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Wskazanie osiagnigcia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w

zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

* w przypadku, gdy osiagnigciem tym jest praca/ prace wspolne, nalezy przedstawi¢ oswiadczenia
wszystkich jej wspotautorow, okreslajace indywidualny wkiad kazdego z nich w jej powstanie

tytul osiagnigcia naukowego/artystycznego,
Izoformy glutaminaz w komérkach glioblastoma i guzach neuroendokrynnych.

(autor/autorzy, tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa),
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¢) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnigtych wynikow wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wstep

Pomimo postepu medycyny glejaki. najczgstsze pierwotne nowotwory osrodnokwego
uktadu nerwowego (OUN) stanowia ogromne wyzwanie terapeutyczne. Glejak
wielopostaciowy (glioblastoma, GBM, WHO V) jest najczgstszym pierwotnym nowotworem
oérodkowego uktadu nerwowego u dorostych, charakteryzujgcym sig¢ agresywnym
przebiegiem klinicznym i zlymi rokowaniami. Roczna zapadalnos¢ na GBM wynosi
3-5/100 000. U ok. 90% pacjentow z GBM dochodzi do wznowy nowotworu, mediana
catkowitego czasu przezycia wynosi 15-18 miesigcy, a pigcioletni okres przezycia dotyczy
mniej niz 10% pacjentow [Weller i wsp., 2013]. Glownymi przyczynami niepowodzen
terapeutycznych sa: zdolno$¢ do infiltracji (naciekania zdrowych tkanek), przez ktorg nawet
bardzo doktadna resekcja guza jest nieskuteczna oraz oporno$¢ na chemio- i radioterapig [Van
Meir i wsp., 2010].

Kluczowa role w biologii glejakéw odgrywa cykl glutamina (Gln)/glutaminian (Glu),
ktorego poszczegdlne elementy sa zaburzone w tych nowotworach. Gln jest wykorzystywana
w procesie proliferacji jako jeden z podstawowych substratow energetycznych, a takze zrédto
atoméw azotu wykorzystywanych do syntezy nukleotydow i bialek [Cheng i wsp.. 2011].
Ponadto, bedac aminokwasem niezbgdnym do regulacji objgtosci komorek glejaka, bierze
udziat w procesie migracji tych komorek [Ernest i Sontheimer, 2007]. Intensywny
metabolizm GIn w komérkach glejaka mozliwy jest migdzy innymi dzigki wzmozonemu
transportowi tego aminokwasu przez blong komoérkowa. Nadekspresje genu ASCT2
kodujacego transporter Gln nalezacy do systemu ASC stwierdzono w ludzkich glejakach o
najwyzszych stopniach ztosliwosci [Sidoryk i wsp.. 2004] oraz w linii glejaka szczurzego C6,
a badania funkcjonalne potwierdzity dominujacg rolg systemu ASC w transporcie Gln w tych
komoérkach [Dolinska i wsp., 2003]. Gln metabolizowana jest do glutaminianu (Glu) i jonow
amonowych przez aktywowang fosforanem glutaminazg (GA, EC 3.5.1.2). Wysoka
aktywnos$é poszczegdlnych izoform glutaminazy jest cecha charakterystyczna komorek linii
nowotworowych i nowotworéw o roznej histogenezie, takze GBM [Szeliga i Obara-
Michlewska, 2009]. Wzmozony metabolizm Gln prowadzi do intensywnej produkcji Glu,
ktory dziata neurotoksycznie i ma ogromne znaczenie dla wzrostu guza oraz migracji
komérek [Sontheimer, 2008]. W przypadku glejakow stwierdzono zaréwno zwigkszony

wyrzut Glu, spowodowany nadekspresja antyportera cystynowo-glutaminianowy X° [Ye i
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wsp., 1999; Sontheimer, 2008], jak i zahamowanie wychwytu zwrotnego tego aminokwasu
wynikajace z obnizonej ekspresji i nieprawidtowej lokalizacji dwoch innych transporterOw
Glu, EAATI i EAAT2 [Ye i wsp., 1999]. Glu jest prekursorem jednego z podstawowych
antyoksydantéw komorkowych, glutationu (GSH), ktorego poziom jest podwyzszony W
komérkach linii GBM i moze przyczynia¢ si¢ do opornosci tych komérek na dzialanie stresu
oksydacyjnego i czynnikow alkilujacych stosowanych w terapii GBM [lida i wsp., 1997; Ali-
Osman i wsp., 1990].

