoéw btonowych oraz w najwigkszym stopniu hamuje aktywnos¢ ATPazowg ABCG2.
Wzory strukturalne FTC, Ko143 i MZ29 pokazano na rycinie 13. Badania z wykorzystaniem
cryo-EM udowodnity, ze dwie czasteczki MZ29 stabilnie wigzg sie do kieszeni pierwszej
transportera (utworzonej z dwoch monomeréw ABCG2) i uniemozliwiajg zajscie cyklu

katalitycznego (patrz rycina 8; (Jackson i in., 2018)).
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Rycina 13. Struktura chemiczna fumitremorginy C oraz jej dwoch potsyntetycznych pochodnych.

Ze wzgledu na duze podobienstwo w specyficznosci substratowej miedzy biatkami ABCB1
i ABCG2 nie dziwi fakt, ze wiele sposrdd znanych syntetycznych lub naturalnych inhibitoréw
biatka ABCB1 jest rowniez dobrymi inhibitorami ABCG2. Do grupy tej nalezg miedzy innymi
GF120918 (inaczej elakridar, (de Bruin i in., 1999; Maliepaard i in., 2001)), cyklosporyna A
(Ozvegy i in., 2001; Qadir i in., 2005) i jej pochodna PSC-833 (inaczej walspodar, (Garcia-
Escarp i in., 2004)), rezerpina (Wierdl i in., 2003; Zhou i in., 2001), tarikwidar (Robey i in.,
2004), syntetyczne pochodne taksanéw ortataksel i tRA96023 (Minderman i in., 2004),
pochodne dihydropirydyny niguldypina, nikardypina i nitrendypina (Zhang i in., 2005), a takze
wiele piperazynobenzopiranonéw i fenyloaminobenzopiranonéw (Boumendiel i in., 2005).

Oddzielng pod wzgledem budowy chemicznej grupe inhibitoréw biatka ABCG2 stanowig
flawonoidy (Ye i in., 2019). Wiele sposrdd tych polifenolowych zwigzkéw pochodzenia
naturalnego wykazuje silne dziatanie modulujgce aktywnosc¢ tego transportera. Zwigzki takie
jak kwercetyna, silibinina, daidzeina, chryzyna, tektochryzyna, 6-prenylochryzyna, biochanina
A oraz resweratrol specyficznie zwiekszajg akumulacje mitoksantronu oraz BODIPY-
prazosyny w komorkach eksprymujgcych ABCG2 (Ahmed-Belkacem i in., 2005; Cooray i in.,
2004; Zhangiin., 2004). W innym zestawie doswiadczen wykazano, ze genisteina, akacetyna,
kempferol, naryngenina oraz jej 7-O-glikozyd (prunina) uczulajg na SN-38 oraz mitoksantron
komorki linii K562 posiadajace nadekspresje ABCG2, ale nie komorki linii wyjSciowej (Imai i
in., 2004). Podobne dziatanie wykazujg rowniez leki o budowie zblizonej do flawonoidéw:
flawopirydol, potsyntetyczny alkaloid stosowany w chemioterapii ostrej biataczki szpikowej
(Nakanishiiin., 2003) oraz nowobiocyna, antybiotyk aminokumarynowy (Shiozawa i in., 2004).
Co ciekawe, zastosowanie mieszaniny kilku flawonoidéw bedacych inhibitorami ABCG2

pozwolito na wykazanie synergii w ich dziataniu (Zhang i in., 2004). Do zwigzkéw pochodzenia
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naturalnego stanowigcych inhibitory ABCG2 nalezg réwniez kurkuminy. Zwigzki te nie sg
transportowane, ale wykazano, ze wigzg sie do miejsca aktywnego enzymu wypierajgc z niego
jodoaryloazydoprazosyne. W komorkach zawierajgcych transporter ABCG2 zwiekszajg
akumulacje mitoksantronu lub feoforbidu A, nie wptywajgc przy tym na poziom ekspresiji biatka

ani na jego aktywnos¢ ATPazowg (Chearwae i in., 2006).
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Rycina 14. Struktura chemiczna wybranych inhibitoréw dynamicznych biatka ABCG2.

Oprécz inhibitorow drobnoczgsteczkowych znanym akompetycyjnym inhibitorem biatka
ABCG?2 jest przeciwciato monoklonalne 5D3. Jego epitop znajduje sie na zewngtrzkomorkowe;j
czesci transportera w konformacji otwartej do wnetrza. Zwigzanie przeciwciata blokuje cykl
transportowy biatka ABCG2 stabilizujgc je w tej konformacji, co uniemozliwia jego aktywnosc¢
(Ozvegy-Laczka i in., 2005).

Poszukiwania nowych drobnoczgsteczkowych inhibitoréw biatka ABCG2, wykorzystujgce
techniki wysokoprzepustowe, doprowadzity rowniez do odkrycia zwigzkéw okreslanych
mianem inhibitorow dynamicznych (Peng i in., 2010). Zwigzki nalezgce do tej grupy podobnie
jak inhibitory statyczne (na przyktad FTC czy Ko143) bezposrednio hamujg aktywnosc¢
transportowg biatka ABCG2, ale dodatkowo przyspieszajg jego degradacje zmniejszajgc ilosé

transportera obecng w btonach komérkowych. Pierwszym inhibitorem, dla ktérego grupa
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profesora Jian-Ting Zhang’a zaobserwowata taki podwojny efekt obnizania aktywnosci biatka
ABCG2, jest zwigzek PZ-39 (Peng i in., 2009). Wykazano, ze PZ-39 stymuluje degradacje
ABCG2 przyspieszajgc endocytoze biatka i kierujgc je do lizosoméw. W komoérkach HEK 293,
na ktérych prowadzono te badania, inkubacja z PZ-39 obniza okres péttrwania biatka z okoto
54 godzin do jedynie okoto 5 godzin. Inne zwiazki z serii PZ: PZ-8, PZ-34 oraz PZ-38 réwniez
funkcjonujg jako inhibitory dynamiczne, ale zwigzek PZ-16 posiada wedtug autoréw jedynie
cechy inhibitora statycznego. Udowodniono, ze dwa inne inhibitory (NSC120688
i NSC168201) scharakteryzowane niezaleznie przez inng grupe badaczy (Henrich i in., 2007)
tez wykazujg wtasciwosci inhibitorow dynamicznych (Peng i in., 2010). Dokfadny mechanizm
dziatania tego typu inhibitoréw nie jest jednoznacznie wyjasniony i moze by¢ niejednorodny.
Wiasciwosci inhibitorow dynamicznych wykazujg zwigzki o réznej strukturze chemiczne;.
Wzory strukturalne opisywanych powyzej zwigzkéow bedgcych inhibitorami dynamicznymi

ABCG2 zestawiono na rycinie 14.
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2. Cele pracy

1. Opracowanie metody badania specyficznosci substratowej ABCG2 wobec
szerokiej grupy zwigzkéw naturalnych, ktéra umozliwiataby identyfikacje substratow

lub inhibitorow oraz ilosciowy opis kinetyki ich oddziatywania z transporterem.

2. llosciowe okreslenie zroznicowania oddziatywan z ABCG2 w grupie flawonoidow jako

potencjalnych substratéw tego transportera.

3. Zastosowanie techniki FLIM do badania aktywnosci transportowej ABCG2 oraz

oddzialywan biatko-biatko i biatko-substrat z jego udziatem.

4. Opracowanie opartej o mikroskopie konfokalng metodyki badania przebiegu i

mechanizmow internalizacji biatek btonowych.

5. Okreslenie zwigzku miedzy przeksztatceniami strukturalnymi biatka ABCG2 a jego

lokalizacja subkomoérkowa.
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3. Materiaty i metody

3.1. Materiaty

3.1.1. Odczynniki

Wszystkie niespecjalistyczne odczynniki uzywane w niniejszej pracy zostaty zakupione
w Merck KGaA (Darmstadt, Germany) lub Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA). W dalszej

czesci podane sg zrédta odczynikow specjalistycznych.
3.1.1.1. Inhibitory

Inhibitory biatka ABCG2 stosowane w niniejszej pracy: FTC, Kol143, GF120918, PSC833
i nilotynib zakupiono w Merck KGaA (Darmstadt, Germany). Inhibitory PZ-16, PZ-34, PZ-38
oraz PZ-39 zakupiono w Specs (Zoetermeer, Holandia). Szczegétowe informacje

0 wiasciwosciach tych inhibitoréw znajdujg sie w podrozdziale 1.5.3.

Zastosowano roéwniez inhibitory innych ludzkich biatek ABC (zakupione w Merck):
werapamil — inhibitor biatka ABCB1, MK571 - inhibitor biatek z rodziny ABCC,
probenecid — inhibitor biatka ABCCA1.

W doswiadczeniach dotyczgcych endocytozy stosowano nastepujgce odczynniki:
bafilomycyna Al, cytochalazyna D, paklitaksel, winkrystyna, nokodazol, chlorpromazyna,
triflupromazyna, dansylokadaweryna, dynasore, filipina, metylo-B-cyklodekstryna (mpBCD),
nystatyna, genisteina, PP2 i wortmanina zakupione w Merck. Odczynniki Pitstop 2 oraz Pitstop

2 — NC zakupiono w Abcam (Cambridge, Wielka Brytania).
3.1.1.2. Flawonoidy

Biblioteke zwigzkéw o nazwie FL-500 Flavonoid Derivatives zakupiono w TimTec (Newark,
USA). Zakupiono réwniez flawonoidy naturalnego pochodzenia pochodzgce ze zbioru
oferowanego przez firme Chemfaces (Wuhan, Chiny). Opis flawonoidéw zakupionych w formie

tych dwadch bibliotek i stosowanych w niniejszej pracy znajduje sie aneksie w tabelach 1 2.

Kwercetyne i trzy flawonoidy wtasciwe podobne do niej (kempferol, luteolina
i 3,6,3,4’-tetrahydroksyflawon) zakupiono w Merck. Wzory strukturalne tych zwigzkéw

przedstawiono na rycinie 15.
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OH O OH O

luteolina 3,6,3",4'-tetrahydroksyflawon

Rycina 15. Wzory strukturalne kwercetyny oraz trzech innych flawonoidéw wtasciwych o zblizonej
strukturze, ale r6znej konfiguracji grup hydroksylowych.

3.1.1.3. Przeciwciata

Nieznakowane mysie przeciwciato monoklonalne 5D3 o izotypie 1gG2, skierowane przeciwko
zewnatrzkomoérkowemu epitopowi biatka ABCG2 zakupiono w Santa Cruz Biotechnology
(Dallas, USA). Przeciwciato 5D3 wyznakowane bezposrednio za pomocg barwnika Pacific
Blue (5D3-PacBlue) zakupiono w BioLegend (San Diego, USA). Przeciwciato 5D3
wyznakowane bezposrednio za pomocg barwnika Alexa Fluor 488 (5D3-AF488) zakupiono
w RiD Systems (Minneapolis, MN, USA). Pierwszorzedowe mysie przeciwciato monoklonalne
BXP-34 o izotypie IgG: skierowane przeciwko wewnatrzkomorkowemu epitopowi biatka
ABCG2 zakupiono w Enzo Life Sciences (Farmingdale, USA). Pierwszorzedowe mysie
przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko ATPazie Na*/K* (klon 464.6) zakupiono
w Abcam. W doswiadczeniach typu Western Blot stosowano krélicze poliklonalne przeciwiato
(numer katalogowy AV43649) skierowane przeciwko ABCG2 oraz monoklonalne mysie
przeciwciato skierowane przeciwko (3-aktynie (klon AC-74), ktére zakupiono w firmie Merck.
Wyznakowane bezposrednio za pomocg fluoresceiny przeciwciato pierwszorzedowe
skierowane przeciwko receptorowi transferryny (anty-TfR-FITC, BD Pharmingen FITC Mouse
Anti-Human CD71) stymulujgce klatrynozalezng endocytoze tego receptora zakupiono w BD

Biosciences (San Jose, USA).

W firmie Thermo Fisher Scientific zakupiono wszystkie kozie przeciwciata drugorzedowe
skierowane przeciwko konkretnym izotypom mysiego 1gG lub przeciwko kroéliczemu IgG,
skoniugowane z roznymi wariantami barwnika Alexa Fluor. W Thermo Fisher Scientific
zakupiono rowniez fragmenty Zenon skierowane przeciwko mysiemu IgG1, wyznakowane za

pomocg Alexa Fluor 488 lub za pomocg Alexa Fluor 568. Drugorzedowe przeciwciato krélicze
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skierowane przeciwko mysiemu IgG i skoniugowane z peroksydazg chrzanowg (HRP, ang.
horseradish peroxidase), a takze drugorzedowe przeciwciato kozie skierowane przeciwko

kréliczemu 1gG i skoniugowane z HRP, zakupiono w Merck.
3.1.1.4. Odczynniki stosowane do barwienia komoérek

Preparat transferryny wyznakowany Alexa Fluor 488 (Tf-AF488), wyznakowang Alexa Fluor
488 podjednostke B toksyny cholery (CtxB-AF488), wyznakowany BODIPY FL preparat
laktozyloceramidu C5 (LacCer C5-BODIPY FL), wyznakowany tetrametylorodaming preparat
dextranu o sredniej wielkosci 70 kDa (dextran-TMR) oraz wyznakowany Alexa Fluor 647

preparat albuminy surowicy bydlecej (BSA-AF647) zakupiono w Thermo Fisher Scientific.

Ester 2-aminoetylowy kwasu difenyloborinowego (DPBA, ang. diphenylborinic acid
2-aminoethyl ester; numer CAS 208-366-5) stosowany do fluorescencyjnej derywatyzacji
flawonoidéw oraz chlorowodorek bisbenzimidu H 33342 (Hoechst 33342) uzywany do
barwienia jgder komorkowych zakupiono w Merck. Barwnik mCLING-ATTO647 stosowany do
barwienia bton plazmatycznych komérek zakupiono w Synaptic Systems (Coventry, Wielka

Brytania).

Preparaty bakulowiruséw CellLight Plasma Membrane-RFP oraz CellLight Early
Endosomes-RFP zakupiono w Thermo Fisher Scientific. W komodrkach zainfekowanych
preparatem CellLight Plasma Membrane-RFP jest eksprymowane biatko PM-TagRFP.
PM-TagRFP zawiera na N-koncu 10-aminokwasowg sekwencje (pochodzacg z kinazy Lck10)
rozpoznawang przez enzymy dotgczajgce do biatka reszty nasyconych kwaséw ttuszczowych:
mirystynowego i palmitynowego. W konsekwencji biatko PM-TagRFP kotwiczy sie
w wewnetrznej (po stronie cytoplazmy) warstwie dwuwarstwy lipidowej bton plazmatycznych
w regionach tratw lipidowych (regionéw bogatych w cholesterol oraz fosfolipidy o nasyconych
resztach kwaséw ttuszczowych). W komdrkach zainfekowanych preparatem CellLight Early
Endosomes-RFP jest eksprymowane biatko fuzyjne Rab5a-TagRFP. Tak wyznakowane biatko

Rab5a ulega ekspresji w btonach wczesnych endosomow.
3.1.2. Ptytki wielodotkowe do obrazowania

W przypadku pomiardéw fluorescencji cieczy stosowano czarne, ptaskodenne, 96-dotkowe
ptytki polistyrenowe (Thermo Fisher Scientific). W przypadku pomiaréw dotyczgcych
monowarstwy komérek stosowano piytki 96-dotkowe o czarnych sciankach posiadajgce
przezroczyste polistyrenowe dno (Greiner Bio-One, Kremsminster, Austria). W przypadku
pomiarow mikroskopowych prowadzonych za pomocg mikroskopu konfokalnego stosowano
ptytki 96-dotkowe o czarnych sciankach posiadajgce szklane dno o grubosci odpowiadajgcej

grubosci szkietka nakrywkowego #1.5 (0,175 mm) (Greiner Bio-One).
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3.1.3. Plazmidy

Z repozytorium Addgene (Watertown, USA) otrzymano nastepujgce plazmidy niosgce geny
ludzkich matych GTPaz:

e Arf6(T27N)-CFP; umozliwia ekspresje biatka Arf6(T27N) (mutacja negatywna
dominujgca (Beemiller i in., 2006)) jako biatka fuzyjnego z niebieskim biatkiem
fluoryzujacym ECFP,

o Arf6(Q67L)-CFP; umozliwia ekspresje biatka Arf6(Q67L) (biatko konstytutywnie aktywne
(Beemiiller i in., 2006)) jako biatka fuzyjnego z niebieskim biatkiem fluoryzujgcym ECFP,

o EGFP-RhoA(T19N); umozliwia ekspresje biatka RhoA (T19N) (mutacja negatywna
dominujgca (Subauste i in., 2000)) jako biatka fuzyjnego z zielonym biatkiem
fluoryzujacym EGFP,

e EGFP-RhoA(Q63L); umozliwia ekspresje biatka RhoA (Q63L) (biatko konstytutywnie
aktywne (Subauste i in., 2000)) jako biatka fuzyjnego z zielonym biatkiem fluoryzujgcym
EGFPu,

e EGFP-Cdc42(T17N); umozliwia ekspresje biatka Cdc42(T17N) (mutacja negatywna
dominujgca (Subauste i in., 2000)) jako biatka fuzyjnego z zielonym biatkiem
fluoryzujacym EGFP,

o EGFP-Cdc42(Q61L); umozliwia ekspresje biatka Cdc42 (Q61L) (biatko konstytutywnie
aktywne (Subauste i in., 2000)) jako biatka fuzyjnego z zielonym biatkiem fluoryzujgcym
EGFP,

e Rab5(Q79L)-GFP; umozliwia ekspresje biatka Rab5(Q79L) (biatko konstytutywnie
aktywne (Dinneen i Ceresa, 2004)) jako biatka fuzyjnego z zielonym biatkiem

fluoryzujgcym EGFP.

Mutacja negatywna dominujgca sprawia, ze w komorkach, w ktérych to niefunkcjonalne biatko
ulega ekspresji, zahamowana jest rowniez aktywnos¢ endogennego biatka, poniewaz wariant
zawierajgcy mutacje, obecny w komoérkach w znacznie wiekszej ilosci, konkuruje o miejsca

wigzania na aktywatorach (biatkach wymieniajgcych nukleotydy guanylowe).

Biatko konstytutywnie aktywne zawiera mutacje, ktéra uniemozliwia spontaniczng Iub
stymulowang przez zwigzanie biatek regulatorowych hydrolize GTP zwigzanego do danej

GTPazy. Sprawia to, Zze biatko permanentnie znajduje sie w konformac;ji aktywnej.

W firmie Evrogen (Moskwa, Rosja) zakupiono nastepujgce plazmidy:
pTagGFP2-N; wektor ekspresyjny zawierajgcy gen zielonego biatka fluoryzujacego TagGFP2,
pTagRFP-N; wektor ekspresyjny zawierajgcy gen czerwonego biatka fluoryzujgcego TagRFP,

pmKate2-N; wektor ekspresyjny zawierajgcy gen czerwonego biatka fluoryzujgcego mKate2,
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pmKate2-lyso; wektor ekspresyjny zawierajacy gen szczurzego biatka LAMP-1 w fuzji z
czerwonym biatkiem fluoryzujacym mKate2 dotgczonym na C-koncu. Biatko LAMP-1 jest

markerem lizosomow.

W firmie Thermo Fisher Scientific zakupiono nastepujgce plazmidy:

PENTR/D-TOPO — wektor do klonowania z wykorzystaniem techniki Gateway.
pcDNA™6.2/V5-DEST — wektor do ekspresji gendw w komérkach ssaczych; ekspresja
kontrolowana promotorem CMV. Plazmid umozliwia rekombinacje z wykorzystaniem techniki

Gateway.
3.1.4. Linie komorkowe

W ponizszej pracy korzystano z trzech linii komérkowych o niewykrywalnej za pomoca
immunofluorescenciji ekspresji ludzkiego biatka ABCG2:

o HEK 293 —ludzkie uniesmiertelnione adenowirusem embrionalne komorki nerki. Poziom
ekspresji ABCG2 w tych komédrkach jest niewykrywalny technikg Western Blot (Zamba i
in., 2020);

o Hela — ludzkie komorki raka szyjki macicy. Poziom ekspresji ABCG2 w tych komarkach
jest niewykrywalny technikg Western Blot (Zambd i in., 2020);

e MDCK-Il — spontanicznie immortalizowane komorki psiej linii komérek nabtonkowych
nerki. Komorki te nie zawierajg homologu ludzkiego biatka ABCG2, ktéry byiby
wykrywalny technikg Western Blot (Storch i in., 2007).

Dodatkowo korzystano z trzech linii komoérkowych o wysokiej ekspresiji biatka ABCG2:

e A549 — ludzkie komorki niedrobnokomorkowego raka ptuca. Linia ta wykazuje naturalnie
wysokg ekspresje biatka ABCG2 (Kovacsics i in., 2020);

e MCF7 — ludzkie komorki raka piersi. Linia ta wykazuje naturalnie wysokg ekspresje
biatka ABCG2 (Mastrangelopoulou i in., 2022).;

e HT29 — ludzkie komérki raka jelita grubego. Linia ta wykazuje naturalnie wysokag
ekspresje biatka ABCG2 (Kim i in., 2015).

Korzystano rowniez z dwdch linii stabilnie transfekowanych genem ludzkiego biatka ABCG2:

e MDCK-II/BCRP — komodrki MDCK-II z heterologiczng nadekspresjg ludzkiego ABCG2
(Pavek iin., 2005);

e (G401-ABCG2 - ludzkie komorki rabdoidalnego guza ziosliwego nerki linii G401
z homologiczng nadekspresjg ludzkiego ABCG2.

Komérki MCDK-II i MDCK-II/BCRP zakupiono w Solvo Biotechnology (Budapeszt, Wegry);
komorki G401-ABCG2 pozyskano z kolekcji Katedry Biologii Nowotworow i Epigenetyki UL.

Wszystkie pozostate linie komérkowe otrzymano ze zbioréow ATCC (Manassas, USA).
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3.2.  Metody

3.2.1. Zasada derywatyzacji flawonoidéw za pomoca DPBA

DPBA to zwigzek chemiczny, ktory stosowany jest czasem w biologii jako inhibitor
wewnagtrzkomorkowych kanatow wapniowych (Wei i in., 2020). W histochemii roslin jest on
rowniez czasem wykorzystywany jako odczynnik derywatyzujgcy do wykrywania polifenoli
(zwlaszcza flawonoidow), tworzgc z nimi w nieenzymatycznej reakcji barwny i fluoryzujgcy
produkt. Dzieki temu znajduje on zastosowanie do wykrywania flawonoidéw w tkankach
roslinnych pod mikroskopem fluorescencyjnym (Chapman i Muday, 2021). Pomimo tego, ze
zjawisko derywatyzacji flawonoidow z DPBA znane jest od wielu dziesiecioleci, dopiero w 2011
roku opublikowano prace, w ktorej opisana jest struktura chemiczna powstajgcego produktu
oraz warunki, jakie musi spetnia¢ flawonoid, aby ulega¢ reakcji derywatyzacji (Matteini i in.,
2011). Na przyktadzie rutyny wykazano, ze DPBA bedacy kwasem Lewisa przeprowadza atak
elektrofilowy na atomy tlenu w sgsiednich grupach hydroksylowych przy pierscieniu fenylowym
lub na grupy hydroksylowg i karbonylowa znajdujgce sie w uktadzie chromen-4-onu. Schemat
reakcji, w ktorej dwie czgsteczki DPBA reagujg z jedng czgsteczka rutyny, pokazano na rycinie
16. Powstajgca pochodna difenyloborinianowa wykazuje fluorescencije i tworzy sie z udziatem
grup hydroksylowych przy weglach 3’i4’, jak rowniez grupy karbonylowej i hydroksylowej przy
weglach 4 i 5. Z czgsteczki DPBA w efekcie opisywanej reakcji uwalnia sie réwniez

etanoloamina.

rutyna fluorescencyjna pochodna rutyny

Rycina 16. Przebieg reakcji rutyny z DPBA 2z wytworzeniem fluorescencyjnej pochodnej
difenyloborinianowej. Grupy funkcyjne z atomami tlenu ulegajacymi atakowi elektrofilowemu za pomoca
DPBA, zaznaczono zielong przerywang linig. Na podstawie (Matteini i in., 2011).

Poniewaz stosowanie nazwy ,pochodna difenyloborinianowa flawonoidu” nie jest praktyczne,
w dalszej czesci niniejszej pracy fluorescencyjny produkt reakcji flawonoidu z DPBA jest
opisywany w skrécie jako ,flawonoid+DPBA”. Na przyktad fluorescencyjny produkt reakciji
DPBA z kwercetyng, czyli pochodna difenyloborinianowa kwercetyny, okreslany jest jako
.Kkwercetyna+DPBA”.
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3.2.2. Wybér flawonoidéw do derywatyzacji

Przeprowadzono analize in silico dwdch bibliotek zwigzkow polifenolowych oferowanych przez
firmy TimTec oraz Chemfaces. Stosujgc kryterium podziatu flawonoidow pod katem struktury
uktadu polifenolowego zwigzki przyporzadkowano do trzech gtownych grup:
2-fenylobenzopiranow, czyli flawonoidow wiasciwych (1 grupa gtéwna),
3-fenylobenzopirandéw, czyli izoflawonoidéw (2 grupa gtéwna), oraz pozostatych zwigzkow,
takich jak kromony czy aurole (3 grupa gtowna). Poniewaz kazda z grup gtéwnych zawiera
nadal bardzo r6znorodne strukturalnie zwigzki, w obrebie kazdej z grup gtéwnych wydzielono
odrebne grupy podrzedne (A, B, C, D, itd.) spetniajgce podstawowe kryterium wymagane do
derywatyzacji za pomocg DPBA, czyli obecnos¢ sasiednich grup hydroksylowych lub grupy
hydroksylowej i karbonylowej (patrz rycina 16). Na rycinach 17, 19 i 21 przedstawiono
schematyczne wzory strukturalne zwigzkéw nalezgcych do odpowiednio: 1, 2 i 3 grupy
gtéwnej. Na rycinach 18, 20 i 22 przedstawiono przyktadowe zwigzki reprezentujgce roézne
grupy podrzedne w obrebie réznych grup gtéwnych. Nazwy zwigzkéw przedstawiono na
rycinach w jezyku angielskim dla spéjnosci z tabelami 1 i 2 znajdujgcymi sie w aneksie,
w ktorych nazwy zakupionych odczynnikéw podano w jezyku angielskim zgodnie z opisem

uzyskanym od producentéw.

W aneksie w tabeli 1 zestawiono podstawowe informacje dotyczgce 444 zwigzkow
reprezentujgcych biblioteke firmy TimTec: numer katalogowy, mase molowg oraz nazwe
systematyczng. Flawonoidy, ktére zostaty wybrane do dalszej analizy (123 z tej biblioteki),
zaznaczono w tabeli na kolor zielony. Przyporzadkowano je do odpowiednich grup zgodnie
z kryteriami przedstawionymi na rycinach 17, 19 i 21. Opisano je rowniez nazwami
zwyczajowymi i nadano im kolejne numery identyfikacyjne od F1 do F123. W aneksie w tabeli
2 zestawiono podstawowe informacje dotyczgce 461 zwigzkdéw reprezentujgcych flawonoidy
pochodzenia naturalnego zebrane w zbiorze oferowanym przez firme Chemfaces: numer
katalogowy, mase molowg, numer CAS oraz nazwe zwyczajowg. Flawonoidy potencjalnie
ulegajace reakcji z DPBA (283 z biblioteki Chemfaces) zostaty zaklasyfikowane do danej grupy
(zgodnie z rycinami 17, 19 i 21), zaznaczono je w tabeli na zielono i nadano im dalsze numery
identyfikacyjne od F124 do F406.

13 flawonoidow wybranych do derywatyzacji znajduje sie w obu przeanalizowanych
bibliotekach. Flawonoidy ktére opisano i ktérym nadano numer identyfikacyjny w bibliotece

TimTec, nie byly juz opisywane w bibliotece Chemfaces.
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Rycina 17. Schematyczne wzory strukturalne zwigzkéw nalezgcych do pierwszej grupy gtéwnej
2-fenylobenzopiranéw (flawonoidy wiasciwe) i potencjalnie ulegajgcych reakcji z DPBA z wytworzeniem
pochodnej difenyloborinianowej. Flawonoidy tej grupy gtéwnej zaklasyfikowano do siedmiu grup
podrzednych (oznaczone od A do G). Kolorami zaznaczono réznice we wzorach strukturalnych
umozliwiajgce przypisanie zwigzku do danej podgrupy.

1A - Rhamnocitrin (F167) 1B - (-)-Dihydroquercetin (F405)
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OH
OH
HO o} 5
OH
(0]
1F - 7.3',4"-Trihydroxyflavone (F338) 1G - Robtin (F164)

Rycina 18. Przyktadowe flawonoidy wybrane do dalszej analizy i nalezgce do pierwszej grupy gtéwnej
2-fenylobenzopiranéw (flawonoidy wiasciwe). Nazwy zwyczajowe, pochodzgce z danych
udostepnionych przez producenta, przedstawiono w jezyku angielskim. W nawiasie podano numer
identyfikacyjny nadany na potrzeby niniejszej rozprawy (patrz aneks tabela 1 i 2).
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Rycina 19. Schematyczne wzory strukturalne zwigzkéw nalezacych do drugiej grupy giéwnej
3-fenylobenzopiranéw (izoflawonoidy) i potencjalnie ulegajgcych reakcji z DPBA z wytworzeniem
pochodnej difenyloborinianowej. Flawonoidy tej grupy gtéwnej zaklasyfikowano do pieciu grup
podrzednych (oznaczone od A do E). Kolorami zaznaczono réznice we wzorach strukturalnych
umozliwiajgce przypisanie zwigzku do danej podgrupy.
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2A - Genistein (F45) 2B - Dalbergioidin (F283)

2D - Dehydrotoxicarol (F282) 2E - 11-Hydroxytephrosin (F392)

Rycina 20. Przyktadowe flawonoidy wybrane do dalszej analizy i nalezgce do drugiej grupy gtéwnej
3-fenylobenzopiranéw (izoflawonoidy). Nazwy zwyczajowe, pochodzgce z danych udostepnionych
przez producenta, przedstawiono w jezyku angielskim. W nawiasie podano numer identyfikacyjny
nadany na potrzeby niniejszej rozprawy (patrz aneks tabela 1 i 2).
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Inne grupy wybranych zwigzkéw flawonoidowych (3):

3',4'-dihydroksy-
5-hydroksykromony (3A) 3',4'-dihydroksy- aurony (" '%) homoizoﬂa.wanony 3Db)
oraz auronole (3C) oraz homoizoflawany (*1)

¢ R 2 22754
R—j 8 — R
3INZF A
7
OH O
2'-hydroksychalkony (3F) 8-hydroksydihydrokumaryny (3G)

Rycina 21. Schematyczne wzory strukturalne zwigzkéw nalezacych do trzeciej grupy gtéwnej (inne
flawonoidy) i potencjalnie ulegajgcych reakcji z DPBA z wytworzeniem pochodnej difenyloborinianowej.
Flawonoidy tej grupy gtéwnej zaklasyfikowano do pieciu grup podrzednych (oznaczone od A do E).
Kolorami zaznaczono réznice we wzorach strukturalnych umozliwiajgce przypisanie zwigzku do danej

podgrupy.

HO (0}

OH (o]
3A - Noreugenin (F193) 3B - Sulfuretin (F146) 3C - Amaronol A (F322)

OH OH
HO (0] OH HO O OH
POVS (O
OH
0 OCH,4
3D - Sappanone A (F156) 3E - 4-O-Methylsappanol (F362)

- OH
3

i 4
O QO O

OH (0] OH O
3F - 4-methoxy-2"-hydroxychalcone (F123) 3G - Hydrangenol (F235)

Rycina 22. Przyktadowe flawonoidy wybrane do dalszej analizy i nalezgce do trzeciej grupy gtéwnej
(inne flawonoidy). Nazwy zwyczajowe, pochodzgce z danych udostepnionych przez producenta,
przedstawiono w jezyku angielskim. W nawiasie podano numer identyfikacyjny nadany na potrzeby
niniejszej rozprawy (patrz aneks tabela 1 i 2).



Z biblioteki firmy TimTec wybrano 105 zwigzkow z pierwszej grupy gtéwnej (1A — 57; 1B — 1;
1C -28; 1D -5; 1F — 13; 1G — 1), 6 zwigzkow z drugiej grupy gtownej (2A —5; 2C — 1) oraz
12 zwigzkow z trzeciej grupy gtownej (3F — 12). Z biblioteki firmy Chemfaces wybrano 219
zwigzkow z pierwszej grupy gtownej (1A — 26; 1B — 23; 1C — 99; 1D — 46; 1E — 23; 1F — 1;
1G - 1), 42 zwigzki z drugiej grupy gtéwnej (2A —30; 2B - 7; 2C - 3; 2D - 1; 2E — 1) oraz 22
Z trzeciej grupy gtownej (3A — 8, 3B — 1; 3C — 23D - 3; 3E - 5; 3G - 3).
tacznie z obu bibliotek wybrano 406 zwigzkow: 324 flawonoidy wiasciwe (grupa 1), 48

izoflawonoidow (grupa 2) oraz 34 inne flawonoidy (grupa 3).
3.2.3. Pomiar stezenia biatka

Stezenie biatka mierzono przy uzyciu odczynnika Pierce 660 nm Protein Assay (Thermo Fisher
Scientific) zgodnie z instrukcjg producenta. Do przygotowania krzywej wzorcowej uzywano
roztworéw albuminy surowicy bydlecej (BSA, ang. bovine serum albumin) o stezeniach
w zakresie 0-1500 pug/ml przygotowanych w buforze lizujgcym z wyjsciowego roztworu

o stezeniu 2 mg/ml dostarczonego przez producenta.
3.2.4. lzolacja plazmidéw

DNA plazmidowe wysokiej czystosci wykorzystywane do transfekcji komérek otrzymano przez
izolacje z ptynnej hodowli bakterii E.coli szczepu TOP10 (Thermo Fisher Scientific) za pomocg
zestawu GenElute™ HP Endotoxin-Free Plasmid Maxiprep Kit (Merck). Stezenie preparatu
DNA okreslano spektrofotometrycznie przez pomiar w kropli cieczy za pomocg
spektrofotometru NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific).

3.2.5. Konstruowanie plazmidow

3.25.1. Konstruowanie plazmidéw pcDNAG6.2-TagGFP2-ABCG2 [
pcDNAG6.2TagRFP-ABCG2

Wykorzystujgc technologie zorientowanej ligacji wstawki do wektora linearyzowanego
topoizomeraza | z wirusa Vaccinia do wektora pENTR/D-TOPO wklonowano syntetyczny
polilinker (zakupiony w firmie Genomed) zawierajgcy kilka miejsc rozpoznawanych przez
rézne enzymy restrykcyjne (dwa enzymy rozpoznajgce sekwencje osmiu par zasad: Notl,
Pmel oraz cztery enzymy rozpoznajgce sekwencje szesciu par zasad: Xhol, BamHI, Spel,
Hindlll). Otrzymany w ten sposéb plazmid nazwano pENTR/D-TOPO-MCS. Schemat

integracji oraz sekwencje zintegrowanego polilinkera przedstawiono na rycinie 23.
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Notl Xhol Pmel BamHI Spel Hindlll
CACCGCGGCCGCCTCGAGGTTTAAACGGATCCACTAGTAAGCTT
| GTGECGCCGGCGGAGCTCCAAATTTGCCTAGGTGATCATTCGAA

syntetyczny polilinker (MCS)

Rycina 23. Schemat integracji sekwenciji syntetycznego polilinkera do wektora pENTR/D-TOPO w
celu stworzenia wektora pENTR/D-TOPO-MCS.

Plazmid pENTR/D-TOPO-MCS postuzyt jako wektor do wklonowania namnozonej
w reakcji PCR sekwencji kodujgcej biatko ABCG2. Amplifikacje petnej sekwencji kodujace;j
wraz z kodonem STOP wykonano na matrycy komercyjnego plazmidu zawierajgcego
cDNA ABCG2 (numer katalogowy SC320948, Origene, Rockville, USA) za pomoca
polimerazy o wysokiej wiernosci PhusionHS-1l (Thermo Fisher Scientific), dotgczajgc na
primerach sekwencje rozpoznawane przez enzymy Xhol oraz Hindlll. Klonowanie
przeprowadzono za pomocg klasycznych technik restrykcji i ligacji. Nastepnie do tak
otrzymanego konstruktu pENTR/D-TOPO-MCS-ABCG2 wklonowano namnozong
w reakcji PCR na matrycy wektora pTagGFP2-N wstawke kodujacg biatko TagGFP2 lub
namnozong na matrycy wektora pTagRFP-N wstawke kodujgcg biatko TagRFP. Primery
do amplifikacji zawieraty miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne Notl oraz
Xhol. Aby umozliwi¢ fuzje ABCG2 i odpowiedniego biatka fluoryzujgcego, z sekwenciji
biatka fluoryzujgcego podczas amplifikacji usunieto kodon STOP. W sekwencji genu
biatka fuzyjnego sekwencja kodujgca ABCG2 znajdowata sie na koncu 3’ sekwencji
kodujgcej gen biatka fluoryzujgcego. Taka lokalizacja znacznika zapewnia, ze powstajgce
biatko fuzyjne wykazuje petng aktywno$¢ ATPazowag i niezaburzong aktywno$c
transportowa, poniewaz domeny odpowiedzialne za dimeryzacje i formowanie kieszeni
wigzacej substrat znajdujg sie po C-koncowej stronie ABCG2 (Orban i in., 2008).
Ostatecznie wykorzystujac technologie Gateway (polegajgcg na rekombinacji miedzy
Scisle okreslonymi sekwencjami attB i attP — przeprowadzanej przez rekombinaze typu
BP lub attL i attR — przeprowadzanej przez rekombinaze typu LR, pochodzgcymi

z bakteriofaga A) wykonano ukierunkowang rekombinacje kasety ekspresyjnej
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Z nieekspresyjnego wektora pENTR/D-TOPO-TagGFP2-ABCG2 lub pENTR/D-TOPO-
TagGFP2-ABCG2 do wektora docelowego pcDNAG6.2/V5-DEST stosujgc rekombinaze
typu LR. Uzyskano w tej sposéb plazmidy pcDNAG6.2-TagGFP2-ABCG2 i pcDNAG.2-
TagRFP-ABCG2, umozliwiajgce nadekspresje biatka fuzyjnego TagGFP2-ABCG2 lub
biatka fuzyjnego TagRFP-ABCG2 w komérkach ssaczych wraz z mozliwoscig selekc;ji
stabilnych transfektantéw za pomocg blastycydyny S. Sekwencja kodujgca ostatecznego
plazmidu, jak réwniez sekwencje wszystkich konstruktéw posrednich, zostata pozytywnie
zweryfikowana za pomocg reakcji sekwencjonowania metodg Sangera (ustuga naukowa
w firmie Genomed). Sekwencja genu ABCG2 byta zgodna z sekwencjg referencyjng
GenBank numer NM_004827.

3.25.2. Konstruowanie plazmidu pcDNA6.2-ABCC2-TagGFP2

W przeciwienstwie do biatka ABCG2, do ktérego TagGFP2 dotgczono na N-koncu, do
biatka ABCC2 znacznik fluorescencyjny dotgczono na jego C-koncu. Rézna lokalizacja
znacznika jest zwigzana z roznicami we wzajemnym utozeniu domen miedzy rodzing
ABCG i ABCC (patrz rycina 2). Taka lokalizacja sprawia rowniez, ze w przypadku obu
biatek dotgczone biatko fluoryzujgce znajduje sie w podobnej odlegtosci od miejsca
wigzania substratu. Plazmid pENTR/D-TOPO-MCS postuzyt jako wektor do wklonowania
namnozonej w reakcji PCR sekwencji kodujgcej biatko ABCC2. Amplifikacje petnej
sekwencji kodujgcej wraz z kodonem STOP wykonano na matrycy komercyjnego
plazmidu zawierajgcego cDNA ABCC2 (numer katalogowy SC119897, Origene) za
pomocg polimerazy o wysokiej wiernoéci PhusionHS-II, dotgczajgc na primerach
sekwencje rozpoznawane przez enzymy Notl oraz Hindlll. Klonowanie przeprowadzono
za pomocg klasycznych technik restrykcji i ligacji. Nastepnie na tak otrzymanym
plazmidzie pENTR/D-TOPO-MCS-ABCG2 wykonano mutageneze ukierunkowang za
pomocg zestawu do mutagenezy QuickChange Lightning (Agilent, Santa Clara, USA),
usuwajagc z sekwencji kodujgcej ABCC2 kodon STOP oraz wprowadzajgc miejsca
rozpoznawania dla enzyméw Bglll i Ndel. Nastepnie do tak przygotowanego wektora
wklonowano namnozong w reakcji PCR na matrycy wektora pTagGFP2-N wstawke
kodujgcg zielone biatko fluoryzujgce TagGFP2 wraz z kodonem STOP. Primery do
amplifikacji zawieraly miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne Bglll i Ndel.
Ostatecznie wykorzystujgc technologie Gateway wykonano ukierunkowang rekombinacje
kasety ekspresyjnej z nieekspresyjnego wektora pPENTR/D-TOPO-ABCC2-TagGFP2 do
wektora docelowego pcDNAG6.2/V5-DEST. Uzyskano w tej sposéb plazmid pcDNAG.2-
ABCC2-TagGFP2, umozliwiajgcy nadekspresje biatka fuzyjnego ABCC2-TagGFP2
w komdrkach ssaczych wraz z mozliwoscig selekcji stabilnych transfektantéw za pomocg

blastycydyny S. Sekwencja kodujgca ostatecznego plazmidu, jak réwniez sekwencje
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wszystkich konstruktéw posrednich, zostaty pozytywnie zweryfikowane za pomoca reakcji
sekwencjonowania metodg Sangera (ustuga naukowa w firmie Genomed). Sekwencja

genu ABCC2 byta zgodna z sekwencja referencyjng GenBank numer NM_000392.
3.2.5.3. Konstruowanie plazmidéw pTagRFP-TagGFP2 oraz pmKate2-TagGFP2

Plazmid pTagGFP2-N postuzyt jako wektor do wklonowania namnozonej w reakcji PCR
sekwencji kodujgcej biatko TagRFP lub biatko mKate2. Amplifikacje sekwencji kodujgcej
bez kodonu STOP (aby umozliwi¢ powstanie biatka fuzyjnego) wykonano na matrycy
plazmidu pTagRFP-N lub pmKate2-N za pomocag polimerazy o wysokiej wiernosci
PhusionHS-II, dotgczajgc na primerach sekwencje rozpoznawane przez enzymy Kpnl
oraz Agel. Klonowanie przeprowadzono za pomocg klasycznych technik restrykcji i ligaciji.
Otrzymano odpowiednio plazmidy pTagRFP-TagGFP2 oraz pmKate2-TagGFP2
umozliwiajgce ekspresje biatek fuzyjnych, w ktdérych sekwencje biatek fluoryzujgcych byty

potgczone krétkim tgcznikiem o sekwencji aminokwasowej LPVAT.
3.2.5.4. Mutageneza ukierunkowana plazmidu pcDNA6.2-TagGFP2-ABCG2

Na matrycy wektora pcDNAG6.2-TagGFP2-ABCG2 przeprowadzono mutageneze
ukierunkowang sekwencji kodujgcej biatka ABCG2 za pomocag zestawu do mutagenezy
QuickChange Lightning (Agilent). Otrzymano ponizsze plazmidy umozliwiajgce ekspresje
zmutowanego biatka ABCG2 w fuzji z zielonym biatkiem fluoryzujgcym:

e pPcDNA6.2-TagGFP2-ABCG2(R482G);

e pPcDNA6.2-TagGFP2-ABCG2(R482K);

e pcDNA6.2-TagGFP2-ABCG2(R482Y);

e pcDNAG6.2-TagGFP2-ABCG2(K86M).

3.2.6. Hodowla komérkowa

Do hodowli wszystkich linii komorkowych za wyjatkiem HT29 stosowano medium Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM; 4,5¢g/I glukoza, 25mM HEPES, 4 mM GlutaMax, bez
pirogronianu) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlecej (FBS, ang. fetal bovine serum).
Do hodowli linii HT29 stosowano medium McCoy's 5a z dodatkiem 10% ptodowej surowicy
bydlecej. Hodowle komoérkowe prowadzono w inkubatorze do hodowli komorkowej
o temperaturze 37°C, wilgotnosci 95% i atmosferze 5% CO.. Komorki pasazowano co 2-3 dni
rozcienczajac hodowle 6-krotnie. Do odklejania komdérek od butelek hodowlanych stosowano
0,25% roztwér trypsyny z dodatkiem 1 mM EDTA (Merck). Po catkowitym odklejeniu sie
komorek od butelki hodowlanej do mieszaniny dodawano petne medium hodowlane. Liczbe
komorek w zawiesinie oceniano za pomocg zautomatyzowanego licznika Countess (Thermo

Fisher Scientific).
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3.2.7. Transfekcja chemiczna komérek

Transfekcje przejsciowg komoérek w matej skali wykonywano w ptytkach 96-dotkowych
SensoPlate, transfekcje komoérek w duzej skali (do wyprowadzenia linii stabilnie
transfekowanej oraz do przygotowania duzej ilosci przejsciowo transfekowanych komoérek
HelLa zawierajgcych fluorescencyjnie wyznakowane biatko ABCG2) wykonywano w plytkach
6-dotkowych. Ok. 24 h przed transfekcjg komorki wysiewano w gestosci 2x10* komoérek na
dotek w objetosci 100 ul (mata skala) lub w gestos$ci 6x10° komorek na dotek w objetosci 3 ml
(duza skala) petnego medium hodowlanego. W dniu transfekcji w probéwkach typu Eppendorf
przygotowywano mieszanine transfekcyjng. W 55 pl (mata skala) lub 150 pl (duza skala)
medium hodowlanego MEM bez dodatkéw rozciehczano 550 ng (mata skala) lub 1,5 pug (duza
skala) DNA plazmidowego. Nastepnie do tego roztworu dodawano 3,3 ul (mata skala) lub 9 ul
(duza skala) odczynnika Fugene HD (Promega) intensywnie mieszajgc probowke. Po
5 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej do jednego dotka ptytki dodawano 5 pl (mata
skala) lub 150 pl (duza skala) przygotowanej mieszaniny transfekcyjnej. Komoérki hodowano

nastepnie w normalnych warunkach hodowli do czasu wykonywania pomiarow.
3.2.8. Transdukcja komorek preparatami bakulowiruséw

Transdukcje komérek wykonywano w ptytkach 96-dotkowych SensoPlate. Ok. 24 h przed
dodaniem odczynnika komorki wysiewano w gestosci 20x10* komoérek na dotek w objetosci
100 pl petnego medium hodowlanego. Infekcje komorek wykonywano dodajgc 6 i
odczynnika, czyli stosujgc 30 czgsteczek wirusa na komorke. Preparaty hodowano nastepnie
w normalnych warunkach hodowli przez 48 h do czasu wykonywania pomiarow

mikroskopowych.
3.2.9. Wyprowadzenie linii HEK-TagGFP2-ABCG2

Komoérki linii HEK 293 zostaty wybrane jako model do stabilnej nadekspresji biatka ABCG2
w fuzji z biatkiem TagGFP2 ze wzgledu na niski wyjsciowy poziom ekspresji transportera, jak
rowniez ze wzgledu na tatwos¢ uzyskiwania dla tej linii stabilnych sublinii zawierajgcych
zintegrowang kasete ekspresyjng. Po ok. 20 h od transfekcji przejsciowej plazmidem
pcDNA6.2-TagGFP2-ABCG2 (z uzyciem Fugene HD, jak opisano w podrozdziale 3.2.7.;
wydajnos¢ transfekcji ~70%), komorki poddano statej presji selekcyjnej za pomocag
blastycydyny S w stezeniu 10 uyg/ml. Po 16 dniach selekcji antybiotykowej uzyskano
poliklonalng hodowle linii HEK-poly-TagGFP2-ABCG2 oporng na blastycydyne S. W celu
uzyskania monoklonalnych, jednorodnych genetycznie sublinii HEK-TagGFP2-ABCG2
komorki wysiano na cztery ptytki 96-dotkowe w rozcienczeniu granicznym 0,5 komarki na jeden
dofek. Po kilkutygodniowej hodowli z utrzymaniem statej presji antybiotykowej (blastycydyna

S w stezeniu 10 pg/ml) otrzymano 9 stabilnych klonow, ktére dalej analizowano pod kgtem
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ekspresji TagGFP2-ABCG2 na poziomie mRNA i biatka. Do dalszych eksperymentéw wybrano
klon z najwyzszg ekspresjg i najbardziej zblizong do opisywanej w literaturze lokalizacjg

wewnagtrzkomorkowg biatka ABCG2 (dominujgca lokalizacja w btonach plazmatycznych).
3.2.10. Derywatyzacja flawonoidéw za pomoca DPBA
3.2.10.1. Derywatyzacja flawonoidéw in vitro

W dotku ptytki wielodotkowej (200 ul) lub w proboéwce typu Eppendorf przygotowywano
roztwory flawonoidéw o okreslonym stezeniu w PBS. Aby przeprowadzi¢ flawonoidy w ich
fluorescencyjne pochodne, do przygotowanych roztworéw dodawano stezony roztwér DPBA
(do koncowego stezenia 1,11 mM) i przed pomiarem roztwory inkubowano przez 5 min

w temperaturze pokojowej.
3.2.10.2. Derywatyzacja flawonoidéw w komérkach traktowanych w zawiesinie

Dla kazdego typu komorek w jednym punkcie pomiarowym przygotowywano zawiesine 6x10°
komorek w objetosci 1 ml stosujgc metode opisang w podrozdziale 3.2.6. W przypadku, kiedy
aktywnos$¢ biatka ABCG2 hamowano za pomocg inhibitorow, na 15 minut przed dodaniem
flawonoidu do zawiesiny komérek dodawano dany inhibitor z roztworu wyjsciowego w DMSO
o stezeniu 10 mM. Zawiesine komorek inkubowano w petnym medium hodowlanym przez
godzine w inkubatorze do hodowli komérkowych (37°C, 5% CO;) bez dodatku lub z dodatkiem
flawonoidu dodanego do kohcowego stezenia 20 uM ze stezonego roztworu wyjsciowego
w DMSO o stezeniu 100 mM. Po tym czasie komoérki wirowano (200g, 5 min), usuwano
medium wraz z nadmiarem flawonoidu, a komorki ptukano jednokrotnie za pomocg
lodowatego PBS, aby usungé pozakomodrkowe pozostatosci flawonoidu. Nastepnie osad
komorek lizowano za pomocg 500 ul buforu lizujgcego (PBS z dodatkiem 0,5% Tritonu X-100)
z dodatkiem lub bez dodatku DPBA (dodanego do koncowego stezenia 1,11 mM). Réwnolegle
w przygotowanych lizatach komorkowych oznaczano stezenie biatka i zmierzone wartoSci
fluorescencji przedstawiano w przeliczeniu na 1 mg biatka w lizacie. Pomiar fluorescencji

wykonywano na czytniku ptytek jak opisano w podrozdziale 3.2.11.2.

3.2.10.3. Derywatyzacja flawonoidow w komérkach traktowanych flawonoidami

W monowarstwie

3.2.10.3.1. Derywatyzacja flawonoidow w komoérkach traktowanych flawonoidami

w monowarstwie (komoérki lizowane)

Ok. 24 h przed podaniem flawonoidu komorki linii MDCK-II oraz MDCK-II/BCRP wysiewano
na czarng ptytke 96-dotkowg w okreslonej gestosci (od 1x10% do 5x10° komdrek na dotek).

W dniu eksperymentu komorki inkubowano z roztworem flawonoidu przez okreslony czas
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w petnym medium hodowlanym w normalnych warunkach hodowli. Aktywnos¢ biatka ABCG2
w czesci dotkdbw hamowano za pomocg Kol43 (kohcowe stezenie 10 uM). Po zakonczonej
inkubacji usuwano medium hodowlane zawierajgce flawonoid, a nastepnie pozakomérkowe
pozostatosci flawonoidu usuwano poprzez dwukrotne przemycie komorek za pomocg
lodowatego PBS. Nastepnie komoérki lizowano buforem lizujgcym z DPBA (PBS pH =7,4; 0,5%
Triton X-100; 1,11 mM DPBA), uwalniajgc flawonoid znajdujgcy sie w komérkach do lizatu oraz
réwnoczes$nie przeprowadzajgc derywatyzacje. Pomiar fluorescencji wykonywano na czytniku

ptytek jak opisano w podrozdziale 3.2.11.2.

Za miare aktywnosci transportowej biatka ABCG2 uznawano réznice miedzy srednimi
wartosciami fluorescenciji lizatdw otrzymanych z komérek pozbawionych aktywnosci ABCG2
(komorki MDCK-1I lub komérki MDCK-1I/BCRP traktowane 10 uM Ko143) i lizatéw z komérek
zawierajgcych aktywne biatko ABCG2 (MDCK-II/BCRP).

3.2.10.3.2. Derywatyzacja flawonoidow w komérkach traktowanych flawonoidami

w monowarstwie (komorki nielizowane)

Komorki wysiewano na plytki 96-dotkowe w gestosci 4x10* komdrek na dotek (w objetosci
100 pl) lub na ptytki 384 dotkowe w gestosci 15x10* komdrek na dotek (w objetosci 40 pl) na
ok. 24 h przed doswiadczeniem. W dniu eksperymentu do komoérek dodawano roztwor
flawonoidow w petnym medium hodowlanym (przez rozcienczenie roztworéow 2x stezonych
przygotowanych z wyjsciowych roztworéw flawonoidéw w DMSOQO) i inkubowano komoérki przez
godzine w normalnych warunkach hodowli. Nastepnie do komoérek dodawano stezony roztwor
DPBA w PBS (do koncowego stezenia DPBA 1,11 mM) i inkubowano komérki przez 20 minut
w temperaturze pokojowej. W niektorych doswiadczeniach znad komoérek usuwano najpierw
medium z flawonoidem, komorki przeptukiwano za pomoca lodowatego PBS, a nastepnie
dodawano do nich roztwér DPBA w PBS (o stezeniu 1,11 mM) na 20 minut. W celu
przygotowania lizatow komorkowych zamiast DPBA z PBS do komérek dodawano bufor
lizujgcy z DPBA (PBS pH = 7,4; 0,5% Triton X-100; 1,11 mM DPBA). W przypadku
doswiadczenia wysokoprzepustowego (w plytkach 384 dotkowych) komdrki dodatkowo
utrwalano przez 15 minut w temperaturze pokojowej za pomocg 2% formaldehydu
zbuforowanego w PBS (pH = 7,4), a nastepnie barwiono ich jgdra komérkowe przez 5 min za
pomocg 5 uM Hoechst 33342 w PBS. W przypadku obserwacji mikroskopii konfokalnej jadra
komérkowe wybarwiano jak opisano powyzej, a dodatkowo btony plazmatyczne wybarwiano
przez 2 min inkubacji z 0,5 pM odczynnikiem mCLING-ATTO647 przygotowanym w PBS.
Ostatecznie znad komérek usuwano nadmiar odczynnikow barwigcych i komérki obrazowano
w buforze PBS.
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3.2.11. Pomiar fluorescencji pochodnych flawonoid+DPBA
3.2.11.1. Pomiar widm absorpcji oraz widm emisji fluorescencji

Widma wykonywano w ptytkach 96-dotkowych za pomocg czytnika ptytek EnVision® firmy
PerkinElmer. Stosujgc monochromatory, wartosci absorbancji rejestrowano w okreslonym
zakresie dtugosci fali co 5 nm, a wartosci intensywnosci emisji fluorescencji przy wybranej

dtugosci fali wzbudzenia rejestrowano w okreslonym zakresie dtugosci fali co 3 nm.

Na podstawie widm okreslano, przy jakiej diugosci fali znajduje sie maksimum emisji
fluorescencji oraz jaka jest wartos¢ intensywnos$ci emisji w tym punkcie. Dodatkowo na
podstawie zarejestrowanych widm emisji fluorescencji wybranych roztworow flawonoid+DPBA
obliczano warto$¢ odpowiadajacg intensywnosci emisji przy wzbudzeniu dtugoscig fali 485 nm
w zakresie dlugosci fali 500-545 nm. Wartos¢ intensywnosci emisji obliczano przez

zsumowanie wszystkich wartosci intensywnosci emisji zmierzonych w podanym zakresie.
3.2.11.2. Pomiar intensywnosci fluorescencji w cieczy

Pomiar intensywnosci fluorescencji roztworéw flawonoid+DPBA lub lizatébw komdrkowych
wykonywano w czarnych ptytkach 96-dotkowych za pomocg czytnika ptytek EnVision stosujgc
odpowiednie zestawy filtrow ekscytacyjnych i emisyjnych opisane w tresci pracy.
Fluorescencje mierzono na wysokosci 6,5 mm powyzej dna dotka w roztworach o objetosci
100 pl.

3.2.11.3. Pomiar intensywnosci fluorescencji w monowarstwie komérek

Pomiar intensywnos$ci fluorescencji monowarstwy komérek, w ktérych znajdowata sie
fluorescencyjna pochodna luteolina+DPBA, wykonywano w ptaskodennych pltytkach
96-dotkowych o czarnych $ciankach i przezroczystym dnie (uClear® firmy Greiner Bio-One) za
pomocg czytnika ptytek EnVision, stosujgc filtr wzbudzenia Ex =485+ 14 nm i emisji
Em =555 + 38 nm. Fluorescencje mierzono na wysokosci dna dotka ptytki. W czasie pomiaru

komorki znajdowaty sie w PBS o objetosci 50 pl.
3.2.11.4. Pomiar stezenia flawonoidéw na podstawie krzywych standardowych

W celu sporzadzenia krzywych standardowych w probowkach typu Eppendorf
przygotowywano seryjne rozcienczenia flawonoidéw (z roztworéw wyjsciowych o stezeniu
100 MM w DMSO) w buforze lizujgcym (PBS + 0,5% Triton X-100), stosujgc dwukrotne
rozcienczenia od stezenia 3,2 yM do stezenia 100 nM. Wszystkie rozcienczenia wykonywano
w trzech powtdérzeniach. Jako $lepg prébe stosowano bufor lizujgcy. Nastepnie do wszystkich
roztworéw dodawano 1000x stezony roztwér DPBA w DMSO do kohcowego stezenia

1,11 mM. Po 5 min inkubacji w temperaturze pokojowej wykonywano pomiar intensywnosci
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fluorescencji jak opisano w podrozdziale 3.2.11.2. Na podstawie s$rednich wartosci
intensywnosci fluorescenciji wykreslano krzywe standardowe, dla ktérych za pomoca regresji
liniowej metodg najmniejszych kwadratow otrzymywano rownanie funkcji liniowej oraz

wspdtczynnik determinacji R2.

Stezenie danego flawonoidu w badanej probce lizatu komérkowego obliczano, korzystajgc
z réwnania funkcji liniowej dla krzywej standardowej odpowiadajagcego mu produktu
flawonoid+DPBA.

3.2.12. Badanie kinetyki inhibicji transportu luteoliny
3.2.12.1. Metody eksperymentalne

Ok. 24 h przed doswiadczeniem w przypadku obserwacji mikroskopowych na 96-dotkowa
ptytke SensoPlate komoérki MDCKII/BCRP wysiewano w gestosci 2x10* komdrek na dotek
w 100 ul petnego medium hodowlanego, a w przypadku doswiadczenia na lizatach

komdérkowych komérki wysiewano w gestosci 4x10* komorek na dotek.

W dniu eksperymentu komérki inkubowano najpierw przez 30 min z ré6znymi stezeniami
inhibitora, a nastepnie komérki inkubowano z luteoling w réznych stezeniach w nieobecnosci
lub w obecnosci takich samych stezen inhibitora przez 1 h. Wszystkie inkubacje prowadzono
w 37°C w inkubatorze do hodowli komérkowych. Komérki przeptukiwano dwukrotnie
lodowatym PBS. W przypadku pomiaréw mikroskopowych do komoérek dodawano nastepnie
po 100 pl roztworu PBS (RT) z dodatkiem 1,11mM DPBA. Fluorescencje komdrek mierzono
za pomocg zautomatyzowanego mikroskopu fluorescencyjnego (patrz podrozdziat 3.2.14.1.).
W przypadku pomiardw lizatdéw komérkowych do komérek dodawano 100 ul buforu lizujgcego
z DPBA (PBS pH = 7,4; 0,5% Triton X-100; 1,1 mM DPBA). Fluorescencje lizatow

komdrkowych mierzono na czytniku ptytek jak opisano w podrozdziale 3.2.11.2.
3.2.12.2. Metody obliczeniowe

Poniewaz w obecnosci 10 uM Ko143 aktywnos¢ biatka ABCG2 wzgledem luteoliny jest prawie
w 100% zahamowana, szybkos¢ transportu przy danym stezeniu inhibitora mozna okresli¢ za

pomocg zaleznosci:
Ve =Lnax — Ic

Gdzie V. to szybkos¢ transportu przy stezeniu Ko143 rownym c, Imax to Srednia intensywnosc¢
fluorescencji komérek lub lizatéw komaérkowych inkubowanych z 10 uM Ko143, a | to Srednia
intensywnos¢ fluorescencji komérek lub lizatdbw komdrkowych z komorek inkubowanych ze
stezeniem inhibitora rownym c. Wykreslano wykres Dixona, czyli liniowg zalezno$¢ 1/V. od

c i za pomocg regresiji liniowej metodg najmniejszych kwadratow okreslano réwnanie prostej
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dla kazdego ze stezen substratu. Na podstawie uzyskanych réwnan prostych obliczano,
odcietg punktu przeciecia prostych. Eksperymentalna stata inhibicji (K;) odpowiada modutowi
wartosci odcietej obliczonej w ten sposéb. Niepewnosc¢ obliczonej wartosci Ki wyznaczano jako
sredni btad $redniej punktéw przeciecia prostych znajdujacych sie na granicach przedziatu
ufnosci (p = 0,05).

3.2.13. Immunodetekcja biatek
3.2.13.1. Przygotowanie probek do techniki Western Blot

Przygotowujac probki do oznaczania ekspresji ABCG2 technikg Western Blot, 2x10¢ komdrek
A549 wysiewano na mate butelki do hodowli (o powierzchni 25 cm?) ok. 24 h przed
eksperymentem. Nastepnie komaérki hodowano w normalnych warunkach hodowli z dodatkiem
okreslonych substancji. Po wskazanym czasie komorki odklejano od butelek hodowlanych za
pomocg roztworu trypsyny z EDTA (0,25% + 1mM). Komérki liczono za pomoca
zautomatyzowanego licznika Countess, zawiesiny 2x10°% komorek wirowano (200xg, 5 min)
i osady komoérkowe lizowano za pomocg 100 pl 1x stezonego redukujgcego buforu
obcigzajgcego do elektroforezy biatek (Pierce Lane Marker, Thermo Fisher Scientific), do
ktérego dodawano uprzednio 5 mM EDTA oraz rozcienczony 100x koktajl inhibitoréw proteaz
(Merck). Stezenie biatka oznaczano w lizatach po uprzednim rozcienczeniu 10x w wodzie
niewielkiej probki kazdego lizatu. Na pojedynczg sciezke zelu poliakrylamidowego naktadano

preparaty lizatéw, w ktérych znajdowato sie 10 ug biatka.

Przygotowujac probki do oznaczania ilosci przeciwciata 5D3 technikg Western Blot, ok. 24 h
przed eksperymentem na dwie ptytki 6 dotkowe wysiewano komérki w gestosci 1x10° komorek
na dotek. W dniu eksperymentu do medium komoérek wysianych na jednej z ptytek dodawano
bafilomycyne A1 (wyjsciowy roztwér 10 yM w DMSO) do kohcowego stezenia 10 nM.
Nastepnie do komérek dodawano normalne mysie IgG2y, (kontrola negatywna) lub przeciwciato
5D3 w koncowym stezeniu 5 pg/ml. Po okre$lonym czasie medium znad komérek usuwano,
komorki ptukano jednokrotnie roztworem lodowatego PBS i lizowano bezposrednio na ptytce
6 dotkowej za pomocg 1 ml buforu lizujgcego (1% Triton X-100, PBS pH = 7,4, 5 mM EDTA,
1 x koktajl inhibitoréw proteaz). Obecne w lizatach przeciwciata zageszczano za pomocg kulek
paramagnetycznych optaszczonych biatkiem A oraz biatkiem G (Pierce Protein A/G Magnetic
Beads, Thermo Fisher Scientific). Preparaty przeciwciat eluowano z kulek za pomocg 20 ul
1x stezonego nieredukujgcego buforu obcigzajgcego do elektroforezy biatek (Pierce Lane
Marker, Thermo Fisher Scientific). Jako wzorca uzyto 400 pg przeciwciata 5D3
zageszczonego w analogiczny sposoéb z 1ml buforu lizujgcego. Na pojedynczg $Sciezke Zzelu

poliakrylamidowego naktadano caty otrzymany eluat.

68



3.2.13.2. Pélilosciowe oznaczanie biatek technikg Western Blot

Rozdziat elektroforetyczny prébek prowadzono w standardowych warunkach w gotowych
gradientowych zelach poliakrylamidowych z SDS (Mini-PROTEAN TGX 4%-20%, BioRad,
Hercules, USA). W przypadku analizy ilosci biatka ABCGZ2 jako wzorzec mas na jedng sciezke
zelu naktadano 5 pl Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad). Po zakornczonym
rozdziale elektroforetycznym prébki biatka transferowano z zelu na membrany PVDF za
pomocg systemu Trans-Blot Turbo Mini (BioRad). Membrany blokowano przez godzine w 3%
roztworze BSA w PBST (PBS pH = 7,4; 0,05 % Tween 20). W przypadku analizy ilosci ABCG2
membrany inkubowano z przeciwciatem pierwszorzedowym w rozcienczeniu 1:1000 w 1%
roztworze BSA w PBST. Membrany inkubowano z odpowiednimi przeciwciatami
drugorzedowymi w rozcienczeniu 1:50000 w 1% roztworze BSA w PBST. Zwigzang
peroksydaze chrzanowg wykrywano chemiluminescencyjnie stosujac odczynnik Super Signal
West Femto (Thermo Fisher Scientific), a obrazy rejestrowano za pomocg czytnika
Multispectral FX Pro In-Vivo Imager (Carestream; Rochester, USA). Pomiary

densytometryczne wykonywano w programie GelQuant.NET (biochemlabsolutions.com).
3.2.13.3. Immunofluorescencyjne barwienie komérek

Komdrki wysiewano na ptytki 96-dotkowe w gestosci 2x10* komdrek na dotek na ok. 24 h przed
doswiadczeniem. We wszystkich doswiadczeniach przeciwciato 5D3 stosowano w kohcowym
stezeniu réwnym 5 pg/ml. Przed utrwaleniem preparatow, we wszystkich doswiadczeniach
w ktorych komorki traktowano przyzyciowo za pomocg przeciwciata 5D3 lub odpowiednio
wybarwionego przeciwciata drugorzedowego inkubacje prowadzono w petnym medium
hodowlanym, za wyjatkiem doswiadczen w ktérych stosowano zwigzki Pitstop2, Pitstop2 - NC
lub zwigzki oddziatujgce z cholesterolem (filipina, nystatyna, mBCD). W tych doswiadczeniach
komorki inkubowano z przeciwciatami w medium pozbawionym surowicy (DMEM z dodatkiem
0,2% BSA).

W doswiadczeniach, w ktorych wykrywano epitopy obecne w komorkach, komaérki utrwalano
za pomocg 2% formaldehydu przygotowywanego na $wiezo z paraformaldehydu
i zbuforowanego w PBS do pH = 7,4. Przed dodaniem formaldehydu hodowle komérkowe
ptukano jednokrotnie za pomocg PBS. Komorki utrwalano przez 15 min. w temperaturze
pokojowej. Po usunieciu roztworu formaldehydu komorki permeabilizowano i blokowano
niespecyficzne epitopy, inkubujgc komorki przez godzine w buforze do immunofluorescencji
(PBS pH =7,4; 1% BSA,; 3% normalna surowica kozia; 0,2% Triton X-100). Nastepnie komorki
inkubowano przez godzine z odpowiednim przeciwciatem pierwszorzedowym przygotowanym
w buforze do immunofluorescenciji C. Po trzykrotnym przeptukaniu komérek za pomocg PBST

komorki  inkubowano przez godzing z odpowiednim przeciwciatem drugorzedowym
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przygotowanym w buforze do immunofluorescenciji (rozcienczenie 1:1000). Komorki ptukano
nastepnie trzykrotnie za pomocg PBST. W przypadku, kiedy w komdrkach barwiono jadra
komoérkowe, komérki inkubowano dodatkowo 5 minut z 5 uM roztworem Hoechst33342 w PBS.

Ostatecznie komorki umieszczano w PBS i analizowano za pomocg mikroskopii konfokalnej.

