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STRESZCZENIE

Glutamina (Gln) i glutaminian (Glu) odgrywaja kluczowa role w ksztaltowaniu
ztosliwego fenotypu glioblastoma (ang. glioblastoma, GBM, WHO 1V). GIn stanowi gtowny
metabolit energetyczny oraz zrodto azotu do syntezy nukleotydow, a Glu wydzielany w duzych
ilosciach przez komorki nowotworowe dziala ekscytotoksycznie na neurony i1 komorki
astrogleju w otoczeniu guza przyczyniajac si¢ do rozrostu tkanki nowotworowej. Ponadto Glu
jest prekursorem glutationu (GSH), przeciwutleniacza w duzej mierze odpowiedzialnego za
oporno$¢ GBM na chemio- i radioterapi¢. Przedmiotem szczegdlnie intensywnych badan stata
si¢ glutaminaza (GA, EC 3.5.1.2), enzym katalizujagcy hydrolize Gln do Glu 1 jonow
amonowych. W komorkach ssakow GA kodowana jest przez dwa geny: gen Gls, ktory koduje
izoformy typu nerkowego (ang. kidney-type glutaminase - KGA i GAC) i gen GIs2 kodujacy
izoformy typu watrobowego (ang. liver-type glutaminase - GAB i LGA).

Rozregulowana ekspresja i/lub aktywnos$¢ roznych izoform GA jest cecha
charakterystyczng komorek nowotworowych o rdéznej histogenezie. Dane literaturowe
sugeruja, ze izoformy GA peilnia w komoérkach nowotworowych przeciwstawne funkcje.
Izoformy GA typu nerkowego ulegaja silnej ekspresji w komorkach intensywnie
proliferujacych, podczas gdy izoformy GA typu watrobowego sa charakterystyczne dla
komorek o niskim poziomie proliferacji. Ztagodzenie ztosliwego fenotypu komoérek mozna

osiagnac poprzez wyciszenie ekspresji genu GLS badz na skutek indukcji ekspresji genu GLS2.

W tkankach GBM obserwuje sig¢ silng ekspresje genu GLS, przy braku lub §ladowe;j
ekspresji genu GLS2, czego przyczyna jest hipermetylacja DNA w obrebie GLS2. Transfekcja
komorek GBM linii T98G sekwencja kodujaca GAB obniza przezywalnos¢ 1 indeks proliferacji
oraz zdolno$ci migracyjne tych komorek. Molekularne mechanizmy lezace u podstaw
obserwowanych zmian we wlasnosciach biologicznych komorek transfekowanych sekwencja
GAB pozostaja nieznane. Stwierdzenie obecnosci GAB nie tylko w mitochondriach, ale i
jadrach komorkowych neurondéw 1 astrocytow oraz wykazanie oddziatywan GAB z biatkami
zawierajagcymi domen¢ PDZ dato podstawy do stworzenia hipotezy, Ze poza rola enzymatyczng
GAB moze by¢ zaangazowana bezposrednio lub posrednio w regulacje transkrypcji genow.
Transfekcja sekwencjg GAB komorek T98G zmienia ekspresje licznych genow, w tym GATA3,
ktorego ekspresja wzrosta w wyniku transfekcji. GATA3 jest czynnikiem transkrypcyjnym
zaangazowanym W regulacje takich procesow jak hematopoeza, rozwoj gruczotow mlekowych,

skory czy systemu nerwowego. Biatko to wykazuje dziatanie plejotropowe w ksztattowaniu



fenotypu roznych nowotworow: w przypadku neuroblastoma niski poziom GATA3 zwigzany
jest z pozytywnym rokowaniem dla pacjentow, a w raku piersi czy pecherza moczowego spadek
poziomu GATAS koreluje ze wzrostem agresywnosci nowotworu. Ponadto, GATA3 wptywa
na poziom cytokin, ktorych rozregulowany poziom stwierdzono w GBM, np. IL-10, IL-6,
STATS3. Poziom ekspresji ani rola biatka GATA3 w GBM nie byta do tej pory zbadana.

