Streszczenie

Ludzkie biatko opornosci wielolekowej ABCG2 nalezy do nadrodziny biatek ABC, bedacej
jedng z najliczniejszych grup biatek btonowych, wystepujacg u wszystkich organizméw
zywych. U cztowieka biatko ABCG2 funkcjonuje jako transporter wielu substancji o znaczeniu
fizjologicznym — metabolitéw, sktadnikéw pozywienia, lekéw. Jego aktywno$sé ma znaczenie
w farmakokinetyce lekéw i innych ksenobiotykéw, w farmakologicznych oddziatywaniach
lek-lek, pozywienie-lek i pozywienie-pozywienie, a szczegdlnie w funkcji tkanek barierowych
(nie pozwalajgcych toksynom dostawac sie do szczegdlnie wrazliwych miejsc organizmu).
Dodatkowo biatko ABCG2 jest jednym z trzech transporteréw z nadrodziny ABC, dla ktérych
postuluje sie udziat w zjawisku opornosci wielolekowej nowotworéw. Podczas gdy dla
prawidtowego funkcjonowania zdrowych tkanek barierowych jego ekspresja jest nieodzowna,
jego patologiczna nadekspresja w komoérkach zmienionych nowotworowo moze by¢
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 aktywnoséci biatka ABCG2, nadal wiele waznych naturalnych substratéw
pozostaje niezidentyfikowanych, nie potrafimy réowniez formutowaé ogdlnych regut predykcji
oddziatywan ABCG2 ze zwigzkami drobnoczasteczkowymi. Stosunkowo mato wiadomo
réwniez o jego biogenezie, losach wewnatrzkomoérkowych i mechanizmach regulaciji lokalizacji
w obrebie komorki. 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 (gtdéwnie mikroskopowe);
oraz na weryfikacji szczegétowych hipotez dotyczacych oddziatywania konkretnych
substratéw i inhibitorow z ABCG2. W toku prowadzonych prac udato sie znaczaco poszerzyé
palete dostepnych metod badania biologii biatka ABCG2, znaczaco zwiekszy¢ liczbe znanych
substratéw i inhibitorow tego biatka, a takze poczyni¢ interesujgce obserwacje naukowe
zwiekszajgce zasob wiedzy o ABCG2 i ogdlnie o transporterach btonowych.

Wsrod najwazniejszych przedmiotéw zainteresowania znalazty 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 subkomérkowej 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 aktywno$ci transportowej biatka ABCG2 w komérkach ssaczych.
Umozliwito to identyfikacje kilkudziesieciu flawonoidéw, zwigzkéw naturalnych pochodzenia
roslinnego obecnych w zywnosci, jako nieznanych uprzednio substratéw biatka ABCG2,
z istotnymi implikacjami dla ich farmakokinetyki w organizmie ludzkim. Flawonoid luteoline
udato sie zidentyfikowaé i opisa¢ jako dobry nowo zidentyfikowany substrat modelowy do
badania aktywnosci i inhibicji transportera ABCG2. Zastosowano obrazowanie czasu zycia
fluorescencji (FLIM) do czasowo-rozdzielczej dekonwolucji obrazu, co wykorzystano przy
pomiarach aktywnosci biatka ABCG2. Wdrozono réwniez metode bazujgcg na pomiarach
Foérsterowskiego rezonansowego transferu energii (FRET) w celu okre$lania powinowactwa
substratu do biatka transportowego w zywej komoérce. Stosujgc pomiary FRET-FLIM udato sie
réwniez udowodni¢ eksperymentalnie oddziatywanie biatko-biatko miedzy czasteczkami
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 wielolekowe;j
ABCG2. W wyniku przeprowadzonych badan udato sie wyjasni¢, ze stabilizacji jednej
z mozliwych konformacji biatka przez przeciwciato nastepuje szybka internalizacja kompleksu
biatko-przeciwciato, zachodzgca na drodze endocytozy o mechanizmie mieszanym,
czesciowo zaleznym od klatryny, cze$ciowo od cholesterolu. Udato sie rowniez wyjasnié, ze
internalizowany kompleks trafia do systemu endosomalnego, gdzie ulega czesciowo
kierowaniu do lizosoméw i trawieniu, a czesciowo zatrzymaniu w kompartymencie

endosomalnym i recyclingowi z powrotem do btony plazmatyczne;.



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
ABCG2 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 Férster 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.