W doswiadczeniach, w ktorych wykrywano przeciwciato 5D3, ktoérym uprzednio traktowano
komorki przyzyciowo, komoérki utrwalano jak opisano powyzej. Komorki po utrwaleniu
traktowano przez 10 minut 0,2 M roztworem glicyny w PBS o pH=7,4. Dla wykrycia
przeciwciat dostepnych na powierzchni komérek prowadzono inkubacje z przeciwciatlem
drugorzedowym (skierowane przeciwko mysiemu 1gG2,) wyznakowanym za pomocg Alexa
Fluor 555 przez godzine w buforze pozbawionym detergentu (bufor do immunofluorescenciji
bez detergentu: PBS pH = 7,4; 1% BSA; 3% normalna surowica kozia). Dla wykrycia rowniez
przeciwciat zlokalizowanych wewnagtrz komérek komorki permeabilizowano i blokowano
niespecyficzne epitopy inkubujgc komorki przez godzine w buforze do immunofluorescenciji.
Komorki inkubowano nastepnie z przeciwciatem drugorzedowym (skierowanym przeciwko
mysiemu 1gG2,) wyznakowanym za pomocg Alexa Fluor 488. Po trzykrotnym ptukaniu
komoérek za pomocg PBST jgdra komérkowe barwiono przez 5 min stosujgc 5 M roztwor
Hoechst 33342 w PBS, a nastepnie komorki umieszczano w PBS i analizowano za pomocg

mikroskopii konfokalnej.
3.2.14. Techniki obrazowania

3.2.14.1. Mikroskopia fluorescencyjna — technika testow przesiewowych o wysokiej
zawartosci danych (HCS, ang. high-content screening)

Obrazowanie technikg HCS wykonywano za pomocg zautomatyzowanego mikroskopu
Cellomics ArrayScan VTI. Urzadzenie wykonuje seryjne obrazowanie komérek w obrebie
kazdego wybranego dotka ptytki w wybranych kanatach fluorescencji. Co kilka obrazéw
ptaszczyzna ostrosci jest automatycznie dostosowywana przez procedure autoostrzenia

obrazu.

Obrazowanie wykonywano w dwoch kanatach fluorescencyjnych, odpowiadajgcych
nastepujgcym fluoroforom: flawonoid+DPBA (Ex =485 £+ 15 nm; Em =525 + 20 nm) oraz
Hoechst 33342 (Ex = 400 £ 15 nm; Em = 460 £ 40 nm). W przypadku pomiarow parametréw
kinetycznych transportu luteoliny zastosowano jednokanatowy algorytm wyboru obiektow. Na
rycinie 24 pokazano przyktadowy obraz wykonany w kanale odpowiadajgcym pochodnej
luteolina+DPBA wraz z zaznaczeniem obiektow wybranych do analizy oraz wykluczonych
z analizy. Poniewaz intensywno$c¢ fluorescencji luteolina+DPBA w komodrkach byta wysoka
i rbwnomiernie rozmieszczona w obrebie cytoplazmy komorek, identyfikacji pojedynczych

obiektéw (w tym wypadku catych komoérek) dokonano w tym wtasnie kanale. Nastepnie
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dokonano automatycznej selekcji obiektow, eliminujgc z analizy obiekty zbyt duze (na przyktad
grupy komorek potgczone w jeden rozpoznany obiekt), zbyt mate (przypadkowe artefakty
obrazowania lub resztki komorek) i zbyt jasne (autofluoryzujgce zanieczyszczenia i artefakty
obrazowania). Intensywnos¢ fluorescenciji mierzono nastepnie w tym samym kanale w catej

powierzchni wyselekcjonowanych obiektow.

obiekty
analizowane
algorytm
wyboru
obiektow

1

/

obiekty
wykluczone

Rycina 24. Jednokanatowy algorytm identyfikacji obiektow do analizy (pojedyncze komorki) i selekcji
dla eliminacji obiektow wykluczonych (artefakty obrazowania) przeprowadzony na obrazach
fluorescencyjnych komoérek MDCK-II/BCRP zawierajgcych pochodng luteolina+DPBA.

algorytm
wyboru
obiektow &
W pierwszym
kanale
] |

i obiekty wybrane
do analizy

kanat fluorescencji Hoechst 33342

analizowany obszar
wokot obiektow
analiza e
intensywnosci
obszarow
w drugim
kanale
] |

kanat fluorescencji flawonoid+DPBA

Rycina 25. Dwukanatowy algorytm identyfikacji i wyboru obiektéw do analizy. Obiekty identyfikowano i
selekcjonowano do analizy obiekty na podstawie fluorescencji w kanale Hoechst 33342 (pojedyncze
jadra komoérkowe). Intensywnos¢ fluorescencji analizowano w kanale flawonoid+DPBA w regionie
otaczajgcym obiekty zidentyfikowane w pierwszym kanale. Pokazano przyktadowe zdjecie komodrek
MDCK-II zawierajgcych flawonoid+DPBA.
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W przypadku pomiaréw aktywnosci transportowej biatka ABCG2 wzgledem duzej grupy
flawonoidow zastosowano dwukanatowy algorytm identyfikacji i selekcji obiektéw. Na rycinie
25 pokazano przykladowe obrazy i wybdr obiektdw do analizy. Obiekty do analizy
identyfikowano na podstawie sygnatu fluorescencyjnego wybarwionych jader komoérkowych
w kanale Hoechst 33342. Podobnie jak w przypadku algorytmu jednokanatowego obiekty
nastepnie selekcjonowano, odrzucajgc obiekty zbyt duze, zbyt mate lub zbyt jasne. Nastepnie
dokonywano identyfikacji pikseli zlokalizowanych w odlegtosci 3 pikseli i mniej od granicy
obiektow (pierscien cytoplazmy wokét jadra komodrkowego). Intensywnosc¢ fluorescencii
mierzono nastepnie w drugim kanale, odpowiadajgcym fluorescencji flawonoid+DPBA,
w zidentyfikowanym pierscieniu pikseli. Dzigki zastosowaniu takiej metody mozliwe byto
okreslenie $redniej fluorescencji cytoplazmy komoérek nawet w przypadku, kiedy jej

intensywno$¢ byta bardzo niska.

3.2.14.2. Obrazowanie za pomoca mikroskopu konfokalnego

W skaningowej mikroskopii konfokalnej dzieki zastosowaniu koherentnego (laserowego)
zrédta Swiatta oswietlany jest pojedynczy punkt preparatu, a dodatkowo dzieki systemowi
specjalnych przeston z otworem (ang. pinhole) umieszczonych we wspdlnej ptaszczyznie
ostrosci na drodze optycznej do preparatu i do detektora, eliminowany jest sygnat pochodzacy
z punktow lezagcych poza tg ptaszczyzng ostroéci. Sprawia to, ze rejestrowany sygnat
fluorescencyjny pochodzi tylko z okreslonej objetosci konfokalnej preparatu. Przeskanowanie
wielu takich objetosci konfokalnych umozliwia zarejestrowanie obrazéw cienkich warstw
preparatu, nazywanych przekrojami optycznymi. Grubos¢é przekroju optycznego jest
determinowana parametrami obiektywu oraz wielkoscig otworu przeston, ktérg mozna

regulowad.

Do obrazowania fluorescencji w komérkach stosowano skanujgcy mikroskop konfokalny
LSM 780 produkcji firmy Zeiss (Oberkochen, Niemcy). Jako zrodto swiatta stosowano laser
diodowy o dtugosci fali emisji 405 nm, laser argonowy lub laser InTune o strojonej emis;ji
w zakresie 490-645 nm. Obrazowanie prowadzono stosujgc odwrécong optyke
mikroskopowg. Obrazowanie prowadzono uzywajgc olejowego obiektywu immersyjnego Zeiss
Plan-Apochromat 63x o aperturze numerycznej 1,4. W przypadku obrazowania przyzyciowego
w temperaturze 37°C uzywano olejowy obiektyw immersyjny Zeiss Plan-Neofluar 40x
o aperturze numerycznej 1,3. Do obrazowania w temperaturze pokojowej uzywano olejku
immersyjnego Immersol 518F (Zeiss), do obrazowania w temperaturze 37°C uzywano olejku
immersyjnego  Immersol 518F / 37°C  (Zeiss). Obrazy rejestrowano za pomocy

oprogramowania ZEN2012 (Zeiss). W przypadku kiedy obrazowano fluorescencje kilku
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réznych fluoroforow naraz, skanowano preparat sekwencyjnie, stosujgc za kazdym razem
optymalng dlugos¢ fali wzbudzenia oraz zakres dlugosci fal emisji odpowiadajgcy temu
fluoroforowi (kanat fluorescencji danego fluorofora). Gdy emisje rejestrowano przy dtugosciach
fali w zakresie 450-600 nm stosowano detektor spektralny typu GaAsP, w przeciwnym razie
korzystano z dwdch dostepnych detektoréw typu rura fotopowielacza (PMT, ang.
photomultiplier tube). Dane dotyczgce parametréw wzbudzenia i emisji fluorescencji
wykorzystywane przy obrazowaniu fluoroforow opisanych w niniejszej pracy zestawiono
wtabeli 1. Dla kazdego z preparatow obrazowanie wykonywano z zastosowaniem
dwukrotnego usrednienia, stosujgc najwyzszag rozdzielczos¢ ograniczong limitem Abbego
i stosujgc niskg szybkos¢ skanowania (czas integracji sygnatu z piksela réwny ok. 4 ps).
W przypadku obrazowania z uzyciem obiektywu 63x wielko$¢ uzytych przeston (ok. 90 um)

zapewniata obrazowanie przekrojéw optycznych o grubosci 1,3 um.

Srednig intensywno$é fluorescencji w pikselach w catym obrazie lub w zadanym regionie

obrazu w danym kanale fluorescenciji okreslano za pomocg oprogramowania ZEN2012.

Obserwacje przyzyciowe prowadzono w komorze mikroskopowej utrzymujgc temperature
37°C oraz atmosfere 5% CO,. W przypadku obrazowania przyzyciowego przed i po dodawaniu
odczynnikéw do tej samej prébki, obraz rejestrowano z tej samej ptaszczyzny ostrosci dzieki
zastosowaniu zautomatyzowanego systemu odnajdowania dna preparatu dzieki analizie
intensywnosci sygnatu odbitego Swiatta lasera. W tym przypadku obrazowanie wykonywano z
uzyciem obiektywu 40x, a wielko$¢ uzytych przeston (ok. 90 um) zapewniata obrazowanie
przekrojow optycznych o grubosci 2,2 ym. Ptaszczyzna obrazowania znajdowata sie

w odlegtosci 3 ym od ptaszczyzny maksymalnego odbicia (dna dotka).

Stopien kolokalizacji sygnatu fluorescencyjnego w réznych kanatach wyznaczono, okreslajgc
najpierw regiony zainteresowania (ROI, ang. region of interest). Nastepnie w wybranych ROI
okreslano liczbe pikseli o sygnale w jednym z kanatéw przekraczajgcym srednig fluorescencje
tta (N1), a takze liczbe pikseli o sygnale przekraczajgcym $rednig fluorescencje tta w obu
kanatach (Ni+2). Procent kolokalizacji okre$lano dla kazdego regionu na podstawie wzoru:
%kolokalizacji = N1+2 / N1 x 100%.
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Tabela 1. Parametry wzbudzenia i emisji w kanatach fluorescencji stosowanych przy obrazowaniu
wskazanych fluoroforéw.

diugosc¢ fali zakres dtugosci fali

Fluorofor wzbudzenia [nm] emisji [nm]
TagGFP2 490 500-560
TagRFP 550 560-640
mKate2 592 600-700
ikarytyna+DPBA 490 500-560
izotymonina+DPBA 490 500-560
kempferol+DPBA 490 500-560
kwercetyna+DPBA 553 500-600
luteolina+DPBA 553 500-600
ATTO647 645 650-755
Hoechst 33342 405 415-500
Pacific Blue 405 425-505
Alexa Fluor 488 490 500-560
Alexa Fluor 555 555 560-630
Alexa Fluor 568 570 580-700
Alexa Fluor 594 590 600-700
Alexa Fluor 647 645 650-755
btekit trypanu 570 580-700
fluoresceina 490 500-550
tetrametylorodamina 550 560-630
EGFP 490 500-550
ECFP 458 465-530

3.2.14.3. llosciowa analiza endocytozy za pomocga obserwacji mikroskopowych

Ok. 24 h przed eksperymentem komorki A549 wysiewano na 96-dotkowe ptytki SensoPlate
w gestosci 2x10* komoérek na dotek. W dniu eksperymentu na godzine przed dodaniem
fluorescencyjnie wyznakowanego biatka medium komérek zmieniano na 100 pl medium
z dodatkiem odpowiednich inhibitoréw endocytozy. W przypadku wybranych inhibitorow
(Pitstop2, Pitstop2 - NC, nystatyna, filipina oraz mBCD) stosowano medium hodowlane
pozbawione surowicy (DMEM z dodatkiem 0,2% BSA), w pozostatych przypadkach stosowano
petne medium hodowlane (DMEM z dodatkiem 10% FBS). Nastepnie do komérek dodawano
odpowiednio wyznakowany preparat biatka. Po wskazanym czasie medium zmieniano na
100 pl HBSS z 1% BSA i odpowiednim inhibitorem endocytozy i natychmiast wykonywano
przyzyciowe pomiary intensywnosci fluorescencji w odpowiednim kanale (patrz tabela 1) na
tych samych czterech sgsiadujgcych polach widzenia przed i po dodaniu 50 ul 0,4 % wodnego
roztworu bfekitu trypanu. Komorki po dodaniu btekitu trypanu obrazowano rowniez w kanale

odpowiadajacym czerwonej fluorescencji btekitu trypanu zwigzanego z biatkami komorek
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(Avelar-Freitas i in., 2014). Regiony zawierajgce komérki o zaburzonej integralnosci btony
plazmatycznej, ktére wykazywaty wewngtrzkomorkowa fluorescencje w kanale biekitu trypanu,
wykluczano z analizy intensywnosci fluorescencji w kanale odpowiadajgcym wyznakowanemu
preparatowi biatka. Analize $redniej intensywnosci fluorescencji w regionach wykonywano
w programie ZEN2012 (Zeiss).

Na podstawie uzyskanych danych obliczano frakcje wewnatrzkomérkowg fluorescencyjnie

wyznakowanego biatka zgodnie ze wzorem:

$rednia intensywno$¢ sygnatu po dodaniu btekitu trypanu

frakcja wewngtrzkomoérkowa (FW) = .
) 4 ( ) $rednia intensywno$¢ sygnatu przed dodaniem btekitu trypanu

Wzgledny procent internalizacji sygnatu przedstawiony na rycinach obliczano na podstawie

WZzoru:

FW w obecnosci inhibitorax100%
FW w nieobecnosci inhibitora

wzgledny procent internalizacji sygnatu =

3.2.14.4. Obrazowanie czasu zycia fluorescencji (FLIM, ang. fluorescence lifetime

imaging microscopy)

Prébki obrazowano za pomocg skaningowego mikroskopu konfokalnego LSM 780 w sposéb
opisany w podrozdziale 3.2.14.2. Flurescencje prébki wzbudzano laserem pulsacyjnym
InTune o czestotliwosci pulséw 20 MHz. Fotony emitowane przez probke rejestrowano za
pomocg dwoch dedykowanych detektoréw (PMT) po przejsciu przez modut optyczny lustra
dichroicznego i filtrbw emisyjnych. Rejestrowane kanaty odpowiadaty dtugosci fali emisji
502-537 nm i >560 nm. Obrazowanie czasu zycia fluorescencji wykonywano stosujgc metode
skorelowanego w czasie zliczania pojedynczych fotonéw (ang. time-correlated single photon
counting). Do pomiaréw uzywano modutu PicoHarp 300 produkgji firmy PicoQuant (Berlin,
Niemcy). Dla kazdego pola widzenia dane zbierano w rozdzielczosci 512 x 512 pikseli,
kazdorazowo skanujgc obszar trzykrotnie i fgczac dane zarejestrowane w kazdym z pikseli.
W oparciu o dane uzyskane dla catego obrazu lub wybranego regionu obrazu sporzgdzano
krzywa zaniku fluorescencji (histogram liczby fotonéw rejestrowanych w funkcji czasu), do
ktérej za pomocg oprogramowania SymPhoTime 64 produkcji firmy PicoQuant

dopasowywano wielosktadnikowg funkcje wyktadniczg o réwnaniu:

I(t) = z Aie'tt_i 1)

gdzie I(t) to ilos¢ fotondw zarejestrowanych po czasie t od wzbudzenia; A to czgstkowa
amplituda dla sktadowej i; Ti to czas zycia fluorescencji dla sktadowej i. Aproksymacje

punktowg  wykonywano za  pomocg metody oszacowywania  najwiekszego
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prawdopodobiehAstwa (ang. maximum likelihood estimation) minimalizujgc zredukowany
parametr x? (Patting, 2008). Kiedy analizowano prébki pojedynczych fluoroforéw, zaktadano
obecnosc¢ jednej sktadowej w réwnaniu (1). Dopasowanie wykonywano uwzgledniajgc funkcje
odpowiedzi instrumentu (ang. instrument response function) zmierzong osobno dla uzytego
lasera pulsacyjnego (wykonujgc pomiar czasu zycia fluorescencji nasyconego wodnego

roztworu erytrozyny B w nasyconym roztworze jodku potasu (Szabelski i in., 2009)).

W celu graficznej reprezentacji czaséw zycia fluorescencji, w kazdym pikselu obrazu
szacowano srednig wartos¢ czasu zycia fluorescencji zaktadajgc jedng sktadowg rownania (1)
(okreslajac punkt ciezkosci krzywej zaniku fluorescencji dla tych danych, jak opisano
w (Patting, 2008)). Tak oszacowany czas zycia fluorescencji kodowano w kazdym pikselu
obrazu za pomocg ustalonego pseudokoloru. Intensywnos¢ sygnatu odpowiadata liczbie

zarejestrowanych fotonéw.
3.2.14.5. Czasowo-rozdzielcza dekonwolucja obrazu FLIM

Krzywe zaniku fluorescencji uzyskiwane na podstawie FLIM poddawano analizie sktadowych
funkcji wyktadniczej opisanej réwnaniem (1). Wykonywano dopasowanie danych
eksperymentalnych do rownania, w ktorym zatozono dwie skladowe o ustalonych czasach
zycia fluorescencji. Czasy zycia pojedynczych sktadowych uzyskiwano na podstawie
pomiarow FLIM komorek zawierajgcych pojedyncze fluorofory. Nastepnie uzywajgc wartosci
amplitud i czasow zycia fluorescencji wyznaczonych na podstawie dopasowania wykonanego
dla fotondéw zarejestrowanych z catego pola widzenia, fotony w kazdym pikselu obrazu
przyporzgdkowywano do danej sktadowej krzywej zaniku fluorescencji. W ten sposob
w kazdym pikselu obrazu uzyskiwano liczby fotonéw wyemitowanych przez kazdy z dwéch

wspotwystepujgcych w preparacie fluoroforéw.

3.2.14.6. Oznaczanie intensywnosci Forsterowskiego rezonansowego transferu
energii (FRET, ang. Forster resonanse energy transfer) przy uzyciu FLIM
(FRET-FLIM)

Zjawisko FRET polega na bezpromienistym przekazywaniu czesci energii wzbudzenia miedzy
dwoma fluoroforami. Fluorofor, ktéry bedgc w stanie wzbudzonym traci czeS¢ swojej energii
wzbudzenia, nazywany jest donorem. Fluorofor, ktory zyskuje energie od donora, nazywany
jest akceptorem. Wydajno$¢ zjawiska FRET (E) silnie zalezy od odlegtosci (r) miedzy

czgsteczkami (centrami fluoroforowymi) donora i akceptora:

1
E= 1+( )6 @
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Waznym parametrem, ktéry opisuje FRET miedzy danymi rodzajami fluoroforow, jest promien
Forstera (Ro). Jest to odlegtos¢ miedzy fluoroforami, dla ktérej szybkos¢ transferu energii
i szybko$¢ emisji fluorescencji donora sg sobie réwne. W praktyce zgodnie z réwnaniem (2)
odpowiada to odlegtosci, dla ktérej FRET miedzy donorem i akceptorem ma wydajnos¢ 0,5.

Parametr ten mozna wyliczy¢ z rownania:
2, .
(Ro)® = 8,785 x 105 =24 | @3)

znajgc wydajno$¢ kwantowg donora (®p), wspotczynnik zatamania sSwiatta w osrodku,
w ktorym zachodzi oddziatywanie (n), wspotczynnik okreslajgcy orientacje przestrzenng
donora wzgledem akceptora (k?), a takze parametr J, zalezny od wielkosci czesci wspdlnej

widma emisji donora i widma wzbudzenia akceptora.

Jako donor w parze FRET wybrano zielone biatko fluoryzujace TagGFP2. TagGFP2 jest
nietoksycznym biatkiem monomerycznym ktérego sekwencje kodujgcg uzyskano za pomocg
mutagenezy sekwencji kodujgcej biatka podobnego do GFP wyizolowanej z Aequorea
macrodactyla. Biatko TagGFP2 charakteruje wysoka wydajnosci kwantowa (réwna 0,6)
i jasnos¢ fluorescencji, poréwnywalna z EGFP. Jego fluorofor dojrzewa szybko (w ciggu
godziny od syntezy biatka) w komérkach hodowanych w 37°C. Biatko to charakteryzuje
stabilnosc¢ strukturalna w szerokim zakresie pH oraz wysoka fotostabilno$¢. Poniewaz nie ma
ono sktonnosci do agregacji, stanowi dobry znacznik fluorescencyjny dla innych biatek,
umozliwiajgc dtugoterminowe obserwacje zmian w ich poziomie ekspresji i lokalizacji. Ze
wzgledu na wymienione powyzej wtasciwosci biatko TagGFP2 jest réwniez uwazane za dobry
donor w badaniach oddzialywan miedzyczgsteczkowych z wykorzystaniem FRET. W celu
wybrania najlepszego biatkowego akceptora FRET w parze z TagGFP2 przeanalizowano
wiasciwosci spektralne dwdch czerwonych biatek fluoryzujgcych znajdujgcych sie w ofercie
handlowej firmy Evrogen (ktéra sprzedaje rowniez plazmidy niosgce sekwencje kodujgca
biatka TagGFP2): TagRFP oraz mKate2. Te dwa biatka wybrano do analizy, poniewaz
podobnie jak TagGFP2 sg monomeryczne, nietoksyczne, ich fluorofory szybko dojrzewajg, nie

majg sktonnosci do agregaciji i charakteryzujg sie wysokg jasnoscig oraz fotostabilnoscia.

Na rycinie 26 pokazano widma emisji fluorescencji TagGFP2 oraz odpowiednio widmo
wzbudzenia TagRFP (rycina 26A) oraz mKate2 (rycina 26B). Wspdlna czes¢ widm jest
wieksza dla pary TagGFP2/TagRFP niz dla pary TagGFP2/mKate2. lloSciowo jest to
opisywane przez parametr J. Korzystajac z informacji zgromadzonych w bazie danych FPbase
(Lambert, 2019) odczytano, ze dla pary TagGFP2/TagRFP parametr J wynosi
2,84x10'® Mtcm™*nm#, a dla pary TagGFP2/mKate2 wynosi 1,37x10'® M-lcm™nm?.
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Rycina 26. Widmo emisji fluorescencji donora oraz widmo wzbudzenia akceptora dla dwéch par FRET:
A. TagGFP2 (donor) i TagRFP (akceptor); B. TagGFP2 (donor) i mKate2 (akceptor). Widma
fluorescencji  wykre$lono na  podstawie danych  udostepnionych  przez  producenta
(https://evrogen.com/spectra-viewer/viewer.shtml).

Zaktadajgc, ze zjawisko FRET przebiega w roztworze wodnym (wspotczynnik zatamania
$wiatta n = 1,33), a wspdtczynnik orientacji k? = 0,6667 (jest to przyblizenie nie odpowiadajgce
rzeczywistej wartosci dla biatka fuzyjnego o ograniczonej liczbie stopni swobody, ale
pozwalajgce na poréwnanie dwéch par donor/akceptor), na podstawie rownania (3) mozna
wyliczyé Ry dla obu par biatek. Dla TagGFP2/TagRFP tak wyliczone Ro wynosi 5,633 nm. Dla
pary TagGFP2/mKate2 Ro wynosi 4,987 nm. Wyliczone warto$ci wskazujg, ze przy tej samej
odlegto$ci miedzy donorem i akceptorem zjawisko FRET jest bardziej wydajne dla pary
TagGFP2/TagRFP niz dla pary TagGFP2/mKate2.

Zjawisko rezonansowego transferu energii mozna eksperymentalnie zaobserwowac stosujgc
kilkka réznych technik obrazowania fluorescencyjnego. Metoda umozliwiajgca uzyskanie
najdoktadniejszych wynikdw, zastosowana tutaj, polega na pomiarach czasu zycia
fluorescencji donora (wykorzystujgc FLIM). W przypadku, kiedy akceptor znajduje sie
wystarczajgco blisko donora, aby mozliwy byt wydajny FRET, obserwowany czas zycia
fluorescencji donora sie zmniejsza. Dzieje sie tak, poniewaz prawdopodobienstwo transferu
energii na drodze FRET jest tym wigksze, im dtuzej donor znajduje sie w stanie wzbudzonym.

Przekazywana jest energia donora, ktéra w przeciwnym wypadku bytaby wypromieniowywana

78



po diuzszym czasie od wzbudzenia. Wiedzac, jak zmienia sie czas zycia fluorescencji donora,
mozna wyliczy¢ wydajnos¢ FRET:
TFRET
E=1——— 4
Tp
Trrer 10 Sredni czas zycia fluorescencji donora w obecnosci akceptora, a 1o to sredni czas

zycia fluorescenciji donora w nieobecnosci akceptora.

Czas zycia fluorescencji donora w obecno$ci akceptora wyliczano zgodnie z rownaniem:

_ A1T1+A2T2
TFRET = —A1 T4,

(5)

na podstawie parametrow wyznaczonych z pomiaréw FLIM przez dopasowanie danych

eksperymentalnych do krzywej o réwnaniu (1), w ktérym zatozono dwie sktadowe.

3.2.15. Statystyczna analiza danych

Regresje liniowg wykonywano metodg najmniejszych kwadratéw za pomocg arkusza
kalkulacyjnego Excel 365. Nieliniowe aproksymacje punktowe wykonywano metodg
najmniejszych kwadratdw rozpoczynajgc od arbitralnie zatozonych, bliskich oczekiwanym
poczatkowych wartosci poszukiwanych argumentow funkcji. Aproksymacje nieliniowe

przeprowadzano przy pomocy naktadki Solver w arkuszu kalkulacyjnym Excel 365.

Do poréwnan istotnosci statystycznej réznic miedzy $rednimi wartosciami dla dwdch
zmiennych niezaleznych stosowano dwustronny test t-Studenta (z istotnoécig p < 0,05).
W przypadku poréwnan wielokrotnych stosowano jednoczynnikowg analize wariancji oraz test

post hoc Tukeya (p < 0,001).
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4. Wyniki

4.1. Badanie specyficznosci substratowej ABCG2

4.1.1. Fluorescencyjna derywatyzacja flawonoidéw za pomoca DPBA

4.1.1.1. Badanie zjawiska fluorescencyjnej derywatyzacji flawonoidéw za pomoca
DPBA

Wykonano serie doswiadczen kontrolnych, w ktérych zbadano wtasciwosci fluorescencyjne
pochodnych flawonoid+DPBA. Wybrano w tym celu kwercetyne, jeden z najpowszechniej
wystepujacych flawonoidéw wiasciwych spetniajgcy kryteria reakcji z DPBA, a takze trzy inne
flawonoidy wtasciwe o bardzo zblizonej strukturze chemicznej, réznigce sie wytgcznie
konfiguracjg grup hydroksylowych: kempferol, luteolina i 3,6,3’,4’-tetrahydroksyflawon (patrz
rycina 15). Przygotowano roztwory flawonoidow w PBS, a nastepnie dodano do nich nadmiar
DPBA. Kontrolg negatywng byt roztwér PBS. Wykonano pomiar widm absorpcyjnych

roztwordw przed i po dodaniu DPBA. Wyniki zestawiono na rycinie 27.

0.4 - = = kontrola (PBS)
— kontrola DPBA w PBS

0.35 - 465nm - = kempferol

- kempferol+DPBA

- = kwercetyna

0.3 7

- kwercetyna+DPBA

= = |uteolina

0.25 .

- |uteolina+DPBA
3,6,3",4'-tetrahydroksyflawon
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Rycina 27. Widma absorpcyjne 20 pM roztworéw wybranych flawonoidéw w PBS przed i po dodaniu
DPBA (do koncowego stezenia 2 mM). Nad wykresami podano wartosci dtugosci fali maksimum
absorbancji dla kazdego z fluorescencyjnych produktow.
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Rycina 27. A. Zdjecie probowek zawierajgcych 20 uM roztwory flawonoidéw w PBS przed i po reakgc;ji
z DPBA obserwowanych w $wietle biatym (gérne zdjecia) oraz po wzbudzeniu transiluminatorem (dolne
zdjecia): 1. PBS, 2. kempferol, 3. kwercetyna, 4. luteolina, 5. 3,6,3'4’-tetrahydroksyflawon.
B. Widma emisji fluorescencji dla 20 uM roztworéw wybranych flawonoidéw w PBS przed i po dodaniu
DPBA (do koncowego stezenia 2 mM). Na wykresie odpowiednimi kolorami przedstawiono dtugosci fali
wzbudzenia oraz maksimum emis;ji fluorescencji pochodnych flawonoid+DPBA.

Zaden z badanych flawonoidéw nie absorbuje istotnie $wiatta w zakresie widzialnym
420-650 nm przed dodaniem DPBA. Niewielkg absorpcje swiatta przez prébki zawierajgce

flawonoidy mozna zaobserwowaé w nieobecnosci DPBA jedynie przy najkrétszych
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stosowanych dtugosciach fali (400-420 nm). Po dodaniu odczynnika derywatyzujgcego
zaobserwowano natychmiastowg zmiane barwy roztworéow (rycina 27A). Zaskakujaco,
pomimo duzego podobienstwa strukturalnego wszystkich czterech wybranych do reakcji
flawonoidow (patrz rycina 15) produkty flawonoid+DPBA charakteryzujg sie widmami
absorpcyjnymi o réznym przebiegu. Cztery pochodne flawonoid+DPBA majg rézne wartosci
wspotczynnika absorpcji, a maksimum absorpcji dla kazdej z nich znajduje sie przy innej
dtugosci fali.

Nastepnie wykonano widma emisji fluorescencji opisanych powyzej roztwordw flawonoidéw.
Dla kazdego ze zwigzkow zastosowano inng dtugosc fali wzbudzenia, odpowiadajgcg dtugosci
fali maksimum absorbancji. Dodatkowo zmierzono fluorescencje roztworéw flawonoidéw
przed dodaniem DPBA i fluorescencje roztworéw kontrolnych. W przypadku tych roztworéw
zastosowano wzbudzenie dlugoscig fali 400 nm, poniewaz przy tej dlugosci fali
zaobserwowano najwyzsze wartosci absorbancji w badanym zakresie swiatta widzialnego.
Otrzymane wyniki przedstawiono na rycinie 27B.

Nie zaobserwowano fluorescencji wyjsciowych roztworow flawonoidéw, pomimo pochtaniania
przez nie Swiatta w zakresie 400-430 nm. Po dodaniu DPBA roztwory badanych zwigzkow
wykazujg silng fluorescencje, kazdy o réznej charakterystycznej barwie (odpowiednio:
niebiesko-zielong, zoétta, pomaranczowg i czerwong; rycina 27A) i maksimach emisji od
ok. 500 nm az do ok. 610 nm. Przesuniecia Stokesa otrzymanych fluorescencyjnych
pochodnych flawonoidéw wynoszg miedzy 70 nm a 90 nm. Kazdy z produktow ma inne
maksimum wzbudzenia, ale ze wzgledu na swoje szerokie pasma absorpcyjne oraz emisyjne
wykazujg one wydajng fluorescencje w zakresie 500-560 nm przy wzbudzeniu Swiattem
niebieskozielonym o dtugosci fali 485 nm (wartosci odpowiadajgce intensywnosci fluorescenc;ji
przy wzbudzeniu tym zakresem diugosci fali przedstawiono w tabeli 6 w podrozdziale 4.1.7.),
co jest niezwykle istotne dla praktycznego wykorzystania tej metody derywatyzacji
w wysokoprzepustowych technikach biologicznych.

W kolejnym dosdwiadczeniu dla czterech wybranych flawonoidéw zbadano, czy
fluorescencyjny produkt wytworzony w reakcji z DPBA umozliwia ilosciowy pomiar stezenia
tych flawonoidéw w testach in vitro. W tym celu zbadano liniowo$¢ zaleznosci intensywno$ci
fluorescencji wybranych flawonoidéw po reakcji z DPBA od wyj$ciowego stezenia flawonoidu
w probce. Wykonano serie rozcienczen zwigzkéw w PBS w zakresie miedzy 100 uM a 100
nM. Do tak przygotowanych probek dodano nadmiar DPBA. Aby zapewni¢ wysokg czuto$é
pomiaru, intensywnos¢ fluorescencji kazdego produktu flawonoid+DPBA zmierzono
z zastosowaniem innego zestawu filtrow emisyjnych (wybranych na podstawie widm
pokazanych na rycinie 27B): kempferol Em =535+ 25 nm; kwercetyna i Iuteolina
Em =555 + 38 nm; 3,6,3'4’-tetrahydroksyflawon Em = 610 £ 20 nm, przy zachowaniu statego

filtra wzbudzenia: Ex = 485 + 14 nm.
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Na rycinie 28 przedstawiono krzywe zaleznosci intensywnosci fluorescencji utworzonych
produktow flawonoid+DPBA od stezenia flawonoidéw w probce. Dla wszystkich czterech
badanych zwigzkéw fluorescencja powstatego produktu w stezeniach nie przekraczajgcych
10 uM (dla kempferolu nawet do stezenia 100 uM) jest liniowo zalezna od stezenia flawonoidu
w probce (wspotczynnik determinacji R2>0,99). Przy najwyzszych uzytych stezeniach
flawonoidow (za wyjatkiem kempferolu) intensywnos¢ fluorescencji produktu jest nizsza niz
wynikatoby to z zaleznosci liniowej, co nalezy ttumaczy¢ nasilajgcym sie efektem filtra

wewnetrznego.

Nastepnie dla czterech wybranych flawonoidow sporzgdzono krzywe standardowe
umozliwiajgce przeliczenie intensywnosci fluorescencji zmierzonej prébki na stezenie
badanego zwigzku w prébce (rycina 29). Dla kazdego produktu flawonoid+DPBA na wykresie
podano réwnanie zaleznos$ci liniowej oraz wspdtczynnik determinaciji R?. Wspotczynnik ten dla
wyznaczonych krzywych standardowych jest w kazdym przypadku wyzszy niz kryterium

akceptacji stosowane dla metody analitycznej (R? > 0.995).

Na podstawie krzywych standardowych oraz odchylen standardowych zmierzonych wartosci
fluorescencji koniugatéw oszacowano granice wykrywalnosci kazdego z badanych
flawonoidow w PBS. Jest ona rowna stezeniu flawonoidu wyliczonemu z krzywej
standardowej, jakie musiatoby znajdowaé sie w prébce, aby uzyskaé wartosci fluorescencji
odpowiadajace trzykrotnosci odchylenia standardowego wartosci fluorescencji zmierzonych
dla slepej proby (roztwor PBS z DPBA, nie zawierajgcy flawonoidu). Dla kolejnych flawonoidéw
tak oszacowana granica wykrywalnosci wynosi odpowiednio: ok. 100 nM dla kempferolu,
ok.10nM dla kwercetyny, ok. 6nM dla Iluteoliny oraz ok. 60nM dla
3,6,3'4’-tetrahydroksyflawonu. Luteolina tworzy w reakcji z DPBA produkt, ktéry ma najwiekszg
jasnosc. Dzieki temu sposrod czterech badanych zwigzkéw wiasnie luteolina moze byc¢
wykrywana w najmniejszych ilosciach z zastosowaniem pomiaréw fluorymetrycznych po

derywatyzacji za pomocg DPBA.
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Rycina 28. Zaleznos$¢ s$redniej intensywnosci fluorescenciji produktow flawonoid+DPBA od stezenia
flawonoidu w szerokim zakresie stezen. Punkty na wykresie reprezentujg wartosé¢ srednia, stupki btedu
przedstawiajg sredni btagd $redniej, n = 3.
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Rycina 29. Krzywe standardowe fluorescenciji flawonoid+DPBA. Linig przerywang narysowano krzywe
regresji liniowej wyznaczone na podstawie danych eksperymentalnych. Obok kazdej krzywej podano
réwnanie oraz wspétczynnik determinaciji R2. Punkty na wykresie reprezentujg warto$¢ srednia, stupki
btedu przedstawiajg $redni btad sredniej, n = 3.
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Biorgc pod uwage wyniki otrzymane dla kwercetyny i podobnych do niej flawonoidow
postawiono hipoteze, ze zjawisko tworzenia sie fluorescencyjnych soli z DPBA jest dla
flawonoidow powszechne. Kolejnym etapem tej czesci pracy byta weryfikacja takiej hipotezy
na duzej grupie flawonoidéw oraz wybor zwigzkow, ktérych obecnosé i stezenie mozna sledzic

fluorymetrycznie po derywatyzacji za pomocg DPBA.

4.1.1.2. Wybér flawonoidéw ulegajacych derywatyzacji fluorescencyjnej za pomoca
DPBA

Ze wzgledu na znaczny potencjat aplikacyjny flawonoidéw w farmakologii i medycynie,
komercyjnie dostepnych jest kilka bibliotek tych zwigzkoéw. Spos$réd nich wybrano dwie:
biblioteke sktadajgca sie z naturalnych oraz pétsyntetycznych pochodnych flawonoidowych
firmy TimTec i biblioteke flawonoidéw naturalnych firmy Chemfaces. Obie biblioteki zostaty
najpierw przeanalizowane in silico w celu wyselekcjonowania wszystkich zwigzkéw
potencjalnie ulegajgcych derywatyzacji za pomocg DPBA (podrozdziat 3.2.2.). Wybrane
flawonoidy zakupiono, a nastepnie poddano reakcji z DPBA. Dla wszystkich zwigzkow
sporzadzono w ptytkach 96-dotkowych 100 pM roztwory w PBS, do ktérych dodano nadmiar
DPBA (rycina 30A). Tak powstate mieszaniny analizowano badajgc ich widma emisji
fluorescencji przy wzbudzeniu dwiema dtugosciami fali: 405 nm oraz 485 nm. Te dtugosci fali
wzbudzenia wybrano biorgc pod uwage widma absorpcyjne produktéw flawonoid+DPBA
uzyskane dla czterech flawonoidéw (rycina 27B). Dodatkowo wartoéci te wybrano z myslg
o testach wysokoprzepustowych (czytnik mikroptytek, zautomatyzowany mikroskop
fluorescencyjny), gdzie zastosowanie filtrow emisyjnych umozliwiajgcych wzbudzenie
Swiattem o dtugosciach fali 405 nm i 485 nm jest powszechne. Z widm emis;ji fluorescencji
zwigzkow flawonoid+DPBA odczytano wartosci maksymalne intensywnosci fluorescenc;ji. Dla
kazdego produktu flawonoid+DPBA (opisanych kolejnymi numerami identyfikacyjnymi
zestawionymi w aneksie w tabelach 1 i 2) wyzszg z tych dwdch wartosci maksymalne;j
intensywnosci fluorescencji (dla wzbudzenia 405 nm lub 485 nm) przedstawiono na rycinie
30B. Znaczna czes¢ testowanych flawonoidéw ulega reakcji derywatyzacji za pomocg DPBA
Z wytworzeniem barwnego oraz fluorescencyjnego produktu (rycina 30A).

Srednia warto$é intensywnosci fluorescencji produktéw wynosi 1,2 x 10° jednostek
fluorescencji, przy maksymalnej zmierzonej wartosci réwnej ok. 8,5 x 10° jednostek
fluorescencji. 116 sposréd 406 wybranych flawonoidow wykazuje wyzszg niz Srednia
intensywnos¢ fluorescencji powstatego produktu reakcji z DPBA. Mediana wartosci
przedstawionych na rycinie 30B wartosci fluorescenciji wynosi ok. 2,3 x 10* jednostek, co
stanowi wiecej niz 2% maksymalnej zmierzonej wartosci (bedacej blisko maksymalnego limitu

detekcji czytnika — 9,0 x 10°). 86 flawonoidéw reagujgcych z DPBA z wytworzeniem produktu
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o wysokiej intensywnosci fluorescencji (wiecej niz 2x10° jednostek) wybrano do dalszych

badan z uzyciem technik fluorymetrycznych (patrz tabela 4 w podrozdziale 4.1.3).

A.

10

Intensywnos¢ fluorescencji
[iednostki fluorescencji]

0.1

100 200 300
Numer identyfikacyjny flawonoidu (F)

Rycina 30. A. Zdjecie przyktadowych 96 roztworéw flawonoidéw po dodaniu DPBA wykonane w Swietle
bialym (z lewej strony) oraz po wzbudzeniu Swiattem w zakresie 400-500 nm (z prawej strony).
B. Intensywnos¢ fluorescencji w maksimum widma emisji fluorescencji dla 100 puM roztworéw
flawonoidéw po reakcji z DPBA. Widma emisji flawonoid+DPBA wykonano przy wzbudzeniu 405 nm
oraz 485 nm. Na wykresie przedstawiono wyzszg z warto$ci maksymalnej intensywnosci fluorescenciji.
Linig przerywang zaznaczono mediane wartosci.
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4.1.2. Badanie aktywnosci transportowej ludzkiego biatka ABCG2 z wykorzystaniem

flawonoidéw jako substratéw

4.1.2.1. Badanie aktywnosci biatka ABCG2 poprzez oznaczanie stezenia flawonoidu

w lizatach komérkowych otrzymywanych z zawiesiny komoérek

Jak wykazano powyzej, wiele flawonoidow w reakcji z DPBA tworzy fluorescencyjny produkt,
ktory moze by¢ specyficznie, ilosciowo i z duzg doktadnoscig oznaczony w prostych
roztworach wodnych (buforowany roztwor soli fizjologicznej). W zwigzku z tym zbadano, czy
flawonoidy znajdujgce sie wewnagtrz komoérki mogg by¢ rowniez oznaczone fluorymetrycznie
w zlozonej mieszaninie, jakg jest lizat komérkowy, zawierajgcy wiele substancji potencjalnie
zaburzajgcych pomiar. Do zbadania tego zagadnienia wybrano dwie modelowe linie
komérkowe powszechnie stosowane w badaniach dotyczgcych aktywnosci ludzkiego biatka
ABCG2: linie MDCK-II (kontrola) oraz linie MDCK-II/BCRP, w ktérej ekspresiji ulega ludzkie
biatko ABCG2. Jako znany modelowy substrat biatka ABCG2 wybrano kwercetyne, ktéra po

reakcji z DPBA tworzy jasny fluorescencyjny produkt.

Doswiadczenia prowadzono zgodnie z metodg opisang w podrozdziale 3.2.10.2. Zawiesing
komoérek linii MDCK-II i MDCK-II/BCRP inkubowano przez godzine w obecnosci lub
nieobecnosci kwercetyny (w stezeniu 20 uM). Fluorescencje otrzymanych lizatéw zmierzono
stosujgc zestaw filirbw wzbudzenia i emisji zoptymalizowany uprzednio dla produktu
kwercetyna+DPBA (rycina 27B, Ex =485+ 15 nm, Em =565 £30 nm). Otrzymane wyniki

zestawiono na rycinie 31.

Lizaty komorkowe, do ktérych nie dodano DPBA, wykazujg fluorescencje na poziomie sSlepe;j
proby (bufor lizujgcy), nawet jesli byty inkubowane z kwercetyng. Podobnie lizat z komoérek,
ktére nie byty inkubowane z flawonoidem, nie wykazuje fluorescencji w badanym zakresie
nawet w obecnosci DPBA. Lizaty z komorek, ktore inkubowano z kwercetyng, wykazujg silng
fluorescencje po dodaniu DPBA, co potwierdza, ze ten flawonoid réwniez w lizatach
komodrkowych ulega wydajnej i specyficznej reakcji z wytworzeniem fluorescencyjnego
produktu. Lizaty z komoérek linii MDCK-II/BCRP majg o okoto 50% mniejszg intensywnosé
fluorescencji niz lizaty z komérek MDCK-II. Wynik ten wskazuje, ze biatko ABCG2 obecne
w linii MDCK-II/BCRP transportuje kwercetyne, obnizajagc wewnagtrzkomorkowe stezenie

flawonoidu w komarkach tej linii.
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Rycina 31. Intensywnos¢ fluorescencji lizatéw komodrkowych przygotowanych z komérek MDCK-II
i MDCK-II/BCRP. Komoérki inkubowano przez 1 h z dodatkiem lub bez dodatku 20 uM kwercetyny.
Nastepnie komorki przygotowano lizaty komorkowe z dodatkiem lub bez dodatku DPBA. Intensywnosci
fluorescencji znormalizowano w przeliczeniu na 1 mg biatka w otrzymanych lizatach. Przedstawiono
wartos¢ srednig, stupki btedu to Sredni btad sredniej, n =3, * p < 0,05.

Aby sprawdzi¢, czy réznice w ilosci flawonoidu zakumulowanego w komaorkach tych dwdéch linii
wynikajg jedynie z obecnosci aktywnego biatka ABCG2, w kolejnym doswiadczeniu
zastosowano dwa inhibitory tego transportera: inhibitor naturalnego pochodzenia,
fumitremorgine C (FTC), a takze jego poisyntetyczng pochodng o zmniejszonej
cytotoksycznosci, Ko143. Podobnie jak w poprzednim eksperymencie zawiesing komorek
danego typu inkubowano przez godzine z kwercetyng. Do czesci probowek zawierajgcych
zawiesine komorek na ok. 15 min przed dodaniem flawonoidu dodano inhibitor (10 uyM FTC
lub 10 pM Ko143). Zmierzono intensywnosci fluorescencji lizatbw komodrkowych
i znormalizowano je wzgledem stezenia biatka (rycina 32). Poniewaz zmierzone warto$ci
fluorescencji znajdujg sie w liniowym zakresie krzywej standardowej dla pochodnej
kwercetyna+DPBA (rycina 29), przeliczono je na stezenie kwercetyny. Otrzymane wyniki

zestawiono w tabeli 2.
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Rycina 32. Intensywnos¢ fluorescenciji lizatdw komoérkowych przygotowanych z komérek MDCK-II
i MDCK-II/BCRP. Komérki hodowano przez 1 h z dodatkiem 20 uM kwercetyny w obecnosci lub
nieobecnosci inhibitorow ABCG2. Intensywnosci fluorescencji znormalizowano w przeliczeniu na 1 mg
biatka w otrzymanych lizatach. Przedstawiono warto$¢ $rednig, stupki btedu to $redni btgd Sredniej,
n=4,*p<0,05.

Tabela 2. llos¢ kwercetyny zakumulowana w komaérkach danej linii, znormalizowana wzgledem ilosci
biatka. Intensywnos$¢ fluorescencji produktu kwercetyna+DPBA przeliczono na stezenie kwercetyny
w prébce stosujgc krzywg standardowg przedstawiong na rycinie 29. Wartosci przedstawiajg
$rednig + $redni bigd sredniej, n = 4, * p < 0,05.

Znormalizowana ilos¢ kwercetyny w lizatach

[umol/ug biatka]

Linia komorkowa: bez inhibitora +10 yM FTC + 10 uM Ko143
MDCK-II 2,399 £ 0,043 2,464 £ 0,043 2,449 £ 0,051
MDCK-II/BCRP 1,004 £ 0,034 * 2,363 £ 0,051 2,364 £ 0,034
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llos¢ kwercetyny zakumulowanej w komoérkach MDCK-II/BCRP wykazujgcych ekspresje
ludzkiego biatka ABCG2, jest 0 58% mniejsza niz w komaérkach linii MDCK-II. Po zahamowaniu
aktywnosci ABCG2 za pomocg specyficznych inhibitorow kwercetyna jest akumulowana
w komdrkach MDCK-1I/BCRP w takiej samej ilosci jak w komoérkach MDCK-II. Nie ma istotnych
réznic w wewnatrzkomorkowej ilosci kwercetyny zakumulowanej w komorkach MDCK-II po
traktowaniu inhibitorami. Wynik ten dowodzi, ze jedynym powodem, dla ktérego kwercetyna
akumuluje sie w komoérkach MDCK-II/BCRP w mniejszej ilosci, jest obecnosé aktywnego
biatka ABCG2.

Podobny eksperyment wykonano na dwéch innych liniach komérkowych réznigcych sie
ekspresjg ABCG2: HEK 293 i HEK-TagGFP2-ABCG2. Zawiesine komorek inkubowano przez
godzine w obecnosci kwercetyny. Podobnie jak w poprzednim doswiadczeniu do czesci
probowek z komérkami dodano odpowiedniego inhibitora. Po usunieciu medium z nadmiarem
flawonoidu komoérki lizowano buforem lizujgcym zawierajgcym DPBA. Poniewaz komorki HEK-
TagGFP2-ABCG2 zawierajg zielone biatko fluoryzujgce emitujgce fluorescencje w zakresie
diugosci fali mierzonych dla zwigzku kwercetyna+DPBA, przygotowano rowniez lizaty
z komoérek inkubowanych w nieobecnosci kwercetyny. Dodwiadczenie wykonano w pieciu
powtdrzeniach, a otrzymane wyniki znormalizowano wzgledem ilosci biatka i zestawiono na

rycinie 33 oraz w tabeli 3.

Podobnie jak w przypadku komorek MDCK-1 ilo$¢ kwercetyny zakumulowana w komorkach
linit HEK-TagGFP2-ABCG2 jest znacznie mniejsza niz ilos¢ zakumulowana w kontroli (komorki
HEK-293). W komérkach HEK-TagGFP2-ABCG2 znajdowato sie mniej niz 30% ilosci, ktora
znajdowata sie w komdrkach nie zawierajgcych tego transportera. Komorki inkubowane
w obecnosci inhibitoréw zakumulowaty jednakowg ilos¢ kwercetyny, co dowodzi, ze to
obecno$¢ aktywnego biatka ABCG2 jest przyczyng tej roznicy. W lizatach wykonanych
z komorek nietraktowanych kwercetyng fluorescencja nie byta rézna od fluorescenciji tta (bufor
lizujgcy z DPBA) nawet w przypadku komorek HEK-TagGFP-ABCG2. Wskazuje to, ze
fluorescencja pochodzaca od biatka TagGFP2-ABCG2 jest zaniedbywalna w lizacie
komdrkowym i nie zaburza fluorescencyjnego pomiaru ilosci kwercetyny znajdujgcej sie w tych

komodrkach.
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Rycina 33. Intensywnos$¢ fluorescenciji lizatéw komérkowych przygotowanych z komérek HEK 293
i HEK-TagGFP2-ABCG2. Komérki inkubowano przez 1 h z dodatkiem 20 uM kwercetyny w obecnosci
lub nieobecnosci inhibitorow ABCG2. Intensywnosci fluorescencji znormalizowano w przeliczeniu na
1 mg biatka w otrzymanych lizatach. Przedstawiono warto$¢ srednig, stupki btedu to $redni btad
sredniej, n =5, * p < 0,05.

Tabela 3. llos¢ kwercetyny zakumulowana w komorkach danej linii, znormalizowana wzgledem iloSci
biatka. Intensywnos¢ fluorescencji produktu kwercetyna+DPBA przeliczono na stezenie kwercetyny
w prébce stosujgc krzywg standardowg przedstawiong na rycinie 29. Wartosci przedstawiajg
srednig + Sredni btad $redniej, n =5, * p < 0,05.

Znormalizowana ilos¢ kwercetyny w lizatach

[umol/ug biatka]

HEK 293 2,028 £ 0,057 2,012+ 0,038 2,001 £ 0,048

HEK-TagGFP2-ABCG2 0,591 £ 0,022 * 1,965 £ 0,030 1.902 £ 0,074
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4.1.2.2. Badanie aktywnosci biatka ABCG2 poprzez oznaczanie stezenia flawonoidu

w lizatach komérkowych przygotowywanych z monowarstwy

Powyzsze doswiadczenia wykazaty, ze aktywno$¢ biatka ABCG2 mozna mierzy¢
fluorymetrycznie z wykorzystaniem kwercetyny jako substratu ilosciowo przeprowadzanego
we fluorescencyjng pochodng. Dla uproszczenia procedur eksperymentalnych oraz w celu
zwiekszenia przepustowosci metody wykonano serie doswiadczen weryfikujgcych mozliwosé
pomiaru aktywnosci biatka w komérkach hodowanych i traktowanych flawonoidem

bezposrednio na ptytce 96-dotkowe;j.

W pierwszym doswiadczeniu zbadano, czy ilos¢ kwercetyny znajdujgcej sie w mniejszej liczbie
komorek znajdujgcej sie w dotku ptytki jest wystarczajgca, aby mozna byto fluorymetrycznie
oznaczac jej stezenie po derywatyzacji za pomocg DPBA. W tym celu zbadano, w jaki sposéb
intensywnos¢ fluorescencji przygotowanych lizatow komérkowych zalezy od liczebnosci
komoérek danego typu (MDCK-II lub MDCK-II/BCRP) inkubowanych z kwercetyng w dotku
ptytki 96-dotkowej w obecnosci lub nieobecnosci Ko143 oraz w jaki sposéb rozna liczebnosé
komoérek wptywa na pomiar aktywnosci transportowej biatka ABCG2. Otrzymane wyniki

zebrano na rycinie 34.

Dla wszystkich testowanych liczebnosci komoérek intensywnosé fluorescenciji koniugatu
kwercetyna-DPBA w lizatach jest znacznie wyzsza niz fluorescencja tta (lizat z komérek
MDCK-II nie traktowanych flawonoidem), ktéra wynosi ok. 0,16 x 10° jednostek fluorescenciji.
Srednia intensywnos$é fluorescencji produktu kwercetyna+DPBA oznaczanego w lizatach
rosnie liniowo wraz ze wzrostem liczby komérek w punkcie pomiarowym. Dowodzi to, ze w
jednej komérce znajduje sie srednio taka sama ilo$¢ flawonoidu niezaleznie od gestosci
hodowli. Podobnie jak w przypadku lizatbw przygotowywanych z duzej liczby komorek
inkubowanych z kwercetyng w zawiesinie, w lizatach przygotowywanych na piytkach
96-dotkowych s$rednie warto$ci intensywnosci fluorescencji lizatéw z komorek MDCK-Il sg
wyzsze niz te dla komorek MDCK-II/BCRP, niezaleznie od liczebno$ci komérek w dotku. Po
zahamowaniu aktywnosci ABCG2 w komérkach MDCK-II/BCRP za pomocg Ko143,
kwercetyna akumuluje sie w nich w takiej samej ilosci jak w komérkach MDCK-II. Nie ma
rowniez statystycznie istotnych réznic w wewnagtrzkomorkowej ilosci kwercetyny, ktora
znajduje sie w komdrkach MDCK-II po traktowaniu flawonoidem w obecnosci i nieobecnosci

inhibitora.

Za miare aktywnosci biatka ABCG2 mozna uznaé roéznice miedzy wartosciami intensywnosci
fluorescencji lizatow (co odpowiada réznicy w ilosciach flawonoidu zakumulowanego w
komoérkach) przygotowanych z komérek bez aktywnego biatka ABCG2 (tu: linia MDCK-II lub
linia MDCK-1I/BCRP z aktywno$cig transportera zablokowang inhibitorem Ko143) i z komoérek
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w ktérych biatko ABCG2 wykazuje petng aktywnosé (tu: linia MDCK-1I/BCRP nie traktowana
inhibitorem). Na podstawie wynikéw przedstawionych na rycinie 34 wyliczono w ten sposéb
miare aktywnosci biatka ABCG2 wzgledem kwercetyny i otrzymane wartosci przedstawiono
dla réznej liczebnosci komérek, podajgc je w przeliczeniu na pojedynczg komérke. Uzyskane

wyniki przedstawiono na rycinie 35.

MDCK-II MDCK-II/BCRP
B MDCK-I + 10 pM Ko143 mMDCK-II/BCRP + 10 pM Ko143

x 10°
*
]

——

Intensywnos¢ fluorescencji lizatu
[jednostki fluorescencji]
w
*

10 20 30 40 50
Liczebno$é komoérek w dotku ptytki [ x10° ]

Rycina 34. Intensywnos¢ fluorescencji lizatow komoérkowych przygotowanych w ptytce 96-dotkowe;.
Komorki danej linii inkubowano przez 1 h z dodatkiem 20 pM kwercetyny w obecnosci lub nieobecnosci
Ko143. Nastepnie przygotowano lizaty komodrkowe derywatyzowane DPBA i zmierzono ich
fluorescencje. Przedstawiono wartos¢ srednig, stupki btedu to sredni btad sredniej, n =9, * p < 0,05.

Mierzona aktywnos$¢ biatka ABCG2 w przeliczeniu na pojedynczg komoérke byta jednakowa
niezaleznie od gestosci komoérek w dotku piytki. W dalszych do$wiadczeniach stosowano
gesto$¢ 40x10% komorek na dotek ptytki 96-dotkowej, poniewaz przy tej gestosci biatko ABCG2
osigga optymalng aktywnos$¢ w przeliczeniu na pojedynczg komorke, a bezwzgledne wartosci

réznic intensywnosci fluorescencji sg najwieksze.
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m réznica w akumulacji kwercetyny miedzy MDCK-Il i MDCK-II/BCRP
10 - m wzrost akumulacji kwercetyny w MDCK-II/BCRP w obecnosci Ko143

Miara aktywnosci biatka ABCG2
w przeliczeniu na pojedyncza komorke

20 30 40
Liczebo$é komérek w dotku plytki [ x 10°]

Rycina 35. Aktywnos¢ biatka ABCG2 zmierzona w lizatach komérkowych przygotowanych w ptytce
96-dotkowej dla roznej liczebnosci komérek i przedstawiona w przeliczeniu na pojedynczg komoérke.
Przedstawiono roéznice wartosci srednich miedzy intensywnosciami fluorescencji przedstawionymi na
rycinie 34. Stupki btedu to $redni btad sredniej dla roznic, n =9, * p < 0,05.

Korzystajgc z opisanej powyzej metody badania aktywnoéci biatka ABCG2 zbadano, czy
luteolina i kempferol, dwa inne flawonoidy ulegajgce wydajnej derywatyzacji fluorescencyjnej
za pomocg DPBA, sg rowniez substratami dla tego biatka. Komoérki linii MDCK-II/BCRP
inkubowano przez godzine z kwercetyng, luteoling lub kempferolem w nieobecnos$ci lub
obecnosci Ko143. Po usunigciu nadmiaru flawonoidéw przygotowano lizaty komérkowe
bezposrednio w dotkach ptytki 96-dotkowej, rownoczesnie przeprowadzajgc derywatyzacje
flawonoidow za pomocg DPBA. Intensywnosc¢ fluorescencji lizatow zmierzono stosujgc filtr
wzbudzenia Ex =485t 14 nm oraz rézne filtry emisyjne: kempferol Em =535 + 25 nm;
kwercetyna i luteolina Em =555 + 38 nm. Aby md6c poréwnaé réznice obserwowane dla
réznych flawonoidow, intensywnosci fluorescencji lizatow przedstawiono w procentach jako
wartoéci wzgledne w odniesieniu do wartosci uzyskanych dla kontroli z niezahamowang

aktywnosécig ABCG2. Tak przygotowane wyniki zestawiono na rycinie 36.
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Rycina 36. Wzgledna intensywnos¢ fluorescencji lizatdw komorkowych przygotowanych w ptytce
96-dotkowej z hodowli komoérek MDCK-II/BCRP. Komorki inkubowano przez 1 h w obecnosci 10 uM
flawonoidéw w obecnosci lub nieobecnosci Ko143. Nastepnie przygotowano lizaty komorkowe
derywatyzowane DPBA i zmierzono ich fluorescencje. Przedstawiono wartos¢ srednia, stupki btedu to
sredni btgd sredniej, n =5, * p < 0,05.

Dla kazdego z zastosowanych flawonoidéw fluorescencja w lizacie otrzymanym z komorek
z zahamowang aktywnoscig biatka ABCG2 jest znacznie wyzsza niz w lizacie otrzymanym
z komorek, ktérych nie traktowano inhibitorem. Oznacza to, ze wszystkie trzy zwigzki sg
substratami biatka ABCG2. Przy jednakowym zewnagtrzkomorkowym stezeniu flawonoidéw
(10 uM) najwieksze wzgledne réznice w ilosci zakumulowanego zwigzku zaobserwowano dla
luteoliny, a najmniejsze dla kempferolu. Koniugat luteoliny z DPBA wykazuje réwniez bardzo
intensywng fluorescencje (rycina 29), przez co flawonoid ten stanowi bardzo dobry, nowy
substrat modelowy do badania aktywnosci biatka ABCG2.

Zaréwno luteolina, jak i inne flawonoidy mogg po diuzszych czasach inkubacji z komdorkami
wykazywaé niepozgdane efekty biologiczne, zaburzajgc homeostaze i w konsekwencji
zaktdcajgc pomiar aktywnosci transportera. Aby ograniczy¢ te efekty do minimum, oznaczanie
aktywnosci transportowej biatka ABCG2 oparte na pomiarze ilosci flawonoidu zgromadzonego
wewnatrzkomérkowo, po ustaleniu sie réwnowagi miedzy procesami dyfuzji i procesem
transportu zaleznym od ABCG2, nalezy wykonywaé po mozliwie najkrétszym czasie od

podania flawonoidu. Stosujgc luteoline jako nowy substrat biatka ABCG2 zbadano kinetyke
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ustalania sie rownowagi miedzy procesami dyfuzji i transportu zaleznego od tego biatka.
W tym celu komérki MDCK-II/BCRP hodowane na ptytce 96-dotkowej inkubowano z luteoling
w obecnosci lub nieobecnosci Ko143 przez okreslony czas, maksymalnie 24 h. Po danym
czasie z komorek przygotowano lizaty, przeprowadzajgc réwnoczesnie derywatyzacje
luteoliny za pomocg DPBA, a nastepnie zmierzono intensywnos$¢ fluorescencji otrzymanych
lizatow. Wartosci przedstawiono na rycinie 37. Poniewaz zmierzone wartosci intensywnosci
fluorescencji produktu luteolina+DPBA znajdujg sie w liniowym zakresie krzywej standardowe;j

(rycina 29), odpowiadajg ilosci luteoliny zakumulowanej w komoérkach po okreslonym czasie.
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Rycina 37. Intensywnos¢ fluorescenciji lizatdw komodrkowych przygotowanych w ptytce 96-dotkowej z
komérek MDCK-II/BCRP inkubowanych z 60 uM luteoling przez rézny okres czasu w obecnosci lub
nieobecnosci Ko143. Z komdrek po okreslonym czasie inkubacji przygotowano lizaty komérkowe
derywatyzowane DPBA i zmierzono ich fluorescencje. Przedstawiono wartos¢ srednig, stupki btedu to
Sredni btgd $redniej, n =5, * p < 0,05.

Luteolina jest akumulowana w komdrkach zawierajgcych aktywne biatko ABCG2 w mniejszej
ilosci niz w komorkach traktowanych Ko143. llos¢ flawonoidu w komorkach rosnie przez
pierwsze 60 minut od momentu rozpoczecia inkubacji z luteoling, po czym ustala sie stan
rownowagi. Nastepnie, po 6 h inkubacji, mozna zaobserwowaC spadek intensywnosci
fluorescencji oraz zmniejszenie sie roznic w ilosci akumulowanego flawonoidu miedzy
komoérkami  inkubowanymi w obecnosci i nieobecnosci Ko143. Po 24 h rodznice
w intensywnosciach fluorescencji lizatéw zanikajg, a intensywnosci mierzonej fluorescenciji
lizatow sa niskie. Spadek fluorescencji w obu przypadkach wigze sie najprawdopodobniej ze
znacznym efektem cytotoksycznym, jaki wywiera na komorki dtugotrwata inkubacja z luteoling.
Poniewaz wewnatrzkomoérkowa ilos¢ flawonoidu dostepnego do transportu przez biatko

ABCG2 rosnie w trakcie poczgtkowego okresu inkubacji, aktywnosc¢ transportera przy statym
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zewnatrzkomorkowym stezeniu flawonoidu réwniez rosnie w tym czasie. Na rycinie 38
przedstawiono, w jaki sposéb zmienia sie aktywnos¢ biatka ABCG2 w przeliczeniu na

pojedynczg komorke.
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Rycina 38. Aktywnos¢ biatka ABCG2, z luteoling jako substratem, mierzona w lizatach komérkowych
przygotowanych w ptytce 96-dotkowej po réznym czasie od dodania flawonoidu. Na wykresie
przedstawiono réznice wartoéci Srednich miedzy intensywnosciami fluorescencji przedstawionymi na
rycinie 37 w przeliczeniu na pojedynczg komoérke. Stupki btedu to sredni btgd $redniej dla réznic, n = 5.
Poréwnywano istotnos¢ roznic miedzy dwoma nastepujgcymi po sobie punktami pomiarowymi,
*p < 0,05.

Réznice w ilosci akumulowanego flawonoidu, bedace miarg aktywnosci biatka ABCG2,
ustalajg sie po 60 minutach od podania luteoliny (transporter osigga wtedy maksymalng
szybkoé¢ transportu). W tym czasie osiggany jest stan réwnowagi miedzy procesami dyfuzji
i transportu, a ilo$¢ flawonoidu znajdujgcego sie wewnatrz komorek utrzymuje sie na statym
poziomie przez kilka nastepnych godzin. Biorgc pod uwage powyzszy wynik, w kolejnych

doswiadczeniach stosowano godzinny okres preinkubacji z flawonoidami.
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Nastepnie wykonano serie doswiadczen z réznymi stezeniami trzech flawonoidéw
(kwercetyna, luteolina oraz kempferol) w dwéch uktadach eksperymentalnych: poréwnujgc
ilos¢ flawonoidu zakumulowanego w komérkach MDCK-II/BCRP i MDCK-II lub poréwnujgc
ilosci zakumulowane w komérkach MDCK-II/BCRP w nieobecnosci i obecnosci 10 uM Ko143.
Wyniki uzyskano stosujgc stezenia 10, 20 oraz 30 uM danego flawonoidu w medium

i zestawiono na rycinie 39.

W przypadku kwercetyny i luteoliny réznica ilosci flawonoidu zakumulowanego w komaérkach
bez aktywnego biatka ABCG2 (komérki MDCK-II lub komérki MDCK-II/BCRP z dodanym
Ko143) i w komérkach z aktywnym ABCG2 (MDCK-1I/BCRP bez inhibitora) ro$nie zaleznie od
podanego stezenia flawonoidu. Ta roznica jest miarg szybkosci reakcji enzymatycznej
transportu. W zastosowanym zakresie stezen w przypadku kwercetyny i luteoliny
obserwowana szybkosc¢ transportu rosnie znacznie przy kolejnych stezeniach, co oznacza ze
aktywno$¢ biatka ABCG2 wzgledem tych substratow jest jeszcze daleka od aktywnosci
maksymalnej (rycina 39A-D). Poréwnujgc aktywnos¢ ABCG2 wzgledem wszystkich trzech
substratéw mozna zauwazy¢, ze przyrosty roznic obserwowanych dla kempferolu sg niewielkie
(rycina 39E). Mozna z tego wywnioskowacé, ze transporter osigga w tym zakresie stezenh
kempferolu szybkosc¢ bliskg granicznej, co wskazuje na to, Zze powinowactwo kempferolu do
biatka ABCG2 jest wyzsze niz powinowactwo kwercetyny czy luteoliny (potowa szybkosci
granicznej osiggana jest przy nizszym stezeniu substratu — Km jest nizsze). Dodatkowo widag,
ze przy wyzszych stezeniach kempferolu (20 uM i 30 uM) nie ma réznic miedzy lizatami
z komérek MDCK-II/BCRP traktowanymi i nietraktowanymi Kol143 (rycina 39F).
Powinowactwo kempferolu do ABCG2 jest na tyle wysokie, ze Ko143, bedacy inhibitorem
kompetycyjnym, nie jest w stanie przy tych stezeniach flawonoidu wydajnie konkurowaé
0 miejsce wigzania na enzymie. Kempferol jest wiec substratem biatka ABCG2 o wysokim
powinowactwie, ale niskiej szybkosci maksymalnej transportu. Kwercetyna i luteolina majg

nizsze powinowactwo do transportera, ale sg transportowane wydajniej.
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Rycina 39. Intensywno$¢ fluorescenciji lizatdbw komérkowych przygotowanych w ptytce 96-dotkowej.
Komérki danej linii inkubowano przez 1 h z dodatkiem wskazanego stezenia kwercetyny (A.iB.),
luteoliny (C.iD.) lub kempferolu (E. i F.) w obecnosci lub nieobecnosci Ko143. Przedstawiono
fluorescencje lizatéw otrzymanych z komérek MDCK-11 i MDCK-1I/BCRP nie traktowanych inhibitorem
(A., C. i E.) oraz fluorescencje lizatdbw otrzymanych z komérek MDCK-II/BCRP traktowanych i nie
traktowanych inhibitorem (B., D. i F.). Przedstawiono wartos¢ $rednig, stupki btedu to $redni btad
sredniej, n = 3, * p < 0,05.
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4.1.2.3. Badanie aktywnosci biatlka ABCG2 poprzez bezposrednie oznaczanie
substratu wewnatrz komérek w monowarstwie

Zastosowanie derywatyzacji fluorescencyjnej polifenoli w lizatach komérkowych z niewielkiej
ilosci komoérek hodowanych na ptytce 96-dotkowej umozliwia szybki i doktadny pomiar ich
stezenia. Biorgc pod uwage, ze DPBA tatwo i szybko przechodzi przez btony komérkowe,
wtym ssacze, o czym swiadczy jego stosowanie jako inhibitora wewngtrzkomérkowych
kanatéw jonowych, w kolejnych doswiadczeniach zweryfikowano, czy fluorescencje produktu
flawonoid+DPBA mozna rowniez wiarygodnie mierzy¢ bezposrednio w ukladzie

heterogennym, jakim jest monowarstwa komorek.