Istotna rola, jaka Gln odgrywa w biologii nowotworow spowodowata wzrost
sainteresowania GA. W komérkach ssakow zidentyfikowano dwa geny kodujgce ten enzym
zlokalizowane na réznych chromosomach. Gen GIs koduje izoformy typu nerkowego
(kidney-type, KGA), obecnie okreslane jako Gls, gen Glis2 koduje izoformy typu
watrobowego (liver-type, LGA), obecnie okreslane jako Gls2 [Campos-Sandoval i wsp.,
2015]. Z genu Gls powstaja co najmniej dwa transkrypty: dhuzszy KGA, pierwotnie
wyizolowany ze szczurzego mozgu [Banner i wsp., 1988] i nerki [Shapiro i wsp., 1991] oraz
krotszy GAC, ktorego obecnos¢ po raz pierwszy stwierdzono w nerce, trzustce, sercu, plucach
i komorkach raka piersi [Elgadi i wsp., 1999]. Dotychczas zidentyfikowano takze dwa
transkrypty powstajace z genu Gls2: Krotszy LGA, pierwotnie wyizolowany ze szczurzej
watroby [Smith i Watford, 1990] oraz dtuzszy GAB. po raz pierwszy wyizolowany z
komérek raka piersi [Gomez-Fabre i wsp., 2000]. Przez wiele lat wydawato sig, ze izoformy
Gls ulegaja ekspresji we wszystkich tkankach z wyjatkiem watroby, natomiast ekspresja genu
Gls2 ograniczona jest tylko do tego organu [Curthoys i Watford, 1995], jednak w ostatnich
dwéch dekadach stwierdzono obecnos¢ izoform Gls2 takze w mozgu, trzustce oraz komarce
uktadu odpornosciowego [Aledo i wsp., 2000; Castell i wsp., 2004]. Coraz wigcej danych
wskazuje na fakt koekspresji obu genow GA w réznych typach komorek i tkankach, takze
zmienionych nowotworowo [Olalla i wsp., 2002: Perez-Gomez i wsp., 2005; Martin-Rufian i
wsp., 2012; Cardona i wsp., 2015]. Przyczyny tego kosztownego energetycznie zjawiska nie
sa znane, wydaje si¢ jednak. ze poszczegodlne izoformy GA petnia odmienne role. Hipoteza ta
powstala na podstawie zaskakujacych obserwacji: i). W neuronach i astrocytach GAB
zlokalizowana jest nie tylko w mitochondriach, ale takze jadrach komorkowych [Olalla i
wsp., 2002; Cardona i wsp., 2015]: ii). w obrebie sekwencji GAB wystepuja motywy
charakterystyczne dla biatek oddziatujacych z innymi biatkami [Olalla i wsp., 2002];
zidentyfikowano dwa biatka, z ktérymi GAB wchodzi w interakcje [Olalla i wsp., 2001].

Powyzsze obserwacje sugeruja, ze GAB moze petnié¢ poza enzymatyczng takze inne funkcje,
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np. modulatora transkrypcji.

Rozregulowana ekspresja i/lub aktywnos¢ poszczegdlnych izoform glutaminazy jest
cecha charakterystyczng komorek linii nowotworowych i nowotwordw o roznej histogenezie
[Szeliga i Obara-Michlewska, 2009]. Podwyzszony w stosunku do tkanek nienowotworowych
poziom izoform GLS stwierdzono w komdérkach chioniaka, raku piersi [Wang i wsp., 2010],
jelita grubego [Huang i wsp., 2014], raku watrobokomérkowym [Yu i wsp., 2015].
Zablokowanie GLS (poprzez wyciszenie ekspresji lub zastosowanie allosterycznych
inhibitoréw) hamuje wzrost komérek nowotworowych in vitro i in vivo [Lobo i wsp., 2000;
Wang i wsp., 2010; van den Heuvel i wsp., 2012; Xiang i wsp, 2015]. Ekspresja GLS moze
by¢ regulowana przez onkogen MYC [Gao i wsp., 2009], natomiast aktywnos¢ powstajacych
z tego genu bialek - przez kojarzone z nowotworzeniem GTPazy Rho i Nfkf3 [Wang i wsp.,
2010]. Rola izoform GLS2 w procesie nowotworzenia wydaje si¢ by¢ znacznie bardzie]
skomplikowana i scisle zwiazana z typem komérek. Ich ekspresja jest charakterystyczna
cecha komoérek zréznicowanych, nieulegajacych podziatom [Turner i McGivan, 2003; Perez-
Gomez i wsp., 2005]. W 2010 roku dwie niezalezne grupy badawcze wykazaty ze: i). w
komoérkach raka watrobokomorkowego GLS2 nie ulega ekspresji; ii). transfekcja komorek
linii raka watroby i ptuc sekwencja kodujgca GLS2 hamuje ich proliferacjg; iii). ekspresja
GLS?2 jest regulowana przez supresor nNOWOIWOrowy p53 [Hu i wsp., 2010; Suzuki i wsp;
2010]. Brak ekspresji GLS2 odnotowano réwniez W komorkach jelita grubego i takze w tym
przypadku transfekcja sekwencja kodujaca GLS2 zahamowata proliferacje komorek [Zhang i
wsp., 2013]. Najnowsze dane wskazuja, ze GLS2 hamuje dziatanie GTPazy Racl
zaangazowanej W procesy migracji i inwazyjnosci komérek nowotworowych [Zhang i wsp.,
2016].

W GBM izoformy kodowane przez gen GLS ulegaja silnej ekspresji, natomiast
izoformy kodowane przez gen GLS2 ulegaja ekspresji jedynie w $ladowych ilosciach [Szeliga
i wsp., 2005]. Transfekcja ludzkich komorek GBM T98G sekwencja kodujaca izoforme¢ GAB
znacznie obnizyla ich przezywalnos¢, potencjat proliferacyjny i zdolnosci migracyjne oraz
zmodyfikowata poziom ekspresji licznych genow, z ktorych czgse koduje biatka zwigzane z
procesem nowotworzenia [Szeliga i wsp., 2009]. Powyzsze obserwacje staty si¢ punktem
wyjscia do kolejnych badan, ktorych wyniki przedstawiono w publikacjach sktadajacych sig
na osiagniecie habilitacyjne. W trzech pracach materialem badawczym byly tkanki i/lub
komorki GBM, natomiast w czwartej pracy skoncentrowaliémy si¢ na guzach
neuroendokrynnych uktadu pokarmowego (gastroenteropancreatic NETs, GEP-NETs). Guzy

