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WYKAZ SKROTOW
AA — aminokwasy
ATP - adenozyno-5-trifosforan, ang. adenosine triphosphate
AKT - kinaza biatkowa, inaczej zwana kinazg biatkowag B ang. PKB, protein
kinase B

a-MT - a-metylo-L-tryptofan, ang. a-methyl-L-tryptophan

ATB%* - transporter aminokwasow obojetnych i zasadowych, zalezny od
jonoéw sodu i chloru, ang. Amino Acid Transporter B%*

ATCC - ang. American Type Culture Collection

ADHD - zesp6t nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi, ang.
attention deficit hyperactivity disorder

BSA - surowicza albumina wotowa, ang. bovine serum albumin

CMV - cytomegalowirus, ang. cytomegalovirus

COPIl - kompleks biatek ptaszcza Il, ang. coatomer, coat protein complex Il

CoA - koenzym A, ang. coenzyme A

CPT1 - palmitoilotransferaza karnityny 1, ang. carnitine palmitoylotransferase

DAPI - 4'.6-diamidyno-2-fenyloindol

DAT - transporter dopaminy, ang. dopamine transporter

DMEM - pozywka, ang. Dulbecco’s Modified Essential Medium

DMSO - dimetylosulfotlenek

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGF - naskorkowy czynnik wzrostu, ang. epidermal growth factor

ER-a - receptor estrogenu q, ang. estrogen receptor alpha

ERAD - degradacja zwigzana z siateczkg srodplazmatyczng, ang.
endoplasmic-reticulum-associated protein degradation

FAO - utlenianie kwasow ttuszczowych, ang. fatty acid oxidation

FBS - ptodowa surowica bydleca, ang. fetal bovine serum

GABA - kwas gamma-aminomastowy, ang. gamma-aminobutyric acid

GAT - transporter GABA

HER2 - ludzki naskorkowy czynnik wzrostu typu 2, ang. human epidermal

growth factor receptor 2
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HSP - biatko szoku cieplnego, ang. Heat Shock Protein

IgG - immunoglobulina G, ang. immunoglobulin G

LeuT - bakteryjny homolog, transporter leucyny, ang. bacterial homologue
LeuT (bacterial Leucine Transporter)

mRNA - matrycowy kwas rybonukleinowy, ang. messenger ribonucleic acid

mTOR - kinaza mTOR, ang. mammalian target of rapamycin

OCD - zaburzenia obsesyjno-kompulsywne, ang. obsessive compulsive
disorder

OCTN2 - transporter karnityny, ang. organic cation/carnitine transporter novel 2

PAGE - elektroforeza w zelu poliakryloamidowym, ang. polyacrylamide gel
electrophoresis

PBS - sdl fizjologiczna w buforze fosforanowym, pH 7,4, ang. phosphate
buffered saline

PMSF - fluorek fenylometylosulfonowy

PKC - biatkowa kinaza C, ang. protein kinase C

PLA  -test ligacji zblizeniowej, ang. Proximity Ligation Assay

RIPA - roztwor do izolacji biatek, ang. Radioimmunoprecipitation Assay

SB - roztwor do obcigzania i denaturacji prébek biatkowych, ang. sample
buffer

SDS - dodecylosiarczan sodu, detergent

SERT - transporter serotoniny, ang. serotonin transporter

SLC - grupa biatek transportujgcych substancje rozpuszczalne, ang. Solute
Carrier

TBS - sol fizjologiczna buforowana przy pomocy Tris pH 7,4, ang. Tris-
buffered saline

TBS-T - sdél fizjologiczna buforowana przy pomocy Tris, pH 7,4 wzbogacona o
0,2% Tween® 20

TCA - cykl kwasow trikarboksylowych, ang. tricarboxylic acid cycle

TEMED - N,N,N',N'-Tetrametyloetylenodiamina

™ — domena transmembranowa

VEGF - czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego, ang. vascular endothelial

growth factor
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ATBY* to transporter aminokwaséw btony plazmatycznej, kodowany
przez gen SLC6AT4. Charakteryzuje sie szerokg specyficznoscig substratowa
obejmujacg wszystkie obojetne (indeks ,0”) i zasadowe (indeks ,+”
aminokwasy. Jego aktywnos¢ zalezy od gradientu stezen Na* i CI. Poziom
ATB%* (SLC6A14) jest podniesiony w wielu nowotworach, szczegdlnie w
guzach litych, w tym w raku piersi, w ktérych jego aktywnosc¢ jest istotna dla
wzrostu oraz nieograniczonej proliferacji komorek. SLC6A14 jest idealnym
kandydatem w celowanych terapiach nowotworowych, poniewaz, oprécz
wymienionych aminokwasoéw, transportuje wiele prekursorow lekéw oraz leki
pochodzenia aminokwasowego, takie jak walacyklowir i walgancyklowir.

Wczesniejsza analiza proteomu SLC6A14 z zastosowaniem
spektroskopii mas wykryta m. in. kilka biatek szoku cieplnego, w tym HSP70
(HSPA14) i HSP90-beta. W niniejszej rozprawie skupiono sie na weryfikacji
oddziatywania miedzy transporterem a biatkami HSP w procesie wychodzenia
SLC6A14 z siateczki Srodplazmatyczne;.

Interakcja transportera, po nadekspresji w komérkach HEK293, z
biatkami szoku cieplnego =zostata potwierdzona w eksperymentach
immunoprecypitacji i immunofluorescencji a bezposrednie oddziatywanie tych
biatek wykazano w tesScie ligacji zblizeniowej. Lokalizacje transportera na
powierzchni  komérki  potwierdzono  stosujgc  biotynylacje  biatek
powierzchniowych wraz z analiza metodg immunoblotingu. Traktowanie
komorek inhibitorami HSP90 i HSP70 - odpowiednio radicicolem oraz
VER155008, spowodowato drastyczny spadek obecnosci SLC6A14 w bfonie
plazmatycznej, co wynikato z obnizenia catkowitej iloSci transportera w
komorce. Mozliwos¢ interakcji miedzy SLC6A14 a HSP90 badano mierzac
aktywnos¢ ATPazy oczyszczonego, rekombinowanego biatka HSP90-beta w
uktadzie in vitro. AktywnoS¢ HSP mierzono w obecnosci poszczegdlnych
peptydéw, stanowigcych fragmenty wybrane z N- i C-konca transportera i
wykazano, ze tylko dwa peptydy, odpowiadajgce fragmentom z C-korica
zlokalizowanym blizej 12 domeny transbtonowej SLC6A14, wptywaty na te
aktywnos¢ chociaz w przeciwny sposéb. Wyniki wskazujg na zaangazowanie C-
korncowego fragmentu, ktory jest istotny dla wychodzenia SLC6A14 z siateczki
srédplazmatycznej poprzez wigzanie SEC24C, takze w zmiane aktywnosci
HSP90-beta, co sugeruje ze ten sam fragment transportera wigze zaréwno
HSP90-beta jak i SEC24C i jest odpowiedzialny za prawidtowe fatdowanie
SLC6A14 i jego dalszy transport do btony plazmatyczne;.

Z uwagi na to, ze wysokg ekspresje zaréwno SLC6A14, jak i HSP90-beta
zaobserwowano w réznych typach nowotworéw postanowiono tez sprawdzic,
czy HSP90-beta mogtby petni¢ role regulatora aktywnosci endogennego
SLC6A14 w liniach komorkowych raka piersi. Badania przeprowadzono na
liniach nowotworowych z obecnym receptorem estrogenowym oraz kontrolnej
linii nabtonkowej. Bezposrednie oddziatywanie SLC6A14 z HSP90-beta
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potwierdzono w tescie ligacji zblizeniowej we wszystkich wybranych liniach,
jednak na znacznie wyzszym poziomie w liniach nowotworowych, w
poréwnaniu z kontrolng. Wychwyt radioaktywnej leucyny, substratu SLC6A14 o
wysokim powinowactwie, byt wyraznie zmniejszony po traktowaniu inhibitorem
HSP90-beta, w komérkach raka piersi z obecnym receptorem estrogenowym
(ER-a*). W nienowotworowej linii komérkowej MCF 10A nie obserwowano
wptywu inhibitora HSP90 na akumulacje leucyny, w obecnosci jonoéw chloru, a
akumulacja leucyny byta znacznie nizsza niz w liniach raka piersi. Radicicol
istotnie zmniejszat jednak interakcje miedzy SLC6A14 i HSP90-beta, co
sugeruje, ze synteza transportera jest nizsza w komérkach nienowotworowych
i znacznie wyzsza w komodrkach nowotworowych, a to wskazuje na
zaangazowanie HSP w regulacje aktywnosci SLC6A14. Ponadto test
przezywalnosci wykazat zwiekszong smiertelnos¢ komorek, po traktowaniu
inhibitorami, a-metylotryptofanem (SLC6A14) i radicicolem (HSP90),
podawanymi osobno a skojarzenie tych zwigzkéw istotnie wzmocnito ten efekt.

Obserwacja, ze a-metylotryptofan i radicicol w niskim stezeniu wywotujg
synergistyczny efekt cytotoksyczny w liniach komérkowych raka piersi, moze
stanowié¢ potencjalng strategie w terapii skojarzone;.
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ABSTRACT

ABSTRACT

ATB%* is a membrane amino acid transporter, encoded by the SLC6A14
gene, with broad substrate specificity, transporting all neutral (index ,0”) and
basic (index ,+”) amino acids in a sodium and chloride dependent way. ATB?*
(SLC6A14) level is upregulated in many cancers, especially solid tumors,
including breast cancer, in which its activity is important for growth and
unlimited proliferation of transformed cells. SLC6A14 is an ideal candidate for
targeting cancer therapies, as it also transports many drug precursors and
amino acid-derived drugs such as valacyclovir and valgancyclovir.

Previous analysis of the SLC6A14 proteome using mass spectroscopy
detected, among others, several heat shock proteins, including HSP70
(HSPA14) and HSP90-beta. This dissertation focuses on verifying the
interaction between transporter and HSP proteins in the process of SLC6A14
exit from the endoplasmic reticulum.

Interaction of the overexpressed transporter with heat shock proteins
was confirmed in immunoprecipitation and immunofluorescence experiments,
while direct interaction was shown in proximity ligation assay. Cell surface
localization of the transporter was confirmed using biotinylation of cell surface
proteins together with immunoblotting analysis. Treatment with HSP90 and
HSP70 inhibitors - radicicol or VER155008 respectively resulted in a dramatic
decrease of SLC6A14 presence in the plasma membrane, an effect of the total
transporter diminution. Possibility of interaction between SLC6A14 and HSP90
was tested by measuring ATPase activity of purified, recombinant HSP90-beta
protein in an in vitro system. HSP activity was measured in the presence of
particular peptides, representing fragments selected from the N- and C-
terminus of the transporter, and it was shown that only two peptides,
corresponding to C-terminal fragments located closer to the 12th
transmembrane domain of SLC6A14, affected the activity although in opposite
manner. The results indicate that the C-terminal fragment, which is essential
for the exit of SLC6A14 from the endoplasmic reticulum via SEC24C binding, is
also involved in altering the activity of HSP90-beta, suggesting that the same
transporter fragment binds both HSP90-beta and SEC24C and is responsible
for the proper folding of SLC6A14 and its further transport to the plasma
membrane.

Since high expression of both SLC6A14 and HSP90-beta has been
observed in various types of cancer, we also decided to test whether HSP90-
beta could act as a regulator of endogenous SLC6A14 activity in breast cancer
cell lines. The study was performed on estrogen receptor-positive breast
cancer cell lines and a control epithelial one. The direct interaction between
SLC6A14 and HSP90-beta was confirmed by proximity ligation assay in all
selected lines, but at a significantly higher level in the cancer lines, when
compared to the control. The uptake of radioactive leucine, a high-affinity
substrate of SLC6A14, was significantly reduced after treatment with the
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HSP90-beta inhibitor, in breast cancer cells with estrogen receptor (ER-a+)
present. In the non-tumorigenic MCF 10A cell line, there was no effect of the
HSP90 inhibitor on leucine accumulation, in the presence of chlorine ions, and
leucine accumulation was much lower than in breast cancer lines. However,
radicicol decreased interaction between SLC6A14 and HSP90-beta. This
suggest that SLC6A14 synthesis is lower in non-tumorigenic cells, being much
higher in cancer cells and this points to the involvement of HSP90-beta in
regulation of SLC6A14 activity. Moreover, a cell viability assay revealed
increased cell death after treatment with inhibitors: a-methyltryptophan
(SLC6A14) and radicicol (HSP90), when given separately and the combination
of these inhibitors significantly increased this effect.

The observation that a-methyltryptophan and radicicol at low
concentrations cause a synergistic cytotoxic effect in malignant breast cancer
cell lines appears to be a potential strategy for combination therapy.
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1. WSTEP

1.1. Cechy charakterystyczne nowotworow

Liczne doniesienia naukowe wykazujg, ze nowotworzenie u ludzi jest
procesem wieloetapowym a etapy te odzwierciedlajg zmiany genetyczne, ktére
prowadzg do stopniowej transformac;ji prawidtowych komérek ludzkich w ich
wysoce ztosliwe pochodne (Renan, 1993). Analizy histopatologiczne wielu
narzgdéw ujawnity obecnos¢ zmian, ktére wydajg sie reprezentowac etapy
posrednie w procesie, w ktérym komorki ewoluujg stopniowo od stanu
prawidtowego poprzez szereg stanéw przednowotworowych do nowotworéw
inwazyjnych (Foulds, 1954).

Cechy charakterystyczne nowotworow obejmujg szes¢ wiasciwosci
biologicznych  nabytych  podczas  wieloetapowego rozwoju  guzéw
wystepujacych u ludzi. Wiasciwosci te stanowig podstawe do wyjasnienia
ztozonosci choroby nowotworowej. Zawierajg one zdolnos¢ do utrzymywania
sygnalizacji proliferacyjnej, unikania supresoréw wzrostu, unikania s$mierci
komorkowej, osiggania niesmiertelnosci replikacyjnej, indukcji angiogenezy
oraz aktywacji inwazji i przerzutowania (Ryc.1.1.). U podstaw tych
charakterystycznych wtasciwosci lezy niestabilnos¢ genomu, z ktérej wynika
réznorodnos¢ genetyczna przyspieszajgca ich nabywanie, oraz stan zapalny,
ktéry sprzyja rozwojowi szeregu takich wtasciwosci (Hanahan i Weinberg,
2000). Na przestrzeni ostatnich lat do powyzszej listy dodano miedzy innymi
dwie nowe cechy charakterystyczne - przeprogramowanie metabolizmu
energetycznego i unikanie odpowiedzi immunologicznej (Hanahan i Weinberg,
2011; Hanahan, 2022).
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Ryc. 1.1. Cechy charakterystyczne komoérek nowotworowych. Schemat
zmodyfikowany na podstawie Hanahan i Weinberg, 2000.

1.1.1. Utrzymywanie sygnalizacji proliferacyjnej

Prawdopodobnie  najbardziej fundamentalng cechg komorek
nowotworowych jest ich zdolnos¢ do podtrzymywania dtugotrwatej proliferacji.
Prawidtowe tkanki starannie kontrolujg produkcje i uwalnianie sygnatéw
stymulujgcych wzrost, ktére inicjujg wejscie i dalszy progres w cyklu
komérkowym, zapewniajgc w ten sposdb homeostaze liczby komoérek, a tym
samym utrzymanie prawidtowej struktury i funkcji tkanek. Sygnaty te sg w duzej
mierze przekazywane przez czynniki wzrostu, ktére wigzg sie z odpowiednim
receptorem na powierzchni komorek, Zazwyczaj zawierajgce
wewnatrzkomorkowe domeny kinazy tyrozynowej. Te ostatnie emitujg sygnaty
poprzez rozgatezione wewngtrzkomorkowe szlaki sygnatowe, ktére regulujg
postep w cyklu komérkowym, a takze wzrost komérek. Dodatkowo bardzo
czesto sygnaty te wptywajg na inne wiasciwosci biologiczne komarek, takie jak
ich przezywalnos¢ i metabolizm energetyczny. Co ciekawe, doktadna
tozsamosc¢ i zrédta sygnatow proliferacyjnych dziatajgcych w prawidtowych
tkankach sg stabo poznane. Co wiecej, wiadomo réwniez stosunkowo niewiele
na temat mechanizmow kontrolujgcych uwalnianie tych sygnatow mitogennych
(Perona, 2006).

Z kolei sygnalizacja mitogenna w komorkach nowotworowych jest lepiej
poznana. Komorki nowotworowe mogg naby¢ zdolnos¢ do podtrzymywania
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sygnalizacji proliferacyjnej na wiele alternatywnych sposobéw (Hynes i
MacDonald, 2009). Moga na przyktad samodzielnie wytwarza¢ ligandy
receptorow czynnikdw wzrostu, na ktore odpowiadajg poprzez ekspresje
odpowiednich receptoréow, co skutkuje autokrynng stymulacjg proliferaciji.
Ponadto, komorki rakowe mogg wysytaé sygnaty stymulujgce prawidtowe
komorki w zrebie otaczajgcym guz, ktére odwzajemniajg sie poprzez
dostarczanie im réznych czynnikéw wzrostowych (Cheng i wsp., 2008).
Dodatkowo, sygnalizacja receptorowa moze zostaC rozregulowana poprzez
podniesienie poziomu biatek receptorowych prezentowanych na powierzchni
komorek nowotworowych, czynigc takie komorki hiperreaktywnymi na ligand,
ktérego ilos¢ w otoczeniu jest ograniczona (Bhowmick i wsp., 2004). Na
zmiane w sygnalizacji mogg réwniez wptywa¢ modyfikacje strukturalne w
obrebie czagsteczek receptora, ktére umozliwiajg aktywacje proliferacji
niezaleznie od liganda. Uniezaleznienie od czynnikow wzrostu mozna réwniez
osiggnac¢ poprzez ciggty aktywacje poszczegolnych sktadnikow szlakéw
sygnatowych zaleznych od tych receptorow, co eliminuje potrzebe stymulacji
$ciezek poprzez aktywacje receptora za posrednictwem liganda (Witsch i wsp.,
2010).

1.1.2. Unikanie supresorow wzrostu

Oprocz charakterystycznej zdolnosci do indukowania i podtrzymywania
pozytywnie dziatajgcych  sygnatow  stymulujgcych  wzrost, komorki
nowotworowe muszg réwniez omija¢ ztozone systemy, ktére negatywnie
regulujg proliferacje komoérek. Wiele z tych proceséw zalezy od dziatania
gendéw supresorowych (Deshpande i wsp., 2005). Na przestrzeni lat, poznano
dziesigtki genow supresorowych dla nowotwordw, ktdére dziatajg na rézne
sposoby w celu ograniczenia wzrostu i proliferacji komérek poprzez ich
charakterystyczng inaktywacje. Dwa gtowne supresory to biatka kodowane
przez geny RB (zwigzany z retinoblastomg) i TP53 (Chen i wsp., 2020). Dziatajg
one jako centralne osrodki kontrolne w dwdch kluczowych, uzupetniajgcych sie
systemach regulacji komadrkowej, ktore kontrolujg proces proliferacji komérek
lub, alternatywnie, aktywujg programy starzenia i apoptozy (Sherr i McCormick,
2002).

Biatko RB  integruje sygnaty z  réznych  zewnatrz- i
wewnagtrzkomorkowych zrédet, co decyduje, czy komorka powinna wejs¢ w cykl
komorkowy. Komoérki nowotworowe z defektami na poziomie szlaku z udziatem
biatka RB nie moga korzysta¢ z jego kluczowej funkcji - regulatora progresji
cyklu komdrkowego, poniewaz brak tego biatka pozwala na trwatg proliferacje
komérek (Burkhart i Sage, 2008; Burkhart i wsp., 2019). Podczas gdy RB
przekazuje sygnaty hamujgce wzrost, ktére pochodzg gtéwnie spoza komorki,
biatko p53 otrzymuje bodzce pochodzgce z wewnatrzkomdrkowych czujnikow
stresu i innych nieprawidtowosci. Biatko p53 potocznie nazywane jest
»straznikiem genomu”, gdyz petni kluczowag funkcje w procesie regulacji
naprawy uszkodzonego DNA oraz w trakcie podziatow komérkowych. Jesli
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stopien uszkodzenia genomu jest nadmierny lub jesli poziomy puli
nukleotydoéw, sygnatéw stymulujgcych wzrost, glukozy lub natlenienia sa
nieoptymalne, p53 moze zahamowacC postep cyklu komorkowego, dopoki
warunki te nie zostang ustabilizowane. Alternatywnie, w obliczu sygnatéw
alarmowych wskazujgcych na nadmierne lub nieodwracalne uszkodzenia
systemoéw komorkowych, p53 moze zainicjowaé proces apoptozy (Hassin i
Oren, 2023). W wyniku mutacji w genie TP53 moze doj$¢ do utraty kontroli nad
podziatami komoérkowymi oraz zahamowania mechanizméw inicjujgcych
proces apoptozy w przypadku duzych uszkodzen DNA. Konsekwencjg takich
mutacji moga by¢ transformacje nowotworowe spowodowane gromadzgcymi
sie uszkodzeniami DNA w komérkach (Machado-Silva i wsp., 2010).

1.1.3. Unikanie smierci komérkowej

Koncepcja, zgodnie z ktérg zaprogramowana smier¢ komorki w wyniku
apoptozy stuzy jako naturalna bariera dla rozwoju nowotworu, zostata
ugruntowana w badaniach funkcjonalnych przeprowadzonych w ciggu
ostatnich trzech dekad (Evan i Littlewood, 1998; Pistritto i wsp., 2016).
Wyjasnienie mechanizméw sygnatowych regulujgcych proces apoptozy
ujawnito, w jaki sposob apoptoza jest inicjowana w odpowiedzi na rézne
czynniki stresowe, ktérych doswiadczajg komorki nowotworowe w trakcie
procesu nowotworzenia lub w wyniku terapii przeciwnowotworowej. Wsréd
czynnikow indukujgcych apoptoze na uwage zastugujg zaburzenia rownowagi
sygnalizacyjnej wynikajgce z podwyzszonego poziomu ekspresji onkogendéw
oraz uszkodzenia DNA zwigzane z nadmierng proliferacjg. Kolejne badania
ujawnity, w jaki sposob apoptoza jest ttumiona w nowotworach, ktérym udaje
sie osiggng¢ wysoki stopien ztosliwosci i oporno$é na terapie (Lowe i wsp.,
2004; Mohammad i wsp., 2015).

Maszyneria apoptotyczna sktada sie zaréwno z podjednostek
regulatorowych, jak i efektorowych. Regulatory dzielg sie na dwa gtéwne
uktady, z ktorych jeden odbiera i przetwarza zewnatrzkomérkowe sygnaty
indukujgce $mier¢ (zewngtrzpochodny program apoptotyczny, obejmujgcy na
przyktad ligand Fas/receptor Fas), a drugi wykrywa i integruje réznorodne
sygnaty pochodzenia wewnatrzkomérkowego (program wewnatrzpochodny).
Aktywator apoptozy, ktéry przekazuje sygnaty miedzy regulatorami
i efektorami, jest kontrolowany przez rownowazacych sie pro-
i antyapoptotycznych cztonkéw z rodziny biatek regulatorowych Bcl-2 (Adams i
Cory, 2007). Najwczesniej poznane z tej rodziny, Bcl-2, wraz z najblizej
spokrewnionymi (Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1) sg inhibitorami apoptozy, dziatajac w
duzej mierze poprzez wigzanie i tym samym hamowanie dwdch
proapoptotycznych biatek inicjujgcych (Bax i Bak) (Ashkenazi i wsp., 2017). Po
uwolnieniu od inhibicji przez biatka antyapoptotyczne - Bax i Bak, naruszajg
integralnos¢ zewnetrznej btony mitochondrialnej, powodujgc uwolnienie
proapoptotycznych biatek sygnatowych, z ktérych najwazniejszym jest
cytochrom c. Uwolniony cytochrom c aktywuje z kolei kaskade kaspaz, ktére
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dziatajg poprzez swojg aktywnos¢ proteolityczng w celu wywotania wielu
zmian komorkowych, w wyniku ktorych komorka jest stopniowo rozktadana a
nastepnie trawiona. Bax i Bak majg wspdlne domeny interakcji biatko-biatko,
zwane motywami BH3, z antyapoptotycznymi biatkami podobnymi do Bcl-2.
Aktywnos¢ podrodziny biatek BH3-only, z ktérych kazde zawiera pojedynczy
motyw BH3, jest sprzezona z rdéznymi detektorami nieprawidtowosci
komorkowych. Obecnie, wewnatrzpochodny proces apoptozy jest coraz
czesciej uwazany za bariere w patogenezie nowotworéw (Willis i Adams, 2005;
Goldar i wsp., 2015).

Pomimo ze czynniki komoérkowe indukujgce apoptoze nie zostaty
jeszcze w petni poznane, zidentyfikowano kilka detektorow anomalii, ktore
odgrywajg kluczowg role w rozwoju nowotworéw (Lowe i wsp., 2004). Na
uwage zastuguje sensor uszkodzen DNA, ktéry dziata poprzez supresor
nowotworowy biatko p53, kodowane przez gen TP53. TP53 indukuje apoptoze
poprzez zwiekszenie ekspresji dwoch biatek BH3-only: Noxa i Puma, w
odpowiedzi na wysoki poziom uszkodzen DNA i innych nieprawidtowosci
chromosomalnych (Junttila i Evan, 2009). Komérki nowotworowe rozwijajg
rézne strategie majgce na celu zahamowanie lub unikniecie apoptozy (Hassin i
Oren, 2023). Najczestszg z nich jest uposledzenie funkcji supresora
nowotworowego p53, co eliminuje kluczowy czujnik uszkodzen DNA z uktadu
indukujgcego apoptoze. Ponadto nowotwory mogg osiggngé podobny efekt
poprzez zwiekszenie ekspresji regulatoréw antyapoptotycznych (Bcl-2, Bcl-xL)
lub sygnatéw przetrwania (Igf1/2), poprzez zmniejszenie poziomu czynnikéw
proapoptotycznych (Bax, Bim, Puma). Mnogo$¢ mechanizmoéw unikania
apoptozy odzwierciedla zréznicowanie sygnatéow indukujgcych apoptoze, z
ktorymi populacje komorek nowotworowych stykajg sie podczas ewolucji do
stanu ztosliwego (Lowe i wsp., 2004; Hassin i Oren, 2023).

1.1.4. NieSmiertelnos¢ replikacyjna

Do 2000 roku uwazano, ze komorki nowotworowe wymagajg
nieograniczonego potencjatu replikacyjnego  w  celu  tworzenia
makroskopowych guzéw. Zdolnos¢ ta stanowi wyrazny kontrast w stosunku do
zachowania wiekszosci prawidtowych komorek w organizmie, ktére sg w stanie
przejS¢ tylko przez ograniczong liczbe kolejnych cykli wzrostu i podziatu
komoérek. Ograniczenie to wigze sie z dwiema réznymi barierami dla
proliferacji: starzeniem sie, czyli nieodwracalnym wejsciem w nieproliferacyjny,
aczkolwiek nadal zywy stan, oraz etapem krytycznym, ktéry wigze sie ze
Smiercig komoérki. W zwigzku z tym, gdy komérki sg namnazane w hodowli,
powtarzajgce sie cykle podziatu komoérek prowadzg najpierw do indukcji
starzenia sig, a nastepnie, w przypadku tych komérek, ktérym uda sie oming¢ te
bariere, do fazy kryzysu, czyli apoptozy, w ktorej umiera zdecydowana
wiekszos¢ komorek w populacji. Czasami komorki wydostajg sie z populacji w
fazie kryzysu i wykazujg nieograniczony potencjat replikacyjny. To przejscie,
nazwane immortalizacjg jest cechg, ktorg wykazuje wiekszos¢ ustalonych linii
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komérkowych ze wzgledu na ich zdolno$¢ do proliferacji w hodowli bez oznak
starzenia sie lub kryzysu (Shay i Wright, 2000). Wiele dowodéw wskazuje na to,
ze telomery, chronigce zakonczenia chromosoméw przed degradacja i fuzjg,
majg zasadniczy wptyw na zdolnos$¢ do nieograniczonej proliferacji. Badania
nad telomerami i telomerazg (Blackburn i wsp., 2015) zostaty nagrodzone w
2009 r. Nagrodg Nobla dla Elizabeth Blackburn. W prawidtowych komaérkach,
telomery, czyli powtarzajgce sie sekwencje nukleotydowe, stopniowo sie
skracajg, tracgc ostatecznie zdolnos¢ do ochrony koncéw chromosomalnego
DNA, co prowadzi do smierci komorkowej. Jest to jeden z wielu mechanizmoéw
inicjujgcych proces apoptozy i naturalny efekt starzenia sie komorek. W
zwigzku z tym dtugosc telomerowego DNA w komoérce decyduje o tym, przez
ile kolejnych generacji komérek moze przejsc jej potomstwo, zanim telomery
ulegng znacznej degradacji i w konsekwenciji stracg swoje funkcje ochronne,
powodujgc wejscie w faze kryzysu (Blasco, 2005).

Telomeraza, wyspecjalizowana polimeraza DNA, ktéra dodaje
powtdérzone sekwencje nukleotydowe na koncach telomerowego DNA, jest
prawie nieobecna w nieuniesmiertelnionych komaérkach, ale ulega ekspresji na
funkcjonalnie istotnym poziomie w zdecydowanej wiekszosci (~90%)
spontanicznie uniesmiertelnionych komoérek, w tym w ludzkich komérkach
nowotworowych (Judasz i wsp., 2022). Wydtuzajagc telomerowe DNA,
telomeraza jest w stanie przeciwdziata¢ postepujacej erozji telomeréw, ktora
wystgpitaby w przypadku jej braku (Zhang i wsp., 2004). Aktywno$¢ telomerazy,
zarowno w spontanicznie uniesmiertelnionych komorkach, jak i w przypadku
komorek zmodyfikowanych w celu ekspresji tego enzymu, jest skorelowana z
opornoscig na indukcje starzenia oraz kryzysu/apoptozy (Bernardes de Jesus i
Blasco, 2013). Ostateczne unie$miertelnienie komdrek, tworzgcych nowotwory,
przypisuje sie ich zdolnosci do utrzymywania dtugosci telomerowego DNA na
poziomie wystarczajgcym do unikniecia starzenia sie lub apoptozy (Donati i
Ciarrocchi, 2019). W zwigzku z tym skracanie telomeréw zaczeto postrzegac
jako mechanizm zegarowy, ktéry okresla ograniczony potencjat replikacyjny
normalnych komoérek, a tym samym taki, ktéory musi zostaC przezwyciezony
przez komorki nowotworowe (Sherr i DePinho, 2000).

1.1.5. Indukcja angiogenezy

Podobnie jak tkanki prawidtowe, nowotwory wymagajg dostarczania
sktadnikow odzywczych i tlenu, a takze zdolnosci do usuwania odpaddéw
metabolicznych i dwutlenku wegla. Neowaskularyzacja towarzyszgca
powstawaniu nowotworu, zachodzgca w procesie angiogenezy, zaspokaja te
potrzeby. Podczas embriogenezy rozwdj uktadu naczyniowego obejmuje
tworzenie nowych komérek srédbtonka i tgczenie ich w rurki (waskulogeneza),
a takze tworzenie nowych naczyn krwionosnych =z juz istniejgcych
(angiogeneza). Po tej morfogenezie normalne naczynia krwionosne
przechodzg w stan spoczynku. U oséb dorostych, w ramach procesow
fizjologicznych, takich jak gojenie sie ran czy cykle menstruacyjne u kobiet,
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angiogeneza jest wigczona, ale tylko przejsciowo. W przeciwienstwie do tego,
podczas progresji nowotworu "“przetgcznik angiogenny" jest niemal zawsze
aktywowany i pozostaje witgczony, powodujgc, ze normalnie uspione naczynia
krwionosne nieustannie powodujg wyrastanie nowych naczyn, ktére pomagaja
utrzymacé rozszerzajacy sie wzrost nowotworowy (Hanahan i Folkman, 1996).
Wiele dowodow wskazuje na to, ze proces angiogenezy jest regulowany przez
réownowazace sie czynniki indukujgce lub hamujgce angiogeneze (Bergers i
Benjamin, 2003). Wsréd czynnikéw regulujgcych angiogeneze znajdujg sie
biatka sygnatowe, ktére wigzg sie ze stymulatorowymi lub hamujgcymi
receptorami  znajdujgcymi sie na powierzchni komodrek srédbtonka
naczyniowego. Do dobrze znanych aktywatoréw i inhibitoréw angiogenezy
nalezg odpowiednio czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego-A (VEGF-A) i
trombospondyna-1 (TSP-1) (Baeriswyl i Christofori, 2009).