Stosujgc luteoling, w pierwszym doswiadczeniu badano, jak zmienia sie fluorescencja
komérek MDCK-Il traktowanych najpierw flawonoidem, a nastepnie inkubowanych
przyzyciowo w obecnosci DPBA. Komoérki inkubowano z réznymi stezeniami flawonoidu przez
godzine w normalnych warunkach hodowli. Nastepnie bez usuwania nadmiaru flawonoidu do
komérek dodano DPBA i komérki inkubowano dalej przyzyciowo przez 20 minut. Nastepnie
znad komdérek usunieto medium i po jednokrotnej wymianie medium hodowlanego komoérki
inkubowano dalej w normalnych warunkach hodowli, wykonujgc po okreslonym czasie pomiar
fluorescencji monowarstwy komoérek (wymieniajgc przed pomiarem medium hodowlane na

PBS). Otrzymane wyniki zebrano na rycinie 40.

Luteolina znajdujgca sie w komdrkach ulega przeksztatceniu we fluorescencyjng pochodna,
ktérg mozna mierzy¢ réwniez w monowarstwie komorek za pomocg czytnika ptytek.
Intensywnosé fluorescencji komoérek po akumulacji luteoliny i jej derywatyzaciji za pomocg
DPBA, zmierzona przyzyciowo, dobrze koreluje z jej stezeniem podanym zewngtrzkomdrkowo
(R?>0.99). Co wiecej, komorki zachowujg poczgtkowg intensywno$¢ fluorescenciji przez ponad
90 minut inkubacji po usunieciu flawonoidu oraz DPBA. Dowodzi to, ze obdarzona tadunkiem
fluorescencyjna pochodna flawonoid+DPBA, w przeciwienstwie do wyjsciowego flawonoidu,
nie przenika przez btone plazmatyczng w zywych komérkach linii MDCK-1I/BCRP. Pochodna
ta nie jest usuwana do medium ani za pomocg dyfuzji, ani dzieki aktywnym transporterom,
w tym w szczegodlnosci za pomocg biatka ABCG2, ktdre jest w tych komorkach obecne w duzej
iloéci. Dodatkowo niemal dwugodzinna stabilno$¢ mierzonych wartosci fluorescencji zwigzku
flawonoid+DPBA w zywych komodrkach oznacza, ze w pochodna fluorescencyjna flawonoidu

nie jest metabolizowana w sposéb, ktory obnizatby wartosci fluorescenc;i.
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Rycina 40. Zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji monowarstwy komorek zawierajgcych produkt
luteolina+DPBA od czasu. Komérki MDCK-II inkubowano z réznymi stezeniami luteoliny przez godzine,
a nastepnie do komoérek dodano DPBA (do stezenia 1,11 mM) i po 20 minutach inkubacji komorki
przeptukano swiezym medium hodowlanym (bez flawonoidu i DPBA) i komorki od tego czasu (czas po
derywatyzacji) hodowano przez kolejne 100 minut w normalnych warunkach hodowli w okreslonych
punktach czasowych wykonujgc pomiar fluorescencji monowarstwy. Przedstawiono wartos¢ srednig,
stupki btedu to $redni btgd $redniej, n = 10.

W kolejnym doswiadczeniu na komodrkach lizowanych i nie lizowanych poréwnywano liniowo$¢
zaleznosci mierzonej intensywnosci pochodnej flawonoid+DPBA od stezenia flawonoidu,
Z ktérym inkubowano komodrki w monowarstwie. Dodatkowo sprawdzono, jak szybka jest
reakcja derywatyzacji flawonoidu w zywych komérkach. Komérki MDCK-Il wysiane na ptytke
96-dotkowg w jednakowej gestosci (4x10* komodrek na dotek) inkubowano przez godzine
w normalnych warunkach hodowli z luteoling w stezeniu miedzy 0 uM a 200 uM. Nastepnie do
niektérych dotkéw dodawano DPBA na 20 minut w temperaturze pokojowej, po czym te
komorki przemywano za pomocg PBS i wykonywano pomiar ich fluorescencji bezposrednio
(punkty pomiarowe: monowarstwa, DPBA/PBS) lub po przygotowaniu lizatdw komaérkowych
(punkty pomiarowe: lizat komodrkowy, DPBA/PBS). Réwnolegle w innych dotkach
bezposrednio po inkubaciji z luteoling komérki przemywano za pomocg PBS, a dopiero potem
poddawano dziataniu DPBA w PBS przez 20 minut (punkty pomiarowe: monowarstwa,
PBS/DPBA) lub przygotowywano z nich lizaty derywatyzowane DPBA (punkty pomiarowe: lizat
komdrkowy, PBS/DPBA). Uzyskane wyniki przedstawiono na rycinie 41.
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Rycina 41. Zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji monowarstwy komorek lub lizatu komérkowego
zawierajgcych produkt luteolina+DPBA od stezenia podanej luteoliny. Komérki MDCK-II inkubowano z
réznymi stezeniami luteoliny przez godzine, a nastepnie komorki przeptukano PBS i na 20 minut dodano
roztwor DPBA (o stezeniu 1,11 mM) w PBS (punkty pomiarowe PBS/DPBA) lub najpierw do komérek
na 20 minut dodano DPBA (do stezenia 1,11 mM), a nastepnie komorki dwukrotnie przeptukano PBS
(punkty pomiarowe DPBA/PBS). Fluorescencje produkru luteolina+DPBA mierzono na czytniku ptytek
bezposrednio w monowarstwie komodrek (punkty pomiarowe monowarstwa komérek) albo po
przygotowaniu lizatow komdrkowych (punkty pomiarowe lizat komoérkowy). Przedstawiono wartosé
srednig, stupki btedu to $redni btgd sredniej, n = 10.

Zaréwno wartosci intensywnosci fluorescencji produktu luteolina+DPBA mierzone w lizatach
komodrkowych, jak i wartosci mierzone bezposrednio w monowarstwie komorek korelujg
bardzo dobrze z zewngtrzkomoérkowym stezeniem flawonoidu (R?>0.99). W obu przypadkach
fluorescencja komorek inkubowanych z najnizszym stezeniem flawonoidu (10 uM) jest wyzsza
niz fluorescencja tta (komorki nietraktowane luteoling), co dowodzi, Zze obie techniki pomiaru
réwnie dobrze nadajg sie do pomiaru wewnatrzkomorkowego stezenia flawonoidu. Co wiecej,
fluorescencja produktu luteolina+DPBA jest jednakowa niezaleznie od tego, czy komorki sg
traktowane odczynnikiem derywatyzujgcym bezposrednio po inkubacji z flawonoidem, czy tez
dopiero po usunieciu nadmiaru medium z luteoling. Dowodzi to, ze derywatyzacja zachodzi
niemal natychmiastowo i iloSciowo. Caty zakumulowany w komodrkach flawonoid jest
przeksztatcany we fluorescencyjng pochodng, ktéra ze wzgledu na odmienng strukture

chemiczng nie jest w stanie wyptywac z zywych komorek.
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4.1.2.4. Badanie aktywnosci biatka ABCG2 poprzez bezposredni pomiar stezenia

flawonoidu wewnatrz pojedynczych komoérek

Jak wykazano powyzej, przeprowadzenie flawonoidu zakumulowanego w komorce w jego
fluorescencyjng pochodng za pomocg nieenzymatycznej i niemal natychmiastowej reakgciji
z DPBA powoduje jej zatrzymanie wewnatrz zywych komoérek réwniez po usunieciu
zewnatrzkomorkowego zrédta flawonoidu. Sugeruje to, ze zwigzek polifenolowy o dobrej
rozpuszczalnosci w btonach komoérkowych jest przeprowadzany we fluorescencyjng
pochodng, ktéra nie ma mozliwosci dyfuzji przez lipidowe btony komérkowe. Aby to doktadniej
zbadac¢, komorki MDCK-II inkubowano z 20 uM kwercetyng przez godzine, po czym poddano
je reakcji derywatyzacji za pomocg DPBA w PBS. Dodatkowo wybarwiono ich jadra
komérkowe za pomocg Hoechst 33342 oraz btony plazmatyczne za pomocg lipofilowego
barwnika mCLING-ATTO 647. Oba barwniki dobrano tak, aby zakresy emisji ich fluorescencji
(odpowiednio ponizej 500 nm oraz powyzej 650 nm) znajdowaly sie poza zakresem emis;ji
produktu kwercetyna+DPBA. Tak przygotowane preparaty obrazowano za pomocg

mikroskopii konfokalnej. Przyktadowe obrazy przedstawiono na rycinie 42.

kwercetyna-DPBA mCLING-ATTO647 obraz zlozony

MDCK-II

Rycina 42. Przyktadowe konfokalne obrazy mikroskopowe komdrek MDCK-Il zawierajgcych produkt
fluorescencyjny kwercetyna+DPBA (zielony sygnat). Btony plazmatyczne wybarwiono za pomocag
MCLING-ATTO647 (czerwony sygnat). Jadra komoérkowe wybarwiono za pomocg Hoechst 33342
(niebieski sygnat).

Pochodna kwercetyna+DPBA jest dos¢ jednorodnie rozmieszczona w cytozolu komérek.
Sygnat fluorescencyjny pochodnej kwercetyny zupetnie nie kolokalizuje z sygnatem barwnika
MCLING-ATTO 647 (co wida¢ na obrazie ztozonym, na ktérym brak pikseli o kolorze ztozonym
z zielonego i czerwonego), ktory barwi btony plazmatyczne komoérek. Dowodzi to, ze
uwiezienie fluorescencyjnej pochodnej flawonoidu wewnagtrz komorek jest zwigzane z utratg

mozliwo$ci wigzania sie z btong komérkowa i przechodzenia przez nig.
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W  kolejnym doswiadczeniu sprawdzono, czy mikroskopowe pomiary sygnatu
fluorescencyjnego produktéw flawonoid+DPBA umozliwiajg réwniez ilosciowg ocene
aktywnosci biatka ABCG2. Do doswiadczenia wybrano cztery flawonoidy, ktére tworzg z DPBA
produkt o bardzo wysokiej intensywnosci fluorescencji. Zgodnie z wynikami uzyskanymi na
podstawie pomiarow lizatéw komérkowych (podrozdziat 4.1.3.; tabela 5) dwa z wybranych
zwigzkoéw sg substratami ABCG2 (F4 - kwercetyna i F8 - luteolina), a dwa nie sg
transportowane przez ABCG2 (F233 - ikarytyna i F225 - izotymonina). Komorki MDCK-1I lub
MDCK-II/BCRP inkubowano z wybranymi zwigzkami przez godzine, a nastepnie flawonoidy
poddano reakcji z DPBA. Po usunieciu nadmiaru odczynnikow, dla kazdego z uktadow
eksperymentalnych wykonano serie konfokalnych obrazéw mikroskopowych, okreslajgc
srednig wartos¢ intensywnosci fluorescencji w kanale flawonoid+DPBA. Reprezentatywne
obrazy wraz ze Srednimi wartosciami fluorescencji zmierzonymi dla kazdego z ukfadow

przedstawiono na rycinie 43.

W przypadku kwercetyny i luteoliny Srednia intensywnosc¢ fluorescencji w komaorkach linii
MDCK-II/BCRP jest znacznie nizsza niz w komodrkach MDCK-Il. Takiej réznicy nie ma
w przypadku ikarytyny i izotymoniny, co potwierdza uprzednio uzyskane wyniki, ze te dwa
zwigzki nie sg substratami biatka ABCG2. Powyzsze doswiadczenie potwierdza rowniez, ze
ilosciowy pomiar stezenia flawonoidow wewnatrz pojedynczych komoérek jest mozliwy po

derywatyzacji za pomocg DPBA.
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MDCK-II MDCK-II/BCRP

1001 £90 325+ 61*

+ 20 pM kwercetyna

1306'+ 138 574 * 33*

+ 20 uM luteolina

1294'%112 1272+ 60

+ 20 uM ikarytyna

1102 £ 47 1146 £ 90

izotymonina

+ 20 M izotymonina

Rycina 43. Przyktadowe konfokalne obrazy mikroskopowe komérek MDCK-11 i komérek MDCK-1I/BCRP
zawierajgcych produkty fluorescencyjne flawonoid+DPBA (zielony sygnat). Komaérki inkubowano przez
godzine w obecnoéci wskazanego stezenia flawonoidu, a nastepnie traktowano za pomocg DPBA
w PBS i analizowano od razu. Wartosci podane na obrazach reprezentujg srednig + Sredni btad Sredniej
intensywnosci fluorescencji sygnatu w danym kanale, n =4, * p < 0,05.
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4.1.3. Poszukiwanie nowych substratéw do transportu

Wykorzystujgc zoptymalizowang powyzej metode pomiaru aktywnosci transportowej biatka
ABCG2, przeprowadzono poszukiwanie nowych flawonoidowych substratow tego
transportera. W pierwszym eksperymencie analizie poddano 86 flawonoidow sposrod 406
zakupionych zwigzkow. Byly to flawonoidy ktore charakteryzowaty sie wysokg intensywnoscia
fluorescencji produktu flawonoid+DPBA. Doswiadczenie przeprowadzono na komodrkach
MDCK-1I/BCRP hodowanych w ptytkach 96-dotkowych. W niektérych dotkach ptytki aktywnosc¢
transportera w komérkach hamowano za pomocg 10 yM Ko143. Komoérki inkubowano z 20 uM
roztworami réznych flawonoidow przez godzine w normalnych warunkach hodowli. Po tym
czasie przygotowywano lizaty komoérkowe, derywatyzujgc réwnoczesnie flawonoidy za
pomocg DPBA. Fluorescencje lizatéw mierzono na czytniku mikroptytek wykorzystujgc jeden
Z pieciu zestawow filtrow wzbudzenia i emisji, zoptymalizowany dla kazdego ze zwigzkéw
w oparciu o wczesniej uzyskane wyniki (rycina 30B). W tabeli 4 zestawiono otrzymane
wartosci intensywnosci fluorescencji lizatéw oraz wartosci réznic miedzy intensywnosciami
fluorescencji zmierzonymi dla lizatow z komérek inkubowanych z Ko143 lub nie. Wartos¢ tej
réznicy jest miarg aktywnosci transportowej biatka ABCG2 dla danego zwigzku. W tabeli
podano rowniez wartos¢ intensywnosci fluorescencji w maksimum widma emisji przy
optymalnym wzbudzeniu (405 nm lub 485 nm) zmierzong uprzednio dla 100 uM roztworow
flawonoid+DPBA w PBS (wyniki zaprezentowane graficznie na rycinie 30B), pozwalajgce

oceni¢ wzgledng jasnos¢ danej fluorescencyjnej pochodnej w lizatach.

Na podstawie uzyskanych wynikow analizowane zwigzki zaklasyfikowano do kilku grup,
oznaczonych w tabeli 4 za pomocg réznych koloréw. Pierwszym kryterium podziatu byta
zdolnos¢ flawonoidéw do akumulowania sie w komdérkach. Wszystkie badane tutaj flawonoidy
ulegajg wydajnej derywatyzacji fluorescencyjnej za pomocg DPBA, stad zwigzki, dla ktérych
intensywnos$¢ fluorescencji lizatu nie byta istotnie rézna od fluorescencji tta (wartosci
zaznaczone w tabeli na pomarahczowo), to flawonoidy, ktére nie sg w stanie pasywnie
dyfundowacé przez btony komdérkowe linii MDCK-1I/BCRP. Co ciekawe, w tej grupie znajduje
sie na przyktad rutyna (glikozyd kwercetyny), ktéra bez dotgczonej reszty cukrowej jest
w stanie akumulowa¢ sie w komoérkach. W tej grupie znajdujg sie réwniez dwie proste
pochodne flawonoidow, ktére dobrze dyfundujg przez bitony plazmatyczne, czyli dioctan
naringeniny (pochodna naringeniny) oraz eter 5-metylowy kempferolu (pochodna kempferolu).
Zwigzki te tworzg jasne fluorescencyjne pochodne w reakcji z DPBA, ale nie wykryto ich
obecnosci w lizatach komoérkowych, co dowodzi, ze nawet tak niewielkie zmiany w ich
strukturze powodujg, ze nie sg w stanie wydajnie dyfundowac przez btony plazmatyczne
komorek MDCK-II.
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Flawonoidy, ktére akumulujg sie w komérkach, oznaczono w tabeli kolorem niebieskim. Dla tej
grupy zastosowano drugie kryterium podziatu okres$lajgc, czy zwigzek jest transportowany
przez biatko ABCG2. Flawonoidy, ktére gromadzg sie w komorkach w wiekszej ilosci po
zastosowaniu inhibitora, sg substratami biatka ABCG2. Wartosci réznic uzyskanych dla tych
zwigzkow zaznaczono w tabeli na kolor zielony. Wartosci réznic dla pozostatych flawonoidéw,
czyli takich, dla ktorych nie wykazano réznic oraz takich, ktére po zastosowaniu inhibitora

ABCG2 akumulowaty sie w komdrkach w mniejszej ilosci, oznaczono w tabeli na zotto.

Sposréd 86 testowanych flawonoidow 73 zwigzki sg w stanie wnika¢ do komodrek
MDCK-II/BCRP. Sposrod tych flawonoidéw 32 (ok. 44% z flawonoidéw znajdujgcych sie
w komadrkach) stanowig substraty biatka ABCG2, z ktérymi inhibitor kompetycyjny Ko143 jest
w stanie wydajnie konkurowac¢. Nalezg do tej grupy zwiagzki, ktére nie wigzg sie do ABCG2
z duzym powinowactwem. Do tej grupy nalezg takie nieznane wczesniej substraty biatka

ABCG?2 jak: fisetyna, orobol, robinetyna, a takze genkwanina i hydroksygenkwanina.

Eksperyment polegajgcy na pomiarze aktywnosci biatka ABCG2 w komérkach linii
MDCK-II/BCRP inkubowanych z Ko143 jest bardzo wygodny technicznie (jednorodny model
komoérkowy) i umozliwia wysokg przepustowos¢ pomiaréw, ale dla substratow o bardzo
wysokim powinowactwie podawanych w odpowiednio wysokim stezeniu (jak wykazano
wczesniej dla kempferolu) moze prowadzi¢ do uzyskania wynikow fatszywie negatywnych

i niezaklasyfikowania ich jako substratow biatka ABCG2.
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Tabela 4. Analiza akumulacji 86 wybranych flawonoidéw przez komérki linii MDCK-II/BCRP
w zaleznosci od zahamowania aktywnosci biatka ABCG2. Czes$¢ komoérek inkubowano z 10 yM Ko143
przez 30 minut, a nastepnie wszystkie komérki inkubowano przez godzine z 20 uM roztworem
flawonoidéw w normalnych warunkach hodowli w obecnosci lub nieobecnosci inhibitora. W tabeli
podano warto$ci intensywnosci fluorescencji lizatbw zmierzonych za pomoca jednego z pigciu
zestawoéw filtréw wzbudzenia i emisji. Numer zestawu filtréw zastosowany dla danego flawonoidu
podano w indeksie gérnym po nazwie zwigzku: 1) Ex = 405 £+ 8 nm, Em = 510 £ 10 nm;
2) Ex =405+ 8 nm, Em =535 + 38 nm; 3) Ex =485 + 14 nm, Em = 535 1 38 nm; 4) Ex = 485 £ 14 nm,
Em =555 1 38 nm; 5) Ex = 485 + 14 nm, Em = 579 + 25 nm. Flawonoidy zaklasyfikowano do réznych
grup oznaczonych w tabeli kolorami. Zwigzki ktére byly akumulowane w komérkach z zahamowang
aktywnoscig ABCG2 zaznaczono na kolor niebieski. Flawonoidy ktore nie byly akumulowane
w komorkach, czyli takie dla ktérych wartosci fluorescencji lizatu nie byly istotnie ré6zne od wartosci tia,
zaznaczono na kolor pomaranczowy. Grupe zwigzkéw akumulowanych przez komoérki podzielono
dodatkowo na dwie grupy. Zwigzki bedgce substratami biatka ABCG2, dla ktérych fluorescencja lizatow
z komorek traktowanych Ko143 byta wyzsza od fluorescencji lizatdbw wykonanych z komorek nie
traktowanych inhibitorem, oznaczono na kolor zielony. Flawonoidy, dla ktérych nie zaobserwowano
istotnych réznic miedzy intensywnosciami fluorescencji lizatéw lub dla ktérych intensywnosé
fluorescencji lizatu z komoérek traktowanych inhibitorem ABCG2 byta nizsza, zaznaczono na zétto.
W tabeli podano réwniez zmierzone wczesniej dla 100 uM roztworéw flawonoid+DPBA wartosci
intensywnosci fluorescencji w maksimum widma emisji przy optymalnym wzbudzeniu (405 nm lub 485
nm). Wartosci te pozwalajg oceni¢ wzgledng jasnos¢ danej fluorescencyjnej pochodnej w lizatach.
Wartosci intensywnosci fluorescencji przedstawiono jako $rednia £ $redni btgd sredniej, n =6, p < 0.05.

Intensywnos¢

p Intensywnos¢ Roéznica w
fluorescencji o . - .
. . fluorescencji lizatu | intensywnosci | Maksimum
lizatu z komérek . N .
MDCK-II/BCRP z komérek fluorescencji |ntensywnos_<_:|
Numer Nazwa zwiazku nie traktowanvch MDCK-II/BCRP lizatu zalezna | fluorescencji
flawonoidu a 4 traktowanych od Ko143 [jednostki
Ko143 . . .
) . Ko143 [iednostki fluorescencji
[jednostki ) Ki fl . 105
fluorescencj [|ednos_t_ i \ uorescienql x107]
X10°] fluorescencji x10%] x104]
F234 Hydroxygenkwanin 3 7784 +1,6 1045,3+ 11,7 | 266,0 £ 11,8 73,3
F4 Quercetin ® 99,9+0,3 296,6 + 2,6 196,8 £ 2,6 49,1
F48 Fisetin 9 142,0£ 4,2 266,7 + 10,0 124,7 £ 10,9 73,6
F187 Orobol 3 269,3+2,2 384,8+7,8 115,5 £ 8,1 93,4
F165 Robinetin 3 445,0 £ 13,2 497,3 £ 10,3 52,3 £ 16,7 88,6
F36 . 6.3.4" 131,1+£2,0 178,9 £1,9 47,8 £ 2,7 34.1
Trimethoxyflavonol 3
F246 Genkwanin 9 58,3+4,3 95,2+ 13,7 36,9+ 14,4 59,4
F49 Myricetin 3 47,7£1,3 83,6 +3,4 359+ 3,7 81,9
F26 5-Deoxykaempferol 2 132,0+0,9 160,6 + 1,3 28,6 +1,6 9,9
F167 Rhamnocitrin 2 173,8 £3,0 183,9 £ 2,1 10,2+ 3,6 93,0
F31 3',4'-Dihydroxyflavonol 2 215,2+15 2251 +2,2 9,8+27 8,3
Fo4 | 34-Dimethoxyflavonol | 155 4419 177,84 27 9,333 10.9
F119 3'4'-Diethoxyflavonol 3 591,3+2,6 599,0 + 2,6 7,8+3,7 25,6
F143 Tamarixetin 2 8,8+0,6 15,7+ 1,8 6,9+1,9 67,6
F154 Scillascillin 2 291+0,6 35,8 + 1,1 6,7+1,3 151,8
Feg | 373 Trinydroxyflavene | o5 942 1096 + 3,2 67443 3,5
F40 6,4'-Dimethoxyflavonol ¥ | 23,8 + 0,6 302+1,5 6,4+1,6 24,8
F142 Taxifolin 3 43+0,2 9,7+0,6 54+0,7 67,0
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F216 Kumatakenin 3 13,6 +0,3 18,6 + 2,7 50+2,7 63,1
F147 Steppogenin 3 24+0/1 72+14 49+15 6,8
F145 Syzalterin 3 2,7+0,2 72+16 44+16 11,7
F164 Robtin 3 3,7+0,9 8,1+24 44 +26 111
F27 6,4'-Dihydroxyflavonol 3 53,3+0,5 57,2+ 0,6 3,9+0,8 34,6
F181 Pedalitin 8,8+04 12,0+14 3,2+15 72,1
F38 4-methoxy-6- 242105 26,7+ 0,2 2,5£0,5 23,2
methylflavonol 3
F22 3'4"Dihydroxy-7,8- 36,2+ 0,2 38,5+ 0,7 22407 5.1
benzoflavone 2
F275 Dihydromorin 3 0,8+0,1 2,8+0,1 2,0+0,1 30,3
F3q | Z4Dimethoxyflavonol |- 47440 19.8+0,3 2003 29,2
F1 Isorhamnetin % 27+0,2 4,7+0,1 1,9+0,2 47,4
6,2' 4 34,1
F33 Trimethoxyflavonol 9 34,0+0,3 358+04 1,7+0,5
F300 Capillarisin 3 1,4+0,2 3,0+£0,2 1,6+0,2 39,5
F25 3'-Methoxyflavonol 2 46+0,1 55+0,1 0,9+0,1 21,5
F8 Kaempferol 3 126,5+0,3 129,6 £ 0,1 3,1+£3,3 51,0
F39 3,4"-Dimethoxy-6- 324,7 £2,3 327,5+ 3,1 27+38 20,0
methylflavonol 3
F10 Silibinin A 2 59+0,2 7,3+0,1 1,3+£0,2 51,8
F220 Jaceosidin 3 11,6 £0,3 12,7+ 1,6 1,0+1,6 36,9
F223 Isowighteone 64,5+2,0 65,5+ 0,6 1,1+ 2,1 2,9
F19 6-Methylflavonol 2 8,1+0,2 89+04 0,8+0,4 20,8
F133 Tricin 3 3,8+0,1 3,9+0,3 0,1+0,3 42,8
F168 Quercetin 3,4'-dimethyl 8.9+0.4 9.0£0.7 0108 42,5
ether 3
F219 Kaempferol 3,4,7- 0,7+0,2 0,8+0,1 0,1£0,2 18,2
triacetate 3
F130 Viscidulin 11 ® 7,0+£0,2 7,0+0,2 0,0+0,3 42,5
F86 4"-Ethoxy-7- 53+ 0,1 52 +0,4 01+05 29.1
methylflavonol 3
F104 3,4"-Dimethoxy-7- 137,74 0,7 137,54 0,9 01+1.2 62,0
hydroxyflavonol 3
F1 Isorhamnetin 3 1,7+0,2 1,5+0,1 -0,2+0,2 24,9
F258 Eucalyptin 3 11,4+0,2 11,2+0,3 -0,2+0,4 8,5
F278 Derrone 9 3,3+0,3 3,0+0,1 -0,2+0,3 37,6
F126 Wighteone 2 6,4+0,3 5,9+ 0,1 -0,5+0,3 47,2
F230 Isoderrone V 3,8+0,3 3,2+ 0,1 -0,6 £ 0,3 38,6
F110 5-Hydroxyflavonol 3 142,1+1,5 141,5+1,1 -06+1,9 17,7
F189 Ombuin ® 11,2+0,5 10,5+ 0,1 -0,7+£0,5 41,2
F299 Carpachromene Y 49+0,2 40+£0,3 -0,8+£0,3 39,3
F277 Desmethoxyg:entaurmdln 128406 11905 10+08 36,3
F193 Noreugenin 2 8,7+0,6 75+0,6 -1,1+0,8 168,5
F284 Cyclomorusin 3 12,3+1,0 11,0+ 0,7 -1,3+1,3 61,5
F209 Kuwanon E 2 324+23 31,0+ 0,9 -1,4+25 169,2
F148 Sophoraflavanone G 2 11,8+ 1,0 9,9+1,0 -1,9+14 166,2
F114 4'-Hydroxyflavonol 3 101,7+£0,7 99,7+ 1,6 -2,0+1,7 24,0
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F28 5'3"4"T”hygr°xyﬂa"°”e 194,6 1,2 192,6 £ 1,5 2,0+1,9 12,1
F156 Sappanone A 2 44,8 £ 3,2 41,8+5,8 -3,0£ 6,6 49,3
F160 Sanggenol A 2 249+19 20,3+3,3 -45+3,8 3.4
F233 Icaritin 2419125 236,9+ 29 -49+ 3,9 44,1
F131 Viscidulin 1 3 82,5+ 3,6 76,814 -5,8+3,9 90,6
F146 Sulfuretin ? 16,1144 8,4+0,7 -7,8+4,5 34,4
F197 Moslosooflavone 3 179,5 + 3,6 171,5+£1,0 -8,0+ 3,7 93,2
F294 Centaureidin 65,1+5,0 56,7 £ 5,5 -85+7,5 26,4
F113 Kaempferide 3 272,3+59 262,2 +7,1 -10,1+9,3 72,9
F282 Dehydrotoxicarol 1 180,8 + 3,6 170,4 £ 3,8 -10,4 £5,3 65,6
F250 Galangin ¥ 236,7 4,7 226,1+1,2 -10,6 +4,8 66,2
F302 Broussoflavonol F 1 43,7+2,3 32,1+2,7 -11,6 +3,6 130,9
F190 Norwogonin 3 174,3+1,9 160,8 + 3,4 -13,56+3,9 86,8
F225 Isothymonin 3 2546 +5,4 237,8 6,7 -16,8 £ 8,6 43,4
F192 Noricaritin 3 513,7£6,2 479,4 +4.3 -34,3+7,5 52,4
F82 ety avenol 9 1209 1,1£1,0 0,1£13 0.4
7,34 5- 1
FO | reyany é?éx;}ﬁavone 5 | 1101 1,3+0,2 0,2£0,2 85
F3 Cynaroside 9 0,6+0,8 1,4+1,1 0,8+1,4 3.1
F308 beta-Rhamnocitrin 4 1,1+ 0,1 1,1+0,2 0,0+0,2 20,9
F5 Glabranin 4 1,0+£0,3 1,0£0,1 0,0+0,3 19,1
F255 Eupatorin b 1,4+0,2 1,1+0,2 -0,3+0,3 15,7
F257 Eupatilin 4 1,3+0,2 1,5+0,1 0,2+0,3 20,3
F247 Gancaonin M D 1,8+0,6 1,1+0,3 -0,7+0,7 17,6
F155 Sciadopitysin Y 2,3+0,2 15104 -0,8+0,4 13,9
Fo1g | Kaempferol 5S-methyl 2.8+1,1 15+0,5 1312 13,2
ether 3
F195 Naringenin-4',7- 1,2+0,3 1,7+0,9 0,5+0,9 2.7
diacetate 3
F6 Rutin 9 1,8+0,8 1,2+£0,8 0611 18,0
F139 Tetrahydroamentoflavone 2 1,1+0,2 1,3+1,0 0,2+1,0 21,9

W drugiej serii doswiadczen wykonanej na mniejszej probie zwigzkéw (60

pochodzacych jedynie z biblioteki Chemfaces, w przeciwienstwie do 86

flawonoidow

flawonoidow

wybranych z obu bibliotek, uzytych w pierwszym eksperymencie) zastosowano dwie linie

komodrkowe:

MDCK-II i

MDCK-II/BCRP. Mniejsza pula flawonoidow ktéra zostata

przetestowana w drugim doswiadczeniu pochodzita jedynie z biblioteki Chemfaces, poniewaz

w tej kolekcji dostepna byta wieksza ilos¢ kazdego z badanych zwigzkow. Podobnie jak

w pierwszym doswiadczeniu komorki traktowano 20 uM roztworami flawonoidéw przez

godzine w normalnych warunkach hodowli. Nastepnie przygotowano lizaty komorkowe

derywatyzujgc rownocze$nie flawonoidy za pomocg DPBA. Podobnie jak w pierwszym

dos$wiadczeniu, fluorescencje lizatow zmierzono na czytniku mikroptytek wykorzystujgc jeden

z pieciu zestawow filtréw wzbudzenia i emisji. Otrzymane dane zestawiono w tabeli 5.
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Tabela 5. Analiza akumulacji 60 wybranych flawonoidow w komérkach MDCK-1I lub MDCK-II/BCRP.
W tabeli zestawiono wartosci intensywnosci fluorescencji lizatéw (derywatyzowanych DPBA)
otrzymanych z komoérek odpowiednich linii po godzinnej inkubacji z flawonoidami. W tabeli podano
wartosci intensywnosci fluorescencji lizatéw zmierzonych za pomoca jednego z pieciu zestawéw filtrow
wzbudzenia i emisji. Numer zestawu filtréow zastosowany dla danego flawonoidu podano w indeksie
gornym po nazwie zwigzku: 1) Ex = 405 £ 8 nm, Em = 510 £ 10 nm; 2) Ex=405 = 8 nm,
Em =535+ 38 nm; 3) Ex =485+ 14 nm, Em =535 £ 38 nm; 4) Ex = 485 £ 14 nm, Em = 555 + 38 nm;
5) Ex = 485 £ 14 nm, Em = 579 £ 25 nm. Flawonoidy zaklasyfikowano do réznych grup oznaczonych
w tabeli kolorami. Zwigzki ktére byty akumulowane w komérkach MDCK-II zaznaczono na kolor
niebieski. Flawonoidy ktére nie akumulowaty sie w komérkach zaznaczono na kolor pomaranczowy.
Grupe zwigzkéw akumulowanych przez komérki podzielono dodatkowo na dwie grupy. Zwigzki bedace
substratami biatka ABCG2 oznaczono na kolor zielony. Flawonoidy, dla ktérych nie zaobserwowano
istotnych réznic miedzy grupami zaznaczono na z6itto. Wartosci intensywnosci fluorescencii
przedstawiono jako $rednia + sredni btgd sredniej, n =6, p < 0.05.

Réznica w
s Intensywnosé intensywnosci
Intensywnos¢ o L
- fluorescencji lizatu | fluorescenciji lizatu
fluorescencji lizatu z ) .
Numer Nazwa zwigzku komoérek MDCK-II z komorek zwigzana z
flawonoidu a : : MDCK-II/BCRP | obecnoscig biatka
[jednostki ) i
fluorescencji x104] [ednostki ABCG2
J fluorescencji x104] [jednostki
fluorescencji x104]
F234 Hydroxygenkwanin 2 1321.7 £ 19.7 778625 543.1 £19.9
F48 Fisetin ® 587.9+9.8 266.0 £ 14.4 321.9+£17.5
F165 Robinetin 3 761.1£16.7 4458 £+ 16.7 315.3 £ 23.6
F187 Orobol 502.3+4.2 269.7 4.5 232.6 £6.1
F113 Kaempferide 3 382.1+2.5 277.3+3.6 104.8+4.4
F192 Noricaritin 3 616.6 + 3.6 512.9+124 103.7 £12.9
F250 Galangin ® 327.8+2.1 236.4+6.9 914172
F190 Norwogonin 3 2491+1.3 171.0+3.0 78.0 £ 3.3
F167 Rhamnocitrin 3 2499 £1.1 173.6+04 76.3+1.2
F197 Moslosooflavone 3 250.0+2.3 175.8+5.9 74.2+£6.3
F49 Myricetin 3 108.7 + 4.6 455+1.8 63.2+4.9
F282 Dehydrotoxicarol ¥ 227.0+6.3 180.0 £ 10.7 47.0+12.5
F69 Kaempferol 3 172.4 £ 3.6 126.8 +4.6 457 +5.9
F246 Genkwanin 9 1014 +£5.5 57.9+6.0 43.5 + 8.1
F131 Viscidulin | 3 113.9+6.6 82.1+55 31.8+8.6
F154 Scillascillin 2 50.8 £ 0.5 296+14 21.3+1.5
F223 Isowighteone ¥ 80.9+1.6 62.9+3.3 18.1£3.7
F142 Taxifolin 3 15.1 £ 0.1 40+0.2 11.1+£0.2
F181 Pedalitin 3 19.0+ 0.2 85+0.3 10.5+0.4
F143 Tamarixetin 3 19.1£0.3 8.7+0.2 10.4 £ 0.3
F284 Cyclomorusin 3 223+26 12420 9.9+31
F193 Noreugenin 2 14.8 £1.1 8.0+05 6.8+1.2
F147 Steppogenin 3 7.8+0.1 21+0.2 57+02
F300 Capillarisin 3 71+04 1.7+04 54+0.6
F216 Kumatakenin 3 19.0+£ 0.2 13.6 £ 0.6 54+0.6
F277 Desmethoxycentaureidin 3 18.2+0.4 13.0+1.3 53+1.3
F145 Syzalterin 7.5%0.1 23+01 52+0.2
F168 Quercetin 3,4'-dimethyl ether 3 13.5+0.2 8.4+01 51+£0.2
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F189 Ombuin 3 15.8+0.3 10.8+04 5.0+ 0.6
F275 Dihydromorin 3 6.2+0.2 1.3+0.2 49+0.2
F1 Isorhamnetin 6.2+0.3 1.7+0.1 45+0.3
F10 Silibinin A 2 10.2+£ 0.1 6.0+0.2 42+0.3
F220 Jaceosidin ® 15.8+0.2 11.9+0.6 39+06
F130 Viscidulin 113 10.5+£0.2 7.1+0.2 34+03
F258 Eucalyptin 3 14.9 £ 0.1 120+ 0.4 28+04
F126 Wighteone 2 10.0+0.3 7.2+05 2.8+0.6
F133 Tricin 59+0.3 3.8+0.1 21+0.3
F299 Carpachromene 6.2+0.5 46+0.1 1.6+0.5
F230 Isoderrone Y 4.4+0.1 3.8+0.1 06+0.1
F225 Isothymonin 3 2714 £10.7 2543+14 17.1+£10.8
F302 Broussoflavonol F Y 56.8 £ 7.6 43.4+47 13.4+9.0
F156 Sappanone A 2 57.6+4.9 46.2+6.6 114 £8.2
F209 Kuwanon E 2 40.7 £ 2.9 29.7+£3.3 11.0x44
F148 Sophoraflavanone G 2 17.8 £ 2.6 11.2+1.6 6.6 £3.0
F233 Icaritin ® 246.1 £1.7 2411 +4.0 50+£4.3
F160 Sanggenol A 2 29.0+1.5 241+1.1 50+£1.8
F164 Robtin 3 82+01 4377 39£7.7
F294 Centaureidin ¥ 67.4+2.0 65.0+04 24120
F278 Derrone Y 3.7+0.1 3.2+0.2 04+0.3
F219 Kaempferol 3,4,7-triacetate 0.8+0.3 34+22 -26+23
F146 Sulfuretin 2 149132 23977 -9.0+84
F257 Eupatilin 4 1.6+1.2 0.3+x04 1.3+1.3
F255 Eupatorin ¥ 1.4+£1.0 05+£0.2 09+1.0
F247 Gancaonin M Y 1.2+1.1 06+04 06+12
F195 Naringenin-4',7-diacetate 2 0.9+0.8 0.0+0.3 09+0.8
F139 Tetrahydroamentoflavone 2 0.8+0.5 -0.3+0.3 1.1+£0.6
F155 Sciadopitysin Y 05+04 0.2+01 0.3+04
F308 beta-Rhamnocitrin 4 0.5+0.3 -0.3+0.2 0.7+0.3
F218 Kaempferol 5-methyl ether 0.4+0.3 24+20 -2.0+2.0
F5 Glabranin 4 0.3+0.2 0.3+0.6 -0.1+0.6

Podobnie jak w pierwszym eksperymencie flawonoidy zaklasyfikowano do kilku grup. Zwigzki,
ktére nie sg akumulowane w komodrkach zaznaczono w tabeli na kolor pomaranczowy.
Pozostate zwigzki, czyli te ktére sg w stanie przenikaé do komoérek MDCK-II,
biatka ABCG2

(oznaczone w tabeli na zielono) oraz zwigzkow, ktére nie gromadzg sie w komérkach MDCK-II

przyporzgdkowano do dwéch grup: zwigzkéw bedgcych substratami

w istotnie wiekszej ilosci, niz w komérkach MDCK-II/BCRP (oznaczono w tabeli na z6tto).

Wsréd 60 flawonoidéw testowanych w tym doswiadczeniu 51 przenikato przez btony
komoérkowe i akumulowato sie w komdrkach. Pozostate 9 flawonoidéw znajduje sie rowniez
wsréd 13 zwigzkéw zaklasyfikowanych do analogicznej grupy w pierwszym doswiadczeniu
(z uzyciem Ko143), wskazujgc na spojno$¢ wynikow uzyskiwanych tg metodg w dwdch

niezaleznych seriach doswiadczen. Sposrod 51 flawonoidéw, ktére wnikaty do komérek

112




w drugim doswiadczeniu, 39 mozna uwazaé za substraty biatka ABCG2. Gromadzg sie one
w komodrkach bez ekspresji transportera (MDCK-II) w wiekszej ilosci, niz w komodrkach
zawierajgcych ludzkie ABCG2 (MDCK-II/BCRP). Tylko 12 zwigzkéw z 60 przetestowanych

w ten sposob nie byto substratami ABCG2.

Pomimo tego, ze w pierwszym doswiadczeniu wykorzystano 86 zwigzkéw, a w drugim 60,
wyniki obu doswiadczen mozna ze sobg poréwnaé, poniewaz mniejsza pula zwigzkow
wykorzystana w drugim do$wiadczeniu zostata wybrana losowo z wiekszej puli zastosowanej
w pierwszym doswiadczeniu (na wybér nie miaty wptywu wyniki pierwszego doswiadczenia
oraz wilasciwosci fizykochemiczne zwigzkoéw). Poréwnujac oba doswiadczenia mozna
zauwazy¢, ze procent zwigzkoéw zaklasyfikowanych jako substraty ABCG2 wsrod wszystkich
zwigzkow wnikajgcych do komorek (ok. 48% w pierwszym doswiadczeniu i ok. 76% w drugim
doswiadczeniu) jest wyzszy w przypadku doswiadczenia, w ktéorym aktywnosc¢ biatka ABCG2
nie uzalezniano od skutecznosci inhibicji za pomocg Ko143. Potwierdza to przypuszczenie, ze
niektore flawonoidy sg substratami transportera o na tyle wysokim powinowactwie, ze
zahamowanie aktywnosci biatka ABCG2 za pomocg inhibitora jest dla nich w warunkach
eksperymentu nieskuteczne. Do tej grupy (zétte w tabeli 4, ale zielone w tabeli 5) mozna
zaliczy¢ az 22 zwigzki, miedzy innymi takie jak silibinina A, kempferyd, noreugenina,
eukaliptyna czy eter 3,4'-dimetylowy kwercetyny. Sg to zwigzki, ktére prawdopodobnie moga
wydajnie konkurowa¢ o miejsce wigzania z innymi substratami ABCG2, bedac w takich

reakcjach transportu silnymi inhibitorami kompetycyjnymi.

4.1.4. Testy przesiewowe inhibitorow

Stosujgc luteoling jako nowy dobry substrat modelowy biatka ABCG2 o umiarkowanym
powinowactwie, ale wysokiej szybkosci transportu, zmierzono, jaki wptyw na aktywnosc¢ tego
biatka majg rézne inhibitory specyficzne wzgledem ABCG2 oraz innych biatek z rodziny ABC.
Zastosowano zoptymalizowang technike pomiaréw fluorescencyjnych w lizatach
przygotowanych w piytce 96-dotlkowej. Komérki linii MDCK-II/BCRP poddano dziataniu
okreslonego stezenia danego inhibitora na 30 minut przed godzinng inkubacjg z 20 pM
luteoling w normalnych warunkach hodowli. Nastepnie iloS¢ zgromadzonej luteoliny
oznaczano fluorescencyjnie w lizatach komoérkowych po derywatyzacji za pomocg DPBA.
Porownywano ilos¢ luteoliny, ktéra akumuluje sie w komodrkach w obecnosci inhibitora,
z kontrolg nietraktowang inhibitorem. Dane przedstawiono w procentach i zestawiono na

rycinie 44,
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Rycina 44. Poréwnanie aktywnosci transportowej biatka ABCG2 wzgledem luteoliny w obecnosci
wybranych inhibitoréw biatka ABCG2 oraz trzech inhibitoréw innych ludzkich transporteréw z rodziny
ABC. Komorki MDCK-II/BCRP traktowano danym inhibitorem przez 30 min, a nastepnie inkubowano
w obecnoéci inhibitora z 20 uM luteoling przez godzine. Z komérek przygotowano lizaty komdérkowe
derywatyzowane DPBA i zmierzono ich fluorescencje. Intensywno$é fluorescenciji przedstawiono
w procentach wzgledem intensywnosci fluorescenc;ji lizatow z komérek nie traktowanych inhibitorem
(kontrola). Przedstawiono warto$¢ $rednig, stupki btedu to sredni btad Sredniej, n = 6, * p < 0,05.

Wsrdéd badanych inhibitorow najwyzszg aktywnosS¢ wykazujg dwa najczesciej stosowane
drobnoczgsteczkowe inhibitory biatka ABCG2: FTC oraz Ko143. Bardzo silng inhibicje
uzyskano rowniez po zastosowaniu przeciwciata monoklonalnego 5D3. Przeciwciato 5D3
wigze sie do epitopu na ABCG2 znajdujgcego sie po zewnetrznej stronie btony plazmatycznej
komorki, blokujgc jednoczesnie transporter w konformaciji otwartej do wnetrza. Uniemozliwia
to przejscie biatka w kolejne konformacje, co jest niezbedne do prawidtowego funkcjonowania
transportera. Jak mozna zauwazy¢, przy wyzszym stezeniu podanego przeciwciata (5 pug/ml)
efekt inhibitorowy jest wyzszy, co wskazuje na jedynie czeSciowe zwigzanie sie przeciwciata
do transportera przy nizszym stezeniu (1 pug/ml) w ciggu 30 min preinkubacji. Sposréd innych
zwigzkow dobrymi inhibitorami sa:

- GF120918, inhibitor z ktorym wigzano duze nadzieje terapeutyczne przy przetamywaniu
opornosci wielolekowej nowotworow, poniewaz hamuje aktywnos¢ transportowag zaréwno
biatka ABCGZ2, jak i biatka ABCB1,

- nilotynib, lek z grupy inhibitorow kinaz tyrozynowych stosowany m.in. w terapii przewlekiej
biataczki szpikowej,
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- chryzyna, inny flawonoidowy substrat o wysokim powinowactwie do ABCG2 (jak wykazano
w doswiadczeniu wysokoprzepustowym w niniejszej pracy, patrz podrozdziat 4.1.7.), ktory

stanowi wzgledem luteoliny inhibitor kompetycyjny.

Poréwnano réwniez aktywnos¢ inhibitorowg czterech zwigzkéw z serii PZ. Zwigzki PZ-38 i PZ-
39 to substancje okreslane jako inhibitory dynamiczne biatka ABCG2. Wykazujg one
w stosunku do tego transportera dwojaki efekt modulatorowy: przy krétkotrwatej ekspozyciji
bezposrednio hamujg aktywnos¢ biatka (potwierdzone tutaj przy akumulacji luteoliny), a przy
dtuzszej ekspozycji przyspieszajg degradacje tego transportera. W przypadku luteoliny jako
substratu, przy krétkiej ekspozycji zastosowanej tutaj, inny zwigzek z tej grupy, PZ-34, jest
stabym inhibitorem, a PZ-16 (opisywany jako inhibitor statyczny) w tych warunkach zupetnie
nie hamuje aktywnosci transportera. Aktywnosci transportowej biatka ABCG2 wzgledem
luteoliny nie obniza rowniez PSC833, zwigzek ktoéry jest inhibitorem biatka ABCG2 jak i biatka
ABCB1.

Aby sprawdzi¢, czy zastosowany test aktywnosci transportowej jest specyficzny w stosunku
do biatka ABCG2, przetestowano rowniez trzy powszechnie stosowane inhibitory innych
ludzkich transporteréw ABC waznych w zjawisku opornosci wielolekowej. Zaréwno werapamil,
ktéry hamuje aktywnos¢ biatka ABCB1, jak i MK571 oraz probenecid, bedgce inhibitorami
transporteréw z podrodziny ABCC, nie powodujg istotnego zwiekszenia ilosci luteoliny
akumulowanej w komérkach MDCK-1I/BCRP.

4.1.5. Badanie wplywu mutacji punktowych biatka ABCG2 na jego aktywnosé

Ponownie stosujgc luteoline jako substrat zbadano aktywnos$é transportowg biatka ABCG2
niosgcego znane z literatury mutacje punktowe. Jako model komérkowy zastosowano w tym
wypadku linie HelLa, poniewaz komorki te ulegajg bardzo wydajnej przejsciowej transfekciji
chemicznej zastosowanej w tym doswiadczeniu. Wykonujac mutageneze ukierunkowang
plazmidu pcDNAG6.2-TagGFP2-ABCG2 przygotowano cztery plazmidy pochodne niosgce
warianty sekwencji biatka ABCG2 wyznakowanego fluorescencyjnie za pomocg TagGFP2.
Wprowadzono trzy ro6zne mutacje punktowe argininy w pozycji 482 biatka (R482G, R482K,
R482Y) lub mutacje lizyny w pozycji 86 (K86M), znajdujgcej sie w motywie Walkera A

i kluczowej dla wigzania i hydrolizy ATP.

Komorki Hela stransfekowano chemicznie za pomocg wszystkich przygotowanych plazmidow
niosgcych gen biatka ABCG2 (w tym gen biatka o sekwencji referencyjnej wtABCG2). Jako
kontrole zastosowano komoérki transfekowane za pomocg plazmidu pTagGFP2-N kodujgcego
samo zielone biatko fluoryzujace. Wydajnos¢ wszystkich transfekcji (oceniana po 24 h na

podstawie obserwacji mikroskopowych) byta podobna i wynosita ok. 70%. Na rycinie 45
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przedstawiono przykladowe obrazy stransfekowanych komérek. W przypadku wszystkich
wariantéw biatka fuzyjnego TagGFP2-ABCG2 mozna zaobserwowac poréwnywalny poziom
ekspresji transportera, jak rowniez jego prawidtowa lokalizacje (gtéwnie w bionach

plazmatycznych).

TagGFP2-wtABCG2

TagGFP2-ABCG2(R482G) TagGFP2-ABCG2(R482K)

TagGFP2-ABCG2(R482Y)

TagGFP2-ABCG2(K86M) TagGFP2

Rycina 45. Reprezentatywne obrazy mikroskopii konfokalnej komoérek Hela przejsciowo
transfekowanych wariantami biatka ABCG2 w fuzji z biatkiem zielonej fluorescencji TagGFP2 oraz
komorek kontrolnych w ktorych ekspresiji ulega samo biatko TagGFP2.

Transfekowane komérki wysiano na ptytke 96-dotkowg i w niektérych dotkach aktywnosé
transportera hamowano za pomocg 10 uM Ko143. Nastepnie wszystkie komorki traktowano
przez godzine za pomocag 10 uM luteoliny w obecnosci lub nieobecnosci inhibitora. Po tym
czasie z komodrek przygotowano lizaty, przeprowadzajgc rownoczesnie flawonoid w jego
fluorescencyjng pochodng za pomocg DPBA. Poréwnano ilos¢ luteoliny, ktéra akumuluje sie
w komdrkach w obecnosci inhibitora, z komodrkami nietraktowanymi inhibitorem. Dane

przedstawiono w procentach i zestawiono na rycinie 46.
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Rycina 46. Poréwnanie aktywnosci transportowej roznych mutantéw punktowych biatka. Komérki HeLa
o przejsciowej ekspresji wskazanego wariantu biatka ABCG2 w fuzji z biatkiem TagGFP2 traktowano
za pomocg 10 uM luteoliny przez godzine w obecnosci i nieobecnosci 10 uyM Ko143. Z komoérek
przygotowano lizaty komérkowe derywatyzowane DPBA i zmierzono ich fluorescencje. Intensywnosé
fluorescencji przedstawiono w procentach wzgledem intensywnosci fluorescencji lizatéw z komoérek nie
traktowanych inhibitorem. Jako kontrole negatywng zastosowano komorki HeLa o przejsciowej ekspres;ji
biatka TagGFP2. Przedstawiono wartos¢ srednig, stupki btedu to sredni btgd sredniej, n = 5. Istotnos¢
réznic w poréwnaniu do kontroli negatywnej oznaczono * (p < 0,05), istotnos¢ réznic w poréwnaniu z
biatkiem o sekwenc;ji referencyjnej wtABCG2 oznaczono # (p < 0,05).

Komorki HelLa transfekowane przejsciowo za pomocg plazmidu niosgcego gen zielonego
biatka fluoryzujacego TagGFP2, stanowigce kontrole negatywng doswiadczenia, nie
wykazywaty zaleznych od obecnosci inhibitora biatka ABCG2 réznic w ilosci zakumulowanego
flawonoidu. Potwierdza to, ze w komorkach Hela uzytych do eksperymentu nie ulega ekspresji
znaczaca ilos¢ biatka ABCG2. Analogicznie komérki, w ktorych znajdowato sie biatko ABCG2
zawierajgce mutacje uniemozliwiajgcg aktywnos$¢ (K86M), akumulowaty luteoling w takiej
samej ilosci w nieobecnosci i obecnosci Ko143. Pozostate warianty biatka wykazywaty
zréznicowang aktywnos¢. Komorki zawierajgce biatko wtABCG2 (arginina w pozycji 482)
akumulowaty o okoto 25% wiecej flawonoidu po traktowaniu inhibitorem. Poréwnywalng
aktywnos¢ wykazywat mutant tyrozynowy (R482Y). Biatko o mutacji R482G, charakteryzujgce
sie zwiekszong podstawowg oraz stymulowang substratami aktywnoscia ATPazowg oraz
bedace lepszym transporterem dla niektorych substratow, wykazywato wiekszg aktywnos¢ niz
biatko wtABCG2 rowniez dla luteoliny. Mutant ABCG2(R482Y) zawierajgcy w miejscu argininy
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w pozycji 482 inny zasadowy aminokwas, lizyne, wykazywat znaczaco mniejszg aktywnos¢
w stosunku do luteoliny. Powyzsze wyniki dowodzg, ze rowniez w przypadku flawonoidéw (tu
na przykfadzie transportu luteoliny) arginina 482, obecna w trzeciej helisie transbtonowej biatka

ABCG2, petni kluczowa role w specyficznosci substratowe;j.

4.1.6. Badanie kinetyki inhibicji transportu luteoliny przez Ko143

Aby sprawdzi¢, czy pomiary stezenia na poziomie pojedynczych komérek umozliwiajg
wyciggniecie  wnioskdw dotyczgcych parametréw  kinetycznych biatka ABCG2,
przeprowadzono badanie kinetyki inhibicji transportu luteoliny przez Kol43 za pomoca
pomiarow mikroskopowych, a otrzymane wyniki porownano z wynikami otrzymanymi na

podstawie analizy przeprowadzonej na lizatach komérkowych.

Do wysokoprzepustowego pomiaru fluorescencji zwigzku luteolina+DPBA wewnatrz
pojedynczych komorek wykorzystano zautomatyzowany mikroskop fluorescencyjny
wyposazony w oprogramowanie umozliwiajgce przeanalizowanie serii zdje¢ komodrek
hodowanych na ptytce wielodotkowej i pomiar $redniej fluorescencji wybranych obiektéw (patrz
podrozdziat 3.2.14.1.). Na ptytce 96-dotkowej przeprowadzono doswiadczenie, w ktérym
komorki MDCK-II/BCRP inkubowano przez 30 min z réznymi stezeniami Ko143, a nastepnie
komorki inkubowano przez godzing w obecnosci lub nieobecnosci inhibitora z 25 yM lub 50
MM luteoling. Po ustaleniu sie stanu rownowagi flawonoid poddano reakcji derywatyzacji za
pomocg DPBA. Ze wzgledu na bardzo wysokg jasnoé¢ fluorescencji produktu luteolina+DPBA
oraz na jego rownomierne rozmieszczenie w komérkach, mikroskopowe zdjecia komérek
umozliwity jednoczesne: ustawienie ptaszczyzny ostrosci, identyfikacje obiektow
(zaznaczenie pojedynczych komorek) oraz analize ilosciowg (Sredniej intensywnosci
fluorescencji obiektdow) przy zastosowaniu tylko jednego kanatu fluorescenciji (pojedynczego

zestawu filtrow wzbudzenia i emisji).

Na rycinie 47 przedstawiono wykresy zaleznosci sredniej intensywnosci fluorescencii
w obiektach (komoérkach) od zastosowanego stezenia inhibitora dla komorek traktowanych
réznymi stezeniami luteoliny. Przy obu stezeniach substratu zaobserwowano kinetyke
saturacyjng, zgodng z kinetykg oddziatywania enzym-substrat i enzym-inhibitor. Przy
najwyzszych stezeniach Ko143 dla obu stezen flawonoidu osiggane jest maksimum inhibicji.
Poniewaz z uprzednich doswiadczen wiadomo, ze powinowactwo Ko143 do biatka ABCG2
jest znacznie wyzsze niz powinowactwo luteoliny, mozna zatozy¢, ze przy najwyzszym
zastosowanym stezeniu inhibitora (10 yM) aktywno$¢ transportera wzgledem luteoliny jest
nieomal catkowicie zablokowana, a szybkosc¢ transportu jest wtedy bliska zeru. Zgodnie z tym
zatozeniem przy danym stezeniu substratu réznice miedzy srednimi wartosciami fluorescencji

w komorkach zmierzonymi w obecnosci roznych stezen inhibitora a wartoscig fluorescencji
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zmierzong przy maksymalnym stezeniu Ko143 mozna uznaé¢ za miare szybkosci transportu
luteoliny przy danym stezeniu inhibitora. Dysponujgc uzyskanymi w ten sposob wartosciami,
reprezentujgcymi szybkos¢ transportu w zaleznosci od stezenia inihibitora (Ko143) przy dwéch
réznych stezeniach substratu, sporzgdzono wykres Dixona (rycina 48). Proste przecinajg sie
powyzej osi odcietych, co jest zgodne z zaleznoscia oczekiwang dla inhibitora
kompetycyjnego, jakim jest Kol43. Z analizy matematycznej rownania wigzgcego szybkosc
reakcji enzymatycznej ze stezeniem substratu oraz stezeniem inhibitora wynika, ze modut
wartoéci odcietej punktu przeciecia prostych uzyskanych dla réznych stezen substratu jest
réwny eksperymentalnej statej inhibicji (Kj). Ki wyznaczona w ten sposob dla Ko143 wynosi
287 + 44 nM. Aby sprawdzié, jakg warto$¢ eksperymentalnej statej inhibicji mozna wyznaczy¢
stosujgc inng metode pomiaru, przeprowadzono analogiczne dos$wiadczenie dla trzech
réznych stezeh luteoliny (5, 10 i 20 uM) i podobnego zakresu stezen inhibitora, stosujgc
metode pomiaru sSredniej wewngtrzkomorkowej ilosci luteoliny w lizatach komorkowych
przygotowywanych in situ. Wykres Dixona wraz z krzywymi regresji liniowej otrzymany na

podstawie tego doswiadczenia przedstawiono na rycinie 49.
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Rycina 47. Wykres zaleznos¢ intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego produktu luteolina+DPBA
w komodrkach pojedynczych komérkach MDCK-II/BCRP w obecnosci réznego stezenia Ko143. Komérki
inkubowano z podanym stezeniem inhibitora przez 30 min, a nastepnie rowniez w obecnosci tego
samego stezenia Ko143 komoérki inkubowano z luteoling o stezeniu 25 uM lub 50 uM. Po godzinie
inkubacji z flawonoidem sygnat fluorescencyjny wywotywano za pomocg DPBA w PBS i $rednig
intensywnos¢ fluorescencji komodrek mierzono na pomocg zautomatyzowanego mikroskopu
fluorescencyjnego. Przedstawiono wartos¢ srednig, stupki btedu to $redni btagd $redniej, n = 4.
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Rycina 48. Wykres Dixona sporzgdzony dla wartosci uzyskanych na podstawie pomiaréw
mikroskopowych przedstawionych na rycinie 47. Za wartos¢ miary szybkosci transportu przy
okreslonym stezeniu Ko143 uznawano réznice miedzy srednig wartoscig intensywnosci komorek
traktowanych 10 uM Ko143 i traktowanych okreslonym stezeniem inhibitora. Przedstawiono wartosé
srednig, stupki btedu to sredni btgd sredniej, n = 4.
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Rycina 49. Wykres Dixona sporzadzony dla wartosci uzyskanych na podstawie pomiaréw fluorescenc;ji
lizatbw komodrkowych z komoérek MDCK-1I/BCRP traktowanych wskazanym stezeniem luteoliny
w obecnosci réznych stezen Ko143. Za wartos¢ miary szybkosci transportu przy okreslonym stezeniu
Ko0143 uznawano roznice miedzy Srednig wartoscig intensywnosci lizatow z komérek traktowanych
10 yM Ko143 i z komorek traktowanych okreslonym stezeniem inhibitora. Przedstawiono wartosé
srednig, stupki btedu to $redni btad $redniej, n = 6.
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Podobnie jak w przypadku pomiaru mikroskopowego proste przecinajg sie powyzej osi
odcietych. Wyliczona wartos¢ eksperymentalnej statej inhibicji (Ki) dla Ko143 wynosi w tym
przypadku 271 £ 23 nM. Wartos¢ ta nie rozni sie od tej otrzymanej w poprzednim
doswiadczeniu. Zbieznos¢ obu wynikéw uzyskanych w niezaleznych doswiadczeniach
wykonanych za pomocg dwdéch roznych technik pomiaru (pomiar w uktadzie heterogennym
i homogennym) wskazuje na to, ze obie metody rownie dobrze pozwalajg na badanie kinetyki

transportu biatka ABCG2 z zastosowaniem flawonoidow jako substratéw.

4.1.7. Poszukiwanie substratow ABCG2 metoda wysokoprzepustowa

Zaletg metody pomiaru fluorescencji na poziomie pojedynczej komorki jest to, ze umozliwia
ona na wygenerowanie bardzo duzej iloéci danych z pojedynczego doswiadczenia
przeprowadzonego na niewielkiej liczbie komérek. Wykorzystujgc tg zalete przeprowadzono
eksperyment, w ktéorym poréwnywano ilosci flawonoidéw akumulowanych w komdrkach
MDCK-II/BCRP i MDCK-Il. W tym eksperymencie zbadano wszystkie 300 flawonoidéw
pochodzenia naturalnego, uzyskanych z biblioteki firmy Chemfaces. Komoérki inkubowano na
ptytkach 384-dotkowych przez godzing w obecnos$ci czterech roznych stezen flawonoidow
(10, 20, 50 i 100 pM). Po tym czasie komorki traktowano DPBA w PBS, a nastepnie utrwalano
za pomocg formaldehydu. Utrwalenie komoérek byto w tym wypadku konieczne, aby umozliwié¢
dilugotrwaly proces obrazowania za pomocg zautomatyzowanego mikroskopu
fluorescencyjnego dla tak wielu punktéw pomiarowych. Komérkom wybarwiono dodatkowo
jadra komodrkowe (za pomocg Hoechst 33342), co umozliwito identyfikacje obiektow nawet
w przypadku niskiej intensywnosci fluorescencji produktu flawonoid+DPBA. Na podstawie
fluorescencji jader komoérkowych identyfikowano pojedyncze obiekty, a nastepnie w kanale
fluorescencji flawonoid+DPBA (filtr ekscytacyjny 485 £ 15 nm oraz filtr emisyjny 525 £ 20 nm)
okreslano intensywno$¢ fluorescencji w niewielkim obszarze otaczajgcym obiekty
(fluorescencja w cytozolu komoérek). Dla kazdego stezenia substratu okreslano $rednig
intensywnos¢ fluorescencji w kanale flawonoid+DPBA w przypadku komérek MDCK-II
i w przypadku komorek MDCK-1I/BCRP. Réznice miedzy tymi warto$ciami traktowano jako
miare aktywnos$ci biatka ABCG2 i otrzymane w ten sposéb wyniki zestawiono w tabeli 6.
W tabeli podano réowniez wartosci jasnosci emisji fluorescencji produktéw flawonoid+DPBA
w mierzonym zakresie wyznaczone na podstawie krzywych emisji fluorescencji (jak opisano
w podrozdziale 3.2.11.1.).

Na zielono w tabeli 6 zaznaczono zwigzki, ktére uznano za dobre substraty ABCG2. Biorgc
pod uwage wartosci btedu pomiaru aktywnosci biatka ABCG2 powyzszg metodg uznano, ze
substratem dla ABCG2 jest zwigzek, ktéry przynajmniej przy niektérych stezeniach wykazuje

miare aktywno$ci biatka ABCG2 wyzszg niz 10. Sposréd 300 zwigzkéw przeanalizowanych
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w ten sposob 105 (35%) spetniato powyzsze kryterium. Bardziej doktadna analiza i poréwnanie
aktywnosci w zaleznosci od stezenia zwigzku wskazuje, ze w obrebie substratéw biatka
ABCG2 mozna wydzieli¢ kilka réznych klas. Jedng grupe stanowig zwigzki, ktére tworza
z DPBA jasne fluorescencyjne pochodne i dla ktérych aktywnos¢ ABCG2 rosnie wyraznie wraz
ze wzrostem zastosowanego stezenia. Do tej grupy nalezg miedzy innymi taki zwigzki jak
kwercetyna, fisetyna, moryna, eriodiktiol, kempferyd, galangina, fustyna, dihydrorobinetyna,
dalbergioidyna i apigenina. Ciekawg podgrupg tych zwigzkow sg flawonoidy, ktore tworzg
z DPBA pochodne o bardzo wysokiej intensywnosci fluorescenciji, a na dodatek akumulujg sie
w komoérkach na tyle wydajnie, ze przy wyzszych stezeniach srednia intensywnos¢ komorek
MDCK-Il i MDCK-II/BCRP nie rézni sie (co przektada sie na pozornie niskg miare aktywnosci
biatka ABCG2), poniewaz osiggniety zostat limit liniowosci sygnatu kamery i Srednia
intensywnosc¢ pikseli cytoplazmy tych komorek nie odpowiada juz wewnatrzkomdrkowym
stezeniom flawonoidow. W tej specyficznej grupie bardzo dobrych substratow ABCG2 znajdujg
sie na przyktad luteolina, orobol, steppogenina, hydroksygenkwanina
i 8-demetylosideroksylina. Co ciekawe, wymieniona w tej grupie hydroksygenkwanina jest
prostg metoksylowg pochodng luteoliny (w pozycji 7). Jej pochodna flawonoid+DPBA ma
poréwnywalng z luteoling intensywnos¢ fluorescenciji, a ze wszystkich przetestowanych
flawonoidow biatko ABCG2 wykazuje wzgledem niej najwyzszg aktywnos$¢ juz przy 20 uM
stezeniu flawonoidu (przy wyzszych stezeniach pozorna mierzona aktywnos$¢ byta nizsza ze
wzgledu na opisany powyzej problem z limitem liniowosci sygnatu kamery). Jest ona zatem
jeszcze lepszym modelowym substratem biatka ABCG2 niz luteolina. Nalezy jednak pamietac,
ze ze wzgledu na bardzo zroznicowang intensywnos¢ fluorescencji produktow
flawonoid+DPBA, przedstawionych w tabeli 6 wartosci miary aktywnosci biatka ABCG2 nie
mozna porownywaé bezposrednio w przypadku, kiedy produkty znaczgco sie roznig
spektralnie. Widoczna jest na przyktad grupa bardzo dobrych substratow ABCG2, ktérym
przypisano relatywnie niewielkie miary aktywnosci ABCG2, ale biorgc pod uwage niska
intensywnos¢ fluorescencji ich produktu flawonoid+DPBA mozna uznaé, ze i tak sa
transportowane bardzo wydajnie. Do tej grupy zwigzkoéw nalezg na przykfad akacetyna,
izosakuranetyna, hydrangenol, dihydroobowatyna, cykloheterofilina i artoheterofilina B.
Pomimo tego, ze pochodne flawonoid+DPBA tych zwigzkéw wykazujg relatywnie niska
fluorescencje, zastosowanie wysokoprzepustowego pomiaru z obiektywng oceng fluorescenciji
na poziomie pojedynczych komérek umozliwia nadal wiarygodne zaklasyfikowanie ich jako
dobrych substratow ABCG2.