neuroendokrynne  (neuroendocrine  tumors, NETs) wywodzace si¢ 2z komorek
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neuroendokrynnych moga wystgpowa¢ w réznych organach, jednak zdecydowana wigkszos¢
stanowig guzy neuroendokrynne ukfadu pokarmowego [Verbeek et al., 2015]. GEP-NETSs sa
rzadkimi nowotworami: roczna zapadalno$¢ na nie wynosi 2-5/100 000, a piecioletni okres
przezycia dotyczy 63% pacjentow [Scheriibl i wsp. 2013]. Leczenie GEP-NETs obejmuje
postepowanie chirurgiczne, chemioterapig, leczenie radioizotopowe z uzyciem analogow
somatostatyny oraz celowane farmakoterapie [Verbeek et al., 2015]. Najnowsza klasyfikacja
dzieli GEP-NETs ze wzgledu na stopien dojrzatosci histologicznej na nowotwory o wysokim
(Gl), $rednim (G2) lub niskim (G3) stopniu zroznicowania, przy czym guzy Gl
charakteryzuja sie niskim indeksem proliferacji (Ki67<3%), G2 — umiarkowanym (Ki67=3%-
20%), G3 — wysokim (Ki67>20%) [Klimstra i wsp., 2010].

Cele cyklu omawianych prac obejmowaly:

1. zdefiniowanie przyczyn braku ekspresji GLS2 w GBM;

2. zbadanie wplywu transfekcji komérek linii T98G sekwencja GAB na wrazliwos¢
na czynniki alkilujgce;

3. okreslenie czy na skutki nadekspresji GAB w komérkach T98G nalozy si¢
zablokowanie pozostalych izoform GA;

4. zbadanie poziomu poszczeg6lnych transkryptow GA w umiarkowanie

proliferujacych guzach GEP-NET.
Zahamowanie ekspresji GLS2 w GBM jest konsekwencjg metylacji DNA (poz. 4.1).

Obserwacja braku ekspresji GLS2 w GBM [Szeliga i wsp., 2005] zrodzita pytanie o
przyczyny tego zjawiska. Jak wspomniano we Wstgpie, jednym z czynnikow
transkrypcyjnych kontrolujacych ekspresj¢ GLS2 jest biatko supresorowe p53 [Hu i wsp.,
2010; Suzuki i wsp., 2010]. Gen TP53 jest zmutowany W ok. 30% pierwotnych i ok. 65%
wtornych GBM [Crespo i wsp., 2015]. W celu sprawdzenia korelacji migdzy poziomem
ekspresji GLS2 i statusem TP353 w komoérkach linii GBM zbadalismy ekspresj¢ GLS2 w
komérkach dwéch komercyjnie dostepnych linii glioblastoma ludzkiego U-87 MG i T98G.
Komorki U-87 MG eksprymuja funkcjonalne biatko p53, natomiast komorki T98G maja
zmutowang wersje genu TP53, czego konsekwencja jest brak aktywnego biatka p53 [Van

Meir i wsp.. 1994]. W komorkach zadnej z tych linii nie stwierdzili$my ekspresji genu GLSZ2.

W kolejnych badaniach przetestowaliSmy hipotezg zakladajaca, ze brak ekspresji
GLS2 w GBM jest konsekwencja metylacji tego genu. Metylacja cytozyny w obrebie

dinukleotydowej sekwencji CpG w DNA prowadzi do wyciszenia ekspresji  genu.
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Dinukleotydy CpG moga by¢ rozproszone w genomie lub wystgpowac w skupiskach tworzac
tzw. wyspy CpG. W prawidlowych komdrkach wyspy CpG zlokalizowane w promotorach
gendéw najczesciej pozostaja niezmetylowane, natomiast wyspy CpG zlokalizowane poza
obszarem promotora oraz dinukleotydy CpG sa zmetylowane [Fan i Zhang, 2009]. Komorki
nowotworowe o roznej histogenezie wykazuja odmienny niz komérki prawidiowe wzor
metylacji DNA. W komérkach GBM obserwuje si¢ globalng demetylacje genomu, ktorej
towarzyszy hipermetylacja w obrebie promotoréw genéw supresorowych [Martinez i Esteller,
2010]. Kanoniczny promotor genu GLS2, odpowiadajacy za transkrypcje izoformy GAB,
zawiera liczne wyspy CpG [Martin-Rufian i wsp., 2012]. Metylacja tych wysp jest
mechanizmem odpowiedzialnym za wyciszenie GLS2 w komérkach raka jelita grubego
[Zhang i wsp., 2013] i raka watrobokomérkowego [Zhang i wsp., 2013; Liu i wsp., 2014]. W
naszych badaniach traktowanie komorek linii T98G i U-87 MG czynnikiem demetylujgcym,
5-aza-2’-deoxycytydyna (5-aza) doprowadzito do odblokowania GLS2, co wskazywalo, ze
metylacja jest procesem odpowiedzialnym za brak jego ekspresji w tych komdrkach.
Nastepnym etapem badan byla analiza sekwencji GLS2 (sekwencja w GenBank
AF348119) pod katem lokalizacji wysp CpG, zdefiniowanych jako obszar DNA o dlugosci
min. 200 par zasad (pz), o zawartosci GC>50% i wspéiczynniku ..observed/expected
CpG”>0.6 [Gardiner-Garden i Frommer, 1987]. Analiza wykazala obecnos¢ dwoch wysp
CpG - jednej w obszarze promotora (CpGl), drugiej w obszarze pierwszego intronu (CpG2).
Ponadto w obszarze promotora zidentyfikowano region o bardzo wysokiej zawartosci GC,
ktory jednak nie spefnia wszystkich kryteriow stawianych przez definicj¢ wyspy CpG ze
wzgledu na diugos¢ (100 pz), dlatego zostat okreslony jako ,.CpGr”. Szczegélowa

charakterystyka obu wysp CpG oraz obszaru CpGr jest przedstawiona w tabeli 1.

