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Oddzialywanie transportera aminokwaséw SLC6A14/ATB%* z biatkami szoku cieplnego — rola
w przezywalnosci komorek raka piersi

Streszczenie

ATB%* to transporter aminokwaséw btony plazmatycznej, kodowany przez gen
SLC6A14. Charakteryzuje si¢ szeroka specyficzno$cig substratowa obejmujaca wszystkie
obojetne (indeks ,,0°”) i zasadowe (indeks ,,+’’) aminokwasy. Jego aktywno$¢ zalezy od
gradientu stezen Na* i CI". Poziom ATB®* (SLC6A14) jest podniesiony w wielu nowotworach,
w tym w raku piersi, w ktorych jego aktywnosc¢ jest istotna dla wzrostu oraz nieograniczonej
proliferacji komoérek. SLC6A14 jest idealnym kandydatem w celowanych terapiach
nowotworowych, poniewaz, opr6cz wymienionych aminokwasOw, transportuje prekursory
lekow 1 leki pochodzenia aminokwasowego, takie jak walacyklowir i walgancyklowir.
Wczesniejsza analiza proteomu SLC6A 14 wykryta m. in. kilka biatek szoku cieplnego, w tym
HSP70 (HSPA14) i HSP90-beta. W niniejszej rozprawie skupiono si¢ na weryfikacji
oddzialywania miedzy transporterem a biatkami HSP w procesie wychodzenia SLC6A14 z
siateczki srédplazmatycznej. Interakcje transportera, po nadekspresji w komérkach HEK293,
z biatkami szoku cieplnego potwierdzono w eksperymentach immunoprecypitacji i
immunofluorescencji a bezposrednie oddzialywanie tych biatek wykazano w teScie ligacji
zblizeniowej. Lokalizacje¢ transportera na powierzchni komoérki pokazano stosujgc biotynylacje
biatek powierzchniowych. Traktowanie komorek inhibitorami HSP90 1 HSP70 — odpowiednio
radicicolem oraz VER155008, spowodowato drastyczny spadek obecnosci SLC6A14 w blonie
plazmatycznej, co wynikalo z obnizenia catkowitej ilosci transportera w komorce. Mozliwose
interakcji miedzy SLC6A14 a HSP90 badano mierzac aktywno$¢ ATPazy oczyszczonego,
rekombinowanego biatka HSP90-beta, w ukladzie in vitro, w obecno$ci poszczegdlnych
peptydow, stanowigcych fragmenty wybrane z N- i C-konca transportera. Wykazano, ze tylko
dwa peptydy, odpowiadajace fragmentom z C-konca zlokalizowanym blizej 12 domeny
transbtonowej SLC6A14, wptywaty na te aktywno$¢ chociaz w przeciwny sposéb. Wyniki
wskazujg na zaangazowanie C-koncowego fragmentu, ktéry jest istotny dla wychodzenia
SLC6A14 z siateczki $rédplazmatycznej poprzez wigzanie SEC24C, takze w zmiang
aktywnosci HSP90-beta, co sugeruje ze ten sam fragment transportera wigze zaréwno HSP90-
beta jak i SEC24C i jest odpowiedzialny za prawidlowe fatdowanie SLC6A14 i jego dalszy
transport do btony plazmatycznej. Z uwagi na to, ze wysoka ekspresj¢ zaréwno SLC6A 14, jak
1 HSP90-beta zaobserwowano w r6znych typach nowotworéw postanowiono sprawdzi¢, czy
HSP90-beta mégtby petni¢ rolg regulatora aktywnosci endogennego SLC6A14 w liniach
komérkowych raka piersi. Badania przeprowadzono na liniach nowotworowych z obecnym
receptorem estrogenowym oraz kontrolnej linii nabtonkowej. Bezposrednie oddziatywanie
SLC6A14 z HSP90-beta 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,
byl wyraznie zmniejszony po traktowaniu inhibitorem HSP90-beta, w komdrkach raka piersi z
obecnym receptorem estrogenowym (ER-o). W nienowotworowe;j linii komérkowej MCF
10A nie obserwowano wptywu inhibitora HSP90 na akumulacj¢ leucyny, w obecnosci jonéw
chloru, a akumulacja leucyny byta znacznie nizsza niz w liniach raka piersi. Radicicol istotnie
zmniejszal jednak interakcje miedzy SLC6A14 1 HSP90-beta, co sugeruje, ze synteza



transportera jest nizsza w komoérkach nienowotworowych i znacznie wyzsza w komorkach
nowotworowych, a to wskazuje na zaangazowanie HSP w regulacje aktywnosci SLC6A14.
Ponadto test przezywalnosci wykazat zwigkszong $miertelnos¢ komorek, po traktowaniu
inhibitorami, a-metylotryptofanem (SLC6A14) i radicicolem (HSP90), podawanymi osobno a
skojarzenie tych zwiazkow istotnie wzmocnito ten efekt. Obserwacja, ze a-metylotryptofan i
radicicol w niskim st¢zeniu wywotuja synergistyczny efekt cytotoksyczny w liniach
komérkowych raka piersi, moze stanowi¢ potencjalng strategie w terapii skojarzonej.

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, including breast cancer, in which its activity is important for growth and unlimited
proliferation of transformed cells. SLC6A 14 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 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.
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 SLC6A 14 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 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 SLC6A 14 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.