Osobng grupe substratow stanowig zwigzki, dla ktérych pomimo znacznej intensywnosci
fluorescencji pochodnej flawonoid+DPBA nie obserwuje sie duzego wzrostu aktywnosci
w zaleznosci od ich stezenia. Sg to najpewniej zwigzki, wzgledem ktérych ABCG2

charakteryzuje niska wartos¢ szybkosci granicznej transportu. Majg one bardzo wysokie
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powinowactwo do transportera, ale sg transportowane wzglednie wolno, przez co moga
stanowi¢ dobre inhibitory kompetycyjne przy transporcie innych substratow ABCG2. Do tej
grupy zwigzkéw nalezg na przyktad kempferol, taksifolina, robinetyna, norwogonina,
genkwanina, chryzyna i bilobetyna. Mozna zwréci¢ szczegélng uwage na dwa wymienione
w tej grupie zwigzki: kempferol oraz genkwanine. Zwigzki te rdéznig sie jedng grupa
hydroksylowg w pozycji 3’ pierscienia fenylowego (patrz rycina 16) od substratow, wzgledem
ktorych ABCG2 wykazuje znacznie wyzszg aktywno$¢. W obu przypadkach flawonoid, ktory
posiada dwie grupy hydroksylowe w pozycji 3’ i 4’ (czyli kwercetyna i hydroksygenkwanina)
jest bardzo dobrym substratem transportowym dla ABCG2, a jego pochodna nie posiadajgca
grupy hydroksylowej w pozycji 3’ (czyli odpowiednio kempferol i genkwanina) charakteryzuje
sie bardzo wysokim powinowactwem do ABCG2, ale nie jest transportowana wydajnie.
Ciekawe wnioski dotyczace relacji struktura-aktywnos¢ mozna tez wyciggng¢, poréwnujgc
kempferol z jego inng bliskg pochodna, kempferydem. Ta pochodna kempferolu posiadajgca
grupe metoksylowg w pozycji 4’ jest transportowana znacznie lepiej niz sam kempferol. Oba
zwigzki tworzg podobnie jasny produkt flawonoid+DPBA i majg podobnie wysokie
powinowactwo do biatka ABCG2, poniewaz, jak wykazaty doswiadczenia przeprowadzone na
lizatach (patrz tabela 4 i tabela 5), oba zwigzki bardzo dobrze konkurujg o miejsce wigzania
z Ko143, czyli majg powinowactwo do enzymu porownywalne do tego inhibitora. Dowodzi to,
ze modyfikacja grupy hydroksylowej w pozycji 4 ma kluczowe znaczenie przy oddziatywaniu
powyzszych zwigzkéw z kieszenig pierwszg transportera. Poniewaz kempferol, ktéry posiada
w tym miejscu niezmodyfikowang grupe hydroksylowa, jest transportowany bardzo powoli,
mozna domniemac, ze tworzy z aminokwasami biatka ABCG2 w kieszeni pierwszej silne
wigzanie wodorowe, ktére spowalnia przechodzenie transportera do kolejnych etapow cyklu
transportu. Kempferyd, ktéry posiada w miejscu 4’ grupe metoksylowg, nie jest w stanie
wytwarzaé tego wigzania wodorowego, przez co jest transportowany znacznie bardziej
wydajnie (wigze sie z porownywalnym powinowactwem, ale enzym ma wzgledem niego dosc¢

wysokg szybkosc¢ graniczng).

Zidentyfikowano rowniez wiele innych zwigzkéw bedacych umiarkowanie dobrymi substratami
ABCG2. Do tej grupy nalezg na przyktad izoramnetyna, myricetyna, ramnocytryna
i diosmetyna. Dodatkowo z pewnoscig niektore z przetestowanych flawonoidéw moga byc¢
rowniez transportowane przez biatko ABCG2, ale ze wzgledu na niskg intensywnos¢
fluorescencji ich pochodnej flawonoid+DPBA nie mozna tego wykaza¢ za pomoca tej techniki.
Nalezy tez zwrdciC uwage na to, ze opisywana technika opiera sie na pomiarach
wysokoprzepustowych i charakteryzuje sie znaczng niepewnoscig pomiaru typowg dla takich
technik. Pomimo ograniczen, ta metoda poszukiwania umozliwita szybkie zidentyfikowanie

wielu nowych substratow biatka ABCG2.
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Tabela 6. Wyniki testu wysokoprzepustowego z wykorzystaniem zautomatyzowanego mikroskopu
fluorescencyjnego dla 300 wybranych flawonoidéw. Flawonoidy opisano kolejnymi numerami
identyfikacyjnymi F oraz nazwami zwyczajowymi podanymi przez producenta. W tabeli podano miare
aktywnosci biatka ABCG2 bedacg réznicg miedzy wartosciami fluorescencji produktu flawonoid+DPBA
w komérkach MDCK-II i w komérkach MDCK-II/BCRP. Na zielono zaznaczono substraty ABCG2.
Podano wartos¢ srednig + Sredni btad Sredniej, n = 4. Dodatkowo w tabeli przedstawiono wartosé
oszacowanej intensywnosci fluorescencji wyliczong na podstawie krzywych emisji fluorescencji jak
opisano w podrozdziale 3.2.11.1.

Miara aktywnosci biatka ABCG2
- . . Intensywnosé
F Nazwa zwyczajowa stezenie flawonoidu w medium fluorescencji
(x 10%)
10 uM 20 uM 50 yM 100 uM

F1 Isorhamnetin 3x2 52 161 183 575

F2 Luteolin 32%* 185428 | 2%2 111 1012

F4 Quercetin 47 £ 31 82+17 182+32 | 25451 951

F5 Glabranin 5+1 2+1 71 6+4 46

F8 Kaempferol 17 £ 1 25+6 275 32+9 993
F10 Silymarin 111 3+1 0+1 1+2 408
F45 Genistein 31 5+2 11 2+3 15
F46 Baicalein 52 32 -2+3 5+2 1
F47 Catechin 2+1 4+1 01 4+1 3
F48 Fisetin 44 +9 825 + 31 979+ 91 | 1571 £ 157 1001
F49 Myricetin 10+1 29+3 43 +1 52+1 843
F50 Naringenin -1+1 8+4 2+2 -11+4 49
F66 Morin 15+3 1811 29+7 84 +15 1008
F72 Acacetin 184 23+3 38+3 47 x4 28
Fo4 Eriodictyol 11+3 659+48 | 840+82 | 845+118 190
F113 Kaempferide 96 +10 | 221+12 298 + 31 588 + 42 912
F124 Yukovanol 01 -1+1 -1+1 -1+1 2
F125 Wogonin -1+1 -1+1 01 -2+1 1
F126 Wighteone -1+1 02 11 31 133
F127 Warangalone -1+1 01 01 0+1 9
F128 Vitexicarpin 2+1 111 -1+1 2+1 7
F129 Viscidulin Il 0+1 -1+ 11 2+1 47
F130 Viscidulin Il 0+1 1+1 3+1 2+1 440
F131 Viscidulin | 11 42 118 18+3 1268
F132 Velutin -1+1 -1+1 111 2+1 9
F133 Tricin 2+1 111 111 01 450
F134 Thunberginol C -2+1 214 0t4 74 31
F135 Theaflavin-3-gallate 2+1 11 11 2+1 23
F136 Theaflavin-3'-gallate 2+1 5+2 6+1 131 26
F137 Theaflavin 3,3'-di-O-gallate -1+1 111 -1+1 -1+1 4
F138 Theaflavin 01 33 11 1+1 10
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F139 Tetrahydroamentoflavone 01 1£2 2+1 2+3 144
F140 Tectorigenin 5+2 2+1 11 -3+1 2
F141 Tectochrysin 01 2+1 -3+1 * 4
F142 Taxifolin 11 3017 30+6 25+9 784
F143 Tamarixetin -5+4 6+1 2+1 0+1 974
F144 Taiwanhomoflavone B 112 2+1 4+1 6+1 12
F145 Syzalterin 2+1 01 01 -1+1 211
F146 Sulfuretin -2+1 1+1 4+1 6+2 373
F147 Steppogenin 3510 65 + 31 87 -1+4 630
F148 Sophoraflavanone G 2+1 11 11 35 1236
F149 Sophoraflavanone C 2+1 -1+1 -1+1 -1+1 3
F150 Skullcapflavone Il 2+1 2+1 -1+1 -1+1 7
F151 Skullcapflavone | 01 -1+1 -1+1 01 18
F152 Sideroxylin -1+1 2+1 -1+1 111 2
F153 Scutellarein 2+2 -1+1 -4+2 4+3 2
F154 Scillascillin -1+1 9+2 15+8 36 +19 319
F155 Sciadopitysin 3+1 11 11 2+1 32
F156 Sappanone A -1+1 -1+1 0+1 0+1 412
F157 Sanggenone D 0+1 5+1 05 101 22
F158 Sanggenone C 0+1 5+1 2+7 1112 21
F159 Sanggenon N -1+1 -1+1 01 0+1 2
F160 Sanggenol L 2+1 -1+1 01 1+1 4
F161 Sanggenol A 01 1£2 -1+1 2+1 1301
F162 Salvigenin 11 -1+1 -2+1 0+1 20
F163 Sakuranetin -1+1 -1+1 -5+3 2+1 11
F164 Robtin 111 24 +10 75+12 133+ 39 102
F165 Robinetin 105 103 +18 104 +1 108 +7 967
F166 Rivularin -1+1 01 1+2 14 +10 46
F167 Rhamnocitrin 3+1 214 42 +6 62+13 1302
F168 | Quercetin 3,4'-dimethyl ether 0+1 4+2 2+1 4+2 438
F169 Putraflavone -1+1 2+1 31 6+1 13
F170 Prunetin 0+1 312 31 -2+3 3
F171 Prudomestin 1+1 -1+1 -1+1 0+1

F172 Procyanidin B2 0+1 01 -1+1 111

F173 Procyanidin B1 01 111 -1+1 01 2
F174 Proanthocyanidins 11 2+1 2+1 5+3 65
F175 Podocarpusflavone A 11 1+5 9+1 11+3 9
F176 Pinostrobin 2+1 111 01 17 £ 11 3
F177 Pinocembrin acetate -1+1 -1+1 -3+3 2+3 3
F178 Pinocembrin -1+1 -1+1 0+1 3+1 3
F179 Pinobanksin 01 5+2 2+1 267 42
F180 Penduletin -2+1 0+1 11 11 29
F181 Pedalitin -1+1 5+1 2+1 -1+1 1034
F182 Pectolinarigenin 1+1 01 01 0+1 10

125




F183 Padmatin 21 -1+1 21 01 2
F184 Pachypodol -1+1 -1+1 01 4+3 52
F185 Osajin 2+1 2+1 31 111 6
F186 Oroxylin A 01 -7+3 -22+£12 -37 £ 16 4
F187 Orobol KZ‘,i 13413 | -12+14 | 246 1256
F188 Onysilin 0+1 2+1 48 £ 17 85+ 13 20
F189 Ombuin 3+3 3+1 11 5+1 418
F190 Norwogonin 10+ 1 20+ 3 268 35+10 1229
F191 Norkhellol 0x1 0x1 0x1 31 2
F192 Noricaritin 61 14 +£2 26+4 44 +6 651
F193 Noreugenin -1+1 31 01 01 2
F194 Noranhydroicaritin 11 4+5 2+1 -11+3 14
F195 Naringenin-4',7-diacetate 2+1 -1+1 -1+1 0+1 404
F196 Mulberrin 11 2+2 2+1 717 35
F197 Moslosooflavone 0x1 135 17 £ 11 31+£10 1302
F198 Morusinol 11 111 312 -2+1 3
F199 Morusin 11 2+2 0+2 -2+6 30
F200 Methylophiopogonanone B -1+1 01 1£2 02 2
F201 Methylophiopogonanone A -1+1 2+1 2+1 1+1 2
F202 Lysionotin 2+1 01 -1+1 01 1
F203 Luteone 34 0+1 11 01 2
F204 Lupalbigenin 2+1 11 -1+1 01 5
F205 Limaocitrin 2+1 2+1 -1+1 111 1
F206 Licoflavone C 31 23+6 29+ 14 50+9 22
F207 Leachianone G -1+1 111 02 111 8
F208 Leachianone A 2+1 01 2+1 0+1 4
F209 Kuwanon E 01 03 01 4+4 1306
F210 Kuwanol C -1+1 2+1 2+1 2+1 2
F211 Kushenol X 2+1 01 02 2+4 3
F212 Kushenol W 2+1 01 -1+1 111 2
F213 Kushenol E 01 11 01 02 8
F214 Kushenol C 2+1 01 -1+1 617 2
F215 Kushenol A -3+1 01 -4+1 -3+2 2
F216 Kumatakenin 1£2 2+1 01 01 917
F217 Kazinol U 11 2+2 12 3+3 2
F218 Kaempferol 5-methyl ether 3+1 57 4+1 4+6 153
F219 Kaempferol 3,4,7-triacetate 2+1 6+4 112 2+1 212
F220 Jaceosidin 67 101 451
F221 Jaceidin * 5+1 2+1 3
F222 Izalpinine -14 + 11 11 0
F223 Isowighteone 12+2 979 144 + 12 194 + 22 76
F224 Isothymusin * 7% 01 6+1 1
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F225 Isothymonin 12 32 35 35 527
F226 Isosakuranetin 14 +4 28 +1 349 9
F227 Isolicoflavonol 21+5 2+7 33+2 42
F228 Isoginkgetin + 22+6 24 +4 287 17
F229 Isoerysenegalensein E 11 5+1 2+1 5+3 18
F230 Isoderrone 1+1 -1+1 -3+3 -3+2 2
F231 Isochandalone 31 2+6 85 2+3

F232 Isoapetalic acid 5+1 5+2 31 7+3 5
F233 Icaritin 1£2 2+6 4+4 35 539
F234 Hydroxygenkwanin 7;ii 1422 £+ 153 | 749 +102 | 453 +73 952
F235 Hydrangenol 5+1 9+6 10 +1 22+9

F236 Honyucitrin 3+1 5+7 11 2+1

F237 Homoferreirin 5+1 4+4 2+1 2+1

F238 Hispidulin 3+1 812 107 16+3 123
F239 Hinokiflavone 184 55+2 63+6 88 £ 11 33
F240 Heveaflavone 5+1 716 8+2 8+1 31
F241 Hesperetin 712 1712 19+4 315 14
F242 Herbacetin 5+1 71 4+1 4+2 2
F243 Glyasperin A 61 20 +1 20+ 4 317 15
F244 Glepidotin B 71 65 03 5+1 2
F245 Ginkgetin 15+3 1816 19+9 235 13
F246 Genkwanin 15+ 1 183 18+1 17+3 241
F247 Gancaonin M 5+2 5+1 11 03

F248 Gallocatechin 2+1 5+3 3+1 31

F249 Galangin 3-methyl ether 2+1 7+3 34 1+£3 4
F250 Galangin 154 +8 | 293113 | 44447 | 679167 815
F251 Fustin 306 372+15 | 485+45 | 852+ 125 200
F252 Furowanin A 01 2+1 71 73 11
F253 Ficusin A 4+1 5+1 7+3 9+8

F254 Farrerol 4+1 67 32 5+1

F255 Eupatorin 31 5+2 71 05 48
F256 Eupatoletin 113 7+1 8+2 12+7 48
F257 Eupatilin 5+1 8+1 4+3 4+1 48
F258 Eucalyptin 13+3 137 29 +1 35+3 157
F259 Erythrinin C 11 5+2 6+1 9+1 6
F260 Erysubin B 6+1 6+1 10+8 4+1 6
F261 Erysubin A 2+1 6+1 33 33 6
F262 Erysenegalensein E 75 5+3 11 5+1 3
F263 Ermanin 31 23+8 31+6 34+13 56
F264 Eriosematin A 8+1 6 +80 4+1 5+1 4
F265 Epicatechin 6+2 15+4 35+ 11 51+2 6
F266 Dodoviscin J 61 6+1 9+1 9+3 3
F267 Dodoviscin | 3+1 2+3 5+1 113 2
F268 Dodoviscin H 7x1 7+1 16+9 22 +16 4

127




F269 Dodoviscin A * 7x1 -1£3 03 15
F270 Diosmetin 10+ 16+4 19+8 24 +13 37
F271 Dihydrotamarixetin 4+4 4+1 5+1 6
F272 Dihydrorobinetin 1 80+ 10 97 £ 13 222 + 28 452
F273 Dihydrooroxylin A 817 31 5+2 17
F274 Dihydroobovatin 6+3 131 22+3 18
F275 Dihydromorin + 125 40 +13 73 £ 21 372
F276 Dihydroalpinumisoflavone 61 67 +8 107 +£5 1398 34
F277 Desmethoxycentaureidin 5+1 81 9+1 111 441
F278 Derrone 4+1 6+2 7+3 2+2 2
F279 Derrisisoflavone B 52 9+1 1+£3 4+1 6
F280 Demethoxycapillarisin 47+ 8 171+ 14 174 + 34 335+ 38 990
F281 Delphinidin chloride 6+2 612 14 +2 17 £1 74
F282 Dehydrotoxicarol 28+6 79+6 114+ 3 254 + 106 43
F283 Dalbergioidin 8+1 604+49 | 689+72 | 1040+ 119 205
F284 Cyclomorusin 9+3 47 +6 115+ 10 133+ 10 765
F285 Cycloheterophyllin 15,-1861 401 + 37 495 + 25 736 £ 92 2
F286 Cyanidin Chloride 4+1 8+4 2+1 4+2 62
F287 Cudraflavanone B 6+3 5+1 63 4+1

F288 Cirsimaritin 31 8+1 41 31

F289 Cirsilineol 5+2 7+3 11 2+1 50
F290 Chrysosplenol D 4+1 5+8 11 9+4

F291 Chrysosplenetin 2+1 61 11 31

F292 Chrysoeriol 12+3 175 175 22 +1 44
F293 Chrysin 6+1 7+5 10£1 13+2 20
F294 Centaureidin 2+2 01 11 -1+£3 7
F295 Cedrin 4+1 13 3+1 5+2

F296 Cedeodarin 3+1 01 3+1 67

F297 Cathayanon H 2+2 4+2 01 31

F298 Casticin 11 5+1 01 1+1 12
F299 Carpachromene -3+3 -3+1 62 -5+6 2
F300 Capillarisin 4+2 5+1 103 14+2 477
F301 Cajanin 2+1 2+1 0+1 01 2
F302 Broussoflavonol F 02 41 103 46+8 851
F303 Brazilin 5+1 34+4 88+ 13 130+ 20 40
F304 Blumeatin B 2+1 2+1 2+1 31

F305 Blumeatin 1+4 9+1 11+2 154

F306 Biochanin A 11 4+1 01 31

F307 Bilobetin 25+2 305 36+8 44 +6 14
F308 beta-Rhamnocitrin 5x1 79 32 81 520
F309 Auriculasin 113 14+4 9+4 -45 + 38 23
F310 Atalantoflavone 2+1 5+2 5+2 113 3
F311 Artoheterophyllin B 87+13 | 101129 253+ 23 289 + 30

F312 Artocarpin 9+1 9+2 8+1 4+5 2
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F313 Artemetin 41 32 5x1 12+6 5
F314 Aromadendrin 20+9 59+ 15 83+19 245 + 47 254
F315 Araneosol 51 9+1 19 112 6
F316 Apigenin 2+7 29+7 174 +18 | 222+45 195
F317 Anhydroicaritin 32 -12+13 -10 £ 11 23+ 14 472
F318 Angelicain 5+1 30 31 4+0 7
F319 Ampelopsin 71 4+2 5+1 6+1 593
F320 Amentoflavone 154 14+2 33 -5+3 50
F321 Amaronol B 4+1 24 +5 -10+9 -1+2 1
F322 Amaronol A 14 £ 11 14+5 16+8 25+8 496
F323 Alpinumisoflavone 2+0 31 61 4+2 2
F324 Aliarin 4+2 6+0 110 05 36
F325 Albanin A 19+7 203 9+3 118 35
F326 Agrimonolide 36+ 11 215 317 517 4
F327 8-Prenylnaringenin 4+0 61 4+1 16 + 11
F328 8-Prenylluteone 4+0 310 4+0 32 72
F329 8'0'Deg?ﬁ;gfggﬁégﬁ;hy"3'9' 1+2 846 241 340 4
F330 8-Methoxykaempferol 5+1 4+1 -7+4 4+1 442
F331 8-Lavandulylkaempferol 102 104 134 24 +3 831
F332 8-Isomulberrin hydrate 15 -1+5 5+2 -4+6 3
F333 8-Demethylsideroxylin 37+13 13+8 14 £ 11 32 951
F334 8-Demethyleucalyptin 9+3 16+ 6 91124 130 £ 38
F335 7-O-Methylporiol 2+1 3+1 -3+6 01
F336 7-O-Methyleriodictyol 61 4+2 2+1 4+2
F337 7,4'-Di-O-methylapigenin 02 312 4+1 107 126
F338 7,3',4'-Trihydroxyflavone 14 +3 14 +1 15+2 18+0 1
F339 7,3',4'-Trihydroxy-3-benzyl-2H- 449 240 240 249 °
chromene
F340 6-Prenylnaringenin 3+1 2+1 30 1
F341 6-Methoxynaringenin 11 2+1 3+1 14
F342 6-Methoxyluteolin 5+1 8+1 101 398
F343 6-Hydroxykaempferol 6+1 814 1312 1
F344 6-Geranylnaringenin -5+10 68 -6+6 1
F345 6,8-Diprenylorobol 716 71 4+7 3
F346 6,8-Diprenylnaringenin +1 30 7+4 15+3 1
F347 6,8-Diprenylgenistein +1 8+2 4+1 4+1 1
5-Hydroxy-7-methoxy-3-(4-
F348 | hydroxybenzylidene)chroman- 4+1 112 1+£2 4+2 135
4-one
F349 | 5-Hydroxy-7-acetoxyflavone 6+3 2+1 31 2+2 5
F350 5'”?2?@’)‘(;;%‘?2:3"8' 2+11 | 34 9+4 17 £ 10 143
F351 S-Hydroxy-7,8- 42 | 3%2 1£2 0+2 1

dimethoxyflavanone




5-Hydroxy-3',4',7-

F352 . 6+0 2+1 11 4+2 8
trimethoxyflavone
F353 5,7-Di-O-methylquercetin +1 122 415
F354 5,7-Dihydroxychromone + +1 + * 5
F355 S, 7-Dihydroxy-6,8- 6+1 6+3 541 441 6
dimethoxyflavone
F356 5 7-Dihydroxy-3,4'8- 0+2 342 041 343 1
trimethoxyflavone
Fas7 |  O7:A-Triydroxy-3,6- 2t4 412 542 741 2
dimethoxy-3-prenylflavone
5,7,4'-Trihydroxy-3,6-
F358 dimethoxy-3',5'-diprenylflavone St1 51 4£0 61 681
Fasg | > 7:3-Trihydroxy-64'5- 91 342 341 742 22
trimethoxyflavanone
F360 5,7,3'-Trihydroxy-4'-methoxy-8- 5+ 1 0+2 744 541 293
prenylflavanone
Fae1| 28 Trihydroxy-6,7,8- 210 2%2 4+ 1 342 2
trimethoxyflavone
F362 4-O-Methylsappanol + 71 7+0 1111 1
F363 4'-O-Methyllicoflavanone -1+ -1+£5 67 -3+8 1
F364 4'-Hydroxywogonin 1% 31 -1+1 01 140
F365 4'-Demethyleucomin 1116 23+3 25+6 675 29
F366 4-Demethyl-3,9- 12+£3 | 10+2 6+2 0+6 10
dihydroeucomin
F367 4'7-Di-O-methylnaringenin 5+2 63 01 -3+3 7
F368 4' 5-Dihydroxyflavone 61 19+4 11+4 16+ 1 15
Faeg | 4O Dihydroxy-3.5.6,7- 342 342 341 441 7
tetramethoxyflavone
F370 415, 7-Trihydroxy-6- 9% 1 22+8 15£2 | -31£13 94
prenylflavone
F371 4,4"-DI-O- 173 | 23:4 30+3 34+3 18
methylcupressuflavone
F372 3-O-Methylquercetin + 61 -5+5 +3 486
F373 3'-O-Methylorobol -2+10 6+5 +6 2
F374 3-0O-Acetylpinobanksin + 17+4 27+3 6310 183
F375 | 3'-Hydroxy-3,9-dihydroeucomin | 6+ 2 11 40 9+3 2
F376 3-Deoxysappanone B + +1 61 20
F377 3,8'-Biapigenin * * * * 48
F378 3,7-O-Diacetylpinobanksin 5+2 1+3 31 320 282
F379 3,6-Dimethoxyapigenin 1+3 -1+ 404
F380 3',5'-Diprenylgenistein + + + + 2
F381 3,5-Dihydroxy-4',7- 741 741 512 510 6
dimethoxyflavone
Fagz|  3>-Dihydroxy-4.5.6,7- 311 311 1£0 91 8
tetramethoxyflavone
F383 | 3',5,5',7-Tetrahydroxyflavanone | 5 + 1 79 368 45+ 12 190




3'5,5',7-Tetrahydroxy-4',6-

F384 ; -7+0 -19+8 -10+ 16 -7+8 1
dimethoxyflavone

F385 2'-Hydroxygenistein 2+1 00 -1+0 -120 1022

F386 2-Hydroxy-7-O- 17+4 | 3313 | 6110 | 186+43 28
methylscillascillin

F387 2.5,7-Trihydroxy-8- 741 740 2+1 541 10
methoxyflavanone

F388 | 2',5,6',7-Tetrahydroxyflavanone | 6 + 1 5+1 135 8+18 142

F389 2,3-Dehydrokievitone 9+1 4+2 5+1 6+2 2

2'3,5,6',7-
F390 Pentahydroxyflavanone 6+0 2+2 2717 -118 ¢ 15 750
232" 3"

F391 e e T 203 63+6 98 + 11 118 + 21 42

F392 11-Hydroxytephrosin * * 5+0 6+0

F393 (+)-Taxifolin -5+8 1+2 4

F394 (+)-Gallocatechin 23+8 80+ 14 2

F395 (+)-Catechin hydrate 71 810 223

F396 (%)-Sigmoidin A 7+2 4+1 2

F397 (x)-Pinocembrin 2+0 71 3

F398 (-)-Gallocatechin gallate 84 9+4 5

F399 (-)-Gallocatechin + 4+1 4+1 7+8 3

Fagp| ()-Epigallocatechin-3-3"-0- 1 4, 241 441 3+3 2

methyl) gallate

F401 (-)-Epigallocatechin(EGC) 4+1 2+0 73 02 1

F402 (-)-Epigallocatechin gallate 31 30 01 31 1

Fao3 | ()-Epicatechin-3-(3"-O-methy)) | 5, 340 0£0 At 30

gallate

F404 (-)-Epicatechin gallate 11 1+0 1£2 3

F405 (-)-Dihydroquercetin +1 1 68 + 426

F406 (-)-Catechin gallate(CG) + +1 + 3+2 20
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4.2. Badanie oddzialywan biatko-biatko oraz biatko-substrat

4.2.1. Badanie oddzialywan biatko-biatko
4.2.1.1. Wybér pary biatek fluoryzujacych do badania oddziatywan

W tej czesci niniejszej rozprawy wykorzystano zjawisko FRET do zbadania oddziatywan
biatko-biatko oraz enzym-substrat dla biatka ABCG2. W pierwszej kolejnosci sprawdzono, czy
wykonujgc pomiary FRET mozna zaobserwowaé bezposrednie, specyficzne oddziatywania
miedzy dwiema czgsteczkami biatka tworzgcymi aktywny enzym. W tym celu niezbedne byto
wybranie optymalnych biatek fluoryzujacych do konstrukcji biatek fuzyjnych.

Poniewaz, jak opisano w podrozdziale 3.2.14.6., wyliczone wartosci Ry dla pary biatek
TagGFP2/TagRFP i TagGFP2/mKate2 wskazujg, ze biatko TagRFP jest lepszym akceptorem
FRET dla TagGFP2 niz biatko mKate2, postanowiono zweryfikowac¢ to eksperymentalnie za
pomocg pomiarow FRET-FLIM. Wykonano pomiary czasu zycia fluorescencji biatek
fluoryzujgcych w trzech eksperymentach. W pierwszym komérki stransfekowano przejsciowo
osobno za pomoca plazmidéw niosgcych geny biatek fluoryzujgcych: TagGFP2, TagRFP oraz
mKate2. W drugim komérki stransfekowano przejsciowo oddzielnie mieszaning plazmidéw
niosgcych geny biatek TagGFP2 i TagRFP oraz analogiczng mieszaning TagGFP2 i mKate2.
W trzecim komérki transfekowano przejsciowo osobno za pomocg plazmidéw niosgcych geny
biatek fuzyjnych TagRFP-TagGFP2 i mKate2-TagGFP2. Biatko TagGFP2, bedace donorem
w parach FRET, umieszczono na C-koncu kazdego z biatek fuzyjnych, aby zwiekszyé szanse
na to, ze w kazdym biatku fuzyjnym zawierajgcym dojrzaty fluorofor biatka TagGFP2 znajduje
sie rowniez juz dojrzaty fluorofor biatka akceptorowego (fragment transkryptu odpowiadajgcy
sekwencji akceptora ulega translacji wczesniej niz fragment odpowiadajacy sekwencji
donora). Reprezentatywne obrazy uzyskane dla kolejnych eksperymentéw przedstawiono
kolejno na panelach ryciny 50. W kazdym przypadku kolor pikseli wskazuje oszacowany czas
zycia fluorescencji danego biatka. Doktadne wartosci, podane na obrazach, uzyskano na
podstawie pomiaréw wykonanych dla trzech pdl widzenia. Biatko TagGFP2 ma najdtuzszy
czas zycia fluorescencji, ktéry wynosi 2,69 £ 0,01 ns. Biatka TagRFP oraz mKate2
charakteryzujg sie krotszym czasem zycia fluorescencji, odpowiednio 1,70 £ 0,02 ns oraz
2,31 +£0,01 ns.

W przypadku, kiedy w komoérkach znajduje sie mieszanina TagGFP2 i TagRFP lub TagGFP2
i mKate2, czas zycia fluorescencji TagGFP2 (donor) jest taki sam (rycina 50B). Zaréwno donor,
jak i akceptor sg w tym przypadku obecne w tych samych komoérkach, ale poniewaz
bezposrednie kontakty miedzy biatkami sg rzadkie i zupetnie przypadkowe, a ewentualne

oddziatywania nie sg specyficzne, $rednie odlegtosci miedzy nimi sg w danym momencie
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znacznie wieksze niz odlegtos¢é umozliwiajgca wydajny FRET. Wydajnos¢ FRET wyliczona

z rownania (4) wynosi 0%.

A.

2,69 0,01 ns

czas zycia fluorescencji

czas zycia fluorescencji

TagGFP2

TagGFP2

TagGFP2

TagGFP2 w obecnosci
TagRFP

2,69 0,01 ns

TagRFP-TagGFP2

1,50 £ 0,02 ns

1,70 £ 0,02 ns

TagRFP mKate2

2,3110,01 ns

TagGFP2 w obecnosci
mKate2

czas zycia
fluorescencji:

3,4 ns i wiecej

2,69 10,01 ns

mKate2-TagGFP2

1,4 ns i mniej

1,92+ 0,02 ns

Rycina 50. Obrazowanie czasu zycia fluorescenciji biatek fluoryzujgcych w komérkach HelLa po 72 h od
transfekcji. A. Komérki transfekowane plazmidami ekspresyjnymi niosgcymi geny pojedynczych biatek.
B. Komérki transfekowane mieszaning plazmidéw pTagGFP2 i pTagRFP lub pTagGFP i pmKate2. C.
Komorki transfekowane plazmidami niosgcymi geny biatek fuzyjnych: TagRFP-TagGFP2 lub mKate2-
TagGFP2. Na panelach B i C przedstawiono czas zycia fluorescencji biatka TagGFP2 (donor w parze
FRET). Warto$ci podane na obrazach to $rednia + Sredni btad sredniej, n = 3.

W przypadku, kiedy w komodrkach znajdujg sie biatka fuzyjne, czas zycia fluorescenciji

TagGFP2 jest nizszy (rycina 50C). Donor i akceptor stanowig jedno biatko, wobec czego

odlegto$¢ miedzy nimi jest zawsze podobna i na tyle niewielka, ze umozliwia wydajny FRET.
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W biatku TagRFP-TagGFP2 czas zycia fluorescencji TagGFP2 ma wartos¢ 1,50 £ 0,02 ns.
Wydajnos¢ FRET wynosi wiec w tym wypadku 44,2% £ 0,9%. W biatku mKate2-TagGFP2
czas zycia fluorescencji TagGFP2 wynosi 1,90 £ 0,02 ns, co przektada sie na wydajnos¢
FRET réwng 29,4% + 1,0%. Dowodzi to, ze biatko TagRFP jest lepszym akceptorem FRET
dla TagGFP2 niz biatko mKate2. W zwigzku z tym to TagGFP2 i TagRFP wykorzystano

w dalszych badaniach do wyznakowania biatka ABCG2.

Korzystajgc z wyliczonych powyzej wartosci Ry dla obu par biatek, na podstawie wartosci
wydajnosci FRET mozna zgodnie z rownaniem (2) obliczy¢ srednig odlegtosé, w jakiej znajdujg
sie od siebie donor i akceptor. W przypadku biatka TagRFP-TagGFP2 odlegto$¢ ta wynosi
okoto 5,86 nm, a w przypadku biatka mKate2-TagGFP2 wynosi ona okoto 5,77 nm. Obliczone
odlegtosci sg podobne, poniewaz wszystkie trzy biatka fluoryzujgce majg podobng strukture
trzeciorzedowg. Odlegtos¢ miedzy fluoroforem i aminokwasami tgcznika pomiedzy biatkami

w biatku fuzyjnym jest podobna w przypadku obu par donor/akceptor.

4.2.1.2. Badanie oddzialywan ABCG2-ABCG2

Obserwacje FLIM-FRET miedzy oddziatujgcymi czgsteczkami biatka ABCG2 prowadzono po
dotaczeniu biatka fluoryzujacego do N-koncowej czesci transportera (przed sekwencjg NBD).
W pierwszym do$wiadczeniu zastosowano komorki linii HEK-TagGFP2-ABCG2 (jak opisano
w podrozdziale 3.2.9.) stabilnie transfekowane plazmidem niosgcym gen biatka
TagGFP2-ABCG2. Komorki te transfekowano przejsciowo za pomocg plazmidu
ekspresyjnego niosgcego gen biatka fuzyjnego TagRFP-ABCG2, w ktérym biatko fluoryzujace
rowniez znajduje sie na N-koncu. W kontroli negatywnej komorki HEK-TagGFP2-ABCG2
poddano transdukcji za pomocg preparatu CellLight™ Plasma Membrane-RFP. W komaérkach
zainfekowanych preparat ten powoduje ekspresje PM-TagRFP, czyli biatka TagRFP, ktore jest
zakotwiczone w btonie plazmatycznej komoérek w regionach tratw lipidowych. Biatko ABCG2
réwniez znajduje sie w tych regionach btony plazmatycznej. Komorki obrazowano na pomocg
mikroskopii konfokalnej w dwdéch kanatach fluorescencji odpowiadajgcych TagGFP2
i TagRFP. Na rycinie 51A przedstawiono przyktadowe pola widzenia, na ktérych widoczne sg
zarowno komorki wykazujgce jedynie ekspresje TagGFP2-ABCG2, jak i komorki, w ktérych
eksprymowane jest zmodyfikowane TagRFP. TagRFP-ABCG2 i PM-TagRFP majg zblizong
lokalizacje subkomorkowg i znajdujg sie gtownie w bitonach plazmatycznych. Jak mozna
zauwazy¢ na obrazie ztozonym, sygnat biatka TagGFP2-ABCG2 kolokalizuje tak samo dobrze
z sygnatem biatka PM-TagRFP, jak z sygnatem TagRFP-ABCG2 w komérkach, ktére
zawierajg oba biatka fluoryzujgce. W btonach plazmatycznych tych komodrek na obrazie
ztozonym obserwujemy sygnat o kolorze pomaranczowym, poniewaz jest on ziozeniem

pseudokoloréw zielonego i czerwonego znajdujgcych sie w tych samych pikselach.
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Dla tak przygotowanych preparatow przeprowadzono obrazowanie FLIM, analizujgc fotony
donora (emitowane przez TagGFP2-ABCG2). Na rycinie 51B przedstawiono obrazy uzyskane
dla pol widzenia widocznych na rycinie 51A. Przy obrazach podano przyktadowe czasy zycia
fluorescencji komoérek wskazanych strzatkami. Analizowano jedynie regiony odpowiadajace
btonie plazmatycznej i usredniono wyniki otrzymane dla 12 komoérek. Czas zycia
TagGFP2-ABCG2 w nieobecnosci TagRFP jest taki sam jak w przypadku komorek, ktére
zawierajg wolny TagGFP2 (rycina 51A), i wynosi 2,69 + 0,01 ns. W komorkach z ekspresja
PM-TagRFP czas zycia TagGFP2-ABCG2 ulega niewielkiemu obnizeniu i ma Srednig wartos¢
2,66 £ 0,01 ns. W komorkach z ekspresjg TagRFP-ABCG2 czas zycia TagGFP2-ABCG2
ulega skroceniu do $redniej wartosci 2,45 + 0,03 ns. Wynik ten dowodzi, ze w tym przypadku
fluorofory biatka TagRFP znajdujg sie blizej fluoroforéw biatka TagGFP2, co umozliwia
wydajne zachodzenie zjawiska FRET. Wydajnos¢ FRET wyliczona wedtug réwnania (4) dla
uktadu kontrolnego TagGFP2-ABCG2+PM-TagRFP wynosi 1,1 %+ 0,4 %. Dla pary
TagGFP2-ABCG2+TagRFP-ABCG2 wynosi ona 8,9 % * 0,6 %. W obu przypadkach biatka
fluoryzujgce sg zakotwiczone w tych samych regionach btony plazmatycznej komorek, ale
specyficzne oddziatywania ABCG2-ABCG2 polegajgce na dimeryzacji podjednostek
transportera powodujg, ze znacznie wieksza frakcja czgsteczek donora znajduje sie blisko
czgsteczek akceptora. Fluorescencja donora pochodzi w tym przypadku od czgsteczek
TagGFP2-ABCG2, ktére z czgsteczkami TagRFP-ABCG2 tworzg dimery oraz kompleksy
wyzszego rzedu o losowej stechiometrii. Wyznaczenie bezwzglednych odlegtosci miedzy
dwiema oddziatujgcymi czgsteczkami nie jest mozliwe dla tak ztozonej mieszaniny, niemniej
jednak zaktadajgc, ze w kazdej komorce obserwujemy podobny usredniony stan, w ktorym
kazda wyznakowana czgsteczka ABCG2 jest zwigzana z inng wyznakowang czgsteczka
ABCG2, $rednia odlegtos¢ miedzy TagGFP2 i TagRFP wyliczona zgodnie z réwnaniem (2) na
podstawie obserwowanej wydajnosci FRET (stosujgc warto$¢ dla pary TagGFP2-TagRFP
Ro = 5,633 nm) wynosi okoto 8,3 nm. Jest to odlegtosé, ktéra dos¢ dobrze odpowiada
odlegtoéci miedzy zewnetrznymi krancami domeny NBD w dimerze biatka ABCG2
w strukturach opisanych za pomocg cryo-EM. Ta ostatnia odlegtos¢ wynosi okoto 6 nm,
w zwigzku z czym uwzgledniajgc wielko$¢ samego biatka fluoryzujgcego (ktérego promien
wynosi okoto 2 nm) uzyskujemy odlegtosci podobne do wartosci $redniej obliczonej na

podstawie eksperymentu.
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Rycina 51. Komérki HEK-TagGFP2-ABCG2 obrazowane po 48 h od wprowadzenia genu biatka
PM-TagRFP lub TagRFP-ABCG2. A. Obrazy mikroskopowe wybranych pél widzenia. Fluorescencja
TagGFP2 (500-560 nm); fluorescencja TagRFP (560-640 nm) B. Obrazy FLIM p6l widzenia pokazanych
w panelu A. Analizowano fotony odpowiadajgce fluorescencji biatka TagGFP2-ABCG2. Strzatkami
zaznaczono btony plazmatyczne wybranych komorek, dla ktérych wyznaczono podane wartosci czasow
zycia fluorescencji.

Wykonano doswiadczenie, w ktérym zbadano, w jaki sposdb na zjawisko FRET miedzy
wyznakowanymi czgsteczkami ABCG2 wptynie obecno$¢ substratu. Komorki Hela
stransfekowano przejsciowo mieszaning réwnej ilosci plazmidéw niosgcych geny TagGFP2-

ABCG2 i TagRFP-ABCG2, a nastepnie przyzyciowo zmierzono czas zycia fluorescenciji
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TagGFP2-ABCG2 w tych samych komérkach w nieobecnosci oraz w obecnosci kwercetyny,
ktéra jest substratem ABCG2. Obraz FLIM przykfadowego pola widzenia przedstawiono na

rycinie 52.

kontrola + 100 uM kwercetyna

czas zycia
fluorescenciji:

H 2,6 ns i wiecej

. 1,2 ns i mniej

Rycina 52. Obrazy FLIM tej samej grupy komoérek HelLa z przejsciowg ekspresjg TagGFP2-ABCG2
i TagRFP-ABCG2 wykonane przed i po godzinnej inkubacji z kwercetyng. Kolor pikseli odpowiada
oszacowanej wartosci czasu zycia TagGFP2-ABCG2.

Wykonano pomiary czasu zycia fluorescencji TagGFP2-ABCG2 w btonach plazmatycznych
komoérek na 4 polach widzenia, na kazdym z nich przed i po dodaniu kwercetyny. Pomiary
w obecnosci flawonoidu wykonano po uptywie godziny od dodania zwigzku. Jak wykazano
wczesniej (patrz podrozdziat 4.1.2.2.; rycina 37), po tym czasie osiggana jest rownowaga
miedzy procesami dyfuzji przez btone plazmatyczng komoérek i transportem aktywnym
zaleznym od ABCG2. Przy okreslonym zewnatrzkomérkowym stezeniu substratu biatko
ABCG2 wykazuje wtedy maksymalng aktywnos$é. Sredni czas zycia fluorescencji TagGFP2-
ABCG2 oddziatujgcego z TagRFP-ABCG2 w nieobecnosci kwercetyny wynosi 2,43 £ 0,01 ns
(n = 4). W obecnosci flawonoidu sredni czas zycia fluorescencji TagGFP2-ABCG2 w bionach
plazmatycznych tych samych komoérek obniza sie i wynosi 2,30 £ 0,02 ns (n = 4). Wyjsciowy
Sredni czas zycia fluorescencji oddziatujgcego TagGFP2-ABCG2 jest podobny jak
w przypadku komoérek HEK-TagGFP2-ABCG2 eksprymujgcych TagRFP-ABCG2, co
wskazuje, ze w obu modelach obserwujemy podobny usredniony stan. Stan ten ulega zmianie
w komodrkach, w ktérych obecny jest substrat ABCG2. Jedno z mozliwych wyjasnien tego
zjawiska jest takie, ze w obecnosci kwercetyny rosnie aktywnoS¢ enzymu, przez co wieksza
czes¢ czasteczek ABCG2 wyznakowanych TagGFP2 znajduje sie w fazie cyklu transportu,
w ktorej odlegtos¢ od drugiej czasteczki ABCG2 tworzgcej aktywny dimer (i wyznakowanej
TagRFP) jest mniejsza. Ponownie korzystajgc z réwnania (2) mozemy obliczy¢, ze przy takiej
interpretacji uzyskanych wynikéw $rednia odlegtoS¢ miedzy donorem a akceptorem
skracataby sie od wartosci 8,2 nm w nieobecnosci substratu do wartosci 7,6 nm w obecnosci

kwercetyny.
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4.2.2. Badanie oddziatywan biatko-substrat
4.2.2.1. Badanie oddzialywan ABCG2-mitoksantron i ABCC2-mitoksantron

TagGFP2 w biatku TagGFP2-ABCG2 moze by¢ takze donorem FRET w parze
z drobnoczgsteczkowym fluoroforem znajdujgcym sie odpowiednio blisko. Mitoksantron to lek
przeciwnowotworowy bedgcy substratem biatka ABCG2 i charakteryzujacy sie fluorescencjg
0 szerokim widmie wzbudzenia (Enache i Volanschi, 2011). Sprawia to, ze moze on by¢
akceptorem FRET dla biatka TagGFP2-ABCG2. Zbadano, w jaki sposéb rdzne stezenia
mitoksantronu wptywajg na czas zycia fluorescencji biatka TagGFP2-ABCG2. Jako kontrole
zastosowano biatko ABCC2, ktére rowniez wyznakowano za pomocg TagGFP2. Komorki
A549 transfekowano przejsciowo, wprowadzajgc gen biatka TagGFP2-ABCG2 lub gen biatka
ABCC2-TagGFP2. Po 48 h od ftransfekcji komorki traktowano réznymi stezeniami
mitoksantronu i analizowano czas zycia fluorescencji TagGFP2 przytgczonego do danego
biatka ABC. Obserwacje prowadzono przyzyciowo. Reprezentatywne obrazy FLIM oraz sredni
czas zycia fluorescencji zmierzony w danym ukfadzie dla 6 komérek przedstawiono na rycinie
53.

Czas zycia fluorescencji dla ABCC2-TagGFP2 i TagGFP2-ABCG2 jest jednakowy
w nieobecnosci mitoksantronu i taki sam jak w przypadku komoérek, ktére zawierajg wolny
TagGFP2 (patrz rycina 50A). Czas zycia fluorescencji obu biatek fuzyjnych maleje zaleznie od
stezenia podanego mitoksantronu. Dowodzi to, ze w obu przypadkach miedzy biatkiem
fluorescencyjnym i mitoksantronem zachodzi FRET, ktérego wydajnos¢ jest wigeksza dla
wyzszych stezen leku. Oznacza to, ze mitoksantron wigze sie specyficznie z biatkiem
transportowym. Mozna zauwazyc, ze powyzsza zaleznos¢ nie ma jednakowego przebiegu dla
obu biatek. W przypadku biatka ABCC2-TagGFP2 czas zycia fluorescencji skraca sie do
wartos$ci okoto 2,3 ns juz przy zewngtrzkomorkowym stezeniu leku rownym 25 pM, ale wartos¢
ta utrzymuje sie na poréwnywalnie niskim poziomie nawet przy dziesieciokrotnie wyzszym
stezeniu leku. W przypadku biatka TagGFP2-ABCG2 wartosci $redniego czasu zycia
fluorescencji malejg niewiele przy najmniejszych stezeniach leku, ale przy najwyzszych
stezeniach mitoksantronu czas zycia fluorescencji TagGFP2-ABCG2 jest nizszy niz czas zycia

biatka ABCC2-TagGFP2 traktowanego analogicznymi stezeniami leku.
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Rycina 53. Obrazowanie czasu zycia fluorescencji komdérek A549 po 48 h od transfekcji plazmidami
niosgcymi gen biatka ABCC2-TagGFP2 (A.) lub biatka TagGFP2-ABCG2 (B.). Komérki preinkubowano
przez godzine w obecnosci wskazanego stezenia mitoksantronu. Na obrazach przedstawiono
przyktadowe komorki oraz podano czas zycia fluorescencji donora. Wartosci na obrazach reprezentujg
Srednig warto$¢ + Sredni btad Sredniej, n = 6.
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Aby wyjasni¢ zaobserwowane zaleznoéci, dla kazdego ukfadu eksperymentalnego wykonano
analize sktadowych krzywej zaniku fluorescencji (wykonujgc dopasowanie do réwnania (1)
podanego w podrozdziale 3.2.14.4.), zaktadajac, ze pierwsza skitadowa ma czas zycia
fluorescencji odpowiadajgcy wartosci obserwowanej w nieobecnosci akceptora (réwny
2,69 ns). Zatozenie takie wymusza obecnos¢ frakcji czgsteczek, ktére nie wykazujg FRET,
w celu sprawdzenia, jak zmienia sie czas zycia fluorescencji frakcji czgsteczek, ktore wykazujg
FRET. Analiza wykazata, ze niezaleznie od stezenia mitoksantronu czas zycia fluorescenc;ji
drugiej sktadowej — zaréwno dla TagGFP2-ABCG2, jak i dla ABCC2-TagGFP2 — wynosi okofo
1,5 ns. Wynik ten wskazuje, ze w przypadku obu biatek czgsteczki mitoksantronu, ktore
obnizajg czas zycia fluorescencji donora, znajdujg sie¢ w statej i podobnej odlegtosci od
TagGFP2, ktéorym wyznakowane sg oba transportery. Dowodzi to, ze mitoksantron wykazuje
specyficzne oddziatywania zarowno z ABCG2, jak i z ABCC2, w obu przypadkach przytgczajgc
sie do miejsca wigzania substratu, ktére znajduje sie w podobnej odlegtoéci od biatka

fluoryzujacego.

Wiedzac, ze dla obu biatek skrocenie czasu zycia fluorescencji wynika z obecnosci frakciji
czgsteczek, do ktérych przytgczony jest mitoksantron, dla kazdego punktu eksperymentalnego
obliczono, jaki procent wszystkich czgsteczek donora stanowig te czgsteczki, ktére wykazujg
FRET (czyli te o zatozonym czasie zycia fluorescencji réwnym 1,50 ns). Poniewaz zjawisko
FRET stanowi jeden z typow wygaszania dynamicznego fluorescencji (wydajnosé kwantowa
fluorescencji obniza sie proporcjonalnie do czasu zycia fluorescencji), to amplituda danej
sktadowej krzywej zaniku fluorescenciji, a nie catkowita intensywnos¢, jest proporcjonalna do
liczby czasteczek emitujgcych fotony danej sktadowej krzywej zaniku fluorescencji (wartosé
amplitudy jest proporcjonalna do liczby czgsteczek w stanie wzbudzonym, nawet jesli te
czgsteczki nie wyemitujg fotonu ze wzgledu na FRET). Procent czgsteczek, ktére oddziatujg

z mitoksantronem, wyliczono wiec na podstawie wzoru:

A1,50
——x100% , 6
A1,50142,69 ©)
gdzie Aiso to amplituda sktadowej o czasie zycia 1,50 ns, a A.gs to amplituda sktadowej
0 czasie zycia 2,69 ns. Uzyskane wyniki przedstawiono na rycinie 54. Dla obu biatek
zaobserwowano kinetyke saturacyjng, zgodng z modelem odwracalnego procesu adsorpcji do

ograniczonej liczby miejsc wigzania substratu.
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Dane eksperymentalne dopasowano za pomocg nieliniowej metody najmniejszych kwadratéw

do krzywej o réwnaniu:

0 =bOnaxcre )

gdzie 6 to procent czgsteczek donora, ktore wykazujg FRET przy danym stezeniu ¢ akceptora.
0,4, 10 maksymalny procent czasteczek donora, ktére mogg wykazywaé FRET. K,; odpowiada
statej dysocjacji akceptora od czgsteczek donora, co z kolei przektada sie na powinowactwo
akceptora do donora, a eksperymentalnie jest to stezenie akceptora, przy ktérym potowa

dostepnych miejsc wigzania (zawierajgcych donor) jest wysycona.
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Rycina 54. Procent czgsteczek TagGFP2-ABCC2 i TagGFP2-ABCG2, ktére oddziatujg
Z mitoksantronem w obecnosci réznego zewnatrzkomdrkowego stezenia leku. Wartosci wyliczono na
podstawie réwnania (6) zgodnie z opisem w tek$cie. Warto$ci reprezentujg $rednig wartos¢ + Sredni
blgd sSredniej, n = 6. Wykres krzywej teoretycznej dopasowanej na podstawie danych
eksperymentalnych do réwnania (7) przedstawiono za pomoca linii przerywane;.

W przypadku biatka ABCC2-TagGFP2 wartos¢ Omax to jedynie okoto 30,4%, co wskazuje na
to, ze wiekszo$¢ czgsteczek TagGFP2, ktére emitujg fluorescencje, nie moze wykazywaé
FRET z czasteczkami mitoksantronu. Mozliwe jest réwniez, ze znaczna czes¢ czgsteczek
biatka ABCC2-TagGFP2, ktore sg produkowane w komérkach w nienaturalnie duzej ilosci, jest
niefunkcjonalna, to znaczy nie ma wtasciwej struktury trzeciorzedowej umozliwiajgcej wigzanie

leku. Mozliwe jest rowniez, ze czes¢ czagsteczek biatka TagGFP2 odigcza sie od biatka
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fuzyjnego ABCC2-TagGFP2 i w konsekwencji nie oddziatuje z czgsteczkami mitoksantronu,
ktére wigzg sie do transportera. Do tej frakcji czgsteczek, do ktorej wigze sie mitoksantron, lek
ma wysokie powinowactwo (czyli niskg wartos¢ Kg). Potowa maksymalnej liczby miejsc
wigzania jest zajeta przy zewnagtrzkomérkowym stezeniu mitoksantronu réwnym 5,4 uM.
W przypadku biatka TagGFP2-ABCG2 warto$¢ Omax to okoto 70,2%. Dowodzi to, ze prawie
wszystkie czgsteczki wyznakowanego fluorescencyjnie ABCG2 posiadajg miejsce wigzania
leku, czyli oddziatujg tworzgc dimer lub kompleksy wyzszego rzedu. Mozliwe jest, Zze ta czesc
czgsteczek TagGFP2, ktéra nie moze wykazywa¢ FRET, przytgczona jest do czgsteczek
ABCG2, ktore nie sfatdowaly sie wiasciwie lub nie utworzyly wiasciwej struktury
czwartorzedowej umozliwiajgcej wigzanie leku. Na podstawie danych przedstawionych na
rycinie 54 mozna réwniez zaobserwowac, ze potowa dostepnych miejsc wigzania w biatku
TagGFP2-ABCG2 zapelnia sie przy duzo wyzszym zewngtrzkomorkowym stezeniu
mitoksantronu (50,2 uM), co wskazuje na to, ze ten lek ma mniejsze powinowactwo do biatka
ABCG2 niz do biatka ABCC2. Nalezy jednak pamietaé, ze wspomniane powyzej wartosci Kg
dla obu transporterow to wartosci pozorne, poniewaz wartosci stezenia substratu (w tym
wypadku czgsteczek donora, czyli mitoksantronu), z ktérych wyliczono te state, to stezenia
zewnatrzkomorkowe. Ze wzgledu na procesy dyfuzji i transportu przez btone plazmatyczng
w bezposrednim otoczeniu enzymu (czyli czasteczek ABCG2 lub ABCC2) stezenie
mitoksantronu jest inne. Poniewaz biatka ABCG2 i ABCC2 majg rézng szybkos¢ transportu,
przy tym samym zewnatrzkomorkowym stezeniu leku réwnowaga miedzy procesami dyfuzji
przez btone i procesem transportu zaleznym od transportera ABC ustala sie przy innym
stezeniu mitoksantronu w przestrzeni po cytoplazmatycznej stronie bilony, w ktorej
zakotwiczony jest znakowany transporter. W takiej sytuacji z bezposredniego poréwnania ze
sobg wartosci powinowactwa wyznaczonych na podstawie zewngtrzkomérkowego stezenia
substratu nie mozna wycigga¢ wnioskéw ilosciowych. Poniewaz mitoksantron jest bardzo
szybko transportowany przez biatko ABCG2, stezenie leku, ktére znajduje sie w otoczeniu
transportera, jest nizsze niz stezenie zewnatrzkomérkowe, a w konsekwencji rzeczywiste
powinowactwo mitoksantronu do ABCG2 jest wyzsze niz odpowiadajgce wartosci pozornej

wyznaczonej powyzej.

W kolejnym doswiadczeniu sprawdzono, w jaki sposdb modyfikacja aktywnosci transportowe;j
biatka ABCG2 wptywa na oddziatywania enzym-substrat obserwowane za pomocg opisanej
powyzej techniki. Komorki A549 transfekowano przejsciowo za pomocg plazmidéw niosgcych
gen wyznakowanego fluorescencyjnie za pomocg TagGFP2 biatka ABCG2 o roznej sekwenciji.
Byly to: biatko o sekwencji referencyjnej (WtABCG2), biatka o zmienionej specyficznosci
substratowej (mutacja R482G i mutacja R482K) oraz biatko z mutacjg w sekwencji Walkera A,

przez co ten wariant nie moze hydrolizowa¢ ATP (mutacja punktowa K86M). Po 48 h od
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transfekcji komorki traktowano za pomocg 50 yM mitoksantronu i po godzinie od dodania leku
wykonywano przyzyciowe pomiary czasu zycia fluorescencji odpowiednio zmodyfikowanych
biatek TagGFP2-ABCG2. Krzywe zaniku fluorescenciji, podobnie jak poprzednio, rozdzielono
na skltadowe odpowiadajgce frakcji czasteczek wykazujgcej FRET (o czasie zycia fluorescencji
réwnym 1,50 ns) i nie wykazujgcej FRET (o czasie zycia fluorescencji rownym 2,69 ns). Dla
kazdego z biatek wyliczono, jaki procent wszystkich czgsteczek TagGFP2-ABCG2 stanowig

czgsteczki, ktére oddziatujg z mitoksantronem. Wyniki przedstawiono na rycinie 55.
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Rycina 55. Procent czgsteczek réznych wariantéw sekwencyjnych biatka TagGFP2-ABCG2, ktore
oddziatujg z mitoksantronem. Komoérki A549 po 48 h od transfekcji obserwowano przyzyciowo po
godzinnej preinkubaciji z 50 uM mitoksantronem. Podane wartosci wyliczono na podstawie rownania (6)
zgodnie z opisem w tekscie. Wartosci reprezentujg srednig wartos¢ + Sredni btad $redniej, n = 6.
*p < 0,05.

Dla kazdego z wariantow biatka rézna frakcja czgsteczek donora jest zaangazowana
w oddziatywanie z akceptorem. W przypadku biatka wtABCG2 dla zastosowanego
zewnatrzkomérkowego stezenia mitoksantronu okoto 37% wszystkich czagsteczek
TagGFP2-ABCG2 oddziatuje z lekiem. W przypadku biatka ABCG2(R482G) mniejszy procent
czgsteczek donora wykazuje FRET (okoto 27%). Wynika¢ to moze z natozenia sie dwoéch
efektow. Po pierwsze, ten mutant punktowy biatka ABCG2 znacznie lepiej transportuje
antracykliny, w tym mitoksantron. Dzieje sie tak ze wzgledu na utatwione przekazywanie
impulsu allosterycznego niezbednego do przesuniecia substratu poza miejsce wigzania.
W konsekwencji biatko krotszy okres spedza w stanie zajetym przez substrat zwigzany do
kieszeni pierwszej, gdzie znajduje sie w odlegtosci od TagGFP2, ktéra umozliwia FRET. Po
drugie, ze wzgledu na zwiekszong aktywnosc¢ transportowg wewngtrzkomorkowe stezenie
leku (w przestrzeni btony plazmatycznej wokot biatka ABCG2) jest nizsze w komérkach
z TagGFP2-ABCG2(R482G) niz w komorkach z TagGFP2-wtABCG2. Sprawia to, ze przy tym

143



samym zewnatrzkomdérkowym stezeniu leku biatko TagGFP2-ABCG2(R482G) ma mniejszg

dostepng do wigzania liczbe czgsteczek akceptora.

W przypadku biatka zawierajgcego mutacje R482K wiadomo, ze wariant ten nie jest w stanie
transportowa¢ mitoksantronu, ale nie oznacza to, ze nie jest w stanie wigza¢ substratu.
Przeciwnie, substrat spedza diuzszy czas bedac zwigzany do kieszeni pierwszej, bo nie jest
transportowany. Dodatkowo nietransportowany lek osigga w tym wypadku wyzsze
wewnatrzkomoérkowe stezenie, co réwniez zwieksza prawdopodobienstwo zwigzania do
kieszeni pierwszej enzymu. Wszystko to przektada sie na wyzszy procent odziatywan FRET
obserwowany dla tego mutanta (okoto 59%). Biatko TagGFP2-ABCG2(K86M) ma jeszcze
wyzszy procent oddziatujgcych czgsteczek TagGFP2 (okoto 70%), poniewaz mutacja ta
catkowicie uniemozliwia aktywnos¢ ATPazowg i w zwigzku z tym blokuje aktywnosc¢
transportowg biatka ABCG2. Zaréwno dla biatka TagGFP2-ABCG2(R482K), jak i dla biatka
TagGFP2-ABCG2(K86M) procent czgsteczek TagGFP2 oddziatujgcych z czasteczkami
mitoksantronu jest znacznie wyzszy niz dla biatka TagGFP2-wtABCG2. Dzieje sie tak,
poniewaz pomimo zmniejszonej lub zniesionej aktywnosci transportowej oba te warianty biatka
ABCG2 nadal wydajnie wigzg mitoksantron w kieszeni pierwszej enzymu umozliwiajgc

wydajne oddziatywanie FRET.

4.2.2.2. Badanie oddziatywan ABCG2-flawonoid

Zbadano, czy czasowo-rozdzielczg dekonwolucje obrazéw FLIM mozna wykorzysta¢ do oceny
aktywnoéci transportowej biatka ABCG2 wyznakowanego za pomocg zielonego biatka
fluoryzujgcego. W tym celu wybrano dwa flawonoidy: kempferol i ikarytyne, poniewaz, jak
wykazaty wczesniejsze wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie, zwigzki te tworzg w reakcji
z DPBA produkty o intensywnej zielonej fluorescencji, a takze poniewaz kempferol jest
substratem ABCGZ2, a ikarytyna nie (patrz podrozdziat 4.1.2.4, rycina 43). W doswiadczeniu
kontrolnym poréwnano fluorescencje biatka TagGFP2-ABCG2 i produktow reakciji
flawonoidow z DPBA. Przygotowano preparat komérek HEK-TagGFP2-ABCG2, a takze
preparaty komérek HEK 293 inkubowanych przez godzine w obecnosci kempferolu lub
ikarytyny, ktére nastepnie traktowano DPBA, przeprowadzajgc flawonoidy w ich fluoryzujgce
pochodne. Wykonano obrazowanie mikroskopowe przygotowanych preparatow stosujgc
wzbudzenie laserem emitujgcym Swiatto o dtugosci fali 490 nm. Na rycinie 56A przedstawiono
przyktadowe obrazy mikroskopowe fluorescencji biatka TagGFP2-ABCG2 w komodrkach
HEK-TagGFP2-ABCG2 oraz fluorescencyjnych pochodnych kempferolu i ikarytyny
znajdujgcych sie wewnatrz komorek HEK 293. W komérkach HEK-TagGFP2-ABCG2 sygnat
fluorescencyjny zlokalizowany jest gtéwnie w btonach plazmatycznych komoérek. W przypadku

komérek HEK 293 fluorescencja pochodnych flawonoidéw zlokalizowana jest w cytozolu
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komoérek. Jak pokazano na rycinie 56B, widma emisji fluorescencji biatka TagGFP2 oraz
fluorescencyjnych pochodnych kempferolu (kempferol+DPBA) i ikarytyny (ikarytyna+DPBA)
w duzej mierze sie pokrywajg przy ekscytacji Swiattem o dtugosci fali 440 nm. Fluorofory majg
podobne maksima emisji: TagGFP2 ok. 505nm, kempferol+DPBA ok. 510 nm,
a ikarytyna+DPBA ok. 520 nm. Dodatkowo przy dtugosci fali 550 nm, przy ktérej réznice
miedzy widmami sg najwieksze, kazdy z fluoroforéw nadal wykazuje silng emisje fluorescenciji:
kempferol+DPBA ok. 66%, ikarytyna+DPBA ok. 71%, a TagGFP2 ok. 27% intensywnosci
maksymalnej. Dlatego nie ma mozliwosci wiarygodnego optycznego rozdzielenia
pochodzgcych od nich sygnatéw fluorescencyjnych w obrazie mikroskopowym na podstawie

réznic w dtugosci fali emisiji, czyli tzw. dekonwolucji spektralne;.

Stosujgc czasowo-rozdzielczg spektroskopie fluorescenciji, dla opisanych powyzej preparatow
wykonano obrazowanie FLIM. Obrazy FLIM uzyskane dla p6l widzenia pokazanych na rycinie
56A przedstawiono na rycinie 56C. Kolor pikseli na obrazie komoérek HEK-TagGFP2-ABCG2
(niebiesko-zielony) jest inny niz kolor pikseli na obrazie komoérek HEK 293 zawierajgcych
fluorescencyjne pochodne flawonoidow (czerwony), poniewaz czas zycia fluorescencii
TagGFP2-ABCG2 jest rozny od czasu zycia fluorescenciji kempferol+DPBA i ikarytyna+DPBA.
Na rycinie 56D przedstawiono histogramy wartosci czaséw zycia fluorescencji w pikselach
obrazéw przedstawionych na rycinie 56C. Cze$¢ wspdlna histograméw wynosi tylko okoto 5%
ich sumarycznej powierzchni. Wida¢ zatem, ze mozliwa jest wiarygodna czasowo-rozdzielcza
dekonwolucja sygnatéw (w tym samym pikselu obrazu w mikroskopie konfokalnym)

pochodzacych od TagGFP2-ABCG2 i od pochodnych flawonoidow.

Dla kazdego z fluoroforéw krzywe zaniku fluorescencji sporzgdzone dla catego pola widzenia
dopasowano do réwnania (1) (jak opisano w podrozdziale 3.2.14.4.). Umozliwito to
wyznaczenie doktadnych czaséw zycia fluorescencji dla kazdego fluoroforu. Czas zycia
fluorescencji TagGFP2-ABCG2 wynosi 2,69 + 0,01 ns, czas zycia fluorescenciji
kempferol+DPBA wynosi 4,46 £ 0,02 ns, a czas zycia fluorescencji ikarytyna+DPBA wynosi
4,45 + 0,02 ns. Przedstawione wartosci to srednia £ Sredni btgd Sredniej wyznaczone na

podstawie pomiaréw wykonanych dla czterech pél widzenia.
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Rycina 56. Porownanie widm emisji fluorescencji oraz czasu zycia fluorescencji TagGFP2,
kempferol+DPBA i ikarytyna+DPBA. A. Konfokalne obrazy mikroskopowe komoérek HEK-TagGFP2-
ABCG2 oraz komorek HEK 293 zawierajgcych fluorescencyjne pochodne flawonoidéw. W kolorze
zielonym pokazano fluorescencje w zakresie 500-550 nm przy wzbudzeniu swiattem o dtugosci fali 490
nm. B. Widma emisji fluorescencji przy wzbudzeniu 440 nm. Widmo dla TagGFP2 sporzadzono na
podstawie danych udostepnionych przez producenta (https://evrogen.com/products/TagGFP2/). Widma
dla fluorescencyjnych pochodnych flawonoidéw sporzgdzono na podstawie danych opisanych w
rozdziale 4.1.1.2. C.Obrazy FLIM wykonane dla pdl widzenia przedstawionych w panelu A.
D. Histogramy czaséw zycia fluorescencji oszacowanych w pojedynczych pikselach obrazéw
przedstawionych w panelu C.
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Czasy zycia fluorescencji pochodnych kempferol+DPBA i ikarytyna+DPBA nie réznig sie od
siebie. Dowodzi to, ze struktura elektronowa oraz mechanizm ekscytacji i emisji fluorescencji
sg dla tych dwoch zwigzkéw bardzo podobne. TagGFP2-ABCG2 charakteryzuje sie znaczaco

krotszym czasem zycia fluorescenciji niz produkty reakcji flawonoidéw z DPBA.