Tab.1. Obszary bogate w dinukleotydy CpG zidentyfikowane w genie GLS2.

diugosc pozycja wspoiczynnik zawartos¢ liczba
[pz] w sekwencji | observed/expected| GC [%] dinukleotydow
AF348119 CpG” CpG
(GeneBank)
CpGl 471 1956-2426 0.87 64.97 41
CpG2 484 2998-3481 0.78 60.33 29
CpGr 100 2625-2724 0.88 67 7
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W komérkach T98G zaréwno CpGl, jak i CpG2 sa catkowicie zmetylowane,
natomiast rejon CpGr jest zmetylowany czgsciowo. W komorkach U-87 MG wyspa CpGl
jest catkowicie zmetylowana, natomiast CpG2 i CpGr s3 zmetylowane czesciwo. Traktowanie
komorek obu linii 5-aza-2’-deoxycytydyna znacznie obniza poziom metylacji w kazdym z
wyzej wymienionych obszarow.

Ostatnim etapem badan byfa analiza zaleznosci pomigdzy poziomem ekspresji GLSZ,
poziomem metylacji CpG1, CpG2, CpGr i statusem TP53 w materiale klinicznym. Analizie
poddano siedem tkanek GBM i dwie tkanki moézgowe niezmienione nNOWOtWOrowo,
traktowane jako materiat kontrolny. W szesciu tkankach GBM gen GLS2 nie ulegat ekspresji,
w jednej tkance GBM zaobserwowano $ladowg ilosc transkryptu GLS2, natomiast w obu
tkankach kontrolnych GLS2 ulegat silnej ekspresji. Wyspa CpGl zlokalizowana w rejonie
promotora byta zmetylowana we wszystkich tkankach GBM i w zadnej z tkanek kontrolnych,
co potwierdza hipoteze zakladajaca wptyw metylacji w obrebie CpG1 na wyciszenie GLS2 w
GBM. Wyspa CpG2 zlokalizowana w pierwszym intronie GLS2 nie byfa zmetylowana w
tkankach kontrolnych, natomiast wykazywata zréznicowany poziom metylacji w GBM, nie
mozna zatem wykluczyé ze metylacja tego obszaru rowniez wpltywa na wyciszenie GLS2 w
GBM. Metylacj¢ rejonu CpGr zaobserwowano tylko w jednej z szesciu tkanek GBM. co
sugeruje, ze ten obszar nie petni istotnej roli w wyciszeniu GLS2 poprzez metylacjg.

W celu oznaczenia statusu 7TP53 przeprowadzono sekwencjonowanie wysoce
konserwatywnego regionu obejmujacego egzony 5-8, ktory najczesciej ulega mutacjom
zarébwno w glejakach, jak i w innych nowotworach innych tkanek [Fule i wsp., 1992 i
odnoéniki literaturowe tamze]. W dwoch sposrod siedmiu tkanek GBM stwierdzono mutacje
punktowe prowadzace do substytucji Ala—Val lub Arg—Trp. Dane literaturowe sugeruja, ze
konsekwencja kazdej z tych mutacji jest powstanie nieaktywnego biatka p53 [Lee i wsp.,
2012; Freed-Pastor i Prives, 2012]. Wplyw zidentyfikowanych mutacji w 7P33 na poziom
ekspresji GLS2 jest niejasny. W jednej z tkanek wykazujacych mutacje TP53 nie stwierdzono
ekspresji GLS2, a jednoczesnie zaobserwowano catkowita metylacj¢ CpGl i czesciowa
metylacje CpG2. Druga mutacja TP353 zostata zidentyfikowana w tkance eksprymujgce]
sladowa ilo§¢ GLS2, z silnie zmetylowana CpGl i niezmetylowang CpG2. Pomimo tych
niejasnosci, rola metylacji DNA jako gtownego procesu wyciszajacego GLS2 w GBM jest

bezsporna.
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Transfekcja komérek glioblastoma T98G sekwencjq kodujgcq GAB uwrazliwia te komorki
na dzialanie czynnikéw alkilujgcych popriez  obnizenie  ekspresji i aktywnosci

metylotyransferazy 0° metyloguaniny (MGMT) (poz. 4.2).

Transfekcja komorek linii glioblastoma T98G sekwencja kodujaca GAB
rozregulowata poziom ekspresji licznych gendéw [Szeliga i wsp., 2009]. Jednym z genow,
ktérych ekspresja ulegta obnizeniu w transfekowanych komorkach, nazwanych TGAB, jest
gen MGMT kodujacy metylotransferazg 0°® metyloguaniny (MGMT, EC 2.1.1.63). MGMT
naprawia DNA poprzez przenoszenie grup alkilowych z pozycji O° guaniny do wiasnego
centrum aktywnego, czego konsekwencjg jest zablokowanie aktywnosci i ubikwitynylacja
biatka [Christmann i wsp., 2011]. Grupy alkilowe dotgczane sg do pozycji O° guaniny przez
stosowane w terapii guzow mozgu zwiazki alkilujace, a ich obecno$¢ w DNA prowadzi do
mutacji punktowych lub biednie sparowanych zasad i w konsekwencji do indukcji $mierci
komorkowej, stad MGMT jest jednym z podstawowych elementow obronnych komorki przed
skutkami dziatania zwiazkow alkilujacych [Christmann i wsp., 2011]. W roznych modelach
GBM wysoki poziom MGMT koreluje z duza opornoscig na dziatanie zwigzkow alkilujgcych
[Nagane i wsp., 1997; Kitange i wsp., 2009; Yoshino i wsp., 2009]. Liczne doniesienia
wskazujg rowniez na zwigzek pomigdzy poziomem MGMT a odpowiedzig na terapi¢
zwiazkami alkilujacymi u pacjentow z GBM [Mineura i wsp., 1993; Belanich i wsp., 1996:
Hegi i wsp., 2005; Wiewrodt i wsp., 2008]. Najlepiej poznanym mechanizmem
odpowiedzialnym za regulacje ekspresji MGMT jest metylacja promotora tego genu [Jacinto i

Esteller, 2007].