Gen VEGF-A koduje ligandy zaangazowane w organizowanie wzrostu
nowych naczyn krwionosnych podczas rozwoju embrionalnego i
postnatalnego, a nastepnie w homeostaze komoérek srodbtonka, a takze w
sytuacjach fizjologicznych i patologicznych u dorostych (Melincovici i wsp.,
2018). Sygnalizacja VEGF za posrednictwem trzech receptorowych kinaz
tyrozynowych (VEGFR-1-3) jest regulowana na wielu poziomach. Tak wiec
ekspresja genu VEGF moze by¢ regulowana zaréwno przez hipoksije, jak i przez
sygnalizacje onkogenéw (Carmeliet, 2005). Ponadto ligandy VEGF wigzg sie do
macierzy zewnatrzkomoérkowej w postaciach utajonych, ktére mogag byc¢
uwalniane i aktywowane przez proteazy degradujgce macierz
zewnatrzkomoérkowa (np. MMP-9) (Kessenbrock i wsp., 2010). Dodatkowo, inne
sygnaty proangiogenne, na przyktad cztonkowie rodziny czynnikdw wzrostu
fibroblastéw (FGF), sg zaangazowane w podtrzymywanie angiogenezy
nowotworowej, jezeli ich ekspresja jest chronicznie podwyzszona (Baeriswyl i
Christofori, 2009; Ruan i wsp., 2023). TSP-1, ktéry stanowi kluczowy czynnik
rbwnowazacy W procesie angiogenezy, roOwniez wigze sie z receptorami
transbtonowymi na komoérkach s$rédbtonka i w ten sposob generuje sygnaty
hamujace, ktére moga przeciwdziata¢ bodZzcom proangiogennym (Kazerounian
i wsp., 2008; Gutierrez i Gutierrez, 2021).

Naczynia krwionosne powstajgce w nowotworach w wyniku przewlekle
aktywowanej angiogenezy i zachwianej rownowagi sygnatéw proangiogennych
sg zazwyczaj nieprawidtowe: neowaskularyzacja guza charakteryzuje sie
przedwczesnym wyrastaniem naczyn wtosowatych, kretymi i zbyt
rozgatezionymi naczyniami, nieregularnym przeptywem krwi, mikrokrwotokami,
nieszczelnoscig oraz nieprawidtowymi wskaznikami proliferacji i apoptozy
komérek $rodbtonka (Baluk i wsp., 2005). Angiogeneza jest indukowana
zaskakujgco wczesnie podczas wieloetapowego rozwoju nowotworéw
inwazyjnych zaréwno w modelach zwierzecych, jak i u ludzi (Hanahan i
Folkman, 1996). Proces ten wspiera proliferacje komérek nowotworowych a w
konsekwencji rozrost struktury nowotworu. Wykazano tez, ze angiogeneza jest
bezposrednio zwigzana ze zwigkszeniem przerzutowania, gdyz umozliwia
migracje komoérek raka przez naczynia krwionosne (Raica i wsp., 2009; Al-
Ostoot i wsp., 2021).

20



WSTEP

1.1.6. Aktywacja inwazji i przerzutowania

Do 2000 roku mechanizmy lezgce u podstaw inwazji i powstawania
przerzutow byty w duzej mierze zagadka. Byto jasne, ze w miare progresiji
nowotworédw wywodzgcych sie z tkanek nabtonkowych do wyzszych
patologicznych stopni ztosliwosci, objawiajgcych sie miejscowg inwazjg i
odlegtymi przerzutami, w powigzanych z nimi komoérkach nowotworowych
zazwyczaj dochodzito do zmian w ich ksztalcie, a takze w sposobie
przytaczania sie do innych komoérek i macierzy zewngtrzkomoérkowej (ECM).
Najlepiej opisang zmiang jest utrata przez komérki nowotworowe E-kadheryny,
kluczowej czgsteczki adhezyjnej miedzy komodrkami. Tworzac potgczenia
adhezyjne z sasiadujgcymi komorkami nabtonkowymi, E-kadheryna pomaga
tgczy¢ warstwy komoérek nabtonkowych i utrzymywac stabilnosé komoérek w
tych warstwach. Zwiekszona ekspresja E-kadheryny zostata uznana za
antagoniste inwazji i przerzutéw, podczas gdy zmniejszenie jej ekspresji nasila
te fenotypy (Berx i Roy, 2009).

Wieloetapowy proces inwazji i przerzutowania zostat przedstawiony jako
sekwencja odrebnych etapow, czesto okreslanych jako kaskada inwazji i
przerzutéow (Fidler, 2003; Talmadge i Fidler, 2010). Obnizona ekspresja E-
kadheryny, skutkuje ostabieniem potgczen miedzykomérkowych co prowadzi
do odtgczania komérek od gtéwnej masy nowotworu (Mendonsa i wsp., 2018).
Dochodzi do lokalnej migracji komorek do otaczajgcej je macierzy
zewngtrzkomorkowej, nastepnie inwazji komérek nowotworowych do
pobliskich naczyn krwionosnych i limfatycznych oraz przejscia przez uktad
limfatyczny i krwiotworczy. W kolejnym etapie dochodzi do uwolnienia komoérek
nowotworowych ze $wiatta takich naczyn do migzszu odlegtych tkanek
(wynaczynienie), tworzenia matych guzkéw komdrek nowotworowych
(mikroprzerzuty) oraz rozrostu zmian mikroprzerzutowych do makroskopowych
guzow, przy czym ten ostatni etap okresla sie mianem "kolonizacji" (Rubtsova i
wsp., 2022).

1.1.7. Nabywanie cech charakterystycznych

Opisane powyzej cechy charakterystyczne nowotworéw to nabyte
zdolnosci funkcjonalne, ktére pozwalajg komérkom nowotworowym przetrwag,
rozmnazac sie i rozprzestrzenia¢. Funkcje te sg nabywane w réznych typach
nowotworéw poprzez rézne mechanizmy i na réznych etapach w trakcie
ztozonego procesu nowotworzenia. Proces ten jest mozliwy dzieki dwom
wiasciwosciom (Ryc.1.2.). Najwazniejszg z nich jest powstawanie
niestabilnosci genomowej w komodrkach nowotworowych, ktéra generuje
przypadkowe mutacje, w tym rearanzacje chromosomalne, wsréd ktorych
znajdujg sie rzadkie zmiany genetyczne, umozliwiajgce rozwiniecie
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charakterystycznych cech (Negrini i wsp., 2010; Mehrotra i Mittra, 2020). Drugg
charakterystyczng wtasciwoscig, dla procesu nowotworzenia, jest indukowanie
stanu zapalnego zmian przednowotworowych i ztosliwych (Mantovani i wsp.,
2008). Proces ten stymulujg niektére komorki uktadu odpornos$ciowego
odpowiedzialne za pobudzanie progresji nowotworu za pomocg roznych
mechanizméw (Piotrowski i wsp., 2020).

Dodatkowo, na przestrzeni ostatnich lat, wykazano obecnosc¢ kolejnych
cech komoédrek nowotworowych, funkcjonalnie waznych dla rozwoju raka
(Ryc.1.2.). Szczegolnie interesujgce okazaly sie dwie z nich. Pierwsza polega
na gruntownym przeprogramowaniu metabolizmu energetycznego w celu
wspierania ciggtego wzrostu i proliferacji komorek, zastepujac tym samym
proces metaboliczny, ktéry dziata w wiekszosci normalnych tkanek i wspiera
fizjologiczne funkcjonowanie powigzanych z nimi komoérek (Jones i Thompson,
2009). Druga obejmuje aktywne unikanie przez komoérki nowotworowe nadzoru
immunologicznego, czyli eliminacji komérek rakowych przez komorki uktadu
odpornosciowego, w szczegolnosci przez limfocyty T i B, makrofagi oraz
komorki NK (Ferrari i wsp., 2019). Zdolnos$¢ ta podkresla dychotomiczng role
uktadu odpornosciowego, ktéry zaréwno hamuje, jak i wspomaga rozwgj i
progresje nowotworu (Kim, 2007). Obecnie obie z powyzszych cech uwaza sie
za réwnie fundamentalne jak szes¢ gtéwnych opisanych w powyzszych
podrozdziatach (Hanahan i Weinberg, 2011).
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Ryc. 1.2. Cechy charakterystyczne komérek nowotworowych. Schemat uzupetniono o
wtasciwosci odpowiedzialne za nabywanie cech charakterystycznych — niebieska
czcionka oraz dwie nowe cechy — czerwona czcionka. Schemat zmodyfikowany na
podstawie Hanahan i Weinberg, 2011.

1.1.8. Przeprogramowany metabolizm komoérkowy nowotworow

Przewlekta i czesto niekontrolowana proliferacja komorek, ktéra stanowi
istote choroby nowotworowej, obejmuje nie tylko rozregulowang kontrole
proliferaciji, ale takze odpowiednie dostosowanie metabolizmu energetycznego
w celu napedzania wzrostu i podzialu komérek. Aby zaspokoic
zapotrzebowanie na zwiekszong ilos¢ sktadnikéw odzywczych, w komaérkach
nowotworowych zaobserwowano wzrost poziomu kilku transporterow
sktadnikéw odzywczych z rodzin SLC (ang. Solute Carriers), takich jak
transportery glukozy (Yu i wsp., 2017) i aminokwaséw (Bhutia i wsp., 2015;
Natecz, 2020).

Glukoza jest gtéwnym zrodtem wegla zuzywanym przez komorki
ssakow. Katabolizm glukozy poprzez glikolize i cykl Krebsa nie tylko napedza
wytwarzanie ATP, ale takze dostarcza pétprodukty weglowe wspierajgce
biosynteze makroczgsteczek, zapewniajgc w ten sposéb selektywng przewage
komérkom nowotworowym przy zmniejszonej podazy sktadnikow odzywczych.
Zgromadzone dane wskazujg réwniez, ze wewngtrzkomorkowy ATP jest
krytycznym  czynnikiem determinujgcym chemiooporno$¢ (Ganapathy-
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Kanniappan i Geschwind, 2013). W warunkach tlenowych prawidtowe komorki
przeksztatcajg glukoze, najpierw do pirogronianu poprzez glikolize w cytozolu,
a nastepnie do dwutlenku wegla w mitochondriach. W warunkach
beztlenowych preferowana jest glikoliza, a stosunkowo niewielka ilos¢
pirogronianu jest wysytana do mitochondriéw zuzywajgcych tlen. Otto Warburg
po raz pierwszy zaobserwowat anomalng ceche metabolizmu energetycznego
komodrek nowotworowych (Warburg, 1956). Wykazat, ze nawet w obecnosci
tlenu komoérki nowotworowe mogg przeprogramowacé swoj metabolizm
glukozy, a tym samym produkcje energii, ograniczajgc metabolizm
energetyczny gtéwnie do glikolizy, co prowadzi do stanu, ktéry zostat nazwany
"glikolizg tlenowq". Istnienie tego metabolicznego przetgcznika w komorkach
nowotworowych zostato potwierdzone w kolejnych dziesiecioleciach (Vaupel i
wsp., 2019). Takie przeprogramowanie metabolizmu energetycznego jest
pozornie  nielogiczne,  poniewaz @ komorki  nowotworowe = muszg
zrekompensowac ~18-krotnie nizszg wydajnos¢ produkcji ATP zapewniang
przez glikolize w stosunku do mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej. Jest
to mozliwe dzieki nadekspresji transporteréw glukozy, w szczegodlnosci
SLC2A1 (GLUT1), co znacznie zwieksza import glukozy do cytoplazmy a tym
samym glikolize (DeBerardinis i wsp., 2008; Hsu i Sabatini, 2008; Du i wsp.,
2022).

Wykazano, ze przeprogramowanie glikolityczne jest zwigzane z
aktywowanymi onkogenami (np. RAS, MYC) i zmutowanymi supresorami
nowotworéw (np. TP53) (DeBerardinis i wsp., 2008; Senga i Grose, 2021),
ktorych mutacje w komérkach nowotworowych sg istotne gtéwnie ze wzgledu
na ich korzysci w nadawaniu charakterystycznych zdolnosci proliferacii
komérek, unikania kontroli cytostatykéw i ttumienia apoptozy (Hanahan i
Weinberg, 2011; Pavlova i wsp., 2022). Zalezno$¢ od glikolizy jest dodatkowo
wazna w warunkach niedotlenienia, ktére ma miejsce w wielu nowotworach
(Zhang i wsp., 2018). System odpowiedzi na niedotlenienie dziata plejotropowo
w celu zwiekszenia regulacji transporterow glukozy i wielu enzymow szlaku
glikolitycznego (DeBerardinis i wsp., 2008; Jones i Thompson, 2009; Lee i wsp.,
2021). Tak wiec, zaréwno biatko onkogenne Ras, jak i niedotlenienie moga
niezaleznie zwieksza¢ poziom czynnikow transkrypcyjnych HIF1a i HIF2q, ktére
z kolei reguluja glikolize (Semenza, 2010; Infantino i wsp., 2021; Toledo i wsp.,
2023).

Procesy anaboliczne wymagajg przede wszystkim dostarczania energii
w postaci ATP, ale réwniez nukleotydéw redukujgcych, takich jak NADH,
NADPH i FADH; ktére mogg powstawa¢c w wyniku utleniania kwaséw
ttuszczowych, procesu przez wiele lat pomijanego w chorobach
nowotworowych. Chociaz B-oksydacja kwaséw ttuszczowych (FAO - ang. fatty
acid B-oxidation) jest jednym z gtéwnych zrodet produkcji ATP, wiekszos¢
wczesniejszych badan bioenergetyki nowotworow koncentrowata sie na
efekcie Warburga (Vander Heiden i wsp., 2009; Cairns i wsp., 2011). Istnieje
coraz wiecej doniesien na temat znaczenia utleniania kwasow ttuszczowych w
komédrkach nowotworowych (Carracedo i wsp., 2013), a proces ten
zaobserwowano w raku prostaty (Schlaepfer i wsp., 2014), biataczce (Samudio
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i wsp., 2010), glejakach (Juraszek i wsp., 2021) i raku piersi (Camarda i wsp.,
2016). Wiele komoérek nowotworowych wykorzystuje FAO w kontekscie
proliferacji, przezycia, opornosci na leki lub przerzutéow. Kluczowe enzymy lub
regulatory FAO staly sie zatem obiecujgcymi celami terapii
przeciwnowotworowej (Ma i wsp., 2018).

B-Oksydacja kwasow tluszczowych to  wieloetapowy proces
kataboliczny, ktéry pozwala na mitochondrialng konwersje dtugotancuchowych
kwasow ttuszczowych do acetylo-CoA, ktory zostanie w petni utleniony poprzez
cykl kwaséw trikarboksylowych (TCA, ang. tricarboxylic acid cycle) i tancuch
oddechowy (ETC, ang. electron transport chain) w celu wytworzenia ATP.
Utlenianie kwaséw ttuszczowych zachodzi w peroksysomach (kwasy
ttuszczowe o bardzo dtugich tancuchach i kwasy ttuszczowe o rozgatezionych
tafcuchach) oraz w mitochondriach (kwasy ttuszczowe o dtugich i $rednich
tafncuchach). Kwasy ttuszczowe dostajg sie do komoérek ssakéw poprzez biatka
transportujgce kwasy ttuszczowe, takie jak CD36 i biatka wigzgce kwasy
ttuszczowe, ktére utatwiajg przenoszenie kwaséw ttuszczowych miedzy
btonami zewnatrz- i wewngtrzkomérkowymi (Schwenk i wsp., 2010).
Ditugotancuchowe kwasy ttuszczowe nie sg w stanie przekracza¢ bton
mitochondrialnych, dlatego przed przemieszczeniem do mitochondrium w celu
utlenienia, sg aktywowane do acylo-CoA przez syntetaze acylo-CoA w
zewnetrznej btonie mitochondrialnej kosztem hydrolizy ATP (Nakamura i wsp.,
2014). Aby przekroczyé wewnetrzng btone mitochondrialng, acylo-CoA jest
przeksztatcany w acylo-karnityne w reakcji z L-karnityng, proces katalizowany
przez palmitoilotransferaze karnityny 1 (CPT1), enzym ulegajacy podwyzszonej
ekspresji w komoérkach raka piersi ER-a* (Monaco, 2017). Acylo-karnityny sg
transportowane do macierzy mitochondrialnej przez transporter karnityny
SLC25A20 (CAC/CACT) w reakcji wymiany z wolng karnityng (Juraszek i wsp.,
Natecz 2021; Papierniak-Wygladata i wsp., 2023). U ludzi L-karnityna moze by¢
syntetyzowana w watrobie i nerkach, jednak wiekszo$¢ (okoto 75%) pochodzi z
diety (Steiber i wsp., 2004). W zwigzku z tym, L-karnityna, niezbedna w procesie
B-oksydacji, musi by¢ dostarczana do komoérek, w tym nowotworowych.
Wykazano, ze kilka transporteréw, takich jak SLC22A16 (CT2/FLIP2), SLC6A14
(ATB%*) i SLC22A5 (OCTN2) jest zdolnych do przenoszenia karnityny przez
btone plazmatyczng w komérkach ludzkich (Juraszek i Natecz, 2020).

1.2. Transportery aminokwaséw z rodziny SLC (ang. Solute Carrier
Family) w chorobie nowotworowej

Jedng z wyzej wymienionych cech charakterystycznych komoérek
nowotworowych jest ich zdolnos$¢ do szybkiego wzrostu i proliferacji (Hanahan
i Weinberg, 2011), ktéra opiera sie na dostarczaniu energii i aktywnych
procesach anabolicznych, a to z kolei wymaga dostarczenia czynnikéw
odzywczych. Zwigzki polarne i/lub hydrofilne nie przechodzg przez
dwuwarstwe lipidowg i wymagajg aktywnosci uktadow transportowych.
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Poczagtkowo uktady te klasyfikowano ze wzgledu na specyficznosé
substratowg, obecna klasyfikacja opiera sie na podobienstwie gendéw
tworzgcych rodziny SLC z odpowiednig numeracjg rodzin i kolejnych genow
(Hediger i wsp., 2013). W ciggu ostatnich lat tradycyjne nazwy transporteréw
kodowanych przez geny SLC z 66 rodzin zastgpiono numeracjg SLC
zastosowang takze do biatek.

Szereg transporteréw SLC ulega zwiekszonej ekspresji w nowotworach,
jak transporter glukozy SLC2A1 - GLUT1 (Yamamoto i wsp., 1990; Yu i wsp.,
2017), czy transportery nukleozydéw z rodzin SLC28 i SLC29 (Young, 2016).
Wazng klasg gtéwnych sktadnikow odzywczych niezbednych do przetrwania
kazdej komorki sg aminokwasy. Wszystkie komorki ssakoéw, niezaleznie od
tego, czy sg nowotworowe, czy hie, muszg pozyskiwac niezbedne aminokwasy
(Thr, Met, Phe, Trp, Val, lle, Leu i Lys) ze Zrédet zewnetrznych, poniewaz nie s3
w stanie ich syntetyzowac. Nieistotne aminokwasy mogg by¢ syntetyzowane
endogennie we wszystkich komérkach ssakow, ale jesli tempo proliferacji jest
szybkie, tak jak ma to miejsce w przypadku komérek nowotworowych, nawet te
aminokwasy muszg byc¢ pozyskiwane ze zrédet zewnetrznych, poniewaz
zdolnos¢ syntezy endogennej nie spetnia zwiekszonego zapotrzebowania silnie
proliferujgcych komoérek. Chociaz podstawowg funkcjg aminokwasow jest
stuzenie jako budulec do syntezy biatek, niektére aminokwasy majg okreslone
funkcje biologiczne (Bhutia i wsp., 2015). Glutamina, glicyna i asparaginian sg
potrzebne do biosyntezy nukleotydéw, procesu krytycznego dla proliferacji
komédrek nowotworowych (Wise i Thompson, 2010). Seryna odgrywa wazng
role jako zrédto jednoweglowe istotne w syntezie nukleotydéw i metylacji DNA
(Locasale, 2013). Leucyna, glutamina i arginina stuzg jako czasteczki
sygnatowe i aktywujag mTOR, kinaze biatkowg kluczowg w metabolizmie
komérkowym (Pizzagalli i wsp., 2021). Badania wykazaty, ze komorki
nowotworowe majg zmienione szlaki metaboliczne obejmujgce aminokwasy
glutamine, seryne, treonine i proline (Phang i wsp., 2015).

Szczegolne znaczenie dla etiologii raka ma rozregulowanie metabolizmu
leucyny i/lub glutaminy. Leucyna stuzy jako gtéwny mechanizm regulacyjny
mTOR w wielu tkankach. Komorki nowotworowe czesto wykazujg nadekspresje
transporteréw leucyny, co prowadzi do wyzszych wewngtrzkomorkowych
stezen leucyny, aktywacji mTOR i w konsekwencji do proliferacji komodrek
nowotworowych (Avruch i wsp., 2009). Z drugiej strony glutamina petni w
komérkach wiele réznych rél: jako nosnik amoniaku w tkankach, regulator
réownowagi kwasowo-zasadowej w komédrkach nerek czy prekursor zwigzkow
takich jak glutation, glutaminian i GABA (Bhutia i Ganapathy, 2016). Aminokwas
ten jest istotny w syntezie de novo nukleotydow i jest prekursorem innych
aminokwaséw, stanowi zrédto a-ketoglutaranu w cyklu TCA i pomaga
regulowa¢ réwnowage redoks w komorkach. Role te sprawiajg, ze glutamina
jest krytycznym metabolitem komérek nowotworowych (Cha i wsp,
2018). Wszystkie aminokwasy sg hydrofilowe dlatego nie mogg przejs¢ przez
btone plazmatyczng bez pomocy selektywnych biatek transportowych. W
komodrkach ssakéw wystepuje wiele transporteréw aminokwasow, ktore
ulegajg ekspresji w sposob specyficzny dla tkanki i rozwoju. Wiekszosc
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transporteréw rozpoznaje wiecej niz jeden aminokwas jako substrat. Poniewaz
szybko proliferujgce komorki nowotworowe majg wysokie zapotrzebowanie na
aminokwasy, logicznym jest ze muszg podnosi¢ poziom niektorych
selektywnych transporteréw, aby zaspokoi¢ to zapotrzebowanie. Szlaki
sygnatowe odpowiedzialne za inicjacje i rozprzestrzenianie sie nowotworu
réznig sie znacznie w zaleznosci od jego typu, tak wiec r6zne nowotwory
polegajg na innym zestawie transporteréow aminokwaséw (Ganapathy i wsp.,
2003).

Wykazano, ze cztery transportery aminokwasow ulegajg nadekspresji w
nowotworach: SLC7A5 (LAT1), SLC7A11 (XxCT), SLC1A5 (ASCT2) oraz SLC6A14
(ATB%*) (Tabela 1.1.). Ich indukcja zachodzi w sposéb specyficzny dla typu
nowotworu, z bezposrednim lub posrednim udziatem onkogennego czynnika
transkrypcyjnego c-Myc (Hayashi i wsp., 2012). Dodatkowo, transportery sg
funkcjonalnie sprzezone, co maksymalizuje ich funkcje takie jak zdolnosé¢ do
proliferacji i chemioopornosci komoérek nowotworowych. Na przestrzeni
ostatnich lat poczyniono postepy w badaniach przedklinicznych, w ktérych
wykorzystano transportery jako cele lekow w terapii nowotwordw. Okazaty sie
réwniez obiecujgcym celem w zakresie opracowywania sond do obrazowania
nowotworéw i specyficznego dla danego typu nowotworu dostarczania
odpowiednio zaprojektowanych chemioterapeutykéw (Bhutia i wsp., 2015).
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Tabela 1.1. Transportery ulegajgce nadekspresji w nowotworach.

Transporter Przenoszone Mechanizm Inhibitor(y)
(nazwa) substraty transportu
SLC1A5/ASCT2 Ala, Ser, Cys, Thr, Obowigzkowa O-benzyloseryna
Gln wymiana: y-glutamylo-p-
Na*/AA za Na*/AA nitroanilid
Elektroneutralny
SLC7AS/LATT Duze aminokwasy Obowigzkowa BCH
obojetne wymiana: JPH203
AA za AA
Elektroneutralny
SLC7A11/xCT Cystyna, Obowigzkowa Sulfasalazyna
glutaminian wymiana: Erastyna
AA za AA Sorafenib
Elektroneutralny
SLC6AT14/ATBO* Aminokwasy Jednokierunkowy a-metylo-L-
dodatnie i obojetne | AA w symporcie z tryptofan
2Na*/1ClI7
Elektrogenny

AA - aminokwas; BCH - kwas bicyklo[2.2.1]heptan{3}}karboksylowy; JPH203 - Kwas
(S)-2-amino-3-(4-((5-amino-2-fenylobenzo[d]oksazol-7-ylo)metoksy)3,5-
dichlorofenylo)propionowy (Bhutia i wsp., 2015).

SLC7AS5 reprezentuje jeden z transporterow aminokwasdéw systemu L
(preferujgcych leucyne - substrat) (Fotiadis i wsp., 2013), znany réwniez jako
LAT1 (ang. L-Amino acid Transporter 1). LAT1 wykazuje wysokie
powinowactwo do transportu rozgatezionych aminokwaséw (Val, lle i Leu), a
takze duzych aminokwaséw (Phe, Tyr, Trp, GIn, Asn i Met). Nie wchodzi w
interakcje z aminokwasami anionowymi lub kationowymi. Jego aktywnosc¢ nie
jest sprzezona z zadnymi gradientami jondéw, bowiem jest to transporter
dziatajgcy na zasadzie wymiany, co oznacza, ze naptyw jednego substratu
aminokwasowego do komoérek za posrednictwem tego transportera jest
sprzezony z wyptywem innego substratu aminokwasowego. SLC7AS5 ulega
silnej ekspresji w wiekszosci nowotworéw, co zwieksza prawdopodobienistwo,
ze transporter ten uczestniczy w utrzymywaniu odzywiania aminokwasowego
komédrek nowotworowych (Kaira i wsp., 2008). Ostatnie badania wykazaty, ze
indukowany hipoksjg czynnik HIF2a zwieksza ekspresje SLC7A5. Poniewaz
niedotlenienie odgrywa kluczowag role we wzroscie i progresji nowotworu,
kontrola ekspresji SLC7A5 przez HIF2a stanowi molekularny mechanizm
odpowiadajacy za wysoka ekspresje tego transportera w nowotworach (Elorza i
wsp., 2012). Promotor SLC7A5 ma réwniez kanoniczne miejsca wigzania
onkogenu c-Myc, a nadekspresja tego onkogenu powoduje zwiekszong
ekspresje SLC7A5 (Gao i wsp., 2009). Oprocz zwigzku miedzy SLC7A5 a
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prokancerogennymi czynnikami transkrypcyjnymi HIF2a i c-Myc, jego zdolnosc¢
do koordynowania wychwytu leucyny z wysokim powinowactwem wzbudzita
zainteresowanie tym transporterem w kontekscie raka. Leucyna jest dobrze
znanym aktywatorem szlaku sygnalizacyjnego mTOR, a farmakologiczne
hamowanie funkcji transportowej SLC7A5 hamuje ten szlak oraz rozwoj
nowotworéw w wielu uktadach modelowych (Taylor, 2014). Udowodniono, ze
SLC7A5 nie dziata samodzielnie w aktywacji mTOR, jest funkcjonalnie
sprzezony z SLC1AS5, innym transporterem aminokwaséw (Nicklin i wsp.,
2009). SLC1AS, ktérego historyczna nazwa ASCT2 pochodzi od alaniny, seryny
i cysteiny, odpowiada za transport Ala, Val, Met do komorki i dwukierunkowy
transport Ser, Thr, Asn i GIn. Cysteina natomiast uruchamia proces wyptywu,
chociaz sama nie podlega transportowi (Scalise i wsp., 2015). Pomimo, ze
transport jest elektroujemny, jest on sprzezony z Na* w obu kierunkach. W
funkcjonalnym sprzezeniu miedzy SLC7A5 i SLC1AS, glutamina naptywa do
komorek nowotworowych przez SLCT1A5 w reakcji wymiany, a wyptyw
glutaminy z komorek jest katalizowany przez SLC7A5 w wymianie z leucyna
wchodzgcg do komérek (Scalise i wsp., 2016). W zwigzku z tym utrata SLCTA5
lub farmakologiczne zahamowanie SLC1AS5 prowadzi do niezdolnosci SLC7A5
do aktywacji mTOR w komoérkach nowotworowych. Co ciekawe, SLCTA5 jest
réowniez celem dla c-Myc, co oznacza, ze oba transportery sg indukowane w
komodrkach nowotworowych w sposéb skoordynowany, aby zoptymalizowac
ich funkcjonowanie w promowaniu wzrostu guza (Wise i wsp., 2008).

SLC7A11 jest transporterem zewngtrzkomoérkowej cystyny (Cys-S-S-Cys)
sprzezonym z wyptywem wewngtrzkomoérkowego glutaminianu, reprezentuje
system transportu aminokwasow x. i jest znany rdéwniez jako xCT
(podjednostka katalityczna systemu transportu aminokwaséw x) (Fotiadis i
wsp., 2013). SLC7A11 jest wymiennikiem obowigzkowym niezaleznym od
jonédw Na*, co oznacza, ze wchodzenie cystyny do komodrek jest zawsze
sprzezone z wyptywem glutaminianu z komérek (Lyons i wsp., 2007). Poziom
SLC7A11 wzrasta w roznych nowotworach, w ktérych wspomagana przez
transporter synteza glutationu zmniejsza uszkodzenia oksydacyjne i chroni
komérki nowotworowe przed apoptozg (Lewerenz i wsp., 2013). Rdwnie wazne
jest znaczenie pozakomoérkowego glutaminianu dla wzrostu nowotworéw.
Glutaminian oddziatuje z selektywnymi metabotropowymi receptorami
glutaminianu (mGIuRs) i jonotropowymi receptorami glutaminianu (iGIuRs) na
komédrkach nowotworowych i wzmacnia sygnalizacje onkogenng (Stepulak i
wsp., 2014). Znaczenie SLC7A11 jako promotora wzrostu nowotworu jest
oczywiste z uwagi na fakt, ze transporter jest stabilizowany w btonie
plazmatycznej przez specyficzny wariant biatka CD44 powigzany z chorobg
nowotworowg (Ishimoto i wsp., 2011) oraz ze ekspresja transportera jest
indukowana bezposrednio przez c-Myc (Kim i wsp., 2008), a takze przez proto-
onkogen Ets-1 (Verschoor i Singh, 2013). Potwierdzajg to réwniez wyniki kilku
badan, w ktérych wykazano hamujgce dziatanie inhibitorow SLC7A11 na
nowotwory (Lewerenz i wsp., 2013). Oprécz promowania wzrostu guza poprzez
procesy obejmujgce mechanizmy antyoksydacyjne zarébwno wewnatrz, jak i na
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zewnatrz komorek oraz autokrynng sygnalizacje glutaminianu, SLC7A11
indukuje réwniez chemioopornosc¢ na selektywne leki (Huang i wsp., 2005).

Do petnienia swojej funkcji SLC7A5 i SLC7A11 potrzebujag SLC3A2
(znanego réwniez jako 4F2hc lub CD98hc) jako chaperonu umozliwiajgcego ich
transport do btony plazmatycznej. Oba transportery istniejg w bfonie
plazmatycznej w postaci heterodimeréow w kompleksie z SLC3A2. Sam
chaperon nie petni zadnej funkcji transportowej, ale jego ekspresja jest
niezbedna do prawidtowego funkcjonowania SLC7A5 i SLC7A11 (Fotiadis i
wsp., 2013). Dodatkowo, SLC3A2 réwniez stanowi cel dla c-Myc i podobnie jak
SLC7A5i SLC7A11, ulega nadekspresji w nowotworach (Kim i wsp., 2008).

SLC6A14 jest unikalny wsréd transporterow aminokwasow i bardzo
rézni sie od SLC1A5, SLC7AS i SLC7A11 tym, ze jego funkcja transportowa jest
sprzezona z gradientami Na* i ClI oraz potencjatem btonowym, moze wiec
transportowa¢ aminokwas wbrew gradientowi jego stezen. Gen
SLC6A14 koduje  transporter btony komorkowej zwany systemem
B%* (transporter aminokwaséw ATB%*), ktérego specyficznos$¢ substratowa jest
szeroka i obejmuje wszystkie obojetne (indeks ,0”) oraz dodatnie (indeks ,+")
aminokwasy (Ganapathy i Ganapathy, 2005). W odréznieniu od wspomnianych
wyzej wymiennikbw aminokwaséw, transportuje on jedng czgsteczke
aminokwasu w symporcie z 2 Na*i 1 CI~, wykorzystujgc takze potencjat
transbtonowy (Sloan i Mager, 1999). Substraty SLC6A14 obejmujg wszystkie
niezbedne aminokwasy, w tym glutamine. W przeciwienstwie do SLC1AS5,
SLC7A5 i SLC7A11, nie dziata jak wymiennik i katalizuje jednokierunkowy
naptyw swoich substratéw do komoérek. Ekspresja genu SLC6A14 jest istotnie
zwiekszona w kilku ludzkich liniach komérek nowotworowych, a takze w
prébkach pobranych od pacjentéw, w szczegdlnosci z guzéw litych. Wyjatkowa
zdolnos¢ SLC6A14 do gromadzenia glutaminy w komorkach nowotworowych
prowadzi do funkcjonalnego sprzezenia tego transportera z SLC7A5 i SLC7A11
(Bhutia i wsp., 2015).