Przeprowadzono doswiadczenie, w ktérym zbadano, czy obserwowane réznice w czasach
zycia fluorescencji umozliwiajg jakosciowe i ilosciowe rozdzielenie sygnatow pochodzacych od
obu typow fluoroforow widocznych w tym samym pikselu. Przygotowano hodowle mieszang
réownej liczby komérek HEK 293 oraz HEK-TagGFP2-ABCG2. Komérki inkubowano
z kempferolem lub z ikarytyng, po czym potraktowano je DPBA, przeprowadzajgc flawonoidy
w ich fluorescencyjne pochodne. Tak przygotowane probki analizowano za pomocag
mikroskopu konfokalnego, rejestrujgc intensywnosé zielonej fluorescencji oraz wykonujgc
FLIM. Przyktadowe obrazy intensywnosci fluorescenciji przedstawiono na rycinie 57A. Obrazy
FLIM tych samych pdl widzenia przedstawiono na rycinie 57B. Poniewaz fluorescencja
pochodnych flawonoidow zakumulowanych wewnatrz komérek HEK 293 jest emitowana w tym
samym zakresie dtugosci fali co fluorescencja biatka TagGFP2-ABCG2, na podstawie
obrazéw intensywnosci fluorescencji nie mozna jednoznacznie odrézni¢ komorek HEK-293 od
komoérek HEK-TagGFP2-ABCG2. Obrazy FLIM umozliwiajg tatwe rozréznienie tych dwéch
typow komorek. Komérki HEK 293 zawierajg jedynie fluorofory charakteryzujgce sie dtugim
czasem zycia fluorescencji (kempferol+DPBA lub ikarytyna+DPBA) przedstawione na rycinie
57B w kolorze czerwonym. W komorkach HEK-TagGFP2-ABCG2 rejestrowany sygnat
pochodzi zaréwno od biatka TagGFP2-ABCG2, jak i od fluorescencyjnej pochodnej
flawonoidu. Piksele btony plazmatycznej tych komérek majg kolor niebiesko-zielony, poniewaz
dominuje w nich sygnat pochodzacy od TagGFP2-ABCG2, o krétkim czasie zycia
fluorescencji. Piksele cytoplazmy komérek HEK-TagGFP2-ABCG2 majg zréznicowany kolor
(zielony, pomaranczowy Ilub czerwony), poniewaz zarejestrowany s$redni czas zycia
fluorescencji pochodzi w nich od natozenia réznej ilosci sygnatow (a co za tym idzie
intensywnosci pseudokoloréw w pikselach) od TagGFP2-ABCG?2 i fluorescencyjnej pochodnej

flawonoidu.
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Rycina 57. Badanie aktywnosci biatka ABCG2 z wykorzystaniem FLIM. Mieszaniny komoérek
HEK-TagGFP2-ABCG2 i komérek HEK-293 inkubowano przez godzine w obecnosci kempferolu lub
ikarytyny, a nastepnie traktowano za pomocg DPBA. A. Obrazy intensywnosci fluorescencji
przyktadowych podl widzenia. B. Obrazy FLIM zarejestrowane dla pdl widzenia pokazanych w panelu A.
C. Obrazy FLIM dwéch reprezentatywnych pdl widzenia po dekonwolucji czasowo-rozdzielczej. Kolor
i intensywnos¢ pikseli odpowiadajg sygnatowi wskazanej sktadowej krzywej zaniku fluorescenciji. Dla
kazdego pola widzenia na obrazie po prawo pokazano region odpowiadajacy pojedynczej komoérce HEK
293 oraz HEK-TagGFP2-ABCG2 wybrany do analizy ilosciowej. D. Analiza iloSciowa intensywnosci
fluorescencji pochodzgcej od pochodnej flawonoidu w komaérkach danego typu. Przedstawiono wartosé
Srednig, stupki btedu to $redni btad Sredniej, n = 18, * p < 0.05.
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Aby umozliwi¢ analize ilosciowg, wykonano czasowo-rozdzielczg dekonwolucje obrazéw FLIM
(jak opisano w podrozdziale 3.2.14.5.) dla kazdego pikselu, uzyskujgc dane dotyczgce liczby
fotonéw pochodzgcych od TagGFP2-ABCG2 i od fluorescencyjnej pochodnej flawonoidu.
W kazdym pikselu obrazéw sygnat pochodzgcy od TagGFP2-ABCG2 zakodowano na
niebiesko, a sygnat pochodzgcy od pochodnej flawonoid+DPBA zakodowano na zielono.
Intensywnos¢ kazdego koloru okreslono przez liczbe fotonéw danego typu. Przykiadowe
obrazy uzyskane po dekonwolucji przedstawiono na rycinie 57C. Komérki HEK 293 zawierajg
jedynie zielone piksele (emitujg tylko sygnat pochodzacy od pochodnych flawonoidow),
a komorki HEK-TagGFP2-ABCG2 zawierajg piksele niebieskie i zielone o zroznicowanej
intensywnosci (ztozenie sygnatu od TagGFP2-ABCG2 i pochodnych flawonoidow). Z tego
powodu bardzo tatwo mozna wyznaczy¢ regiony obrazéw zawierajgce pojedyncze komorki
danego typu (jak pokazano na rycinie 57C). Dla kazdego flawonoidu na 3 polach widzenia
zaznaczono w ten sposob po 6 komérek HEK 293 oraz HEK-TagGFP2-ABCG2. W tak
wybranych regionach przeanalizowano dane dotyczace liczby fotonéw wyemitowanych przez
fluorescencyjng pochodng flawonoidu. Sume wszystkich fotonéw tego typu w danym regionie
obrazu podzielono przez liczbe pikseli danego regionu uzyskujgc warto$¢ odpowiadajgca
intensywnosci fluorescenciji. Wyniki uzyskane dla wszystkich przeanalizowanych regionéw

przedstawiono na rycinie 57D.

W komoérkach HEK-TagGFP2-ABCG2 gesto$¢ fotondw pochodzgcych od pochodnej
kempferolu byta znaczgco nizsza niz w komérkach HEK 293. Réznicy tej nie zaobserwowano
w przypadku fluorescencyjnej pochodnej ikarytyny. Wynik ten potwierdza, ze kempferol —
w przeciwienstwie do ikarytyny - jest substratem biatka ABCG2. Intensywnos¢ fluorescenciji
produktu kempferol+DPBA jest nizsza w komorkach zawierajgcych wyznakowane
fluorescencyjnie biatko ABCG2, poniewaz kempferol jest transportowany na zewnatrz tych
komorek i jego stezenie jest w nich nizsze, co skutkuje nizszym stezeniem fluorescencyjne;j
pochodnej po derywatyzacji za pomocg DPBA. Ikarytyna, ktéra nie jest substratem ABCG2,
nie jest transportowana na zewnatrz komérek HEK-TagGFP2-ABCG2, dlatego gromadzi sie
w nich w takiej samej ilosci jak w komérkach HEK 293. Powyzsze doswiadczenie dowodzi, ze
w przypadku, kiedy dekonwolucja spektralna nie jest mozliwa, dekonwolucja

czasowo-rozdzielcza moze pozwoli¢ na iloSciowg analize aktywnosci biatka ABCG2.
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4.3. Badanie zmian w lokalizacji subkomérkowej biatka ABCG2 wywotanych

inhibitorami

43.1. Zmiany w lokalizacji subkomoérkowej biatka ABCG2 wywotane
drobnoczasteczkowymi inhibitorami biatka ABCG2
Stosujgc linie komorkowg o stabilnej ekspresji biatka ABCG2 wyznakowanego
fluorescencyjnie  biatkiem  TagGFP2 zbadano, w jaki sposéb traktowanie
drobnoczgsteczkowymi inhibitorami ABCG2 wplywa na ekspresje i lokalizacje komorkowg
tego biatka. Komorki HEK-TagGFP2-ABCG2 hodowano w obecnosci wybranych inhibitorow
(FTC, Ko143, PZ-16, PZ-34, PZ-38 oraz PZ-39) przez 48 h w petnym medium hodowlanym.
Po tym czasie komérki utrwalano i wybarwiano ich jadra komérkowe. Sygnat fluorescencyjny
biatka TagGFP2-ABCG2 analizowano za pomocg mikroskopii konfokalnej. Na rycinie 58
przedstawiono przyktadowe pola widzenia, a na rycinie 59 przedstawiono analize llosciowg
sygnatu biatka TagGFP2-ABCG2 przeprowadzong na podstawie obrazéw komoérek na

czterech pola widzenia.

kontrola +10uM FTC +10uM Ko143

+10puM PZ-16 +10uM PZ-34 +10uM PZ-39

“\

Rycina 58. Przykladowe konfokalne obrazy mikroskopowe komérek HEK-TagGFP2-ABCG2 po 48 h
inkubacji z inhibitorami. Na zielono przedstawiono sygnat biatka TagGFP2-ABCG2. Jgdra komérkowe
(niebieski sygnat) wybarwiono za pomocg Hoechst33342.
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Trzy z badanych zwigzkéw: FTC, Ko143 oraz PZ-16 nie powodujg zmian w poziomie ekspresji
biatka. Nie powodujg rowniez zauwazalnych zmian w lokalizacji wewnatrzkomorkowej — biatko
znajduje sie gléwnie w btonach plazmatycznych. Dwa inhibitory: PZ-34 oraz PZ-39 powodujg
znaczne obnizenie ilosci biatka TagGFP2-ABCG2 po 48 h inkubacji. Tylko w nielicznych
komérkach w tym przypadku biatko znajduje sie w btonach plazmatycznych, a jego ilos¢ jest

wtedy zauwazalnie mniejsza, niz w komérkach kontrolnych.
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Rycina 59. Poziom ekspresji biatka TagGFP2-ABCG2 w komérkach linii HEK-TagGFP2-ABCG2 po
48 h inkubaciji z wybranymi inhibitorami w stezeniu 10 yM. Na wykresie przedstawiono warto$ci Srednie
intensywnosci fluorescencji w kanale TagGFP2, stupki btedu to $redni btad $redniej, n = 4; * p < 0.05.

Inny inhibitor z rodziny PZ, PZ-38, wykazuje silng zielong fluorescencje, ktorej zakres emisji
naktada sie na zakres emisji biatka TagGFP2. Jak pokazano na rycinie 60, juz 30-minutowa
inkubacja z PZ-38 powoduje widoczne zwiekszenie ilosci sygnatu fluorescencyjnego
w strukturach btonowych komérek ze wzgledu na gromadzenie sie w nich inhibitora. Nie udata
sie rowniez proba czasowo-rozdzielczego rozréznienia sygnatow technikg FLIM, poniewaz
czas zycia fluorescencji PZ-38 jest zbyt zblizony do czasu zycia fluorescencji TagGFP2.
W zwigzku z tym nie udato sie oceni¢ wplywu tego zwigzku na ekspresje biatka w komdrkach
HEK-TagGFP2-ABCG2.
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Rycina 60. Przyktadowe obrazy mikroskopowe komérek HEK-TagGFP2-ABCG2 uzyskane
w nieobecnosci inhibitoréow (kontrola) lub po 30 minutowej inkubacji z PZ-38. Na zielono przedstawiono
sygnat zarejestrowany kanale emisji TagGFP2.

Wptyw drobnoczgsteczkowych inhibitorébw ABCG2 na ekspresje i lokalizacje tego biatka
zbadano réwniez za pomocg innego modelu komorkowego. Do tego celu zastosowano linie
nowotworowg A549, poniewaz biatko ABCG2 jest w niej eksprymowane na wysokim poziomie.
Komoérki hodowano przez 24 h w obecnosci inhibitorow. Aby zbada¢ zmiany zachodzgce
w czasie, tak samo przygotowane preparaty komorek utrwalano bezposrednio po dodaniu
inhibitoréw (kontrola), po 2 h i po 24 h . Nastepnie biatko ABCG2 barwiono
immunofluorescencyjnie stosujgc przeciwcialo BXP-34 rozpoznajgce wewnatrzkomorkowy
epitop biatka ABCG2. Aby umozliwi¢ zwigzanie sie przeciwciata, komorki permeabilizowano
buforem zawierajgcym Triton X-100. Preparaty komérek analizowano za pomocg mikroskopii
konfokalnej. Przyktadowe pola widzenia pokazano na rycinie 61. Analize ilosciowg wykonang

na podstawie czterech pdl widzenia przedstawiono na rycinie 62.
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kontrola + inhibitor, 2h + inhibitor, 24h

+10 pM Ko143

+10 yM PZ-16

+10 uM PZ-34

+10uM PZ-38

+10 pM PZ-39

Rycina 61. Przyktadowe obrazy mikroskopowe komdrek A549 po inkubacji z inhibitorami. Po inkubac;ji
komorki utrwalono i biatko ABCG2 wizualizowano immunofluorescencyjnie za pomocg przeciwciata
BXP-34 i przeciwciata drugorzedowego zabarwionego Alexa Fluor 488 (zielony sygnat). Jadra
komodrkowe (niebieski sygnat) wybarwiono za pomocg Hoechst33342.
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Rycina 62. Poziom ekspresji biatka ABCG2 w komorkach linii A549 po inkubacji z inhibitorami. Na
wykresie przedstawiono wartosci srednie intensywnosci sygnatu immunofluorescencyjnego ABCG2,
stupki btedu to sredni btgd sredniej, n =4, * p < 0.05.

Zaden z inhibitoréw nie powoduje zauwazalnych zmian w iloci ani lokalizacji biatka po 2 h
inkubacji. Podobnie jak w komérkach kontrolnych, po 2 h transporter znajduje sie gtéwnie
w btonach plazmatycznych. Po 24 h inkubaciji jedynie Ko143 nie powoduje zmian ani w ilosci,
ani w lokalizacji biatka ABCG2. PZ-34, PZ-38 i PZ-39 istotnie obnizajg ilos¢ biatka ABCG2,
a najwiekszy wpltyw na ekspresje w linii A549 ma zwigzek PZ-39 (rycina 62). Inkubacja z tym
inhibitorem obniza poziom biatka ABCG2 w bionach plazmatycznych niemal do ilosci
niewykrywalnej za pomocg immunofluorescencji (rycina 61). Frakcja biatka, ktéra pozostaje
w komdrkach po tym czasie, jest zlokalizowana wewnatrzkomérkowo, gdzie nie moze peié
funkcji eksportera. W przypadku zwigzku PZ-16 catkowita ilo$¢ biatka nie zmienia sie znaczaco
w linii A549 po 24 h, ale duza czes¢ sygnatu ulega translokacji z btony plazmatycznej do
wnetrza komodrek (rycina 61). Zwieksza sie ilosci sygnatu zlokalizowanego wokét jgder
komoérkowych, a zmniejsza sie ilos¢ sygnatu pochodzgcego z bion plazmatycznych

(widocznego na granicy miedzy komaorkami).

Biorgc pod uwage powyzsze obserwacje postawiono hipoteze, ze zjawisko redystrybucji
wewnatrzkomorkowej biatka ABCG2 wywotane zwigzaniem inhibitorow jest zjawiskiem
wystepujacym w odpowiedzi na okreslone zmiany konformacyjne. Zbadano, jaki wptyw na
ekspresje i lokalizacje transportera ma przeciwciato monoklonalne 5D3, kt6re po zwigzaniu sie
do epitopu zewngtrzkomorkowego blokuje biatko ABCG2 w jednej z konformaciji i tym samym

uniemozliwia petnienie funkcji eksportera.
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4.3.2. Zmiany w lokalizacji subkomoérkowej biatka ABCG2 wywotane interakcjg z
przeciwcialem 5D3

4.3.2.1. Internalizacja biatka ABCG2 stymulowana opsonizacja przez przeciwcialo
5D3

W doswiadczeniu wstepnym przetestowano komoérki pieciu réznych linii komérkowych
0 znanej wysokiej ekspresji biatka ABCG2: A549, MCF7, HT29, MDCK-II/BCRP oraz
G401-ABCG2 (opis linii patrz 3.1.4.). Komorki inkubowano z przeciwciatem 5D3 w trzech
uktadach eksperymentalnych. W pierwszym komorki zostaty uprzednio utrwalone, w drugim
przeciwciato wigzano w niskiej temperaturze (4°C), a w trzecim przeciwciato inkubowano
Zz komorkami w normalnej temperaturze hodowli (37°C). Dwa pierwsze uktady miaty na celu
zablokowanie lub ograniczenie potencjalnych aktywnych procesow redystrybuciji komorkowej
biatka ABCG2, w trzecim procesy te byly mozliwe. Po dwdch godzinach inkubacji
Z przeciwciatem komorki utrwalano, a zwigzane przeciwciato pierwszorzedowe wykrywano (po
uprzedniej permeabilizacji komorek) za pomocg wyznakowanego fluorescencyjnie
przeciwciata drugorzedowego. Komoérki analizowano za pomocg mikroskopii konfokalnej.
Przyktadowe obrazy przedstawiono na rycinie 63. W komdrkach uprzednio utrwalonych oraz
w komdrkach inkubowanych z przeciwciatem w niskiej temperaturze przeciwcialo 5D3
lokalizuje sie w btonach plazmatycznych komoérek we wszystkich badanych modelach.
W przypadku komdrek inkubowanych przyzyciowo z przeciwcialem w normalnych warunkach
hodowli (37°C) przeciwciato 5D3 ma wyraznie inng lokalizacje. Sygnat przeciwciata jest
widoczny w postaci punktow o zrdéznicowanej wielkosci, ktorych znaczna czes¢ wydaje sie
znajdowa¢ wewnagtrz komorek. Podobne roznice w rozmieszczeniu sygnatu widaé we
wszystkich  badanych  modelach  komorkowych. W  kolejnych  eksperymentach
przeanalizowano dokfadniej zaobserwowane zjawisko w celu scharakteryzowania jego

przebiegu oraz przesledzenia mechanizmoéw komérkowych biorgcych w nim udziat.
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Rycina 63. Przyktadowe obrazy komoérek réznych linii inkubowanych z przeciwciatem 5D3 w podanych
warunkach. Na czerwono pokazano sygnat przeciwciata 5D3 wyznakowanego przeciwciatem
drugorzedowym zabarwionym Alexa Fluor 555.
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Utrwalone lub nieutrwalone komérki linii A549 traktowano przeciwciatem 5D3 przez 30 minut.
Komorki traktowane przyzyciowo inkubowano w 4°C lub w 37°C. Nastepnie, po kolejnych 30
minutach inkubacji w takich samych warunkach w nieobecnosci przeciwciata, komorki
traktowane przyzyciowo utrwalano i we wszystkich komorkach immunofluorescencyjnie
wybarwiano zwigzane przeciwciatlo 5D3. Jako marker btony plazmatycznej w komdrkach
wyznakowano fluorescencyjnie ATPaze sodowo-potasowg. Komérki obrazowano za pomocg

mikroskopii konfokalnej. Przyktadowe obrazy zestawiono na rycinie 64.

5D3 ATPaza Na'/K* obraz ztozony
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Rycina 64. Przykladowe obrazy komérek roznych linii inkubowanych z przeciwciatem 5D3 w podanych
warunkach. Na zielono pokazano sygnat przeciwciata 5D3 wyznakowanego przeciwciatem
drugorzedowym zabarwionym Alexa Fluor 488. Na czerwono przedstawiono sygnat ATPazy
sodowo-potasowej wybarwionej przeciwciatem pierwszorzedowym i przeciwcialem drugorzedowym
zabarwionym Alexa Fluor 555.
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W komoérkach uprzednio utrwalonych sygnat pochodzacy od zwigzanego przeciwciata 5D3
(kolor zielony) lokalizuje sie wytgcznie w btonach plazmatycznych w regionach, w ktérych
znajduje sie ATPaza sodowo-potasowa (sygnat czerwony). Sygnaty w znacznej czesci
lokalizujg sie w tych samych pikselach obrazu, dlatego na obrazie ztozonym widoczne sg na
pomaranczowo. W komoérkach, ktére inkubowano z 5D3 w niskiej temperaturze, sygnat
pochodzacy od tego przeciwciata réwniez znajduje sie gtéwnie w btonach plazmatycznych w
regionach, w ktorych znajduje sie ATPaza sodowo-potasowa, ale sygnaty nie naktadajg sie
tak dobrze jak w komorkach uprzednio utrwalonych. Wskazuje to, ze nawet w niskiej
temperaturze przeciwciato 5D3 zwigzane do zywych komoérek w pewnym stopniu zmienia
swojg lokalizacje. W przypadku kiedy przeciwciato 5D3 wigzano przyzyciowo w 37°C, jego
lokalizacja jest wyraznie rézna. Sygnat jest widoczny w postaci nieregularnie rozmieszczonych
punktow, ktérych wyglad przypomina pecherzyki endocytarne. Znaczna czes¢ sygnatu jest
widoczna wewnatrz komoérek, ponizej warstwy, jakg wyznacza na przekrojach optycznych
fluorescencja wyznakowanej ATPazy sodowo-potasowej. Wynik ten dowodzi, ze inkubacja
z przeciwciatem 5D3 zapoczatkowuje proces (zalezny od temperatury), w ktérym przeciwciato

jest transportowane do wnetrza komérek.

W kolejnym doswiadczeniu sprawdzono, czy w tym procesie zmienia sie réwniez lokalizacja
biatka ABCG2. Komorki linii A549 traktowano przez godzine za pomoca przeciwciata 5D3.
W kontroli negatywnej komorki traktowano za pomocg niespecyficznego, ale jednakowego
izotypowo, mysiego przeciwciata IgG2,. Nastepnie w komorkach wybarwiano biatko ABCG2,
stosujgc przeciwciato BXP-34, ktére wigze sie do innego epitopu biatka niz przeciwciato 5D3.
Podobnie do poprzedniego schematu doswiadczenia wybarwiano réwniez ATPaze
sodowo-potasowg. Na rycinie 65 przedstawiono przyktadowe obrazy tak przygotowanych

preparatow.
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Rycina 65. Przyktadowe obrazy komérek AS549 traktowanych w 37°C przeciwciatem 5D3 lub
niespecyficznym przeciwciatem mysim klasy 1gGaz,. Na zielono przedstawiono sygnat ABCG2
wybarwionego immunofluorescencyjnie za pomoca przeciwciata BXP-34 i fragmentu Zenon-Alexa Fluor
488. Na czerwono przedstawiono sygnat ATPazy sodowo-potasowej wyznakowanej za pomoca
przeciwciata pierwszorzedowego i fragmentu Zenon-Alexa Fluor 568.

W komorkach kontrolnych oraz w komérkach ktére byty traktowane niespecyficznym mysim
przeciwciatem o izotypie IgG2, sygnat pochodzacy od wyznakowanego biatka ABCG2 jest
niemal wytgcznie zlokalizowany w btonach plazmatycznych komorek, gdzie znajduje sie
rowniez sygnat ATPazy sodowo-potasowej. W przypadku, kiedy komorki traktowano
przeciwciatem 5D3, znaczna czes¢ sygnatu ABCG2 znajduje sie wewnatrz komorek. Dowodzi
to, ze w efekcie specyficznego oddziatywania przeciwciata 5D3 i ABCG2 zapoczatkowany jest

proces, w ktéorym kompleks ABCG2-5D3 ulega internalizaciji.
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Nastepnie sprawdzono, czy opisywane zjawisko ma réwniez miejsce w przypadku biatka
ABCG2 wyznakowanego fluorescencyjnie biatkiem TagGFP2. Komoérki HEK-TagGFP2-
ABCG2 lub komoérki A549 transfekowane przejsciowo plazmidem niosgcym gen biatka
TagGFP2-ABCG2 inkubowano z przeciwcialem 5D3 przez dwie godziny w normalnych
warunkach hodowli. Nastepnie komorki utrwalano i preparaty analizowano za pomoca

mikroskopii konfokalnej. Przyktadowe obrazy przedstawiono na rycinie 66.

kontrola + 5D3

A549 + TagGFP2-ABCG2

HEK-TagGFP2-ABCG2

Rycina 66. Przykladowe obrazy mikroskopowe komérek A549 po 48 h od przejsciowej transfekciji
plazmidem niosgcym gen biatka TagGFP2-ABCG2 (A.) oraz komérek HEK-TagGFP2-ABCG2 (B.). Oba
rodzaje komérek obrazowano w nieobecnosci (kontrola) oraz po 2 h inkubacji z przeciwciatem 5D3. Na
zielono przedstawiono sygnat pochodzacy od biatka TagGFP2-ABCG2.

W obu liniach po inkubacji z przeciwciatem 5D3 biatko fuzyjne TagGFP2-ABCG2 zmienia
swojg lokalizacje. W kontroli biatko znajduje sie gtéwnie w bfonach plazmatycznych komorek.
Na obrazach konfokalnych sygnat fluorescencyjny tworzy wyrazny, ciggty kontur granicy
komorek. Po inkubacji z 5D3 duza cze$¢ sygnatu biatka TagGFP2-ABCG2 znajduje sie
wewnatrz komoérek, a sygnat w btonach plazmatycznych staje sie pofragmentowany.
Przytgczenie przeciwciata 5D3 zapoczatkowuje proces, w wyniku ktdérego biatko
TagGFP2-ABCG2 przemieszcza sie z btony plazmatycznej do wnetrza komorek, w ktérych
gromadzi sie w postaci pecherzykéw. W celu zbadania, czy zaobserwowane zjawisko wigzania
przeciwciata 5D3 i internalizacji kompleksu 5D3-ABCG2 jest procesem ciggtym i postepujgcym

w czasie, wykonano kolejne doswiadczenia. W pierwszym z nich komorki A549 zawierajgce
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biatko TagGFP2-ABCG2 inkubowano w obecnosci przeciwciata 5D3 i tg samg grupe komoérek
obserwowano nastepnie za pomocg mikroskopu konfokalnego, co pewien czas rejestrujgc

obrazy. Uzyskane wyniki przedstawiono na rycinie 67.

115 min 160 min

Rycina 67. Obrazy mikroskopowe tej samej grupy komorek A549 przejsciowo transfekowanych
plazmidem niosgcym gen TagGFP2-ABCG2 zarejestrowane po réznym czasie po dodaniu przeciwciata
5D3.

Zmiany w rozmieszczeniu sygnatu biatka TagGFP2-ABCG2 zaczynajg by¢ widoczne juz po
15 minutach od rozpoczecia inkubacji z przeciwciatem 5D3. Proces internalizacji czesci
sygnatu biatka TagGFP2-ABCG2 postepuje w czasie, co skutkuje rosngca liczbag
wewnatrzkomérkowych  pecherzykéow endocytarnych  zawierajgcych  fluorescencyjnie
wyznakowane biatko. W kolejnym doswiadczeniu komérki A549 poddano najpierw godzinne;j
przyzyciowej inkubacji z przeciwciatem 5D3 (rycina 68A) lub z przeciwciatem 5D3
wyznakowanym bezposrednio za pomocg barwnika Pacific Blue (rycina 68B). Po tym czasie
z medium hodowlanego usunieto nadmiar przeciwciata 5D3, a komérki inkubowano dalej
przyzyciowo przez kolejng godzine w obecnosci wyznakowanego Alexa Fluor 555 przeciwciata
drugorzedowego skierowanego przeciwko 5D3. Poniewaz drugg inkubacje rowniez
prowadzono przyzyciowo, przeciwciato drugorzedowe mogto sie wigzaé jedynie do tej porcji
przeciwciata 5D3, ktora nadal byta dostepna na powierzchni bton plazmatycznych komoérek
i ktora jeszcze nie ulegta internalizacji. Ostatecznie komorki utrwalano i permeabilizowano.
W przypadku komorek pokazanych na rycinie 68A wszystkie czgsteczki zwigzanego

przeciwciata 5D3 wyznakowano dodatkowo za pomocg przeciwciata drugorzedowego
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wybarwionego Alexa Fluor 488. W komdrkach wyznakowano réwniez ATPaze sodowo-
potasowg. Dla zwiekszenia czytelnosci ryciny sygnat ATPazy sodowo-potasowej,
wyznaczajgcy granice bton plazmatycznych komoérek na przekroju optycznym, przedstawiono
na osobnym obrazie w danym panelu.

A. + 5D3 (1h);
+ anty-5D3-AF555 (1h) ATPaza Na‘/K*

B. + 5D3-PacBlue (1h);
anty-5D3-AF555 (1h) ATPaza Na‘'/K*

Rycina 68. Komorki A549 traktowano przez godzine za pomocg przeciwciata 5D3 (panel A) lub za
pomocg przeciwciata 5D3 wyznakowanego barwnikiem Pacific Blue (panel B, niebieski sygnat).
Nastepnie przeciwciata usunieto i komaorki inkubowano przyzyciowo przez kolejng godzine w obecnosci
przeciwciata drugorzedowego wybarwionego Alexa Fluor 555 skierowanego przeciwko 5D3 (panel A —
pomaranczowy sygnat, panel B — r6zowy sygnat). Komérki nastepnie utrwalano i permeabilizowano.
Przeciwciato 5D3 w komodrkach pokazanych w panelu A wybarwiono dodatkowo za pomocag
przeciwciata drugorzedowego wyznakowanego Alexa Fluor 488 (zielony sygnat). ATPaze sodowo-
potasowg wybarwiono przeciwciatem pierwszorzedowym oraz przeciwciatem drugorzedowym
wyznakowanym Alexa Fluor 594 (oba panele — czerwony sygnat na obrazie po prawo). Jadra
komorkowe w panelu A (niebieski sygnat) wybarwiono za pomocg Hoechst33342.

Na obu panelach ryciny 68 widac, ze duza czes¢ przeciwciata 5D3, ktora zwigzata sie do biatka
ABCG2 w trakcie pierwszej godziny inkubacji (odpowiednio sygnat zielony na panelu A i sygnat

niebieski na panelu B) jest niedostepna dla przeciwciata drugorzedowego podawanego
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w trakcie drugiej godziny inkubacji. Oznacza to, ze juz w trakcie pierwszej godziny inkubac;ji
z 5D3 duza czes¢ tego przeciwciata ulegta internalizacji po zwigzaniu do biatka ABCG2. Ta
czes¢ przeciwciata 5D3, ktéra byta jeszcze dostepna na powierzchni komorek po pierwszej
godzinie inkubacji, w czasie drugiej godziny inkubacji (podczas inkubacji z przeciwciatem
drugorzedowym) réwniez ulegta internalizacji — odpowiada jej sygnat fluorescencyjny
widoczny pod bilong plazmatyczng komodrek jako pomaranczowe punkty w komodrkach
w panelu A lub ré6zowe punkty w komérkach w panelu B. Kolor tego sygnatu jest kombinacjg
czerwonego pseudokoloru w jakim przedstawiono sygnat przeciwciata drugorzedowego,
z ktérym przyzyciowo inkubowano komérki podczas drugiej godziny inkubacji, i odpowiednio
zielonego (panel A) lub niebieskiego (panel B) pseudokoloru pochodzgcego od barwnika,

ktorym wyznakowano wszystkie czgsteczki zwigzanego przeciwciata 5D3.

Wyniki powyzszych doswiadczen dowodzg, ze w efekcie zwigzania przeciwciata 5D3 do biatka
ABCG2 w komérkach uruchamiany jest proces endocytozy kompleksu 5D3-ABCG2. Juz
w ciggu kilkunastu minut od dodania do medium przeciwciata 5D3 biatko ABCG2 wraz z
przytagczonym przeciwciatem jest internalizowane. Poniewaz sam proces wigzania sie
przeciwciata obecnego w medium do nowych czgsteczek ABCG2 eksponowanych na
zewnatrz btony plazmatycznej komérek jest rozciggniety w czasie, rowniez obserwowany
proces endocytozy kompleksu 5D3-ABCG2 rozpoczyna sie po roznym czasie od poczagtku

obserwaciji.

4.3.2.2. Farmakologiczna inhibicja endocytozy biatka ABCG2

W celu poznania mechanizmow komorkowych odpowiedzialnych za opisane powyzej zjawisko
endocytozy wykonano serie doswiadczeh, w ktorej komérki linii A549 inkubowano
z przeciwcialem 5D3 w obecnosci drobnoczgsteczkowych inhibitorow wybranych szlakow
transportu wewnatrzkomorkowego. Nastepnie przeciwciato wizualizowano za pomoca
immunofluorescencji, stosujgc przeciwciato drugorzedowe znakowane Alexa Fluor 488.
W kontroli pozytywnej komorki inkubowano z przeciwciatem w nieobecnosci inhibitorow.
W kontroli negatywnej przeciwciato inkubowano z komérkami w niskiej temperaturze, czyli
w warunkach petnego zahamowania aktywnych proceséw endocytozy (kontrola 4°C).
Przygotowane preparaty obrazowano za pomocg mikroskopii konfokalnej, a przyktadowe

obrazy przedstawiono na rycinach 69 i 70.

W kontroli pozytywnej, w nieobecnosci inhibitoréow, sygnat fluorescencyjnie wyznakowanego
kompleksu przeciwciata 5D3 i biatka ABCG2 znajduje sie wewnatrz komoérek w postaci
rownomiernie rozmieszczonych pecherzykéw endocytarnych. W przeciwienstwie do tego

w kontroli negatywnej (4°C) sygnat fluorescencyjny jest rozmieszczony wzdtuz krawedzi
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komoérek na przekroju optycznym, wskazujgc na jego lokalizacje w btonach plazmatycznych

komorek.

+ 2 uM cytochalazyna D

kontrola 4°C

+ 3 yM winkrystyna + 20 uM nokodazol

+ 20 uM paklitaksel

L]

10 ym
—f

Rycina 69. Przykiadowe obrazy mikroskopowe komorek A549 w ktoérych badano endocytoze
kompleksu 5D3-ABCG2 w rdznych warunkach temperaturowych lub w obecnosci inhibitoréw.
W warunkach opisanych na rycinie komoérki inkubowano z przeciwciatem pierwszorzedowym przez
godzine, a nastepnie rowniez przez godzine z przeciwcialem wyznakowanym Alexa Fluor 488. Na
zielono przedstawiono sygnat pochodzgcy od wyznakowanego kompleksu 5D3-ABCG2.

Zastosowanie inhibitoréw zaburzajgcych polimeryzacje biatek cytoszkieletu wykazato, ze
biatka te odgrywajg kluczowg role na kolejnych etapach procesu endocytozy biatka ABCG2.
W komérkach traktowanych cytochalazyng D, inhibitorem polimeryzacji aktyny, sygnat
fluorescencyjny kompleksu 5D3-ABCG2 jest widoczny w postaci duzych zgrupowan
pecherzykow endocytarnych zlokalizowanych wewnagtrz komorek. Dowodzi to, Ze
mikrofilamenty majg duze znaczenie jedynie na pdzniejszych etapach wewngtrzkomorkowego

transportu i segregacji juz uformowanych pecherzykéw endocytarnych zawierajgcych biatko
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ABCG2. W komérkach traktowanych zwigzkami uniemozliwiajgcymi prawidtowg polimeryzacje
i depolimeryzacje mikrotubul (paklitaksel, winkrystyna oraz nokodazol) zaburzenia widoczne
sg juz na etapie formowania sie pecherzykéw endocytarnych. Uniemozliwione jest ich
prawidtowe zamykanie i segregacja, co powoduje, ze sygnat fluorescencyjnie wyznakowanego
kompleksu 5D3-ABCG2 jest rozmieszczony jedynie w bezposredniej bliskosci bton
plazmatycznych komoérek. Podobny obraz rozmieszczenia sygnatu internalizowanego biatka
ABCG?2 jest widoczny po zastosowaniu klasycznych inhibitoréw szlaku endocytozy zaleznego
od klatryny: chlorpromazyny, triflupromazyny oraz monodansylokadaweryny. Chlorpromazyna
oraz triflupromazyna to zwigzki, ktore blokujg oddziatywania dwoch kluczowych efektorow tego
szlaku: klatryny oraz kompleksu biatkowego AP2. Monodansylokadaweryna uniemozliwia
natomiast prawidtowe oddzielanie sie uformowanych pecherzykéw endocytarnych otoczonych
ptaszczem zbudowanym z klatryny. W przypadku kazdego z tych inhibitorébw endocytoza
biatka ABCG2 jest silnie ograniczona, a sygnat fluorescencyjny odpowiadajgcy kompleksowi

5D3-ABCG2 jest rozmieszczony wzdtuz krawedzi komorek na przekroju optycznym.

Jak wykazujg przyktadowe obrazy mikroskopii konfokalnej zaprezentowane na rycinie 70,
jeszcze wieksze ograniczenie endocytozy biatka ABCG2 nastepuje po zastosowaniu dwoch
innych inhibitorow uzywanych powszechnie przy hamowaniu proceséw endocytozy zaleznych
od klatryny, ale nie pozostajgcych bez wptywu na inne szlaki endocytozy, czyli dynasore oraz
Pitstop 2. Dynasore to drobnoczgsteczkowy inhibitor polimeryzacji dynaminy. Dynamina jest
wazng GTPazg, ktdra odpowiada za oddzielanie sie od btony plazmatycznej pecherzykdw
endocytarnych uformowanych na szlakach endocytozy zaréwno zaleznej, jak i niezaleznej od
klatryny. Zastosowanie tego inhibitora powoduje catkowite zatrzymanie procesu internalizacji
biatka ABCG2. Obserwowany sygnat fluorescencyjny kompleksu 5D3-ABCG2 po inkubacji
z dynasore jest rozmieszczony analogicznie, jak w przypadku komorek poddanych dziataniu
przeciwciata 5D3 w temperaturze 4°C (rycina 69). Bardzo podobny obraz mozna
zaobserwowac réwniez po zastosowaniu inhibitora Pitstop 2. Ten drobnoczgsteczkowy
zwigzek jest stosowany jako specyficzny inhibitor endocytozy na szlaku zaleznym od klatryny.
Ma bardzo wysokie powinowactwo do N-koncowej domeny klatryny, przez co uniemozliwia jej
wigzanie do biatek efektorowych. Zwigzek Pitstop 2 — NC jest stosowany jako kontrola
negatywna do Pitstop2, poniewaz pomimo wysokiego podobienstwa strukturalnego nie wigze
sie z klatryng, a w zwigzku z tym efekty, ktére wywotuje, nie sg specyficzne dla tej Sciezki
endocytozy. Po inkubacji ze zwigzkiem Pitstop 2 — NC réwniez widoczne jest znaczne
zahamowanie procesu endocytozy kompleksu 5D3-ABCG2. Dowodzi to, ze catkowite
zablokowanie endocytozy obserwowane w przypadku zwigzku Pitstop 2 jest ztozeniem
procesow specyficznej inhibicji szlaku zaleznego od klatryny oraz efektu niespecyficznego

wzgledem tego biatka.
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W nastepnej kolejnosci przetestowano wptyw trzech zwigzkéw hamujgcych szlaki endocytozy
zaleznej od cholesterolu. Filipina, nystatyna oraz mpCD to zwigzki, ktére oddziatujg
z cholesterolem, uniemozliwiajgc procesy wpuklenia btony komérkowej, w ktdre jest on
zaangazowany. W przypadku wszystkich trzech wymienionych zwigzkéw proces endocytozy
kompleksu 5D3-ABCG2 jest zablokowany. W komodrkach traktowanych tymi inhibitorami
sygnat fluorescencyjny wyznakowanego kompleksu jest rozmieszczony wzdtuz bton
plazmatycznych komodrek. Dowodzi to jednoznacznie, ze cholesterol jest zaangazowany

w obserwowane zjawisko internalizacji ABCG2.

+ 80 uM dynasore + 25 pM Pitstop 2 - NC + 25 uM Pitstop 2

10 ym J0um,

+ 7,5 uM filipina

+ 5 mM mBCD + 27 uM nystatyna

+ 200 pM genisteina +10 uM PP2 + 50 nM wortmanina

Rycina 70. Przykladowe obrazy mikroskopowe komorek A549 w kitdérych badano endocytoze
kompleksu 5D3-ABCG2 w obecnosci réznych inhibitorow. W warunkach opisanych na rycinie komorki
inkubowano z przeciwciatem pierwszorzedowym przez godzine, a nastepnie réwniez przez godzine
Z przeciwciatem wyznakowanym Alexa Fluor 488. Na zielono przedstawiono sygnat pochodzacy od
wyznakowanego kompleksu 5D3-ABCG2.
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Poniewaz najwazniejszym sposréd szlakéw endocytozy, w ktére zaangazowany jest
cholesterol, jest szlak zalezny od kaweoliny, przetestowano dwa inhibitory tego szlaku:
genisteine i PP2. Zwigzki te sg inhibitorami kinaz tyrozynowych (o réznym stopniu
specyficznosci), ktére stanowig kluczowy element funkcjonowania tego szlaku. Genisteina,
bedgca mato specyficznym inhibitorem, spowodowata zauwazalne ograniczenie ilosci
powstajgcych pecherzykéw endocytarnych. Zwigzek PP2, bedacy inhibitorem kinaz
tyrozynowych z rodziny Src, nie spowodowat jednak zmian w ilosci oraz rozmieszczeniu
pecherzykéow endocytarnych. Lokalizacja wyznakowanego kompleksu 5D3-ABCG2 byta po
zastosowaniu tego inhibitora taka sama jak w komaorkach nietraktowanych inhibitorami (rycina
69, kontrola). Podobnie inkubacja komoérek z wortmaning, silnym inhibitorem 3-kinaza
fosfatydyloinozytolu (PI3K, ang. phosphoinositide 3-kinase), zaangazowanej w procesy
wewnatrzkomérkowego transportu (ktéra reguluje réwniez procesy endocytozy zaleznej od
kaweoliny), nie spowodowata zauwazalnych zmian w ilosci sygnatu fluorescencyjnie

wyznakowanego kompleksu 5D3-ABCG2 zgromadzonego wewngtrz komorek.

Ze wzgledu na mnogo$¢ mechanizméw regulujgcych endocytoze analiza jakosciowa
przyktadowych pél widzenia komérek traktowanych inhibitorami nie daje w petni obiektywnych
wynikow, ktore mozna by jednoznacznie interpretowac. Jest tak szczegdlnie w przypadku,
kiedy w procesy internalizacji tego samego tadunku sg zaangazowane jednoczes$nie rozne
szlaki endocytozy. Aby obiektywnie przeanalizowa¢ wptyw inhibitoréw na proces endocytozy
kompleksu 5D3-ABCG2, opracowano nowg metode ilosciowej analizy proceséw internalizacji
biatka wyznakowanego fluorescencyjnie. Metoda ta polega na analizie przyzyciowych
obrazéw mikroskopowych komérek w tym samym polu widzenia, obrazowanych przed i po
dodaniu btekitu trypanu. Barwnik ten nie przenika do wnetrza Zzywych komorek,
a réownoczesnie wydajnie wygasza fluorescencje czgsteczek, do ktérych ma dostep, czyli
czgsteczek fluoroforéow zwigzanych na zewngtrz komoérek. W doswiadczeniu kontrolnym nowo
opracowang metode przetestowano stosujgc dwa dobrze scharakteryzowane markery dwoéch
réznych szlakéw endocytozy. Pierwszy z markeréw to receptor transferryny, ktéry po
zwigzaniu ligandu jest internalizowany na drodze zaleznej od klatryny. Drugi z nich to
podjednostka B toksyny cholery (CtxB), ktéra wnika do komoérek stymulujgc endocytoze
zalezng od cholesterolu. Komorki A549 inkubowano z fluorescencyjnie wyznakowanym
przeciwciatem skierowanym przeciw receptorowi transferryny (anty-TfR-FITC) Iub
z fluorescencyjnie wyznakowang podjednostkg B toksyny cholery (CtxB-AF488). Inkubacje
prowadzono w nieobecnosci lub w obecnosci wybranych inhibitorow endocytozy. Po
okreslonym czasie te same pola widzenia preparatow komoérek obrazowano przyzyciowo
w nieobecnosci i po dodaniu btekitu trypanu. Przyktadowe obrazy uzyskane w ten sposoéb

przedstawiono na rycinie 71.
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kontrola + 30 uM chlorpromazyna

+ 15 pM Pitstop 2 +7,5 uM filipina

+5mM mBCD

- btekit trypanu

anty-TfR-FITC

+ blekit trypanu

50 ym 50 ym 50 pm

B kontrola + 30 uM chlorpromazyna + 15 uM Pitstop 2 +5mM mBCD +7,5 uM filipina

CtxB-AF488
- blekit trypanu

+ blekit trypanu

Rycina 71. Przyktadowe obrazy mikroskopowe komoérek A549 w ktérych badano endocytoze biatek
markerowych w obecnosci roznych inhibitoréw. W warunkach opisanych na rycinie komérki inkubowano
z przeciwciatem anty-TfR-FITC (rozcienczenie 1:10) przez 30 minut (A.) lub z CtxB-AF488 (w stezeniu
1 pg/ml) przez 15 minut (B.). Nastepnie po usunieciu nadmiaru fluoroforéw te same pola widzenia
obrazowano przyzyciowo przed i po dodaniu btekitu trypanu (koncowe stezenie 1,3 mg/ml).

Na podstawie $redniej intensywnosci fluorescencji tych samych komoérek przed i po dodaniu
btekitu trypanu mozna obliczy¢, jaka czesc¢ catego rejestrowanego sygnatu pochodzi z wnetrza
komorek. Biorgc pod uwage, jak duzo sygnatu pochodzi z wnetrza komoérek w przypadku
kontroli nie traktowanej inhibitorami, obliczano, jak zmienia sie wzgledny procent internalizaciji
sygnatu dla kazdego z uzytych markerow w przypadku komorek traktowanych danym
inhibitorem (szczegoty opisano w podrozdziale 3.2.14.3.). Na rycinie 72 przedstawiono wyniki
uzyskane na podstawie dwdch eksperymentoéw, w ktdérych komérki analizowano za kazdym
razem na czterech réznych polach widzenia. Internalizacja receptora transferryny zostata
zahamowana inhibitorami szlaku zaleznego od klatryny — chlorpromazyng oraz Pitstop 2. Na
internalizacje tego biatka nie wptyneta jednak obecnos¢ inhibitoréw oddziatujgcych
z cholesterolem. Po traktowaniu mBCD lub filiping komorki internalizowaty receptor

transferryny tak samo jak w kontroli. Analogicznie chlorpromazyna i Pitstop 2 nie zahamowaty
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W znaczgcy sposob endocytozy podjednostki B toksyny cholery, ale poniewaz biatko to
wykorzystuje szlaki zalezne od cholesterolu, inkubacja z mpCD lub filiping spowodowata, ze
znacznie mniejsza ilos¢ tego biatka przedostata sie do wnetrza komodrek. Wynik tego
doswiadczenia kontrolnego dowodzi, ze opisana technika bardzo dobrze nadaje sie do

ilosciowej oceny dziatania danego inhibitora endocytozy.

120 H receptor transferryny
podjednostka B toksyny cholery
100 I

80

60

Wzgledny procent internalizacji sygnatu

*
40
I *
20 I
0
Q &
¢ &
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Rycina 72. Wplyw wybranych inhibitorbw endocytozy na internalizacje wyznakowanych
fluorescencyjnie dwoch biatek ulegajgcych endocytozie za pomocag réznych szlakéw endocytozy.
Opracowano na podstawie analizy intensywnosci obrazéw takich jak przedstawiono na rycinie 71
zgodnie z opisem w rozdziale 3.2.14.3. Przedstawiono wartos¢ s$rednig + sredni btad Sredniej,
n = 8. Poréwnywano réznice z odpowiednig kontrolg, * p < 0,05.

Stosujgc opracowang metode zbadano, jaki wptyw na proces endocytozy kompleksu
przeciwciata 5D3 z biatkiem ABCG2 ma zastosowanie wybranych pojedynczych inhibitorow
endocytozy lub mieszanek inhibitorow. W kontroli pozytywnej komorki inkubowano
w nieobecnosci inhibitorow. W kontroli negatywnej przeciwciato inkubowano z komadrkami
w niskiej temperaturze (4°C). Poniewaz pomiary fluorescencji muszg by¢ w tym wypadku
wykonywane przyzyciowo, do stymulacji procesu endocytozy zastosowano przeciwciato 5D3
bezposrednio wyznakowane za pomocg Alexa Fluor 488. Aby umozliwi¢ wydajng
internalizacje, komaorki inkubowano z przeciwciatem przez godzine, a nastepnie, po usunieciu
nadmiaru przeciwciata z medium hodowlanego, komadrki inkubowano jeszcze przez kolejne 30
minut. Reprezentatywne pola widzenia, bedgce podstawg oceny ilosciowej, przedstawiono na
rycinie 72. Na rycinie 73 przedstawiono wyniki oceny ilosciowej uzyskane na podstawie dwoch
eksperymentow, w ktérych komarki analizowano za kazdym razem na czterech réznych polach

widzenia.

169



kontrola 4°C + 80 pM dynasore + 2 uM cytochalazyna D + 20 pM nokodazol
=]
c
©
o
2
£
£
o
s0um , '
=
e
©
. o
- 2
£
]
o
S0pm S0pm f0um S0um soum [
+ 30 uM chlorpromazyna + 15 puM Pitstop 2 - NC + 15 pM Pitstop 2 +5mM mBCD +7,5 pM filipina
=]
=
- ©
o
g
£
2
°
50U : 80 b '
=)
c
©
o
e
=
£
g
°
soum soum soum
+ 7,5 pM filipina + 5 mM mBCD L
+ 30 uM chlorpromazyna  + 15 uM Pitstop 2 + 200 uM genisteina +10 uM PP2 + 50 nM wortmanina
~
=
©
o
>
-
-t
=
£
o
. - I
=
=
©
o
=
=
£
@
o
5&“ 50 pm +

Rycina 72. Przykiadowe obrazy mikroskopowe komorek A549 w ktoérych badano endocytoze
kompleksu 5D3-ABCG2. W warunkach opisanych na rycinie komorki inkubowano z przeciwciatem
5D3-AF488 przez godzine, a nastepnie po usunieciu nadmiaru przeciwciata przez kolejne 30 minut
w normalnych warunkach hodowli. Nastepnie te same pola widzenia obrazowano przyzyciowo przed
i po dodaniu btekitu trypanu (koncowe stezenie 1,3 mg/ml).
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Rycina 73. Wptyw wybranych inhibitorow endocytozy na internalizacje wyznakowanego
fluorescencyjnie kompleksu 5D3-ABCG2. Opracowano na podstawie analizy intensywnosci obrazéow
takich jak przedstawiono na rycinie 72 zgodnie z opisem w rozdziale 3.2.14.3. Przedstawiono wartos¢
srednig + $redni btad $redniej, n = 8, * p < 0,05.

Prawie kazdy z uzytych inhibitoréw obniza ilo$¢ internalizowanego kompleksu 5D3-ABCG2.
Istotnego efektu nie wywotujg jedynie cytochalazyna D, PP2 oraz wortmanina. Potwierdza to,
ze procesu internalizacji kompleksu 5D3-ABCG2 nie zaburza zahamowanie polimeryzacji
aktyny. Istotnego efektu nie ma réwniez specyficzne zahamowanie kinaz tyrozynowych
z rodziny Src (PP2) oraz zahamowanie PI3K za pomocg wortmaniny. Poniewaz te kinazy sg
zaangazowane w procesy endocytozy zalezne od kaweoliny, ten szlak endocytozy
najprawdopodobniej nie jest tu zaangazowany. Istotne zahamowanie endocytozy mozna
zaobserwowa¢ w przypadku zastosowania inhibitorbw zaburzajgcych polimeryzacje
mikrotubul (nokodazol, paklitaksel, winkrystyna), a takze w przypadku zastosowania
inhibitoréw endocytozy klatrynozalezne;j (chlorpromazyna, triflupromazyna,
dansylokadaweryna i Pitstop 2). Zastosowanie tych czynnikobw ogranicza internalizacje
kompleksu 5D3-ABCG2 mniej wiecej do potowy efektu obserwowanego w kontroli pozytywnej
(4°C). Wskazuje to, ze w proces endocytozy biatka ABCG2 zaangazowany jest klasyczny
szlak endocytozy klatrynozaleznej. Inkubacje z inhibitorami wigzgcymi sie do cholesterolu
(mBCD, filipina, nystatyna) réwniez mniej wiecej w potowie ograniczajg proces endocytozy.
Wykazuje to, ze w proces internalizacji kompleksu 5D3-ABCG2 zaangazowane sg
mechanizmy komorkowe, w ktorych istotny jest cholesterol. Mozna jednak zaobserwowac, ze

zaréwno ograniczenie jedynie proceséw klatrynozaleznych, jak i ograniczenie endocytozy
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zaleznej od cholesterolu tylko czesciowo hamuje internalizacie ABCG2. W przypadku, kiedy
zastosuje sie  jednoczesnie czynniki wplywajgce na oba opisane szlaki
(chlorpromazyna + filipina, chlorpromazyna + mBCD, Pitstop2 +mBCD), proces internalizacji
jest zahamowany w podobnym stopniu jak w kontroli pozytywnej (4°C). Podobnie maksymalny
stopien zahamowania endocytozy obserwuje sie przy uzyciu dynasore. Wszystkie powyzsze
wyniki dowodzg, ze proces internalizacji kompleksu 5D3-ABCG2 przebiega na drodze w petni
zaleznej od dynaminy, cze$ciowo na drodze endocytozy klatrynozaleznej, a czesciowo na
drodze niezaleznej od kaweoliny, ale zaleznej od cholesterolu. Znaczny efekt inhibitorowy
mozna réwniez zaobserwowac¢ w przypadku zastosowania genisteiny. Ten izoflawonoid jest
mato specyficznym inhibitorem kinaz tyrozynowych i wptywa na wiele procesow komaorkowych.
Genisteina jest substratem biatka ABCG2 i moze réwniez bezposrednio wptywa¢ na sam
proces wigzania przeciwciata 5D3. W zwigzku z tym wysoki stopiern zahamowania endocytozy

obserwowany w tym przypadku trudno jest interpretowa¢ jednoznacznie.
4.3.2.3. Kolokalizacja z markerami lokalizacji subkomoérkowej

Aby uzyskaé¢ dodatkowe informacje dotyczgce procesu endocytozy biatka ABCG2
wywotanego zwigzaniem przeciwciata 5D3, wykonano doswiadczenia, w ktérych jednoczesnie
przeprowadzano réwniez endocytoze wyznakowanych fluorescencyjnie zwigzkéw ulegajgcych
internalizacji na drodze dobrze opisanych szlakéw endocytozy. Na rycinie 74 przedstawiono
przyktadowe obrazy komérek traktowanych w ten sposoéb. Dla utatwienia interpretacji sygnat
pochodzacy od kompleksu 5D3-ABCG2 pokazano za pomocg zielonego pseudokoloru,
a sygnaly pochodzgce od czgsteczek markerowych pokazano na czerwono. Na podstawie
obrazéw trzech pdl widzenia w kazdym doswiadczeniu oceniano, jaki procent pikseli
zawierajgcych sygnat od 5D3-ABCG2 zawiera rowniez sygnat fluorescencyjny czasteczek
markerowych. Znaczna kolokalizacja sygnatéw w przypadku fluorescencyjnie wyznakowanej
transferryny (Tf-Af488), ktora jest markerem szlaku zaleznego od klatryny, dowodzi ponownie,
ze biatko ABCG2 jest przynajmniej czesciowo internalizowane na tej drodze. Podobnie wysokag
kolokalizacje sygnatéw mozna zaobserwowa¢ w przypadku fluorescencyjnie wyznakowanej
albuminy, ktéra moze by¢ internalizowana zaréwno na drodze zaleznej, jak i niezaleznej od
klatryny (Khan iin., 2023; Sun i in., 2022). Brak kolokalizacji sygnatu 5D3-ABCG2 z sygnatem
pochodzgcym od markera niespecyficznej pinocytozy fazy ptynnej (dextran-TMR) dowodzi, ze
internalizacja biatka ABCG2 jest procesem specyficznym i ze za obserwowane zjawisko sg
odpowiedzialne jedynie procesy adsorpcyjne. Endosomy powstajgce w tych dwdch réznych
procesach sg kierowane do zupetnie roznych kompartymentéw wewnatrz komorek. Podobny
efekt uzyskuje sie w przypadku zastosowania znakowanych fluorescencyjnie markerow
endocytozy zaleznej od kaweoliny: CtxB-AF488 oraz LacCer C5-BODIPY FL. W przypadku

obu markeréw fluorescencyjny sygnat wewnatrz komérek zupetnie nie kolokalizuje z sygnatem
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kompleksu 5D3-ABCG2, dowodzac, ze endocytoza ABCG2 nie przebiega na tej samej drodze.
Potwierdza to wnioski wyciggniete w doswiadczeniach z zastosowaniem inhibitorow, ze
w procesy endocytozy biatka ABCG2 po zwigzaniu przeciwciata 5D3 nie jest zaangazowany

szlak endocytozy zalezny od kaweoliny.
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_ albumina-AF647

45%16%
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 51%5%

5D3-AF488 5D3-AF568 5D3-AF568
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Rycina 74. Kolokalizacja sygnatu ABCG2-5D3 i sygnatu od standardowych markeréw konkretnych
szlakow endocytarnych. Pokazano przyktadowe konfokalne obrazy mikroskopowe komodrek A549
w ktérych jednoczesnie zachodzita endocytoza biatka ABCG2 oraz standardowych markerow
endocytozy. Komoérki A549 inkubowano przez okreslony czas z przeciwciatem 5D3-AF488 o stezeniu
5ug/ml w 37°C razem z okreslonym markerem: dextran-TMR (stezenie 1 mg/ml, 40 minut) lub
BSA-AF647 (stezenie 50 pg/ ml, 60 minut). W przypadku pozostatych doswiadczen komorki inkubowano
najpierw z nieznakowanym przeciwciatem 5D3 oraz danym markerem endocytozy (CtxB-AF488
w stezenie 0,5 pg/ ml, Tf-AF488 w stezenie 25 ug/ ml, BODIPY FL C5-LacCer w stezeniu 0,5 pM) przez
30 minut w temperaturze 4°C, a nastepnie po usunieciu hadmiaru odczynnikow komérki inkubowano
przez 30 minut w 37°C z przeciwciatem drugorzedowym skierowanym przeciwko 5D3 wyznakowanym
za pomocg Alexa Fluor 568. Dla utatwienia interpretacji wynikbw w kazdym przypadku sygnat
pochodzacy od wyznakowanego przeciwciata 5D3 przedstawiono za pomocg zielonego pseudokoloru,
a sygnaly od markeréw przedstawiono za pomocag czerwonego pseudokoloru. Na obrazach podano
réwniez procent pikseli zawierajgcych sygnat 5D3-ABCG2 jaki stanowig piksele pozytywne réowniez
w kanale odpowiedniego markera. Przedstawiono wartos¢ srednig + $redni btad $redniej, n = 3.
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W kolejnym doswiadczeniu sprawdzono, w jaki sposéb na zjawisko internalizacji ABCG2
wplywa przejsciowa ekspresja fluorescencyjnie znakowanych wariantow matych GTPaz
0 zmienionej aktywnosci (konstytutywnie aktywnych lub zawierajgcych mutacje negatywna
dominujgcg) zaangazowanych w rozne procesy zwigzane z endocytozg. Komorki A549
transfekowano przejsciowo za pomocg odpowiednich plazmidéw niosgcych warianty biatka
RhoA, Arf6é lub Cdc42 w fuzji z dotgczonym biatkiem fluoryzujgcym (EGFP lub ECFP).
Nastepnie w komoérkach stymulowano endocytoze ABCG2 za pomocg przeciwciata 5D3
i sygnat od zwigzanego przeciwciata 5D3 wizualizowano immunofluorescencyjnie. Nastepnie
na tych samych polach widzenia w okreslano wzgledny procent pikseli zawierajgcych sygnat
5D3-ABCG2 w obrebie komoérek zawierajgcych fluorescencyjnie znakowany wariant danej
GTPazy w odniesieniu do komorek nie zawierajgcych tego biatka. Wyniki zestawiono na
rycinie 75. Jedynie w przypadku wariantow biatka RhoA zaobserwowano zmiany w ilosci
internalizowanego przeciwciata 5D3. Endocytoza byta o ok. 50% mniej efektywna
w komorkach zawierajgcych konstytutywnie aktywny wariant tego biatka, a w komodrkach
zawierajgce dominujgcy negatywy wariant RhoA proces internalizacji byt bardziej wydajny.
Dowodzi to, ze biatko RhoA jest zaangazowane w procesy ostabiajgce endocytoze kompleksu
5D3-ABCG2. Wynik ten jest zgodny z obserwacjami, ze biatko RhoA jest negatywnym
regulatorem proceséw endocytozy zaleznych od klatryny (Lamaze i in., 1996) i ponownie
dowodzi, ze biatko ABCG2 ulega czesciowo endocytozie na tym szlaku. W przypadkéw
wariantow biatek Arf6 i Cdc42 nie zaobserwowano réznic w procesie endocytozy, co dowodzi,
ze te GTPazy nie sg w istotny sposéb zaangazowane w badany proces. Ponownie mozna na
tej podstawie wykluczy¢ udziat pinocytozy fazy ptynnej (zaleznej od Cdc42) oraz procesow
niezaleznych od klatryny regulowanych przez Cdc42 (procesy zalezne od kaweoliny) i Arf6 (na
przyktad makropinocytoza i inne procesy uzaleznione od niezaktdconego funkcjonowania

widkien aktynowych).
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Rycina 75. Wplyw przejSciowej ekspresji znakowanych fluorescencyjnie wariantow matych GTPaz
(zielony sygnat) regulujgcych wybrane szlaki endocytozy na przebieg internalizacji kompleksu ABCG2-
5D3. Pokazano przyktadowe konfokalne obrazy mikroskopowe komérek A549 transfekowanych
przejsciowo za pomocg plazmidéw niosgcych odpowiednie warianty wskazanych GTPaz. Komorki
inkubowano przez godzine z przeciwciatem 5D3 w normalnych warunkach hodowli, a nastepnie po
utrwaleniu komoérek, sygnat 5D3 wykrywano immunofluorescencyjnie za pomocag przeciwciata
drugorzedowego wyznakowanego Alexa Fluor 568 (czerwony syngat). W procentach na obrazach
przedstawiono wzgledng ilos¢ pikseli zawierajgcych sygnat od fluorescencyjnie wyznakowanego
przeciwciata 5D3 w obrebie komérek zawierajgcych odpowiedni wariant GTPazy w stosunku do ilosci
pikseli w komorkach nie zawierajgcych wariantu GTPazy na tym samym polu widzenia. Przedstawione
wartosci to srednia = Srednie btgd $redniej. Zaznaczono istotnos¢ réznic wzgledem kontroli nie
zawierajgcej wariantu GTPazy, * p < 0,05.

W kolejnym doswiadczeniu zbadano, jaka jest lokalizacja subkomérkowa internalizowanego
biatka ABCG2. Komérki A549 transfekowano przejsciowo plazmidami niosgcymi geny
wyznakowanych fluorescencyjnie biatek markerowych dwéch struktur wewngtrzkomdérkowych:
wczesnego endosomu (Rab5(Q79L)-EGFP lub Rab5a-TagRFP) oraz lizosomu (mKate2-lyso).
Komodrki inkubowano nastepnie z 5D3 i analizowano za pomocg mikroskopii konfokalnej,
wykonujgc immunofluorescencyjne znakowanie przeciwciata 5D3 lub biatka ABCG2 (za
pomocg przeciwciata BXP-34). Przykladowe pola widzenia pokazano na rycinie 76. Wewnatrz
komoérek, ktére zawieraty sygnat fluorescencyjny odpowiedniego markera lokalizacji
subkomorkowej, okreslano, jaki procent pikseli pozytywnych w kanale fluorescencji, w ktorym
wyznakowano kompleks 5D3-ABCG2, zawiera réwniez sygnat pozytywny w kanale

fluorescencji odpowiedniego markera struktury wewngtrzkomaorkowe;j.
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Rycina 76. Kolokalizacja sygnatu 5D3-ABCG2 z  biatkowymi  markerami  struktur
wewnatrzkomoérkowych. Pokazano przyktadowe konfokalne obrazy mikroskopowe komérek A549
przejsciowo zawierajgcych fluorescencyjnie znakowane markery wczesnych endosomoéw
(Rab5(Q79L)-EGFP, Rab5a-TagTFP) oraz marker lizosomu mKate2-lyso.Komérki inkubowano przez
godzine z przeciwciatem 5D3 lub z przeciwcialem 5D3-AF488 (w przypadku komorek zawierajgcych
Rab5a-TagRFP oraz czesci komoérek zawierajgcych mKate2-lyso) w normalnych warunkach hodowli,
a nastepnie po utrwaleniu komérek, sygnat nieznakowanego 5D3 wykrywano immunofluorescencyjnie
za pomocg przeciwciata drugorzedowego wyznakowanego Alexa Fluor 568. Dodatkowo w czesci
komorek biatko ABCG2 wyznakowano immunofluorescencyjnie za pomocg pierwszorzedowego
przeciwciata BXP-34 oraz odpowiedniego drugorzedowego przeciwciata (skierowanego przeciwko
mysiemu 1gG1) wyznakowanego za pomocg Alexa Fluor 568 (w komodrkach z Rab5(Q79L)-EGFP) lub
za pomocg Alexa Fluor 488 (w komdérkach z mKate2-lyso). Odpowiednie sygnaty pokazano w kolorach
zielonym i czerwonym zgodnie z opisem po lewej stronie ryciny. Na obrazach przedstawiono procent
pikseli zawierajgcych sygnat 5D3-ABCG2 jaki stanowig piksele pozytywne réwniez w kanale
odpowiedniego markera. Przedstawiono warto$¢ srednig + sredni btad sredniej, n = 3.

W przypadku komorek, w ktérych ekspresji ulega biatko Rab5(Q79L)-EGFP, praktycznie caty
wewnatrzkomorkowy sygnat kompleksu 5D3-ABCG2 kolokalizuje z sygnatem struktur
wczesnego endosomu. Dowodzi to, ze niezaleznie od poczgtkowego mechanizmu procesu
internalizacji biatko ABCG2 po zwigzaniu przeciwciata 5D3 trafia do wczesnego endosomu,
aw przypadku zaburzone] dalsze] segregacji endosomow, zwigzanej z obecnoscig
konstytutywnie aktywnej formy biatka Rab5, cato$¢ sygnatu kolokalizuje z tg struktura.
W przypadku niezmienionego wariantu biatka Rab5a réwniez mozna zaobserwowac
znaczgcg, ale nie catkowitg kolokalizacje sygnatow, poniewaz w tym przypadku pozostata
czesc¢ sygnatu od 5D3-ABCG2 prawdopodobnie znajduje sie w strukturach na dalszych

etapach transportu wewnagtrzkomérkowego. W przypadku komorek zawierajgcych
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mKate2-lyso okoto 50% sygnatu fluorescencyjnego kompleksu 5D3-ABCG2 kolokalizuje
Z sygnatem lizosomow, co sugeruje, ze biatko jest czesciowo kierowane do degradacji w tej

strukturze wewnagtrzkomérkowe;.

4.3.2.4. Losy biatka ABCG2 po internalizacji

Nastepnie wykonano eksperyment, w ktérym zbadano, jak zmienia sie w czasie ilos¢
przeciwciata obecnego w komodrkach A549. Jako kontrole negatywng komorki inkubowano
przez 24 h z niespecyficznym mysim przeciwciatem 1gG.,. Dodatkowo, aby sprawdzi¢, czy
przeciwciato ulega degradacji w lizosomach, przeprowadzono rowniez eksperyment
w obecnosci bafilomycyny A1 (inhibitora pomp protonowych zakwaszajgcych wnetrze
lizosoméw). llos¢ akumulowanego przeciwciata 5D3 analizowano technikg Western Blot.
Przyktadowy wynik przedstawiono na rycinie 77A. Na rycinie 77B przedstawiono analize

ilosciowg uzyskang na podstawie trzech eksperymentow.

Podobnie jak wykazano w przypadku komérek analizowanych mikroskopowo, powyzsze
doswiadczenie udowadnia, ze przeciwciato 5D3 ulega szybkiej akumulacji w komérkach,
a ilos¢ miejsc wigzania niemal wysyca sie po 6 godzinach inkubacji. W przypadku, kiedy
endocytoza prowadzona jest w obecnosci bafilomycyny A1, ilos¢ akumulowanego
przeciwciata jest poczgtkowo mniejsza, ale po 24 h inkubacji komérki zawierajg wiecej
przeciwciata 5D3 niz komérki kontrolne. Wskazuje to na podwdéjny efekt dziatania bafilomycyny
A1. Po pierwsze, ograniczenie zakwaszenia pecherzykow lizosomalnych hamuje sam proces
endocytozy; po drugie, uniemozliwia degradacje pewnej czesci zinternalizowanego biatka.
W zgodzie z poprzednimi obserwacjami dowodzi to, ze przeciwciato 5D3 jest czesciowo

kierowane do lizosoméw, gdzie ulega degradaciji.
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Rycina 77. Analiza akumulacji przeciwciata 5D3 w komdérkach A549 za pomocg Western Blot. Komorki
inkubowano z przeciwciatem 5D3 lub niespecyficznym mysim przeciwcialem o tym samym izotypie
(w stezeniu 5 pg/ml) w nieobecnosci lub obecnosci 10 nM bafilomycyny Al przez podany okres czasu,
a nastepnie przeciwciato zgromadzone w komérkach zageszczano za pomocg paramagnetycznych
kulek optaszczonych biatkiem G i biatkiem A. W analogiczny sposdb oczyszczono i naniesiono na zel
znang ilos¢ przeciwciata 5D3 (wzorzec 5D3). Przeciwciato 5D3 znakowano za pomocg przeciwciata
drugorzedowego skoniugowanego z HRP i wykrywano w reakcji chemiluminescencji. A. Przykladowe
membrany, B. Wynik analizy densytometrycznej. Przedstawiono wartos¢ $rednig + Sredni biad
sredniej, n = 3.