Powyzsze dane pozwolity sformutowa¢ hipotezg. ze komorki TGAB sa bardziej
wrazliwe na dziatanie zwiazkow alkilujagcych niz komorki kontrolne: dzikie T98G i
transferowane pustym wektorem, TpcDNA. W pierwszym etapie badan wykazalismy, ze
komoérki TGAB maja znaczaco nizszy w stosunku do komoérek kontrolnych poziom biatka
MGMT, co przekiada si¢ takze na obnizony poziom aktywnosci tego enzymu. Ponadto
komorki TGAB charakteryzowaty si¢ znacznie wigksza wrazliwo$cia na dziatanie dwéch
czynnikéw alkilujacych, temozolomidu (TMZ) i karmustyny (BCNU), co zaobserwowano
mierzac przezywalnos¢ komorek po 72h inkubacji z kazdym ze zwigzkow oraz ich zdolnos¢
do formowania kolonii w czasie 3 tygodniowej inkubacji z TMZ lub BCNU.

Jak wspomniano wezesniej, jednym z najlepie; poznanych dotychczas mechanizmow
odpowiedzialnych za obnizong ekspresj¢ MGMT jest metylacja w obrgbie promotora tego

genu [Jacinto i Esteller, 2007]. Powstata zatem hipoteza, ze transfekcja sekwencja GAB

10



Monika Szeliga
Zalgeznik 2 [Autoreferat w jezyku polskim|

prowadzi do zmian we wzorze metylacji genu MGMT, co pociggatoby za sobg obserwowany
w komorkach TGAB spadek ekspresji tego genu. Przeanalizowali$my poziom metylacji
promotora MGMT w komérkach TGAB i kontrolnych stosujac technike metylospecyficznej
reakcji PCR (MSP-PCR) i startery obejmujgce wyspy CpG uznane na podstawie badan
klinicznych za najistotniejsze dla procesu wyciszenia ekspresji tego genu [Christmann i wsp.,
2010]. Analiza nie wykazata ani jakosciowych, ani ilociowych réznic w metylacji promotora
MGMT pomiedzy komorkami TGBA a komorkami kontrolnymi. Mozliwe, ze transfekcja
komorek T98G sekwencja kodujaca GAB zmienia poziom metylacji w obrebie wysp CpG
nieobjetych analizg prowadzac do wyciszenia MGMT. Inng potencjalng przyczyna obnizonej
ekspresji tego genu W komérkach TGAB moglaby by¢ rozregulowana aktywnos$¢
czynnika/6w transkrypeyjnego/ych wplywajacych na ekspresj¢ MGMT. W obrgbie promotora
MGMT znajdujg si¢ sekwencje wiazace czynniki AP-1, AP-2, Spl, GRE [Harris i wsp., 1991]
oraz NfkP [Lavon i wsp., 2007]. Dotychczas udokumentowano udziat w regulacji ekspresji
MGMT wszystkich wyzej wymienionych biatek z wyjatkiem AP-2 [Costello i wsp., 1994:;
Boldogh i wsp., 1998; Biswas i wsp., 1999: Lavon i wsp., 2007; Bocangel i wsp., 2009]. W
komorkach TGAB zaobserwowano obnizony w stosunku do komorek kontrolnych poziom
ekspresji genu RYK kodujgcego biatko nalezace do rodziny receptorow kinazy tyrozynowej
(receptor tyrosine kinase, RTK) [Szeliga i wsp., 2009]. Receptor ten jest jednym z elementow
niekanonicznej $ciezki sygnatowej Wnt regulujacej aktywnosé AP-1 oraz kinazy biatkowej C
(protein kinase C, PKC) [Katoh i Katoh, 2007], ktéra z kolei wptywa na aktywnos¢ Nfk[ [La
Porta i Camolli, 1998]. Ponadto prowadzone ostatnio badania wiasne wykazaty w komorkach
TGAB obnizony w stosunku do komoérek kontrolnych poziom ufosforylowanej formy kinazy
biatkowej B (AKT) [dane nicopublikowane], innego elementu niekanonicznej $ciezki Wnt
wplywajacego na aktywnosc Nfkp [Han i wsp., 2010]. Wydaje si¢ zatem prawdopodobne, ze
transfekcja sekwencja kodujaca GAB rozregulowuje w komorkach T98G niekanoniczng

éciezke Wnt prowadzgc do zahamowania ekspresji genu MGMT.

Wyciszenie GLS wzmacnia antyproliferacyjny efekt wywolany nadekspresjq GLS2 w
komdrkach GBM linii T98G (poz. 4.3).