SLC6A14 ulega ekspresji w ptucach, tchawicy, gruczole slinowym, a
takze w zotadku, gruczole sutkowym i hipokampie (Sloan i Mager, 1999).
Obecnos¢ transportera wykryto ponadto w btonie apikalnej komorek
srodbtonka naczyn wtosowatych médzgu tworzacych bariere krew-mébzg
(Michalec i wsp., 2014), w astrocytach (Samluk i wsp., 2010) oraz w nabtonku
rogéwki krélika (Jain-Vakkalagadda i wsp., 2004). SLC6A14 wykazuje
najwyzsze powinowactwo do niepolarnych aminokwaséw: izoleucyny, leucyny,
metioniny, waliny i seryny, jednak wsrdd jego substratow znajdujg sie rowniez
glutamina i arginina (Sloan i Mager, 1999), przy czym warto wspomnie¢, ze
glutamina, arginina i leucyna sg szczegdlnie wazne dla wzrostu komoérek
nowotworowych (Bhutia i wsp., 2015). Poza transportem wszystkich oprécz
kwasnych L-aminokwaséw, SLC6A14 transportuje D-seryne, D-alanine, D-
metionine, D-leucyne i D-tryptofan (Hatanaka i wsp., 2002). Moze to wyjasnia¢
wazng fizjologiczng role tego transportera, obecnego w okreznicy, we
wchtfanianiu aminokwaséw (Ugawa i wsp., 2001), w tym D-aminokwasoéw
pochodzacych z bakterii, w szczegolnosci D-seryny, o ktérej wiadomo, ze jest
waznym modulatorem receptorow N-metylo-D-asparaginowych (NMDA) w
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modzgu (Matsui i wsp., 1995). Chociaz D-seryna jest syntetyzowana przez
komorki glejowe (Wolosker i wsp., 1999), dodatkowy transport tego
aminokwasu przez SLC6A14, ktéry jest obecny w barierze krew-mozg,
(Michalec i wsp., 2014) moze prowadzi¢ do zwiekszenia jego poziomu w
mozgu. Co wiecej, udowodniono réwniez, ze SLC6A14 jest transporterem L-
karnityny (Nakanishi i wsp., 2001) i, mimo iz transportuje karnityne z bardzo
niskim powinowactwem, w poréwnaniu z transportem karnityny przez SLC22A5
(OCTNZ2) - transporter o wysokim powinowactwie, to moze cze$ciowo ratowaé
pobieranie karnityny w przypadku mutacji SLC22A5 (Kido i wsp., 2001).

Wszystkie wyzej wymienione cechy funkcjonalne SLC6A14 sprawiajg, ze
transporter jest obecnie uznawany za marker nowotworowy oraz kluczowy
element terapii przeciwnowotworowej. Analiza bazy danych Cancer Genome
Atlas (ACGA) wykazata zwiekszong ekspresje genu SLC6AT4 w 12 réznych
nowotworach, z najwyzszg ekspresjg w raku trzustki (Penheiter i wsp., 2015),
szyjki macicy (Gupta i wsp., 2006) i jelita grubego (Gupta i wsp., 2005).
Nadekspresja tego transportera nie jest jednak powszechna we wszystkich
rodzajach nowotworéw, SLC6A14 nie ulega nadekspresji w raku piersi, w
ktérym nie dochodzi do ekspresji receptora estrogenowego-ER™ (Karunakaran i
wsp., 2011).

Sekwencjonowanie RNA zastosowane do analizy ekspresji gendw
wykryto SLC6A14, jako jeden z gendéw ulegajgcych nadekspresji w tkankach
pobranych od pacjentek z rakiem ptaskonabtonkowym szyjki macicy o niskim i
wysokim stopniu ztosliwosci (Royse i wsp., 2014). Dowiedziono tez, ze
transporter kolokalizuje z indukowalng syntazg tlenku azotu (iNOS), ktérej
poziom réwniez wzrasta w raku szyjki macicy (Eggen i wsp., 2011). Poniewaz
wysoki poziom tlenku azotu (NO) prowadzi do apoptozy i jest zwigzany z
dziataniem protumorogennym, SLC6A14 zdolny do transportu inhibitoréw NOS
moze stac¢ sie celem terapeutycznym poprzez zmniejszenie powstawania NO
(Natecz, 2020). Wzrost iNOS wykryto rowniez w probkach pochodzacych od
pacjentéw z rakiem jelita grubego (Gupta i wsp., 2005). Co ciekawe, w ciggu
ostatnich lat, odnotowano takze znaczny wzrost poziomu SLC6A14 w
wiekszosci linii komérkowych ludzkiego raka okreznicy oraz w wigkszosci
ksenograftéw pochodzacych od pacjentéw (Sikder i wsp., 2020). Dowiedziono,
ze delecja Sic6a14 chronita myszy przed rozwojem raka jelita grubego, podczas
gdy jego wyciszenie lub hamowanie za pomocg specyficznego blokera - a-
metylotryptofanu (a-MT) prowadzito do zmniejszenia wzrostu guza i
zahamowania proliferacji w wyniku aktywacji proceséw autofagii i apoptozy
(Karunakaran i wsp., 2008).

Zwiekszenie poziomu SLC6A14 wykryto w tkankach raka piersi, w
ktérych ulega ekspresji receptor estrogenowy (ER-a*, ang. estrogen receptor
alpha positive) i liniach komérkowych raka piersi. Karunakaran i
wspotpracownicy znalezli kilka domniemanych miejsc wigzacych receptor
estrogenowy w promotorze SLC6A14 i potwierdzili aktywnos¢ tego promotora
po traktowaniu estradiolem za pomocg lucyferazy jako reportera. Traktowanie
estradiolem zwiekszyto ekspresje SLC6A14 w linii komdrkowej ER-a*, podczas
gdy tamoksyfen odwrdcit ten efekt (Karunakaran et al., 2011). Traktowanie linii
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MCF7 (ER-a*) selektywnym blokerem SLC6A14 - a-MT (Karunakaran i wsp.,
2008) wywotato deficyt aminokwaséw i indukcje autofagii, natomiast
réownoczesne traktowanie inhibitorem autofagii doprowadzito do apoptozy i
$mierci komorki. Co wiecej, w badaniach na mysich ksenograftach podanie a-
MT zmniejszyto objetos¢ guza w komoérkach nowotworowych ER-a*
(Karunakaran et al., 2011). Kiedy myszy Slc6a714 KO krzyzowano z modelowymi
liniami myszy tworzgcych spontanicznie guzy raka piersi, rozwdj guza byt
znacznie opodzniony, a jego wzrost zmniejszony. Delecja Slc6al4 skutkuje
deficytem aminokwaséw, co prowadzi do zmniejszenia fosforylacji mTOR i
ostabienia ekspresji genéw regulowanych przez sygnalizacje HIF1a (Babu i in.,
2015). Efekty te nie zostaty wykryte w liniach komérkowych ER". Nalezy doda¢,
ze w nowotworach piersi opornych na terapie hormonalng obnizenie poziomu
SLC6A14 koreluje ze zwiekszong ekspresjg jednej z czgsteczek mikro RNA -
miR-23b-3p (Bacci i in., 2019). Wiadomo, ze te mate, niekodujgce RNA dziatajg
jako onkogeny lub supresory nowotworéw, przez co s3g bezposrednio
zaangazowane w onkogeneze (Budakoti i wsp., 2021). Ekspresja miR-23b-3p
jest regulowana przez czynnik transkrypcyjny GATA2, o ktérym donoszono, ze
promuje progresje raka piersi (Wangiin., 2012).

Réwniez w guzach trzustki wykazano wzrost ekspresji SLC6AT4, a
wzrost ten okazat sie znacznie wyzszy niz innych transporteréw aminokwasow:
SLC1A5, SLC7A5, SLC7A11 (Coothankandaswamy i wsp., 2016). Co ciekawe,
transporter zostat wykryty gtéwnie w cytoplazmie. Okazato sie, ze rokowanie
przezycia w przypadku pacjentow z wysokyg ekspresja SLC6A14 jest
niekorzystne. SLC6A714 znalazt sie wsréd potencjalnych  gendéw
diagnostycznych i prognostycznych, wraz z AHNAK2, CDH3, IFI27, ITGA2,
LAMB3 i TMPRSS4. Geny o podwyzszonej ekspresji zostaty przypisane do
takich procesoéw, jak proliferacja komoérek, czy apotoza (Yang i wsp., 2020).
Wspomniana zwigekszona ekspresja SLC6A14 w raku trzustki sprawia, ze jest
on nie tylko dobrym kandydatem na marker, ale moze réwniez stanowic cel dla
lekéw. Eksperymenty przeprowadzone na komorkach raka trzustki
charakteryzujagcych sie réznym poziomem ekspresji transportera wykazaty, ze
traktowanie komorek, z nadekspresjg SLC6A14, blokerem a-MT prowadzito do
gtodu aminokwasowego. Nie zaobserwowano tego w normalnych liniach
komérkowych pochodzacych z trzustki. Co wiecej, zablokowanie transportera
w komoérkach z jego wysokg ekspresjg sprzyjato tworzeniu autofagosomow,
ttumieniu aktywnosci kompleksu 1 kinazy mTOR (mTORC1) oraz zmniejszeniu
migracji i wtasciwosci inwazyjnych. Traktowanie a-MT zmniejszyto réwniez
poziom czynnika indukowanego hipoksja 1a (HIF-1a), ktéry zwykle ulega
nadekspresji w warunkach niedotlenienia guza (Coothankandaswamy i wsp.,
2016). Warto zaznaczyé¢, ze a-MT jest blokerem SLC6A14, podczas gdy 1-
Metylotryptofan jest substratem, ktéry moze by¢ przez niego transportowany
(Karunakaran i wsp., 2008). 1-Metylotryptofan dziata jako aktywator
odpowiedzi immunologicznej przeciwko komérkom nowotworowym dzieki jego
zdolnosci do hamowania 2,3 dioksygenazy indolaminy (IDO) (Cady i Sono,
1991). IDO to enzym cytozolowy, ktéry jest syntetyzowany przez komorki
nowotworowe z uwagi na jego zdolnos¢ do hamowania odpowiedzi
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immunologicznej w obrebie zmiany nowotworowej oraz wspomaganie rozwoju
tolerancji immunologicznej na antygeny nowotworowe (Hou i wsp., 2007). Tym
samym SLC6A14 moze by¢ punktem docelowym w celowanej terapii
nowotworowej poprzez blokowanie transportera za pomocg a-MT, co
powoduje zatrzymanie komoérek w fazie G1/G0, utrate aminokwasow i
autofagie, albo poprzez wptyw na komorki uktadu odpornosciowego zwigzane
z nowotworem (Karunakaran i wsp., 2011).

W dazeniu do zminimalizowania niepozadanych skutkéw ubocznych
lekéw przeciwnowotworowych, specyficzne dla komoérek nowotworowych
dostarczanie srodkéw chemioterapeutycznych jest nadal aktywnym obszarem
badan. Wiekszos¢ farmakologicznie aktywnych zwigzkéw dostaje sie do
komorek docelowych poprzez selektywne transportery w btonie plazmatyczne;.
Dlatego ukierunkowanie na transportery, ktére ulegajg ekspresji na znacznie
wyzszym poziomie w komoérkach nowotworowych niz w komoérkach
prawidtowych jest potencjalnie obiecujgcg strategig dostarczania lekéw
specyficznych dla komoérek nowotworowych. SLC6A14, ze wzgledu na szerokg
specyficznos¢ substratowg, jest doskonatym kandydatem do tego celu
(Christensen, 1990). SLC6A14 transportuje wszystkie aminokwasy obojetne,
jak réwniez aminokwasy zasadowe. Jedynym ograniczeniem jego funkcji
wydaje sie by¢ obecnos¢ ujemnego tadunku na tancuchu bocznym, o czym
Swiadczy brak interakcji transportera z aminokwasami anionowymi.
Chemioterapeutyki mogg by¢ sprzezone z tancuchem bocznym
poszczegodlnych obojetnych lub kationowych aminokwaséw poprzez
kowalencyjne wigzanie umozliwiajgce transport do komorek za posrednictwem
SLC6A14. Grupy hydroksylowe seryny, treoniny i tyrozyny, grupa sulfhydrylowa
cysteiny oraz grupa aminowa lizyny oferujg dogodne miejsca do sprzegania z
lekami. Nawet anionowe aminokwasy glutaminian i asparaginian mogg by¢
wykorzystane do tgczenia lekow z grupg karboksylowg obecng w tancuchach
bocznych tych aminokwasdéw. Dopdki powstaty w ten sposob tancuch boczny
nie ma tadunkéw ujemnych, uzyskane koniugaty beda prawdopodobnie
rozpoznawane przez SLC6A14. Skuteczno$¢ powyzszego mechanizmu
potwierdza udowodniona zdolnos¢ transportera do posredniczenia w
wychwycie  komodrkowym  koniugatéw  krotkotancuchowych — kwasow
ttuszczowych z seryng (Christensen i wsp., 1994) oraz koniugatéw acyklowiru z
glutaminianem i asparaginianem (Hatanaka i wsp., 2004). Co ciekawe, nawet
leki sprzezone z aminokwasami, takie jak walacyklowir (Hatanaka i wsp., 2004)
i walgancyklowir (Umapathy i wsp., 2004), ktérych nukleozydy sg estryfikowane
grupa karboksylowa przy weglu a aminokwasu waliny, sg rozpoznawane przez
SLC6A14 jako substraty.

Podobna strategia prawdopodobnie zadziata w przypadku lekéw
przeciwnowotworowych, takich jak gemcytabina. Opornos¢ na gemcytabine
jest rosngcym problemem i przeszkodg terapeutyczng w leczeniu raka trzustki
ze wzgledu na obnizong ekspresje transporterow nukleozydow: ENTT
(SLC29A1) (Andersson i wsp., 2009) i CNT1 (SLC28A1) (Bhutia i wsp., 2011).
Poniewaz poziom SLC6A14 ulega kilkukrotnemu podwyzszeniu w tym
nowotworze, formy prolekowe gemcytabiny na bazie aminokwaséw moga by¢
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stosowane jako substraty dla SLC6A14 w celu przezwyciezenia opornosci na
wolng gemcytabine u pacjentow z rakiem trzustki. SLC6A14 jest rowniez w
stanie transportowa¢ szerokg game mimetykow aminokwaséw, takich jak
inhibitory syntazy tlenku azotu (Hatanaka i wsp., 2001), karnityna (Nakanishi i
wsp., 2001) i estry karnityny z krétkotancuchowymi kwasami ttuszczowymi
(Srinivas i wsp., 2007). Inng strategia wykorzystujgcg SLC6A14 do
selektywnego dostarczania lekow do komorek nowotworowych jest
zastosowanie, powleczonych lekiem, nanoczastek z odpowiednig modyfikacjg
chemiczng na ich powierzchni. Metoda ta zostata z powodzeniem
zastosowana do nanoczgsteczkowego dostarczania lekéw z uzyciem
transporteréw btony plazmatycznej SLC7A5 (Li i wsp., 2016), SLC2A1 (Jiang i
wsp., 2014), SLC23A2 (Salmaso i wsp., 2009) i SLC22A5 (Kou i wsp., 2017). W
ostatnim czasie, opracowano te samg metode dla SLC6A14 i wykazano
potencjalne zastosowanie tego transportera do celowanego dostarczania
lekéw chemioterapeutycznych do komorek nowotworowych. Powierzchnia
nanoczgstek jest chemicznie aktywowana lizyng za pomoca tgcznika, tak aby
zmodyfikowane nanoczgstki byly rozpoznawane przez SLC6A14. Powstate
nanoczgstki sprzezone z lizyng sg pobierane do komérek nowotworowych
SLC6A14-dodatnich w sposdb sprzezony z Na* i Cl. W nanoczgsteczkach tych
zamkniete sg zwigzki chemioterapeutyczne. Co ciekawe, proces wychwytu nie
obejmuje normalnego transportu transbtonowego, ale zamiast tego zachodzi
poprzez endocytoze wspomagang przez transporter (Luo i wsp., 2016).

Warto réwniez doda¢, ze SLC6A14 oraz inne wyzej wspomniane
transportery mozna wykorzysta¢é do obrazowania guzéw in vivo. Jest to
mozliwe dzieki zastosowaniu pozytonowej tomografii emisyjnej (PET)
wykorzystujgcej odpowiednie sondy bedgce substratami dla transporteréw
(Sikder i wsp., 2017).

1.3. Rodzina transporterow SLC6

U ludzi, rodzina transporteréw - SLC6 sktada sie z 19 cztonkdéw (Bréer i wsp.,
2006) i obejmuje transportery neurotransmiteréw, aminokwasoéw biatkowych,
betainy, tauryny i kreatyny (Beuming i wsp., 2006). Na liscie brakuje SLC6AT0
(pierwotnie oznaczonego jako transporter kreatyny-2), poniewaz jest
pseudogenem. Podobienstwo sekwencji oraz specyficznosé substratowa
pozwolity podzieli¢ rodzine SLC6 na cztery podrodziny (Ryc.1.3.) (Broer i
Gether, 2012; Freissmuth i wsp., 2018):

|.  transportery monoamin, tj. transportery dla noradrenaliny (NET, SLC6A2),
dopaminy (DAT, SLC6A3) i serotoniny (SERT, SLC6A4)

Il.  transportery dla GABA, kreatyny i osmolitow (GAT1-3, odpowiednio
SLC6A1, SLC6A13, SLC6A11 - transportery GABA; BGT1, SLC6A12 -
transporter betainy/GABA; CT1, SLC6A8 — transporter kreatyny; TauT,
SLC6A6 — transporter tauryny i B-alaniny
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lll.  transportery neuroprzekaznikow i aminokwasow - transportery dla glicyny
(GlyT1, SLC6A9; GlyT2, SLC6A5), proliny (SLC6A7) oraz transporter
aminokwaséw dodatnich i obojetnych (SLC6A14/ATB*)

IV.  transportery aminokwasow odzywczych - SLC6A15 - SLC6A20, sposréd
ktorych SLC6A16 jest transporterem sierocym

SLC6A8
Trans ABA, ¢ SLC6A12
krez 0S OW SLC6A6 BGT1
TauT

Transportery

- monoamin
LC&\ LC6A!
NET )"\ DAT

Transportery neuroprzekaznikéw

i aminokwasow
SLC6A16

< -
Transportery aminokwasoéw
odzywczych - 9
: e ' SLC6A18
4 B°AT3

GlyT2 K ~
..... SLC6A7\/ ~.[SLC6A19\ .-~

\ PROT BUAT1

Ryc. 1.3. Klasyfikacja transporteréw z Rodziny SLC6. Rycina zmodyfikowana na
podstawie Bala i wsp., 2013.

Z wyjatkiem SLC6A17, ktéry funkcjonuje jako transporter pecherzykowy
zalezny od Na* (Parra i wsp. 2008; Zaia i Reimer, 2009), wiekszos¢
transporteréw SLC6 funkcjonuje jako transportery btonowe zalezne od Na*/ClI,
wykorzystujgce gradient Na* do kierowania przenoszeniem substratu (Tabela
1.2.). Wyjatkami sg SLC6A15, SLC6A17 i SLC6A19, ktére nie wykorzystujg
gradientu jonow chloru. U zwierzat przenosniki SLC6, zostaty
scharakteryzowane jako petnigce istotne, jesli nie kluczowe, role w transporcie
aminokwaséw (Broer i Palacin, 2011), homeostazie poziomu osmolitéw,
modulowaniu sygnalizacji neuroprzekaznikow w osrodkowym i obwodowym
uktadzie nerwowym (Kristensen i wsp., 2011) oraz spermatogenezie
(Chatterjee i wsp., 2011). W nabtonku kosmkéw jelitowych i kanalikéw
nerkowych transportery te sg kluczowe w absorpcji i reabsorpcji, odpowiednio,
aminokwaséw i osmolitéw, ktére sg niezbedne dla szeregu procesow
fizjologicznych. Z kolei w uktadzie nerwowym transportery SLC6 odgrywaja
kluczowg role w terminacji przekaznictwa synaptycznego dla Kkilku
neuroprzekaznikow aminokwasowych i aminokwasopochodnych, a takze w
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dostarczaniu niezbednych sktadnikéw odzywczych i osmolitéw do neuronéw i

komorek glejowych (Bala i wsp., 2013).

Tabela 1.2. Transportery z rodziny SLC6 i ich korelacje z chorobami
wystepujgcymi u ludzi.

Nazwa transportera Giowny substrat/ko- Choroby/Zaburzenia
transportowane jony
SLC6AT/GATT GABA/2Na*, 1CI Padaczka, Schizo-

frenia, Stany lekowe,
ADHD (Schousboe i
wsp., 2004; 2017,
Schousboe i Madsen,
2017)
SLC6A2/NET Noradrenalina/1Na*, 1CI ADHD (Kim i wsp.,
2006),
Depresja (Hahn i Blakely,
2007),
Hipotonia ortostatyczna
(Shannon i wsp., 2000),
Choroby uktadu krazenia
(Halushka i wsp., 1999)

SLC6A3/DAT Dopamina/2Na*, 1CI ADHD, Depresja,
Choroba afektywna
dwubiegunowa,
Uzaleznienia (Hahn i
Blakely, 2007),
Schizofrenia (Cordeiro i
wsp., 2010),
Choroba Parkinsona
(Kurian i wsp., 2009),
Zespot Tourett'a (Tarnok
i wsp., 2007)
SLC6A4/SERT Serotonina/1Na*, 1ClI, Zaburzenia obsesyjno-
1K* kompulsywne (OCD)
(Voyiaziakis i wsp.,
2011),
Schizofrenia (Bosia i
wsp., 2010),
Zaburzenia lekowe,
Depresja, Otytos$¢ (Hahn
i Blakely, 2007),
PTSD (Wang i wsp.,
2011),
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SLC6A5/GlyT2

SLC6A6/TauT

SLC6A7/PROT

SLC6A8/CT1

SLC6A9/GIyT1

SLC6A10/pseudogen
SLC6A11/GAT3

SLC6A12/BGT1
SLC6A13/GAT2

SLC6A14/ATBO*

SLC6A15/B°AT2

SLC6A16/sierocy

SLC6A17/NTT4, XT1

SLC6A18/BOAT3, XT2

SLC6A19/B°AT1, HND

Glicyna/3Na*, 1CI

Tauryna/2Na*, 1CI

Prolina/2Na*, 1CI

Kreatyna/2Na*, 1CI

Glicyna/2Na*, 1CI

Nieznane
GABA/2Nat, 1CI

Betaina, GABA/3Nat,
1CI
GABA/2Na*, 1CI

Aminokwasy obojetne i
dodatnie
aminokwasy/2Na*, 1CI
Duze, obojetne
aminokwasy/1Na*
Nieznane
Aminokwasy
obojetne/1Na*

Aminokwasy
obojetne/2Na*, 1CI

Aminokwasy
obojetne/1Na*

37

WSTEP

Autyzm (Prasad i wsp.,
2009)
Hiperekpleksja (Rees i
wsp., 2006),
Schizofrenia (Deng i
wsp., 2008)
Dystrofia siatkowki
(Preising i wsp., 2019)
Zaburzenia
neurorozwojowe (Reid i
wsp., 2022),
Astma (Kim i wsp.,
2010)
Choroba Parkinsona,
Stwardnienie zanikowe
boczne (Bender i
Klopstock, 2016),
Uposledzenie umystowe
(Hahn i Blakely, 2007)
Nadcisnienie tetnicze,
Schizofrenia, Zaburzenia
poznawcze (Aragon i
Lépez-Corcuera, 2005;
Javitt, 2009)

Brak korelacji
Epilepsja (Bala i wsp.,
2013)
Epilepsja (Bala i wsp.,
2013)
Epilepsja (Bala i wsp.,
2013)

Otytos¢ (Bhutia i wsp.,
2022)

Ciezka depresja (Kohli i
wsp., 2011)

Brak korelaciji
Uposledzenie umystowe,
Autosomalna recesywna

niepetnosprawnos¢
intelektualna (Igbal i
wsp., 2015)
Choroba wiencowa
(Matsumoto i wsp.,
2011)
Zesp6t Hartnupa (Seow i
wsp., 2004)
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SLC6A20/IMINO, XT3 Prolina, pipekolan, Iminoglicynuria (Broer i
sarkozyna/2Na*, 1CI wsp., 2008),
Choroba Hirschsprunga
(Lee i wsp., 2016),
Cukrzyca typu 2 (Ling i
wsp., 2014)

Przez wiele lat struktura transporteréw dla neuroprzekaznikéw z rodziny
SLC6 byta intensywnie badana przy uzyciu mutagenezy celowanej, skaningu
alaniny, dostepnosci cysteiny i szeregu innych metod (Kanner, 2006; Kristensen
i wsp., 2011). Jednak dopiero pojawienie sie struktury o wysokiej rozdzielczosci
dla bakteryjnego homologa transportera leucyny, LeuT, byto krokiem milowym
w zrozumieniu struktury przedstawicieli tej rodziny (Ryc. 1.4.) (Yamashita i
wsp., 2005).

[~ B2

EL3
- EL4b ElL4a

\VIENGI@'N

Ryc. 1.4. Struktura bakteryjnego transportera LeuT. Z6ty trojkat pokazuje pozycje
leucyny, zas dwa niebieskie kétka — pozycje dwdch jondw Na* (Yamashita i wsp.,
2005).

Transportery SLC6 majg hydrofobowy rdzen sktadajgcy sie z 12 domen
transmembranowych (TM) z N- i C-koricami zlokalizowanymi po stronie
wewnatrzkomorkowej oraz rozbudowanej glikozylowanej petli
zewngtrzkomorkowej znajdujacej sie pomiedzy domenami TM3 i 4. Sposrod
12, gtéownie a-helikalnych, domen transbtonowych 10 stanowi rdzen
transportera a dwie dodatkowe mogg by¢ zaangazowane w jego dimeryzacje
(Just i wsp., 2004). Pierwsze 10 helis jest utozonych w sposéb
pseudosymetryczny, nazwany odwréconym powtdrzeniem 5 + 5, w wyniku
czego pierwsze piec¢ helis moze zostac przeksztatconych w drugie piec helis za
pomoca prostej operacji symetrii (Abramson i Wright, 2009). Dodatkowo
wykazano, ze w przypadku eukariotéw, wewnatrzkomérkowe konce N- i C- sg
znacznie dituzsze oraz posredniczg w ztozonych procesach regulacyjnych,
takich jak transport biatek, stechiometria i funkcja jonédw (Kristensen i wsp.,

38



WSTEP

2011). Z kolei transportery prokariotyczne nie posiadajg w swojej strukturze
cech obecnych w eukariotycznych, takich jak: dtugie N- i C-konce, rozbudowana
petla zewnagtrzkomodrkowa, miejsca fosforylacji wewngtrzkomorkowej oraz,
modyfikacje potranslacyjne takie jak glikozylacja i palmitoilacja (Foster i
Vaughan, 2011).

Funkcja transporterow jest zwigzana z ich strukturg oraz rodzajem
przenoszonych substratow. Ze wzgledu na ich znaczenie fizjologiczne
wiekszos¢ funkcjonalnych badan przeprowadzono na transporterach
neurotransmiteréw. Rodzina SLC6 stanowi jedng z najbardziej istotnych
klinicznie grup biatek powigzanych z wieloma chorobami i dysfunkcjami u ludzi
(Tabela 1.2.).

Transportery monoamin, NET (SLC6A2), DAT (SLC6A3) i SERT (SLC6A4)
sg obecne gtownie w moézgu. NET i SERT znajdujg sie ponadto w niektérych
komorkach chromochtonnych nadnerczy, komaérkach tucznych i ptytkach krwi
(Kristensen i wsp., 2011). Regulujg one wiele funkcji os$rodkowego i
wspotczulnego uktadu nerwowego, takich jak uczenie sig, nastréj, uwaga, ruch,
apetyt, sen i nagradzanie (Hahn i Blakely, 2007, Ramamoorthy i wsp., 2011).
Oprocz przenoszenia endogennych substratéw, transportery monoaminowe
mogga przenosi¢ pochodne amfetaminy oraz neurotoksyny, w tym MDMA
(ecstasy) i 1-metylo-4-fenylopirydyne (MPP+). Selektywnymi inhibitorami
transporteréw monoamin sg analogi kokainy, mazindol, benzatropina i leki
przeciwdepresyjne, takie jak fluoksetyna (Prozac) (Bala i wsp., 2013).
Hamowanie transporteréw monoamin prowadzi do zahamowania wtérnego
wychwytu przekaznikéw po ich uwolnieniu do szczeliny synaptycznej, co
skutkuje bardziej intensywnym i dtugotrwatym sygnatem. Dodatkowo, niektore
leki mogg powodowacC niesynaptyczne uwalnianie neuroprzekaznikow
monoaminowych przez transporter (Broer i Gether, 2012).

GAT1 (kodowany przez SLC6A1) jest gtéwnym transporterem GABA w
mozgu i dlatego odgrywa wazng role w regulacji sygnalizacji GABAergiczne;.
Jest zlokalizowany w neuronach GABAergicznych w neokorteksie, hipokampie,
mozdzku, jadrach podstawnych, pniu mdzgu, rdzeniu kregowym, opuszce
wechowej i siatkbwce. GAT1 jest silnie hamowany przez leki
przeciwpadaczkowe, takie jak tiagabina i kwas nipekotowy, ktére
najprawdopodobniej dziatajg poprzez podniesienie pozakomédrkowego
poziomu GABA (Madsen i wsp., 2010). GAT3 (SLC6A11) ulega ekspres;ji
gtobwnie w komoédrkach glejowych, a jego Ilokalizacja w synapsach
GABAergicznych sugeruje udziat w regulacji sygnalizacji GABA. GAT2
(SLC6A13), podobnie jak GAT3, jest w 52% homologiczny z GAT1, jednak jego
ekspresja nie pokrywa sie z markerami sygnalizacji GABAergicznej, chociaz
wystepuje w mdzgu i siatkdbwce, a takze w watrobie i nerkach. Podobnie jak
GAT1, GAT3 jest celem dla lekéw przeciwdrgawkowych, ktére sg pochodnymi
kwasu nipekotowego (Bala i wsp., 2013). Zahamowanie aktywnosci
transporterobw GABA powoduje zwigkszenie jego poziomu w szczelinie
synaptycznej, a tym samym wzmacnia dziatanie synaps hamujgcych. W
zwigzku z tym leki dziatajgce na transporter GABA sg stosowane nie tylko w
leczeniu drgawek, ale takze boélu i leku (Clausen i wsp., 2006). Tauryna i betaina
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sg osmolitami (Lang, 2007), a transportery osmolitéw (SLC6A6, SLC6A12) sg
uznawane za osmoregulatory w komaérkach nabtonkowych i sg regulowane
przez zmiany osmolarno$ci (Bala i wsp., 2013). Niedawno odkryto, ze
dysfunkcja SLC6A6 - transportera tauryny jest zwigzana z dystrofig siatkdwki
(Preising i wsp., 2019). Z kolei kreatyna jest zwigzkiem magazynujgcym
wysokoenergetyczne wigzania fosforanowe w celu uzupetnienia ATP
szczegoblnie w miesniach i mézgu (Wallimann i wsp., 2011), odgrywajgcym role
w metabolizmie mitochondridw, w zwigzku z czym transporter kreatyny
(SLC6A8) jest powigzany z chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi jak
choroba Parkinsona i stwardnienie zanikowe boczne (Bender i Klopstock,
2016).

Gatgz trzecia obejmuje transportery glicyny, proliny i transporter o
szerokiej specyficznosci dla aminokwaséw obojetnych (0) i kationowych (+).
Glicyna jest nie tylko gtobwnym neuroprzekaznikiem hamujgcym w rdzeniu
kregowym, ale takze moduluje przekaznictwo glutaminianergiczne w korze
mozgowej poprzez wigzanie sie z receptorem NMDA. Transporter glicyny 2
(GlyT2) ulega silnej ekspresji w neuronach pnia mézgu, mézdzku i rdzenia
kregowego, a takze w makrofagach i komoérkach tucznych w tkankach
obwodowych, podczas gdy GlyT1 wystepuje tylko w komdrkach glejowych
(Supplisson i Roux, 2002). U ludzi GlyT2 jest kodowany przez gen SLC6A5, a
mutacje w tym genie sg odpowiedzialne za presynaptyczng postac
hiperekpleksji, choroby genetycznej powodujgcej przedtuzony odruch
zaskoczenia na niespodziewane bodZce. GlyT1 (SLC6A9) jest powigzany z
nadcisnieniem tetniczym, a takze podwyzszeniem zewngtrzkomodrkowego
stezenia synaptycznej glicyny poprzez blokade GlyT1, ktéra ma na celu
wzmocnienie funkcji receptora NMDA in vivo i stanowi podstawe do leczenia
schizofrenii i zaburzern poznawczych (Aragén i Lépez-Corcuera, 2005; Javitt,
2009). Specyficzny dla mézgu transporter L-proliny, PROT (SLC6A7), ulega
ekspresji przez subpopulacje rzekomych neuronéw glutaminianergicznych,
ktére sg szczegodlnie bogate w to biatko we frakcjach bton synaptycznych
(Shafgat i wsp., 1995). Ostatnio wykazano, ze dysfunkcje SLC6A7 sa
prawdopodobnie zwigzane z astmg (Kim i wsp., 2010) i zaburzeniami
neurorozwojowymi z ciezkg dystonig (Reid i wsp., 2022). B%*/ATB%* (SLC6A14)
jest unikalnym transporterem aminokwaséw doktadnie opisanym w kolejnych
rozdziatach.