Kolejny eksperyment wykonano, aby sprawdzi¢, czy obserwowany powyzej efekt degradacji
przeciwciata 5D3 idzie w parze z degradacjg biatka ABCG2. Komorki A549 traktowano za
pomocg przeciwciata 5D3 w nieobecnosci lub obecnosci dynasore (w celu zahamowania
proceséw endocytozy kompleksu 5D3-ABCG2). Po 0 h, 24 h i 48 h ilos¢ biatka ABCG2
analizowano w tak traktowanych komdrkach za pomocg techniki Western Blot. Wzgledng ilo$¢
biatka ABCG2 okreslano densytometrycznie w odniesieniu do ilosci B-aktyny. Obrazy
przyktadowych membran oraz wyniki analizy iloSciowej wykonane na podstawie trzech

powtorzen eksperymentu przedstawiono na rycinie 78.
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Catkowita ilos¢ biatka ABCG2 w komdrkach maleje po dtugotrwatej inkubaciji z przeciwciatem
5D3. W komodrkach traktowanych réwnoczesnie za pomocg dynasore nie stwierdzono
istotnego efektu obnizenia poziomu biatka, co dowodzi, ze za obnizenie ilosci ABCG2 jest
odpowiedzialny proces endocytozy indukowany zwigzaniem przeciwciata 5D3. Zgodnie
rowniez z wczesniejszymi wynikami sugeruje to, ze kompleks 5D3-ABCG2 jest
internalizowany w procesie endocytozy zaleznym od dynaminy, a nastepnie czesciowo jest

kierowany do degradacji lizosomalne;.
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Rycina 78. Analiza Western Blot ilosci biatka ABCG2 w komdrkach A549 po traktowaniu za pomocag
przeciwciata 5D3. Komorki inkubowano z przeciwciatem 5D3 (w stezeniu 5 pg/ml) w nieobecnosci lub
obecnoéci 80 uM dynasore przez podany okres czasu. Nastepnie w lizatach komérkowych oznaczano
ilos¢ ABCG2 oraz (B-aktyny za pomocg odpowiednich przeciwciat pierwszorzedowych oraz przeciwciat
drugorzedowych skoniugowanych z HRP. Sygnat wykrywano w reakcji chemiluminescenciji.
Przestawiono wynik analizy densytometrycznej wzglednej ekspresji biatka ABCG2 (w odniesieniu do
ekspresji B-aktyny). Przedstawiono wartos¢ srednig + $redni btad sredniej, n =3, ** p < 0,001.

Aby jeszcze dokfadniej zbada¢ wewngtrzkomorkowe losy przeciwciata 5D3, wykonano
eksperyment typu ,pulse-chase”. Przeciwciato 5D3 wigzano do komdrek A549 przez 30 minut,
a nastepnie po usunieciu przeciwciata hodowano komorki przez kolejne 24 h analizujgc
w okreslonych punktach czasowych catkowitg ilosS¢ zwigzanego przeciwciata 5D3, a takze jego
ilos¢ dostepng od zewnatrz na btonach plazmatycznych komérek. W tym celu po okreslonym
czasie komérki utrwalano i wykrywano w nich sygnat przeciwciata 5D3 przed oraz po
permeabilizacji bton plazmatycznych, stosujac odpowiednio rézne fluorescencyjnie
wyznakowane przeciwciata drugorzedowe. Preparaty analizowano za pomocg mikroskopii
konfokalnej. Przyktadowe obrazy przedstawiono na rycinie 79A. Na rycinie 79B przedstawiono

analize ilosciowg sygnatu wykonang dla kazdego punktu czasowego dla pieciu pol widzenia,
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na ktérych w odpowiednich kanatach fluorescencji okreslano ilos¢ sygnatu odpowiadajacg

catkowitej oraz dostepnej na btonie plazmatycznej czesci przeciwciata 5D3.
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Rycina 79. Zmiany ilosci przeciwciala 5D3 (catkowitego oraz wyeksponowanego na btonie
plazmatycznej) w czasie 24 h po zwigzaniu ograniczonej iloci przeciwciata. Komaorki A549 inkubowano
przez 30 min z przeciwcialem 5D3 (w stezeniu 5 pg/ml). Nastepnie nadmiar przeciwciata usunieto
i komorki inkubowano dalej w normalnych warunkach hodowli. Po wskazanym czasie komorki utrwalano
i wykrywano przeciwciato 5D3 zwigzane na bfonie plazmatycznej za pomocg przeciwciata
drugorzedowego wyznakowanego Alexa Fluor 555 (czerwony sygnat). Nastepnie komorki
permeabilizowano i wykrywano catkowitg iloS¢ przeciwciata 5D3 za pomocg przeciwciata
drugorzedowego wyznakowanego Alexa Fluor 488 (zielony sygnat). Jgdra komdrkowe wybarwiono
Hoechst 33342 (niebieski sygnat). A. Przykiadowe konfokalne obrazy mikroskopowe komoérek.
B. Zmiany intensywnosci fluorescencji komoérek w odpowiednich kanatach. Przedstawiono wartosé
Srednig + Sredni btad sredniej, n = 5.
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llos¢ dostepnego przeciwciata obecna na powierzchni bton plazmatycznych komaérek szybko
obniza sie w ciggu pierwszych godzin od rozpoczecia eksperymentu. Juz w poczgtkowym
punkcie czasowym (0 h), czes¢ zwigzanego przeciwciata znajduje sie wewnatrz komorek,
poniewaz ulegta internalizacji w trakcie wczesniejszych 30 minut, kiedy komorki inkubowano
z przeciwciatem. Minimalng ilo§¢ dostepnego na powierzchni bton plazmatycznych
przeciwciata 5D3 zaobserwowano po okoto 5 h od rozpoczecia eksperymentu. Co ciekawe,
w kolejnych godzinach eksperymentu przeciwciato 5D3 jest czeSciowo z powrotem
transportowane na powierzchnie komoérek i mniej wiecej po 7 h ilo§¢ dostepna na btonach
plazmatycznych juz sie nie zmienia. Catkowita iloS¢ zwigzanego przeciwciata 5D3 zaczyna
obnizac¢ sie dopiero po okoto 3 h od rozpoczecia eksperymentu. Mniej wiecej po 9 h osiggana
jest wartos¢ minimalna i po 24 h od rozpoczecia eksperymentu catkowita iloS¢ obecnego
w komdrkach 5D3 juz sie nie zmienia. Poréwnujgc poczatkowg i koncowg wartosé
intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego mozna oszacowac, ze okoto jedna trzecia catego
zwigzanego przeciwciata ulega degradacji. Dodatkowo, po ustaleniu sie réwnowagi, mniej
wiecej 25% przeciwciata 5D3 obecnego w komérkach jest dostepna na btonach

plazmatycznych.

Nastepnie sprawdzono, w jaki sposob zmienia sie lokalizacja subkomodrkowg biatka ABCG2
po diugim czasie od zwigzania przeciwciata 5D3 i czy losy kompleksu 5D3-ABCG2 s3 takie
same jak losy samego przeciwciata 5D3. Ponownie przeprowadzono doswiadczenie typu
.pulse-chase” i po czasie 6 h oraz 24 h od rozpoczecia eksperymentu w komoérkach
wyznakowano przeciwciato 5D3 obecne na btonie plazmatycznej oraz wyznakowano
przeciwciato 5D3 lub biatko ABCG2 obecne w catej komodrce. Reprezentatywne konfokalne

obrazy mikroskopowe przedstawiono na rycinie 80.

Poréwnujgc barwienie przeciwciata 5D3 oraz barwienie biatka ABCG2 mozna zauwazy¢, ze
znajdujg sie one w tych samych kompartymentach komérkowych zaréwno po 6 h, jak i po 24 h
od rozpoczecia doswiadczenia. Dowodzi to, ze przez caly czas trwania doswiadczenia to
zmiany konformacyjne wywotywane zwigzaniem przeciwciata 5D3 sg odpowiedzialne za
zmiany w lokalizacji subkomoérkowej biatka ABCG2. Po 24 h od zwigzania przeciwciata 5D3
biatko ABCG2 w przewazajgcej czesci znajduje sie wewngtrz komorek w postaci pecherzykow

regularnie rozmieszczonych wokot jader komorkowych (rycina 80B).
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24h

B. 6h 24h

Rycina 80. Subkomorkowa lokalizacja kompleksu 5D3-ABCG2 (catkowitego oraz wyeksponowanego
w btonie komoérkowej) po 6 h i 24 h od zwigzania ograniczonej ilosci przeciwciata. Komorki A549
inkubowano przez 30 min z przeciwciatem 5D3 (w stezeniu 5 pg/ml). Nastepnie nadmiar przeciwciata
usunieto i komorki inkubowano dalej w normalnych warunkach hodowli. Po wskazanym czasie komorki
utrwalano i wykrywano przeciwciato 5D3 zwigzane na btonie plazmatycznej za pomocg przeciwciata
drugorzedowego wyznakowanego Alexa Fluor 555 (A. i B., czerwony sygnat). Nastepnie komorki
permeabilizowano i wykrywano catkowitg ilo$¢ przeciwciala 5D3 za pomocg przeciwciata
drugorzedowego wyznakowanego Alexa Fluor 488 (A. zielony sygnat) lub znakowano biatko ABCG2 za
pomocg pierwszorzedowego przeciwciata BXP-34 oraz drugorzedowego przeciwciata wyznakowanego
Alexa Fluor 488 (B. zielony sygnat). Jadra komérkowe wybarwiono Hoechst 33342 (niebieski sygnat).
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5. Dyskusja

Biatko ABCG2 stanowi niezwykle ciekawy i wazny obiekt badan naukowych. Przez wiele lat
czotowe zespoty naukowe z catego swiata skupialy sie na badaniu jego aktywnosci, regulacii,
genetyki molekularnej i struktury. Mimo tego wielkiego wysitku badawczego i tak zadziwiajgco
mato do tej pory wiadomo o biologii ABCG2 w kontekscie jego biogenezy, loséw
wewnatrzkomérkowych czy mechanizmoéw regulacji lokalizacji w obrebie komorki. Rozwoj
wiedzy o tym biatku hamowany jest nadal rowniez przez ograniczong liczbe dostepnych
wiarygodnych testéw aktywnosci, a takze tatwych i tanich wysokoprzepustowych metod, ktére
pozwalatyby na ustalenie, czy dany zwigzek (np. nowy lek) jest substratem i/lub inhibitorem
tego transportera. Biorgc pod uwage kluczowa role ABCG2 w farmakokinetyce ogromnej liczby
zwigzkow na poziomie kluczowych tkanek i catego organizmu, jest to wazna luka w wiedzy
naukowej, ktéra nadal stwarza atrakcyjne mozliwosci wyboru tematyki badawczej. Niniejsza
praca skupia sie wiec po czesci na tworzeniu i walidacji nowych narzedzi niezbednych do
badania specyficznosci substratowej, aktywnosci i lokalizacji komérkowej ABCG2. W toku
przeprowadzonych prac udato sie stworzy¢ innowacyjne technologie poszerzajgce palete
dostepnych metod badania biologii biatka ABCG2. Pozwolito to réwniez na poczynienie
interesujgcych obserwacji naukowych poszerzajgcych wiedze na temat tego waznego
transportera opornosci wielolekowej, bronigcego kluczowe narzady organizmu przed
potencjalnie szkodliwymi ksenobiotykami. Badania dotyczace biatka ABCG2, opisane w
niniejszej pracy, dotyczg zagadnien z zakresu biochemii, biologii molekularnej oraz biologii
komorki. W tych trzech obszarach zidentyfikowano luki w istniejacej wiedzy naukowe;j
dotyczacej biatka ABCG2 i repertuarze metod badawczych umozliwiajgcych badanie
multispecyficznych transporteréw bftonowych, ich specyficznosci substratowej, aktywnosci
biochemicznej oraz lokalizacji subkomorkowej. Strukture niniejszej pracy determinuje fakt, ze
niezbednym dla eksperymentalnego przetestowania zatozonych hipotez w odniesieniu do
wszystkich trzech obszaréw zainteresowania byto opracowanie nowych, oryginalnych metod
badawczych, bez ktérych rozwinigcie wiedzy o ABCG2 nie bytoby mozliwe. Umozliwito to
wytyczenie nowych sciezek badan zaréwno odnosnie biologii transportera ABCGZ2, jak i innych

transporteréw btonowych.

Aktualna literatura dotyczaca biatka ABCG2, podobnie jak w przypadku innych btonowych
transporteréw ABC, bogata jest w informacje dotyczace spektrum substratéw transportowych
(Grigoreva i in., 2022). Bardzo duzg grupe waznych fizjologicznie substratow biatka ABCG2
stanowig zwigzki polifenolowe. W literaturze wykazano wcze$nie interakcje ABCG2 z
naturalnymi zwigzkami polifenolowymi, najpierw jako inhibicje transportu klasycznych (w tym
fluoryzujgcych) substratéw przez polifenole (zwtaszcza flawonoidy) (Cooray i in., 2004), a

potem rowniez jako prawdopodobny transport flawonoidéw i ich metabolitéw przez ABCG2
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(Brand i in., 2008). Bezposrednio mozliwo$¢ transportu flawonoidow przez ABCG2 wykazano
przy zastosowaniu chemicznego oznaczenia stezenia substratu dopiero w 2011 roku (Aniiin.,
2011). Flawonoidy czesto wymieniane sg w literaturze jako zaréwno wazne fizjologiczne
substraty, jak i obiecujgce specyficzne inhibitory ABCG2, poniewaz dla wiekszosci z nich
oddziatywanie z innymi biatkami opornosci wielolekowej jest znikome (Pefia-Solérzano i in.,
2017). Poniewaz flawonoidy stanowig niezwykle réznorodng pod wzgledem chemicznym
grupe substanciji transportowanych przez ABCG2, trudno jest znalez¢ w literaturze prace, ktére
opisywatyby i porownywatyby je w sposdb systematyczny w oparciu o eksperymenty
przeprowadzone na duzej liczbie roznorodnych zwigzkéw. Najczesciej badania ograniczajg
sie do opisu jedynie waskiej grupy substancji, co pozwala jedynie na wyciggniecie

ograniczonych wnioskéw dotyczacych zwigzku struktura-aktywnos¢ (Gandhi i Morris, 2009).

W toku niniejszej pracy dzieki wykorzystaniu techniki fluorescencyjnej derywatyzaciji
flawonoidow, a takze dzieki zastosowaniu metod wysokoprzepustowych, udato sie
zidentyfikowaé wiele nowych substratéw oraz potencjalnych inhibitorow aktywnosci biatka
ABCG2. Praca na szerokiej gamie zwigzkéw pochodzenia naturalnego umozliwita réwniez
okreslenie nowych regut specyficznosci substratowej i zaobserwowanie ciekawych zaleznosci
miedzy strukturg a aktywnoscig. Wsréd przetestowanych flawonoidow udato sie
zidentyfikowaé¢ wczesniej nieznane, bardzo dobre polifenolowe substraty biatka ABCG2, ktére
mozna stosowac jako nowe, tanie i tatwo dostgpne substancije modelowe. Duzym
osiggnieciem niniejszej pracy jest réwniez przystosowanie znanej od dawna, cho¢ mato
rozpowszechnionej w praktyce metody fluorescencyjnej derywatyzacji zwigzkow
polifenolowych, wykorzystywanej do tej pory w ograniczonym zakresie w fitochemii oraz
botanice, i zastosowanie jej w biologii komorek zwierzecych do badania aktywnosci biatka
ABCG2. Szczegdtowa wiedza dotyczaca tej metody uzyskana przy okazji niniejszej pracy
moze by¢ rowniez wykorzystana w przysziodci przy badaniu interakcji flawonoidow z
organizmami zwierzecymi: ich biodystrybucji w komodrkach, tkankach i narzgdach oraz

oddziatywania z innymi biatkami, w tym transportowymi.

Flawonoidy sg powszechnie wystepujacymi zwigzkami naturalnymi pochodzenia roslinnego.
Stanowig one codzienny element naszej diety, poniewaz znajdujg sie w wielu spozywanych
owocach i warzywach (Panche i in., 2016). Od zarania dziejéw stanowig réwniez wazny
element medycyny naturalnej. Dla wielu z tych substancji nadal nie okreslono jednak
doktadnych mechanizmoéw dziatania oraz nie opisano w wystarczajgcy sposéb interakcji, w
jakie mogg wchodzi¢ z innymi substancjami przyjmowanymi z pozywieniem, a takze z
syntetycznymi lekami stosowanymi w medycynie konwencjonalnej. W ostatnich
dziesiecioleciach obserwuje sie coraz wiekszg akceptacje i zainteresowanie metodami

ziotolecznictwa oraz podobnymi metodami leczenia opartymi na produktach pochodzenia
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naturalnego. Dzieje sie tak zaréwno w krajach rozwijajgcych sie, w ktérych ze wzgledu na
ograniczong dostepnosc¢ i wysoki koszt zarejestrowanych produktéw leczniczych medycyna
czesto opiera sie na naturalnych mieszankach ziotowych, jak i w krajach rozwinietych, w
ktérych ziolowe suplementy diety stanowig modng alternatywe dla medycyny konwencjonalne;j
(Janabi i in., 2020; Solnier i in., 2023). Wiele flawonoidow ma udowodnione dziatanie
farmakologiczne. Mogg by¢ stosowane na przyktad jako substancie o dziataniu
przeciwzapalnym, przeciwbakteryjnym i przeciwwirusowym (Batiha i in., 2020). Sg rowniez
bardzo efektywnymi naturalnymi przeciwutleniaczami (Ullah i in., 2023). Wiele zwigzkow z tej
grupy stanowi rowniez punkt wyjscia do projektowania i syntezy nowych lekéw (Zhao i in.,
2023). Wszystko to powoduje, ze niezwykle istotne staje sie okreslenie, w jaki sposob biatko

ABCG2 reguluje farmakokinetyke i farmakodynamike tych substanciji.

Jednym z waznych odkry¢ poczynionych w toku niniejszej pracy jest identyfikacja
kilkudziesieciu flawonoidéw jako nieznanych uprzednio substratéw i/lub inhibitorow biatka
ABCG2, z istotnymi implikacjami dla ich farmakokinetyki w organizmie ludzkim. Ws$réd nowo
poznanych substratéw bardzo wydajnie transportowanych przez ABCG2 znajduje sie na
przyktad eriodiktiol. Ta substancja izolowana ze ,$wietej rosliny” Eriodictyon californicum,
wystepujacej naturalnie na terenach Kalifornii (Ameryka Pétnocna) jest w stanie wptywac na
zmyst smaku, podobnie jak dwa inne flawonoidy z tego samego zrodia (homoeriodiktiol i
sterubina). Wtasciwosci maskowania gorzkiego smaku spozywanych pokarmow oraz lekow,
jakie wykazuje ten flawonoid, sg dobrze znane i szeroko wykorzystywane w przemysle
dodatkéw do zywnoéci, gdzie materiat z tej rosliny sprzedawany jest pod nazwg yerba santa
(Ley i in., 2005). Substancja ta ma rowniez wiele bezposrednich zastosowan
farmakologicznych (Guo i in., 2023), ale w niniejszej pracy po raz pierwszy opisano jej
oddziatywania z biatkiem ABCG2.

Dwa inne Scisle strukturalnie powigzane ze sobg zwigzki, fisetyna i fustyna (nazywana réwniez
dihydrofisetyng), takze stanowig nowo zidentyfikowane substraty ABCG2 o opisanej uprzednio
aktywnosci biologicznej. Oba zwigzki wytypowano niedawno jako substancje o potencjalnym
dziataniu przeciwwirusowym w terapii COVID-19 (Wang i in., 2022). Fisetyna ma réwniez
szereg innych, dobrze udokumentowanych wiasciwosci farmakologicznych. Nalezy na
przyktad do grupy zwigzkéw aktywujgcych sirtuiny, przez co wykazano, ze moze przedtuzac
sredni czas zycia (Yousefzadehiin., 2018). Wykazuje takze wtasciwosci przeciwnowotworowe
(Kumar i in., 2023), cho¢ jej potencjat terapeutyczny jest ograniczony, poniewaz wykazuje
mnogo$¢ niepozadanych aktywnosci biologicznych, a jej farmakokinetyka dopiero zaczyna
by¢ badana (Vishwas i in., 2022).
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Galangina to kolejny nowo zidentyfikowany dobry substrat biatka ABCG2. Ten zwigzek,
posiadajgcy wiele aktywnosci biologicznych, zostat wyizolowany z alpinii lekarskiej Alpinia
officinarum. Ze wzgledu na jego powszechne wystepowanie w zywicach roslinnych, waznym
zrodtem tego zwigzku jest kit pszczeli. Opisano jego dziatanie przeciwbakteryjne i
przeciwwirusowe (Pillai i in., 2018). Dobrze znane jest réwniez jego dziatanie przeciwzapalne
(Thapaiin., 2023). Uprzednio dla galanginy wykazano jedynie, ze w formie zmetabolizowanej
jest transportowana przez komorki Caco-2, ale mechanizm molekularny nie zostat

zidentyfikowany (Barrington i in., 2009).

Wsraod innych ciekawych nowych substratow biatka ABCG2 mozna tez wymieni¢ dwa podobne
strukturalnie flawonoidy; w niniejszej pracy wykazano, ze zaréwno robinetyna, jak i
dihydrorobinetyna sg bardzo dobrze transportowane przez biatko ABCG2. Oba flawonoidy sg
stosowane jako markery starzenia win przechowywanych w drewnianych beczkach - z ich
Scian z czasem do ptynnego produktiu spozywczego ekstrahujg sie znaczne ilosci tych
zwigzkow (Sanz i in., 2012). Robinetyna zostata réwniez niedawno zidentyfikowana jako silny
inhibitor proteazy wirusa SARS-CoV-2 (Kruger i in., 2023). Podobnie jak w przypadku wielu
innych flawonoidéw w przesziosci dla tego zwigzku sugerowano jedynie wilasciwosci
inhibitorowe w odniesieniu do biatka ABCG2 (Schutte i in., 2006). Innym nowym interesujgcym
substratem ABCG2 jest orobol, polifenol nalezgcy do izoflawonoidéw. Jest on znanym, silnym
inhibitorem kinazy PI3K, przez co znalazt sie w grupie zwigzkéw badanych pod katem
potencjalnej regulacji cytotoksycznosci lekdéw przeciwnowotworowych (Isonishi i in., 2007).
Wykazano, ze orobol znaczgco uczulat komorki nowotworowe na dziatanie cytostatykow, cho¢
efektu tego nie powigzano woéwczas z oddziatywaniem na biatka opornoéci wielolekowej.
Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie dowodzg, ze na obserwowany przez autorow efekt

terapeutyczny duzy wptyw mogta miec¢ inhibicja biatka ABCG2.

Wsréd innych nieznanych wczesniej substratow ABCG2 mozna tez wymieni¢ takie zwigzki o
znaczgcej aktywnosci farmakologicznej jak akacetyna (Zhangiin., 2023), hydrangenol (Myung
iin., 2019), steppogenina (Chaiin., 2023), cykloheterofilina (Shim, 2021), dalbergioidyna (Ren
i in., 2016) i izosakuronetyna (Janyou i in., 2023). Ten ostatni zwigzek byt badany pod kgtem
wiasciwosci przeciwutleniajgcych w szczurzym modelu udaru niedokrwiennego modzgu.
Analizowano wptyw tego flawonoidu na bariere krew-mdzg, nie biorgc pod uwage opisanego
W niniejszej pracy bezposredniego efektu, jaki wywotuje on na biatko ABCG2, co zmienia

interpretacje uzyskanych w tej pracy wynikow.

Wiele flawonoidéw to nieefektywne substraty, lecz skuteczne inhibitory aktywnosci biatka
ABCG2 wobec innych substratow (wigza sie z wysokim powinowactwem, ale sg mato wydajnie

transportowane). Poniewaz efekt inhibicji transportu tatwiej jest mierzy¢ (stosujgc modelowe
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fluorescencyjne substraty tego transportera) niz oddziatywania substratowe, wiele polifenoli
juz dawno zaklasyfikowano do tej grupy (Zhang i in., 2004). Wiasciwosci inhibitorowe
wzgledem biatka ABCG2 zostaly potwierdzone w ninejszej pracy na przykifad dla takich
flawonoidow jak kempferol, chryzyna, hesperetyna, genisteina i silibinina A. Udato sie réwniez
zidentyfikowaé inhibitory biatka ABCG2 nie opisywane wczes$niej. Mozna tu wymieni¢ na
przyktad eukaliptyne, flawonoid o wiasciwosciach przeciwbakteryjnych izolowany z lisci
eukaliptusa (Takahashi i in., 2004), czy noreugenineg, prosty chromon pozyskiwany miedzy
innymi z pedow chwytwy wielkiej Pisonia grandis i wykazujacy wtasciwosci przeciwbakteryjne
(Kayed iin., 2021). Dzieki zastosowaniu roznych modeli eksperymentalnych w niniejszej pracy
udato sie réwniez udowodni¢, ze eter 3,4'-dimetylowy kwercetyny, znany réwniez jako 3-O-
metylotamariksetyna i wyizolowany po raz pierwszy z trudziczki czworokatnej Combretum
guadrangulare stosowanej przeciw chorobom zakaznym w afrykanskiej medycynie tradycyjnej
(Toume i in., 2011), stanowi skuteczny, nieznany wcze$niej inhibitor biatka ABCG2. W
przeciwienstwie do kwercetyny zwigzek ten ma bardzo wysokie powinowactwo do ABCG2
(wydajnie konkuruje o miejsca wigzania z Ko143), ale prawie nie jest transportowany. Oprocz
wiasciwosci przeciwgrzybiczych i przeciwbakteryjnych (Dallagnol i in., 2022) nie ma on
znanych wiasciwosci farmakologicznych, w szczegdlnosci wobec organizmu ludzkiego, wiec
jest bardzo dobrym potencjalnym kandydatem do hamowania aktywnosci biatka ABCG2 z
uniknieciem niepozagdanych efektéw ubocznych, czesto obserwowanych dla innych
flawonoidow. Innym bardzo ciekawym inhibitorem zidentyfikowanym po raz pierwszy w
niniejszej pracy jest genkwanina. Flawonoid ten wystepuje powszechnie u roslin z réznych
grup systematycznych, jest miedzy innymi jednym z wielu zwigzkéw pozyskiwanych z
wawrzynka genkwa Daphne genkwa, ktory znajduje sie wsrdd najwazniejszych roslin

leczniczych tradycyjnej medycyny chinskiej (Kai i in., 2004).

Co ciekawe, inny zwigzek strukturalnie powigzany z genkwaning i réwniez pozyskiwany z tego
samego zrodta roslinnego, hydroksygekwanina, okazat sie¢ by¢ w niniejszej pracy swietnym
substratem ABCGZ2, transportowanym efektywnie przez ten transporter. Hydroksygenkwanina
byta opisywana jako inhibitor biatka ABCG2, ktéry uwrazliwia komérki nowotworowe na
dziatanie chemioterapeutykéw (Li i in., 2022). Wyniki doswiadczen opisanych w niniejszej
pracy dowodza, ze faktycznie zwigzek ten wchodzi w interakcje z biatkiem ABCG2 i moze
stanowiC jego inhibitor kompetycyjny, ale charakteryzuje sie wysokg szybkoscig graniczna
transportu i wartoscig Km. Dlatego rownie wydajne zahamowanie transportu lekow przez
ABCG2 mozna zapewne uzyskac in vivo przy duzo nizszych stezeniach genkwaniny niz
hydroksygenkwaniny. Poréwnanie aktywnosci biatka ABCG2 wzgledem tych dwdch
flawonoidow prowadzi do ciekawych wnioskow dotyczacych zwigzku struktura-aktywno$c

(SAR, ang. structure—activity relationship). Hydroksygenkwanina rézni sie od genkwaniny
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jedynie obecnoscig grupy hydroksylowej w pozycji 3’ pierscienia fenylowego (patrz rycina 17).
Genkwanina, ktéra nie posiada w tym miejscu grupy hydroksylowej, ma wysokie
powinowactwo do transportera, ale niskg szybkos¢ transportu. Hydroksygenkwanina, zwigzek
posiadajgcy grupe hydroksylowa, jest wigzany mato wydajnie, ale transportowany z duzo

wiekszg wydajnoscia.

Podobna relacje obserwuje sie w przypadku kempferolu i kwercetyny, ktére réwniez roznig sie
obecnoscig grupy hydroksylowej w pozycji 3° w kwercetynie. Pierwszy z tych zwigzkow jest
dobrym inhibitorem i stabym substratem, a drugi jest bardzo dobrze transportowany i
oddziatuje z transporterem z umiarkowanym powinowactwem. Oba te przyktady pokazuja, ze
obecnos¢ dwoch grupy hydroksylowych (w pozycji 3 i 4°) w pierscieniu fenylowym
2-fenylobenzopirandéw (patrz rycina 17) sprawia, ze polifenol stabiej oddziatuje z biatkiem
ABCG2, ale za to jest transportowany bardzo sprawnie. W przypadku obecnosci jednej grupy
hydroksylowej w pozycji 4’ tego pierscienia, wigzanie do ABCG2 jest silne, ale zwigzek
Uprzednio podejmowane préby SAR nie umozliwity wyciggniecia takich wnioskéw, poniewaz
ze wzgledu na ograniczenia metodologiczne proby te byty prowadzone na waskich grupach
zwigzkow (Gandhi i Morris, 2009; Pick i in., 2011). Zastosowanie bardzo duzej liczby
flawonoidow w niniejszej pracy umozliwito rowniez wykazanie innej zaleznosci struktura-
aktywnosé, w tym przypadku zbieznej z sugerowang uprzednio przez innych badaczy (Zhang
iin., 2005). Wykazano, ze grupa metoksylowa w kempferydzie w miejscu grupy hydroksylowe;j
w kempferolu sprawia, ze kempferyd jest bardziej wydajnie transportowany przez biatko
ABCG2. Zidentyfikowane SAR mogg w przysziosci pomoc przy racjonalnym projektowaniu
nowych inhibitoréw biatka ABCG2 oraz przy weryfikowaniu in silico potencjalnej
transportowalnosci réznych zwigzkéw przez to biatko. Na podkreslenie zastuguje, ze technika
fluorescencyjnej derywatyzacji flawonoidéw, opisana w tej pracy, moze by¢ réwniez z
powodzeniem zastosowana przy badaniu SAR innych transporteréw btonowych, ktére rowniez
majg duze znaczenie w farmakokinetyce zwigzkéw polifenolowych, takich jak ABCB1 i
transportery z rodziny OATP (Satoh i in., 2015).

Jak szczegoétowo opisano powyzej, do tej pory opisano tylko kilka flawonoiddw, ktore stanowig
substraty biatka ABCG2. Dla znacznie wiekszej liczby zwigzkéw udowodniono, ze sg one w
stanie hamowac aktywnos¢ tego transportera wobec innych substratow. Ta dysproporcja w
ilosci zidentyfikowanych substratow w stosunku do zwigzkéw o wtasciwosciach inhibitorowych
(ktore sg jedynie potencjalnymi substratami) wynika gtdwnie z ograniczen dotychczas
stosowanych technik umozliwiajgcych sledzenie loséw polifenoli w komdrkach. Bezposredni
transport flawonoidéw, podobnie jak innych niefluorescencyjnych zwigzkoéw, zwykle bada sie
znakujgc je radioaktywnie lub wykorzystujgc czasochtonne i kosztowne techniki analityczne

(np. wysokosprawng chromatografie cieczowg sprzezong ze spektrometria masowa).
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Najlepszg alternatywg dla tych technik jest zastosowanie metod fluorymetrycznych, jednakze
nie byto dotychczas w literaturze standardowych metod derywatyzacji flawonoidéw do badan
transportu. Jednym z gtéwnych osiggnie¢ naukowych niniejszej pracy jest adaptacja do tego
celu klasycznej techniki uwidaczniania flawonoidoéw, stosowanej do tej pory gtéwnie w
badaniach z zakresu biochemii roslin w chromatografii cienkowarstwowej (Buer i in., 2007; J
Simao i in., 2018). Z chemicznego punktu widzenia jest to reakcja bardzo uniwersalna,
poniewaz fluorogenna derywatyzacja flawonoidow bazuje na obecnosci odpowiednio
utozonych grup tlenowych przy pierscieniach polifenoli (patrz rycina 15). Mimo to do tej pory
technika ta byta stosowana w bardzo ograniczonym zakresie, do wykrywania obecnosci
waskiej grupy zwigzkow w roslinach (Bottneriin., 2021). Badania przeprowadzone w niniejszej
pracy na bardzo duzej liczbie flawonoidow (406 ré6znych zwigzkéw pochodzenia naturalnego i
ich poétsyntetycznych pochodnych) wykazaly, ze metoda derywatyzacji z wykorzystaniem
DPBA z powodzeniem nadaje sie do wizualizacji wigkszosci z przetestowanych polifenoli. Co
wiecej wykazano, ze reakcja tworzenia pochodnej flawonoid+DPBA przebiega szybko,
nieodwracalnie i ilosciowo (w petni zuzywajgc substrat) juz w temperaturze pokojowej, a
zmierzone wartosci intensywnosci fluorescencji powstatego produktu mozna fatwo przeliczy¢

na wyjsciowe stezenie danego flawonoidu w probce.

Opisywana metoda derywatyzacji flawonoidow z DPBA posiada wiele unikalnych zalet nawet
w poréwnaniu do metod fluorescencyjnej derywatyzacji zupetnie innych, tatwiejszych w
wykrywaniu zwigzkéw. Wazng takg zaletq jest fakt, ze derywatyzacja flawonoidéw za pomocg
DPBA moze by¢ stosowana zaréwno w lizatach komérkowych, jak i do pomiaru stezenia
flawonoidow w zywych komadrkach. Opisano na przyktad metode wizualizacji polipeptydow
zawierajgcych cysteine za pomocg pochodnych chlorobenzoksadiazoli (Masuda i in., 2004).
Technika ta jest z powodzeniem wykorzystywana do identyfikacji i analizy chromatograficznej
analitow, ale nie moze by¢ zastosowana w przypadku obserwacji prowadzonych na hodowlach
komoérkowych. Znana jest réwniez metoda znakowania fluorescencyjnego peptyddw
polegajaca na specyficznej derywatyzacji peptyddw zawierajgcych 3-nitrotyrozyne
fluorogennym zwigzkiem o nazwie APPD (Dremina i in., 2011). Niestety zwigzek ten nie
wchodzi do zywych komérek, dlatego niemozliwe jest oznaczanie tej istotnej modyfikacji w

materiale biologicznym bez jego homogenizaciji i izolacji analitow.

Ze wzgledu na to, ze flawonoidy i inne polifenole o analogicznej budowie sg zwigzkami Scisle
pochodzenia roslinnego, w przypadku derywatyzacji flawonoidéw za pomocg DPBA w
komoérkach zwierzecych nie obserwuje sie reakcji z endogennymi zwigzkami. Dlatego reakcja
jest specyficzna dla z roslinnych zwigzkéw polifenolowych dodanych do tych komérek z
zewnatrz, zapewniajgc przy tym detekcje szerokiego spektrum tych ksenobiotykéw. Warto

zauwazy¢, ze te samg technike zastosowano niedawno (juz po pierwszej publikacji przez
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naszg grupe metody opracowanej w ramach niniejszej pracy) do wykrywania egzogennych

flawonoidéw w komaorkach sluzowcow (Ferrara i Thompson, 2019).

Pochodne flawonoid+DPBA charakteryzuje wysoka fotostabilnos¢, dzieki czemu wyniki
uzyskiwane opracowang w niniejszej pracy metodg sg wiarygodne i majg niskg niepewnosc¢
pomiaru. Produkty derywatyzacji cechuje rowniez wysoka stabilnosé chemiczna w ztozonym
srodowisku cytozolu komoérek zwierzecych, co jest jeszcze istotniejsze z punktu widzenia
zastosowan praktycznych do badania transportu flawonoidow jako ksenobiotykéw, ktore same
mogg w niektérych typach komoérek ulegac efektywnemu metabolizmowi (Cassidy i Minihane,
2017). Ponadto relatywnie lipofilowe czgsteczki flawonoidéw, ktére stanowig czesto bardzo
dobre substraty do transportu, dramatycznie zmieniajg pod wptywem reakcji z DPBA swoje
wiasciwosci fizykochemiczne, co stanowi kluczowy element przydatnosci opisywanej metody
przy badaniu aktywnosci biatka ABCG2, a potencjalnie réwniez innych transporterow
flawonoidow. Jako polarne, hydrofilowe czasteczki, pochodne flawonoid+DPBA nie tylko nie
sg juz w stanie biernie wycieka¢ z komérek (poniewaz nie mogg juz przenika¢ przez btony
plazmatyczne), ale roéwniez nie sg juz substratami ABCG2 ani innych transporterow
btonowych. Wszystko to sprawia, ze rozdzielczo$¢ czasowa (to znaczy precyzja, z jakg mozna
analizowa¢ zmiany wewngtrzkomoérkowego stezenia flawonoidow) opisywanej techniki jest
znakomita. Dalsze zastosowanie tej metody umozliwito juz miedzy innymi doktadne pomiary
parametrow kinetycznych reakcji enzymatycznej transportu niektorych flawonoidéw przez
ABCG2 (Rozanski i in., 2019). Wykorzystywane do tej pory techniki badania transportu przez
biatko ABCG2 opieraly sie o uzycie kilku modelowych fluorescencyjnych substratéw tego
biatka, takich jak mitoksantron (Homolya i in., 2011) czy Hoechst 33342 (Zambd i in., 2018).
Jak wykazano w niniejszej rozprawie, fluorescencyjna derywatyzacja flawonoidow umozliwia
wykorzystanie ich jako nowych modelowych substratow do badania enzymologii biatka
ABCG2.

Nowym substratem zidentyfikowanym w tej pracy, ktory sSwietnie nadaje sie do tego celu, jest
luteolina. Ten tani i tatwo dostepny w duzych ilosciach produkt naturalny (obecny w wysokim
stezeniu np. w cykorii i w papryce, z ktorych jest komercyjnie izolowany) (Manzoor i in., 2017)
jest bardzo wydajnie transportowany przez biatko ABCG2, jednoczesnie majgc do niego
umiarkowane powinowactwo. Transport luteoliny przez ABCG2 jest w zwigzku z tym
efektywnie hamowany zaréwno przez nietransportowane inhibitory, jak i przez substraty
wigzgce sie do transportera z wiekszym powinowactwem (na przyktad chryzyna). Dodatkowo
luteolina tworzy z DPBA produkt flawonoid+DPBA o wyjgtkowo jasnej fluorescencji, w zwigzku
z czym pomiar intensywnosci fluorescencji jest prosty i pozwala z wysokg czutoscig wyznaczy¢
jej stezenie, co z kolei umozliwia dokfadne wyznaczanie parametréw kinetycznych (szybkosc¢

transportu, powinowactwo). Dzieki temu, stosujgc niezaleznie dwie rézne techniki pomiaru
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oraz wykorzystujgc luteoline jako modelowy substrat ABCG2, udato sie w niniejszej pracy
okresli¢, ze eksperymentalna stata inhibicji (Ki) dla Kol43, kanonicznego inhibitora tego
transportera, wynosi okoto 280 nM. Jest to zgodne z doniesieniami innych badaczy (Kita i in.,
2021) i potwierdza koncepcje wykorzystania luteoliny jako substratu modelowego do tego typu
badan. Przeprowadzone w niniejszej pracy poréwnanie aktywnosci substratowej biatka
ABCG2 dla kempferolu i luteoliny wykazato, ze kempferol, stosowany w przesziosci przez
innych badaczy jako modelowy substrat ABCG2 (Aniin., 2011), jest relatywnie mato wydajnie
transportowany (niskie Vmax) i wigze sie do transportera z wysokim powinowactwem, co
uniemozliwia zastosowanie go jako modelowego substratu przy badaniu inhibicji transportu
prowadzonego przez ABCG2. Luteolina nadaje sie natomiast do tego celu bardzo dobrze.
Wiadomo réwniez, ze jest ona substratem do transportu takze dla innych biatek btonowych.
Zastosowanie derywatyzacji z DPBA umozliwito wykazanie, ze ten flawonoid jest
transportowany przez biatko ABCBH1, i praktyczne oznaczenie zmian w aktywnosci ABCB1 w
modelu komdérek traktowanych farmakologicznie (Sadowska-Bartosz i in., 2016). Ciekawostkg
dodatkowo zachecajgcg do stosowania tego konkretnego zwigzku moze by¢ fakt, Zze luteolina
zostata po raz pierwszy zsyntetyzowana chemicznie przez polskiego chemika Stanistawa

Kostaneckiego (v. Kostanecki i in., 1900).

W wyniku doswiadczen opisanych w niniejszej pracy wytypowano réwniez sporg ilos¢ innych
flawonoidow, ktére tworzg jasne fluorescencyjne pochodne i w zwigzku z tym mogag takze sta¢
sie  modelowymi substratami do badania biatkka ABCG2 (nalezy tu wymienié
hydroksygenkwanine i orobol), a potencjalnie réwniez innych transporteréow ABC i ogdlnie
zwierzecych transporterow btonowych. Istniejg badania wskazujgce, ze flawonoidy sg réwniez
transportowane przez inne transportery btonowe. Wykazano na przykiad, ze niektére
flawonoidy sg w stanie hamowac¢ naptyw dichlorofluoresceiny do komoérek, za ktory
odpowiedzialny jest transporter OATP1B1, co posrednio sugeruje, ze flawonoidy sg
importowane do komoérek przez ten transporter (Xiang i in., 2020). Wykorzystujac opracowang
w niniejszej pracy metodologie mozna bytoby wykazac istnienie tego transportu w sposéb
bezposredni. Innym przyktadem waznego z praktycznego punktu widzenia wyniku
osiggnietego w tej pracy jest identyfikacja naturalnych flawonoidéw, ktére w ogodle nie sg
substratami dla transportu przez ABCG2, np. ikarytyna i izotymonina. Podobne doswiadczenia
z tatwoscig mozna bedzie réwniez przeprowadzi¢ dla innych waznych z farmakokinetycznego
punktu widzenia transporterow flawonoidéw, dajgc racjonalne podstawy teoretycznej predykcji

bioaktywnosci konkretnych zwigzkéw w ludzkim organizmie.

Jak zaprezentowano w niniejszej pracy, w petni ilosciowe pomiary fluorescencji pochodnej
flawonoid+DPBA mozna prowadzi¢ wykorzystujgc roznorodng aparature. Nadaje sie do tego

zarowno spektrofluorymetr (pomiary w lizatach komérkowych), czytnik ptytek wielodotkowych
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(pomiary w matej objetosci cieczy lub w monowarstwie komorek), jak i obrazowanie
mikroskopowe (mikroskopia fluorescencyjna lub konfokalna). Cho¢ w niniejszej pracy tego nie
sprawdzono, z uwagi na wiasciwosci produktéw derywatyzacji oczywiste jest, ze z
powodzeniem mozna by do analizy transportu flawonoidéw tg metodg zastosowa¢ pomiary
przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Taka uniwersalnos¢ praktyczna metody jest bardzo
istotna z punktu widzenia szerokiego jej wdrozenia przez grupy badawcze dysponujgce
aparaturg o roznym stopniu zaawansowania. Metoda fluorescencyjnej derywatyzacji
flawonoidow za pomocg DPBA pozwala na znaczne poszerzenie arsenatu technik
eksperymentalnych dostepnych badaczom biatka ABCG2. Jak zademonstrowano w niniejsze;j
pracy, umozliwia ona nie tylko doktadniejsze zbadanie specyficznosci substratowej biatka czy
poszukiwanie nowych inhibitoréw, ale moze tez by¢ z powodzeniem zastosowana do badania
parametrow kinetycznych enzymu. Wymienione zalety opracowanej metody sprawiajg, ze jest
ona coraz czesciej stosowana w zespotach badaczy transporterow ABC (Ozvegy-Laczka i in.,
2023).Ze wzgledu na duzy potencjal aplikacyjny tej metody nie tylko dla naukowcéw, ale
réwniez dla firm farmaceutycznych testujgcych oddziatywania pozywienie-lek (rekomendacje
Miedzynarodowego Konsorcjum Transporterowego obejmujg obowigzkowe badanie
zachodzgcych na transporterach oddziatywan pozywienie-lek dla potencjalnych lekéw
(Zamek-Gliszczynski i in., 2018)), wtasnos¢ intelektualng dotyczgcg nowo opracowanej

metody poddano miedzynarodowej ochronie patentowej (Studzian i Putaski, 2018).

Waznym elementem niniejszej pracy jest wieloaspektowe praktyczne wykorzystanie techniki
FLIM do badania wtasnosci biatka ABCG2. Technika FLIM zyskuje coraz wiekszg popularnosc
w biologii, poniewaz umozliwia pomiary nawet niewielkich zmian konformacyjnych badanej
czgsteczki lub zmian zachodzgcych w jej mikrosrodowisku (Loidolt-Krueger, 2023). Pomiary
FLIM czagsteczek wykazujgcych naturalng fluorescencje doprowadzity na przyktad do wielu
cennych odkry¢ dotyczacych proceséw metabolizmu komérkowego (Schaefer i in., 2019;
Stringariiin., 2015). Znanych jest takze wiele egzogennych fluorescencyjnych sond, w oparciu
0 zmiany czasu zycia fluorescencji ktérych mozna monitorowaé niewielkie zmiany
temperatury, lepkosci, pH, czy tez stezenia okreslonych jonéw w uktadach biologicznych
(Ogikubo i in., 2011; Okabe i in., 2012; Suhling i in., 2019). Jednym z podstawowych
zastosowan, jakie umozliwia FLIM, jest czasowo-rozdzielcza dekonwolucja sygnatow
pochodzgcych od kilku fluoroforéw o znaczgco réznym czasie zycia fluorescencji, obecnych w
tym samym materiale biologicznym (Mannam i in., 2022). Taka dekonwolucja umozliwia na
przyktad wyeliminowanie z rejestrowanych obrazéw sygnatu niepozgdanych fluoroforow
(fluorescencja tta), co w przypadku skomplikowanych uktadéw biologicznych moze mie¢ duze
znaczenie (Cubeddu i in., 2002). Czesto pomiary FLIM stosuje sie rowniez, aby lepiej

zrozumie¢ fotochemie danego fluoroforu (Studzian i in., 2019).
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Wysoka czutos¢ pomiardw sprawia réwniez, ze FLIM jest jedng z podstawowych metod
wykorzystywanych do badania zjawiska FRET. Pomiary wydajnosci FRET od wielu lat
stanowig potezne narzedzie do badan w biologii strukturalnej i biologii komaorki (Algar i in.,
2019). Mozna w ten sposob ocenia¢ oddziatywania makroczagsteczka-makroczasteczka (Park
i in., 2015), ligand-receptor (Stockmann i in., 2017), czy tez oddziatywania miedzy zwigzkami
drobnoczgsteczkowymi (Yuan i in., 2013). Jedng z gtéwnych zalet FRET-FLIM jest fakt, ze na
wynik dokonywanych pomiaréw nie wptywa stezenie badanej substancji w uktadzie (poniewaz
czas zycia fluorescencji jest wielkoscig intensywng), co ma kluczowe znaczenie przy
opisywaniu oddziatywan FRET w uktadach zywych, gdzie eksperymentator ma ograniczong
kontrole nad stezeniem kazdej z oddziatujgcych czgsteczek. Zjawisko FRET, ktdrego
wydajnosé silnie zalezy od odlegtosci miedzy oddziatujgcymi partnerami donor/akceptor,
czesto jest badane za pomocg starszych metod klasycznych. W metodzie uwrazliwionej emis;ji
(SE, ang. sensitized emission) ocenia sie zmiany w intensywnos$ci akceptora przy wzbudzeniu
Swiattem o dtugosci fali odpowiadajgce ekscytacji donora, a w metodzie fotowybielenia
akceptora (AP, ang. acceptor photobleaching) ocenia sie wzrost intensywnoéci fluorescenc;ji
donora po zniszczeniu fluoroforu akceptora. Jednak te techniki klasyczne majg wyrazne wady
w porownaniu z FRET-FLIM: wymagajg uzycia skomplikowanych kontroli stezeniowych,
fotowybielanie nieodwracalnie ingeruje w fotochemieg (a przez to potencjalnie w oddziatywania)
akceptora, a kwantyfikacja jest mozliwa tylko w zakresie stezen, w ktéorym zaleznosé
fluorescencji od stezenia jest liniowa, co uniemozliwia zastosowanie tych metod dla
ciemniejszych fluoroforow. Ze wzgledu na te obiektywng przewage nad technikami
klasycznymi narzedzia wykorzystujgce FLIM do badania FRET sg nieodzownym elementem
wspoétczesnych badan z zakresu biologii molekularnej w odniesieniu zaréwno do

endogennych, jak i egzogennych fluoroforow.

Technika FLIM pozwala wycigga¢ wnioski dotyczgce czasu zycia fluoroforu i jego zwigzku z
jego strukturg, ktérych nie da sie osiggngé klasycznymi technikami pomiaréw intensywnosci
fluorescencji. Dzigki zastosowaniu tej techniki pomiaru udato sie lepiej zrozumiec
fotochemiczne wtasciwosci fluoroforu flawonoid+DPBA. Jak pokazano na rycinie 16, w wyniku
reakcji z DPBA powstaje fluorescencyjna pochodna difenyloborinianowa flawonoidu. Struktura
chemiczna tej czasteczki jest bardzo zblizona do struktury rodziny dobrze znanych barwnikow
fluorescencyjnych BODIPY, w ktérych rowniez elementem strukturalnym warunkujgcym
absorpcje i emisje fotonéw jest delokalizacja tadunku miedzy ujemnie natadowanym atom boru
a dodatnio natadowanym atomem azotu (Rybczynski i in., 2021). Co ciekawe, czas zycia
fluorescencji niepodstawionego BODIPY jest bardzo dtugi i wynosi okoto 7 ns, ale jego

strukturalne pochodne z podstawnikami dobranymi w celu zmiany parametréw spektralnych
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wzbudzenia i emisji majg przy okazji krétsze czasy zycia fluorescencji (Schmitt i in., 2009). Na

przyktad zwigzek BODIPY 630/650 ma juz czas zycia rowny okoto 4 ns.

Bardzo zblizony czas zycia fluorescencji wykazujg réwniez pochodne flawonoid+DPBA, dla
ktorych dane uzyskano w toku niniejszej pracy. Zaréwno ikarytyna+DPBA, jak i
kempferol+DPBA, dwie pochodne o niemal identycznych wtasciwosciach spektralnych i
zielono-zéttej emisji fluorescencji, majg czas zycia réwny okoto 4,5 ns, czyli posredni miedzy
bardzo dtugim czasem niepodstawionego BODIPY (ktory wykazuje emisje przesunietg w
kierunku niebieskich dtugosci fali), a krétszym czasem zycia fluorescencji BODIPY 630/650,
ktory charakteryzuje sie emisjg przesunietg w kierunku czerwonych dtugosci fali. Sugeruje to,
ze fotochemiczne wiasciwosci roznych pochodnych flawonoid+DPBA sg analogiczne do tych
obserwowanych w przypadku barwnikéw BODIPY. Czesciowo ttumaczy to rowniez, dlaczego
relatywnie niewielkie modyfikacje struktury czgsteczek flawonoidow sg w stanie dramatycznie
zmieni¢ wiasciwosci spektralne ich pochodnych flawonoid+DPBA. Podobnie jak w przypadku
BODIPY zachowana jest taka sama bazalna struktura fluoroforu, ale konfiguracja otaczajgcych
grup funkcyjnych jest w stanie znaczaco wptynaé na fluorescencje danej pochodnej. Ciekawe
bytoby dalsze zbadanie zaobserwowanych powyzej zaleznosci. Interesujgce bytoby
wykonanie pomiaru czasu zycia fluorescencji pochodnych flawonoid+DPBA, ktére znaczaco
réznig sie wlasciwosciami spektralnymi od pochodnych kempferol+DPBA i ikarytyna+DPBA.
Catkiem prawdopodobnie, mozliwe bytoby zaobserwowanie korelacji miedzy diugosciag fali
maksimum emisji fluorescencji a czasem zycia fluorescencji danej pochodnej. Struktura
elektronowa czasteczki fluoroforu biatka fluoryzujacego jest zwykle znaczgco rézna od
struktury fluoroforu drobnoczgsteczkowego. Dlatego czas zycia fluorescencji biatka
fluoryzujgcego jest zwykle réwniez rézny, a dodatkowo wiadomo, ze w obrebie tej samej klasy
biatek fluoryzujacych czas zycia fluorescencji zalezy od wtasciwosci spektralnych biatka
(Cantyiin., 2018).

Podobnie jak mozna to zaobserwowaé¢ w przypadku pochodnych BODIPY, czas zycia
fluorescencji biatek fluoryzujgcych jest zwykle tym kroétszy, im bardziej czerwong fluorescencije
emituje dane biatko. Nie jest to jednak regutg bez wyjatkéw, poniewaz jak udowadniajg wyniki
uzyskane w niniejszej pracy, biatko mKate2, ktorego maksimum emisji znajduje sie przy
diugosciach fali wyzszych niz maksimum emisji biatka TagRFP (patrz rycina 26),
charakteryzuje sie dtuzszym czasem zycia fluorescencji. Poniewaz czas zycia fluorescenciji
TagGFP2 jest znaczaco rézny od czasu zycia fluorescencji zbadanych pochodnych
flawonoid+DPBA (kempferolu i ikarytyny), mozliwa jest wiarygodna dekonwolucja sygnatow
fluorescencyjnych pochodzacych od tych dwéch typow fluoroforéw, co zademonstrowano w
niniejszej pracy na przyktadzie poréwnania aktywno$ci transportowej biatka ABCG2 wzgledem

kempferolu i ikarytyny. Niemal pewne jest tez, ze w przypadku zastosowania dwdch
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substratow ABCG2 roéznigcych sie od siebie fotochemicznie i przy wykorzystaniu
odpowiedniego algorytmu dekonwolucji (takiego na przyktad jak zademonstrowano tutaj:
(Mannam i in., 2022)) mozliwe byloby réwniez czasowo-rozdzielcze rozréznienie sygnatu

pochodzgcego od kazdego z nich.

Stosujgc pomiary FRET-FLIM, udato sie rowniez udowodnié¢ eksperymentalnie oddziatywanie
biatko-biatko zachodzgce miedzy czgsteczkami ABCG2. W tym celu poczgtkowo
wyznakowano czgsteczki ABCG2 za pomocg zielonego biatka fluoryzujgcego TagGFP2, ktére
petnito w parze FRET role donora. Klasycznym akceptorem stosowanym w parze z tym
biatkiem fluoryzujgcym jest TagRFP (Shcherbo i in., 2009). Poniewaz na eksperymentalnie
zmierzong warto$¢ wydajnosci FRET mogg wptywac takze rézne czynniki niezwigzane z
zakresem naktadania sie widm donora i akceptora (Lam i in., 2012), w parze z TagGFP2

przetestowano eksperymentalnie rowniez inne czerwone biatko fluoryzujgce — mKate2.

Okazato sie, ze zgodnie z analizg teoretycznie wyliczonych wartosci Ro biatko TagRFP jest
duzo wydajniejszym akceptorem FRET w parze z TagGFP2 niz biatko mKate2. Biorgc pod
uwage teoretycznie przewidywane wartosci Ro oraz eksperymentalnie wyznaczone wartosci
wydajnosci FRET w dwoch analogicznych biatkach fuzyjnych (odpowiednio TagGFP2-
TagRFP i TagGFP2-mKate2) obliczono odlegtosci miedzy fluoroforami w obu parach,
uzyskujgc zbiezne wartosci. Nie jest to zaskakujgce, poniewaz pomimo tego, ze biatko
TagGFP2 pochodzi z organizmu (Aequorea macrodactyla) o innej przynaleznosci
systematycznej niz Entacmaea quadricolor, z ktérego uzyskano biatka TagRFP i mKate2, ich
struktury przestrzenne sg do siebie bardzo zblizone (Somermeyer i in., 2022; Subach i in.,
2010). Odlegtos¢ miedzy fluoroforem zlokalizowanym w centralnej czesci struktury biatka a
aminokwasem znajdujgcym sie w tgczniku biatka fuzyjnego wynosi okoto 2,4 nm w przypadku
biatka TagGFP2 oraz 2,2 nm w przypadku biatek TagRFP i mKate2. Wyznaczona
eksperymentalnie odlegtos¢ miedzy fluoroforami (ok. 5,8 nm) bardzo dobrze zgadza sie z
sumg powyzszych wartosci, biorgc dodatkowo pod uwage dtugosc linkera tgczgcego oba
biatka, ktéra powinna wynosi¢ ok. 1 nm. Biatka ABCG2 wyznakowane w tej samej komorce za
pomocg TagGFP2 i za pomocg TagRFP oddziatywaty ze sobg w odlegtosci, ktéra umozliwita
zachodzenie FRET miedzy fluoroforami przytaczonymi do réznych czgsteczek transportera.
Pomiary FLIM-FRET wykazaty, ze czas zycia fluorescencji TagGFP2 byt znaczgco nizszy, niz
wyjsciowy czas zycia fluorescencji TagGFP2, jezeli w komdrkach znajdowaty sie roznie
wyznakowane biatka ABCG2.

Procesy dimeryzacji/oligomeryzacji ABCG2 badaty juz wczes$niej inne grupy badawcze, nie
byta w tych pomiarach jednak wykorzystywana technika FLIM. W historycznie pierwszej pracy,

w ktorej badano wydajnos¢ FRET miedzy czgsteczkami ABCG2, wykorzystano klasyczng pare
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biatek fluoryzujgcych CFP/YFP, a do oszacowania wydajnosci FRET zastosowano metode AP
(Niiin., 2010).. W pracy tej dla biatka o sekwencji referencyjnej podano $rednig wydajnosc
zjawiska FRET okofo 20%, czyli wyzszg niz obserwowana w niniejszej pracy. Obserwacje
opisane w cytowanym artykule prowadzono na komoérkach przejsciowo transfekowanych
mieszaning plazmidoéw niosacych sekwencje donora lub akceptora w fuzji z ABCG2. Wyzsza
warto$¢ obserwowanej wydajnosci FRET moze zatem wynika¢ z niefizjologicznie wysokiej
ekspres;ji biatka ABCG2 w komorkach HEK 293 w przypadku cytowanego artykutu. Moze tez
wynika¢ z zastosowania metody AP, ktéra czesto prowadzi do rozbieznych wynikow FRET dla
tej samej pary donor-akceptor miedzy réznymi laboratoriami ze wzgledu na roznice
aparaturowe (Zal i Gascoigne, 2004). Badajgc proces FRET miedzy oddziatujgcymi
czgsteczkami ABCG2 znalogicznie wyznakowanymi za pomocg CFP i YFP, inna grupa
badawcza wykazata niedawno, ze diterpenoid pochodzenia roslinnego kryptotanszynon
zaburza proces oligomeryzacji ABCG2, co uniemozliwia aktywnosc¢ transportowg biatka, ale
jedynie w komorkach o bardzo wysokiej ekspresji ABCG2 lub w komdrkach zawierajgcych
receptor estrogenowy a (Niiin., 2021). Do badania procesu oligomeryzacji czgsteczek ABCG2
jeszcze inna grupa badawcza zastosowata zjawisko dwuczgsteczkowej komplementacji
fluorescencji (BiFC, ang. bimolecular fluorescence complementation). W metodzie tej biatko
fluoryzujgce (najczesciej pochodna YFP) jest dzielone na dwa fragmenty, ktére osobno nie
wykazuja fluorescenciji, ale gdy dotgczone sg do odpowiednio blisko oddziatujgcych ze sobag
partnerow (w tym wypadku dwéch dimeryzujgcych czgsteczek ABCG2), ulegajg rekonstytucii
w petne, funkcjonalne biatko fluoryzujgce. Autorom udato sie zademonstrowaé sygnat
fluorescencyjny od potgczonego biatka YFP, ale na podstawie tych obserwacji

fenomenologicznych mozna wyciggna¢ jedynie jakosciowe, a nie ilosciowe wnioski.

W ramach niniejszej pracy stosujgc technike FRET-FLIM udato sie nie tylko ponownie
potwierdzi¢ eksperymentalnie, Zze biatko ABCG2 bierze udziat w specyficznych
oddziatywaniach biatko-biatko, ale udato sie wykazaé, Zze sSrednia odlegtos¢ miedzy
oddziatujgcymi czgsteczkami transportera zmienia sie w obecnosci substratu transportowego.
Podobnych eksperymentéw nie wykonywano dotychczas na biatku ABCG2. W odniesieniu do
innych transporteréw ABC np. w przypadku biatka ABCC1 udowodniono, ze wyznakowanie
transportera biatkami fluoryzujgcymi (para GFP/RFP) prowadzi do otrzymania biosensora
FRET, ktory wykazuje rézng wydajnos¢ transferu energii w zaleznosci od zmian
konformacyjnych indukowanych zwigzaniem substratow lub inhibitorow (Osa-Andrews i in.,
2018). Autorzy mogli na tej podstawie oszacowacl site oddziatywania z transporterem
wybranych substratow i inhibitoréw. Wyniki uzyskiwane dla opisanego powyzej biosensora
byty analizowane jedynie na podstawie wzglednych intensywnosci fluorescencji (obnizenie

intensywnosci fluorescencji donora), wobec czego obarczone byly na pewno biedem
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wynikajagcym z nieréwnej ilosci donora fluoryzujgcego w réznych komérkach. Tego bfedu
mozna byloby uniknaé, stosujgc metode pomiaru FRET-FLIM zastosowang tutaj. Doktadne
pomiary wykonane tg technikg pozwolity nawet na zaobserwowanie niewielkiego obnizenia
czasu zycia fluorescencji donora w komoérkach, ktére zawieraly razem biatko
TagGFP2-ABCG?2 i biatko PM-TagRFP. Ten marginalny FRET zachodzacy miedzy biatkami
mozna zapewne wytlumaczy¢ przypadkowymi oddzialywaniami pomiedzy donorem i
akceptorem obecnymi w tych samych fragmentach btony plazmatycznej komoérek o
ograniczonej powierzchni (tratwy lipidowe), w ten sposéb niezaleznie potwierdzajgc teze o
wystepowaniu ABCG2 w tej lokalizacji subkomorkowej (Szilagyi i in., 2019). Moze to
ewentualnie by¢ czesciowo wyjasnione ogolnym ,zattoczeniem” w btonie plazmatyczne;j
komoérek zawierajgcych dwa nadeksprymowane biatka fuzyjne. Podobny efekt jest
obserwowany w przypadku innych biatek (Boersma i in., 2015). Dodatkowe obnizenie czasu
zycia fluorescencji donora w oligomerze biatka TagGFP2-ABCG2/TagRFP-ABCG2
zaobserwowano w wyniku dodania do komadrek kwercetyny, ktéra jest dobrym substratem tego
transportera. Zaktadajgc, ze zmierzone roznice wynikajg ze zmian konformacyjnych w
strukturze biatka pod wplywem aktywnosci katalitycznej, ustalono, ze rdéznica miedzy
odlegtoscig w konformacji spoczynkowej (w nieobecnosci substratu) a odlegtoscia w
konformacji aktywnej (w obecnosci substratu) wynosi srednio 0,6 nm. Odlegtos¢ ta bardzo
dobrze zgadza sie z réznicg w odlegtosciach miedzy skrajnymi fragmentami dwéch domen
TMD w dimerze biatka ABCG2 odpowiednio w konformaciji otwartej do wnetrza (Orlando i Liao,
2020) i konformacji otwartej na zewnatrz (Manolaridis i in., 2018). Sugeruje to, ze faktycznie
stymulacja aktywnosci transportowej biatka ABCG2 spowodowana obecnoscig kwercetyny

przestawia wiekszo$¢ oligomerdw transportera z pozycji spoczynkowej do pozycji aktywnej.

W niniejszej pracy zjawisko FRET-FLIM zostato rowniez uzyte do pomiarow oddziatywan
substrat-enzym. Tego typu pomiaréw nie stosowano do tej pory do badania oddziatywan
fluorescencyjnych substratoéw z biatkami ABC. Koncepcja wykorzystania pomiaréw FRET byta
natomiast stosowana do innych rodzajow enzymow (Nguyen i in., 2014). Drobnoczgsteczkowy
ligand jest wtedy zwykle dodatkowo znakowany fluorescencyjnie odpowiednim fluoroforem,
ktory stanowi akceptor w parze FRET z enzymem, ktory jest wyznakowany odpowiednim
donorem. W niniejszej pracy wykorzystano naturalng fluorescencje mitoksantronu, ktéry moze
by¢ akceptorem FRET w parze z biatkiem TagGFP2, a dodatkowo jest modelowym substratem
ABCG2. Biatko ABCC2 zostato uzyte dla poréwnania, jako potencjalnie wykazujgce odmienne
parametry wigzania i transportu tego substratu. Co ciekawe, pomiary FLIM udowodnity, ze
mitoksantron wigzat sie do obu biatek w podobnej odlegtosci od biatkowego znacznika
fluorescencyjnego, co doprowadzito do wniosku, Zze w przypadku obu transporterow

mitoksantron oddziatuje z kieszenig wigzgcag substrat, ktdra znajduje sie w podobnej odlegtosci
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od dotgczonego donora (TagGFP2). Wiadomo, ze dla wiekszosci ludzkich biatek ABC
odlegto$¢ miedzy miejscem wigzania substratu a domeng NBD, do ktérej w naszym przypadku
przytaczony jest TagGFP2, jest podobna (Szdll6si i in., 2018). Biatka ABC znane s3 z bardzo
szerokiej specyficznosci substratowej, dlatego nie dziwi, ze mitoksantron, ktéry jest
modelowym substratem ABCG2, wigze sie rowniez do biatka ABCC2. W literaturze nie ma
dobrze opisanych bezposrednich dowodéw na to, ze ABCC2 jest transporterem
mitoksantronu. Wiadomo jednak, ze komorki, w ktdrych nadekspresji ulega ten transporter, sg
bardziej oporne na ten lek, cho¢ informacja ta pojawia sie w tekscie artykutu przegladowego

jedynie jako ,wyniki niepublikowane” (Borst i in., 2000).

Poniewaz biatko ABCC2 jest od poczatku historii badan nad nim jednoznacznie kojarzone z
opornoscig na typowe antracykliny (doksorubicyna i daunorubicyna), autorom wydawato sie
zapewne, ze wyniki dla kolejnej antracykliny w peinym ksztatcie sg nieciekawe lub mato
znaczgce i nie zastugujg na opublikowanie. Takie zachowanie uniemozliwia jednak ocene
wiarygodnosci oryginalnych wynikéw tych doswiadczeh przez innych badaczy. Mozna niestety
domniemywac, ze w wielu podobnych sytuacjach wyniki uznawane przez srodowisko naukowe
za ,nieciekawe” ulegajg zagubieniu w danych niepublikowanych lub w doniesieniach
konferencyjnych, utrudniajgc rzetelng dyskusje wlasnych wynikéw kolejnym badaczom. Wyniki
uzyskane w niniejszej pracy potwierdzity, ze biatko ABCC2 zgodnie z oczekiwaniem jest
rowniez transporterem mitoksantronu. Jak wynika z analizy uzyskanych wynikow,
powinowactwo mitoksantronu do ABCG2 jest nizsze niz do ABCC2. Prawdopodobnie ABCC2
ma przy tym zdecydowanie nizszg szybkos¢ graniczng transportu (na co moze wskazywac
wykazany w niniejszej pracy fakt, ze wiekszos¢ czgsteczek ABCC2 wydaje sie by¢ niezdolnych
do wigzania mitoksantronu), a zatem z punktu widzenia przeptywu czgsteczek jest relatywnie
mniej znaczgcym farmakokinetycznie transporterem tego leku. Potwierdza to przewazajgce w
literaturze watpliwosci co do faktycznego znaczenia ekspresji ABCC2 w klinicznym zjawisku

opornosci wielolekowej nowotworéw in vivo (Xiao i in., 2021).

Analogiczne pomiary FRET-FLIM wykonane dla ré6znych wariantéw biatka ABCG2 czesciowo
potwierdzity, a czeSciowo uzupetnity wiedze na temat kluczowego wptywu argininy w pozycji
482 tego biatka na jego specyficzno$¢ substratowg (Ozvegy-Laczka i in., 2005).
Doswiadczenia wykonywane uprzednio na opisywanych wariantach biatka ABCG2
pokazywaly jedynie, ze w porownaniu z wariantem biatka o sekwencji referencyjnej
(WtABCG2) biatko niosgce mutacje R482G wydajniej transportuje antracykliny, w tym rowniez
mitoksantron. Pomiary FRET-FLIM wykonane w niniejszej pracy sugerujg, ze przyspieszenie
transportu wynika ze skrécenia czasu, przez jaki mitoksantron oddziatuje z miejscem wigzania
substratu. W przeciwiehstwie do tego biatko, ktére ma mutacje R482K i ktére nie jest w stanie

transportowa¢ mitoksantronu, nadal jest w stanie wydajnie wigzac¢ ten lek w miejscu aktywnym,

198



a mierzone oddziatywania wydajg sie silniejsze, poniewaz mitoksantron, nie ulegajgc
transportowi, spedza wiecej czasu w stanie zwigzanym. Wyniki te sg zbiezne z rolg argininy w
pozycji 482 w procesie transportu, ktérg opisujg inni badacze na podstawie struktur

uzyskanych metodg cryo-EM (Yu i in., 2021).