Jak wspomniano we Wstgpie, W licznych typach nowotworéw, takze w GBM
stwierdzono bardzo wysoki poziom izoformy GLS. a blokowanie ich ekspresji lub aktywnosci
hamuje proliferacje komorek nowotworowych zardowno w modelach in vitro, jak i in vivo.
Powstalo zatem pytanie, jaki efekt na proliferacj¢ i przezywalnos¢ komorek glioblastoma

bedzie miato jednoczesne wyciszenie GLS i nadekspresja GLS2. W komérkach linii
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glioblastoma T98G oraz TGAB (T98G stabilnie transfekowanych sekwencja kodujaca GAB)
wyciszylismy gen GLS. Zastosowane siRNA byty zaprojektowane tak, by degradacji ulegaty
oba transkrypty powstajace z tego genu: KGA oraz GAC. Zardwno w komorkach T98G, jak i
TGAB wyciszenie GLS pociagnglo za sobg spadek przezywalnosci i potencjafu
proliferacyjnego, co jest zgodne z wynikami otrzymanymi przez inne grupy [Cheng i wsp.,
2011; Martin-Rufian i wsp., 2014]. Ponadto w przypadku obu linii przezywalnos¢ i potencjal
proliferacyjny komorek po wyciszeniu  GLS  byly negatywnie skorelowane 2z
wewnatrzkomorkowym poziomem Gln, co podkresla istotnos¢ tego aminokwasu dla wzrostu

komorek glioblastoma.

Dzieki wyciszeniu GLS w komorkach T98G i TGAB otrzymalismy dwie kolejne linie
GBM: T98G-GLS i TGAB-GLS, zatem w dalszej analizie wykorzystaliémy cztery linie
rozniace si¢ liczba izoform GA, poziomem Gln oraz przezywalnoscig i potencjatem
proliferacyjnym. Podstawowg funkcja biatek kodowanych przez GLS i GLS2 jest metabolizm
Gln, co sugeruje ze:

1. najwolniej powinny proliferowac komoérki T98G-GLS, eksprymujace jedynie $ladowe
iloéci GLS, a w konsekwencji charakteryzujace si¢ najwyzszym poziomem Gln, ktora
nie jest metabolizowana w komorce;

2. najszybciej powinny proliferowac komoérki TGAB, zawierajace trzy izoformy GA. o
niskim poziomie Gln;

3. komérki, zawierajace jedng (TGAB-GLS) lub dwie (T98G) izoformy GA i w
rezultacie charakteryzujace si¢ posrednim poziomem Gln powinny wykazywac
umiarkowane tempo proliferacji.

Zaskakujaco, pomimo znacznie niZszego wewnatrzkomorkowego  poziomu Gln,
komoérki TGAB zawierajace trzy izoformy GA charakteryzowaty sig nizsza przezywalnoscig i
potencjatem proliferacyjnym, niz komorki T98G zawierajace dwie izoformy GA. Ponadto
komérki TGAB-GLS eksprymujace jedna izoformg GA i zawierajace umiarkowany poziom
Gln wykazywaly nizszg przezywalnos¢ i potencjat proliferacyjny niz komorki T98G-GLS, w
ktorych nie ulegt ekspresji zaden z genow kodujacych GA, a poziom Gln byl najwyzszy.
Wyniki te umacniaja hipotezg zakladajaca, ze biatka kodowane przez gen GLS odgrywajg w

procesie proliferacji przeciwstawng role do bialek powstajacych z genu GLS2.
Ekspresja izoform GA w guzach neuroendokrynnych uktadu pokarmowego (poz. 4.4).

W ostatnich latach znacznie wzrosta liczba doniesien  dokumentujacych

rozregulowany poziom ekspresji poszczegdlnych izoform GA w nowotworach o réznej
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histogenezie wzmacniajacych hipoteze zakladajaca, ze wysoka ekspresja izoform GLS jest
cechg charakterystyczng dla komoérek szybko proliferujacych, natomiast izoformy GLS2
ulegaja ekspresji przede wszystkim w komorkach stabo proliferujacych, zréznicowanych. W
ostatniej pracy wigczonej do cyklu habilitacyjnego przeprowadzilismy analiz¢ ekspresji GLS i
GLS2 w GEP-NETs. W pracy wykorzystalismy 7 nowotworowych tkanek pobranych od
pacjentéw z GEP-NET czasie resekcji lub biopsji. Dwie z tkanek zostaty zakwalifikowane do
grupy G1, pie¢ do grupy G2. W kolejnych analizach wszystkie badane tkanki nowotworowe
traktowano wspélnie, jako guzy o umiarkowane] proliferacji i zréznicowaniu. Nie mieliSmy
natomiast dostepu do silnie proliferujacych guzéw G3. W czasie obserwacji klinicznej 3
pacjentéw zmarfo, a mediana calkowitego przezycia wyniosta 72 miesigce. Mediana
catkowitego przezycia pozostatych pacjentow wyniosta 132 miesigce. Grupg kontrolng
stanowito 7 nienowotworowych tkanek trzustki.

Poziom izoformy KGA w tkankach GEP-NETs byl znamiennie wyzszy niz w
tkankach kontrolnych: jej obecnosé stwierdzono we wszystkich 7 tkankach nowotworowych i
tylko 4 z 7 nienowotworowych. W materiale pobranym od pacjentéw z GEP-NET, ktorzy
zmarli zaobserwowano tendencj¢ wzrostowa w poziomie transkryptu KGA w poréwnaniu do
tkanek uzyskanych od pacjentéw, ktorzy zyja. Konieczna jest dalsza analiza obejmujgca
wigksza liczbe tkanek GEP-NET aby stwierdzi¢, czy izoforma KGA mogtaby postuzy¢ jako
w przypadku tych nowotwordw.