Gataz transporteréw aminokwasow odzywczych obejmuje transportery
zaangazowane W przenoszenie aminokwasow w nabtonkach i modzgu, tj.
SLC6A15 (B°AT2), SLC6A17 (NTT4/XT1), SLC6A18 (BY°AT3, XT2), SLC6A19
(B°AT1, HND), SLC6A20 (system IMINO, XT3, Xtrp3) oraz SLC6A16 (transporter
sierocy) (Broer i Palacin, 2011). Wiekszos¢ z nich transportuje szereg
obojetnych aminokwasow i dlatego sg zaangazowane w ich homeostaze
(Broer, 2008). SLC6A17, SLC6A18, SLC6A19 i SLC6A20 znajdujg sie w btonie
apikalnej komorek nabtonkowych, gdzie posredniczag we wchtfanianiu
aminokwaséw w jelitach oraz ich resorpcji z moczu pierwotnego w nerkach
(Broer i Palacin, 2011). SLC6A17/NTT4 jest zwigzany z uposledzeniem
umystowym oraz autosomalng recesywng niepetnosprawnoscia intelektualng
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(Igbal i wsp., 2015). Transporter SLC6A19 wymaga do swojej aktywnosci ko-
ekspresji kolektryny lub enzymu konwertujgcego angiotensyne 2 (ACE2)
(Camargo i wsp., 2009). Mutacje w genie SLC6A19 kodujagcym BCAT1 sg
zwigzane z Zespotem Hartnupa (Seow i wsp., 2004). SLC6A18/B°AT3 wykazuje
niemal 50% homologii z BPAT1 i jest zwigzany z chorobg wiencowa
(Matsumoto i wsp., 2011). SLC6A20/IMINO, podobnie jak SLC6A19, wymaga
do dziatania ko-ekspresji ACE2. Mutacje w genie kodujgcym ten transporter sg
z kolei zwigzane z iminoglicynurig, czyli tagodnym zaburzeniem wptywajgcym
na reabsorpcje glicyny i proliny w nerkach (Broer i wsp., 2008).

Fizjologiczna rola neuronalnych cztonkéw tej gatezi jest stabo poznana.
Najprawdopodobniej dostarczajg one prekursorow metabolicznych dla
produktéw posrednich cyklu kwasu cytrynowego, umozliwiajgc tym samym
produkcje neuroprzekaznikéw (Broer i Gether, 2012). Przeprowadzone,
stosunkowo niedawno, badania obejmujgce caly genom sugerujg, ze
SLC6A15/BCAT2 jest potencjalnym kandydatem zwigzanym z wystepowaniem
ciezkiej depresiji (Kohli i wsp., 2011).

Rodzina SLC6 to, jak wyzej wspomniano, dobrze poznana i opisana
grupa transporteréw, ktorej cztonkowie petnig kluczowe role w neurotransmisiji
oraz homeostazie catego organizmu. Nieprawidtowe dziatanie lub zmieniona
ekspresja tych transporterow jest zwigzana z wieloma chorobami i
zaburzeniami u ludzi, co czyni te rodzine istotnym celem dla rozwoju
terapeutycznego.

1.3.1. SLC6A14 - transporter o szerokiej specyficznosci
substratowej

Wigkszo$¢ transporterbw aminokwaséw ma stosunkowo waska
specyficznosé substratowg. Wyjagtkiem jest SLC6A14 z niezwykle szeroka
selektywnoscig substratowg, bowiem transportuje 18 z 20 aminokwaséw
biatkogennych (Sikder i wsp., 2017). Transporter ten zostat pierwotnie
scharakteryzowany w jelicie kretym krdlika i nazwany transporterem B-alaniny,
pomimo ze transportuje réwniez szeroki wachlarz aminokwaséw obojetnych i
zasadowych (Munck i Schultz, 1969). Niezaleznie, transporter zidentyfikowano
réowniez w przedimplantacyjnych blastocystach myszy i nazwano systemem
B%* (Winkle i wsp., 1985), natomiast cDNA transportera zostato sklonowane z
ludzkiego gruczotu sutkowego i nazwane ATB®* (Sloan i Mager, 1999). Jak
wyzej wspomniano, ATB%* jest 14 cztonkiem rodziny SLC6, jest znany jako
SLC6A14 (Broer i Gether, 2012) i w przeciwienstwie do innych transporteréw z
rodziny SLC6, transportuje jedng czasteczke aminokwasu w symporcie z
dwoma jonami Na* i jednym CI- wykorzystujgc potencjat transbtonowy (Sloan i
Mager, 1999).

Struktura transportera nie jest znana, jednak wszystko wskazuje na to,
ze podobnie jak wiekszos¢ cztonkoéw rodziny SLC6, ma on strukture rdzenia
bakteryjnego transportera LeuT - pierwszego skrystalizowanego transportera z
tej rodziny (Ryc. 1.4.) (Yamashita i wsp.,. 2005). SLC6A14 jest zbudowany z
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642 aminokwasow zorganizowanych prawdopodobnie, z uwagi na jego
przypuszczalnie hydrofobowy charakter, w 12 domen transbtonowych z
koncami N- i C- zlokalizowanymi wewngtrzkomoérkowo. W modelowaniu
struktury SLC6A14 wykorzystano strukture krystaliczng transportera DAT z
Drosophila melanogaster oraz strukture fosfofruktokinazy-1 (PFKA1) z
Saccharomyces cerevisiae (Ryc. 1.5.) (Palazzolo i wsp., 2019). W swojej pracy,
autorzy przedstawili zrownowazony model zawierajgcy dwa miejsca wigzania
dla substratéw (S1 i S2) i transportowanych jonéw (Nal i Na2). Dodatkowo
opisali oni pie¢ reszt aminokwasowych (Tyr52, Gly57, Val128, Ser322 i Ser324)
tworzgcych zespét orientujgcy substraty i zaproponowali, ze reszta Tyr321,
znajdujgca sie w dolnej czesci miejsca wigzania S2 jest zaangazowana w
mechanizm bramkowania, podczas gdy Arg104 i Asp479 definiujg miejsce
wigzania S1 (Palazzolo i wsp., 2019).

Ryc. 1.5. Model struktury SLC6A14. (A) Widok przez przekréj poprzeczny, (B) z dotu i
(C) z gory. Struktura drugorzedowa jest reprezentowana przez wstazki i oznaczona
kolorami: niebieskim od N-korica i czerwonym do C-konca. Pomaranczowe baloniki
symbolizujg jony Na*, podczas gdy zielony to jon CI (Palazzolo i wsp., 2019).
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Wiadomo, ze SLC6A14 jest regulowany potranslacyjnie. Wystepowanie
kilku modyfikacji potranslacyjnych przewidziano na podstawie sekwenciji
aminokwaséw (Sloan i Mager, 1999) a wsrdd nich znalazta sie fosforylacja i
glikozylacja. Zaproponowano réwniez siedem mozliwych miejsc glikozylacji na
drugiej domniemanej petli zewngtrzkomoérkowej i jedno na trzeciej
domniemanej petli zewnatrzkomoérkowej (Sloan i Mager, 1999). W modelowe;j
strukturze bakteryjnego transportera LeuT miejsca glikozylacji znaleziono na
drugiej petli zewnagtrzkomoérkowej a lokalizacja ta zostata potwierdzona przez
krystalizacje transportera SERT (Coleman i wsp., 2016). Badania z
zastosowaniem nadekspresji ATB%* w komorkach HEK293 wykazatly
wrazliwosc transportera na enzymy deglikozylujgce, peptydo-N-glikozydaze F
(PNGase F) i endoglikozydaze H (Endo H), co potwierdza obecnos$é
glikozylowanej formy transportera w btonie plazmatycznej (Kovalchuk i wsp.,
2019).

Fosforylacja reszt seryny przez biatkowg kinaze C (PKC) zostata
potwierdzona eksperymentalnie (Samluk i wsp., 2010; Samluk i wsp., 2012).
Wykazano, ze estry forbolu poprzez aktywacje PKC wptywajg na regulacje
aktywnosci SLC6A14 poprzez zwiekszenie jego poziomu w btonie
plazmatycznej oraz wzrost aktywnosci transportowej (Samluk i wsp., 2012;
Czeredys i wsp., 2013). Dodatkowo stwierdzono kolokalizacje SLC6A14 z
izoformg a PKC (Samluk i wsp., 2012). Ostatnio wykazano mozliwo$¢ regulacji
SLC6A14 przez kinaze AKT i udowodniono, ze zahamowanie tej kinazy
zmniejszyto fosforylacje transportera na reszcie treoninowej. Poniewaz wigzato
sie to ze zmniejszeniem ilosci transportera w btonie plazmatycznej, obserwacja
ta wskazuje na powiazanie aktywnosci kinazy AKT, regulowanej poziomem
aminokwaséw w komodrce z aktywnoscig ich pobierania przez SLC6A14
(Kovalchuk i Natecz, 2021).

Kazde biatko transbtonowe btony plazmatycznej jest wbudowywane ko-
translacyjnie do btony siateczki Srodplazmatycznej i w  procesie
odpaczkowywania, optaszczonych koatomerem Il (COPII) pecherzykéw, jest
przenoszone w btonie pecherzykdéw do cis-Golgi, a nastepnie do trans-Golgi i
kolejno do powierzchni komorki. Proces ten nazwany ,trafficking®, czyli
przemieszczanie biatka w komorce jest Scisle regulowany i wymaga interakcji z
réoznymi biatkami (Lord i wsp., 2013). Cze$¢ biatka po stronie swiatta siateczki
ulega rdzeniowej glikozylacji i podlega kontroli przez dwie lektyny:
rozpuszczalng kalretyning i btonowa kalneksyne. Nastepnie dochodzi do
utworzenia COPII, rozpoczetego przez zwigzanie biatek SEC23/SEC24 przez
GTPaze SART, a nastepnie zwigzany jest kompleks SEC13/SEC31 (Lord, 2013).
Biatka SEC24 s3g odpowiedzialne za rozpoznanie tadunku (cargo) i, jak
wykazano, SLC6A14 jest specyficznie rozpoznawany przez SEC24C (Kovalchuk
i wsp., 2019).

Aby przyblizy¢ mechanizm przemieszczania sie¢ SLC6A14 do btony
plazmatycznej przeprowadzono analize proteomu tego transportera i wsrdd
128 zidentyfikowanych biatek stwierdzono obecnosé biatek szoku cieplnego
(Tabela 1.3.) (Rogala-Koziarska i wsp., 2019).
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Tabela 1.3. Biatka szoku cieplnego wykryte w proteomie SLC6A14.

Numer Nazwa biatka wg bazy Gen
danych Mascot

P48643 T-complex protein 1 CCT5
subunit epsilon

QOVDF9 Heat shock 70 kDa HSPA14

protein 14
P08238 Heat shock protein HSP HSP90AB1
90-beta
Q8WXX5 DnaJ homolog DNAJC9
subfamily C member 9
Q9UHV9 Prefoldin subunit 2 PFDN2
P31689 DnaJ homolog DNAJA1

subfamily A member 1
* Analize proteomiczng SLC6A14 wykonat tukasz Samluk. Wyniki z pracy
(Rogala-Koziarska i wsp., 2019).

1.4. Biatka szoku cieplnego (HSP)

Biatka szoku cieplnego (ang. Heat Shock Protein - HSP) to grupa biatek,
ktore dziatajg w celu utrzymania homeostazy komoérkowej w odpowiedzi na
czynniki stresowe, takie jak hipoksja, anoksja, wysoka temperatura, wolne
rodniki, promieniowanie UV, leki i inne czynniki, ktore indukujg denaturacje
biatek (Zou i wsp., 2014; Perazella, 2003). HSP biorg udziat w kilku procesach,
miedzy innymi w fatdowaniu i transporcie biatek - zwanych substratami lub
klientami (ang. Clients), sktadaniu/rozktadaniu komplekséw biatkowych oraz
utrzymywaniu struktur biatkowych regulujgcych metabolizm komorkowy
niezbedny do przezycia i proliferacji komoérek (Bukau i wsp., 2006). Biatka te
odgrywajg zatem kluczowg role w proteostazie. Podczas gdy niektére HSP
utatwiajg fatdowanie nowo utworzonych biatek, inne sg silnie indukowane
podczas stresu fizjologicznego, aby poradzi¢ sobie z dodatkowym obcigzeniem
zwigzanym z nieprawidtowym fatdowaniem biatek pod wptywem stresu.
Ponadto, HSP sg zaangazowane w ustalanie przeznaczenia nieprawidtowo
sfatdowanych biatek poprzez ich ponowne fatdowanie lub kierowanie na szlak
degradacji proteolitycznej ubikwityna-proteasom (Kriegenburg i wsp., 2012).
Nalezy tez zaznaczy¢, ze komorki nowotworowe wykorzystujg ochronng role
tych biatek podczas procesu kancerogenezy (Ghane Shahrbaf i Assadi, 2015).
W normalnych warunkach HSP stanowig 5-10% biatek w komorce i dziatajg na
zasadzie zorganizowanej sieci utrzymujgcej proteostaze (Hartl i wsp., 2011).
Natomiast w ekstremalnych warunkach dochodzi do aktywacji czynnikéw
transkrypcyjnych szoku cieplnego (ang. Heat Shock Factor - HSF) w odpowiedzi
na stres, co prowadzi do transkrypcji duzej liczby genéw kodujgcych HSP w
celu zréwnowazenia tego stresu (Murshid i wsp., 2018).
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W oparciu o masy czgsteczkowe, HSP sg klasyfikowane jako mate HSP,
HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 i duze HSP, ktére petnig rézne funkcje w
procesie metabolizmu biatek (Tabela 1.4.).

Tabela 1.4. Rodziny biatek szoku cieplnego — przedstawiciele, lokalizacja w
komorce i podsumowanie najwazniejszych funkgciji.

Rodzina Przedstawiciele Lokalizacja Funkcje Bibliografia
HSP40/DNAJ = DnaJA, DnaJB, Cytozol, ko-chaperony  (Kityk i wsp.,
DnaJC Mitochondria, HSP70, reguluja 2018;
Jadro komérkowe aktywnos¢é Liberek i
ATPazy HSP70; = wsp., 1991,
Zatrzymuja Misselwitz i
nieprawidtowo = wsp., 1998)
sfatdowane
substraty
biatkowe
HSP60 HSP60 Mitochondria Foldazy (Cappelloi
biatkowe; wsp., 2008;
TRIC Cytozol Zapobiegaja Ishida i
agregacji wsp., 2018;
Ostermann i
wsp., 1989)
HSP70 HSPA1A/1B Cytozol Wiele funkcjiw | (Brocchieri i
proteostazie, wsp., 2008;
HSPATL, Jadro komérkowe Holdazy i Fernandez-
foldazy; Fernadndez i
HSPA2, Zapobiegaja wsp., 2017,
HSPAG®, agregaciji i Rosenzweig
HSPA7, kontrolujg losy i wsp.,
HSPAS, biatek. 2019)
HSPA12A/12B,
HSPA13,
HSPA14;
Siateczka
HSPAS5 srodplazmatyczna
HSPA9 Mitochondria
HSP90 HSP90-alfa Cytozol Foldazy dla (Hoter i
biatek wsp., 2018;
HSP90-beta Cytozol syntetyzowanych |  Johnson,
de novo, 2012;
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GRP94 Cytozol/Siateczka = ponownie fatdujg = Prodromou,
srédplazmatyczna | nieprawidtowo 2016)
TRAP1 sfatdowane
Mitochondria biatka;
Mate HSP | HSPB1-HSPB10 Cytozol, Holdazy, (Bashaii
Mitochondria zapobiegajgce = wsp., 2012;
agregacji; Bakthisaran
Sekwestruja i wsp., 2015;
nieprawidtowo Haslbeck i
sfatdowane wsp., 2005)
biatka
Duze HSP HSP110 Cytozol/Jadro Holdazy (Easton i
komodrkowe zapobiegajace wsp., 2000;
GRP170 Siateczka agregacji biatek; = Schuermann
srodplazmatyczna | HSP110 — ko- | iwsp., 2008;
chaperon dla Raviol i
HSP70 wsp., 2006)

Cztonkowie rodziny HSP40 (zwani DnaJ u prokariotéw) posiadajg
wysoce zachowang w ewolucji domene J skiadajgcg sie z okoto 70
aminokwaséw (Laufen i wsp., 1999). Domena ta zawiera motyw HPD, ktory
utatwia interakcje tego ko-chaperonu z biatkami HSP70. HSP40 sg podzielone
na cztery typy (I-IV), gtdwnie w oparciu o ich charakterystyke strukturalno-
funkcjonalng (Botha i wsp., 2007). Hsp40 typu | i Il majg zdolno$¢ wigzania
substratéw poprzez swo6j motyw CXXCXGXG (CRR), a takze fragment C-
konicowy (Botha i wsp., 2007), ale nie mogg ponownie sktada¢ substratow. W
zwigzku z tym, petnigc funkcje ko-chaperonéw, utatwiajg dostarczanie
nieprawidtowo sfatdowanych substratéw biatkowych do HSP70 w celu
ponownego sfatdowania. Mimo to, zaréwno HSP40 |, jak i Il sg zdolne do
samodzielnego hamowania agregacji biatek (Zininga i wsp., 2018). HSP40 typu
l'i Il wigza sie z HSP70, pobudzajgc aktywnos$é ATPazy tego ostatniego (Njunge
i wsp., 2015) a w interakcji HSP70 - HSP40 posredniczy domena J HSP40.
Interakcja tych dwdch biatek obejmuje rekrutacje substratu z jednoczesng
stymulacjg aktywnosci ATPazowej HSP70 (Bascos i Landry, 2015). Liczba
izotypéw HSP40 obecnych w organizmach na ogdét wzrasta wraz ze
ztozonoscig komorek. Zatem komorki eukariotyczne zazwyczaj prezentujg
szerszy wachlarz HSP40 w porownaniu do prokariotow. Na przyktad, E. coli
posiada 4 HSP40, podczas gdy ludzki genom zawiera ponad 50 gendw
kodujacych biatka podobne do HSP40 (Zininga i wsp., 2018).

HSP60 (inaczej: chaperonina, Cpn60) jest jednym z najbardziej
zachowanych w ewolucji biatek ulegajgcych ekspresji u wszystkich gatunkéw.
Istniejg dwie grupy chaperonin, ktére ulegajg ekspresji w réznych miejscach w
komérkach. HSP60 z | grupy ulegajg ekspresji u prokariotéw (znane jako
GroEL) oraz w eukariotycznych mitochondriach i chloroplastach, gdzie
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wspotdziatajg z kofaktorem HSP10 (GroES u prokariotéw). HSP60 z Il grupy sa
obecne u archeonéw i w cytozolu komoérek eukariotycznych (TRiC lub CCT)
(Balchin i wsp., 2018). Obie grupy majg podobng konformacje i mechanizm
fatdowania substratu, ktéry wspomaga fatdowanie biatka poprzez zalezng od
ATP cylindryczna klatke fatdujgca (Hu i wsp., 2022). Chaperoniny petnig szereg
réznych rol w komorkach. Przyktadowo, TRiC uczestniczy w fatdowaniu okoto
10% nowo zsyntetyzowanych biatek (Khabirova i wsp., 2014) a mitochondrialne
HSP60 s3 niezbedne do utrzymania integralnosci tancucha oddechowego (Hu i
wsp., 2022). Chaperoniny zapobiegajg réwniez agregacji i ponownemu
fatdowaniu zdenaturowanych biatek pod wptywem stresu (Kim i wsp., 2013).
Dodatkowo, warto zaznaczy¢, ze HSP60 sg regulatorami apoptozy o
dwukierunkowym dziataniu w odpowiedzi na stres zewnatrz- lub
wewnatrzkomaérkowy (Sarangi i wsp., 2013).

HSP70/DnaK to zachowane w ewolucji biatka opiekunicze ulegajace
powszechnej ekspresji w organizmach prokariotycznych i eukariotycznych.
Jest to najlepiej poznana z rodzin biatek HSP o bardzo duzym podobienstwie
miedzygatunkowym. DnaK ulega ekspresji u prokariotéw, a HSP70 jest jego
eukariotycznym odpowiednikiem (Rosenzweig i wsp., 2019). W ludzkim
genomie znajduje sie okoto 17 gendéw kodujgcych wiele biatek HSP70
(Brocchieri i wsp., 2008). Przedstawicielami tej rodziny sg biatka indukowane
stresem, zwane HSP70s, aktywowane aby upora¢ sie ze zmianami srodowiska
oraz biatka takie jak HSC70 (ang. Heat Shock Cognate 70) ulegajace
konstytutywnej ekspresji w komoérkach. HSP70 ulegajg ekspresji w réznych
lokalizacjach  komoérkowych, w tym w cytozolu, jadrze, siateczce
8rodplazmatycznej czy mitochondriach i utrzymujg dynamiczng réwnowage
syntezy, fatdowania, degradaciji i translokacji biatek (Daugaard i wsp., 2007).
Biatka HSP70 majg zachowane w ewolucji cechy struktury. Zaréwno
prokariotyczne jak i eukariotyczne biatka z tej rodziny sktadajg sie z N-
koncowej domeny wigzacej nukleotydy (NBD - ang. N-terminal nucleotide
binding domain) o masie 44 kDa, ktéra posiada aktywnos¢ ATPazy, domeny
wigzgcej substrat (SBD - ang. substrate binding domain) oraz C-koncowej
pokrywy (Rosenzweig i wsp., 2019). Aktywnos¢ HSP70 opiera sie na
allosterycznej zmianie konformacji HSP70, ktora jest zalezna od ATP. W trakcie
tego procesu HSP70 zwigzany z ADP rozpoznaje substrat w domenie SBD z
wysokim powinowactwem. Nastepnie czynniki wymiany nukleotydéw (NEF -
ang. nucleotide exchange factors) posredniczg w wymianie ADP na ATP, a ATP
indukuje rotacje HSP70. Konformacja HSP70 z ATP, ma niskie powinowactwo
do substratéw, co powoduje ich uwalnianie (Brehmer i wsp., 2001). Biatka z
rodziny HSP70, do prawidtlowego funkcjonowania, wymagajg kooperacji z
biatkami pomocniczymi — HSP40, ktérych rolg jest rekrutowanie substratow i
zwiekszenie aktywnosé ATPazowej HSP70. Po interakcji HSP70 z domeng J,
ko-chaperonu HSP40, dochodzi do hydrolizy ATP i HSP70 powraca do
konformacji z ADP. Uwolniony substrat moze sie ponownie wigza¢ z HSP70 i
przechodzi¢ kolejne cykle fatdowania, az osiggnie stan natywny (Kityk i wsp.,
2012; Kityk i wsp., 2018). HSP70 sg aktywne w poczgtkowej fazie fatdowania
nowopowstatych biatek, przed przekazaniem ich dalej do HSP90 (Rosenzweig i
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wsp., 2019). Sg réwniez zdolne do ponownego fatdowania nieprawidtowo
sfatdowanych biatek i hamowania ich niekontrolowanej agregacji (Mogk i wsp.,
1999).

Mate biatka szoku cieplnego - sHSP/HSPB (ang. small Heat Shock
Protein) to niezalezne od ATP biatka opiekuncze, ktére charakteryzujg sie niska
masg czasteczkowa (12-43 kDa) i oligomeryczng strukturg. Wspdlng cecha
strukturalng matych HSP jest zachowana w ewolucji domena a-krystalinowa,
ktora ma posta¢ B-kanapki i jest zbudowana z 90 reszt aminokwasowych
(Basha i wsp., 2012). Na chwile obecng, u ssakéw, zidentyfikowano 10 genéw
kodujgcych sHSP, ktérych produkty spetniajg rozne funkcje, tj. holdazy,
sekwestrazy czy agregazy (Haslbeck i wsp., 2005). W przeciwienstwie do
aktywnosci foldazy biatek HSP90/70/60, sHSP maja wyrazng aktywnos$c¢
holdazy, ktéra jest niezalezna od ATP. Dimery sHSP oddziatujg z
niesfatdowanymi substratami posrednimi i sekwestrujg je w rdzeniu
komplekséw sHSP/substrat, aby unikng¢ agregacji. Poniewaz sHSP nie maja
aktywnosci foldazy, sekwestrowane substraty mogg zosta¢ poddane
procesowi ponownego fatdowania przez uktad HSP70/90 (Hu i wsp., 2022).
Mate HSP ulegajg ciggtej ekspresji w celu unikniecia agregacji biatek i
podlegajg gwattownej nadekspresji pod wptywem stresu w celu buforowania
presji zwigzanej z rozfatdowaniem biatek (Basha i wsp., 2012).

Duze HSP, w tym HSP110 i Grp170, to HSP o duzych masach
czasteczkowych wystepujgce u eukariontow. HSP110 jest powszechnie
dystrybuowane zaréwno w cytozolu, jak i jadrze komdrkowych, podczas gdy
Grp170 jest zlokalizowane w siateczce $rodplazmatycznej. Sekwencje
aminokwasowe tych biatek sg zachowane w ewolucji i sg homologiczne z
rodzing HSP70, dlatego bywajg czesto klasyfikowane jako cztonkowie tak
zwanej "nadrodziny HSP70". Duze HSP ulegajg konstytutywnej ekspresji w
komorkach i sg szybko indukowane pod wptywem stresu w celu utrzymania
proteostazy. Dziatajg jako holdazy, zapobiegajgc agregacji substratow (Easton i
wsp., 2000). Dodatkowo, HSP110 petni funkcje pomocniczg dla HSP70
dziatajgc jako NEF wymieniajgcy ADP na ATP. Jako ko-chaperon, HSP110, nie
tylko pomaga HSP70 petni¢ funkcje fatdowania biatek komdrkowych, jest tez
niezbedny dla mechanizmu dysagregacji HSP70 i uczestniczy w szlaku
degradaciji, w ktérym HSP70 posredniczy (Tittelmeier i wsp., 2020).

1.4.2. HSP90 - struktura, funkcje i rola w procesie
nowotworzenia

HSP90 uczestniczy w cyklach z udziatem substratow/klientow, w
odmienny sposéb od innych biatek szoku cieplnego. Nie wspomaga fatdowania
nowopowstatych biatek, tak jak HSP60 i 70, ale odgrywa kluczowg role na
poznym etapie dojrzewania, aktywacji i stabilnosci substratow biatkowych
(Gvozdenov i wsp., 2019). Co wiecej, HSP90 oddziatuje z bardziej specyficzng
grupa klientéw, ktorych aktywacja jest od niego wysoce zalezna. Substratami
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biatkowymi HSP90 sg przede wszystkim niestabilne czgsteczki sygnatowe, w
szczegolnosci kinazy i czynniki transkrypcyjne regulujgce procesy, takie jak,
transdukcja sygnatu, transport biatek, remodeling chromatyny, autofagia,
proliferacja komorek i ich przezywalnos¢ (Zuehlke i Johnson, 2010). Wiele z
tych substratow to biatka onkogenne uwazane za kluczowe czynniki
wptywajgce na powstawanie i rozwéj nowotworéw (Whitesell i Lindquist, 2005).

HSP90 wystepuje w komoérkach pod postacia homodimeru. Na kazdy
monomer sktadajg sie cztery domeny: domena N-koricowa (NTD - N-terminal
domain), domena $rodkowa (MD - ang. middle domain), domena C-koricowa
(CTD - C-terminal domain) oraz tgcznik obdarzony tadunkiem ujemnym (ang.
charged linker), tagczacy domene N-koricowg z domeng srodkowa. Sekwencja
tgcznika moze wptywaé na funkcje HSP90 (Tsutsumi i wsp., 2012). Domena
NTD jest odpowiedzialna za wigzanie ATP z kieszenig wigzgcg nukleotydy
adeninowe na N-koncu (Chene, 2002). Dzieki aktywnosci ATPazy, NTD jest sitg
napedowa dla kilku proceséw, takich jak wigzanie biatek. Srodkowa domena
réowniez moduluje aktywnos¢é ATPazowg HSP90 a tym samym jego zdolnos¢
wigzania substratow (Meyer i wsp., 2003). Z kolei C-koncowa jest wazna na
etapie dimeryzacji HSP90, ktéra stanowi strukturalng podstawe dla
prawidtowego funkcjonowania tego biatka opiekunczego. Kieszen wigzaca
nukleotydy adeninowe na C-koncu jest aktywna tylko wtedy, gdy miejsce N-
koncowe jest zajete (Soti i wsp. 2003). Dodatkowo, domena ta posiada
sekwencje aminokwasowg — MEEVD, ktora jest odpowiedzialna za wigzanie
biatek pomocniczych (Ali i wsp., 2006).

Istniejg cztery izoformy HSP90: HSP90-alfa (forma indukowalna),
HSP90-beta (forma ulegajgca konstytutywnej ekspresji), GRP94 (biatko zalezne
od glukozy, ang. glucose-regulated protein 94) i TRAP1 (ang. tumor necrosis
factor receptor-associated protein 1). HSP90-alfa i HSP90-beta majg podobng
strukture  (85%  identycznosci  sekwencji), funkcje i  potozenie
wewnatrzkomérkowe w cytoplazmie (Ren i wsp.,, 2022). GRP94 jest
glikoproteing, ktéra moze chroni¢ komorki przed dziataniem stresu retikulum
endoplazmatycznego. Biatko to posiada specjalng grupe klientéw, obejmujaca
biatka sekrecyjne i btonowe, w tym rodzine immunoglobulin (Ig), receptory Toll-
podobne (TLR - ang. toll-like receptor) i integryny. Podobnie jak izoformy
cytozolowe, GRP94 posiada domeny NTD, MD, CTD i tacznik obdarzony
tadunkiem (Marzec i wsp., 2012). TRAP1 jest mitochondrialng izoformg HSP90
zlokalizowang gtéwnie w macierzy mitochondrialnej. W przeciwienstwie do
innych izoform, TRAP1 nie posiada tacznika. TRAP1 jest niezbedny dla
homeostazy mitochondriéw w niektérych stanach patologicznych (Lisanti i
wsp., 2014). Aktywnos¢ HSP90 opiera sie na dynamicznych zmianach
konformaciji, zaleznych od ATP i jest regulowana przez liczne ko-chaperony.
Bez zwigzanego nukleotydu, HSP90 pozostaje w otwartej konformacji NTD,
tworzac dimery poprzez domene CTD. Rozwiniete biatka sg wigzane do HSP90,
w konformacji otwartej, w domenie MD, a wigzanie ATP indukuje dimeryzacje
domeny NTD. Nastepnie dochodzi do hydrolizy ATP, co prowadzi do bardziej
zwinietej i zamknietej konformacji HSP90, po czym ADP jest uwalniane z
HSP90, co przywraca otwartg konformacje. Dzieki powtarzaniu tego cykluy,
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biatka sg sktadane i uwalniane w konformacjach natywnych (Ryc.1.6.) (Zierer i
wsp., 2016).

G

Niedojrzaty
\ substrat

)

Dojrzate ?&

biatko

Ryc. 1.6. Cykl ATP-azowy biatka HSP90. Rycina zmodyfikowana na podstawie Hu i
wsp., 2022.