Dane literaturowe wskazujg na zalezno$¢ pomigdzy poziomem GLS2 i poziomem
ufosforylowania AKT. AKT odpowiada za fosforylacje wielu biatek zaangazowanych miedzy
innymi w regulacje wzrostu komorek, cyklu komoérkowego, apoptozy czy metabolizmu
glukozy. Komoérki raka watroby po transfekcji glutaminaza typu watrobowego wykazuja
obnizenie fosforylacji AKT. Warto zaznaczyé, ze jednym z czynnikow indukujacych
fosforylacje AKT jest H.O2, czynnik na ktory komorki TGAB sg bardziej wrazliwe niz komorki
T98G.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu transfekcji sekwencja kodujaca GAB na
wlasnosci biologiczne komorek linii GBM réznigcych si¢ migdzy sobg oraz od komorek T98G
pod wzgledem genetycznym i pod wzgledem zdolno$ci do formowania nowotwordow in vivo.
Ponadto podj¢to probe przyblizenia molekularnych mechanizméw mogacych by¢ przyczyna
zmian wywotanych przez transfekcje kodujaca GAB. W odniesieniu do tej czg¢sci badan
sformutowano hipoteze zakladajaca, ze zmiany obserwowane w fenotypie transfekowanych
komorek sa konsekwencja rozregulowania ekspresji gendéw, z ktorych czgs¢ koduje biatka

Zwigzane z procesem nowotworzenia oraz hamowania przez GAB aktywnosci szlaku AKT.

W prezentowanej pracy potwierdzono wptyw GAB na wtasnosci biologiczne komorek
linii ludzkiego GBM, roznigcych si¢ miedzy soba pod wzgledem profilu genetycznego i
zdolnosci do tworzenia nowotworow W uktadzie in vivo. Transfekcja komorek T98G, US7MG
1 LN229 sekwencja kodujaca GAB (komorki —GAB) obnizyla przezywalnos¢, proliferacje, a
takze zdolnos$ci do formowania tych komodrek w poréwnaniu do komorek dzikich oraz komorek
transfekowanych pustym wektorem (komorki —pcDNA). W komoérkach TGAB i LNGAB

zaobserwowano takze zredukowang zdolnos¢ do migracji.

Transfekcja komorek linii ludzkiego GBM nie wplyngta na wewnatrzkomérkowy
poziom GIn i Glu, co sugeruje, ze zmiany fenotypowe obserwowane w transfekowanych

komorkach sa konsekwencja innej niz enzymatyczna roli GAB w tych komorkach.



Potwierdzono znacznie podwyzszony poziom ekspresji genu GATA3 oraz wykazano
podwyzszony poziom biatka GATA3 w komoérkach T98G po transfekcji sekwencja GAB w
poréwnaniu do komorek kontrolnych. Analiza poziomu GATA3 w materiale klinicznym nie
potwierdzita zaobserwowanej w komorkach linii T98G zaleznos$ci pomigdzy poziomem GAB
i GATA3. Poziom GATA3 w tkankach GBM byt kilkukrotnie wyzszy od poziomu tego biatka
w tkankach nienowotworowych. Wyniki te sugeruja, ze zalezno$¢ zaobserwowana migdzy
poziomem GAB i GATA3 moze by¢ jedynie wynikiem manipulacji in vitro przeprowadzonej
w tej konkretnej linii komoérkowej GBM. Tezg¢ t¢ potwierdzono badaniami wykonanymi na
komorkach linii UB7MG. Komoérki U887MG po transfekcji sekwencja GAB wykazujg obnizenie
ekspresji GATA3 oraz poziomu kodowanego przez niego biatka, co rowniez zaprzecza
regulowaniu GATA3 przez GAB. Powyzsze wyniki zwracaja uwage na ostroznosc¢ z jaka nalezy
interpretowa¢ dane uzyskane w do$wiadczeniach prowadzonych na liniach komorkowych,

ktore nie zawsze wiernie odwzorowujg warunki in vivo.

Przeprowadzona analiza nie wykazata zmian w poziomie biatka catkowitego AKT w
zadnej z trzech linii GBM po transfekcji sekwencja GAB, a obnizenie w poziomie fosforylacji
AKT na Thr308 i Ser473 zaobserwowano jedynie w komoérkach UGAB w poréwnaniu do
komorek UpcDNA. Transfekcja komorek U87TMG sekwencja GAB prowadzi do obnizenia
poziomu fosforylacji PI3K na Tyr199 (pPI3K), niezbg¢dnej do translokacji AKT w poblize
btony komorkowej i pozniejszej jej fosforylacji, a takze poziomu biatka catkowitego oraz
fosforylacji PDK1 na Ser241 (pPDK1), bezposrednio odpowiedzialnej za fosforylacjg¢ AKT na
Thr308. Brak zmian w fosforylacji AKT w komodrkach T98G i LN229 po transfekcji GAB
wskazuje na inny mechanizm dziatania GAB prowadzacy do obnizenia przezywalnosSci i
proliferacji komorek. Pomimo odrzucenia hipotezy, ze GAB wptywa na szlak sygnatowy AKT
w komorkach wszystkich badanych liniit GBM wyniki pracy sugeruja, ze GAB moduluje ten
szlak w komorkach 0 okreslonym genotypie.