Zaréwno w tkankach GEP-NET, jak i kontrolnych najsilniejszej ekspresji ulegata
izoforma GAC, przy czym nie zaobserwowano roznic w jej poziomie pomiedzy tkankami
nowotworowymi i nienowotworowymi. Nie stwierdzono takze réznic w poziomie tej
izoformy pomiedzy tkankami uzyskanymi od pacjentow, ktorzy zmarli w stosunku do tkanek
od pacjentow, ktorzy nadal zyja. Nie zaobserwowano réznic w poziomie ekspresji genu GLS2
pomigdzy tkankami GEP-NET i nienowotworowymi. W materiale pobranym od pacjentow z
GEP-NET, ktorzy zmarli zaobserwowano tendencj¢ spadkowa w poziomie ekspresji tego
genu w pordwnaniu do tkanek uzyskanych od pacjentow, ktorzy zyja.

Przedstawione powyzej wyniki sa kolejna dokumentacja koekspresji kilku izoform
GA w jednym typie tkanki. W przebadanych przez nas GEP-NET o umiarkowanym stopniu
proliferacji dominujaca izoforma byla GAC, w poziomie ktorej nie odnotowalismy réznic
poréwnujac material nowotworowy do tkanek kontrolnych. Jednoczesnie zaobserwowalismy
zwigkszony w stosunku do tkanek kontrolnych poziom izoformy KGA, zatem stosunek
izoformy GAC do KGA jest nizszy w GEP-NET, niz w tkankach nienowotworowych. Trudno

na tym etapie badan przesadzi¢. czy i jakg rolg w okresleniu fenotypu GEP-NET ma wsrost
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sfabo reprezentowanej izoformy KGA. Analiza poziomu poszczegblnych izoform GA w
niedostepnej nam grupie GEP-NET o wysokim indeksie proliferacji przyblizytaby odpowiedz
na powyzsze pytanie. Warto podkresli¢c, ze w nowotworach intensywnie proliferujacych,
takich jak GBM [Szeliga i wsp.. 2005] i niedrobnokomérkowym raku ptuc [van den Heuvel i
wsp., 2012], wzglgdna ekspresja GAC byta bardzo wysoka.

Podsumowanie:

W przedstawionych powyzej pracach wykazaliSmy Ze:
1. Brak ekspresji izoformy GLS2 w komérkach natywnych i liniach komoérkowych GBM
wynika glownie z wyciszenia GLS2 w wyniku metylacji DNA w obre¢bie promotora, a
takze czgsciowo w obregbie pierwszego intronu.
2. Transfekcja komorek linii GBM T98G sekwencja kodujaca GAB obniza poziom i
aktywno§é MGMT, bialka naprawiajacego DNA, co pociaga za sobg wzrost wrazliwosci
tych komérek na dzialanie czynnikéw alkilujacych stosowanych w terapii GBM.
3. Zablokowanie w komérkach linii GBM T98G ekspresji GLS wzmaga
antyproliferacyjny efekt osiagni¢ty poprzez nadekspresje¢ izoformy GAB.
4. Umiarkowanie proliferujace guzy GEP-NET charakteryzuja si¢ w poréwnaniu do
tkanek kontrolnych znacznie zwi¢kszong ekspresja jednej z izoform GLS — KGA, przy
niezmienionym poziomie izoformy GAC. Poziom ekspresji genu GLS2 w tych

nowotworach nie rézni sie od poziomu zaobserwowanego w tkankach kontrolnych.

W sumie, uzyskane wyniki z jednej strony wskazujg przyczyng wyciszenia GLS2
w komérkach linii GBM i tkankach uzyskanych od pacjentéw z tym nowotworem, Z
drugiej zas poszerzaja wiedzg dotyczaca mechanizmu dzialania izoformy GLS2 - GAB w
komérkach GBM transfekowanych sekwencjg kodujgca to bialko Jednocze$nie
wzmacniajg one hipotez¢ zakladajaca, Ze geny GLS i GLS2 koduja izoformy pelnigce
przeciwstawne role w ksztaltowaniu fenotypu nowotworéw zlosliwych osrodkowego
ukladu nerwowego. Ten prosty schemat prawdopodobnie nie odnosi sig do guzow
neuroendokrynnych: skutki zmian w ekspresji poszczegolnych izoform glutamina w tej
klasie nowotworéw stanowig interesujgce wyzwanie badawcze na przyszlos¢.
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5. Omoéwienie pozostalych osiagnigé naukowo - badawczych (artystycznych).
Wplyw pochodnych 1,3,4-tiadiazolu na fenotyp komérek nowotworowych.

W ramach obecnie prowadzonego projektu ,, Nowe pochodne 1,3,4-tiadiazolu jako
inhibitory kluczowych etapow cyklu glutamina-glutaminian w komorkach glioblastoma”
analizowaliémy aktywnos¢ szesciu pochodnych 1,3,4-tiadiazolu w komercyjnie dostgpnych
liniach ludzkiego GBM. Wszystkie testowane zwiazki znaczaco obnizaja przezywalnosc,
zdolnosé do formowania kolonii i proliferacje komorek GBM, nie wykazujac jednoczesnie
toksycznego dziatania w stosunku do pierwotnych szczurzych astrocytow, co czyni je
potencjalnymi skutecznymi chemioterapeutykami. Hipoteza dotyczgca mechanizmu dziatania
tych zwigzkow zakladafa, ze hamuja one cykl Gln-Glu. Powstala ona w oparciu o fakt, ze
strukturalnie zwiazki te sa zblizone do selektywnego inhibitora izoformy GAC, bis-2-(5-
fenyloacetamido-1,3.4-tiadiazol-2-ilo)etylu (BPTES) [Shukla i wsp., 2012] oraz do licznej
grupy inhibitoréw transportera Gln ASCT2 [Oppedisano i wsp., 2012]. Analiza
wewnatrzkomérkowego poziomu Gln i Glu w komoérkach GBM traktowanych badanymi
pochodnymi nie wykazafa jednak zmian w poziomie zadnego z tych aminokwasow obalajac