Prawidtowe funkcjonowanie =~ HSP90 wymaga udzialu innych
komponentow, z ktérych najwazniejszymi sg ko-chaperony, ktére wspomagaja
HSP w cyklicznych zmianach konformacyjnych i wigzaniu substratow. Niektore
ko-chaperony zawierajgce domeny TPR (ang. Tetratricopeptide Repeat
Domain) oddziatujag z HSP90 poprzez wigzanie z C-koncowym motywem
MEEVD. Jednym z najbardziej specyficznych ko-chaperonéw zawierajgcych
TPR jest biatko stabilizujgce HSC70/HSP90 - HOP, ktére moze wigzac sie
zaréwno z HSP90, jak i HSP70. HOP petni funkcje stabilizatora otwartej
konformacji HSP90 (Zuehlke i Johnson, 2010). Inne ko-chaperony TPR to
miedzy innymi Tah1, fosfataza biatkowa 5 (PP5), CHIP, cyklofilina 40 (CYP40) i
TTC4 (Calderwood, 2013). Oprocz tego istniejg roéwniez ko-chaperony
niezawierajgce domeny TPR. Dobrze zbadanym ko-chaperonem z tej grupy jest
Cdc37, ktory jest zwigzany z dojrzewaniem kinaz i prowadzi do czesciowego
zahamowania aktywnosci ATPazy HSP90 (Roe i wsp., 2004). Cdc37 jest takze
zwigzany z powstawaniem i progresjg nowotwordw (Ren i wsp., 2022). Inne ko-
chaperony niezawierajgce TPR to Aha1, aktywujacy aktywnosé ATPazy HSP9O0 i
p23, hamujacy tg aktywnos¢ (Schopf i wsp., 2017).
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Szereg ztosliwych proceséw, w tym wzrost guza, adhezja, inwazja,
przerzutowanie i angiogeneza, jest scisle zwigzanych z funkcjg opiekuncza
HSP90 oraz jego regulacjg (Wu i wsp., 2017). Ekspresja HSP90 jest niezwykle
wysoka w wielu nowotworach ztosliwych, co potwierdza, ze komorki
nowotworowe znajdujg sie pod silng presjg zwigzang z utrzymaniem
integralnosci biatek, a tym samym majg wieksze zapotrzebowanie na HSP90
(Isaacs i wsp., 2003). Ponadto nadekspresja HSP90 w tkankach
nowotworowych czesto wigze sie z gorszym rokowaniem (Patel i wsp., 2014).
Inhibicja HSP90 moze prowadzi¢ do degradacji biatek kancerogennych i
przerwania onkogennych szlakéw (Jhaveri i wsp., 2014). Na podstawie
struktury i funkcji HSP90 opracowano szereg inhibitorow, ktére wykazywaty
aktywnos¢ przeciwnowotworowg w wielu badaniach przedklinicznych. W
oparciu o strukture, inhibitory te mozna podzieli¢ na dwie kategorie: inhibitory
N-koricowe, np. geldanamycyna i radicicol (Blagg i Kerr, 2006) i inhibitory C-
koncowe, takie jak nowobiocyna (Allan i wsp., 2006) i chlorobiocyna (Ren i
wsp., 2022). Jednak wyniki monoterapii inhibitorami HSP90 nie byty tak dobre,
jak zaktadano. Obok opornosci nowotworéw na inhibitory to toksycznos¢ jest
gtébwnym czynnikiem ograniczajgcym skutecznos¢ inhibitorow HSP90 jako
monoterapii (Chatterjee i wsp., 2011). Potaczenie inhibitoréw HSP90 z innymi
terapiami przeciwnowotworowymi wydaje sie by¢ obiecujgcg strategig
rozwigzania tego problemu.
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Efektywne leczenie raka piersi nadal pozostaje wyzwaniem dla
naukowcéw poszukujgcych nowych metod leczenia. Kazda komoérka
potrzebuje ciggtego dostarczania sktadnikow odzywczych do prawidtowego
funkcjonowania, a takze usuwania produktéw przemiany materii. Aminokwasy,
stanowigce niezbedne sktadniki odzywcze, przekraczajg dwuwarstwe lipidowa
btony plazmatycznej dzieki funkcjonowaniu transporterow btonowych. Komérki
nowotworowe réwniez wymagajg ciggtej podazy aminokwasow, ktéra z uwagi
na ich szybkg proliferacje jest znacznie wyzsza niz w komorkach
prawidtowych. Sukcesywnie pojawiajgce sie badania dotyczgce innowacyjnych
rozwigzan w terapiach nowotworowych rodzg potrzebe dogtebnego poznania
mechanizméw regulacji transporteréw. SLC6A14, znany réwniez jako ATB®*,
jest transporterem aminokwasow o unikalnych wtasciwosciach. Transportuje
18 z 20 aminokwaséw biatkogennych, w tym wszystkie obojetne i dodatnie. Z
uwagi na matg ilos¢ informacji dotyczacych regulacji i mechanizmu
doprowadzania SLC6A14 do btony plazmatycznej, celem projektu byta
identyfikacja biatek zaangazowanych w te procesy, ktére mogtyby mie¢ wptyw
na ilos¢ transportera w btonie. Wykazano, ze cztonkowie rodziny SLC6 w
trakcie wychodzenia z siateczki Sréplazmatycznej oddziatuja z kilkoma
biatkami, takimi jak kalneksyna i biatka szoku cieplnego. Uwolnienie tych biatek
opiekunczych odkrywa miejsce wigzania w C-koncu dla SEC24 (ktéry jest
sktadnikiem COPII). Pozwala to na eksport transportera z siateczki. Poniewaz
w proteomie SLC6A14 wykryto kilka cytozolowych biatek szoku cieplnego,
postanowiono zweryfikowaé interakcje miedzy transporterem a owymi
biatkami w procesie wychodzenia SLC6A14 z siateczki. Wysokg ekspresje
zarbwno SLC6A14, jak i HSP90-beta zaobserwowano w roéznych typach
nowotwordéw, gdzie majg istotny wptyw na proliferacje i zywotnos¢ komérek. W
zwigzku z tym postanowiono przeanalizowaé role tych biatek w liniach
komérkowych raka piersi, w ktorych jest obecny receptor estrogenowy.

Gtownymi celami przeprowadzonych badan byty:

1) weryfikacja interakcji miedzy SLC6A14 i biatkami HSP w procesie
eksportu transportera z siateczki srodplazmatycznej;

2) analiza potencjalnej roli biatka HSP90-beta jako regulatora aktywnosci
SLC6A14 w liniach komdrkowych raka piersi.

52



MATERIALY | METODY

3. MATERIALY | METODY

3.1. Materialy

3.1.1. Roztwory i bufory

Wszystkie wymienione nizej roztwory i bufory przygotowano przy uzyciu
wody oczyszczonej przez odwrocong osmoze i ultrafiltracje filtrami Mili-Q Plus
(Milipore). Sktad najwazniejszych i najczesciej wykorzystywanych roztworéw i

buforéw podano w Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Wykaz stosowanych roztworéw i buforéw

NAZWA

SKLAD

PBS (z ang. phosphate buffer saline) -
Sl fizjologiczna w buforze
fosforanowym

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
NazHPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4

PBS+

PBS, TmM CacCly, 0,5 mM MgCly,
5mM glukoza

TBS (z ang. Tris-buffered saline)

50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,4

TBS-T

TBS zawierajacy 0,1% Tween-20

Roztwory glukonianéw

137 mM CeH11NaO7, 2,7 mM CeH11KO7,
T mM Cq2H22Ca014,
0,5 mM C12H22Mg014xH20,
10 mM HEPES, pH 7,4

Bufor do elektroforezy biatek

192 mM glicyna, 0,1% SDS, 25 mM Tris,
pH 8,3

Bufor do transferu biatek na
membrane PVDF lub nitrocelulozowg

192 mM glicyna, 20% metanol, 0,05% SDS,
25 mM Tris, pH 8,3

Bufor do blokowania po
elektrotransferze

TBS-T, 7,5% lub 10% odttuszczone mleko

5x stezony SB - bufor do denaturacji
i zawieszania biatek do rozdziatu
elektroforetycznego (z ang. sample
buffer)

10% SDS, 50% glicerol, 0,05% btekit
bromofenolowy, 25% B — merkaptoetanol,
300 mM Tris-HCI, pH 6,8

Bufor do lizy i ekstrakciji biatek — RIPA

150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,1% SDS,
1% Triton X-100, 0,5% dezoksycholan sodu,
50 mM Tris, pH 7,4

Bufor do lizy i ekstrakciji biatek —
IGEPAL

150 mM NaCl, 10 mM EDTA,
1% IGEPAL - 40, 50 mM Tris, pH 7,4

Odczynnik do oznaczania ilosci biatka
zmodyfikowang metodg Lowry'ego

0,1% CuS04 i 0,2% winian sodowo-
potasowy w roztworze 0,1 N NaOH,
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2% Na2C0Os3, 0,3% SDS

Bufor do blokowania 5% surowica kozia w PBS

(Immunocytochemia)

Roztwodr do utrwalania komorek
(Immunocytochemia)

100% metanol o temp. -20°C

TBE (z ang. Tris/Borate/EDTA) 45 mM kwas borowy, 2 mM EDTA,

45 mM Tris, pH 8,3

3.1.2. Przeciwciata

Tabela 3.2. Wykaz stosowanych przeciwciat pierwszorzedowych

Antygen
(Nazwa firmy, numer
katalogowy)

Pochodzenie

Zastosowanie/Rozciennczenie

Anty-FLAG monoklonalne mysie WB - 1:1000
(Sigma-Aldrich, F3165) ICC/PLA - 1:1000
Anty-FLAG poliklonalne krélicze ICC - 1:1000
(Sigma-Aldrich, F7425)
Anty-SLC6A14 poliklonalne krolicze WB - 1:1000
(Abcam, ab99102)
Anty-SLC6A14 poliklonalne krolicze WB - 1:1000
(Abcam, ab254786)
Anty-SLC6A14 poliklonalne krolicze WB - 1:1000
(Aviva Systems Biology, ICC - 1:250
ARP43925_P050)
Anty-HSP90-beta poliklonalne krolicze WB - 1:1000
(Invitrogen, PA3-012) ICC/PLA - 1:250
Anty-HSP90-beta monoklonalne mysie WB - 1:1000

(Enzo Life Sciences,
K3705)

ICC/PLA - 1:250

Anty-HSPA14 monoklonalne mysie ICC - 1:250
(Santa Cruz
Biotechnology,
sc-398208)
Anty-HSPA14 poliklonalne krélicze WB - 1:1000
(Biorbyt, orb247809) ICC/PLA - 1:250
Anty-ER alpha monoklonalne mysie WB - 1:500
(ThermoFisher
Scientific,
MAS5-13304)
Anty-ER alpha poliklonalne krélicze WB - 1:1000
(Abcam, ab108398)
Anty-GAPDH monoklonalne mysie WB - 1:500

(Milipore, AB5220)
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Anty-B-Aktyna, p-ciato monoklonalne mysie WB - 1:25000
sprzezone z HRP
(Sigma, A3854)

WB - Immunobloting, ICC — Immunocytochemia, PLA — test ligacji zblizeniowej

Tabela 3.3. Wykaz stosowanych przeciwciat drugorzedowych

Antygen Pochodzenie Zastosowanie/Rozcienczenie
(Nazwa firmy, numer
katalogowy)

Anty-lgG-mysie, Koza ICC - 1:500
sprzezone z Alexa
Fluor 568®
(ThermoFisher
Scientific,
A11031)

Anty-1gG-krolicze, Koza ICC - 1:500
sprzezone z Alexa
Fluor 488®
(ThermoFisher
Scientific,
A11034)

Anty-1gG-krolicze, Osiot ICC - 1:500
sprzezone z Alexa
Fluor 568®
(ThermoFisher
Scientific,
A11036)

Anty-lgG-mysie, Osiot ICC - 1:500
sprzezone z Alexa
Fluor 488®
(ThermoFisher
Scientific,
A11029)

Anty-1gG-krdlicze Koza WB - 1:1000
(Invitrogen, 31460)

Anty-IgG-mysie Koza WB - 1:1000
(Invitrogen, 31430)

WB - Immunobloting, ICC — Immunocytochemia

3.1.3. Pochodzenie materiatow i odczynnikow
Bio-Rad: Bufor do blokowania po elektrotransferze - EveryBlot Blocking Buffer

Biomatik: synteza peptydéw z N i C-konica biatka SLC6A14 (N11, C1, C11, C36)
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Cayman Chemical: Radicicol
Chempur: metanol, aceton, chlorek sodu (NaCl), kwas solny (HCI)

Cyanagen: zestawy odczynnikéw do chemiluminescencji (Westar Sun, Westar
Eta C 2.0, Westar Eta C ULTRA 2.0, Westar Supernova)

Fluka: glicyna, glukoza, Triton®X-100

GE Healthcare: membrana nitrocelulozowa do immunoblotingu (Amersham
Protran 0.45 NC nitrocellulose Western blotting membranes)

Gibco: ptodowa surowica bydleca (ang. FBS - fetal bovine serum), pozywka
RPMI 1640 bez czerwieni fenolowej (ang. Roswell Park Memorial Institute),
pozywka DMEM bez czerwieni fenolowej (ang. Dulbecco's Modified Eagle
Medium), L-glutamina, EFG

Invitrogen: Lipofectamine 2000

Lab Empire: agar, tabletki PBS, roztwér dwusiarczanu genetycyny (G418),

roztwor penicylina/streptomycyna (100x stezony), L-glutamina, dezoksycholan
sodu

Merck Millipore: K;HPOs4, KH2PO4, odczynnik Folina (Folin—Ciocélteu),
Immobilon-P  PVDF (z ang. PolyVinylidine DiFluoride, dwufluorek
poliwinylidenu), Immobilon-NC

MKJ radiologia: klisze - Fuji X-ray medical film Super RX

MP Biochemicals: ampicylina

PerkinElmer: radioaktywna L-Leucyna: L-[3,4,5-3*H(N)]-Leucine aqueous sol (Cat.
No. NET460A001MC), odczynnik scyntylacyjny: Ultima Gold™

POCH Polskie Odczynniki Chemiczne: siarczan miedzi, chlorek wapnia,
izopropanol, wodorotlenek sodu, etanol, winian sodowo-potasowy, kwas
octowy, gliceryna bezwodna cz.d.a. 99,5%

Promega: CellTox Green™ cytotoxicity assay

Roche: koktajl inhibitorow fosfataz PhosphoSTOP

Selleckchem: Bortezomib (PS-341), VER155008

Serva: DNA stain G
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Sigma: agaroza, akryloamid/bis-akryloamid 30% roztwor, alkaliczna fosfataza
(z bydlecej btony $luzowej), btekit bromofenolowy, chlorek magnezu,
dehydrogenaza mleczanowa (LDH), surowicza albumina wotowa (BSA), L-
tryptofan,  3-[(3-cholamidopropylo)dimetyloamonio]-1-propanosulfonian,  1-
metylo-L-tryptofan, D-(+)-glukoza, dwuweglan sodu, pozywka bakteryjna LB,
EZview ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel, fosfoenolopirogronian, 3xFLAG®
PEPTIDE, Igepal® CA-630 (Nonidet P-40), koktajl inhibitoréw proteaz,
hydrokortyzon, nadsiarczan amonu, kinaza pirogronianowa, kwas
trojchlorooctowy, fluorek fenylometylosulfonowy, NADH, paraformaldehyd,
insulina, poli-D-lizyna, radicicol, pozywki do hodowli komérkowych: DMEM oraz
EMEM w proszku, DMEM gotowy roztwér, DMEM/F12, DMEM/F12 bez
czerwieni fenolowej; sol sodowa siarczanu dodecylu, surowica konska,
surowica osla, btekit trypanu, wodorotlenek sodu, DMSO, odczynniki do PLA:
Duolink® in situ detection reagents ORANGE, Duolink® in situ PLA probe anti-
mouse MINUS, Duolink® in situ PLA probe anti-rabbit PLUS, Duolink® in situ
wash buffers, Duolink® in situ Mounting Medium with DAPI, trypsyna,
tiomocznik, Tween® 20.

SignalChem: rekombinowane biatko HSP90-beta

Thermo Fisher Scientific: roztwér ATP, fungizon, standard do zeli
poliakryloamidowych: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder — 10 to 250
kDa, medium stuzgce do zatapiania preparatow do ICC: ProLong Diamond
Antifade Mountant, odczynnik biotynylujgcy: EZ-Link™ Sulfo-NHS-SS-Biotin,
ztoze do biotynylacji z awidyng: Pierce Avidin Agarose, mieszanina dNTP,
barwnik z obcigznikiem do DNA — 6x Loading Dye Solution.

Ubichem: B-merkaptoetanol, sacharoza.

VWR: filtry butelkowe (0,22 um), filtry strzykawkowe (0,2 pm), odczynnik do
transfekcji JetPRIME, sterylne pipety serologiczne, butelki, szalki oraz inne
materiaty do hodowli komérkowe;.

3.2. Hodowle komoérkowe

Materiat biologiczny w realizowanej pracy doktorskiej stanowity komorki
HEK293 oraz wybrane linie nowotworowe raka piersi, dla ktorych, kontrole
stanowity prawidtowe linie nabtonkowe — MCF 10A oraz MCF-12A. Wszystkie
wymienione hodowle prowadzono w 37°C w atmosferze nasyconej parg wodna
oraz 5% CO2. Pozywke wymieniano srednio co dwa dni a komérki pasazowano,
roztworem trypsyny z EDTA (0.25% trypsyna, TmM EDTA w PBS), po
osiggnieciu przez nie 80-90% konfluenciji.
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3.2.1. Linia komérkowa HEK293

HEK293 (z ang. Human Embryonic Kidney 293) to unie$miertelniona
linia komdrkowa stworzona w 1973 roku przez holenderskich badaczy (Graham
i wsp., 1977). Linie te otrzymano przy uzyciu DNA adenowirusa typu 5, ktérym
transfekowano ludzkie komorki embrionalne wyizolowane z nerek
abortowanych lub samoistnie poronionych ptodéw.

Komorki uzyte do badan pozyskano z ATCC® (293[HEK-293]; CRL-1573).
Hodowle prowadzono na 10 cm szalkach w pozywce DMEM wzbogaconej o
10% FBS, 4,5 mg/ml glukoze, 1% roztwor penicyliny/streptomycyny oraz 0,25
pg/ml fungizon.

Ryc. 3.1. Morfologia komérek HEK293.

3.2.2. Linie nowotworowe raka piersi
W niniejszej pracy wykorzystano nastepujace linie komérek raka piersi:

MCF7 (ang. Michigan Cancer Foundation-7) — linia komérkowa wyizolowana w
1970 roku z wysieku optucnowego 69 letniej kobiety rasy kaukaskiej cierpigce;j
na ztosliwego gruczolakoraka piersi (ang. breast adenocarcinoma). Komorki tej
linii sg podwojnie pozytywne, to znaczy, wykazujg ekspresje receptoréow:
estrogenowego alfa (ER-a), progesteronowego (PR) natomiast nie ulega w nich
ekspresji ludzki naskérkowy czynnik wzrostu typu 2 (HER2, ang. human
epidermal growth factor receptor 2) i sg tumorogenne.

MDA-MB-231 - linia komorkowa przerzutowego gruczolakoraka sutka
wyizolowana z wysieku optucnowego 51 letniej kobiety rasy kaukaskiej.

Komorki tej linii sg potrojnie negatywne: ER-a’, PR, HERZ', ale sg tumorogenne.

58



MATERIALY | METODY

MDA-MB-468 - linia komorkowa przerzutowego gruczolakoraka piersi
wyizolowana w 1977 roku z wysieku optucnowego 51 letniej kobiety rasy

czarnej. Komorki tej linii sg potrdjnie negatywne: ER-a, PR, HER2 i s3g
tumorogenne.

SKBR3 - linia komérkowa gruczolakoraka sutka wyizolowana w 1970 roku z
wysieku optucnowego 43 letniej kobiety rasy kaukaskiej. Komorki tej linii sg

podwdjnie negatywne: ER-a, PR, wykazuja nadekspresje ludzkiego

naskérkowego czynnika wzrostu typu 2 (HER2™) i nie sg tumorogenne.

Komorki wyzej wymienionych linii hodowano w pozywce DMEM bez
czerwieni fenolowej z dodatkami: 10% ptodowg surowicg bydlecg (FBS), 1%
roztworem penicyliny/streptomycyny oraz 0,25 pg/ml fungizonem. Linie MCF7
pozyskano dzieki uprzejmosci prof. dr hab. Bozeny Kaminskiej - Kaczmarek
(Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN), zas§ MDA-MB-
231 i SKBR3 dzieki uprzejmosci prof. dr hab. Anny Zaczek (Miedzyuczelniany
Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego).

BT-474 - linia komodrkowa wyizolowana w 1978 roku z biopsji litego
inwazyjnego guza przewodowego raka piersi 60 letniej kobiety rasy biate;.

Komérki tej linii sa potrdjnie pozytywne ER-a*, PR*, HER2* oraz tumorogenne.

T-47D - linia komérkowa wyizolowana z wysieku optucnowego 54 letniej
kobiety cierpigcej na naciekajgcego przewodowego raka piersi. Komorki tej linii
sg podwdjnie pozytywne ER-a*, PR*, HER2™ oraz tumorogenne.

Komérki hodowano w pozywce RPMI 1640 bez czerwieni fenolowej z
dodatkami: 10% ptodowg surowicg bydlecg (FBS), 1% roztworem
penicyliny/streptomycyny oraz 5 mg/ml insulina.

Linie pozyskano dzieki uprzejmosci prof. dr hab. Anny Zaczek.
Tozsamos$¢é badanych linii  nowotworowych roéwniez potwierdzono za
posrednictwem ATTC® w grudniu 2019 roku.

3.2.3. Wybrane linie kontrolne

Kontrole dla komdrek nowotworowych stanowity dwie zdrowe linie
nabtonkowe:

MCF 10A - wyizolowana w 1984 roku z gruczotu sutkowego 36 letniej kobiety
rasy biatej z mastopatia piersi.
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MCF-12A - wyizolowana z gruczotu sutkowego 60 letniej kobiety rasy
kaukaskiej.

Komérki hodowano w pozywce DMEM/F12 bez czerwieni fenolowej z
dodatkami: 5% serum konskim, 0,5 mg/ml hydrokortyzonem, 10 mg/ml insuling
oraz 20 ng/ml EGF.

Linie pozyskano dzieki uprzejmosci prof. dr hab. Anny Zaczek a ich
tozsamosc¢ potwierdzono za posrednictwem ATTC® w grudniu 2019 roku.

3.3. Stosowane plazmidy

W pracy zastosowano dwa plazmidy - plazmid bez wstawki, stanowigcy
kontrole negatywng: p3xFLAG-CMV14 zakupiony w Sigmie i drugi do
nadekspresji SLC6A14 - p3xFLAG-CMV14/B%* uzyskany przez Magdalene
Czeredys, poprzez wklonowanie szczurzego cDNA ATB%* do wektora p3xFLAG-
CMV14 (p3xFLAG-CMV14/B°%*). Szczegdty dotyczgce procesu otrzymania
plazmidu zostaly opisane w pracy tukasza Samluka (Samluk i wsp., 2012).
Mape plazmidu przedstawiono ponizej (Ryc. 3.2).

cDNA ATB”
\ 3XFLAG
~y. poli A hGH

ori SV40

promotor CMV
p3XFLAG-CMV/BO,+

N
8179 bp €0

ori f1

# poli ASV40
Amp

ori pBR322

Ryc. 3.2. Mapa plazmidu p3xFLAG-CMV14/B%*. Szczurze cDNA ATB%* zostato
sklonowane do plazmidu p3xFLAG-CMV14. cDNA ATB%* - szczurze cDNA ATB%*; 3XFLAG
- metka wstawki; CMV — promotor Cytomegalowirusa; poli A hGH - sygnat poliadenylacji
z ludzkiego hormonu wzrostu; ori SV40 — miejsce startu replikacji wirusa SV40; Neo — gen
opornosci na genetycyne (G418); poli A SV40 - sygnat poliadenylacji z wirusa SV40; ori
pBR322 - miejsce startu replikacji wektora pBR322; Amp — gen opornosci ha ampicylineg;
ori f1 — miejsce startu replikacji faga f1.
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3.4. Hodowle bakteryjne

3.4.1. Warunki hodowli

Plazmidy namnazano a nastepnie izolowano 2z kultury bakterii
Escherichia coli, szczepu TOP10, chemicznie kompetentnego (Invitrogen).
Wykorzystywano kultury bakteryjne transformowane wektorami, ktore zostaty
przygotowywane przez wspotpracownikéw. Bakterie hodowano w podtozu
wzrostowym LB (Luria-Bertani, Sigma; sktad: 1% trypton kazeinowy, 0,5%
ekstrakt drozdzowy, 1% NaCl, pH 7,5) z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego -
ampicyliny (100 pg/ml). Hodowle prowadzono w 37°C z wytrzgsaniem 200 rpm
przez noc.

3.4.2. Izolacja plazmidowego DNA

Izolacje przeprowadzano, gdy bakterie byty w fazie wzrostu
logarytmicznego. Gesto$é optyczng (OD600) mierzono w spektrofotometrze
(dtugos¢ fali 600 nm), kontrole stanowito podtoze LB z antybiotykiem. DNA
oczyszczano przy uzyciu zestawu Plasmid Midi (A&A Biotechnology).

3.5. Metody

3.5.1. Traktowanie komoérek

Poza a-metylotryptofanem (a-MT), ktéry zostat rozpuszczony w sterylnej
wodzie Mili-Q z dodatkiem HCI, wszystkie inhibitory podawane komorkom
przygotowano przy uzyciu DMSO. Wpybrane linie kontrolne traktowano
rozpuszczalnikiem o stezeniu odpowiadajgcym prébom eksperymentalnym.
Koncowe stezenie DMSO nie przekraczato 0,5% w przypadku podania
komdrkom dwéch inhibitoréw jednoczesnie (Radicicol + Bortezomib, lub VER +
Bortezomib) i 0,1% w przypadku pojedynczego inhibitora. W pracy
zastosowano nastepujace substancje: radicicol (stezenia koncowe 20, 40 lub
60 uM), VER155008 (50 pM), bortezomib (25 lub 50 nM) oraz a-MT (1 mM).

Komérki inkubowano w odpowiedniej dla linii pozywce hodowlanej z
dodatkiem wybranego inhibitora przez 24 h w temperaturze 37°C. Konfluencja
komorek uzytych do doswiadczen wynosita co najmniej 80%.
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3.5.2. Transfekcja komoérek

3.5.2.1. Stabilna transfekcja komaérek linii HEK293

Komorki wysiewano na 10 cm szalki i hodowano w pozywce DMEM z
antybiotykami do uzyskania 80-90% konfluencji. Nastepnie, 24 h przed
eksperymentem, komorkom zmieniano pozywke na DMEM bez dodatku
antybiotykow. Procedure transfekcji poprzedzato przygotowanie na swiezo
dwoch mieszanin: 8 pg DNA wybranego plazmidu + 500 pl pozywki Opti-MEM
Reduced Serum Media, oraz 20 pl Lipofektamine 2000 + 500 pl pozywki Opti-
MEM Reduced Serum Media. Po 5 minutach inkubacji w temperaturze
pokojowej tgczono i delikatnie mieszano obie mieszaniny a nastepnie
poddawano kolejnej inkubacji rowniez w temperaturze pokojowej przez 20min.
Po tym czasie otrzymang mieszanine dodawano do komérek a po 6 godzinach
wymieniano im pozywke na $wiezg, rowniez nie zawierajgcg dodatku
antybiotykéw (penicyliny/streptomycyny). Nastepnego dnia, w celu stabilnego
utrzymania plazmidéw, pozywke wymieniano na pozywke hodowlang
uzupetniong antybiotykiem selekcyjnym - genetycyng (300 pg/ml) a w
kolejnych dniach komorki pasazowano i hodowano nadal w pozywce
selekcyjnej.

3.5.2.2. Przejsciowa transfekcja komorek linii HEK293

Transfekcje przeprowadzano przy uzyciu odczynnika jetPRIME, metoda
lipofekcji. Komorki poddawano procedurze zgodnie z  protokotem
dostarczonym przez dostawce. W uproszczeniu, do roztworu DNA w buforze
jetPRIME dodawano odczynnik jetPRIME, mieszano i inkubowano przez 10
minut w temperaturze pokojowej. Tak przygotowang mieszanine dodawano do
komérek hodowanych na 10 cm szalkach ze sSwiezo zmieniong pozywka.
Nastepnego dnia, po uptywie 24 h, komoérki poddawano dalszym manipulacjom
(Ryc. 3.3.).
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Ryc. 3.3. Schemat transfekcji przej$ciowej komérek HEK293.

3.5.3. Przygotowywanie ekstraktow biatkowych

3.5.3.1. Sporzadzanie lizatéw

Komorki rosngce na szalkach poddawano lizie, po osiggnieciu 90%
gestosci. W tym celu, po trzykrotnym przeptukaniu zimnym roztworem PBS,
komorki zbierano przy pomocy gtaszczki a nastepnie wirowano przez 10 minut
(predkos¢ 800xg) w 4°C. W przypadku komérek traktowanych inhibitorami
zbierano takze komérki obecne w pozywce poprzez trypsynizacje oraz
trzykrotne ptukanie roztworem PBS wraz z wirowaniem. Osad komorek
zawieszano i lizowano w roztworach do homogenizacji IGEPAL lub RIPA (sktad
podany w rozdziale 3.1.1.) z dodanym koktajlem inhibitoréw proteaz 1:100
(Sigma Aldrich), 40 pg/ml PMSF oraz w przypadku komérek nowotworowych z
dodatkiem inhibitorow fosfataz PhosphoSTOP 1:10. Homogenizacje
prowadzono na lodzie przepuszczajgc komorki przez igte 25G (0,5 mm x 25
mm) okoto 30 razy. W celu oddzielenia jgder komodrkowych, otrzymany
homogenat wirowano przez 15 minut (1000xg) w 4°C, nastepnie zbierano
supernatant, w ktérym mierzono stezenie biatka.

Ekstrakty biatkowe wykorzystywano od razu do nastepnych procedur lub
zamrazano w -80°C.

3.5.3.2. Pomiar stezenia biatka
llos¢ biatka w przygotowanych ekstraktach mierzono metodg Lowry'ego

(Lowry i wsp., 1951), zmodyfikowang przez Natecz i wspébtpracownikéw
(Natecz i wsp., 1986), przy uzyciu albuminy z surowicy bydlecej (BSA) jako
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standardu. Probke ekstraktu biatkowego, odpowiednio 5 pl lub 10 gl
rozcienczano wodg do objetosci 200 pl a nastepnie dodawano 1 ml
zmodyfikowanego odczynnika Lowry’'eg (Tabela 3.1.). Po 10 minutach inkubaciji
w temperaturze pokojowej prébe mieszano z 0,1 ml odczynnika fenolowego
Folina-Ciocalteu (rozcieiczonego w wodzie w stosunku 2:3) i inkubowano 30
minut rowniez w temperaturze pokojowej. Po tym czasie dokonywano pomiaru
absorbancji proby w spektrofotometrze przy dtugosci fali 750 nm wobec préby
kontrolnej zawierajgcej roztwoér do izolacji biatka rozcienczony odpowiednio
wodg oczyszczong (Rozdziat 3.1.1.).

Stezenie biatka okreslano ilosciowo, odczytujgc je z krzywej wzorcowej
przygotowanej na podstawie pomiaréow absorbancji probek BSA o znanym
stezeniu biatka (zakres 0-70 pg/ml) w roztworze do izolacji biatka uzytym do
danego eksperymentu.

3.5.4. Techniki elektroforetyczne

3.5.4.1. Elektroforeza jednokierunkowa (SDS-PAGE)

Do rozdziatu biatek z ekstraktow biatkowych wykorzystywano
elektroforeze prowadzong w warunkach denaturujacych, w
poliakryloamidowym Zelu SDS-PAGE (z ang. Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) opracowang przez U.K. Laemmliego
(Laemmli, 1970). Probki, zawierajgce 1-50 pg biatka, lub cate lizaty
(biotynylacja, immunoprecypitacja) zawieszano w 5x stezonym buforze SB w
stosunku 1:4 (sktad - Tabela 3.1.) i naktadano na przygotowany wczesniej zel
poliakryloamidowy. Uzywano zeli sktadajgcych sie z warstwy 5% zelu
zageszczajgcego (0,33 ml mieszaniny 30% akryloamidu i 2% N,N'-bis-
metylenoakryloamidu, 0,25 ml roztworu 0,5 M Tris o pH 6,8, 0,02 ml 10% SDS,
1,4 ml wody, 0,02 ml 10% nadsiarczanu amonu, 2 pyl TEMED) i warstwy 10% zelu
rozdzielajgcego (1,7 ml mieszaniny 30% akryloamidu i 2% N,N’-bis-
metylenoakryloamidu, 1,3 ml roztworu 1,5 M Tris o pH 8,8, 0,05 ml 10% SDS, 1,9
ml wody, 0,05 ml 10% nadsiarczan amonu, 2 ul TEMED). Elektroforeze biatek
prowadzono w buforze do elektroforezy (sktad — Tabela 3.1.), w aparacie Mini
Protean Il (Bio-Rad), przy napieciu 100-150 V. Aby odczyta¢ mase
czagsteczkowg rozdzielonych biatek na zel naktadano réwniez standard w
formie barwnej mieszaniny biatek o znanych masach czasteczkowych, zakres
10 - 250 kDa (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder firmy Thermo
Scientific).

3.5.4.2. Immunobloting (Western Blot)
Po zakonczonej elektroforezie biatka przenoszono na membrane

nitrocelulozowg lub z fluorku poliwinylidenu, Immobilon™ PVDF (uprzednio
aktywowana metanolem), technikg mokrego transferu biatek. Transfer
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prowadzono przez 2 godziny przy statym natezeniu prgdu 400 mA w zimnym
buforze do elektrotransferu (sktad — Tabela 3.1.).