Biatka opornosci wielolekowej sg bardzo istotne zaréwno dla fizjologicznej homeostazy
komorek i catego organizmu, jak i w patofizjologii klinicznej (zwltaszcza w przypadku
chemoterapii nowotworéw). Mozna domniemaé, ze zaréwno biogeneza, jak i lokalizacja
wewnatrzkomérkowa transporterow opornosci wielolekowej (w tym ABCG2) sg $Scisle
regulowane ze wzgledu na kluczowe funkcje detoksyfikacyjne, jakie te biatka petnig. Niestety
w przypadku biatka ABCG2 mechanizmy regulujgce lokalizacje subkomérkowg nie zostaty na
razie szczego6towo zbadane. Podazajgc tropem opisanego, lecz niedostatecznie wyjasnionego
mechanistycznie zjawiska obnizania ekspresji biatka ABCG2 przez niektére substancje
(nazwane przez odkrywcéw inhibitorami dynamicznymi) (Peng i in., 2010), w niniejszej pracy
udato sie odkry¢ i scharakteryzowac¢ nowe interesujgce zjawisko: stymulowang wigzaniem
przeciwciata endocytoze Iludzkiego biatka opornosci wielolekowej ABCG2, ktoérg
scharakteryzowano nastepnie poprzez staranne zastosowanie innowacyjnych ilosciowych
technik obrazowania, opartych o mikroskopie konfokalng. Uzyskane wyniki zostaty czesciowo
opisane i przedyskutowane w publikacji z naszej grupy badawczej (Studzian i in., 2015),
jednak od czasu ich publikacji pojawito sie znacznie wiecej informacji o strukturze biatka
ABCG2, warto zatem zwrdci¢ tutaj rowniez uwage na kilka dodatkowych probleméw. Dokfadne
badanie tego zjawiska jest szczegdlnie interesujgce w dwoch aspektach: fizjologicznej funkcji
tego potencjalnego naturalnego mechanizmu regulacji aktywnosci biatek z rodziny ABC
poprzez modulacje ich ekspresji we wtasciwym miejscu aktywnosci — btonie plazmatycznej, a
takze potencjalnego zastosowania praktycznego tego procesu do celowanego dostarczania
lekow do wnetrza komérek, w ktorych biatka opornosci wielolekowej podlegajg nadekspresji w

btonie komorkowej, np. komérek nowotworowych.

Wewnatrzkomorkowy transport (ang. cellular trafficking) biatek blfonowych mozna rozdzieli¢ na
dwa oddzielne etapy, ktére czasem wykorzystujg jednak powigzane ze sobg mechanizmy:
transport biatka po translacji do ER i dalej do btony plazmatycznej (czyli biogeneza), w
komorkach spolaryzowanych czesto powigzane z sortowaniem czgsteczek biatka do
apikalnych lub bazo-lateralnych domen bton plazmatycznych, oraz transport dojrzatego,
funkcjonalnego biatka w przeciwnym kierunku, z bton plazmatycznych do struktur
wewnatrzkomorkowych, z réznorakim dalszym losem jego czgsteczek (czyli recykling
/degradacja biatka). W przypadku biatka ABCG2 juz sam proces translacji, fatdowania oraz
nabywania odpowiednich modyfikacji potranslacyjnych (glikozylacja, utworzenie mostkéw

disiarczkowych) jest bardzo ztozony i podatny na zaburzenia. Znanych jest wiele
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polimorfizmow, ktére uniemozliwiajg wtasciwg ekspresje biatka juz na tym etapie (Zambd i in.,
2020). Zle sfaldowane lub nieodpowiednio zmodyfikowane biatko jest kierowane do degradacji
proteasomalnej (Sugiyama i in., 2011). Jednym z najlepiej przebadanych pod tym katem
wariantéw jest biatko ABCG2 z mutacjg Q141K, ktéra stanowi jeden z najczesciej
wystepujacych w populacji polimorfizméw genetycznych zmieniajgcych sekwencje
aminokwasowg (Imai i in., 2002). W przypadku tego wariantu biatka wykazano miedzy innymi,
ze gdy maksymalna wydajnos¢ proteasomu zostanie osiggnieta, zle sfatdowane biatko ulega
agregacji w specjalnej strukturze zwanej agresomem (ang. aggresome) otoczonej klatkg z
wimentyny. Nastepnie Zle sfaldowane biatko jest degradowane na drodze autofagii (Basseville
i in., 2012). Biatko o prawidtowej strukturze trzeciorzedowej jest nastepnie transportowane na
drodze ER —aparat Golgiego — pecherzyki sieci trans-Golgi (TGN, ang. trans-Golgi
network) — btona plazmatyczna. W przypadku biatka ABCG2 mechanizmy biorgce udziat w
tym procesie nie byly szczegdélowo badane. Na przyktadzie innych biatek ABC (ABCAT1,
ABCCY7) wiadomo jednak, ze biatka podrézujg miedzy ER a aparatem Golgiego w specjalnych
pecherzykach zawierajgcych kompleks COPII (Tanaka i in., 2008; Wang i in., 2004). Nastepnie
w trakcie transportu w obrebie aparatu Golgiego biatko ABCG2 ulega koncowej glikozylaciji.
Na kazdym z etapdw istniejg mechanizmy regulujgce, ktore w przypadku wykrycia
niewtasciwej struktury biatka kierujg je z powrotem do ER, a stamtad do degradacji w

proteasomie (Basseville i in., 2012).

Réwnie wazne jak procesy transportu z ER do btony plazmatycznej sg procesy transportu
dojrzatego biatka w przeciwnym kierunku. Doswiadczenia, w ktérych blokowano synteze
nowych biatek za pomocg cykloheksimidu, wykazaty, ze ilos¢ biatka ABCG2 w komodrkach
spada do potowy po okoto 54 godzinach od syntezy (Mo i Zhang, 2011). Nie wiadomo jednak,
w jaki sposdb i pod wplywem jakich czynnikdw regulatorowych biatko ulega endocytozie i
degradaciji. Dla innych transporteréw ABC réwniez nie ma dobrze udokumentowanych badan
wyjasniajgcych te procesy. Wiadomo jednak, ze poziom ekspresji blonowej transporterow jest
Scisle i w rézny sposob regulowany w zaleznosci od stopnia polaryzacji komorek oraz rol, jakie
komoérki petnig w konkretnych tkankach i narzgdach. Ogodlnie znana regufa dla biatek
btonowych gtosi, ze lokalizacja w btonach plazmatycznych komorek jest uzalezniona od
oddziatywanh kotwiczgcych z biatkami regulatorowymi, a wazng role odgrywajg przy tym

modyfikacje potranslacyjne, takie jak fosforylacja czy ubikwitynacja (Ben Saad i in., 2021).

Dla wielu transporterow ABC udowodniono, ze aktywno$¢ okreslonych kinaz jest kluczowa w
procesie regulacji lokalizacji subkomérkowej. Jedng z takich kinaz jest kinaza Pim-1. W
przypadku biatka ABCB1 obnizenie poziomu tej kinazy powoduje, ze transporter ma nizszg
ekspresje w btonach plazmatycznych i szybciej jest kierowany do degradacji (Xie i in., 2010).

Podobny efekt zaobserwowano dla biatka ABCG2 (Natarajan i in., 2013). Sugeruje to, ze

200



fosforylacja przez Pim-1 jest czynnikiem stabilizujgcym transportery w btonie plazmatycznej.
Inng kinazg, ktéra rowniez moze by¢ zaangazowana w regulacje lokalizacji biatka ABCG2
poprzez utrzymywanie go w btonach plazmatycznych, jest Akt (Aust i in., 2004; Bleau i in.,
2009; Takada i in., 2005). W przypadku biatka ABCB4 zidentyfikowano oddziatujgce z nim
biatko regulatorowe RACK1, ktére jest aktywatorem kinazy PKC. Kinaza ta moze fosforylowac
rézne biatka btonowe i stabilizowa¢ ich lokalizacje w bonach plazmatycznych (Adams i in.,
2011). Zademonstrowano rowniez, ze usuniecie z komorek biatka RACK1 zmienia lokalizacje
subkomorkowg biatka ABCB4 na wewnatrzkomérkowg (lkebuchi i in., 2009). Znanymi
regulatorami lokalizacji subkomorkowej biatek ABC sg takze biatka regulatorowe zawierajgce
motyw PDZ. Wykazano na przyktad, ze zawierajgce ten motyw biatko EBPS50 jest
odpowiedzialne za utrzymywanie w btonach plazmatycznych biatek ABCC2 i ABCB4 (Li i in.,
2010; Venot i in., 2016). Innym biatkiem z tym motywem, ktore takze zwieksza stabilnos¢
ABCC2 w btonach plazmatycznych, jest biatko PDZK1 (Emi i in., 2011). Waznymi biatkami
regulujgcymi wewnatrzkomorkowy transport biatek ABC miedzy btong plazmatyczng a
wewnatrzkomérkowymi kompartymentami endosomalnymi sg mate GTPazy. Regulujg one z
pewnoscig procesy endocytozy oraz recyrkulacji transporterow ABC w obrebie réznych
struktur btonowych (Kroll i in., 2021). Biatko ABCB11 jest na przykfad utrzymywane w
komérkach w wewnatrzkoméorkowych pecherzykach endosomalnych, ktérych skfad i
lokalizacja jest determinowana obecnoscig biatka Rab11 (Lapierre i in., 2001). Biatka obecne
w pecherzykach dzieki oddziatywaniom biatka Rab11 z jego ligandami oraz transportowi
pecherzykow zaleznemu od miozyny VB sg utrzymywane w statym obiegu miedzy
kompartymentami wewnatrzkomaérkowymi a btong plazmatyczng (Wakabayashi i in., 2004). W
przypadku biatka ABCG2 wykazano, ze jest ono transportowane w endosomach zawierajgce
biatko Rab5a oraz biatko Rab22 (Yousaf i Ali, 2020). Obserwacje te sg zbiezne z poczynionymi
W niniejszej rozprawie, gdzie zademonstrowano, ze w trakcie wymuszonej przez zwigzanie
przeciwciata 5D3 endocytozy biatko ABCG2 podrézuje w gitgh komorek w pecherzykach
zawierajgcych biatko Rab5. Mimo tych izolowanych danych, dostepnych w literaturze,
dotychczas dla biatka ABCG2 nie bylo mozliwe opisanie spdjnego, jednolitego systemu
regulacji lokalizacji subkomérkowej. Mozliwe zatem, ze mamy do czynienia z szeregiem
niezwigzanych ze sobg efektéw. Na przyktad drobnoczgsteczkowe inhibitory dynamiczne z
rodziny PZ wigzg sie do biatka ABCG2 i stymulujg szybki proces endocytozy, ktérego efektem
jest niemal catkowita lizosomalna degradacja biatka (Peng i in., 2009, 2010). Autorzy tych
doniesien nie wykluczajg, ze te zwigzki mogg takze wptywacé bezposrednio na dojrzewajgce w
ER ABCG?2 i kierowac je od razu do degradacji. W niniejszej pracy wykazano, ze stymulowany
zwigzaniem przeciwciata 5D3 proces endocytozy rozpoczyna sie bezposrednio w btonie
plazmatycznej (poniewaz przeciwciato w zywych komérkach wigze sie jedynie od zewnatrz

btony plazmatycznej), a ponadto tylko czesciowo prowadzi do degradacji lizosomalne;j.
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Pozostata czes¢ zakumulowanego wewngtrzkomérkowo transportera moze ostatecznie
ulegac recyrkulacji do btony plazmatycznej. Mozna stgd wnioskowagé, ze proces obserwowany
po zwigzaniu przeciwciata 5D3 przebiega wielotorowo, podczas gdy po traktowaniu zwigzkami
PZ ABCG2 jest kierowane jedynie do lizosoméw, prawdopodobnie na drodze konkretnego
typu procesu internalizacji. Te przypuszczenia mogg potwierdza¢ inne wyniki uzyskane w
niniejszej pracy. Szczegdtowa ilosciowa analiza inhibicji farmakologicznej réznych
komorkowych efektorow endocytozy ujawnita, Zze obserwowany proces internalizacji
przeciwciata 5D3-ABCG2 przebiega na kilku réznych drogach, choé¢ wszystkie te procesy sg
zalezne od dynaminy. Mozna wydzieli¢ sktadowe endocytozy: zalezng i niezalezng od klatryny.
Kazdy z tych szlakéw jest odpowiedzialny za mniej wiecej podobng frakcje internalizowanego
ABCG2. Endocytoza zalezna od klatryny zwykle prowadzi do degradacji lizosomalnej (Zhang
iin., 2016). W przypadku endocytozy biatka ABCG2 stymulowanej zwigzaniem 5D3 tylko okoto
30% biatka jest degradowane, co sugeruje, ze pewna frakcja biatka transportowanego do
wnetrza komoérek na tej drodze unika degradacji w lizosomach i jest sortowana do innego typu
pecherzykéow endosomalnych. W literaturze mozna rowniez znalez¢ informacje na temat
innych czynnikow obnizajgcych ekspresje ABCG2 w btonach plazmatycznych. Inkubacja
komérek z kofeing oraz kilkoma innymi ksantynami réwniez skutkuje zintensyfikowang
degradacjg lizosomalng biatka (Ding i in., 2012). Jednak w przeciwienstwie do doswiadczen z
inhibitorami PZ i do wynikéw uzyskanych w niniejszej pracy brak jest w tym przypadku
dowodow na to, ze ksantyny oddziatujg z ABCG2 bezposrednio. Nieznany jest réwniez
mechanizm, na drodze ktérego umiarkowany stres oksydacyjny odpowiada za obnizanie
ekspresji ABCG2 w btonach plazmatycznych (Erdei i in., 2013). Co ciekawe, biatko ABCG2
réwniez w tym przypadku byto czesciowo kierowane do degradacji, a czesciowo akumulowato
sie w kompartymentach wewnagtrzkomorkowych, skad mogto ulegaé recyrkulacji do bton
plazmatycznych. Pomimo tego, ze autorzy uznali opisany efekt za niespecyficzny, poniewaz
obserwowali go rowniez dla innych biatek btonowych, wydaje sie on mie¢ analogiczny przebieg
i skutki, jak opisana w tej pracy endocytoza biatka ABCG2 po zwigzaniu przeciwciata 5D3.
Catkiem prawdopodobne jest wiec, ze oba te zjawiska majg podobny przebieg i sg

odpowiedzig na podobne zmiany strukturalne w biatku ABCG2.

U podstaw wiekszosci probleméw z badaniem zmian lokalizacji subkomorkowej biatka
ABCG2, ale takze wszystkich innych biatek ABC i ogdlnie biatek btonowych, lezy
niedoskonato§¢ metod badawczych. Przebieg procesu endocytozy bada sie najczesciej,
stosujgc zestaw nie zawsze specyficznych inhibitoréw farmakologicznych (lvanov, 2008).
Duzym wyzwaniem jest r6znorodnosc istniejgcych drég endocytozy, na ktore wptyw majg nie
tylko wielkosc i struktura internalizowanej czgsteczki, jej lokalizacja w obrebie mikro-domen

btony plazmatycznej, czy zestaw oddziatujgcych biatek efektorowych, ale rowniez maszyneria
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biatkowa charakterystyczna dla danego typu komérek (Rennick i in., 2021). Wszystko to
sprawia, ze wiarygodne opisanie proceséw endocytozy odpowiedzialnych za dane zjawisko
jest niezwykle trudne. Dodatkowym problemem przy stosowaniu technik egzogennej modulacji
przebiegu endocytozy, np. farmakologicznych inhibitorow jej konkretnych szlakéw, jest
subiektywny charakter metod oceny efektéw tej modulacji. Nadal dominujgcym sposobem
okreslania efektéw inhibicji jest czysto jakosciowa, subiektywna analiza obrazow
mikroskopowych (Belda-Palazén i Rodriguez, 2022). Przy zatozeniu, ze badane zjawisko ma
jednoznaczny i dobrze okreslony przebieg, pozwala czasem oczywiscie na wyciggniecie
wiarygodnych wnioskéw. Endocytoza jest jednak zwykle ztozeniem wielu proceséw, ktore z
jednej strony sg odrebne i roznig sie mechanizmem i zaangazowanymi sktadnikami komorki,
ale z drugiej strony czesciowo na siebie wptywajg (Thottacherry i in., 2019). Aby przynajmniej
czesciowo zaradzi¢ opisywanym problemom, w niniejszej pracy opracowano nowg technike
wiarygodnego ilosciowego badania przebiegu internalizacji biatek btonowych. Poniewaz
metoda ta opiera sie na obrazowaniu mikroskopowym, umozliwia zarazem wyciggniecie
wnioskéw jakosciowych (na analizowanych obrazach mozna subiektywnie ocenic
wewnatrzkomoérkowe rozmieszczenie sygnatu) i ilosciowych, nadajgcych sie do obiektywnej
analizy przez wnioskowanie statystyczne. Wygaszanie zewngtrzkomoérkowej fluorescenciji
fluoroforow za pomocg btekitu trypanu byto juz wczesniej stosowane do ilosciowej oceny
endocytozy (Avelar-Freitas i in., 2014). Do tej pory jednak komoérki analizowano w takim
przypadku technikg cytometrii przeptywowej, co z jednej strony uniemozliwia wyciggniecie
wnioskow jakosciowych, a z drugiej strony znaczgco zwieksza ryzyko artefaktow
metodycznych (np. wybidrczego przenikania btekitu trypanu do subpopulacji uszkodzonych
komorek), poniewaz brak jest mozliwosci kontrolowania stanu btony komérkowej i wizualizacji
rozmieszczenia sygnatu fluorescencyjnego w obrebie komorki. Klasyczng metodg iloSciowe;j
oceny procesow internalizacji jest biotynylacja biatek btonowych (Tham i Moukhles, 2017).
Najczeséciej po kowalencyjnym wyznakowaniu za pomocg biotyny czgsteczek biatkowych
eksponowanych na powierzchni komoérek uruchamia sie badany proces endocytozy, po czym
utrwalone i permeabilizowane komérki sonduje sie za pomocg odpowiednio znakowanej
streptawidyny (Bitsikas i in., 2014). O ile ta metoda pozwala na wyciggniecie wnioskow
jakosciowych i ilosciowych przy zastosowaniu odpowiednich technik obrazowania, to jest ona
bardziej czasochtonna i pracochtonna niz metoda opracowana w ramach niniejszej pracy.
Pozostawia tez watpliwosci dotyczgce specyficznosci sygnatu wykrywanego w utrwalonych i
permeabilizowanych komérkach, a dlugotrwaty i zalezny od struktury pierwszorzedowej
charakter biotynylacji zewnatrzkomdrkowych fragmentéw biatek uniemozliwia badanie

przebiegu szybkich procesow internalizacji w czasie.

203



W wyniku przeprowadzonych w tej pracy badan udato sie wyjasnic, ze pod wplywem wigzania
przeciwciata skierowanego przeciwko zewnatrzkomoérkowemu epitopowi ABCG2 nastepuje
szybka internalizacja przewazajgcej czesci powstajgcych komplekséw biatko-przeciwciato.
Nalezy pamieta¢, ze przeciwciato 5D3 jest specyficzne konformacyjnie, wigzac sie tylko do
tych czgsteczek (dimeréw) ABCG2, ktére w danym momencie przybierajg odpowiednig
(otwartg do wnetrza) forme strukturalng, zatem czes$¢ czasteczek ABCG2 obecnych w btonie
plazmatycznej nie moze ulega¢ temu procesowi. Endocytoza ABCG2 ma mechanizm
mieszany, czesciowo zaleznym od klatryny, a czesciowo od cholesterolu. Internalizowany
kompleks trafia do systemu endosomalnego i stamtgd moze czesciowo ulegaé sortowaniu do
lizosoméw i trawieniu (przy czym sortowaniu i trawieniu ulega caty kompleks przeciwciato-
transporter, co sugeruje, ze rozpoznawanie zablokowanej konformacji ABCG2 ma znaczenie
nie tylko dla inicjalizacji procesu internalizacji, ale réwniez dla decyzji o jego dalszym losie), a
czesciowo zatrzymaniu w kompartymencie endosomalnym i recyrkulacji z powrotem do btony
plazmatycznej. Nie w petni udato sie wyjasnic, co w przypadku wigzania przeciwciata 5D3 jest
bodzcem molekularnym odpowiedzialnym za internalizacje. Najbardziej prawdopodobny
wydaje sie mechanizm, w ktérym sygnatem do rozpoczecia internalizacji ABCG2 nie sg zmiany
konformacyjne pojawiajace sie w odpowiedzi na zwigzanie przeciwciata, lecz przesuniecie
réwnowagi miedzy réznymi typami konformacji naturalnie wystepujgcymi w cyklu aktywnosci
(zbyt dtugie utrzymywanie biatka w jednej konformacji, ktéra normalnie nie jest stabilna). Na
podstawie szeregu badan wiadomo, ze przeciwciato 5D3 wigze sie tylko do biatka ABCG2 o
wiasciwej strukturze czwartorzedowej (funkcjonalny dimer dwéch czgsteczek biatka) i tylko w
Scisle okreslonej fazie cyklu transportu (konformacja otwarta do wnetrza), przez co
przeciwciato to jest klasycznym inhibitorem akompetycyjnym — zwieksza powinowactwo
substratow do enzymu, a jednoczes$nie zmniejsza szybkos¢ graniczng (Ozvegy-Laczka i in.,
2008; Ozvegy-Laczka i in., 2005). Dzieje sie tak, poniewaz po pierwsze opsonizacja
uniemozliwia dalsze zmiany konformacyjne niezbedne w procesie transportu, a po drugie
zablokowana konformacja umozliwia maksymalny, najmniej ograniczony dostep substratu do
miejsca inicjalnego wigzania sie z transporterem (kieszeni pierwszej, patrz podrozdziat 1.3.3.).
Te dwie wiasciwosci sprawity, ze przeciwcialo 5D3 jest stosowane do testowania
oddziatywania substratow i inhibitorow z ABCG2 (Telbisz i in., 2012). Kazdy zwigzek o
powinowactwie do kieszeni pierwszej enzymu po zwigzaniu sprawia, ze stabilizuje sie na
pewien czas (do momentu zajscia procesu transportu) konformacja otwartg do wnetrza, co w
konsekwenciji utatwia wigzanie przeciwciata 5D3 (zwieksza frakcje czgsteczek dostepnych dla
tego wigzania). Na podstawie poréwnania wigzania sie przeciwciata 5D3 do biatka ABCG2 w
obecnosci i nieobecnosci testowanych zwigzkéw mozna ocenié, czy (i jak stabilnie) dana
substancja oddziatuje z miejscem aktywnym ABCG2. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy

wskazujg, ze aby wiarygodnie stosowac przeciwciato 5D3 do ilosciowej oceny ekspresji biatka
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ABCG2 (do czego nadal jest stosowane najpowszechniej), nalezy bada¢ komérki uprzednio
utrwalone Ilub wigzanie prowadzi¢ w 4°C, szczegdlnie jesli intensywnos¢ sygnatu
fluorescencyjnego ocenia sie technikg cytometrii przeptywowej, gdzie niemozliwe jest
odroznienie  sygnatu pochodzgcego z btony  plazmatycznej od sygnatu
wewnatrzkomoérkowego. Réwniez w przypadku zastosowania 5D3 do testéw funkcjonalnych,
ktére musza by¢ prowadzone przyzyciowo w temperaturze optymalnej dla aktywnosci biatka,
konieczne jest wziecie pod uwage progresywnego procesu internalizacji i ograniczenie czasu
ekspozycji na przeciwciato dla unikniecia artefaktéw zwigzanych z rézng dostepnoscig

czgsteczek zinternalizowanych i obecnych na powierzchni komorki.

Transportery opornosci wielolekowej byly badane jako potencjalne tarcze dla lekéw od
samego poczagtku ich poznawania, gtéwnie oczywiscie z punktu widzenia hamowania ich
niekorzystnej  terapeutycznie  witasnosci  polegajgcej na  obnizaniu stezenia
chemoterapeutykow w komérkach nowotworowych (Zheng i in., 2021). Jednak mimo trzech
dekad intensywnych badan zaden inhibitor biatka opornosci wielolekowej nie wszedt do
onkologicznej praktyki klinicznej — badania kliniczne nie wykazaly znaczacej poprawy
skutecznosci klasycznej chemoterapii w ich obecnosci. Tym niemniej badania farmaceutyczne
nad zwigzkami oddziatujgcymi z transporterami opornosci wielolekowej sg nadal prowadzone:
Z jednej strony wiadomo coraz wiecej o fizjologicznych funkcjach tych biatek w normalnych
tkankach, w tym ich kluczowej roli w farmakokinetyce (wchtanianiu, dystrybucji i eliminaciji)
wiekszosci ksenobiotykéw, i modulacja tej roli wydaje sie jeszcze istotniejsza z punktu
widzenia farmakologicznego niz waskie zastosowanie w terapii onkologicznej (Giacomini i
Huang, 2022). Z drugiej strony nadekspresja biatek opornosci wielolekowej w nowotworach
spotykana jest w niektorych przypadkach klinicznych i niektdérzy uczeni nie tracg nadziei, ze
mozliwe bedzie zahamowanie opornoéci (przy zatozeniu, ze jest ona rzeczywiscie
powodowana przez ekspresje transporterow) lub wykorzystanie transporteréw jako markeréow
(wiadomo, ze biatko ABCG2 jest markerem nowotworowych komérek macierzystych, patrz
podrozdziat 1.5.2.3.) pozwalajgcych na celowang terapie cytotoksyczng, uszkadzajacg silniej

komorki nowotworowe niz sgsiadujgce komérki normalnej tkanki (Yin i in., 2021).

Jedng z rozwazanych potencjalnych strategii terapeutycznych jest immunoterapia —
kierowanie lekow cytotoksycznych za pomocg przeciwciat skierowanych przeciwko biatkom (w
tym przypadku biatkom opornosci wielolekowej) eksprymowanym w zwiekszonej iloSci na
powierzchni komorek nowotworowych (Fan i in., 2023). Celowane dostarczanie lekow przez
koniugacje z przeciwciatami to popularny i intensywnie badany wariant interwencji
terapeutycznych. Podczas gdy pierwsze chronologicznie rozwigzania polegaty gtéwnie na
dostarczaniu leku do powierzchni komorek i wykorzystaniu efektu koncentracji jego czgsteczek

w ich sgsiedztwie, oczywiste byto, ze efektywniejsze bytoby ewentualne utatwienie przenikania
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koniugatéw toksyna-przeciwciato do wnetrza komérki. Mozna tu wykorzystaé spontaniczna,
konstytutywng endocytoze wszystkich skladnikow btony, tzw. endocytoze recyklingowsa, ktorej
zachodzenie umozliwia wcigganie do komoérki w charakterze ,pasazera na gape” réwniez
dowolnego kompleksu hapten-przeciwciato-toksyna (Schrama i in., 2006). Jednak
najskuteczniejsza terapia tego rodzaju wykorzystuje naturalne zjawiska stymulowanej
endocytozy receptorowej, w ktoérych zwigzanie ligandu (lub symulujgcego go przeciwciata) do
czgsteczki biatka receptorowego na powierzchni komoérki powoduje zmiane konformaciji i
aktywne kierowanie takiej czgsteczki biatka do kompartymentow wewnatrzkomdrkowych
(Hammood i in., 2021). Poniewaz zwigzanie niektorych przeciwciat, skierowanych przeciwko
epitopom konformacyjnym na powierzchni biatka, moze funkcjonalnie imitowa¢ zwigzanie
ligandu z receptorem poprzez stabilizacje przejsciowych konformacji lub wptyw na strukture
czwartorzedowg, takie przeciwciata mogg zastepowaé ligand i ulegas specyficznej
endocytozie (same lub w postaci fuzji z dowolnym fadunkiem) przez komoérki wykazujgce
wysokg ekspresje receptora (Candelaria i in., 2021). Odkryte w niniejszej pracy zjawisko jest
pierwszym przypadkiem analogicznego zachowania biatka o aktywnosci transportera
btonowego, dla ktérego nie sg znane naturalne ligandy wielkoczasteczkowe, ktdre wigzatyby
sie od zewnatrz komoérki. Obecnos¢ tego mechanizmu mozna wykorzystaé do planowego
dostarczanie lekéw (w tym cytotoksycznych lekéw przeciwnowotworowych) do komorek
wykazujgcych podwyzszong ekspresje ABCG2. Wykorzystujgc wyniki opisane w niniejszej
pracy, w naszej grupie badawczej zrealizowano w ostatnich latach projekt badawczy
obejmujgcy konstrukcje immunotoksyny skierowanej przeciwko ABCG2 i opartej na szkielecie
przeciwciata 5D3. Zakonczyt sie on sukcesem (udato sie specyficznie eliminowa¢ z hodowli
komodrkowej komorki eksprymujgce ABCG2), a jego wyniki bedg niedtugo opublikowane

(Grzelai in., w przygotowaniu).

Poniewaz w niepublikowanych badaniach naszego zespotu udato sie réowniez wykazac
podobne zjawisko stymulowanej internalizacji po opsonizacji biatka ABCB1 przeciwciatem
specyficznym konformacyjnie, budzi to nadzieje, ze analogiczne interwencje terapeutyczne
mozna potencjalnie wycelowaé w komorki eksprymujgce inne biatka opornosci wielolekowej.
Immunoterapia wspomagana endocytozg moze drastycznie obnizy¢ ryzyko skutkow
ubocznych dzieki zastosowaniu toksyn, ktore muszg znalez¢ sie wewnatrz komorki, aby
wywrzec efekt bojczy, a samodzielnie nie mogg ulega¢ spontanicznej internalizacji. Substancje
takie bedg mogty bezpiecznie znalez¢ sie w krwiobiegu, nie oddziatujgc z komdrkami o niskim
poziomie ekspresji biatka opornosci wielolekowej (rozpoznawanego przez przeciwciato), a
wywiera¢ silng toksycznos¢ na komorki nowotworowe, do ktoérych bedg aktywnie

internalizowane.
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Pomimo tego, ze w niniejszej pracy udato sie zbadac wiele aspektow biologii biatka ABCG2,
wiele pytan dotyczacych tego wielofunkcyjnego transportera pozostaje bez odpowiedzi. Ze
wzgledu na niezwykle szerokg specyficznos$¢ substratowg biatka ABCG2 i nietypowy przebieg
procesu rozpoznawania i wigzania czgsteczki substratu niejasne jest, czy kiedykolwiek
mozliwe bedzie skuteczne teoretyczne przewidywanie jego specyficznosci substratowej (tzn.
projektowanie nowych substratéw i inhibitorow oraz predykcja aktywnosci wobec istniejgcych
zwigzkow naturalnych i syntetycznych). Dlatego tak wazne jest, aby poszukiwa¢ nowych
metod badania aktywnosci tego transportera, ktére bedg tatwe w zastosowaniu i interpretacji
wynikéw, skalowalne, wysokoprzepustowe i elastyczne w stosunku do struktury potencjalnych
substratow i inhibitorow. Kroki poczynione w tym kierunku w niniejszej pracy sg tym cenniejsze,
ze reprezentujg jakosciowy, znaczacy postep w stosunku do metod stosowanych dotychczas.
W zakresie zrozumienia efektow zmian konformacyjnych, a przez to aktywnosci biatka ABCG2
i jej regulacji, rowniez wiele watpliwosci pozostaje nierozwianych. W ostatnich latach ukazato
sie wiele prac, w ktérych badacze, opierajgc sie o struktury uzyskane technikg cryo-EM, starajg
sie lepiej zrozumie¢ molekularnej szczegoty mechanizmu funkcjonowania tego waznego
transportera. W prezentowanej pracy przedstawiono i zwalidowano wachlarz
komplementarnych technik mikroskopowego badania aktywnosci i lokalizacji ABCG2, nie tylko
poszerzajgc arsenat dla innych badaczy, ale takze prezentujgc wyniki typu proof-of-concept
bezposrednio poszerzajgce wiedze o tym transporterze. W dalszej kolejnosci istotne bedzie
m.in. wdrozenie opartych na tej bazie technik mikroskopowych umozliwiajgcych (analogiczne
do zademonstrowanego w pracy na modelowych przyktadach) bezposrednie testowanie
hipotez dotyczacych przejs¢ konformacyjnych w ABCG2, geometrii, kinetyki i termodynamiki
wigzania substratéw, a takze zwigzku miedzy strukturg, aktywnoscig i lokalizacjg
subkomorkowg. Niezwykle wazne wydaje sie tez zbadanie, czy wigzanie przeciwciata
monoklonalnego 5D3 do powierzchni biatka jest procesem analogicznym do jakiegos
naturalnie wystepujgcego mechanizmu fizjologicznej regulacji ekspozycji ABCG2 na
powierzchni komorek, a takze czy obserwowane zjawisko jest ograniczone tylko do biatka
ABCG?2 i jego bliskich analogéw, czy moze jest elementem bardziej uniwersalnego sposobu

regulowania aktywnosci transporteréw btonowych.
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6. Wnioski

1. DPBA jest unikalnym narzedziem, ktére mozna zastosowac¢ do badania
mechanizmow i kinetyki transportu naturalnych zwigzkéw polifenolowych przez btony

plazmatyczne komérek ssaczych.

2. Luteolina jest nowo zidentyfikowanym dobrym substratem modelowym do badania

aktywnosci i inhibicji transportera ABCG2.

3. Ludzkie biatko ABCG2 jest prawdopodobnie zdolne do transportu wiekszosci

zwigzkow z grupy naturalnych flawonoidow.

4. Flawonoidy oddziatujgce z biatkiem ABCG2 roznig sie od siebie znaczgco zaréwno
efektywnoscig transportu, jak i powinowactwem do transportera, co ma konsekwencje

dla ich farmakokinetyki oraz oddziatywan pozywienie-lek i pozywienie-pozywienie.

5. Metoda FRET-FLIM umozliwia nie tylko wiarygodng identyfikacje oddziatywan

substrat transportowy-transporter, ale takze ich iloSciowy opis kinetyczny.

6. Wygaszanie zewnatrzkomdrkowej fluorescenciji przy uzyciu bfekitu trypanu w
potgczeniu z mikroskopig konfokalng umozliwia iloSciowg analize mechanizméw

internalizacji biatek btonowych.

7. Zablokowanie ABCG2 w konformacji otwartej do srodka prawdopodobnie wywotuje
internalizacje transportera na drodze szybkiej endocytozy o mieszanym
mechanizmie. Na ten proces sktada sie endocytoza zalezna od klatryny i endocytoza

zalezna od cholesterolu.

8. Powyzsze zjawisko jest potencjalnie istotnym fizjologicznie mechanizmem regulacji
funkcji ABCG2 w eksprymujgcych je komodrkach, zaréwno poprzez wycofywanie
transportera z btony plazmatycznej, jak i czeSciowg degradacje internalizowanego
biatka.
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Aneks

Tabela 1. Lista flawonoidéw i ich pochodnych oferowana przez firme TimTec jako biblioteka zwigzkow
0 nazwie FL-500 Flavonoid Derivatives. Flawonoidy ktére przyporzgdkowano na podstawie ich struktury
do grupy zwigzkéw potencjalnie ulegajgcych fluorescencyjnej derywatyzacji za pomocg DPBA
zaznaczono na kolor zielony. Typ struktury opisano zgodnie z kryteriami przedstawionymi na rycinach
17, 19, 21. Flawonoidom nadano kolejne numery identyfikacyjne F. Zwigzki pochodzenia naturalnego
opisano hazwami zwyczajowymi. Nazwy zwigzkow, jako czes¢ charakterystyki substancji, udostepnione
sg przez firme w jezyku angielskim i w tej formie zostaty przedstawione ponizej.

Masa
L.p Numer molowa Nazwa systematyczna Nazwa zwyczajowa Typ Numer
| katalogowy [g/mol] struktury | identyfikacyjny
1 ST001473 | 242.70 (22)-3-(4-chlorophenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one
2 sT001551 | 28330 N-{4-[(2E)-3-(2-fluorophenyl)prop-2-
) enoyl]phenyl}acetamide
3 ST001553 | 279.34 N-{4-[(2E)-3-(4-methylphenyl)prop-2-
) enoyl]phenyl}acetamide
(2E)-1-(2H,3H,4H-benzo[b]1,4-dioxepan-7-yl)-3-(9-
4 ST002028 | 380.44 anthryl)prop-2-en-1-one
5 ST002033 | 32721 (2E)-3-(2,4-dichlorophenyl)-1-(2-naphthyl)prop-2-en-1-
) one
(2E)-1-(3,4-dibutoxyphenyl)-3-(2,4-dichlorophenyl)prop-
6 ST002037 | 421.36 2-en-1-one
7 ST002041 | 31150 (2E)-3-(2,4-dichlorophenyl)-1-(4-chlorophenyl)prop-2-en-
) 1-one
8 sT002042 | 33720 (2E)-3-(2,4-dichlorophenyl)-1-(3,4-
) dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one
9 ST002045 | 295.14 (2E)-3-(2,4-dichlorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)prop-2-en-
) 1-one
10 | sT002046 | 291.18 (2E)-3-(2,4-dichlorophenyl)-1-(4-methylphenyl)prop-2-en-
) 1-one
(2E)-3-(2,4-dichlorophenyl)-1-(4-methoxyphenyl)prop-2-
11 | ST002047 | 307.18 en-1-one
12 | sT002048 | 356.05 (2E)-3-(2,4-dichlorophenyl)-1-(4-bromophenyl)prop-2-en-
) 1-one
13 | ST002049 | 327.21 (2E)-3-(2,4-dichlorophenyl)-1-naphthylprop-2-en-1-one
14 | sT002051 | 294.35 (2E)-1-(2H,3H,4H,5H-benzo[b]1,4-dioxocan-8-yl)-3-
) phenylprop-2-en-1-one
15 | ST002052 | 276.31 (2E)-3-(4-fluorophenyl)-1-naphthylprop-2-en-1-one
16 | ST002053 | 292.76 (2E)-3-(4-chlorophenyl)-1-naphthylprop-2-en-1-one
17 | ST002054 | 337.22 (2E)-3-(4-bromophenyl)-1-naphthylprop-2-en-1-one
(2E)-3-(2,4-dichlorophenyl)-1-[4-(tert-butyl)phenyl]prop-
18 | ST002086 | 333.26 2-en-1-one
19 | sT002088 | 298.81 (2E)-1-[4-(tert-butyl)phenyl]-3-(4-chlorophenyl)prop-2-en-
) 1-one
(2E)-1-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(2-nitrophenyl)prop-2-
20 | ST002104 | 313.31 en-1-one
21 | ST004140 | 282.36 2-[(4-ethoxyphenyl)methylene]benzo[b]thiophen-3-one
22 | ST004177 | 310.42 2-[(4-butoxyphenyl)methylene]benzol[b]thiophen-3-one
23 | ST004243 | 282.36 2-[(2-ethoxyphenyl)methylene]benzo[b]thiophen-3-one
24 | sT00s802 | 298.36 2-[(2,5-dimethoxyphenyl)methylene]benzo[b]thiophen-3-
) one
25 | sT007406 | 382.41 4-((12)-3-ox0-3-phenylprop-1-enyl)phenyl 4-
) fluorobenzenesulfonate
26 | sT007410 | 456.90 2-(4-ethoxyphenyl)-4-oxochromen-3-yl 4-
) chlorobenzenesulfonate
4,4-dimethyl-8-phenyl-2-thioxospiro[1,3-
27 [ ST008289 | 354.47 diazaperhydroine-6,4'-chromane]-13-ol
4,4-dimethyl-8-phenyl-2-thioxospiro[1,3-
28 [ ST008326 | 396.51 diazaperhydroine-6,4'-chromane]-13-yl acetate
29 | sT008330 | 34917 6-chloro-2-(6-chloro(2H,4H-benzo[e]1,3-dioxin-8-
) yl))chromen-4-one
30 | ST008331 325.28 2-(2H,3H-benzo[e]1,4-dioxin-6-yl)-6-nitrochromen-4-one
31 | ST012202 | 417.37 | 2-(4-methoxyphenyl)-4-oxochromen-3-yl 4-nitrobenzoate
32 | sTo14800 | 372.38 N-[4-((1E)-3-0x0-3-phenylprop-1-enyl)phenyl](3-
) nitrophenyl)carboxamide
33 | sTo14848 | 364.23 3-(2,4-dichlorophenyl)-8-[(dimethylamino)methyl]-7-
) hydroxychromen-4-one
34 | ST019933 | 236.31 (2E)-3-(2,4-dimethylphenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one
35 | ST019949 | 250.34 (2E)-1-phenyl-3-(2,4,6-trimethylphenyl)prop-2-en-1-one




2-(2H-benzo[3,4-d]1,3-dioxolan-5-ylmethylene)-3,4-

36 | ST020081 | 278.31 dihydronaphthalen-1-one
37 | sT1020733 | 306.36 2—[(4—butoxyphenyl)methyleng]cyclopenta[l,2—a]benzene—
1,3-dione
a8 | sto20736 | 27831 2-[(4-ethoxypheny|)methylent_e]cyclopenta[l,2-a]benzene-
1,3-dione
39 | ST021133 | 335.40 7-hydroxy-3-phenyl-8-(piperidylmethyl)chromen-4-one
20 | sto21140 | 419.44 8-{[b|s(methylgthyl)am|no]methyl}-?-hydroxy-3-phenyI-2-
(trifluoromethyl)chrome n-4-one
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-3-
41 | ST023308 | 370.31 methoxychromen-4-one, oxamethane, oxam ethane, isorhamnetin 1A F1
oxamethane
8-[(2,6-dimethylmorpholin-4-yl)methyl]-7-hydroxy-3-(2-
42 [ STO23898 [ 463.45 methoxyphenyl)-2-(triflu oromethyl)chromen-4-one
43 | sTo24081 | 379.46 7-hydroxy-3-(2-methoxyphenyl)-8-{(4-
methylpiperidyl)methylchromen-4-one
aa | sT024364 | 264.28 2—[(2—methoxyphenyI)methyleqe]cyclopenta[l,2—
a]benzene-1,3-dione
45 | sTo24365 | 204.31 2-[(3,4-d|methoxyphenyl)methylgne]cyclopenta[l,z-
albenzene-1,3-dione
26 | sTo24366 | 371.35 2—{[4—(2—n|tr0phenoxy)phenyl]meth_ylene}cyclopenta[l,2—
albenzene-1,3-dione
2-[(4-hydroxy-3-
47 | ST024367 | 280.28 methoxyphenyl)methylene]cyclopenta[1,2-a]benzene-
1,3-dione
48 | sToza368 | 268.70 2-[(2-chlorophenyl)methyleng]cyclopenta[l,Z-a]benzene-
1,3-dione
29 | sT024360 | 279.25 2—[(2—n|trophenyl)methylene]_cyclopenta[l,2—a]benzene—
1,3-dione
50 | sT024370 | 309.28 2-[(4-methoxy-3-nltrophenyl)methylene]cyclopenta[1,2-
albenzene-1,3-dione
4-(7-{6-[(3E)-4-(4-acetyloxyphenyl)-2-oxobut-3-enyl]-
3,4,5-triacetyloxy(2H-3,4 ,5,6-tetrahydropyran-2-
51 | ST024698 | 816.77 yloxy)}(2R)-5-acetyloxy-4-oxochroman-2-yl)phenyl acetat
e
52 | sT024699 | 454.39 7-acetyloxy-2-(3,4-diacetyloxyphenyl)-4-oxochromen-5-yI
acetate
2-(3,4-diacetyloxyphenyl)-4-oxo-7-[3,4,5-triacetyloxy-6-
53 | ST024700 | 742.64 (acetyloxymethyl)(2H-3 ,4,5,6-tetrahydropyran-2-
yloxy)lchromen-5-yl acetate
54 | sToza701 | 51243 3,7-diacetyloxy-2-(3,4-diacetyloxyphenyl)-4-oxochromen-
5-yl acetate
4 5-diacetyloxy-2-[5,7-diacetyloxy-2-(3,4-
diacetyloxyphenyl)-4-oxochromen-3-yl oxy]-6-[(3,4,5-
55 | ST024702 { 1030.90 triacetyloxy-6-methyl(2H-3,4,5,6-tetrahydropyran-2-
yloxy))methy I]-2H-3,4,5,6-tetrahydropyran-3-yl acetate
56 ST024703 286.24 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxychromen-4-one luteolin 1C F2
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-7-[3,4,5-trihydroxy-6-
57 ST024704 448.38 (hydroxymethyl)(2H-3,4 ,5,6-tetrahydropyran-2- cynaroside 1C F3
yloxy)]chromen-4-one
58 ST024706 302.24 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4-one quercetin 1A F4
59 | sT024709 | 324.38 (25)-5,7-dihydroxy-8-(3-methylbut-2-enyl)-2- glabranin 1D F5
phenylchroman-4-one
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-3-{3,4,5-
trihydroxy-6-[(3,4,5-trihydroxy -6-methyl(2H-3,4,5,6- .
60 [ ST024710 61053 tetrahydropyran-2-yloxy))methyl](2H-3,4,5,6- rutin 1c F6
tetrahydropyr an-2-yloxy)}chromen-4-one
5-hydroxy-3-(4-methoxyphenyl)-7-[3,4,5-trihydroxy-6- AR .
61 | sT024712 | 446.41 (hydroxymethyl)(2H-3,4,5,6 -tetrahydropyran-2- 7-O-B-D-glucoside 2C F7
biochanin A
yloxy)lchromen-4-one
62 | ST024713 | 268.27 7-hydroxy-3-(4-methoxyphenyl)chromen-4-one
{3,4,5-triacetyloxy-6-[5-acetyloxy-3-(4-methoxyphenyl)-4-
63 | ST024731 | 656.60 oxochromen-6-yloxy]-2 H-3,4,5,6-tetrahydropyran-2-
yl}methyl acetate
64 | sT024734 | 458.42 5-(6-acetyloxy-3,5,7-trimethoxy-4-oxochromen-2-yl)-2-
methoxyphenyl acetate
65 | sTo2a793 | 378.41 2-(2-methoxyphenyl)-4-oxochromen-3-yl thiophene-2-
carboxylate
66 | sT024795 | 424.47 4—[(2E)—3—(2,3,4—t_r|methoxyphenyl)prop—2—enoyl]phenyl
thiophene-2-carboxylate
67 | ST026594 | 238.24 7-hydroxy-2-phenylchromen-4-one
4-[(1,3-dioxocyclopenta[3,4-a]benzen-2-ylidene)methyl]-
68 [ ST026808 | 474.47 2-methoxyphenyl 3,4,5-t rimethoxybenzoate
69 | ST030560 | 286.24 3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one kaempferol 1A F8
70 | sT031276 | 604.30 N-[3-((1E)-3-{3-[(4-bromophenyl)carbonylamino]phenyl}-

3-oxoprop-1-enyl)phenyl] (4-bromophenyl)carboxamide




N-(3-{N-[4-((1E)-3-ox0-3-phenylprop-1-

71 | ST031278 | 745.88 enyl)phenyl]carbamoyl}-5-(2,2-diphenylac
etylamino)phenyl)-2,2-diphenylacetamide
N-[4-((1E)-3-0x0-3-phenylprop-1-enyl)phenyl][2-(2-
72 | ST031282 | 502.53 methoxyphenyl)-1,3-dioxobenz o[c]azolin-5-
yllcarboxamide
N-[4-((1E)-3-o0x0-3-phenylprop-1-enyl)phenyl][3,5-
73 | ST031283 | 617.62 bis(1,3-dioxobenzo[c]azolidin -2-yl)phenyllcarboxamide
N-[3-((1E)-3-ox0-3-phenylprop-1-
74 | STO31314 | 317.39 enyl)phenyl](2E,4E)hexa-2,4-dienamide
N-[4-((1E)-3-0x0-3-phenylprop-1-
75 [ STO31315 | 317.39 enyl)phenyl](2E,4E)hexa-2,4-dienamide
(2E)-1-(3-aminophenyl)-3-(4-methylthiophenyl)prop-2-en-
76 | ST031318 | 269.37 1-one
77 | sT031321 | 292.16 (2E)-1-(3-aminophenyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)prop-2-en-
) 1-one
. 7,34 5'"-
78 | ST098835 286.24 7-hydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)chromen-4-one tetrahydroxyflavone 1F F9
(2S,3S)-2-[(2S,3S)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-
79 | ST033522 | 482.44 (hydroxymethyl)(2H,3H-benzo [e]1,4-dioxin-6-yl)]-3,5,7- silibinin A 1B F10
trinydroxychroman-4-one
(2E)-1-(4-ethoxyphenyl)-3-(2-fluorophenyl)prop-2-en-1-
80 | ST035555 | 270.30 one
81 | sTo3s556 | 260.69 (2E)-1-(4-chlorophenyl)-3-(2-fluorophenyl)prop-2-en-1-
) one
82 | sTo3s557 | 286.76 (2E)-1-(4-chlorophenyl)-3-(4-ethoxyphenyl)prop-2-en-1-
) one
a3 | sTo3s691 | 318.80 (2E)-3-(3-chlorophenyl)-1-(4-phenylphenyl)prop-2-en-1-
) one
_hvdroxv-3-(4- . A 4’-hydroxy-5-
84 | ST097621 254.24 5-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one hydroxyizoflavone 2A F11
85 | ST038026 268.27 3-hydroxy-2-(2-methoxyphenyl)chromen-4-one 2’-methoxyflavonol 1A F12
86 ST038325 298.30 2-(2,5-dimethoxyphenyl)-3-hydroxychromen-4-one 2',5'-dimethoxyflavonol 1A F13
a7 | sToa1961 | 293.37 (2E)-3-(4-morpholin-4-ylphenyl)-1-phenylprop-2-en-1-
) one
ethyl 2-[2-(2,3-dimethoxyphenyl)-4-oxochromen-3-
88 | ST044457 | 384.39 yloxylacetate
89 | ST045882 348.33 2-(4-fluoro-3-phenoxyphenyl)-3-hydroxychromen-4-one 1C F14
00 | sToassso | 283.71 3-[2-(4-chlorophenyl)-2-oxoethylidene]-1H-
) benzo[d]azolidin-2-one
o1 | sT0a9545 | 321.16 (2E)-1-(2H-benzo[3,4-d]1,3-dioxolan-5-yl)-3-(3,4-
) dichlorophenyl)prop-2-en-1-on e
2-{4-[(1E)-3-0x0-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)prop-1-
92 [ ST051039 | 371.39 enyl]phenoxy}acetamide
93 | ST051246 | 253.26 (2E)-1-(4-nitrophenyl)-3-phenylprop-2-en-1-one
94 ST055360 254.24 5-hydroxy-2-(3-hydroxyphenyl)chromen-4-one 1C F15
95 | ST055361 | 254.24 7-hydroxy-2-(3-hydroxyphenyl)chromen-4-one
96 | ST055362 304.30 3-(3,4-dihydroxyphenyl)benzo[flchromen-1-one 1F F16
97 | ST055363 | 282.30 2-(2,3-dimethoxyphenyl)chromen-4-one
98 | ST055364 | 238.24 2-(2-hydroxyphenyl)chromen-4-one
99 | ST055366 | 268.27 7-hydroxy-2-(4-methoxyphenyl)chromen-4-one
100 | ST055367 | 268.27 2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)chromen-4-one
101 | ST055368 | 302.33 3-(4-methoxyphenyl)benzo[flchromen-1-one
102 | ST055369 | 236.27 8-methyl-2-phenylchromen-4-one
103 | sTo55624 | 302.28 (25)-5,7-dihydroxy-2-(3-hydroxy-4- 1c F17
methoxyphenyl)chroman-4-one
104 | sTos5650 304.26 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,7-dihydroxychromen-4-one, fisetin 1A F18
hydrate
105 | ST055657 292.29 7-methoxy-8-phenylfurano[2,3-h]chromen-6-one
106 | ST055658 | 252.27 3-hydroxy-6-methyl-2-phenylchromen-4-one 6-methylflavonol 1A F19
107 | sTosss10 | 407.81 4-[(2E)-3-(2-chlorophenyl)prop-2-enoyl]phenyl 4-
) nitrobenzoate
108 | sTosss11 | 407.81 4-[(2E)-3-(3-chlorophenyl)prop-2-enoyl]phenyl 3-
) nitrobenzoate
109 | sTos5817 | 501.35 2-(4-ethoxyphenyl)-4-oxochromen-3-yl 4-
) bromobenzenesulfonate
110 | ST055981 | 284.27 5,6-dihydroxy-7-methoxy-2-phenylchromen-4-one 1C F20
111 | ST055982 | 254.24 3-hydroxy-2-(2-hydroxyphenyl)chromen-4-one 1A F21
112 | ST055983 | 254.24 7-hydroxy-2-(2-hydroxyphenyl)chromen-4-one
113 | ST055984 | 282.30 6-methoxy-2-(2-methoxyphenyl)chromen-4-one
114 | ST055986 | 254.24 2-(2,4-dihydroxyphenyl)chromen-4-one
115 | ST055987 304.30 2-(3,4-dihydroxyphenyl)benzo[h]Jchromen-4-one 3',4'-benzoflavone 1F F22
116 | ST055988 | 282.30 3,6-dimethoxy-2-phenylchromen-4-one
117 | ST055989 282.30 6-methoxy-2-(3-methoxyphenyl)chromen-4-one




118 | ST055991 | 254.24 3-hydroxy-2-(3-hydroxyphenyl)chromen-4-one 1A F23
119 | ST055992 298.30 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-hydroxychromen-4-one 3',4'-dimethoxyflavonol 1A F24
120 | ST055993 | 268.27 3-hydroxy-2-(3-methoxyphenyl)chromen-4-one 3'-methoxyflavonol 1A F25
121 | ST055994 | 268.27 6-hydroxy-2-(3-methoxyphenyl)chromen-4-one
122 | ST055995 | 268.27 7-hydroxy-2-(2-methoxyphenyl)chromen-4-one
123 | ST055996 | 268.27 8-hydroxy-7-methoxy-2-phenylchromen-4-one
124 | ST055997 | 288.30 2-(4-hydroxyphenyl)benzo[h]chromen-4-one
125 | ST055998 | 288.30 3-(4-hydroxyphenyl)benzo[flchromen-1-one
126 | ST055999 | 252.27 7-hydroxy-3-methyl-2-phenylchromen-4-one
127 | ST056000 | 288.30 2-(2-hydroxyphenyl)benzo[h]chromen-4-one
128 | ST056001 | 268.27 6-hydroxy-7-methoxy-2-phenylchromen-4-one
129 | ST056002 | 288.30 3-(2-hydroxyphenyl)benzo[flchromen-1-one
130 | ST056003 | 252.27 2-(2-methoxyphenyl)chromen-4-one
131 | ST056004 | 268.27 2-(4-hydroxyphenyl)-5-methoxychromen-4-one
132 | ST056007 | 252.27 2-(3-methoxyphenyl)chromen-4-one
133 | ST056008 270.24 3,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one 5-deoxykeampferol 1A F26
134 | ST056009 | 270.24 3,6-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one 6,4'-dihydroxyflavonol 1A F27
135 | ST056010 | 270.24 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxychromen-4-one trihyd?c’)iﬁlévone 1C F28
136 | ST056012 | 270.24 7,8-dihydroxy-2-(2-hydroxyphenyl)chromen-4-one 1F F29
137 | ST056013 270.24 7,8-dihydroxy-2-(3-hydroxyphenyl)chromen-4-one 1F F30
138 | ST056014 270.24 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3-hydroxychromen-4-one 3',4'-dihydroxyflavonol 1A F31
2-methyl-4-(4-methylphenyl)-3a-nitro-1H,9bH-
139 | ST056194 326.35 ihro&ano[&ysr-)d]l,g-zjxazolidine
140 | sTo56204 | 34038 5,7—d|hydroxy—Z—éi—;};lgg?;:qg:?zﬂ)r;g—(3—methy|but—2—
141 | ST056228 | 268.27 6-hydroxy-2-(4-methoxyphenyl)chromen-4-one
142 | ST056229 | 266.30 2-(4-methoxyphenyl)-6-methylchromen-4-one
143 | sTo56246 328.32 2-(2,4-dimethoxyphenyl)-i-gz:roxy-%methoxychromen— 1A F32
144 | sToS6247 328.32 2-(2,4-dimethoxyphenyl)-3-hydroxy-6-methoxychromen- . 6,2',4'- 1A Fa3
4-one trimethoxyflavonol
145 | ST056248 298.30 2-(2,4-dimethoxyphenyl)-3-hydroxychromen-4-one 2',4'-dimethoxyflavonol 1A F34
146 | sTO56249 328.32 2—(2,3—d|methoxyphenyl)—i—gz:roxy—&methoxychromenf 1A F35
147 | sTo56250 328.32 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-hydroxy-6-methoxychromen- 6,3',4'"- 1A F36
4-one trimethoxyflavonol
148 | sTos6251 31232 2-(2,4-dimethoxyphenyl)-i:)édroxy-ﬁ-methylchromen-4- 1A F37
4'-methoxy-6-
149 | ST056252 282.30 3-hydroxy-2-(4-methoxyphenyl)-6-methylchromen-4-one methylﬂavlrlmol 1A F38
150 | sTos6253 31232 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-hydroxy-6-methylchromen-4- 3',4'-dimethoxy-6- 1A F39
one methylflavonol
151 | ST056254 | 312.32 5,6, 7-trimethoxy-2-phenylchromen-4-one
152 | ST056255 | 252.27 7-hydroxy-5-methyl-2-phenylchromen-4-one
153 | sT056256 | 298.30 3'hyd'Oxy'6'methoxy'2'(tr:‘;ethoxyphe”y')Chrome”'A' 6,4'-dimethoxyflavonol 1A F40
154 | ST056258 270.24 7,8-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one 1F F41
155 | ST056259 270.24 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-7-hydroxychromen-4-one 1F F42
156 | ST056288 270.24 3,5,7-trihydroxy-2-phenylchromen-4-one
7-[(2S,4S,5S,3R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
157 | ST056298 450.40 (hydroxymethyl)(2H-3,4,5,6-tetrahydropy ran-2-yloxy)]- 1C F43
5,6-dihydroxy-2-phenylchromen-4-one, hydrate
158 | ST056301 270.24 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one 1C F44
159 | ST056352 270.24 5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one genistein 2A F45
160 | ST057152 270.24 5,6,7-trihydroxy-2-phenylchromen-4-one baicalein 1C F46
161 | ST057176 290.27 (3S,2R)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)chromane-3,5,7-triol catechin 1G F47
8-[(2S,4S,5S,3R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
162 | ST057186 | 480.38 | (hydroxymethyl)(2H-3,4,5,6-tetrahydropy ran-2-yloxy)]-2-
(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4-one
163 | ST057233 286.24 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,7-dihydroxychromen-4-one fisetin 1A F48
164 | sT057235 | 318.24 3,5,7-trihydroxy-2-(3,4,S—E)rinheydroxyphenyl)chromen—4— myricetin 1A F49
165 | ST057236 272.26 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chroman-4-one naringenin 1C F50
5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-7-{3,4,5-
trihydroxy-6-[(3,4,5-trihydro xy-6-methyl(2H-3,4,5,6-
166 | STO57247 61057 tetrah{/dropyyrag(—Z—yloxy))>|/"nethy>ll](2H-3,4?/5(,6-tetrahydrop e ol
yran-2-yloxy)}chroman-4-one
167 | ST057268 | 254.24 7,8-dihydroxy-2-phenylchromen-4-one 1F F52
168 | ST057370 312.32 2-(2,3-dimethoxyphenyl)-6-methoxychromen-4-one
169 | ST057371 | 312.32 3,7-dimethoxy-2-(3-methoxyphenyl)chromen-4-one
170 | ST057372 | 312.32 2-(2,4-dimethoxyphenyl)-7-methoxychromen-4-one
171 | ST057515 | 254.24 7-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one
172 | ST057541 268.27 5-hydroxy-7-methoxy-2-phenylchromen-4-one 1C F53




173 | ST057580 | 284.27 5,7-dihydroxy-3-(4-methoxyphenyl)chromen-4-one 2A F54
174 | sTo57630 | 302.33 1-(2-hydroxy-4,6-dimethoxyphenyl)-2-(4-
methoxyphenyl)ethan-1-one
175 | ST057634 | 314.34 2-(2,3-dimethoxyphenyl)-7-methoxychroman-4-one
176 | ST057635 | 342.35 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-3,6-dimethoxychromen-4-one
177 | ST057636 | 342.35 2-(2,3-dimethoxyphenyl)-3,6-dimethoxychromen-4-one
178 | ST057637 | 342.35 7-methoxy-2-(3,4,5-trimethoxyphenyl)chromen-4-one
179 | ST057638 | 312.32 2-(2,4-dimethoxyphenyl)-6-methoxychromen-4-one
180 | ST057639 | 312.32 3,6-dimethoxy-2-(3-methoxyphenyl)chromen-4-one
181 | ST057640 | 256.26 6-hydroxy-2-(2-hydroxyphenyl)chroman-4-one
182 | ST057641 | 270.28 2-(4-hydroxyphenyl)-3-methoxychroman-4-one
183 | ST057643 | 284.31 5,7-dimethoxy-2-phenylchroman-4-one
184 | ST057644 | 282.30 3-methoxy-2-(3-methoxyphenyl)chromen-4-one
185 | ST057645 | 282.30 3-methoxy-2-(4-methoxyphenyl)chromen-4-one
186 | ST057646 | 282.30 3,7-dimethoxy-2-phenylchromen-4-one
187 | ST057647 | 282.30 5-methoxy-2-(3-methoxyphenyl)chromen-4-one
188 | ST057648 | 282.30 7-methoxy-2-(3-methoxyphenyl)chromen-4-one
189 | ST057649 | 268.27 7-hydroxy-2-(3-methoxyphenyl)chromen-4-one
100 | sTo57656 272 26 (2E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-(2,4,6-trihydroxyphenyl)prop- 3F F55
2-en-1-one
191 | ST057709 286.24 2-(2,4-dihydroxyphenyl)-3,6-dihydroxychromen-4-one 1A F56
192 | ST057710 270.24 2-(2,3-dihydroxyphenyl)-6-hydroxychromen-4-one 1F F57
193 | STO57711 286.24 2-(2,3-dihydroxyphenyl)-3,6-dihydroxychromen-4-one 1A F58
194 | ST057729 | 254.24 6-hydroxy-2-(3-hydroxyphenyl)chromen-4-one
2E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-(2-hydroxy-5-
105 | sT057770 | 28431 | (%B)3 iﬂeth%phenyl)proyg’_z_e;’_)l_oée yaroxy 3F F59
196 | sTos8a10 | 49058 8-br0m0-3-(4-bromophengllzj-r?‘;chIoro-4-phenylchromen-
197 | ST058412 | 318.76 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-chlorochroman-4-one
198 | ST058414 | 314.34 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-methoxychroman-4-one
199 | ST058433 | 270.71 2-(4-chlorophenyl)-6-methylchromen-4-one
200 | ST058434 | 314.34 7-hydroxy-3,4-diphenylchromen-2-one
201 | ST058442 | 250.30 6-methyl-2-(3-methylphenyl)chromen-4-one
202 | ST058451 | 312.32 3-(3,4-dimethoxyphenyl)-7-methoxychromen-4-one
203 | ST058458 | 240.26 2-(3-hydroxyphenyl)chroman-4-one
204 | ST058459 266.30 2-(4-methoxyphenyl)-8-methylchromen-4-one
205 | ST059080 | 240.26 2-(2-hydroxyphenyl)chroman-4-one
206 | ST059081 301.14 6-bromo-2-phenylchromen-4-one
207 | ST059082 238.24 5-hydroxy-2-phenylchromen-4-one 5-hydroxyflavone 1C F60
4-(2H-benzo[3,4-d]1,3-dioxolen-5-yl)-2-methyl-3a-nitro-
208 | ST059299 356.33 ( 1H,9k£H—chr]omano[4,3—d]1 ?,2)—oxazolidyine
4-(4-chlorophenyl)-2-methyl-3a-nitro-1H,9bH-
209 [ ST059300 346.77 ( Chrolr)nan(})/[zl,B-d]l,2¥oxazolidine
210 | ST059590 | 238.24 2-(3-hydroxyphenyl)chromen-4-one
211 | ST059616 | 254.24 6-hydroxy-2-(2-hydroxyphenyl)chromen-4-one
212 | ST059618 270.24 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-6-hydroxychromen-4-one 1A F61
213 | ST059619 286.24 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,6-dihydroxychromen-4-one 1F F62
214 | ST059620 286.24 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-7,8-dihydroxychromen-4-one 1A F63
215 | ST059621 254.24 2-(3,4-dihydroxyphenyl)chromen-4-one 1F F64
216 | sTos59622 318.24 2—(3,4—dihydroxyphenyl)—3,SI,;,8—tetrahydroxychromen-4- gossypetin 1A F65
217 | ST059828 | 272.73 8-chloro-2-(4-methylphenyl)chroman-4-one
218 | sT059837 | 338.27 2'(2'4'd'hyd'oxyphe;yygr'agts':];gg’iroxycmome”""o”e' morin 1A F66
219 | ST059919 | 238.29 (2E)-1-(4-methoxyphenyl)-3-phenylprop-2-en-1-one
220 | sTo59922 | 284.31 (2B)-1-(2-hydroxy-4-methoxyphenyl)-3-(4- 3F F67
methoxyphenyl)prop-2-en-1-one
221 | sT059923 | 314.34 (2E)-3-(2,4-dimethoxyphenyl)-1-(2-hydroxy-4-
methoxyphenyl)prop-2-en-1-one
2E)-1-(2-hydroxy-4,6-dimethoxyphenyl)-3-(4-
222 | sT059924 | 314.34 (2E) r(netg’oxyp%enyl)pmp_z_e;’_pl_oni) ( 3F F68
223 | ST059925 270.24 3,7-dihydroxy-2-(3-hydroxyphenyl)chromen-4-one 1A F69
224 | ST060160 | 238.24 2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one
225 | sTo80286 472 41 7-acetyloxy-2-(3,4-diacetyloxyphenyl)-5-hydroxy-4- 1c £70
oxochroman-3-yl acetate
226 | ST060287 | 360.36 2'(3'4'%'?ﬂ?&%ﬁﬁﬁgr{giﬁdgxy'S'7' 1A F71
227 | ST060837 266.30 7-ethoxy-4-phenylchromen-2-one
228 | sT065428 | 325.36 N—{4—[(2E)—3—(3,4—dimethoxyph_enyl)prop—z—
enoyl]phenyl}acetamide
229 | ST066889 284.27 5,7-dihydroxy-2-(4-methoxyphenyl)chromen-4-one acacetin 1C F72
230 | ST066904 | 268.27 3-hydroxy-2-(4-methoxyphenyl)chromen-4-one 1A F73




4-(3-fluorophenyl)-2-methyl(1,2,5-trihydropyrimidino[1,2-

231 | ST066973 | 383.42 a]benzimidazol-3-yl) phenyl ketone
232 | ST069293 270.24 6,7-dihydroxy-2-(3-hydroxyphenyl)chromen-4-one 1F F74
233 | ST069294 | 254.24 6,7-dihydroxy-2-phenylchromen-4-one 1F F75
234 | ST069305 | 254.29 5-methoxy-2-phenylchroman-4-one
235 | ST069306 | 315.17 6-bromo-2-(3-methylphenyl)chromen-4-one
236 | sT069307 | 298.30 3fhydroxyf7—methoxy—2—(égrr]1;ethoxyphenyl)chromen74f 1A £76
237 | ST069324 254.24 5,7-dihydroxy-2-phenylchromen-4-one 1C F77
238 | ST069348 | 236.27 6-methyl-2-phenylchromen-4-one
239 | ST069360 | 252.27 5-methoxy-2-phenylchromen-4-one
2-[(6-chloro-2H,4H-benzo[e]1,3-dioxan-8-yl)methylene]-
240 | ST069833 | 326.78 3,4-dihydronaphthalen-1- one
241 | ST070122 | 254.29 2-(4-methoxyphenyl)chroman-4-one
242 | sT070123 | 264.32 2—[(4—methoxyphenyl)metrl)_/(lJennee]—3,4—d|hydronaphthalen—
(2E)-3-[3-(benzimidazol-2-ylthiomethyl)-4-
243 | STO70174 | 416.50 methoxyphenyl]-1-(4-hydroxyphenyl)pr op-2-en-1-one
2aa | sT070175 | 392.88 (2E)-3-{4-[(2-chlorophenyl)methoxy]-3-ethoxyphenyl}-1-
phenylprop-2-en-1-one
245 | sT070176 | 378.85 (2E)-3-{3-[(4-chlorophenoxy)methyl]-4-methoxyphenyl}-
1-phenylprop-2-en-1-one
246 | sT070177 | 389.41 (2E)-3-{4-methoxy-3-[(4-nitrophenoxy)methyl]phenyl}-1-
phenylprop-2-en-1-one
247 | sT070178 | 401.46 N—(4—{[5—((1E)—3—oxo—3—phenylprop—l—enyl}—z—
methoxyphenyl]methoxy}phenyl)aceta mide
2-({4-methoxy-3-[(2,4,6-
248 | ST070181 | 473.78 | trichlorophenoxy)methyl]phenyl}methylene)-3,4-dihydron
aphthalen-1-one
249 | sTo70182 | 34321 (2E)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1-(1-hydroxy(2-
naphthyl))prop-2-en-1-one
250 | sT070183 377.44 (2E)-1-(1-hydroxy(2-naphthyl))-3-(9-methylcarbazol-3- aE F78
yl)prop-2-en-1-one
(2E)-3-(3-{[4-chloro-5-methyl-2-
251 | ST070194 450.96 (methylethyl)phenoxy]methyl}-4-methoxyphenyl)- 1-(2- 3F F79
hydroxyphenyl)prop-2-en-1-one
(2E)-3-{3-[(2-cyclohexylphenoxy)methyl]-4-
252 | STO70203 | 442.55 methoxyphenyl}-1-(4-hydroxyphenyl)pr op-2-en-1-one
(2E)-3-{3-[(2,3-dimethylphenoxy)methyl]-4-
253 | ST070204 | 40249 methoxyphenyl}-1-(4-methoxyphenyl)pr op-2-en-1-one
2-({4-methoxy-3-[(3-methyl-4-
254 | ST070239 | 429.47 nitrophenoxy)methyl]phenyl}methylene)-3,4-dihydro
naphthalen-1-one
255 | sT070242 | 399.45 (2E)-3-[3-(benzotriazolylmethyl)-4-methoxyphenyl]-1-(4-
methoxyphenyl)prop-2-en -1-one
(2E)-3-{3-[(4-bromo-3,5-dimethylpyrazolyl)methyl]-4-
256 | ST070252 | 455.35 methoxyphenyl}-1-(4-methox yphenyl)prop-2-en-1-one
257 | sT070262 | 402.45 (2E)-1-(2H,3H-benzo[3,4-€e]1,4-dioxin-6-yl)-3-[4-methoxy-
3-(phenoxymethyl)pheny I]prop-2-en-1-one
258 | sTo70287 34321 (2E)-3-(2,6-dichlorophenyl)-1-(1-hydroxy(2- 3F F80
naphthyl))prop-2-en-1-one
3-{4-[(2S,4S,5S,3R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
259 | ST070634 432.38 (hydroxymethyl)(2H-3,4,5,6-tetrahydr opyran-2- 2A F81
yloxy)]phenyl}-5,7-dihydroxychromen-4-one
260 | ST070865 | 282.30 | 3-hydroxy-2-(4-methoxyphenyl)-7-methylchromen-4-on 4-methoxy-7- 1A F82
) yaroxy ethoxypheny ethyichrome one methylflavonol
261 | ST070866 270.26 2-(4-fluorophenyl)-3-hydroxy-7-methylchromen-4-one 1A F83
262 | sTo70867 | 358.39 3-hydroxy-7-methyl-2-[4- 1A F84
(phenylmethoxy)phenyllchromen-4-one
263 | sTo70868 308.38 2—[4—(tertfbutyl)phenyl]f372)r/](iroxyf7fmethylchromenlef 1A Fs5
4'-ethoxy-7-
264 | STO70869 | 296.32 2-(4-ethoxyphenyl)-3-hydroxy-7-methylchromen-4-one methylflavonol 1A F86
265 | ST070967 | 240.23 2-(4-fluorophenyl)chromen-4-one
(2S)-7-[(2S,4S,5S,3R,6R)-3-((2S,6S,3R,4R,5R)-3,4,5-
trihydroxy-6-methyl(2H-3,4, 5,6-tetrahydropyran-2-
266 | ST072162 | 580.54 | yloxy))-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)(2H-3,4,5,6-tetra naringin 1D F87
hydropyran-2-yloxy)]-5-hydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)chroman-4-one
3-{6-[((6S,2R,3R,4R,5R)-3,4,5-trihydroxy-6-methyl(2H-
3,4,5,6-tetrahydropyran-2 -
267 | ST072170 610.53 yloxy))methyl](2S,4S,5S,3R,6R)-3,4,5-trihydroxy(2H- 1C F88
3,4,5,6-tetrahydropyran-2- yloxy)}-2-(2,3-
dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxychromen-4-one
268 | sT072640 | 240.26 (2E)-1-(2-hydroxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-en- 3E F89