Dotychczasowe badania wykazaty, ze komorki T98G po transfekcji GAB staja si¢
bardziej wrazliwe na dziatanie czynnikow stresu oksydacyjnego, w tym H202. W niniejszej
pracy wykazano, ze komorki wszystkich badanych linit GBM po transfekcji sekwencja GAB
stajg si¢ bardziej wrazliwe na dziatanie H.O2. W celu wyja$nienia mechanizmu obserwowanego
zjawiska ponownie poddano analizie szlak AKT, jednakze tym razem w warunkach dziatania
na komorki H20., ktory indukuje fosforylacje biatka AKT. Zgodnie z hipoteza, ze transfekcja
sekwencja kodujaca GAB uwrazliwia komorki na dziatanie H.O> poprzez modulowanie szlaku

AKT, zaobserwowano obnizenie poziomu fosforylacji AKT na Thr308, a takze pPDK1 1 pPI3K



w komorkach linii GBM po transfekcji. W komérkach TGAB 1 UGAB zaobserwowano takze
obnizenie poziomu fosforylacji AKT na Serd73. Wyniki te wskazuja na zmniejszong aktywacje
szlaku AKT przez egzogenng GAB. W komoérkach LNGAB stwierdzono zwigkszona
fosforylacje AKT na Serd73, jednakze przyczyny tej roznicy pozostajg nieznane. Obnizenie
poziomu biatka catkowitego, ale nie transkryptu AKT, ktore obserwowano tylko w komorkach
UGAB w poréwnaniu Z komdrkami UpcDNA sugeruje, ze aktywnos¢ AKT w komorkach
T98G i LN229 jest modulowana na poziomie potranslacyjnym, podczas gdy w komoérkach
U87MG na poziomie zarowno translacyjnym, jak i potranslacyjnym. Podobnie za obnizenie
poziomu biatka catkowitego PDK1 w komorkach US7MG i LN229 oraz PI3K w komoérkach

U87MG moga odpowiada¢ mechanizmy translacyjne jak i potranslacyjne.

Niezaleznie od zaobserwowanych roznic migdzy badanymi liniami komoérkowymi
GBM stwierdzono, ze transfekcja sekwencja GAB prowadzi do obnizonego poziomu
fosforylacji AKT w komorkach wszystkich badanych linii komérkowych w poréwnaniu
z komorkami kontrolnymi pcDNA w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego przez
H20.. Wywotane przez egzogenng GAB obnizenie aktywno$ci szlaku AKT przyczynia si¢ do
zwigkszania wrazliwo$ci badanych linii GBM na H20.. Wniosek ten zostat sformutowany na
podstawie obserwacji, ze preinkubacja komoérek z PDGF-BB, aktywatorem fosforylacji AKT,

chroni komorki transfekowane GAB przed $miercig spowodowang dziataniem H20,.

Poziom fosforylacji AKT moze wplywac na aktywnos¢ czynnika transkrypcyjnego NF-
kB. W niniejszej rozprawie wykazano, ze komorki TGAB i UGAB pod wplywem dziatania
H20, wykazujg znaczacg redukcje fosforylacji NF-kf3 na Ser536 oraz zwigkszong aktywnos¢
kaspaz 3/7 w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi. Wyniki te sugeruja, ze egzogenna GAB
w komorkach T98G i US7MG poddanych dziataniu H2O. promuje apoptozg tych komorek
poprzez obnizenie aktywno$ci NF-kf. Nalezy zauwazy¢, ze traktowanie komorek LNGAB za
pomoca H>O> skutkowato tendencjg do zwigkszania poziomu fosforylowanego NF-xf, przy
czym nie zmienialo aktywnosci kaspaz 3/7, co sugeruje ze komorki tej linii GBM ulegaja

Smierci w wyniku innego mechanizmu niz apoptoza zalezna od kaspaz.