Aby zablokowac¢ niespecyficzne miejsca wigzania przeciwciat
membrane inkubowano przez noc w 4°C w 7,5% Ilub 10% roztworze
odttuszczonego mleka rozpuszczonego w TBS-T (sktad — Tabela 3.1.) lub w
gotowym odczynniku blokujgcym (EveryBlot Blocking Buffer, Bio-Rad). Tak
przygotowang btone inkubowano z przeciwciatem pierwszorzedowym
rozpuszczonym w roztworze do blokowania przez 1 godzine w temperaturze
pokojowej lub przez noc w 4°C. W celu usuniecia nadmiaru niezwigzanego
przeciwciata, membrane ptukano trzykrotnie po 10 minut w roztworze TBS-T.
Nastepnie btone poddawano godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej z
odpowiednim przeciwciatem drugorzedowym (anty IgG myszy lub krélika
sprzezone z peroksydazg chrzanowg) rozcieficzonym w buforze do blokowania
w stosunku 1:5000 i ponownie wyptukiwano nadmiar przeciwciata trzy razy po
10 minut w TBS-T. Detekcje biatek przeprowadzano przy uzyciu zestawoéw do
chemiluminescencji (ECL Westar nC, Westar nC Ultra lub Westar Supernova -
w zaleznosci od ilosci biatka lub czuto$ci przeciwciata) zawierajgcych w
sktadzie substrat dla peroksydazy. Membrane umieszczano w kasecie a wyniki
zbierano w ciemni, na kliszach rentgenowskich przyktadanych do btony na
réozne czasy ekspozycji. W celu ilosciowego opracowania wynikéw
przeprowadzano analize densytometryczng z wykorzystaniem
ogolnodostepnego programu ImagedJ/FijiJ.

Tych  samych membran uzywano czesto kilkukrotnie po
przeprowadzeniu procesu strippingu, czyli inkubacji w 0,2 M wodnym roztworze
NaOH przez okoto 10 - 30 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie btone
ptukano 3 krotnie w roztworze TBS-T przez 10 min i ponownie poddawano
opisanej wyzej procedurze.

3.5.5. Immunoprecypitacja na ztozu EZview™ Red ANTI-FLAG®
M2 Affinity Gel

Lizaty biatkowe zawierajace 0,8 lub 1 mg biatka naktadano na 40 pl ztoza
zwigzanego z przeciwciatem specyficznym dla peptydu 3xFLAG, stanowigcego
metke biatka ATB%* po jego nadekspresji z wykorzystaniem wektora (p3xFLAG-
CMV14/B%*). Ztoze uprzednio aktywowano przez dwukrotne przeptukanie
buforem TBS i odwirowanie w 4°C. Jako kontrole potencjalnego
niespecyficznego sygnatu z przeciwciata na réwnolegta porcje ztoza naktadano
lizat z komorek transfekowanych plazmidem p3xFLAG-CMV14. Nastepnie
préby inkubowano z delikatnym wytrzgsaniem przez noc w 4°C, po tym czasie
ztloze oddzielano poprzez wirowanie (1 min przy 8200xg) i ptukano
szesciokrotnie zimnym roztworem TBS (sktad - Tabela 3.1.) przez 5 min.
Elucje biatek przeprowadzano przy uzyciu 50 pl peptydu 3xFLAG
rozpuszczonego w TBS (stezenie 150 ng/pl) z delikatnym wytrzgsaniem przez
30 minut w 4°C. Po tym etapie proby odwirowywano a do zebranego
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supernatantu dodawano 5x stezony SB. Tak przygotowane probki poddawano
elektroforezie i metodzie immunoblotingu.

3.5.6. Biotynylacja biatek powierzchniowych

Komorki rosngce na szalkach przeptukiwano dwukrotnie zimnym
roztworem PBS+ (sktad — Tabela 3.1.) a nastepnie poddawano 30 minutowej
inkubacji w 4°C z odczynnikiem biotynylujgcym (EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-Biotin)
rozpuszczonym w PBS+ (1mg/ml). Po tym czasie usuwano nadmiar
niezwigzanego odczynnika poprzez trzykrotne ptukanie PBS+ i inkubowano
przez 15 min w 4°C ze 100 mM zimnym roztworem glicyny w PBS+. Komorki
ptukano dwukrotnie zimnym roztworem PBS+, nastepnie przygotowywano
ekstrakty biatkowe w buforze RIPA (sktad — Tabela 3.1.) oraz dokonywano
pomiaru stezenia biatka zgodnie z protokotami z Rozdziatu 3.5.3.

Z powstatych ekstraktow przygotowywano préby kontrolne, do
pozniejszej elektroforezy i immunoblotingu, zawierajgce 10 - 50 ug biatka i 5x
stezony SB oraz proby zawierajgce 400 - 800 pg, ktére mieszano ze 100 pl
zawiesieny ztoza agarozowego z awidyng (Pierce® Avidin Agarose Resin) i
inkubowano przez noc w 4°C z delikatnym mieszaniem. Ztoze odwirowywano
przy 1000xg przez 1 min i ptukano trzykrotnie zimnym roztworem RIPA. Po
odwirowaniu dokonywano elucji poprzez tgczenie otrzymanego peletu z 2x
stezonym roztworem SB. Otrzymane prébki, wraz z kontrolami, poddawano
elektroforezie i analizie metodg immunoblotingu.

3.5.7. Pomiar aktywnosci biatka HSP90-beta

Aktywnos¢ ATPazy oczyszczonego i rekombinowanego biatka HSP90-
beta o petnej dtugosci oznaczano w buforze reakcyjnym zawierajgcym: 20mM
KCIl, 6mM MgClz, 100 mM Tris o pH 7,4, zgodnie z metodg enzymatyczng
opracowang przez Williamsona i Corkey (Williamson i Corkey, 1969)
dostosowang do pomiaréw fluorescencji w czytniku ptytkowym. W skrocie, do
100 pl buforu reakcyjnego uzupetnionego o 196 pM NADH, 2,4 mM
fosfoenolopirogronian, 45 U/ml dehydrogenaze L-mleczanowg, 24,5-42 U/ml
kinaze pirogronianowg i 2 pg HSP90-beta dodawano 1 mg wybranego N-
acetylowanego lub C-amidowanego peptydu (Tabela 3.4.) lub inhibitor HSP90-
beta radicicol (548 puM). ADP jako produkt zostat wykorzystany przez kinaze
pirogronianowg do utworzenia pirogronianu z fosfoenolopirogronianu, po czym
nastgpita redukcja pirogronianu do mleczanu przez dehydrogenaze
mleczanowg w obecnosci NADH (Ryc. 3.4.). Reakcje prowadzono przez 3
godziny w 37°C a rozpoczynano, po 30 minutowej stabilizacji, przez dodanie
ATP (1,5 mM stezenie koricowe). Nastepnie co minute rejestrowano pomiary
fluorescencji w czytniku ptytek Tecan Infinite M1000 Pro przy wzbudzeniu falg
o dtugosci 340 nm i detekcjg emisji przy 465 nm na czarnych 96-dotkowych
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ptytkach z przezroczystym dnem (Greiner). Kontrole stanowit sam bufor
reakcyjny, bufor reakcyjny z wymienionymi wyzej dodatkami bez HSP90-beta i
ATP (1,5 mM) oraz bufor reakcyjny z wymienionymi wyzej dodatkami z HSP90-
beta, peptydem Ilub inhibitorem bez ATP. Kalibracje przeprowadzono w
réownolegtych prébkach bez ATP poprzez dodawanie kolejnych porcji 2 nmoli
ADP.

+® ATP

1 Fosfoenolopirogronian > Pirogronian

[ Mleczan

2 Pirogronian

Ryc. 3.4. Reakcje zachodzace podczas pomiaru aktywnosci ATP-azowej HSP90-beta.
PK, kinaza pirogronianowa; LDH, dehydrogenaza mleczanowa

Tabela 3.4. Peptydy z sekwencji SLC6A14 (ATB%*) stosowane do oznaczania
aktywnosci HSP90-beta

Nazwa Numery aminokwasow Sekwencja aminokwasowa
N11 11 -30 KCRQKEKVTASSENFHVGEN
C1 582 - 601 KIVRAEGNILQRIIKCCRPA
C11 592 - 611 QRIIKCCRPASNWGPYLEKH
C36 617 — 636 KDMAEPAKETDHEIPTISGT

3.5.8. Termoforeza mikroskalowa — MST

W celu potwierdzenia bezposredniego oddziatywania peptydu C11 z
biatkiem HSP90-beta przeprowadzono pomiary przy zastosowaniu termoforezy
mikroskalowej (MST, ang. MicroScale Thermoforesis). Jest to szybka i
precyzyjna metoda, ktéra pozwala na ilosciowg ocene interakcji zachodzacych
pomiedzy ligandem (matg czgsteczkg) a badanym biatkiem. Fundamentem
MST sg dwa parametry: zmiana intensywnosci fluorescencji oraz termoforeza
ruchu czasteczek pod wptywem gradientu temperaturowego zaleznego od
witasciwosci molekularnych tych czgsteczek, takich jak wielkosci czy tadunek.
Parametry te ulegajg zmianie w wyniku oddziatywania ligand-czgsteczka,
dlatego technika ta jest uzywana do badania sity tego oddziatywania. Za
gradient temperaturowy odpowiada laser podczerwieni, ktéry oddziatuje na

67



MATERIALY | METODY

kapilary zawierajgce badane probki. Na potrzeby analizy zmiane termoforezy
wyraza sie jako zmiane znormalizowane] fluorescencji (AFnorm), ktéra jest
zdefiniowana jako stosunek Fhot/Fcold (faza gorgca i zimna) (Jerabek-
Willemsen i wsp., 2011).

Pomiaréw dokonano przy uzyciu aparatu Monolith NT.115 (Nanotemper
Technologies), zgodnie z protokotem zapewnionym przez producenta. Do
przygotowania doswiadczenia uzyto rekombinowanego biatka HSP90-beta o
petnej dtugosci, znakowanego metka His (His-Tag). Przed przystgpieniem do
eksperymentu dokonano wymiany buforu reakcyjnego na PBS, poprzez
przepuszczenie biatka HSP przez kolumne A, aby zadne substancje dodatkowe
w nim zawarte nie miaty wptywu na pomiary fluorescencji. Nastepnie
przeprowadzano reakcje znakowania HSP90-beta znacznikiem
fluorescencyjnym His-Tag przy uzyciu zestawu Monolith His-Tag Labeling kit
RED-tris-NTA 2nd Generation (Nanotemper Technologies). Pomiaréw
termoforezy dokonywano przy statym stezeniu znakowanego HSP90-beta (200
nM) i zmiennym stezeniu peptydu (seria rozcienczen o zakresie 626 nM - 20,5
mM). Przygotowane probki, zawierajgce znakowane biatko i peptyd w
odpowiednich stezeniach, umieszczano w kapilarach pokrytych powtoka
Monolith NT.115 Premium (Nanotemper Technologies) i sczytywano sygnat
fluorescencji przy parametrach urzgdzenia ustawionych na 100% mocy diody
LED i 40% mocy MST. Zmiane termoforezy wyrazano jako zmiane
znormalizowanej fluorescencji (Fnorm), warto$¢ te obliczano z wykreséw MST
normalizujgc sygnat po 1,5/2,5/10/15/20 s (faza gorgca - hot region) z
sygnatem przed MST (faza zimna - cold region).

3.5.9. Techniki mikroskopowe

3.5.9.1. Immunocytochemia

Komoérki, w zaleznosci od linii komorkowej, wysiewano w okreslonej
gestosci na plastikowe 12-dotkowe ptytki, zawierajgce szklane szkietka
nakrywkowe pokryte wczesniej poli-D-lizyng (100 pg/ml). Nastepnego dnia
komorki ptukano roztworem PBS oraz utrwalano i uprzepuszczelniano poprzez
20 minutowg inkubacje z zimnym metanolem w temperaturze —20°C. Po tym
czasie komoérki ptukano trzykrotnie po 5 min w PBS i blokowano niespecyficzne
miejsca wigzania przeciwciat poprzez dwugodzinng inkubacje w 5% roztworze
surowicy koziej w PBS w temperaturze pokojowej z delikathnym mieszaniem.
Nastepnie  komoérki  inkubowano z  odpowiednimi  przeciwciatami
pierwszorzedowymi rozpuszczonymi w roztworze do blokowania przez 1 h w
temperaturze pokojowej lub przez noc w temperaturze 4°C (stezenia
stosowanych przeciwciat — Tabela 3.2.) a nadmiar przeciwciat usuwano
poprzez trzykrotne, 10 minutowe, ptukanie w PBS z delikatnym mieszaniem.
Nastepnie komérki poddawano godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej
z przeciwciatami drugorzedowymi, rozpuszczonymi w roztworze do blokowania
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w stosunku 1:500, sprzezonymi z barwnikami fluorescencyjnymi (Alexa 488®,
Alexa 568®, Alexa 647®) a nadmiar przeciwciat usuwano tak jak poprzednio
poprzez trzykrotne ptukanie PBS z delikathym mieszaniem w temperaturze
pokojowej. Tak przygotowane szkietka nakrywkowe umieszczano na
szkietkach podstawowych w kropli odczynnika ProLong™Diamond Antifade
Mountant zawierajgcym DAPI i poddawano analizie mikroskopowe;j.
Specyficznos¢  stosowanych przeciwciat sprawdzano poprzez
rownoczesne przygotowanie szkietek z komodrkami wedlug powyzszej
procedury z pominieciem inkubacji z przeciwciatami pierwszorzedowymi.

3.5.9.2. Test ligacji zblizeniowej (ang. Proximity Ligation
Assay, PLA)

Test ligacji zblizeniowej jest wysoce specyficzng technikg umozliwiajgca
potwierdzenie istnienia bliskiej/bezposredniej interakcji biatko-biatko w
odlegtosci nieprzekraczajgcej 40 nm pomiedzy badanymi biatkami lub wykrycie
modyfikacji potranslacyjnych biatek.

Komorki wysiewano a pozniej kolejno utrwalano, uprzepuszczelniano i
blokowano tak jak opisano w Rozdziale 3.5.9.1. Nastepnie komaorki inkubowano
przez 1 h z odpowiednimi przeciwciatami pierwszorzedowymi rozpuszczonymi
w roztworze do blokowania w temperaturze pokojowej z delikatnym
mieszaniem. Po trzykrotnym przeptukaniu PBS komérki inkubowano przez 1 h
w 37°C, w komorze z duzg wilgotnoscia i delikatnym mieszaniem, z dwiema
réznymi tzw. sondami do PLA (anty-mysig - PLA probe MINUS i anty-kréliczg -
PLA probe PLUS) przygotowanymi poprzez rozpuszczenie w roztworze
blokujgcym w stosunku 1:5. Nastepnie, po dwukrotnym ptukaniu buforem A
(Wash Buffer A) dotgczonym do zestawu przez producenta, przeprowadzano
proces ligacji, poprzez 30 minutowg inkubacje komérek w 37°C w komorze z
duzag wilgotnoscig i delikathym mieszaniem w roztworze zawierajgcym: 5x
stezony bufor ligujacy rozcienczony w wodzie w stosunku 1:5 (Duolink®
Ligation buffer) i ligaze (rozcienczong 1:40). W kolejnym etapie szkietka
ptukano buforem A i poddawano kolejnej inkubacji, tym razem w ciemnosci
przez 100 minut w 37°C w komorze z duzg wilgotnoscig z roztworem do
amplifikacji zawierajgcym: 0,5 pl polimerazy w 40 pl pieciokrotnie
rozcieniczonego w wodzie buforu do amplifikacji (na jedno szkietko). Po
amplifikacji komorki przemywano dwukrotnie przez 10 min 1x stezonym
buforem B (Wash Buffer B) réwniez dotgczonym przez producenta a nastepnie
0,01x stezonym buforem B przez 5 minut w temperaturze pokojowej z
delikatnym mieszaniem. Szkietka nakrywkowe, po ostroznym przeptukaniu w
wodzie destylowanej i osuszeniu, umieszczano na szkietkach podstawowych w
kropli odczynnkika Duolink® In Situ Mounting Medium z DAPI i przechowywano
w ciemnosci w -20°C przed analizg w mikroskopie konfokalnym.
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3.5.9.3. Analiza preparatow w mikroskopie konfokalnym

Analize preparatow przeprowadzono z wykorzystaniem
wysokorozdzielczego mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 800 Airyscan
zaopatrzonego w detektory PMT i lasery diodowe. Do zbierania obrazéw
uzywano dwoch dostepnych obiektywdw immersyjnych: obiektywu o 63
krotnym powiekszeniu do analizy standardowych preparatow
immunocytochemicznych oraz obiektywu o 40 krotnym powiekszeniu dla
preparatow z testu ligacji zblizeniowej (PLA). Fluorescencje barwnikéw
uzywanych do eksperymentéw badano z zastosowaniem nastepujgcych
dtugosci fal swietlnych: wzbudzenie przy 488 nm i emisja przy 495-550 nm dla
Alexa Fluor 488, wzbudzenie przy 561 nm i emisja przy 580-640 nm dla Alexa
Fluor 568 oraz wzbudzenie przy 405 nm i emisja przy 414-471 nm dla DAPI
(barwienie jader komoérkowych). Analize szkietek z PLA przeprowadzono przy
uzyciu odczynnikow Duolink™ In Situ Detection Reagents Orange z
nastepujgcymi parametrami: wzbudzeniem przy 400 nm i emisjg przy 405-490
nm dla DAPI oraz wzbudzeniem przy 561 nm i emisjg przy 568-712 nm dla
Reagents Orange oraz zgodnie z zaleceniem producenta z zastosowaniem
filtra Cyanine 3 (Sigma).

Zbieranie obrazéw przeprowadzono stosujgc to samo powiekszenie i
moc lasera dla danego zestawu eksperymentalnego. Skrawki optyczne rowniez
rejestrowano jednakowo dla konkretnego doswiadczenia: dla ICC co 0,3 ym a
dlaPLA co 0,2 pm.

W celu wykonania analizy ilosciowej z PLA, sczytywano co najmniej 25
réznych pol widzenia. Dalszg obrobke danych prowadzono z uzyciem programu
ImageJ/Fijid. Wartosci intensywnosci fluorescencji czerwonego barwnika w
PLA dzielono przez liczbe jader komérkowych na konkretnym obszarze
uzyskujgc tym samym warto$¢ sygnatu PLA przypadajgcg na pojedyncza
komorke. Analize statystyczna prowadzono jak opisano w Rozdziale 3.5.12.

3.5.10. Badanie transportu radioaktywnej leucyny

Transport badano w komdrkach traktowanych DMSO lub radicicolem,
tak jak opisano w Rozdziale 3.5.1. Komoérki ptukano ogrzanymi do temp. 37°C
roztworem PBS+ lub, w doswiadczeniach prowadzonych w nieobecnosci chloru
roztworem glukonianéw (sktad — Tabela 3.1.). Nastepnie komérki pokrywano 3
ml PBS+ badz roztworem glukonianéw z dodang, bezposrednio przed
podaniem do komérek, 90 nM radioaktywng leucyng (5,7 Ci/mmol) (L-[3,4,5-
3H(N)]-Leucyna, PerkinElmer) i inkubowano przez 5 minut w 37°C. Po tym
czasie roztwor radioaktywnej leucyny usuwano a komoérki ptukano 3 krotnie
zimnym roztworem PBS+ lub glukoniandw i zbierano réwniez w tych samych
zimnych roztworach. W kolejnym etapie komérki wirowano przez 3 min przy
1000 x g w 4°C a powstaty osad rozpuszczano w 1 ml 0,1% NaOH, 2% Na>COs,
1% SDS) i inkubowano przez noc w 37°C (Ryc. 3.5.).
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Nastepnego dnia dokonywano pomiaru stezenia biatka metodg opisang
w Rozdziale 3.5.3.2. i przygotowywano prébki zawierajgce 800 pl lizatu
zmieszane z 3,1 ml koktajlu scyntylacyjnego (Ultima Gold, Packard). Pomiaru
radioaktywnosci dokonywano w liczniku scyntylacyjnym (Beckman LS6500
Multi-Purpose Scintillation Counter).

llos¢ zgromadzonej w komodrkach radioaktywnej leucyny obliczano na
podstawie otrzymanych pomiaréw radioaktywnosci: roztworu wyjsciowego
leucyny oraz lizatéw komérek w przeliczeniu na 1 mg biatka.
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Ryc. 3.5. Schemat transportu radioaktywnej leucyny w komérkach nowotworowych.

3.5.11. Badanie przezywalnosci komérek -  analiza
cytotoksycznosci z uzyciem zestawu CellTox™ Green

Cytotoksyczny efekt testowanych zwigzkéw zostat zbadany przy
pomocy kitu CellTox™ Green cytotoxicity assay (Promega), zawierajgcego
barwnik wigzacy sie do DNA komorek z uszkodzona btona komorkowg -
CellTox™ Green. Procedure przeprowadzano wedtug protokotu Endpoint
Method dostarczonego przez producenta. W skrocie, na 96-dotkowe sterylne
czarne ptytki z przezroczystym dnem, wysiewano 5000 komérek na dotek i po
uptywie 24h wymieniano im pozywke na 100 pl swiezej z dodanymi zwigzkami
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(wskazanymi w legendzie ryciny) na kolejne 24h. Po tym czasie, do obecnej w
dotkach pozywki, dodawano 100 pl barwnika CellTox™ Green, rozciennczonego
w dotgczonym przez producenta buforze (Assay Buffer) w stosunku 1:500.
Ptytke wytrzgsano 1 min i inkubowano 15 min w temperaturze pokojowe;j,
nastepnie mierzono fluorescencje przy wzbudzeniu falg o dtugosci 485 nm i
detekcje emisiji przy 520 nm w czytniku ptytek Tecan Infinite M1000 Pro.

Cytotoksycznos¢ obliczano z réznicy sredniej wartosci fluorescencji
populacji zywych komorek i sredniej wartosci fluorescencji populacji martwych
komorek podzielonej przez odchylenie standardowe kontroli nie zawierajgcej
komorek, wedtug protokotu producenta.

3.5.12. Analiza statystyczna

W doswiadczeniach, w ktérych mozliwe byto wykonanie analizy
iloSciowej obliczano $rednig arytmetyczng wraz z uwzglednieniem odchylenia
standardowego z co najmniej trzech niezaleznych powtérzen danego
eksperymentu. Analize przeprowadzano w programie GraphPad Prism6,
stosujgc jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA z poprawka Tuckey'a,
umozliwiajgcg wielokrotne poréwnania. W przypadku dwodch uktadéw
doswiadczalnych stosowano niesparowany t-test z poprawkag Welcha. Prég
istotnosci statystycznej przyjeto na poziomie p<0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Oddzialywanie SLC6A14 z biatkami szoku cieplnego (HSP)

Jak podano w Rozdziale 1.3.1., SLC6A14 jest wbudowany do btony
siateczki srodplazmatycznej kotranslacyjnie, a stopien jego uglikozylowania i
pofatdowania jest kontrolowany przez lektyny - chaperony funkcjonujgce w
Swietle siateczki: kalneksyne i kalretynine. W minionych latach zaczeto
pojawia¢ sie coraz wiecej danych potwierdzajgcych, iz kontrola procesu
faldowania biatek transbtonowych moze zachodzi¢ réwniez po
cytoplazmatycznej stronie siateczki $rédplazmatycznej. Wykazano, ze
cytozolowe C - konce dwoch biatek transbtonowych, czyli receptora
adenozynowego - A(2A) (Keuerleber i wsp., 2011) oraz innego cztonka rodziny
SLC6, transportera serotoniny (SERT, z ang. serotonin transporter) (El-Kasaby i
wsp., 2014) oddziatujg z cytozolowymi biatkami szoku cieplnego przed
zwigzaniem coatomeru Il (COPII) i opuszczeniem siateczki sréodplazmatyczne;j.
Jak podano we Wstepie (Rozdziat 1.3.1.) analiza potencjalnych partneréw
biatkowych SLC6A14 przeprowadzona w naszym laboratorium wykryta m.in.
biatka opiekuncze. Chociaz stanowity one tylko 4,7% biatek oddziatujgcych z
SLC6A14, wsréd nich znajdowaty sie biatka nalezgce do rodzin HSP90 i HSP70,
a konkretnie HSP90-beta i HSP70 kodowane przez gen HSPA14 (Tabela 1.3.).

W zwigzku z wymienionymi wyzej danymi postanowilismy zweryfikowaé
mozliwos¢ bezposredniego oddziatywania SLC6A14 z tymi biatkami.
PrzeprowadziliSmy analize metodg immunoprecypitacji. Doswiadczenia
wykonano na komérkach HEK293 stabilnie transfekowanych wektorami:
p3XFLAG-CMV14/B%* (B%*) lub p3xFLAG-CMV14 (CMV) - kontrola. Otrzymane
ekstrakty biatkowe poddawano metodzie immunoprecypitacji (Rozdziat 3.5.5.)
z zastosowaniem ztoza EZview™ Red ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel a nastepnie
analizie western blot z wykorzystaniem przeciwciat anty-HSP90-beta lub anty-
HSPA14 oraz przeciwciatem anty-FLAG stanowigcym kontrole transfekcji. Jak
pokazano na Rycinie 4.1., oba biatka, zaréwno HSP90-beta jak i HSPA14
koprecypitujg z SLC6A14.
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Ryc. 4.1. Wykrycie mozliwych interakcji pomiedzy SLC6A14 a HSP90-beta lub HSPA14.
Komérki HEK293 poddano stabilnej transfekcji wektorami p3xFLAG-CMV14 (CMV) lub
p3xFLAG-CMV14/B%* (B%*), jak opisano w Rozdziale 3.5.2.1., a po lizie ekstrakty poddano
immunoprecypitacji z uzyciem EZview ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel. Ekstrakty zawierajgce
800 lub 600 pg biatka wykorzystano do immunoprecypitacji (IP) w celu wykrycia
odpowiednio HSP90-beta (A) lub HSPA14 (B). Catkowite ekstrakty (5 ug w A i 20 ug w B)
analizowano metodg western blot (WB). Skuteczno$¢ immunoprecypitacji zweryfikowano
za pomocg przeciwciata anty-FLAG. GAPDH analizowano jako kontrole ilosci biatka
natozonego na zel. Przedstawiono reprezentatywne bloty z 3 niezaleznych
eksperymentéw.

4.2. Kontrola procesu fatdowania SLC6A14 w siateczce
srodplazmatycznej przez HSP90-beta i HSPA14

Po wykryciu oddziatywania biatka SLC6A14 z HSP90-beta i HSPA14
postanowiono wykona¢ znakowanie immunofluorescencyjne (Rozdziat
3.5.9.1.), w celu sprawdzenia mozliwosci kolokalizacji tych biatek. Znakowanie
przeprowadzono na komoérkach HEK293 transfekowanych stabilnie lub
przejSciowo wektorem p3xFLAG-CMV14/B%* lub p3xFLAG-CMV14 (kontrola
transfekcji). Wykazato ono, ze oba biatka kolokalizujg z SLC6A14 a najwiekszy
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sygnat obserwowano w poblizu jadra komérkowego (biate strzatki na Ryc. 4.2.).
Dodatkowo, kolokalizacja ta byta silniejsza, gdy analize przeprowadzano 24 h
po transfekcji. Zaobserwowano, ze po przejsciowej transfekcji, wiekszos¢
transportera znajduje sie na terenie cytoplazmy, podczas, gdy w stabilnie
transfekowanych komoérkach sygnat pochodzgcy od przeciwciata anty-FLAG
(przeciwciato wykrywajgce ATB%*) jest widoczny gtéwnie w btonie
plazmatycznej (Ryc. 4.2.). Z wczesniejszych analiz, wykonanych w naszym
zespole (Kovalchuk i wsp., 2019), w ktérych przeprowadzono doswiadczenia z
markerami: siateczki sréodplazmatycznej (kalneksyng) oraz czesci trans aparatu
Golgi'ego (TGN38), wynika, ze 24 h po transfekcji biatko SLC6A14 znajduje sie
gtéwnie w siateczce. Dzieki tej obserwacji mozemy stwierdzié¢, ze do interakcji
SLC6A14 zarowno z HSP90-beta, jak i HSPA14 dochodzi podczas fatdowania
transportera w siateczce srodplazmatyczne;.
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Ryc. 4.2. Znakowanie immunofluorescencyjne SLC6A14 oraz bialek HSP pokazujace ich
lokalizacje w komérkach HEK293. Komorki transfekowano wektorami p3xFLAG-CMV14
lub p3xFLAG-CMV14/B% (Rozdziat 3.5.2.) a nastepnie analizowano lokalizacje wyzej
wymienionych biatek w stabilnie transfekowanych komérkach lub 24 h po transfekc;ji
(transfekcja przejsciowa). W tym celu komérki utrwalono, uprzepuszczelniono oraz
wybarwiono przeciwciatami pierwszorzedowymi anty-FLAG (SLC6A14), anty-HSP90-beta
oraz anty-HSPA14, a nastepnie przeciwciatami drugorzedowymi skierowanymi przeciwko
mysiemu 1gG wyznakowanymi Alexa568 (SLC6A14) oraz przeciwko kréliczemu IgG i
wyznakowanymi Alexa488 (HSP). Dodatkowo wybarwiono jadra komérkowe przy pomocy
DAPI. Analize przeprowadzono przy pomocy mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM800
Airyscan i obiektywu o powiekszeniu 63x. Przedstawiono reprezentatywne zdjecia wybrane
Zz jednego z trzech niezaleznych powtérzen eksperymentu. Biate strzatki wskazuja
odpowiednio na miejsca kolokalizacji SLC6A14/HSP90-beta i SLC6A14/HSPA14. Skala 20
pm.
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Powszechnie wiadomo, ze w badaniach kolokalizacji mozna okresli¢
wspotwystepowanie dwoéch lub wiecej biatek na tym samym obszarze w
komorce, ale analiza ta, podobnie jak immunoprecypitacja nie dowodzi
istnienia bezposredniej interakcji miedzy nimi. Dlatego, aby sprawdzi¢ czy
miedzy badanymi przez nas biatkami dochodzi do bezposredniej interakcji
zastosowali$my test ligacji zblizeniowej - PLA (Rozdziat 3.5.9.2.), poniewaz
pozwala on na wykrycie dwéch biatek zlokalizowanych nie dalej niz 40 nm od
siebie. Jak pokazuje Ryc. 4.3., detekcja sygnatu byta mozliwa tylko po
zastosowaniu dwoéch przeciwciat pierwszorzedowych, tj. FLAG i HSP90-beta
lub FLAG i HSPA14, nie obserwowano natomiast sygnatu, gdy pominieto ten
krok (kontrola negatywna) oraz po transfekcji komérek wektorem p3xFLAG-
CMV14 bez wstawki, poniewaz wtedy SLC6A14 nie ulegat nadekspresji w
komorkach. Postanowilismy sprawdzi¢ réwniez, czy zahamowanie obu
badanych biatek HSP bedzie mie¢ wptyw na wykrytg interakcje. W tym celu
zastosowalismy dwa inhibitory: radicicol, o ktérym wiadomo, ze hamuje HSP90
(Schulte i wsp., 1998) oraz VER155008 hamujgcy HSPA14 (Massey i wsp.,
2010). Oba zwigzki dodawano w stezeniach odpowiednich do zahamowania
HSP90 (Falsone i wsp., 2005) i HSPA14 (Minoia i wsp., 2014) w komdrkach
HEK293 (wskazanych w legendzie Ryciny 4.3.). Wykazano, ze traktowanie
komorek, z nadekspresjg SLC6A14, racicicolem silnie zmniejszyto liczbe
czerwonych kropek, ktore swiadczg o interakcji transportera z HSP90-beta
(Ryc. 4.3A) a traktowanie drugim inhibitorem, VER155008 zmniejszyto sygnat
wskazujgcy na interakcje z HSPA14 (Ryc.4.3B). Obserwacje te wskazujg, ze do
bezposredniej interakcji transportera z biatkami HSP dochodzi, gdy sg one w
stanie aktywnym i posiadajg wolne miejsca wigzania ATP. Dodatkowo, na Ryc.
4.3C pokazano, ze inhibitory nie wptywajg na test sam w sobie, poniewaz
obserwowalismy interakcje SLC6A14/HSP90-beta po dodaniu VER155008 oraz
interakcje SLC6A14/HSPA14 w obecnosci radicicolu.
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Ryc. 4.3. Test ligacji zblizeniowej (PLA) — wykrywanie interakcji pomiedzy SLC6A14 i
biatkami HSP. Komérki poddawano transfekcji przej$ciowej wektorem p3xFLAG-CMV14
lub p3xFLAG-CMV14/B%* na 24 h tak jak opisano w Rozdziale 3.5.2.2.,, w tym samym
czasie do komérek dodawano réwniez inhibitory HSP lub DMSO (kontrola). Radicicol (20
puM) zastosowano do zahamowania HSP90-beta (A) a VER155008 (50 pM) do
zahamowania aktywnosci HSPA14 (B). Dodatkowo wykonano eksperymenty kontrolne
pokazujace, ze dodanie VER155008 nie wptywa na interakcje SLC6A14/HSP90-beta a
radicicolu na interakcje SLC6A14/HSPA14 (C). Po transfekc;ji i traktowaniu odpowiednim
inhibitorem komérki poddawano procedurze PLA (Rozdziat 3.5.9.2.). Reprezentatywne
obrazy z mikroskopu konfokalnego pokazujg miejsca oddziatywania transportera
odpowiednio z HSP90-beta lub HSPA14 widoczne jako czerwone kropki — sygnat PLA.
Jadra komérkowe wyznakowano przy pomocy DAPI. Kontrole negatywng, dla sygnatu PLA,
stanowity komérki HEK293 wyznakowane z pominieciem przeciwciat pierwszorzedowych.
Skala 20 ym, n=3.
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4.3. Wplyw inhibitorow biatek HSP na ilo§¢é ATB%*/SLC6A14 w btonie
komoérkowej linii HEK293

W celu sprawdzenia czy zahamowanie interakcji SLC6A14 z biatkami
HSP po podaniu inhibitoréw, w transfekowanych komoérkach HEK293, wigzato
sie rowniez ze zmiang ilosci transportera w btonie komorkowej,
przeprowadzono biotynylacje biatek powierzchniowych komorek.
Eksperymenty wykonano z uzyciem nieprzechodzgcego przez btone
komdrkowa odczynnika biotynylujgcego (Rozdziat 3.5.6.).