powyzsza hipotez¢. Najblizsze badania bg¢da skoncentrowane na poszukiwaniu mechanizmu
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dziatania pochodnych 1,3,4-tiadiazolu w liniach GBM. We wczesniejszych doswiadczeniach
prowadzonych w ramach projektu Badanie aktywnosci przeciwnowotworowej nowych
pochodnych aminotiadiazoli”, ktérego kierownikiem byt prof. dr hab. W. Rzeski (Zakiad Biologii
Medycznej, Instytut Medycyny Wsi, Lublin) wykazalismy, ze 2-(4-fluorofenyloamino)-5-(2,4-
dihydroksyfenylo)-1,3,4-tiadiazol ~(FABT) znacznie obniza proliferacj¢ komorek
niedrobnokomorkowego raka pluc. W komorkach traktowanych tym zwigzkiem
zaobserwowalismy zahamowanie $ciezki ERK1/2 oraz zahamowanie cyklu komérkowego w

fazie GO/G1 (Juszczak i wsp., 2012).
Wplyw preparatow peptydowych na fenotyp komdrek GBM.

W projekcie badalismy wptyw krotkich peptydéw otrzymane w wyniku lizy wiosow
ludzkich lub siersci zwierzat na fenotyp komorek komercyjnie dostgpnych linii GBM.
Podstawa do tego projektu byla wczesniejsza obserwacja antyproliferacyjnej aktywnosci
badanych peptydéw w komorkach linii czerniaka [Markowicz i wsp., 2014]. Testowane
zwiazki znaczaco hamowatly przezywalnos¢, zdolnos¢ do formowania kolonii i proliferacje
komoérek GBM nie wykazujac dziafania cytotoksycznego wzgledem szczurzych pierwotnych
astrocytow ani linii mysich fibroblastow. Wyniki dotyczace wptywu preparatow peptydowych
na fenotyp komorek GBM zostaty objete zgtoszeniem patentowym: Szeliga M, Lipkowski
AW, Roézycki K. 2014. Zgloszenie patentowe krajowe nr 409389 (z dnia 07.09.2014)
Preparaty peptydowe do wspomagania terapii przeciwnowotworowej osrodkowego ukladu

nerwowego’.

Ekspresja gendéw kodujgcych transportery metali we krwi pacjentow z chorobg

Huntingtona.

Coraz liczniejsze dane sugerujg istnienie zaleznosci migdzy zaburzong homeostaza
metali a chorobami neurodegeneracyjnymi [Dexter i wsp., 1991]. W ramach projektu
_Znaczenie mitochondrialnego DNA i wybranych czynnikéw epigenetycznych na przebieg
kliniczny choroby Huntingtona” (kierownik: prof. dr hab. J. Limon, Katedra i Zaktad Biologii
i Genetyki, Gdanski Uniwersytet Medyczny) testowalismy hipotezg zakladajaca, ze
obserwowana w roznych modelach choroby Huntingtona (Huntington’s disease, HD)
zaburzona homeostaza Cd>* i Mn®* [Trettel i wsp., 2000; Bartzokis i wsp., 2007; Williams i
wsp., 2010] jest wynikiem rozregulowanej ekspresji transporterow tych metali. W projekcie
poréwnaliSmy poziom ekspresji genow kodujacych najistotniejsze transportery metali we
krwi od pacjentow z HD i 0sdb zdrowych. W materiale otrzymanym od pacjentow z HD

stwierdziliémy spadkowa tendencj¢ w poziomie TF kodujgcego transferyng i wzrostowg
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tendencje w poziomie SLC1142 kodujacego transporter DMT1 w stosunku do poziomu tych
transkryptow we krwi os6b zdrowych. Czynnikiem uznawanym za przyczyng HD jest
zwielokrotnienie sekwencji CAG kodujacej Gln w obrgbie genu huntingtyny (HTT) [Imarisio
i wsp., 2008]. W naszych badaniach nie zaobserwowalismy korelacji pomigdzy poziomem TF

i SLC11A2 a liczba powtorzen CAG u pacjentow z HD (Szeliga i wsp., 2016).
Rola biatek hydrolizujqcych peptydoglikan w bakteriach mlekowych Lactococcus lactis.

W projekcie prowadzonym w Zakladzie Genetyki Molekularnej Instytutu Biologii
Molekularnej i Biotechnologii (Groningen, Holandia) badalismy ekspresje i aktywnos¢
enzyméw lizujacych peptydoglikan budujacy Sciang komorkowa bakterii mlekowych
Lactococeus lactis powszechnie wykorzystywanych w produkeji seréw, w ktorej kluczowym
etapem jest proces lizy komérkowej bakterii [Lortal i Chapot-Chartier, 2005]. Nasze badania
wykazaty, ze biatkiem najefektywniej lizujagcym peptydoglikan szczepu L. lactis 1L1403 jest
amidaza Lytr (Steen i wsp., 2007). W drugiej czgsci projektu wykazalismy, ze innym waznym
dla procesu lizy L. lactis jest hydrolaza peptydoglikanowa AcmD oraz zidentyfikowaliSmy

optymalne warunki dla aktywnosci enzymatycznej tego biatka (Visweswaran i wsp., 2013).
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