1-one




269 | ST072642 | 332.36 2-(3,4-dimethoxyphenyl)benzo[h]chromen-4-one
2-[(5-bromo-2-
270 | STO72691 | 347.23 methoxyphenyl)methylene]benzo[b]thiophen-3-one
271 | sT072734 | 358.42 4-[(3-oxobenzo[b]thiophen-2-ylidene)methyl]phenyl
benzoate
2-[(4-methoxyphenyl)methylene]-3-oxobenzo[3,4-
272 | STO74452 | 46246 blfuran-6-yl 3,4,5-trimethoxyben zoate
2-[(4-methoxyphenyl)methylene]-3-oxobenzo[3,4-
273 | STO74453 | 43243 b]furan-6-yl 3,4-dimethoxybenzoa te
274 | sT074454 | 402.40 2-[(4-methoxyphenyl)methylene]-3-oxobenzo[3,4-
blfuran-6-yl 4-methoxybenzoate
275 | sT074455 | 310.31 2-[(4-methoxyphenyl)methylene]-3-oxobenzo[3,4-
b]furan-6-yl acetate
6-hydroxy-2-[(4-
276 | STO74456 | 268.27 methoxyphenyl)methylenelbenzo[b]furan-3-one
277 | sT074488 | 252.27 6—hydroxy—2—[(4—methylphg_r:)yr:)emethylene]benzo[b]furan—
278 | sT074501 | 386.40 methyl 4-{[3-ox0-2-(phenylmethylene)benzo[3,4-b]furan-
6-yloxy]methyl}benzoate
279 | sT074502 | 355.35 2—{2—[(3,4—d|methoxyphenyl)methylene_]—3—oxobenzo[3,4—
b]furan-6-yloxy}acetamide
280 | sT074528 | 368.39 methylethyl 2-{2-[(4-methoxyphenyl)methylene]-3-
oxobenzo[3,4-b]furan-6-yloxy}a cetate
281 | sT074529 | 298.30 2-[(2,4-dimethoxyphenyl)methylene]-6-
hydroxybenzo[b]furan-3-one
2-[(3,4-dimethoxyphenyl)methylene]-6-[(4-
282 | STO74530 | 467.32 bromophenyl)methoxy]benzol[b]furan-3-o ne
6-hydroxy-2-[(3,4,5-
283 | STO74531 | 328.32 trimethoxyphenyl)methylene]benzo[b]furan-3-one
284 | sT074554 | 340.33 methyl 2-{2-[(4-methoxyphenyl)methylene]-3-
oxobenzo[3,4-b]furan-6-yloxy}acetat e
285 | sT074555 | 298.30 2-[(2,5-dimethoxyphenyl)methylene]-6-
hydroxybenzo[b]furan-3-one
286 | ST074562 270.24 3,6-dihydroxy-2-(3-hydroxyphenyl)chromen-4-one 1A F90
2-[(5-ethoxy-4-hydroxy-3-
287 | ST074635 | 420.20 | iodophenyl)methylene]cyclopenta[l,2-a]lbenzene-1,3-dio
ne
2-[(5-ethoxy-4-hydroxy-3-
288 | ST074636 424.26 iodophenyl)methylene]benzo[b]thiophen-3-one 3F Fol
5-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-8,8-dimethyl-6-(3-
289 | STO74911 404.46 methylbut-2-enyl)-8H-pyrano[2, 3-flchromen-4-one A Fo2
200 | sT075446 | 298.30 3—hydroxy—6-methoxy-2-(3:)—:;ethoxyphenyl)chromen—A— 1c Fo3
291 | ST075648 288.26 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxychroman-4-one eriodictyol 1D F94
202 | sT075672 | 369.24 6—chIoro—4—(6—chIoro—7—hydroxy—2,4,4_—tr|methylchroman—z—
yl)benzene-1,3-diol
203 | sTO76514 | 340.33 2-[2-(4-meth0xyphenyl)-4-(;>(<:(i)c;:hromen-3-yloxy]pr0pan0|c
204 | sT076515 | 333.39 2—{2—[4—(tert—butyl)phenyl]—z}—qxochromen—B—
yloxy}ethanenitrile
205 | sTo76521 | 324.38 2-(4-ethoxy-3-meth0xyphe(z)rr1]);l)-6,8-d|methylchr0men-4-
296 | ST076522 | 312.32 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-methoxychromen-4-one
297 | ST076527 | 294.31 2-(6,8-dimethyl-4-oxochromen-2-yl)benzoic acid
208 | sTo76528 294 35 3-hydroxy-G—methyl—2—[4—(n;it:ylethyl)phenyl]chromen—A— 1A Fo5
2-{[3-methoxy-4-
299 | ST076530 | 370.40 (phenylmethoxy)phenylmethylene}cyclopenta[1,2-
albenzene-1,3-d ione
300 | sTo76533 | 296.32 2—(4—hydroxy—S—methoxyphg:gl)—6,8—d|methylchromen—4—
301 | ST076534 | 310.35 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-6,8-dimethylchromen-4-one
302 | sT076542 | 340.38 2—{[3—(phenyImethoxy)phenyl]meth_ylene}cyclopenta[l,2—
albenzene-1,3-dione
303 | STO76545 | 277.28 2-(4-oxo-2-phenylchromen-3-yloxy)ethanenitrile
304 | sT076546 | 374.35 4-[(1,3-dioxocyclopenta[3,4-a]benzen-2-ylidene)methyl]-
2-methoxyphenyl furan-2 -carboxylate
305 | sT076550 | 291.31 2—[2—(4—methy|phenyl)—4—qxpchromen—3—
yloxy]ethanenitrile
206 | sT077089 | 300.27 5,7—d|hydroxy-2—(4—hydro:)_/[—)i—emethoxyphenyl)chromen- 1c F96
5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7-[3,4,5-
307 | STO77094 | 462.41 trihydroxy-6-(hydroxymethyl)( 2H-3,4,5,6- 1C F97

tetrahydropyran-2-yloxy)lchromen-4-one




{3,4,5-trihydroxy-6-[5-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-

308 | STO77097 530.49 methoxyphenyl)-4-oxochromen-7-yl oxy]-2H-3,4,5,6- 1C Fo8
tetrahydropyran-2-yl}methyl (2E)but-2-enoate
5-hydroxy-6-methoxy-2-(4-methoxyphenyl)-7-{3,4,5-
trihydroxy-6-[(3,4,5-trihydro xy-6-methyl(2H-3,4,5,6-
309 [ STO77098 | 622.58 tetrahydropyran-2-yloxy))methyl](2H-3,4,5,6-tetrahydrop e Fo9
yran-2-yl)oxy}chromen-4-one
methyl 6-[(2S)-5-hydroxy-2-(2-hydroxyphenyl)-4-
310 | STO77103 | 462.41 oxochroman-7-yloxy]-3,4,5-trihy droxy-2H-3,4,5,6- 1D F100
tetrahydropyran-2-carboxylate
2-[(2S)-5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4-oxochroman-7-
yloxy]-4,5-dihydroxy-6-(h ydroxymethyl)-2H-3,4,5,6-
SLL [ STO77105 | 580.55 tetrahydropyran-3-yl (2E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-e b Fio1
noate
312 | sTo77108 346.29 3,5,7-trinydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-8- 1A F102
methoxychromen-4-one
{6-[3,5-dihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-8-
methoxy-4-oxochromen-7-yloxy ]-3,4-dihydroxy-5-(3,4,5-
813 [ STO77L10 696.62 trihydroxy-6-methyl(2H-3,4,5,6-tetrahydropyran-2-yl)o A F103
xy)-2H-3,4,5,6-tetrahydropyran-2-yl}methyl acetate
2-(8,9-dimethoxy-6-0x0-1,2-dihydro-12H-chromeno[3,4-
314 | STO77122 450.44 blfurano[2,3-h]chromen-2-y l)prop-2-enyl acetate
315 | sT077124 | 374.35 6—hydroxy—2—§3—hydroxy—4—methoxyphenyl)—3,5,7—
trimethoxychromen-4-one
4-(5-acetyloxy-4-oxo-7-{3,4,5-triacetyloxy-6-[(3,4,5-
triacetyloxy(2H-3,4,5,6-t etrahydropyran-2-
316 | STO77132 | 900.80 yloxy))methyl](2H-3,4,5,6-tetrahydropyran-2-
yloxy)}chromen-3- yl)phenyl acetate
317 | sT077133 | 368.34 7-acetyloxy-3-(4-methoxyphenyl)-4-oxochromen-5-yl
acetate
{6-[(2S)-5-acetyloxy-2-(4-acetyloxyphenyl)-4-
oxochroman-7-yloxy]-3,4,5-triacet yloxy-2H-3,4,5,6-
318 | STO77134 | 83277 tetrahydropyran-2-ylmethyl (2E)-3-(4-
acetyloxyphenyl)prop-2- enoate
{3,4,5-triacetyloxy-6-[3-(4-methoxyphenyl)-4-
319 | STO77135 | 598.56 oxochromen-7-yloxy]-2H-3,4,5,6-te trahydropyran-2-
yl}methyl acetate
2-acetyloxy-4-{5-acetyloxy-4-oxo-7-[3,4,5-triacetyloxy-6-
320 | STO77136 | 742.64 (acetyloxymethyl)(2H- 3,4,5,6-tetrahydropyran-2-
yloxy)lchromen-3-yl}phenyl acetate
3-(4-methoxyphenyl)-4-oxo-7-[3,4,5-triacetyloxy-6-
321 | ST077137 | 656.60 (acetyloxymethyl)(2H-3,4,5,6 -tetrahydropyran-2-
yloxy)lchromen-5-yl acetate
322 | sTo77138 | 408.45 (2S)-7-acetyloxy-8-(3-methylbut-2-enyl)-4-oxo-2-
phenylchroman-5-yl acetate
323 | ST077139 | 340.33 (2S)-7-acetyloxy-4-oxo-2-phenylchroman-5-yl acetate
2-(4-hydroxyphenyl)-7-[3,4,5-trihydroxy-6-
324 | STO77156 | 418.40 (hydroxymethyl)(2H-3,4,5,6-tetrahydr opyran-2-
yloxy)]chroman-4-one
(2E)-1-{4-[(2E)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)prop-2-
325 | ST078051 | 518.56 enoyl]phenyl}-3-(3,4,5-trimet hoxyphenyl)prop-2-en-1-
one
226 | sTo78083 | 31031 methyl 4-((1E)-3-(2H-benzo[3,4-d]1,3-dioxolan-5-yl)-3-
oxoprop-1-enyl)benzoate
327 | sTo78115 | 342.35 (2E)—1—(2H—benzo[3,4—d]1,3—d|oxolan—5—yl)—3—(3,4,5—
trimethoxyphenyl)prop-2-en- 1-one
228 | sT078351 | 303.16 (2E)—3—(4—bromophenyl)—l—(;gydroxyphenyl)prop—Z—en—l—
329 | STO78865 | 314.29 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-3,7-dihydroxychromen-4-one 8 4"dimethoxy-7- 1A F104
hydroxyflavonol
330 | sTo78866 298.30 3—hydroxy—7-methoxy-2-(3;rr]'r;3ethoxyphenyl)chromen—A— 1A F105
2-{[4-(diethylamino)-2-
331 | ST079062 | 321.38 | hydroxyphenyllmethylene}cyclopenta[l,2-albenzene-1,3-
di one
332 | ST079153 | 240.26 7-hydroxy-2-phenylchroman-4-one
333 | sTo79165 | 332.78 (2E)-3-(2-chlorophenyl)-1-(2,4,6-trimethoxyphenyl)prop-
2-en-1-one
334 | ST079166 | 270.28 5-hydroxy-7-methoxy-2-phenylchroman-4-one 1C F106
335 | sT079167 254 29 (2E)-1-(2-hydroxy-4-methoxyphenyl)-3-phenylprop-2-en- 3 F107
1-one chalcone
236 | ST079544 | 312.32 (2E)—1—(2_H—benzo[3,4—d]1,3—d|oxolan—5—yl)—3—(3,4—
dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-0 ne
337 | sT079545 | 29727 (2E)-1-(2H-benzo[3,4-d]1,3-dioxolan-5-yl)-3-(3-

nitrophenyl)prop-2-en-1-one




(2E)-1-(2H-benzo[3,4-d]1,3-dioxolan-5-yl)-3-(2,3-

338 | STO079546 | 312.32 dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-o0 ne
339 | sT079547 | 282.30 (2E)-1-(2H-benzo[3,4-d]1,3-dioxolan-5-yl)-3-(2-
methoxyphenyl)prop-2-en-1-one
340 | sT079548 | 282.30 (2E)-1-(2H-benzo[3,4-d]1,3-dioxolan-5-yl)-3-(3-
methoxyphenyl)prop-2-en-1-one
341 | ST079564 | 344.37 | 7-hydroxy-3-(4-methoxyphenyl)-4-phenylchromen-2-one
342 | ST079566 | 348.79 3-(3-chlorophenyl)-7-hydroxy-4-phenylchromen-2-one
243 | sT079946 | 411.28 4-[(2Z)-3-(2,4-dichlorophenyl)prop-2-enoyl]phenyl 4-
methylbenzoate
aaa | sT079947 | 415.45 4-{(22)-3-[4-(methy|ethyl)phenyl]prop-z-enoyl}phenyl 4-
nitrobenzoate
245 | sT079948 | 384.47 4-{(2E)-3-[4-(methylethyl)phenyl]prop-2-enoyl}phenyl 4-
methylbenzoate
246 | sTo79949 | 386.40 4-((2E)-3-(2H-benzo[3,4-d]1,3-dioxolan-5-yl)prop-2-
enoyl)phenyl 4-methylbenzoa te
347 | sT079950 | 384.46 4-((2E)-3-naphthylprop-2-enoyl)phenyl thiophene-2-
carboxylate
348 | sTo079951 | 358.44 4-((22)-3-naphthylprop-2-enoyl)pheny| 2,2-
dimethylpropanoate
249 | sT079952 | 471.73 4-[(2Z)-3-(5-bromo-2-methoxyphenyl)prop-2-
enoyl]phenyl 4-chlorobenzoate
3-(2H,3H-benzo[3,4-e]1,4-dioxan-6-yl)-4-oxo0-2-
350 | ST079954 | 645.59 (trifluoromethyl)chromen-7-yl 3- phenyl-2-
[(phenylmethoxy)carbonylamino]propanoate
phenylmethyl 2-{[3-(2H,3H-benzo[3,4-€e]1,4-dioxan-6-yl)-
351 | ST079955 | 595.53 4-0x0-2-(trifluoromethy l)chromen-7-
ylloxycarbonyl}pyrrolidinecarboxylate
352 | ST079961 | 392.45 | 4-((2E)-3-naphthylprop-2-enoyl)phenyl 4-methylbenzoate
353 | ST079962 422.52 2-(4-methoxyphenyl)-4-oxochromen-3-yl decanoate 1C F108
354 | sT079964 | 344.75 methyl 2-(6-chloro-2-oxo-4-phenylchromen-7-
yloxy)acetate
355 | sTos0006 | 368.84 4-[(2E)-3-(3-(_:hIorophenyl)prop-z-enoyl]phenyl
thiophene-2-carboxylate
356 | sToso007 | 397.26 4-[(2E)-3-(3-chlorophenyl)prop-2-enoyl]phenyl 4-
chlorobenzoate
357 | sTosooos | 475.39 4-{(2E)-3-[4-(me_thy|ethyl)phenyl]prop-2-enoyl}pheny|
2,5-dichlorobenzenesulfon ate
358 | sTo80024 | 407.81 2-[(2E)-3-(4-chIorophenyl)prop-z-enoyl]phenyl 4-
nitrobenzoate
350 | sT080274 | 358.78 methyl 2-(6-chloro-2-oxo-4-phenylchromen-7-
yloxy)propanoate
360 | sT080275 | 468.46 2-methyl-3-(4-n|trophenyl)-4-.oxochromen-7-yl 2-[(tert-
butoxy)carbonylamino]pro panoate
361 | sT080277 | 454.44 3—(4—n|trophenyl)—4—oxoc_hromen—7—y| 2-[(tert-
butoxy)carbonylamino]propanoate
362 | sTo80278 508.51 3-(4-n|tr0phenyl)-4-ox0chrpmen-7-yl 2-{[(4-
methylphenyl)sulfonyl]amino}propano ate
363 | sT080280 | 571.63 3—(4—f|uorophenyl)—2—methyl_—4—oxochromen—7—yl 2-{[(4-
methylphenyl)sulfonyl]Jami no}-3-phenylpropanoate
364 | sTo80301 | 50851 3-(4-n|tr0phenyl)-4-ox0chr9men-7-yl 3-{[(4-
methylphenyl)sulfonyllamino}propano ate
365 | sT080500 | 312.32 (2E)—1—(2_H—benzo[3,4—d]1,3—d|oxolan—5—yl)—3—(2,5—
dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-o0 ne
366 | sTos0501 | 295.34 (2E)-_1-(2H-benz_o[3,4-d]1,3-d|oxo|an-5-yl)-3-[4-
(dimethylamino)phenyl]prop-2-en -1-one
{2-methoxy-5-[(1-ox0(2-3,4-
367 | STO80512 | 336.39 dihydronaphthylidene))methyl]phenyl}methyl acetate
368 | ST080603 | 240.26 2-(4-hydroxyphenyl)chroman-4-one
369 | ST080606 | 221.26 2-(phenylmethylene)-1H-benzo[d]azolin-3-one
4-(6-hydroxyspiro[1,2,3,3a,9a-pentahydrocyclopenta[1,2-
370 [ STO81006 | 352.43 b]chromane-9,1'-cyclope ntane]-3a-yl)benzene-1,3-diol
2-{[5-bromo-2-
371 | ST081057 | 423.33 (phenylmethoxy)phenyl]methylene}benzo[b]thiophen-3-
one
(2-{[4-(diethylamino)phenyl]methylene}-3-
372 | ST081327 | 353.42 oxocyclopenta[2,3-albenzenylidene)met hane-1,1-
dicarbonitrile
373 | sT081356 256.26 (2E)-1-(2,4-dihydroxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2- 3 F109
en-1-one chalcone
374 | ST081387 | 367.23 3-(2,4-dichlorophenyl)-4-phenylchromen-2-one
375 | ST081388 | 348.79 3-(2-chlorophenyl)-7-hydroxy-4-phenylchromen-2-one
376 | ST081389 | 254.24 7-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one




7-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-8-[3,4,5-trihydroxy-6-

377 | ST081391 | 416.38 (hydroxymethyl)(2H-3,4,5,6 -tetrahydropyran-2-
yl)]chromen-4-one
378 | sTos1483 | 45837 3-(2-methoxyphenyl)-4-oxo-2-(trifluoromethyl)chromen-7-
yl 2-fluorobenzoate
379 | ST081567 | 293.32 ethyl 4-oxo-2-phenylhydroquinoline-6-carboxylate
280 | sTo081580 | 430.46 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-4-oxochromen-3-yl 3-
phenylpropanoate
381 | sTos1s81 | 467.52 ) N-cyclohexyl-2-[4-ox0-2-(3,4,5- )
trimethoxyphenyl)chromen-6-yloxy]acetamide
282 | sT081587 | 349.43 5-(azaperhydroepinylmethyl)-6-hydroxy-2-
phenylchromen-4-one
283 | sTos1s88 | 367.40 6-hydroxy-2-(4-methoxyphenyl)-5-(morpholin-4-
ylmethyl)chromen-4-one
a4 | sTos1598 | 324.33 3-(2H,3H,4H-benzo[b]1,4-dioxepan-7-yl)-7-hydroxy-2-
methylchromen-4-one
385 | ST081626 254.24 3,5-dihydroxy-2-phenylchromen-4-one 5-hydroxyflavonol 1A F110
386 | ST082229 | 290.68 7-chloro-2-(4-fluorophenyl)-3-hydroxychromen-4-one 1A F111
387 | sTos3078 | 352.39 methylethyl 2-[2-(4-methylphenyl)-4-oxochromen-6-
yloxy]acetate
388 | ST083089 | 348.38 4-o0x0-2-phenylchromen-6-yl thiophene-2-carboxylate
389 | ST083092 | 328.75 2-(2-chlorophenyl)-4-oxochromen-3-yl propanoate
390 | ST083122 | 295.29 2-(4-oxo-2-phenylchromen-6-yloxy)acetamide
301 | sT083129 | 337.38 7-hydroxy-8-(morphol|n-4-}(;|:;ethy|)-3-phenylchromen-4-
392 | sT083130 | 372.80 methylethyl 2-[3-(4-chlorophenyl)-4-oxochromen-7-
yloxy]acetate
303 | sTo83652 | 374.39 (2E)-1-(g-hydroxy-4,6-d|methoxyphenyl)-3-(2,4,5-
trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-0 ne
304 | sT083653 | 358.39 (2E)—3—(3,4—d|methoxyphenyl)—l—(2,4,6—
trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one
395 | ST083654 268.27 5-hydroxy-2-(3-methoxyphenyl)chromen-4-one 1C F112
396 | ST083655 | 282.30 5-methoxy-2-(2-methoxyphenyl)chromen-4-one
397 | ST083656 | 282.30 5-methoxy-2-(4-methoxyphenyl)chromen-4-one
398 | ST083657 | 282.30 7-methoxy-2-(2-methoxyphenyl)chromen-4-one
309 | sTos3658 | 344.36 (2E)—3—(4—hydroxy—3—methoxyphenyl)—l—(2,4,6—
trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one
400 | ST083683 280.32 7-(methylethoxy)-3-phenylchromen-4-one
201 | sToss112 | 49536 2—(2,4—d|act_aty|oxy—5—chIorophenyl)—6—ch|oro—2,4,4—
trimethylchroman-7-yl acetat e
2-{[4-(4-methylpiperazinyl)-3-
402 [ ST085121 | 381.46 nitrophenyl]methylene}benzo[b]thiophen-3-one
403 | ST085666 | 284.31 2-(3,4-dimethoxyphenyl)chroman-4-one
404 | ST085667 | 284.31 2-(2,3-dimethoxyphenyl)chroman-4-one
405 | ST085668 300.27 3,5,7-trihydroxy-2-(4-methoxyphenyl)chromen-4-one kaempferide 1A F113
406 | ST085669 | 300.31 2-(4-hydroxyphenyl)-5,7-dimethoxychroman-4-one
407 | ST085670 254.24 3-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one 4'-hydroxyflavonol 1A F114
408 | ST085671 268.27 3-hydroxy-5-methoxy-2-phenylchromen-4-one 1A F115
409 | ST085672 328.32 3-hydroxy-2-(3,4,5-trimethoxyphenyl)chromen-4-one 1A F116
7-[(2S,4S,5S,3R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)(2H-3,4,5,6-tetrahydropy ran-2-yl)oxy]-3-
410 | ST085773 | 676.67 | ((2S,6S,3R,4R,5R)-3,4,5-trihydroxy-6-methyl(2H-3,4,5,6- 1Cc F117
tetrahy dropyran-2-yl)oxy)-5-hydroxy-2-(4-
methoxyphenyl)-8-(3-methylbut-2-enyl)chromen -4-one
211 | stoss906 | 37439 3-(3,4-d|methoxyphenyl)-7(-)?;droxy-4-phenylchromen-2-
412 | ST086116 268.27 3-hydroxy-7-methoxy-2-phenylchromen-4-one 1A F118
413 | ST086243 326.35 2-(3,4-diethoxyphenyl)-3-hydroxychromen-4-one 3'4'-diethoxyflavonol 1A F119
214 | sTose259 | 406.46 2-(4-methylphenyl)-4-oxochromen-3-yl 4-
methylbenzenesulfonate
215 | sTose260 | 436.49 2-(4-ethoxyphenyl)-4-oxochromen-3-yl 4-
methylbenzenesulfonate
416 | ST086510 | 282.30 7,8-dimethoxy-2-phenylchromen-4-one
417 | ST086511 298.30 2-(2,3-dimethoxyphenyl)-3-hydroxychromen-4-one 1A F120
418 | ST086622 | 238.24 3-hydroxy-2-phenylchromen-4-one 1A F121
1-(3-methylphenyl)-2-(2,2,3-trimethyl(1,2,3-
419 | STO88176 | 355.48 trihydrobenzolflisoquinolin-4-ylid ene))ethan-1-one
220 | sTosss23 | 30829 2—{4—[_(1,3—d|oxocyc|openta[3,4—a]_benz_en—2—
ylidene)methyl]phenoxy}acetic acid
(2E)-1-(2H,3H-benzol[3,4-e]1,4-dioxan-6-yl)-3-(2H-
421 [ ST090287 | 310.31 benzo[3,4-d]1,3-dioxolen-5-yl )prop-2-en-1-one
422 | ST092286 | 298.34 | (2E)-3-phenyl-1-(2,4,6-trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one
423 | sT092287 | 314.34 (2E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-(2,4,6-

trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one




424 | ST092291 | 254.24 3,7-dihydroxy-2-phenylchromen-4-one 1A F122
225 | sT092293 270.28 (2E)-1-(2,4-dihydroxyphenyl)-3-(2-methoxyphenyl)prop- 4'-methoxy-2'- 3 F123
2-en-1-one hydroxychalcone chalcone
226 | sT092206 | 268.31 (2E)-1-(4-hydroxy-2-methylphenyl)-3-(4-
methoxyphenyl)prop-2-en-1-one
227 | sT092297 | 358.35 2—(3—hy(_jroxy—4—methoxypheny|)—5,6,7—
trimethoxychromen-4-one
428 | ST092710 | 254.29 7-methoxy-2-phenylchroman-4-one
229 | sT092742 | 30739 2—{[4—(d|methylam|no)phenyl]methylene}—s—methoxy—3,4—
dihydronaphthalen-1-one
430 | ST092763 | 335.58 2-(4-bromophenyl)-6-chlorochromen-4-one
431 | ST092764 | 380.04 6-bromo-2-(4-bromophenyl)chromen-4-one
432 | ST093690 | 236.27 2-(4-methylphenyl)chromen-4-one
4,4-dimethyl-8-phenyl-2-prop-2-enylthiospiro[3,4,5,6-
433 | STO93738 | 394.54 tetrahydropyrimidine-6,4' -chromane]-13-ol
234 | sT094800 | 395.46 (22)-2-benzoxazol-2-yl-1-(4-methylphenyl)-3-(4-prop-2-
enyloxyphenyl)prop-2-en- 1-one
435 | sT094806 | 377.89 (2E)-1-{4-[(diethylamino)sulfonyl]phenyl}-3-(3-
chlorophenyl)prop-2-en-1-one
436 | ST094856 | 303.32 (2E)-1-naphthyl-3-(4-nitrophenyl)prop-2-en-1-one
437 | ST094874 | 295.34 N-{4-[(2E)-3-(4-methoxypheny|)prop-2-
enoyl]phenyl}acetamide
238 | sT094877 | 385.42 (22)-2-benzoxazol-2-yl-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-
1-(4-methylphenyl)prop-2- en-1-one
239 | sT094880 | 399.45 (2E)-2-benzoxazol-2-yl-1-(4-ethoxyphenyl)-3-(4-
methoxyphenyl)prop-2-en-1-one
240 | sTo94881 | 383.45 (2E)-2-benzoxazol-2-yl-1-(4-ethoxyphenyl)-3-(4-
methylphenyl)prop-2-en-1-one
aa1 | sTo94882 | 387.41 (22)-2-benzoxazol-2-yl-1-(4-ethoxyphenyl)-3-(4-
fluorophenyl)prop-2-en-1-one
242 | sT094883 | 369.42 (2Z)-2-benzoxazol-2-yl-1-(4-ethoxyphenyl)-3-phenylprop-
2-en-1-one
243 | sT094884 | 40039 (22)—2—benszazol—2—yl—1—(4—methoxyphenyl)—3—(3—
nitrophenyl)prop-2-en-1-one
3-(4-hydroxyphenyl)-7-[3,4,5-trihydroxy-6-
444 | STO77114 | 416.38 (hydroxymethyl)(2H-3,4,5,6-tetrahydr opyran-2-

yloxy)lchromen-4-one




Tabela 2. Lista flawonoidéw naturalnego pochodzenia oferowana przez firme Chemfaces. Flawonoidy
ktére przyporzgdkowano na podstawie ich struktury do grupy zwigzkéw potencijalnie ulegajgcych
fluorescencyjnej derywatyzacji za pomocg DPBA zaznaczono na kolor zielony. Typ struktury opisano
zgodnie z kryteriami przedstawionymi na rycinach 17, 19, 21. Flawonoidom nadano kolejne numery
identyfikacyjne F. Nazwy zwigzkdw, jako czes¢ charakterystyki substancji, udostepnione sg przez firme
w jezyku angielskim i w tej formie zostaty przedstawione ponize;.

L.p. Numer katalogowy Masig/rr:gll]o wa Numer CAS. Nazwa zwyczajowa strl—itﬁ‘uy i den’t\l;fjir;:cryjny
1 CFN92795 354.50 76265-12-8 Yukovanol 1B F124
2 CFN97089 284.30 632-85-9 Wogonin 1c F125
3 CFN98816 338.40 51225-30-0 Wighteone 2A F126
4 CFN97916 404.50 4449-55-2 Warangalone 2A F127
5 CFN98172 374.34 479-91-4 Vitexicarpin 1C F128
6 CFN97314 230.22 82-57-5 Visnagin
7 CFN97545 514.43 96684-81-0 Viscidulin 1l tetraacetate
8 CFN97488 346.30 92519-91-0 Viscidulin 11l 1c F129
9 CFN92214 330.30 92519-93-2 Viscidulin 11 1c F130
10 CFN97489 302.20 92519-95-4 Viscidulin | 1A F131
11 CFN98483 272.30 35878-41-2 Vestitol
12 CFN98290 314.30 25739-41-7 Velutin 1c F132
13 CFN98841 330.30 520-32-1 Tricin 1C F133
14 CFN99610 272.30 147517-06-4 Thunberginol C 3G F134
15 CFN90170 716.60 30462-34-1 Theaflavin-3-gallate 1E F135
16 CFN98599 704.63 28543-07-9 Theaflavin-3'-gallate 1E F136
17 CFN99130 868.70 30462-35-2 Theaflavin 3,3'-di-O-gallate 1E F137
18 CFN98597 564.49 4670-05-07 Theaflavin 1E F138
19 CFN98755 542.50 48236-96-0 Tetrahydroamentoflavone 1D F139
20 CFN97864 410.42 76-80-2 Tephrosin
21 CFN99920 300.26 548-77-6 Tectorigenin 2A F140
22 CFN98840 268.30 520-28-5 Tectochrysin 1C F141
23 CFN98734 304.30 480-18-2 Taxifolin 1B F142
24 CFN90240 372.37 481-53-8 Tangeretin
25 CFN97027 316.30 603-61-2 Tamarixetin 1A F143
26 CFN98808 568.50 509077-91-2 Taiwanhomoflavone B 1C F144
27 CFN96061 298.30 94451-48-6 Syzalterin 1c F145
28 CFN97844 270.24 120-05-8 Sulfuretin 3B F146
29 CFN98949 288.30 56486-94-3 Steppogenin 1D F147
30 CFN92005 424.50 97938-30-2 Sophoraflavanone G 1D F148
31 CFN92635 424.50 121927-91-1 Sophoraflavanone C 1D F149
32 CFN92216 374.40 55084-08-7 Skullcapflavone I 1C F150
33 CFN98643 314.30 41060-16-6 Skullcapflavone | 1C F151
34 CFN99599 372.37 2306-27-6 Sinensetin
35 CFN99542 482.44 22888-70-6 Silymarin




36 CFN92155 556.52 106293-99-6 Sikokianin A

37 CFN98394 312.30 3122-87-0 Sideroxylin 1C F152
38 CFN97204 72061-63-3 Sepinol

39 CFN98557 286.24 529-53-3 Scutellarein 1C F153
40 CFN98869 312.30 52706-07-7 Scillascillin 2B F154
41 CFN98847 580.60 521-34-6 Sciadopitysin 1C F155
42 CFN92014 284.30 102067-84-5 Sappanone A 3D F156
43 CFN92832 318.28 111254-19-4 Sappanol

44 CFN92416 488.57 86450-77-3 Sanggenone K

45 CFN99704 708.71 81422-93-7 Sanggenone D 1B F157
46 CFN99593 708.71 80651-76-9 Sanggenone C 1B F158
47 CFN97979 422.50 92280-12-1 Sanggenon N 1D F159
48 CFN97893 492.60 1351931-30-0 Sanggenol P

49 CFN92787 422.50 329319-20-2 Sanggenol L 1D F160
50 CFN92695 424.50 174423-30-4 Sanggenol A 1D F161
51 CFN99883 328.30 19103-54-9 Salvigenin 1C F162
52 CFN98366 286.30 2957-21-3 Sakuranetin 1D F163
53 CFN98672 288.30 4382-34-7 Robtin 1G F164
54 CFN98780 302.20 490-31-3 Robinetin 1A F165
55 CFN92217 344.30 70028-59-0 Rivularin 1C F166
56 CFN97724 300.27 569-92-6 Rhamnocitrin 1A F167
57 CFN98429 330.30 33429-83-3 Q“erce“lig;'d'memy' 1c F168
58 CFN99272 302.24 117-39-5 Quercetin

59 CFN98246 566.50 23624-21-7 Putraflavone 1C F169
60 CFN90189 284,26 552-59-0 Prunetin 2A F170
61 CFN98453 330.30 3443-28-5 Prudomestin 1A F171
62 CFN99560 866.77 37064-30-5 Procyanidin C1

63 CFN99559 578.52 23567-23-9 Procyanidin B3

64 CFN99558 578.52 29106-49-8 Procyanidin B2 1E F172
65 CFN99557 578.52 20315-25-7 Procyanidin B1 1E F173
66 CFN99556 594.52 4852-22-6 Proanthocyanidins 1E F174
67 CFN98202 552.50 22136-74-9 Podocarpusflavone A 1C F175
68 CFN98739 270.30 480-37-5 Pinostrobin 1D F176
69 CFN99211 340.33 111441-88-4 Pinocembrin diacetate

70 CFN99096 298.30 109592-60-1 Pinocembrin acetate 1D F177
71 CFN98740 256.30 480-39-7 Pinocembrin 1D F178
72 CFN98917 272.30 548-82-3 Pinobanksin 1B F179
73 CFN96054 342.39 76122-57-1 Phaseollidin hydrate

74 CFN98611 324.37 37831-70-2 Phaseollidin

75 CFN92036 352.72 1429-30-7 Petunidin chloride

76 CFN92034 336.72 134-01-0 Peonidin chloride

7 CFN98957 344.30 569-80-2 Penduletin 1C F180
78 CFN92132 306.70 134-04-3 Pelargonidin chloride




79 CFN96045 316.30 22384-63-0 Pedalitin 1C F181
80 CFN99010 314.30 520-12-7 Pectolinarigenin 1C F182
81 CFN97280 318.30 80453-44-7 Padmatin 1B F183
82 CFN98433 344.30 33708-72-4 Pachypodol 1C F184
83 CFN97917 404.50 482-53-1 Osajin 2A F185
84 CFN98540 284.26 480-11-5 Oroxylin A 1D F186
85 CFN98737 286.20 480-23-9 Orobol 2C F187
86 CFN92422 300.30 73695-94-0 Onysilin 1D F188
87 CFN98876 330.30 529-40-8 Ombuin 1A F189
88 CFN92218 270.20 4443-09-08 Norwogonin 1C F190
89 CFN98679 232.20 4439-68-3 Norkhellol 3A F191
90 CFN98528 372.37 5240-95-9 Noricaritin 1A F192
91 CFN99027 192.20 1013-69-0 Noreugenin 3A F193
92 CFN92346 354.40 28610-31-3 Noranhydroicaritin 1A F194
93 CFN98726 402.39 478-01-3 Nobiletin

94 CFN97981 352.38 53734-75-1 Neorauflavene

95 CFN97919 354.38 53734-74-0 Neorauflavane

96 CFN92694 436.45 62596-35-4 Neocyclomorusin

97 CFN92152 542.49 90411-12-4 Neochamaejasmine B

98 CFN92151 542.49 90411-13-5 Neochamaejasmine A

99 CFN92222 322.35 41060-15-5 Neobavaisoflavone

100 CFN99848 356.30 18196-13-9 Naringenin-4',7-diacetate 1D F195
101 CFN98616 314.33 38302-15-7 Naringenin trimethyl ether

102 CFN98603 398.36 3682-04-0 Naringenin triacetate

103 CFN98742 272.25 480-41-1 Naringenin

104 CFN98877 318.24 529-44-2 Myricetin

105 CFN97085 422.50 62949-79-5 Mulberrin 1C F196
106 CFN98475 298.30 3570-62-5 Moslosooflavone 1C F197
107 CFN97086 438.50 62949-93-3 Morusinol 1C F198
108 CFN97083 420.50 62596-29-6 Morusin 1C F199
109 CFN99929 302.24 480-16-0 Morin

110 CFN98596 328.36 74805-91-7 Methylophiopogonanone B 2B F200
111 CFN98595 342.34 74805-92-8 Methylophiopogonanone A 2B F201
112 CFN98411 270.28 32383-76-9 Medicarpin

113 CFN92035 366.75 643-84-5 Malvidin chloride

114 CFN97949 126.11 118-71-8 Maltol

115 CFN99746 284.26 19908-48-6 Maackiain

116 CFN99787 344.32 152743-19-6 Lysionotin 1C F202
117 CFN98655 354.40 41743-56-0 Luteone 2A F203
118 CFN98784 286.24 491-70-3 Luteolin

119 CFN97939 370.35 135905-53-2 Lupinol C

120 CFN97245 406.50 76754-24-0 Lupalbigenin 2A F204
121 CFN99156 578-86-9 Liquiritigenin




122 CFN92385 346.30 489-33-8 Limocitrin 1A F205
123 CFN92289 338.40 72357-31-4 Licoflavone C 1C F206
124 CFN92343 356.40 152464-78-3 Leachianone G 1D F207
125 CFN97560 438.50 97938-31-3 Leachianone A 1D F208
126 CFN92320 424.50 68401-05-8 Kuwanon E 1D F209
127 CFN96031 422.50 123702-94-3 Kuwanol C 1D F210
128 CFN92390 440.50 254886-77-6 Kushenol X 1B F211
129 CFN92342 386.40 254886-76-5 Kushenol W 1D F212
130 CFN92002 256.25 102490-65-3 Kushenol N

131 CFN92345 508.60 101236-51-5 Kushenol M

132 CFN92344 440.49 101236-50-4 Kushenol L

133 CFN92534 472.53 101236-49-1 Kushenol K

134 CFN92001 454,51 99119-69-4 Kushenol |

135 CFN92388 424.50 99119-72-9 Kushenol E 1D F213
136 CFN92391 438.50 99119-73-0 Kushenol C 1A F214
137 CFN92348 492.60 99217-64-8 Kushenol B

138 CFN92000 408.50 99217-63-7 Kushenol A 1D F215
139 CFN92003 438.51 34981-26-5 Kurarinone

140 CFN92533 456.53 855746-98-4 Kurarinol

141 CFN98423 314.30 3301-49-3 Kumatakenin 1C F216
142 CFN97303 260.24 82-02-0 Khellin

143 CFN97839 326.39 1238116-48-7 Kazinol U 1E F217
144 CFN97569 392.49 99624-27-8 Kazinol B

145 CFN92431 394.50 99624-28-9 Kazinol A

146 CFN99686 454.38 16274-11-6 Kaempferol tetraacetate

147 CFN92510 300.30 22044-80-0 Kaempferol 5-methyl ether 1A F218
148 CFN99479 412.40 143724-69-0 Kaempferol 3,4,7-triacetate 1C F219
149 CFN98838 286.24 520-18-3 Kaempferol

150 CFN98782 282.33 491-54-3 Kaempferide

151 CFN90386 330.29 18085-97-7 Jaceosidin 1C F220
152 CFN99482 486.42 14397-69-4 Jaceidin triacetate

153 CFN99032 360.30 10173-01-0 Jaceidin 1C F221
154 CFEN92777 284.10 480-14-8 I1zalpinine 1A F222
155 CFN97166 338.40 68436-47-5 Isowighteone 2A F223
156 CFN97562 330.30 98755-25-0 Isothymusin 1C F224
157 CFN92436 360.30 99615-01-7 Isothymonin 1C F225
158 CFN97016 286.32 60102-29-6 Isosativan

159 CFN98743 286.30 480-43-3 Isosakuranetin 1D F226
160 CFN98735 316.26 480-19-3 Isorhamnetin

161 CFN97739 330.33 4431-42-9 Isopedicin

162 CFN92153 542.49 871319-96-9 Isoneochamaejasmin A

163 CFN92223 322.35 40357-43-5 Isoneobavaisoflavone

164 CFN97226 270.28 74560-05-7 Isomedicarpin




165 CFN97594 354.36 94805-83-1 Isolicoflavonol 1A F227
166 CFN90174 566.51 548-19-6 Isoginkgetin ic F228
167 CFN96071 422.50 478158-77-9 Isoerysenegalensein E 2A F229
168 CFN92794 336.30 121747-89-5 Isoderrone 2A F230
169 CFN97894 404.50 121747-90-8 Isochandalone 2A F231
170 CFN92150 542.49 93859-63-3 Isochamaejasmin

171 CFN92063 570.54 865852-48-8 Isochamaejasmenin B

172 CFN97042 282.29 610778-85-3 Isobonducellin

173 CFN98400 324.37 31524-62-6 Isobavachin

174 CFN98450 388.50 34366-34-2 Isoapetalic acid 3A F232
175 CFN99788 386.35 41743-73-1 Irisflorentin

176 CFN98527 368.38 118525-40-9 Icaritin 1A F233
177 CFN97592 354.35 95456-43-2 Hydroxytuberosone

178 CFN98021 300.30 20243-59-8 Hydroxygenkwanin 1C F234
179 CFN98745 256.30 480-47-7 Hydrangenol 3G F235
180 CFN97850 406.48 114542-44-8 Honyucitrin 1C F236
181 CFN97720 284.31 606-91-7 Homopterocarpin

182 CFN97891 316.30 482-01-9 Homoferreirin 2B F237
183 CFN99491 300.30 1447-88-7 Hispidulin 1c F238
184 CFN92007 538.50 19202-36-9 Hinokiflavone 1c F239
185 CFN98236 580.60 23132-13-0 Heveaflavone 1C F240
186 CFN98842 302.30 520-33-2 Hesperetin 1D F241
187 CFN99778 302.24 527-95-7 Herbacetin 1A F242
188 CFN99106 284.26 40957-83-3 Glycitein

189 CFN99464 422.50 142474-52-0 Glyasperin A 1A F243
190 CFN97977 340.40 87440-56-0 Glepidotin B 1B F244
191 CFN99731 324.37 59870-68-7 Glabridin

192 CFN98659 324.37 41983-91-9 Glabranin

193 CFN90173 566.51 481-46-9 Ginkgetin 1C F245
194 CFN98670 284.30 437-64-9 Genkwanin 1C F246
195 CFN98681 270.24 446-72-0 Genistein

196 CFN97883 352.40 129145-51-3 Gancaonin M 2A F247
197 CFN97548 306.30 970-73-0 Gallocatechin 1E F248
198 CFN92776 284.10 6665-74-3 Galangin 3-methyl ether 1C F249
199 CFN98918 270.20 548-83-4 Galangin 1A F250
200 CFN98042 288.30 20725-03-5 Fustin 1B F251
201 CFN97918 438.50 911004-72-3 Furowanin A 2C F252
202 CFN99962 268.26 485-72-3 Formononetin

203 CFN98176 286.24 528-48-3 Fisetin

204 CFN99817 404.50 173429-83-9 Ficusin A 2A F253
205 CFN90337 300.30 24211-30-1 Farrerol 1D F254
206 CFN99417 462.45 13364-94-8 Exoticin

207 CFN97806 338.35 166547-20-2 Eurycarpin A




208 CFN97418 344.30 855-96-9 Eupatorin ic F255
209 CFN92698 346.30 29536-44-5 Eupatoletin 1A F256
210 CFN90190 344.31 22368-21-4 Eupatilin 1C F257
211 CFN92669 408.49 80510-05-0 Euchrestaflavanone A

212 CFN92668 474.59 119061-09-5 Euchrenone B1

213 CFN92667 406.47 171828-81-2 Euchrenone A10

214 CFN99452 368.38 14004-35-4 Eucalyptin acetate

215 CFN98395 326.40 3122-88-1 Eucalyptin ic F258
216 CFN97096 354.40 63807-85-2 Erythrinin C 2A F259
217 CFN92231 320.34 63807-86-3 Erythrinin A

218 CFN98098 352.30 221150-19-2 Erysubin B 2A F260
219 CFN98097 352.30 221150-18-1 Erysubin A 2A F261
220 CFN96072 422.48 154992-17-3 Erysenegalensein E 2A F262
221 CFN98050 314.30 20869-95-8 Ermanin 1c F263
222 CFN92835 314.38 162616-72-0 Eriosemation

223 CFN92552 246.30 175448-02-9 Eriosematin A 3A F264
224 CFN99719 288.25 552-58-9 Eriodictyol

225 CFN98020 500.45 20194-41-6 Epicatechin pentaacetate

226 CFN98781 290.30 490-46-0 Epicatechin 1E F265
227 CFN90486 366.75 125536-25-6 Dracorhodin perchlorate

228 CFN92679 522.59 194794-50-8 Dracoflavan C2

229 CFN92680 522.59 194794-49-5 Dracoflavan C1

230 CFN92683 538.59 194794-47-3 Dracoflavan B2

231 CFN92682 538.59 194794-44-0 Dracoflavan B1

232 CFN92681 794.88 132185-42-3 Dracoflavan A

233 CFN96035 398.40 1372527-42-8 Dodoviscin J 1c F266
234 CFN96015 386.40 1372527-40-6 Dodoviscin | 1c F267
235 CFN96007 454.50 1372527-39-3 Dodoviscin H 1C F268
236 CFN96016 500.60 1372527-25-7 Dodoviscin A 1c F269
237 CFN90210 300.26 520-34-3 Diosmetin 1C F270
238 CFN97194 318.30 70411-27-7 Dihydrotamarixetin 1B F271
239 CFN98671 304.30 4382-33-6 Dihydrorobinetin 1B F272
240 CFN92591 286.30 18956-18-8 Dihydrooroxylin A 1D F273
241 CFN96075 324.40 104055-79-0 Dihydroobovatin 1D F274
242 CFN99854 304.30 18422-83-8 Dihydromorin 1B F275
243 CFN92828 103680-87-1 Dihydrobonducellin

244 CFN97097 338.40 63807-90-9 Dihydroalpinumisoflavone 2A F276
245 CFN98234 330.30 22934-99-2 Desmethoxycentaureidin 1C F277
246 CFN97689 336.34 76166-59-1 Derrone 2A F278
247 CFN96046 422.50 246870-75-7 Derrisisoflavone B 2A F279
248 CFN97716 286.24 61854-36-2 Demethoxycapillarisin 3A F280
249 CFN92033 338.70 528-53-0 Delphinidin chloride 1E F281
250 CFN96085 408.40 59086-93-0 Dehydrotoxicarol 2D F282




251 CFN97906 284.31 3466-23-7 Dehydrodeguelin

252 CFN97934 394.42 522-17-8 Deguelin

253 CFN97931 288.30 30368-42-4 Dalbergioidin 2B F283
254 CFN98774 254.24 486-66-8 Daidzein

255 CFN92417 420.45 19275-51-5 Cyclomulberrin

256 CFN97714 418.45 62596-34-3 Cyclomorusin 1C F284
257 CFN97748 502.56 36545-53-6 Cycloheterophyllin 1C F285
258 CFN92418 352.34 145643-96-5 Cyclocommunol

259 CFN99741 322.70 528-58-5 Cyanidin Chloride 1E F286
260 CFN92532 356.40 597542-74-0 Cudraflavanone B 1D F287
261 CFN98902 320.34 53947-92-5 Corylin

262 CFN92228 338.35 775351-91-2 Corylifol C

263 CFN92226 390.47 775351-88-7 Corylifol A

264 CFN97126 314.30 6601-62-3 Cirsimaritin 1C F288
265 CFN90418 344.32 41365-32-6 Cirsilineol 1C F289
266 CFN98612 306.31 37921-38-3 Cimifugin

267 CFN99622 360.30 14965-20-9 Chrysosplenol D 1C F290
268 CFN97026 374.40 603-56-5 Chrysosplenetin 1C F291
269 CFN98785 300.30 491-71-4 Chrysoeriol 1C F292
270 CFN98741 254.20 480-40-0 Chrysin 1C F293
271 CFN92154 542.49 69618-96-8 Chamaejasmine

272 CFN92064 570.54 865852-47-7 Chamaejasmenin D

273 CFN92061 584.57 89595-70-0 Chamaejasmenin C

274 CFN92062 570.54 89595-71-1 Chamaejasmenin A

275 CFN92815 542.49 93413-00-4 Chamaechromone

276 CFN90433 360.31 17313-52-9 Centaureidin 1C F294
277 CFN97872 334.30 75513-81-4 Cedrin 1B F295
278 CFN97912 318.30 31076-39-8 Cedeodarin 1B F296
279 CFN92773 440.49 1303438-52-9 Cathayanon |

280 CFN92663 424.50 1303438-51-8 Cathayanon H 1B F297
281 CFN99682 500.45 16198-01-9 Catechin pentaacetate

282 CFN99646 290.27 154-23-4 Catechin

283 CFN98732 374.40 479-91-4 Casticin 1C F298
284 CFN98969 336.30 57498-96-1 Carpachromene 1C F299
285 CFN90317 316.26 56365-38-9 Capillarisin 3A F300
286 CFN99140 300.30 20575-57-9 Calycosin

287 CFN98419 300.26 32884-36-9 Cajanin 2A F301
288 CFN97736 272.25 492-14-8 Butin

289 CFN92664 422.50 162558-94-3 Broussoflavonol F 1A F302
290 CFN92774 452.50 99217-70-6 Broussoflavonol B

291 CFN98711 286.30 474-07-7 Brazilin 1E F303
292 CFN97274 332.30 79995-67-8 Blumeatin B 1B F304
293 CFN99278 302.30 118024-26-3 Blumeatin 1D F305




294 CFN99734 284.26 491-80-5 Biochanin A 2A F306
295 CFN98846 552.50 521-32-4 Bilobetin 1C F307
296 CFN97992 338.40 161099-42-9 Bidwillol A

297 CFN92328 316.30 90-19-7 beta-Rhamnocitrin 1A F308
298 CFN98006 338.40 19879-30-2 Bavachinin

299 CFN98007 324.37 19879-32-4 Bavachin

300 CFN97861 300.26 101691-27-4 Barpisoflavone A

301 CFN98069 322.35 213912-46-0 Barbacarpan

302 CFN98783 270.24 491-67-8 Baicalein

303 CFN96062 420.50 60297-37-2 Auriculasin 2C F309
304 CFN97991 336.30 119309-02-3 Atalantoflavone 1C F310
305 CFN99273 504.60 1174017-37-8 Artoheterophyllin B 1C F311
306 CFN97239 436.50 7608-44-8 Artocarpin 1C F312
307 CFN97530 430.40 95135-98-1 Artemetin acetate

308 CFN98731 388.40 479-90-3 Artemetin 1C F313
309 CFN98736 288.30 480-20-6 Aromadendrin 1B F314
310 CFN98797 374.40 50461-86-4 Araneosol 1C F315
311 CFN98843 270.20 520-36-5 Apigenin 1C F316
312 CFN98647 320.34 41347-49-3 Anhydrotuberosin

313 CFN98526 368.38 38226-86-7 Anhydroicaritin 1A F317
314 CFN96057 314.33 133442-54-3 Angophorol

315 CFN98789 292.30 49624-66-0 Angelicain 3A F318
316 CFN98326 320.30 27200-12-0 Ampelopsin 1B F319
317 CFN99526 538.46 1617-53-4 Amentoflavone 1C F320
318 CFN98226 334.30 226561-02-0 Amaronol B 3C F321
319 CFN98225 320.30 226560-96-9 Amaronol A 3C F322
320 CFN98440 336.30 34086-50-5 Alpinumisoflavone 2A F323
321 CFN98489 270.28 36052-37-6 Alpinetin

322 CFN97117 338.35 65388-03-6 alpha-lsowighteone

323 CFN96008 416.40 84294-77-9 Aliarin 1C F324
324 CFN92325 354.40 73343-42-7 Albanin A 1C F325
325 CFN98073 314.30 21499-24-1 Agrimonolide 3G F326
326 CFN92347 550-79-8 Afrormosine

327 CFN98744 480-44-4 Acacetin

328 CFN92016 340.40 53846-50-7 8-Prenylnaringenin 1D F327
329 CFN97899 422.50 125002-91-7 8-Prenylluteone 2A F328
330 CFN97827 135384-00-8 8-Prenyldaidzein

331 CFN97500 316.30 93078-83-2 S'Oézi?f;zfggﬁc'gﬁghy" 2B F329
332 CFN92382 316.30 571-74-4 8-Methoxykaempferol 1A F330
333 CFN97475 90996-27-3 8-Methoxybonducellin

334 CFN96053 422.50 883859-83-4 8-Lavandulylkaempferol 1A F331
335 CFN97581 440.50 N/A 8-Isomulberrin hydrate 1C F332




336

CFN98025

202846-95-5

8-Hydroxy-3,5,7,3',4' 5'-

hexamethoxyflavone
337 CFN92139 298.30 80621-54-1 8-Demethylsideroxylin 1C F333
338 CFN98954 312.30 5689-38-3 8-Demethyleucalyptin 1C F334
339 CFN96038 300.30 206560-99-8 7-O-Methylporiol 1D F335
340 CFN98833 302.30 51857-11-5 7-O-Methyleriodictyol 1D F336
7-
341 CFN92156 298.29 402828-38-0 Methoxyneochamaeiasmine
A
342 CFN92768 238.24 6665-86-7 7-Hydroxyflavone
343 CFN98910 300.31 54377-24-1 _ 7-Hydroxy-5,8-
dimethoxyflavanone
7-Hydroxy-3-(4-
344 CFN99099 268.26 110064-50-1 hydroxybenzylidene)chroma
n-4-one
345 CFN92671 256.30 1180504-64-6 7-Hydroxy-3-(4-
hydroxybenzyl)chroman
346 CFN99014 330.33 100079-34-3 7-Hydroxy-2'5,8-
trimethoxyflavanone
347 CFN98819 298.30 5128-44-9 7,4'-Di-O-methylapigenin 1C F337
348 CFN92675 270.28 1178893-64-5 . 7.4 B
Dihydroxyhomoisoflavanone
349 CFN98606 310.39 376361-96-5 7.4 -Dihydroxy-3-
prenylflavan
350 CFN92389 284.26 947611-61-2 7.3 -Dihydroxy-5-
methoxyisoflavone
351 CFN97811 272.30 162290-05-3 7.3 -Dihydroxy-4*
methoxyflavan
352 CFN97786 270.24 2150-11-0 7,3',4'-Trihydroxyflavone 1F F338
353 CFN99209 270.30 1111897-60-9 7,3,4-Trihydroxy-3-benzyl- 3E F339
2H-chromene
354 CFN92017 340.40 68236-13-5 6-Prenylnaringenin 1D F340
355 CFN97529 302.30 94942-49-1 6-Methoxynaringenin 1D F341
356 CFN92706 316.30 520-11-6 6-Methoxyluteolin 1C F342
357 CFN92370 302.20 4324-55-4 6-Hydroxykaempferol 1A F343
358 CFN92019 408.50 97126-57-3 6-Geranylnaringenin 1D F344
359 CFN97171 218.25 66799-41-7 _ G-Aceyl-2,2-
dimethylchroman-4-one
360 CFN97705 422.48 66777-70-6 6,8-Diprenylorobol 2A F345
361 CFN92018 408.50 68236-11-3 6,8-Diprenylnaringenin 1D F346
362 CFN97935 406.50 51225-28-6 6,8-Diprenylgenistein 2A F347
363 CFN97960 484.54 1246926-09-9 5'-Prenylaliarin
364 CFN97060 286.28 61775-19-7 5-O-Methylnaringenin
5-Hydroxy-7-methoxy-3-(4-
365 CFN98291 298.30 259653-54-8 hydroxybenzylidene)chroma 3D F348
n-4-one
366 CFN97139 296.30 6674-40-4 5-Hydroxy-7-acetoxyflavone 1C F349
367 CFN97535 326.30 95480-80-1 5-Hydroxy-7-acetoxy-8- 1c F350
methoxyflavone
368 CFN99241 300.30 113981-49-0 S-Hydroxy-7,8- 1D F351
dimethoxyflavanone
369 CFN98361 328.30 29080-58-8 S-Hydroxy-3.4,7- 1c F352
trimethoxyflavone
370 CFN92321 422.47 1221762-70-4 S-Geranyl-5,7,2'4
tetrahydroxyflavone
371 CFN97240 284.26 7622-53-9 5-Deoxycajanin
372 CFN99409 296.27 132351-58-7 5-Acetoxy-7-hydroxyflavone
373 CFN92429 330.30 13459-07-9 5,7-Di-O-methylquercetin 1A F353




374 CFN92662 284.31 1036-72-2 5,7-Dimethoxyflavanone
375 CFN97761 178.14 31721-94-5 5,7-Dihydroxychromone 3A F354
376 CFN98403 314.30 3162-45-6 5,7-Dihydroxy-6,8- 1c F355
dimethoxyflavone
377 CFN99666 344.30 1570-09-8 5,7-Dihydroxy-3,4'8- 1c F356
trimethoxyflavone
378 CFN97138 338.31 6665-78-7 5,7-Diacetoxyflavone
379 CFN98240 368.34 23246-80-2 5. 7-Diacetoxy-8-
methoxyflavone
380 CFN98818 428.39 5128-43-8 5.7-Diacetoxy-3,4',8-
trimethoxyflavone
381 CFN96042 332.35 105330-59-4 5,7,4"-Tri-O-methylcatechin
382 CFN97995 398.40 959421-20-6 _5.7,4-Trihydroxy-3,6- 1c F357
dimethoxy-3-prenylflavone
5,7,4'-Trihydroxy-3,6-
383 CFN97838 466.53 1246926-08-8 dimethoxy-3,5- 1c F358
diprenylflavone
384 CFN98393 362.30 310888-07-4 5,7,3-Trihydroxy-6,4',5" 1D F359
trimethoxyflavanone
385 CFN97833 370.40 1268140-15-3 5,7,3-Trihydroxy-4- 1D F360
methoxy-8-prenylflavanone
386 CFN92322 422.47 376361-87-4 5.7.2' 4" Tetrahydroxy-3-
geranylflavone
387 CFN92215 360.30 98187-98-5 5,2',6-Trihydroxy-6,7,8- 1c F361
trimethoxyflavone
388 CFN99068 318.30 104778-16-7 4-O-Methylsappanol 3E F362
389 CFN97958 354.40 1038753-13-7 4'-O-Methyllicoflavanone 1D F363
390 CFN92769 318.32 112529-37-0 4-0O-Methylepisappanol
391 CFN98960 300.30 57096-02-3 4'-Hydroxywogonin 1C F364
392 CFN90419 162.14 1076-38-6 4-Hydroxycoumarin
393 CFN92588 256.30 27348-54-5 4'-Hydroxy-7-methoxyflavan
394 CFN98457 284.30 34818-83-2 4'-Demethyleucomin 3D F365
395 CFN99082 286.30 107585-77-3 4-Demethyl-3,9- 3E F366
dihydroeucomin
396 CFN98364 300.30 29424-96-2 4'7-Di-O-methylnaringenin 1D F367
397 CFN92855 2196-14-7 4',7-Dihydroxyflavone
398 CFN97137 254.20 6665-67-4 4 5-Dihydroxyflavone 1c F368
399 CFN97322 374.40 83133-17-9 4,5-Dihydroxy-3.,5',6,7- 1c F369
tetramethoxyflavone
400 CFN97161 338.40 68097-13-2 45, 7-Trihydroxy-6- 1c F370
prenylflavone
401 CFN97224 566.50 74336-91-7 4,4"-Di-O- 1c F371
methylcupressuflavone
402 CFN99615 1486-69-7 8-O-Methylquercetin
tetraacetate
403 CFN99616 316.30 1486-70-0 3-O-Methylquercetin 1C F372
404 CFN98492 300.30 36190-95-1 3-O-Methylorobol 2A F373
405 CFN98845 314.30 52117-69-8 3-0-Acetylpinobanksin 1B F374
406 CFN99685 254.24 162602-04-2 3-Hydroxy-5,7-dimethoxy-
3',4'-methylenedioxyflavan
407 CFN97247 330.33 76792-94-4 8-Hydroxy-45,7-
trimethoxyflavanone
408 CFN99081 316.30 107585-75-1 8-Hydroxy-3,9- 3E F375
dihydroeucomin
409 CFN97892 490.59 1334309-44-2 8-Geranyl-3-prenyl-24',5,7-
tetrahydroxyflavone
410 CFN99229 286.30 113122-54-6 3-Deoxysappanone B 3E F376




3'-Deoxy-4-O-

411 CFN92770 302.32 112408-68-1
methylsappanol
412 CFN92771 302.32 1052714-12-1 3-Deoxy-4-0-
methylepisappanol
413 CFN97043 256.25 61135-91-9 3,9-Dihydroxypterocarpan
414 CFN99025 538.50 101140-06-1 3,8'-Biapigenin 1C F377
415 CFN99051 356.30 103553-98-6 3,7-O-Diacetylpinobanksin 1B F378
416 CFN97961 330.30 22697-65-0 3,6-Dimethoxyapigenin 1C F379
417 CFN92665 406.50 104055-80-3 3',5'-Diprenylgenistein 2A F380
418 CFN99651 314.30 15486-33-6 3,5-Dihydroxy-4',7- 1A F381
dimethoxyflavone
419 CFN99214 374.40 111537-41-8 3.5-Dihydroxy-4'5',6,7- 1c F382
tetramethoxyflavone
3'5,5,7-
420 CFN99673 288.30 160436-10-2 1D F383
Tetrahydroxyflavanone
421 CFN99369 346.30 125537-92-0 85,5, 7-Tetrahydroxy-4',6- 1c F384
dimethoxyflavone
422 CFN97558 332.35 97914-19-7 8,4-Dihydroxy-3,5',7-
trimethoxyflavan
423 CFN99264 300.35 116384-26-0 3',4',7-Trimethoxyflavan
424 CFN99812 432.42 17245-30-6 3.4.5.3,5,6.7-
Heptamethoxyflavone
425 CFN98617 274.27 38412-82-7 3,4,4',7-Tetrahydroxyflavan
426 CFN92004 452.54 270249-38-2 2'-Methoxykurarinone
427 CFN97950 288.25 58124-18-8 2-Hydroxynaringenin
428 CFN99257 286.20 1156-78-1 2'-Hydroxygenistein 2A F385
429 CFN97687 270.24 7678-85-5 2'-Hydroxydaidzein
430 CFN98844 342.30 52096-50-1 2-Hydroxy-7-O- 2B F386
methylscillascillin
431 CFN92673 240.25 41680-08-4 2H-1-Benzopyran-7-yloxy
432 CFN92674 286.32 770729-34-5 2H-1-Benzopyran-5-ol
433 CFN99221 302.30 112408-71-6 2.5,7-Trihydroxy-8- 1D F387
methoxyflavanone
2'5,6'7-
434 CFN97285 288.30 80604-16-6 1D F388
Tetrahydroxyflavanone
2'5,6',7-
435 CFN97286 442 .42 80604-17-7
Tetraacetoxyflavanone
2',4' 5'-Trimethoxy-2",2"-
436 CFN98062 394.42 211799-56-3 dimethylpyrano[5",6":6,7]isof
lavone
437 CFN97223 354.40 74161-25-4 2,3-Dehydrokievitone 2A F389
438 CFN97277 304.30 80366-15-0 23,567 1B F390
Pentahydroxyflavanone
439 CFN97157 542.50 678138-59-5 2,3,2",3" 1D F391
Tetrahydroochnaflavone
440 CFN96058 384.38 221002-11-5 1"-Methoxyerythrinin C
441 CFN97933 396.39 150226-21-4 12-Deoxo-12alpha-
acetoxyelliptone
442 CFN97996 426.40 72458-85-6 11-Hydroxytephrosin 2E F392
443 CFN92834 512.59 956103-75-6 (2R)-8-Methylsocotrin-4'-ol
444 CFN99183 424.50 17654-26-1 (+)-Taxifolin 1B F393
445 CFN99138 256.30 970-73-0 (+)-Gallocatechin 1E F394
446 CFN99568 308.28 7295-85-4 (£)-Catechin hydrate
447 CFN90163 304.25 225937-10-0 (+)-Catechin hydrate 1E F395
448 CFN98280 274.27 2545-00-8 (+)-Afzelechin
449 CFN92415 306.27 176046-04-1 (+)-Sigmoidin A 1D F396




450 CFN92629 308.28 68745-38-0 (+)-Pinocembrin 1D F397
451 CFN98030 284.26 2035-15-6 ()-Maackiain

452 CFN99571 458.37 4233-96-9 (-)-Gallocatechin gallate 1E F398
453 CFN99137 306.27 3371-27-5 (-)-Gallocatechin 1E F399
454 CFN92081 472.40 83104-87-4 (')'Epigﬂ?i?ﬁ;t)eg;ilg'ti'(3”'o' 1E F400
455 CFN97549 306.30 970-74-1 (-)-Epigallocatechin(EGC) 1E F401
456 CFN99569 458.38 989-51-5 ()-Epigallocatechin gallate 1E F402
457 CFN92080 456.40 83104-86-3 ()Eﬁq'cefg%h;;fat(:o 1E F403
458 CFN99570 442.38 1257-08-5 (-)-Epicatechin gallate 1E F404
459 CFN98271 274.27 24808-04-6 (-)-Epiafzelechin

460 CFN92413 304.30 111003-33-9 (-)-Dihydroquercetin 1B F405
461 CFN98504 442.37 130405-40-2 (-)-Catechin gallate(CG) 1E F406