Nadekspresja SLC6A14 z metkg FLAG skutkuje pojawieniem sie kilku
pasm, ktérych nie wykryto w komérkach HEK293 transfekowanych plazmidem
CMV bez wstawki (Ryc. 4.4A). Jak wykazano wczesniej (Kovalchuk i wsp.,
2019), pasma te reprezentujg transporter w réznych stanach glikozylacji oraz
nieglikozylowane biatko. W petni uglikozylowane pasmo migrujgce w okolicach
100 000 Mr mozna wykry¢ na powierzchni komorki jako biatko biotynylowane.
Po traktowaniu radicicolem poziom transportera na powierzchni komorki
(frakcja biotynylowana) zmniejszyt sie o 85+4%, co wynikato ze spadku
catkowitej ilosci SLC6A14 w komoérce (Ryc. 4.4B). Analogiczng serie
eksperymentdéw przeprowadzono z zastosowaniem VER155008. Podobnie jak
w przypadku radicicolu, zaobserwowano silny (88+7%) spadek catkowitej ilosci
transportera biotynylowanego (Ryc. 4.5.).
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Ryc. 4.4. Wptyw inhibitora HSP90-beta na ilo$¢ biatka SLC6A14 w btonie komérkowej. (A)
Komoérki HEK293 transfekowano plazmidem p3xFLAG-CMV14 (CMV) lub p3xFLAG-
CMV14/B%* (B%*). Nastepnie po 24 godzinach przeprowadzono biotynylacje biatek
powierzchniowych, zgodnie z metoda opisang w Rozdziale 3.5.6. SLC6A14 wykrywano
metodg immunoblotingu (Rozdziat 3.5.4.2.) przy pomocy przeciwciata anty-FLAG. Frakcja
biotynylowana oznacza frakcje SLC6A14 bedaca w btonie komérkowej a frakcja lizatow
oznacza catkowitg ilo$¢ transportera w lizacie komérkowym. (B) Komorki HEK293
transfekowane plazmidem ze wstawky p3xFLAG-CMV14/B%* traktowano, tam gdzie
zaznaczono, DMSO (kontrola) lub 20 puM radicicolem przez 24 h, a obecno$¢ SLC6A14
wykrywano przeciwciatem anty-FLAG zaréwno w lizacie, jak i frakcji biotynylowane;.
Przedstawiono reprezentatywne bloty z 3 niezaleznych eksperymentéw. GAPDH stanowi
kontrole czystosci frakcji biotynylowane;.
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Ryc. 4.5. Wplyw inhibitora HSPA14 na ilos¢ biatka SLC6A14 w blonie komdrkowej.
Komorki HEK293 transfekowane wektorem ze wstawkg p3xFLAG-CMV14/B%* poddawano
dziataniu DMSO lub 50 yM VER155008. Po 24 godzinach przeprowadzano biotynylacje
biatek powierzchniowych, tak jak opisano w Rozdziale 3.5.6., a lizaty i frakcje
biotynylowang, eluowang ze ztoza agarozowego sprzezonego z awidyng, poddano analizie
western blot (Rozdziat 3.5.4.2) z przeciwciatem anty-FLAG. Przedstawiono
reprezentatywne bloty z 3 niezaleznych eksperymentéw. GAPDH stanowi kontrole
czystosci frakcji biotynylowane;j.

4.4. Analiza poziomu biatka ATB?*/SLC6A14 po zastosowaniu
inhibitora proteasomu - bortezomibu

Nowo syntetyzowane biatka podlegajg scistej kontroli jakosci, w celu
eliminacji niesfatdowanych lub Zle sfatdowanych biatek. Aby uchroni¢ komaérki
przed akumulacjg toksycznych agregatow biatkowych niektdre nieprawidtowo
sfatdowane czgsteczki stajg sie substratami dla degradacji biatek zwigzanej z
siateczkg $réplazmatyczng (Oakes i Papa, 2015). Na podstawie naszych
wczesniejszych wynikow, chcieliSmy zweryfikowaé, czy opisane w Rozdziale
4.3., zmniejszenie ilosci SLC6A14 po traktowaniu inhibitorami HSP moze by¢
efektem skierowania transportera na szlak degradacji po zahamowaniu
procesu fatdowania biatka. W zwigzku z tym przeprowadzono doswiadczenia,
gdzie komoérki HEK293 po nadekspresji, traktowano radicicolem Ilub
VER155008 wraz z rosngcymi stezeniami inhibitora proteasomu — bortezomibu
(PS-341) (Adams i wsp., 1999). Poziom ATB%* analizowano metodg western
blot (Rozdziat 3.5.4.2.), 24 h po transfekcji, w komérkach transfekowanych
przejSciowo (Rozdziat 3.5.2.2.). Jak pokazano na Rycinie 4.6A, pasmo
SLC6A14 migrujgce z najnizszg ruchliwoscia elektroforetyczng prawie zanikto
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w obecnosci radicicolu, a jego poziom wzrastat wraz ze wzrostem stezenia
bortezomibu, chociaz nie osiggat tego samego poziomu co pasmo w
warunkach kontrolnych. Analogicznie, w przypadku inhibitora VER155008,
zahamowanie proteolizy proteasomalnej podobnie jak poprzednio skutkowato
zwiekszong iloscig sygnatu FLAG, wykrywanego gtéwnie jako nieglikozylowane
biatko i rdzeniowa forma glikozylowana (Ryc. 4.6B).
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Ryc. 4.6. Wptyw inhibitora proteasomu — bortezomibu na poziom ATB%*/SLC6A14. (A)
Komorki HEK293 transfekowane plazmidem ze wstawka p3xFLAG-CMV14/B%*
traktowano, tam gdzie zaznaczono: DMSO (kontrola), 20 pM radicicolem lub 20 pM
radicicolem i jednoczesnie wskazanym stezeniem bortezomibu przez 24 h. llos¢ SLC6A14
analizowano metodg immunoblotingu (Rozdziat 3.5.4.2.) z przeciwciatem anty-FLAG. (B)
Komérki HEK293 transfekowano p3xFLAG-CMV14/B%* i traktowano DMSO, 50 pm
VER155008, albo, tam gdzie zaznaczono, 50 pM VER155008 i wskazanym stezeniem
bortezomibu przez 24 h, a SLC6A14 wykrywano przeciwciatem anty-FLAG. Przedstawiono
reprezentatywne bloty z 3 niezaleznych eksperymentéw. GAPDH stanowi kontrole ilosci
biatka natozonego na zel.
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4.5. Oddziatywanie C - kornca biatka SLC6A14 z HSP90-beta

Chcac sprawdzic¢, czy interakcja pomiedzy HSP90-beta i SLC6A14 moze
modyfikowac¢ aktywnosc¢ biatka szoku cieplnego przeprowadzono test in vitro,
mierzgcy aktywnosé ATPazy rekombinowanego i oczyszczonego HSP90-beta
zgodnie z metodg z Rozdziatu 3.5.7. Test ten taczy ilos¢ utworzonego ADP z
utlenianiem NADH. Jak pokazano na Ryc. 4.7A, wykrywanie NADH jest liniowe
do stezenia 400 pM. Zastosowanie miareczkowania ADP (Ryc. 4.6B) pozwolito
na wyrazenie zmiany intensywnosci fluorescencji w wartosciach
bezwzglednych. Aby ustali¢, ktéra czes¢ biatka SLC6A14 moze byc¢
odpowiedzialna za interakcje z HSP90-beta, uzyliSmy peptydéw
odpowiadajgcych fragmentom sekwencji aminokwasowej z N- lub C-konica
transportera (Tabela 3.4.). Ryc. 4.8. (lewy goérny panel) pokazuje, ze aktywnos$é
ATPazy HSP90-beta jest liniowa, nie ulega zmianie po dodaniu DMSO (kontrola
dla radicicolu) i jest hamowana przez radicicol. Wszystkie badane peptydy nie
zmieniaty pomiaréw fluorescencji, gdy nie dodawano ATP. Peptydy N11 i C36
nie miaty wptywu na aktywno$¢ ATPazy, podczas gdy dwa inne peptydy (C1 i
C11), odpowiadajgce fragmentom SLC6A14 zlokalizowanym blizej 12 domeny
transbtonowej, wptywaty na te aktywnos¢, cho¢ w przeciwny sposob. Dodanie
peptydu C1 hamowato aktywnos¢ ATPazowg biatka HSP90-beta a C11 te
aktywnos$¢ zwiekszato. Jak pokazano na Ryc. 4.8., (panel ,,szybkos$¢ reakgc;ji”) i
49A, peptyd C1 hamuje reakcje o 40%, podczas gdy peptyd C11 aktywuje
szybkos¢ reakcji HSP90-beta o 50%. Szybkos¢ reakcji analizowano za pomocg
regres;ji liniowe;j.
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Ryc. 4.7. Miareczkowanie NADH i ADP do testu aktywnosci ATPazy. Fluorescencje
mierzono w czytniku ptytek Tecan Infinite M1000 Pro, na czarnych 96-dotkowych ptytkach
z przezroczystym dnem. Stosowano dtugo$é fali 340 nm do wzbudzenia oraz 465 nm do
detekcji emisji. Objetos¢ reakcji wynosita 100 pl. (A) Pomiary fluorescencji przy
wskazanych stezeniach NADH w buforze testowym: 20 mM KCI, 6 mM MgClz, 100 mM
Tris, pH 7,6 (Bufor) lub w tym samym buforze uzupetnionym 24 mM
fosfoenolopirogronianem, 24,5+42,0 U/ml kinaza pirogronianowg, 45 U/ml dehydrogenaza
mleczanowg (Wszystko + ATP). (B) Pomiary fluorescencji po dodaniu 2 nmol porcji ADP
do buforu zawierajgcego wszystkie sktadniki jak w (A) i 196 pM NADH.

85



Fluorescencja 340/465 nm Fluorescencja 340/465 nm

Fluorescencja 340/465 nm

1000

500

1000

500+

HSP + Radicicol

‘ —— Wszystko + HSP bez ATP

Wszystko bez ATP
-“""‘---...‘%. T

Wszystko + ATP
~#- HSP + DMSO

—— HSP + Radicicol

- Bufor
0 30 60 20 120
Czas (min)
C1
ATP
4 ‘ —— Wszystko + HSP + C1 bez ATP

v

e Wszystko + ATP

500
0 T T T T
0 30 60 90 120
Czas (min)
C36
ATP
1000+ l —— Wszystko + HSP + C36 bez ATP

Wszystko + ATP

0 30 60 90 120
Czas (min)

86

Fluorescencja 340/465 nm

Fluorescencja 340/465 nm

Fluorescencja 340/465 nm

N11

WYNIKI

1000+ * —— Wszystko + HSP + N1

Wszystko + ATP

1 bez ATP

0 y T T
0 30 60 90

Czas (min)

c11

120

AT|

-
1=
o
(=]
&

500

— Wszystko + HSP + C11 bez ATP

Wszystko + ATP

0 T . T T
0 30 60 a0 120
Czas (min)
Szybkos¢ reakcji
12004 -8 HSP
- N1i1
8001
—— HSP + Radicicol
4004 ¢
o0
- C36
30 60 90

Czas (min) po dodaniu ATP



WYNIKI

Ryc. 4.8. Aktywnosé ATPazy HSP90-beta mierzona w obecnosci peptydéw wybranych z
sekwencji aminokwasowej SLC6A14. Aktywnos¢ rekombinowanego oczyszczonego
HSP90-beta (2 pg na test) mierzono w tescie reakcji enzymatycznych potaczonych z
utlenianiem NADH, a nastepnie pomiarami fluorescenciji, jak opisano w Rozdziale 3.5.7.
Bufor reakcyjny uzupetniono fosfoenolopirogronianem, kinazg pirogronianows,
dehydrogenazg mleczanowg i 196 uM NADH (wszystko), a reakcje rozpoczynano przez
dodanie ATP. Reakcje $ledzono w warunkach kontrolnych (HSP), po dodaniu 548 puM
radicicolu lub peptydéw (1 mg kazdy) wymienionych w Tabeli 3.4. Panel "Szybkos$¢ reakcji"
przedstawia wyniki regresji liniowej szybkosci reakcji. Wszystkie panele przedstawiajg
wyniki reprezentatywnego eksperymentu z 5 niezaleznych pomiaréw aktywnosci HSP90-
beta.

Aby sprawdzié, czy peptyd C11 moze wigzac sie bezposrednio z HSP90-
beta, zastosowaliSmy termoforeze mikroskalowg - MST (Rozdziat 3.5.8.)
(Wienken i wsp., 2010). Chociaz rozpuszczalno$¢ peptydu nie pozwolita na
osiggniecie wyzszych stezen, to obserwowany spadek fluorescencji (Ryc. 4.9B)
dla najwyzszych zastosowanych stezen peptydu wskazuje na bezposrednie
wigzanie C11 do HSP90-beta ze statg dysocjacji wigzania (Kp) w zakresie 7 - 12
mM, co jest wartoscig najprawdopodobniej zawyzong ze wzgledu na brak ko-
czaperonow.
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Ryc. 4.9. Wplyw peptydow wybranych z N — i C — korica SLC6A14 na aktywnos¢ ATPazy
HSP90-beta. (A) Zmierzono aktywnosé HSP90-beta, jak pokazano na Ryc. 4.8.
w nieobecnosci lub obecnosci wskazanych peptydéw. Stupki przedstawiajg srednie
szybkosci reakcji ATPazy + SD (n=5), wyrazone jako procent odpowiedniej kontroli, rowne
22,9 £ 0,9 nmol ADP/mg biatka/min. * - gwiazdki wskazujg znaczgcg zmiane w stosunku
do aktywnosci kontrolnej. Przyjeto prog istotnosci statystycznej na poziomie p<0,05.
(B) Termoforeza mikroskalowa - pomiar interakcji pomiedzy HSP90-beta znakowanym
fluorescencyjnie a roznymi  stezeniami  peptydu C11. Serie rozcienczen
niefluorescencyjnego ligandu powodujg stopniowg zmiane termoforezy, ktéra zostata
wyrazona jako %Fnorm w celu uzyskania krzywej niezbednej do wyliczenia statej dysocjacji
wigzania (Kp). Wykres przedstawia wyniki jednego z 3 niezaleznych pomiaréw z
wartosciami po 10s (faza gorgca — hot region).

88



WYNIKI

4.6. 0Oddzalywanie natywnej formy transportera ATB%*/SLC6A14 z
biatkami HSP

Wczesniejsze obserwacje wykazaty, ze biatko ATB%*/SLC6A14 jest
obecne w linii komérkowej nabtonkowego gruczolakoraka MCF7 a wiekszosc¢
tego transportera znajduje sie wewnatrz komoérki (Kovalchuk i wsp., 2019). W
zwigzku z tym, ze zaréwno identyfikacja biatek zwigzanych z SLC6A14, jak i
dalsze badania nad interakcjg transportera z HSP90-beta i HSPA14 zostaly
przeprowadzone w systemie nadekspresji, postanowilismy sprawdzi¢, czy
bedziemy w stanie wykry¢ wymienione wyzej oddziatywania w przypadku
endogennego transportera. W  tym celu wykonano analize
immunofluorescencyjng, podczas ktérej komoérki utrwalono zimnym
metanolem i poddano dalszym procedurom, zgodnie z opisem z Rozdziatu
3.5.9.1. Do wykrywania ATB%* uzyto przeciwciat pochodzgcych z organizmu
krolika a do wybarwienia biatek HSP przeciwciat mysich. Wyniki przedstawione
na Ryc. 4.10., wskazujg na kolokalizacje (zétte punkty) SLC6A14 zaréwno z
HSP90-beta, jak i HSPA14.

SLC6A14 HSP90-beta Ztozenie

SLC6A14 HSPA14 Ztozenie

Ryc. 4.10. Analiza lokalizacji SLC6A14 i HSP w komorkach MCF7. Komoérki poddano
analizie metodg immunofluorescencji, jak opisano w Rozdziale 3.5.9.1. Do wykrywania
biatek HSP uzyto przeciwciat anty-HSP90-beta i anty-HSPA14 oraz Alexa Fluor® 488
(zielony). Do wykrycia SLC6A14 uzyto przeciwciat anty-SLC6A14 oraz Alexa Fluor® 568
(czerwony). Przedstawiono reprezentatywne zdjecia z trzech niezaleznych hodowli
komérkowych. Skala 20 um. Powigkszenie zaznaczonych paneli przedstawiono po prawej.
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Nastepnie, aby zweryfikowaé, czy zahamowanie obu HSP moze wptywac
na SLC6A14 podobnie jak w przypadku eksperymentéow przeprowadzonych w
systemie nadekspresji, wykorzystano technike western blot (Rozdziat 3.5.4.2.)
z zastosowaniem inhibitorow w stezeniach wskazanych w legendzie Ryciny
411. Jak pokazano na Rycinie 4.11., traktowanie MCF7 odpowiednio
radicicolem lub VER155008 zmniejszyto ilos¢ w petni uglikozylowanego
transportera oraz catkowity poziom SLC6A14 w komorce.

SLC6A14

35—

25 s—

Ryc. 4.11. Wptyw inhibitorow HSP na SLC6A14 w komadrkach linii MCF7. Komérki MCF7
traktowano, tam gdzie wskazano, przez 24 h odpowiednio radicicolem (20 pM) lub
VER155008 (50 pM). Ekstrakty biatkowe pozyskane zgodnie z procedurg opisana w
Rozdziale 3.5.3., poddano analizie western blot (Rozdziat 3.5.4.2.). Przedstawiono
reprezentatywny blot wybrany z jednego z trzech niezaleznych eksperymentéw. GAPDH
zastosowano jako kontrole nanoszenia probek na zel.

4.7. Ekspresja ATB%*/SLC6A14 oraz HSP90-beta w prawidtowych
komoérkach nabtonkowych i komérkach linii raka piersi

Wiadomo, ze SLC6A14 ulega ekspresji na wysokim poziomie w
komodrkach raka piersi, w ktérych obecny jest receptor estrogenowy (ER-a*)
(Karunakaran i wsp., 2011). Wysoka ekspresje HSP90 takze zaobserwowano w
réznych typach nowotwordéw, w ktérych ma ono duzy wptyw na proliferacje i
zywotnos¢ komoérek, dzieki zapobieganiu agregacji niesfatdowanych Ilub
nieprawidtowo sfatdowanych biatek (Lianos i wsp., 2015; Murphy, 2013). W
zwigzku z tym wybrane przez nas linie komérek nabtonkowych z ludzkiego
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gruczotu sutkowego i linie komoérek raka piersi poddano analizie western blot
pod katem obecnosci receptora estrogenowego, jak réwniez HSP90-beta i
SLC6A14. Wyniki przedstawione na Ryc. 4.12., pokazujg, ze ER-a mozna wykry¢
w liniach MCF7, T-47D i BT-474. Biatko HSP90-beta wykryto we wszystkich
stosowanych liniach komérkowych, a jego poziom jest znacznie wyzszy w
liniach komoérek nowotworowych z wyjatkiem linii SKBR3. SLC6A14 mozna
wykry¢ jako kilka pasm: nieglikozylowane, glikozylowane rdzeniowo i pasmo o
wysokiej masie czgsteczkowej. To wysokoczgsteczkowe pasmo jest widoczne
w kontrolnych liniach nabtonkowych, a takze w komérkach ER-a*. Jego poziom
jest znacznie wyzszy w komoérkach BT-474, osiggajgc 3,1 + 0,2-krotny wzrost
(n=3) w poréwnaniu z linig MCF-12A.
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Ryc. 4.12. Analiza western blot wybranych biatek w liniach komoérek nabtonkowych oraz
komoérek raka piersi. ER - receptor estrogenowy a; HSP90B - biatko szoku cieplnego 90 -
beta; SLC6A14 - transporter aminokwasowy; 25 ug biatka na Sciezke; B-aktyna stanowi
kontrole nanoszenia prébek na zel. Przedstawiono reprezentatywne bloty wybrane z
jednego trzech niezaleznych eksperymentéw. Dla integracji HSP90-beta (n=4)
przeprowadzono analize statystyczng z uzyciem programu GraphPad Prism za pomoca
niesparowanego testu t z poprawkg Welsha. Przyjeto prég istotnosci statystycznej na
poziomie p<0,05. * - gwiazdki wskazujg znaczacg zmiane w poréwnaniu z kontrolg.

4.8. Bezposrednia interakcja pomiedzy HSP90-beta a SLC6A14 in
vivo

Zwiekszong ekspresje HSP90-beta wykryto m.in. w ztosliwych
nowotworach piersi i wykazano, ze koreluje ona z wystepowaniem przerzutow i
gorszg prognozg dla pacjentéw (Osada i wsp., 2017). Z uwagi na ten fakt oraz
biorgc pod uwage nasze wczesniejsze obserwacje dotyczace roli HSP w
kontroli procesu fatdowania SLC6A14, determinujgcego lokalizacje
transportera w komorce, postanowiliSmy przyjrzec sie roli biatka HSP90-beta
wiasnie w tych liniach nowotworowych. Aby potwierdzi¢ czy, tak jak w
doswiadczeniach z komérkami po nadekspresji, rowniez w komorkach linii raka
piersi miedzy HSP90-beta i SLC6A14 dochodzi do bezposredniej interakcji
zastosowali$my test ligacji zblizeniowej - PLA (Rozdziat 3.5.9.2.). Do
doswiadczen wybralismy linie komérkowe, w ktérych wystepuje receptor
estrogenowy i kontrolng linie nabtonkowg — MCF 10A. Detekcja sygnatu byta
mozliwa tylko po zastosowaniu dwoch przeciwciat pierwszorzedowych, tj. anty-
SLC6A14 i anty-HSP90-beta, nie obserwowano natomiast sygnatu, gdy
pominieto ten krok (KN - kontrola negatywna). Jak przedstawia Rycina 4.13,,
pozytywny sygnat PLA otrzymano we wszystkich badanych liniach, co swiadczy
o bliskiej interakcji biatka HSP90-beta z SLC6A14. Interakcje te obserwowano
na wyzszym poziomie w liniach komérek nowotworowych, w ktérych jest
obecny receptor estrogenowy (ER-a*) w poréwnaniu z linig kontrolng. Ponadto
inhibicja HSP90-beta spowodowata znaczny spadek intensywnosci tego
oddziatywania.
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Ryc. 4.13. Wplyw hamowania HSP90-beta na SLC6A14 w wybranych liniach
komorkowych. Komoérki nabtonkowe oraz nowotworowe po 24 godzinnym traktowaniu
radicicolem o stezeniu 40 pM Ilub DMSO (kontrola) poddano procedurze PLA.
Reprezentatywne obrazy z mikroskopu pokazujg miejsca oddziatywania wyzej
wymienionych biatek widoczne w postaci czerwonych kropek - sygnat PLA, jadra
komoérkowe zostaly wyznakowane DAPI. Komdrki wyznakowane 2z pominieciem
przeciwciat I-rzedowych, stanowity kontrole negatywng (KN) dla sygnatu PLA; skala: 40
um. Po prawej stronie przedstawiono ilosciowag analize intensywnosci fluorescencji
sygnatu PLA znormalizowanga do liczby jagder komérkowych z 25 losowo wybranych pol

widzenia, gdzie kazdy punkt oznacza wartos¢ z danego obszaru, ***p<0,001, stupki btedéw
srednia +/-SD.
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4.9. Wptyw HSP90-beta na lokalizacje powierzchniowa SLC6A14

Jak wykazano wczesniej w badaniach z zastosowaniem techniki
biotynylacji biatek powierzchniowych, prezentowane przez transporter pasmo o
wysokiej masie czgsteczkowej to zlokalizowana w btonie plazmatycznej w
petni uglikozylowana forma SLC6A14 (Rogala-Koziarska i wsp., 2019;
Kovalchuk i wsp., 2019). Dlatego postanowiliSmy sprawdzi¢, czy lokalizacja
powierzchniowa transportera w komoérce zalezy od aktywnosci HSP90-beta. W
przeprowadzonych przez nas eksperymentach, do traktowania wybranych linii
komorkowych, zastosowaliSmy roézne stezenia radicicolu, aby jak najbardziej
obnizy¢ aktywnosc¢ biatka HSP. Nastepnie po 24 godzinnej inkubacji z
odpowiednim stezeniem tego inhibitora uzyskane ekstrakty biatkowe poddano
analizie immunoblotingu zgodnie z metodg z Rozdziatu 3.5.4.2. Uzyskane
wyniki przedstawione ponizej, na Ryc. 4.14., pokazujg, ze najnizsze — 20 uM
stezenie radicicolu obnizyto poziom wysokoczgsteczkowego pasma tylko w
komorkach BT-474, nie majgc wptywu na inne badane linie. Wyzsze — 40 uM
stezenie radicicolu, nie miato wptywu na pasmo o wysokiej masie
czasteczkowej w nienowotworowych komodrkach kontrolnych - MCF 10A, w
przypadku ktérych tylko 60 uM radicicol spowodowat spadek ilosci SLC6A14
na powierzchni komodrek. Pasmo o wysokiej masie czgsteczkowej ulegto 2
krotnemu zmniejszeniu w przypadku linii MCF7 i T-47D oraz znacznemu
zmniejszeniu w trzeciej wybranej linii nowotworowej BT-474 juz po dodaniu 40
uM radicicolu, czyli we wszystkich liniach nowotworowych ER-a* a podanie
tego inhibitora w najwyzszym 60 uM stezeniu jeszcze potegowato ten efekt.
Jak wspomniano wyzej jedynie w linii BT-474 obserwowalismy istotny efekt po
zastosowaniu kazdego wybranego stezenia radicicolu.
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Ryc. 4.14. Wplyw inhibitora HSP90-beta — radicicolu na poziom wysokoczasteczkowego
pasma SLC6A14. Komorki wybranych linii komérkowych inkubowano przez 24 h z DMSO
(kontrola) lub wskazanym stezeniem radicicolu. Nastepnie, ekstrakty biatkowe uzyskane
zgodnie z metodg z Rozdziatu 3.5.3., poddano analizie western blot. Przedstawiono
reprezentatywne bloty wybrane z jednego z trzech niezaleznych eksperymentéw na
réoznych pasazach dla danej linii. B-aktyna stanowi kontrole iloSci biatka w nanoszonej
prébce. Wykonano integracje pasm wysokoczasteczkowych, dla ktérych przeprowadzono
analize statystyczng z uzyciem programu GraphPad Prism za pomocg niesparowanego
testu t z poprawka Welsha. W przypadku kazdej wybranej linii komdrkowej poszczegdine
pasma wysokoczgsteczkowe, uzyskane po inhibicji przy uzyciu radicicolu, poréwnywano z
pasmem kontrolnym. Przyjeto prég istotnosci statystycznej na poziomie *p<0.05;
**p<0.02;. * - gwiazdki wskazujg znaczgcg zmiane w poréwnaniu z kontrolg, ns — nieistotne
statystycznie.

4.10. Wptyw zahamowania HSP90-beta na akumulacje L-Leucyny

Poniewaz obecnos¢ transportera w btonie plazmatycznej jest warunkiem
koniecznym dla jego aktywnosci, w kolejnym etapie zmierzyliSmy transport
radioaktywnej L-leucyny (Rozdziat 3.5.10.) w linii nabtonkowej MCF 10A oraz w
trzech wybranych liniach nowotworowych (MCF7, T-47D, BT-474) traktowanych
DMSO (kontrola) lub 40 pM radicicolem. Dla kazdej z wybranych linii
komorkowych, réwnolegle, prowadzono doswiadczenia w dwéch réznych
buforach. Pierwszy bufor stanowit roztwér PBS+ zawierajgcy jony chloru,
niezbedne do aktywnosci SLC6A14, natomiast drugi - roztwor glukonianow,
ktory tych jonow nie zawierat. Zabieg ten zastosowano po to, aby oceni¢ udziat
innych transporterow leucyny o niskim powinowactwie, np. tych z rodziny L
takich jak LAT1 i LATZ2, o ktérych wiadomo, ze ulegajg ekspresji w komérkach
linit MCF7 i MCF 10A (Shennan i wsp., 2003) (Liang i wsp., 2011). Jak pokazuje
Ryc. 4.15., catkowita akumulacja leucyny w poréwnaniu do linii MCF 10A jest
odpowiednio 3,5, 11,4 i 4,2 raza wyzsza w liniach MCF7, T47-D i BT-474.
Transport leucyny po wyeliminowaniu aktywnosci SLC6A14 (pomiary
przeprowadzane w buforze bez chloru) jest znacznie nizszy we wszystkich
liniach komorkowych i nie ma na niego wptywu obecnos¢ radicicolu w buforze
reakcyjnym. W przypadku linii MCF 10A radicicol nie ma wptywu na akumulacje
leucyny réwniez w sytuaciji, gdy transporter dziata efektywnie (doswiadczenia w
buforze zawierajgcym chlor). Wykazano natomiast, ze traktowanie komorek 40
UM radiciolem, przez 24 h przed przeprowadzeniem pomiaréow transportu,
wptywa na aktywnosé transportowg samego SLC6A14, ocenianej z réznicy
pomiedzy aktywnoscig transportowg mierzong w obecnosci chloru po odjeciu
akumulacji leucyny po eliminacji chloru Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze
interakcja HSP90-beta/SLC6A14 moze odgrywac istotng role w transporcie L-
leucyny w komérkach raka piersi.
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Ryc. 4.15. Transport L-leucyny w wybranych liniach komérkowych po zahamowaniu
HSP90-beta. Komorki inkubowano przez 24 godziny z DMSO (kontrola) lub 40 puM
radicicolem. Pomiar transportu radioaktywnie znakowanej leucyny wykonywano po 5
minutowej inkubacji (Rozdziat 3.5.10.). Przedstawiono wyniki z 6 niezaleznych pomiaréw,
gdyz transport mierzono w trzech powtoérzeniach, w komaérkach z dwoch réznych pasazy.
Dane przedstawiono jako wartosci pmol leucyny/mg biatka. *p<0,05; **p<0,02; ns -

nieistotne statystycznie.

4.11. Wplyw radicicolu i a-metylotryptofanu na przezywalnos$¢ linii
nowotworowych raka piersi

Poniewaz radicicol moze wptywa¢ na poziom SLC6AT14 w btonie
plazmatycznej,
znakowanej leucyny, postanowiliSmy przeanalizowac¢ jaki wptyw ma ten

co

skutkuje zmniejszonym wychwytem radioaktywnie
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inhibitor na przezywalnos¢ komorek. W tym celu zastosowaliSmy test
cytotoksycznosci CellTox Green, w ktérym komorki z uszkodzong btong
komorkowa, czyli komoérki martwe sg znakowane fluorescencyjnie. Do testu,
oprocz radicicolu, wykorzystalismy dodatkowo a-metylotryptofan, o ktérym
wiadomo, ze jest selektywnym blokerem SLC6A14 w komadrkach raka piersi ER-
a*. W przeprowadzonych doswiadczeniach, chcielismy sprawdzi¢ jaki efekt
cytotoksyczny na wybrane przez nas linie komoérkowe, bedg miaty inhibitory
podane oddzielnie oraz skojarzone ze sobg. Wyniki przedstawione na Ryc.
4.16., pokazujg, ze oba zwigzki spowodowaty wzrost cytotoksycznosci, gdy
zostaty dodane osobno. Ponadto zastosowany test wykazat, ze kombinacja
tych inhibitorow w stezeniach: 20 pM radicicol i 1T mM a-MT dziata
synergistycznie powodujgc dalszy wzrost efektu cytotoksycznego.
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Ryc. 4.16. Wplyw radicicolu i a-metylotryptofanu na cytotoksycznosé linii komérkowych
raka piersi, w ktorych ulega ekspresji receptor estrogenowy. Cytotoksycznosé
analizowano za pomocg testu CellTox™ Green Cytotoxicity Assay po 24 godzinnym
traktowaniu wskazanymi zwigzkami. Pomiary wykonano w trzech powtdrzeniach na
komérkach z dwoch réznych pasazy. Cytotoksycznosé obliczano, jak podano w Rozdziale
3.5.11. *p<0,05; **p<0,02; ***p<0,001; ns — nieistotne statystycznie.
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5. DYSKUSJA

Komérki nowotworowe majg zwiekszone zapotrzebowanie na
aminokwasy ze wzgledu na ich szybkie tempo proliferacji. Poza wysokim
zapotrzebowaniem na synteze biatek, kilka aminokwaséw odgrywa inne role we
wspieraniu wzrostu nowotworéw (Hanahan i Weinberg, 2011). Jak
przedstawiono w Rozdziale 1.2., szereg transporterow ulega zwiekszonej
ekspresji w nowotworach, w tym wymienniki aminokwasoéw (Tabela 1.1.), takie
jak SLC7A5 (LAT1), SLCTA5 (ASCT2), czy SLC7A11 (xCT), ktérych aktywnosc¢
pozbawia komérke innego aminokwasu (Scalise i wsp., 2016).

Badania wykazaty, ze komérki nowotworowe majg zmienione szlaki
metaboliczne obejmujgce aminokwasy: glutamine, seryne, treonine i proline
(Locasale, 2013; Phang i wsp., 2015). Szczegdlng uwage zwrdécono na
dominujgca role glutaminy, w selektywnych dla nowotworéw szlakach
metabolicznych, o ktérej swiadczy powszechne stosowanie terminéw takich
jak "uzaleznienie od glutaminy" i "glutaminoliza” w jezyku biologii raka (Wise i
Thompson, 2010). Glutamina po glutaminolizie i konwersji do glutaminianu
bierze udziat w produkciji kilku metabolitow, a takze ATP i NADPH, ktore sag
niezbedne dla proceséw anabolicznych (Kandasamy i wsp., 2018; Scalise i
wsp., 2020). Transportery glutaminy SLC38A1 (System A) i SLC38A5 (System
N) réwniez ulegajg podwyzszonej ekspresji w komérkach nowotworowych.
Glutamina moze by¢ réwniez transportowana przez SLC6A14 (Ganapathy i
wsp., 2009).

SLC6A14 (ATB%*) nie jest wymiennikiem, a stechiometria transportu
SLC6A14 wynosi 1 substrat/2 Na*/1 Cl, poza tym aktywnos¢ SLC6A14 zalezy
réwniez od potencjatu transmembranowego (Sloan i Mager, 1999). Poniewaz
funkcjonowanie SLC6A14 zalezy od trzech sit napedowych to moze on
koncentrowaé swoje substraty ok. 1000 krotnie w komérkach (Sikder i wsp.,
2017).

Aktywnos¢  oraz  lokalizacja  transporterow w  komorkach
nowotworowych moze by¢ modulowana na szereg réznych sposobéw w tym
poprzez inhibicje farmakologiczng, modyfikacje potranslacyjne lub podczas ich
przemieszczania do odpowiednich kompartmentow komorkowych. Aby
spetnia¢ swoja fizjologiczng role, kazdy transporter btonowy musi dotrze¢ do
powierzchni komorki. Nowopowstajgcy polipeptyd opuszcza ujscie rybosomu
w czesciowo rozwinietym stanie i musi zosta¢ odpowiednio sfatdowany przez
kilka biatek opiekunczych i enzymy fatdujgce, aby unikng¢ agregacji i
degradacji zwigzanej z siateczkg s$rédplazmatyczng (ERAD). W siateczce
zlokalizowanych jest kilka biatek opiekuniczych, takich jak klasyczne biatka
szoku cieplnego czy lektyny, rozpoznajgce specyficzne glikany (Braakman i
Hebert, 2013). Zaréwno N- jak i C-koniec SLC6A14 s3g zlokalizowane
wewnatrzkomérkowo (Samluk i wsp., 2012), dlatego po umieszczeniu w btonie
siateczki $rédplazmatycznej oba konce bedg potozone po stronie
cytoplazmatycznej, podczas gdy N-glikozylowana petla zewnatrzkomérkowa
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bedzie skierowana w strone Swiatta siateczki. Proces glikozylacji rdzeniowej
zachodzi w S$Swietle siateczki srédplazmatycznej po umieszczeniu, w jej
wnetrzu, duzego prekursora - oligosacharydu - GlcsMangGIcNAc; (Glc - glukoza,
Man - mannoza, GIcNAc - N-acetyloglukozamina) (Breitling i Aebi, 2013). Na
tym etapie oligosacharyd musi zosta¢ odpowiednio przyciety. Podczas tego
procesu, usuniecie koncowej glukozy skutkuje wigzaniem malektyny a
przyciecie drugiej glukozy skutkuje wigzaniem kalneksyny, lektyny zwigzanej z
btong (Braakman i Hebert, 2013). Kalneksyna moze oddysocjowa¢ od
glikoproteiny po usunieciu trzeciej glukozy zwigzanej z mannozg. Prawidtowe
fatdowanie kontrolowane przez kalneksyne umozliwia dostarczenie klienta
biatkowego do punktéw wyjsciowych z siateczki srodplazmatycznej i dalszy
transport do aparatu Golgi'ego, podczas gdy odcinanie reszt mannozy
dostarcza nieprawidtowo sfatdowane biatko do ERAD (Lederkremer, 2009).
Kontrola jakosci procesu fatdowania powinna zachodzi¢ rowniez po
cytozolowej stronie biatka transbtonowego. Wykazano, ze cytozolowe C-konce
biatek btonowych, takich jak receptor adenozynowy A2A sprzezony z biatkiem
G (Keuerleber i wsp., 2011) czy innego cztonka rodziny SLC6, transportera
serotoniny (SLC6A4/SERT) (El-Kasaby i wsp., 2014) oddziatujg z cytozolowymi
biatkami szoku cieplnego przed zwigzaniem coatomeru Il (COPIl) w celu
opuszczenia siateczki srédplazmatycznej.

Poniewaz przeprowadzona wczesniej analiza proteomu SLC6A14
wykazata m. in. obecno$¢ biatek szoku cieplnego (Tabela 1.3)),
skoncentrowaliSmy sie na roli tych biatek w regulacji obecnosci transportera na
powierzchni btony komorkowej. Poprzednie badania przeprowadzone w
naszym laboratorium wykazaty, ze 24 godziny po transfekcji SLC6A14 jest
zlokalizowany gtéwnie w siateczce srodplazmatycznej i kolokalizuje z obecng
na terenie siateczki lektyng i biatkiem opiekunczym - kalneksyng. Po
nadekspresji SLC6A14, ponad potowe ilosci tego biatka mozna byto wykry¢ w
btonie plazmatycznej 48 godzin po transfekcji, co wykazano stosujgc technike
biotynylacji biatek powierzchniowych i analize immunofluorescencyjng
(Kovalchuk i wsp., 2019). Kolokalizacja transportera z biatkami HSP90-beta i
HSP70 (HSPA14), obserwowana zaréwno po nadekspresji SLC6A14, jak i z
natywnym transporterem, pokazana w niniejszej pracy wskazuje, ze interakcja
miedzy SLC6A14 i biatkami HSP ma miejsce, gdy transporter nadal znajduje sie
w btonie siateczki srédplazmatycznej. Co wiecej, redukcja poziomu SLC6A14 w
btonie plazmatycznej, po traktowaniu inhibitorami HSP70 lub HSP90 wskazuje,
ze transporter jest substratem dla obu wspomnianych HSP i przechodzi proces
dojrzewania dzieki kooperaciji tych biatek (Taipale i wsp., 2010). Nalezy réwniez
dodac, ze HSP70, ktéry bierze udziat w procesie fatdowania nowopowstajgcych
polipeptydéw, ponownym fatdowaniu nieprawidtowo sfatdowanych biatek czy
zapobieganiu powstawania toksycznych agregatéw (Rosenzweig i wsp., 2019),
petni swojg funkcje przy pomocy roznych biatek pomocniczych i ulega
aktywacji przez biatka HSP40, zawierajgce domeny J (Laufen i wsp., 1999). Co
ciekawe, w proteomie SLC6A14 wykryliSmy dwa homologi HSP40/DnaJ
(Tabela 1.3.), z ktérych jeden nalezy do podrodziny C (DnaJC) oddziatujgcej z
HSP70 podczas wigzania niedojrzatych biatek, pojawiajgcych sie w
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rybosomalnym tunelu wyjsciowym (Mayer i Gierasch, 2019). Po dimeryzac;ji,
HSP70 przenosi swoj substrat dalej do HSP90 (Morgner i wsp., 2015), ktérego
aktywnos¢ moze by¢é regulowana przez co najmniej 20 ko-chaperondéw
(Prodromou, 2016).

Biatka HSP regulujg przede wszystkim prawidlowe fatdowanie
rozpuszczalnych biatek, a zwtaszcza kilku kinaz biatkowych, receptoréw
hormonow steroidowych oraz ligaz ubikwitynowych E3, aczkolwiek na
przestrzeni lat, odkryto rowniez wiele innych substratow, w tym czynniki
transkrypcyjne, biatka chromatynowe, telomerazowag odwrotng transkryptaze
czy srédbtonkowg syntaze tlenku azotu (Schopf i wsp., 2017; Rutz i wsp.,
2018). W ostatnim czasie pojawia sie coraz wiecej informac;ji, dotyczacych roli
biatek HSP w kontrolowaniu konformacji biatek btonowych, w szczegodlnosci
receptoréw i transporteréw btony plazmatycznej. Jednak doniesienia na temat
wptywu inhibicji HSP na fatdowanie biatek btonowych i ich dalszy transport na
powierzchnie komorki bywajg sprzeczne. Wykazano, ze wyciszenie HSP90-beta
zwiekszyto ilo$¢ transportera SLC6A4/SERT w btonie (El-Kasaby i wsp., 2014),
podobng zaleznos¢ zaobserwowano w przypadku SLC26A4, ktéry jest
stabilizowany przez hamowanie aktywnosci HSP90, aczkolwiek wykryto jedynie
jego nieglikozylowane i niecatkowicie glikozylowane formy (Lee i wsp., 2012),
co wskazuje na zatrzymanie transportera w siateczce srodplazmatycznej. Co
ciekawe, zahamowanie HSP90-beta wykrytego w interaktomie SLC9A1/NHE-1
nie zmienito ilosci biatka w btonie, ale wptyneto na jego fosforylacje przez
kinaze AKT (Odunewu-Aderibigbe i Fliegel, 2017). Z kolei w innym badaniu,
zahamowanie HSP90 skutkowato 53% spadkiem poziomu ko-transportera
SLC12A3/NCC. W tym przypadku, skierowanie transportera SLC12A3 na
Sciezke degradacji i obserwowany spadek zaréwno rdzeniowej, jak i w petni
glikozylowanej formy tego biatka (Donnelly i wsp., 2013), pokrywato sie z
naszymi obserwacjami dotyczgcymi wptywu inhibicji HSP90-beta i HSPA14 na
SLC6A14. Ponadto, w niniejszej pracy wykazalismy, ze funkcjonowanie szlaku
ERAD, hamowanego przez inhibitor proteasomu - bortezomib, jest
wspomagane przez aktywnos¢ dwodch ligaz ubikwitynowych E3 - TRIM25 i
TRIM21 (Tabela 5.1.), nalezacych do podrodziny biatek z motywem
trojdzielnym C-IV (TRIM ang. tripartite motif family) (Hatakeyama, 2017),
zidentyfikowanych wsrod biatek zwigzanych z SLC6A14. Skierowanie SLC6A14
na szlak degradacji ERAD, po zahamowaniu obu biatek HSP i nieprawidtowym
fatdowaniu biatka, skutkowato nizszym poziomem transportera w btonie
plazmatycznej. W tym momencie trudno wyjasni¢ przeciwstawny wptyw
inhibicji biatek HSP, na obecnos¢ w btonie plazmatycznej, miedzy
transporterami SLC6A14 i SLC6A4. Warto dodaé, ze eksperymenty
przeprowadzone z zastosowaniem chaperonéw farmakologicznych (ang.
pharmacochaperones) transportera SLC6A4/SERT wykazaty, ze tylko ligandy
stabilizujgce konformacje skierowang do wewnatrz dziatajg jako skuteczne
farmako-chaperony. To dowodzi, ze trajektoria fatdowania SERT przebiega
przez konformacje biatka skierowang do wewnagtrz w bionie siateczki
srédplazmatycznej (Chiba i wsp., 2014). Niestety, nie mamy informacji na
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temat konformacji SLC6A14 i wptywu ligandéw na konformacje skierowang do
wewnatrz i na zewnatrz.

Tabela 5.1. Ligazy ubikwitynowe wykryte w proteomie SLC6A14, w kategorii inne,
czyli wsrod biatek nieprzyporzgdkowanych do zadnej gtéwnej kategorii.

Numer biatka  Nazwa wg bazy danych Mascot

Q9Y295 Developmentally-regulated GTP-binding protein 1

Q00341 Vigilin

060256 Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2

Q8NB90 Spermatogenesis-associated protein 5

Q96C36 Pyrroline-5-carboxylate reductase 2

Q13724 Mannosyl-oligosaccharide glucosidase

P04844 Dolichyl-diphosphooligosaccharide—protein glycosyltransferase
subunit 2

Q9H8Y5 Ankyrin repeat and zinc finger domain-containing protein 1

Q14258 E3 ubiquitin/ISG15 ligase TRIM25

095340 Bifunctional 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2

094813 Slit homolog 2 protein

Q5T2N8 ATPase family AAA domain-containing protein 3C

P43686 268 protease regulatory subunit 6B

Q8N163 Cell cycle and apoptosis regulator protein 2

Q12797 Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase

Q9P258 Protein RCC2

Q9BRK5 45 kDa calcium-binding protein

P14923 Junction plakoglobin

P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A

P19474 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM21

Q96A33 Coiled-coil domain-containing protein 47

Q06830 Peroxiredoxin-1

QINSI2 Protein FAM207A

P14618 Pyruvate kinase PKM

Q8IWZ3 Ankyrin repeat and KH domain-containing protein 1

Q9H7E9 UPF0488 protein C80rf33

*Analize proteomiczng wykonat tukasz Samluk wyniki z pracy (Rogala-
Koziarska i wsp., 2019), suplement.

Podobnie jak wszyscy przedstawiciele rodziny SLC6, rowniez SLC6A14
eksponuje jedynie niewielkie fragmenty do cytozolu i przestrzeni
zewngtrzkomorkowej. Wynika z tego, ze proces fatdowania hydrofobowych
helis transmembranowych jest kontrolowany w translokonie przez biatko
SEC61, podczas gdy petle zewnatrzkomodrkowe i stopien ich glikozylacji sa
kontrolowane przez domene luminalng biatka  opiekunczego
lektyny/kalneksyny  zlokalizowanej w  siateczce  Srédplazmatycznej.
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Wczesniejsze  badania, przeprowadzone w naszym zespole, z
permeabilizowanymi komérkami oraz nie poddawanymi permeabilizacji
dowiodty, ze zaréwno N- jak i C-koniec transportera SLC6A14 sg zlokalizowane
po stronie cytoplazmatycznej (Samluk i wsp., 2010), a zatem sg dostepne dla
biatek opiekunczych zlokalizowanych w cytoplazmie. Dla receptora
adenozynowego A2A zaproponowano model przekaznikowy, w ktérym biatka
HSP sg zaangazowane w procesie wychodzenia receptora z siateczki
srddplazmatycznej (Keuerleber i wsp., 2011). Pierwszym etapem transportu
biatek do btony plazmatycznej jest ich eksport z siateczki do cis-Golgi'ego.
Wyrazny spadek ekspresji powierzchniowej SLC6A14 po transfekcji mutantem
o dominujgcym negatywnym efekcie - SART wskazuje, ze SLC6A14 zalezy od
klasycznego szlaku COPIl w transporcie do Golgi'ego. Proces ten obejmuje
izoforme C SEC24 jako biatko rozpoznajgce tadunek, wymagane do tworzenia
pecherzykéw COPII (Kovalchuk i wsp., 2019). Nalezy doda¢, ze motyw RIIK,
ktéry wigze biatka SEC24C w transporterach neuroprzekaznikéw (Sucic i wsp.,
2013), jest obecny réwniez we fragmencie C-korica biatka SLC6A14 i jak
wykazano, oddziatuje on wytacznie z izoformg SEC24C (Kovalchuk i wsp.,
2019). Wykazano, ze mutacje w C-korncowym fragmencie biatka SLC6A4/SERT
skutkujg wadliwym procesem sktadania transportera (El-Kasaby i wsp., 2010).
W tym samym badaniu, zaproponowano, ze w procesie fatdowania
transportera, C-koniec tego biatka jest najpierw wigzany przez biatka HSP,
przed przytgczeniem komponentu ptaszcza COPII - SEC24.

Do oceny funkcjonalnosci HSP90-beta zastosowaliSmy test in vitro
mierzgcy aktywnos¢ ATPazy rekombinowanego, oczyszczonego biatka HSP90-
beta. Wprawdzie, aktywna katalitycznie, zamknieta konformacja tego biatka
jest osiggana znacznie szybciej w obecnosci ko-chaperonéw (Li i wsp., 2012;
Prodromou, 2016), to mozna jg rowniez osiggna¢ bez ich udziatu (Prodromou,
2012). Pomiary aktywnosci ATPazy HSP90, bez pomocniczej aktywnosci ko-
chaperonéw, przeprowadzono réwniez dla wiekszych fragmentow biatka takich
jak domena wigzaca ligand receptora glukokortykoidowego (McLaughlin i wsp.,
2002; Rutz i wsp., 2018). Dodatkowo, system in vitro nie pozwala na zadne
modyfikacje potranslacyjne, ktére jak wiadomo regulujg aktywno$é HSP9O0 in
vivo (Mollapour i Neckers, 2012; Prodromou, 2016). W kazdym razie, po
dobraniu odpowiednich warunkéw, bylismy w stanie monitorowac¢ tworzenie
ADP w reakcji podatnej na dziatanie inhibitora HSP90 - radicicolu. Zastosowane
przez nas dwa z trzech peptyddéw, wybrane z C-konca biatka SLC6A14 - C1 i
C11, zawieraty sekwencje RIIK i oba wptywaty na aktywnosé HSP90-beta. Co
wiecej, ani peptyd z N-korica — N11, ani dystalny fragment z C-korica — C36, nie
zmieniaty aktywnosci ATPazowej HSP90-beta. Na razie trudno jest nam
wyjasnic¢ przeciwstawny wptyw C1 i C11. Nalezy zauwazy¢, ze C1, wybrany z
regionu zlokalizowanego najblizej 12 TM, jest bardziej hydrofobowy. Moze
wigzac sie z domeng HSP90 wigzacy substrat (SBD), co nie skutkuje jednak
aktywacjg HSP, do czego niezbedny wydaje sie by¢ mniej hydrofobowy peptyd
C11. Naktadanie sie sekwencji C1 i C11 z motywem RIIK sugeruje, ze miejsce
wigzania SEC24C jest rowniez wazne przy wigzaniu HSP90-beta. Obszar
SLC6A14 odpowiedzialny za wigzanie HSP70 nie zostat okreslony, jednak
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aminokwasy na C-koncu 12 domeny transbtonowej (hydrofobowe i dodatnio
natadowane) spetniatyby kryteria wigzania HSP70 (Mayer i Gierasch, 2019),
dlatego mozna przypuszczac, ze zaréwno HSP, jak i SEC24C wigzg sie z tym
samym regionem transportera. Ponadto, inhibicja HSP70, podobnie jak miato to
miejsce w przypadku HSP90-beta, réwniez zmniejszyta powierzchniowa
obecnos¢ SLC6A14, wspierajgc w ten sposoOb propozycje przekaznictwa
cytozolowego HSP70/HSP90/SEC24 (Keuerleber i wsp., 2011) w procesie
kontroli konformacji biatek btonowych i ich eksportu 2z siateczki
srodplazmatyczne;j.

Podsumowujgc, SLC6A14 podlega procesowi kontroli jakosci przez
biatka szoku cieplnego HSP70 i HSP90, jest to kluczowy etap poprzedzajgcy
dalszy eksport transportera z siateczki srédplazmatycznej do aparatu
Golgi'ego. Jesli natomiast owa kontrola jest zaktécona, tak jak po inhibicji HSP,
transporter SLC6A14 jest kierowany na $ciezke degradaciji (Ryc. 5.1.).

Aparat Golgiego P— COPII
m SLC6A14 P g8 o : O

SEC24C /

Ligaza E3

Retikulum Endoplazmatyczne

. v
P v-0-
N N

Degradacja proteasomalna

Ryc. 5.1. Schemat regulacji SLC6A14 przez biatka HSP. Rycina przedstawia regulacje
SLC6A14 przez biatka HSP, w procesie transportu SLC6A14, w pecherzykach COPII z
siateczki srodplazmatycznej do aparatu Golgi'ego, jak opisano w (Rogala-Koziarska i wsp.,
2019). Zahamowanie odpowiednio HSP70 Ilub HSP90 prowadzi do degradacji
proteasomalnej — procesu wspomaganego przez ligaze ubikwitynowg E3. Szczegéty
zostaty opisane w tekscie.

Jak przedstawiono w Rozdziale 1.2., SLC6A14 jest silnie indukowany w
guzach litych (Sikder i wsp., 2017): w raku okreznicy (Gupta i wsp., 2005), raku
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szyjki macicy (Gupta i wsp., 2006), guzach trzustki (Coothankandaswamy i
wsp., 2016), w przypadku ktérych wysoki poziom SLC6A14 zostat uznany za
czynnik negatywnie wptywajgcy na rokowania odnosnie przezycia (Natecz,
2020). Nalezy dodaé, ze zahamowanie SLC6A14 za pomoca blokera a-
metylotryptofanu (a-MT) (Karunakaran i wsp., 2008) lub nokaut jego genu
zmniejszyto wzrost guza w badaniach ksenograficznych (Coothankandaswamy
i wsp., 2016). Ponadto Karunakaran i wsp. wykazali podwyzszong ekspresje
SLC6A14 w liniach komérkowych raka piersi, w ktorych jest obecny receptor
estrogenu oraz w tkankach raka piersi, a takze zaobserwowali, ze estradiol
zwiekszat ekspresje genu SLC6AT14, podczas gdy leczenie antyestrogenami
powodowato odwrotny efekt (Karunakaran i wsp., 2011).

Zahamowanie aktywnosci SLC6A14 powoduje pozbawienie komorek
nowotworowych niezbednych aminokwasow, wptywajgc tym samym na spadek
ich proliferacji oraz powodujgc apoptotyczng $mieré komoérkowa (Karunakaran
i wsp., 2011). Celowanie w biatka szoku cieplnego, odpowiedzialne za kontrole
jakosci procesu fatdowania tego transportera, majgce na celu ograniczenie
obecnosci SLC6A14 na powierzchni komoérki moze prowadzi¢ do zmniejszenia
przezywalnosci komorek nowotworowych, ze wzgledu na podwyzszony poziom
i aktywnos¢ biatek HSP w tych komérkach. Wysokg ekspresje HSP
zaobserwowano w réznych typach nowotworéw, w ktérych koreluje ona ze
wzrostem przezywalnosci komorek, poprzez zapobieganie agregacji biatek
(Lianos i wsp., 2015; Chatterjee i Burns, 2017). Poziom HSP90 jest
podwyzszony w raku trzustki, jajnika, macicy, jamy ustnej, gardta, komadrkach
raka ptaskonabtonkowego, szpiczaku mnogim (Wu i wsp., 2017), jak réwniez w
agresywnych nowotworach piersi (Osada i wsp., 2017; Alberti i wsp., 2022). Ta
wysoka ekspresja koreluje ze spadkiem apoptozy oraz wzrostem przerzutéw i
angiogenezy (Wu i wsp., 2017). W zwigzku z tym skupiliSmy sie na potencjalnej
roli HSP90-beta w regulacji aktywnosci SLC6A14 w komoérkach linii
nowotworowych raka piersi ER-a*. WykazaliSmy obecnos¢ SLC6A14 we
wszystkich badanych liniach komérkowych, jednak pasmo o wysokiej masie
czasteczkowej zostato wykryte tylko w kontrolnych komérkach nabtonkowych
(MCF-12A, MCF 10A) oraz w komorkach raka piersi, w ktérych jest obecny
receptor estrogenowy a (MCF7, T-47D, BT-474). Tak jak pokazano poprzednio,
w eksperymentach z zastosowaniem biotynylacji powierzchniowej biatek,
witasnie to wysokoczgsteczkowe pasmo pokazuje w petni glikozylowang forme
transportera i jest zlokalizowane w btonie plazmatycznej (Kovalchuk i wsp.,
2019).

Linie komoérkowe z obecnym w btonie SLC6A14 sg zdolne do transportu
leucyny, chociaz nasze badania pokazujg, ze akumulacja tego aminokwasu jest
znacznie nizsza w linii kontrolnej — MCF 10A w pordwnaniu z liniami
nowotworowymi ER-a*. Aminokwasy, w tym leucyna, sg niezbedne do syntezy
biatek a tym samym do wzrostu i proliferacji komodrek, proceséow
intensyfikowanych w komodrkach nowotworowych i kontrolowanych przez
Sciezke mTOR1, kompleks bedacy gtéwnym regulatorem kinazy biatkowej
anabolicznego wzrostu i proliferacji komérek eukariotycznych. W zwigzku z
tym, transportery aminokwaséw, w tym SLC6A14, odgrywajg kluczowg role w
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regulacji tego szlaku (Duval i wsp., 2018; Cormerais i wsp., 2021). Warto dodac,
ze sygnalizacja mTOR1 jest réwniez kontrolowana przez kinaze AKT (Winter i
wsp., 2011). Jak wykazano w badaniach prowadzonych przez innych cztonkéw
naszego zespotu, AKT fosforyluje SLC6A14, co wptywa na jego aktywnos¢ i
przemieszczanie (Kovalchuk i Natecz, 2021). W niniejszej pracy, wykazalismy,
ze wychwyt radioaktywnej leucyny, w wybranych przez nas liniach
komérkowych (MCF 10A, MCF7, T-47D, BT-474), w dos$wiadczeniach
prowadzonych w roztworze bez chloru byt znacznie nizszy, w poréwnaniu z
badaniami prowadzonymi réwnolegle w roztworze z chlorem, co $wiadczy o
istotnym udziale SLC6A14 w akumulacji tego aminokwasu i niewielkim udziale
innych systemdw transportujacych leucyne (LAT). Na uwage zastuguje tez fakt,
ze delecja Slc6al4 nie byta kompensowana przez wzrost ekspresji innych
transporteréw aminokwaséw w gruczolakoraku przewodowym trzustki, a
poziom niektérych z nich, takich jak SLC7A1, SLC7A5, SLC7A8 i SLC38A2
ulegat wrecz obnizeniu (Schniers i wsp., 2022). Poniewaz nasze wyniki
pokazujg, ze transport leucyny, bez obecnosci jonéw chloru, nie jest wrazliwy
na dziatanie radicicolu, sugeruje to matg rotacje tych transporteréw i/lub niska
szybkos¢ ich syntezy. Wptywu radicicolu na akumulacje leucyny nie
zaobserwowano rowniez w doswiadczeniach z zastosowaniem buforu
zawierajgcego chlor, przeprowadzonych na nienowotworowej linii MCF 10A, w
ktorej akumulacja leucyny byta znacznie nizsza niz w ztosliwych liniach
komorkowych. Wykazano natomiast, ze w liniach komérkowych ER-a*, radicicol
istotnie obnizat aktywnos¢ transportowg SLC6A14. Racicicol, w zaleznosci od
linii komoérkowej, przyczynia sie do spadku o 15 do 50% catkowitej aktywnosci
transportera, wskazujgc na réznice w syntezie SLC6A14 w wybranych przez
nas liniach nowotworowych. W doswiadczeniach, z zastosowaniem techniki
PLA, zaobserwowano, ze radicicol zmniejszat interakcje miedzy SLC6A14 i
HSP90-beta, w linii kontrolnej jak i we wszystkich liniach ER-a*, chociaz efekt
ten byt istotnie wyzszy w liniach nowotworowych. Wyniki te sugeruja, ze
synteza transportera jest nizsza w komaérkach nienowotworowych, a znacznie
wyzsza w komérkach nowotworowych, w ktérych wykryliSmy efekt dziatania
inhibitora na transport leucyny a tym samym zaangazowanie HSP90-beta w
regulacje aktywnosci SLC6A14.

Nalezy dodaé, ze SLC6A14, ze wzgledu na niezwykle szeroka
specyficznosé substratowg, transportuje réwniez inne aminokwasy niezbedne
do szybkiego wzrostu i proliferacji komérek nowotworowych. Aminokwasy te
sg wykorzystywane nie tylko do syntezy biatek, ale réwniez do innych istotnych
proceséw, przyktadowo glutamina do glutaminolizy i produkcji energii (Bhutia i
wsp., 2015; Scalise i wsp., 2016), a seryna i glicyna do szlakéw weglowych
zaangazowanych w synteze puryn i pirymidyn, regulowanych w nowotworach
(Sniegowski i wsp., 2021). Co wiecej, delecja Sic6a74 w mysim modelu, w
ktorym rak piersi powstawat spontanicznie, wykazata krytyczng role
transportera w odzywianiu komérek nowotworowych, poniewaz skutkowata
gtodem aminokwasowym, zmniejszong sygnalizacjig mTOR i obnizong
proliferacjg (Babu i wsp., 2015). Ze wzgledu na wysoka ekspresje w
nowotworach HSP90 rowniez jest celem w farmakologii, niestety wiekszos¢
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stosowanych lekéw posiada skutki uboczne, w tym tez radicicol (Sanchez i
wsp., 2020). Obserwacje te nie powstrzymywaty jednak naukowcéw a badania
przedkliniczne i kliniczne byty powszechnie kontynuowane. We wrzesniu 2021
r. japonska firma - Taiho Pharmaceutical, po ukonczeniu Il fazy badan
klinicznych, ztozyta wniosek do Ministerstwa Zdrowia Japonii o dopuszczenie
doustnej postaci inhibitora TAS-116 (Pimitespib) do leczenia podscieliskowego
guza przewodu pokarmowego GIST (ang. Gastrolntestinal Stromal Tumors)
(https://www.taiho.co.jp/en/release/2021/20210914.html). Pimitespib hamuje
aktywnos¢ HSP90, poprzez destabilizacje i redukcje biatek takich jak KIT,
PDGFRA, HER2 i EGFR, ktére majg udziat we wzroscie i przezywalnosci
komorek nowotworowych. Zostat on zatwierdzony przez PMDA w Japonii jako
terapia dla GIST w czerwcu 2022 roku (Hoy, 2022).

Nalezy doda¢, ze terapie skojarzone ukierunkowane na wiecej niz jedno
biatko wydajg sie by¢ bardziej obiecujgce w leczeniu raka (Birbo i wsp., 2021).
Takie terapie pozwalajg na obnizenie stezenia farmaceutykdéw a tym samym na
mniejszg toksycznos¢ dla pacjentéw. W tym kontekscie nasza obserwacja, ze
kombinacja niskich stezen a-MT i radicicolu wykazuje synergistyczny efekt
cytotoksyczny, w liniach komérkowych ztosliwych nowotwordw piersi, wydaje
sie by¢ potencjalng strategig dla terapii skojarzonej (Ryc. 5.2.), podobnie jak w
przypadku komorek raka trzustki, gdy a-metylotryptofan potgczono z
chemioterapig cytostatyczng gemcytabing (Cai i wsp., 2020).
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Ryc. 5.2. Zahamowanie SLC6A14 i HSP90-beta. Schematyczne przedstawienie efektu
inhibitoréw a-MT i radicicolu, na SLC6A14. Inhibicja HSP90-beta, poprzez radicicol,
prowadzi do skierowania nieprawidtowo sfatdowanego transportera na sciezke degradaciji
proteasomalnej. Natomiast bloker a-MT, wptywajgc bezposrednio na transporter,
uniemozliwia jego prawidtowe funkcjonowanie w btonie plazmatycznej. Jak opisano w
pracy (Potosak i wsp., 2022) inhibitory dodane do komérek osobno spowodowaty wzrost
cytotoksycznosci komorek a synergistyczne dziatanie kombinacji tych dwéch zwigzkéw
istotnie wzmocnito ten efekt.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Proteom transportera aminokwasow SLC6A14 zawiera biatka szoku
cieplnego (HSP).

SLC6A14 (poprzez swdj C-koniec) bezposrednio oddziatuje z HSP90-
beta.

Inhibitor HSP90-beta zmniejsza obecnos¢ SLC6A14 w wyniku
kierowania transportera na Sciezke degradacji proteasomalnej.

Peptydy odpowiadajgce fragmentom wybranym z C-koricowej sekwencji
aminokwasowej SLC6A14 wptywajg na aktywnos¢ ATPazy HSP90-beta.

Proces fatdowania biatek btony plazmatycznej moze by¢ kontrolowany
nie tylko przez chaperony siateczki srdodplazmatycznej, ale takze te

zlokalizowane w cytoplazmie.

Inhibicja HSP90-beta obniza aktywnos¢ transportowg SLC6A14 w liniach
nowotworowych raka piersi ER-a*.

Synteza  transportera jest nizsza w  kontrolnych liniach
nienowotworowych, a znacznie wyzsza w nowotworowych liniach ER-a*.

Kombinacja inhibitoréw SL6A14/a-MT i HSP90-beta/radicicol dziata
synergistycznie wywotujac silnie cytotoksyczny efekt w komérkach.
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