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Glutamina w osrodkowym uktadzie nerwowym

Glutamina (Gln) jest najbardziej rozpowszechnionym
aminokwasem w organizmie [40]. W mozgu jej stgzenie
wynosi 6-11 mM [15]. Podobnie 17« w innych tkankach,
w os$rodkowym ukladzie nerwowym (OUN) Gln jest
zaangazowana w przemiany energetyczne komorki:
powstajacy z Gln glutaminian (Glu) ulega deaminacji do
o-ketoglutaranu, jednego z metabolitow posrednich
w cyklu Krebsa. Zagadnienia zwiazane z udziatem Gln
w procesach energetycznych przedstawione sa
w licznych pracach przegladowych [1, 3, 7].

W OUN Gln zaangazowana jest takze w procesy
swoiste dla tego uktadu: metabolizm amoniaku i syntezg
neuroprzekaznikéw: pobudzajacego glutaminianu
(Glu) 1 hamujacego kwasu y-aminomastowego
(GABA). Gln syntetyzowana jest z Glu i amoniaku
w astrocytach, w ktorych zlokalizowana jest syntetaza
glutaminy (GS, EC 6.3.1.2) [27]. GIn jest uwalniana
z astrocytow, a nastgpnie transportowana do zakonczen
nerwowych [50]. W transporcie Gln pomiedzy astrocytami
i neuronami bierze udzial szereg transporterow
btonowych nalezacych do uktadow A, ASC, N, L [3].
W neuronach Gln ulega hydrolizie do Glu pod
wptywem aktywowanej fosforanem glutaminazy

(PAG, EC 3.5.1.2), wystepujacej zardéwno w neuronach,
jak i astrocytach [33]. Reakcja dekarboksylacji Glu
katalizowana przez dekarboksylaze glutaminianowg
(GAD, EC 4.1.1.15) prowadzi do powstania GABA
[36]. Z kolei reakcja deaminacji Glu katalizowana
przez dehydrogenaze glutaminianowa (GDH, EC
1.4.1.2) prowadzi do powstania o-ketoglutaranu,
ktory jest wiaczany do cyklu Krebsa [6]. W transporcie
Glu z neuronéw do astrocytow biora udzial trans-
portery: zlokalizowane gtéwnie w neuronach EAAT3
(EAAC1) i EAAT4 oraz zlokalizowane glownie
w astrocytach GLAST (EAATI1) i GLT-1 (EAAT2)
[8]. W astrocytach Glu ulega metabolizmowi do Gln,
co zamyka cykl GIn-Glu (Ryc. 1).

Rola Gin w komérkach nowotworowych
o réznej histogenezie

Juz w latach 50-tych ubiegtego stulecia Eagle i wsp.
wykazali, ze komorki nowotworowe metabolizujg
znacznie wigksze ilosci GlIn, niz jakiegokolwiek
innego aminokwasu [14]. Gln jest z jednej strony
zrédtem energii dla komérek nowotworowych,
z drugiej zas — prekursorem wielu zwiazkow biologicznie
czynnych. Liczne dane literaturowe wskazuja na
bezposredni zwigzek migdzy obecnoscia Gln w pozywce
a intensywnoscia proliferacji komorek roznych linii
nowotworowych [47, 51, 29], ich adhezyjnoscig [47]
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Ryc. 1. Cykl glutamina (Glu) - glutaminian (Gin) w o$rodkowym uktadzie nerwowym (OUN). Gin syntetyzowana jest z Glu
i jonébw amonowych (NH4+) w astrocytach w reakgcji katalizowanej przez syntetaze glutaminy (GS). Po uwolnieniu z astrocytow
GIn transportowana jest do neuronéw. W transporcie pomiedzy astrocytami i neuronami biorg udziat transportery nalezace do
uktadow A, ASC, N i L. W neuronach Gin ulega hydrolizie do Glu pod wptywem aktywowanej fosforanem glutaminazy (PAG),
wystepujace]j zarowno w neuronach, jak i astrocytach. Reakcja dekarboksylacji Glu katalizowana przez dekarboksylaze gluta-
minianowa (GAD) prowadzi do powstania kwasu y-aminomastowego (GABA). Reakcja deaminacji Glu katalizowana przez
dehydrogenaze glutaminianowa (GDH) prowadzi do powstania a-ketoglutaranu wtaczanego do cyklu Krebsa. W transporcie
Glu z neuronow do astrocytdéw biorag udziat transportery: zlokalizowane gtéwnie w neuronach EAAT3 (EAAC1) i EAAT4 oraz
zlokalizowane gtéwnie w astrocytach GLAST (EAAT1) i GLT-1 (EAAT2).

oraz poziomem syntezy DNA i biatek [51, 41]. Ponadto
powstajacy z GIn Glu jest prekursorem syntezy gluta-
tionu (GSH) — gléwnego antyoksydanta komodrkowego,
w duzej mierze odpowiedzialnego za opornos¢ nowo-
tworow na radioterapie i chemioterapig [26, 32].

Dokladne omowienie  problematyki  zwiazanej
z funkcjami Gln w komorkach nowotworowych o réznej
histogenezie wykracza poza temat niniejszego
artykulu. Obecny stan wiedzy na temat tych
zagadnien jest doskonale przedstawiony w licznych
pracach przegladowych [9, 10, 34].

Rola Gin w komérkach glejaka

Pierwsze obserwacje dotyczace istotnej roli Glu
w komdrkach glejaka poczynili Dranoff i wsp. [13].
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Dla komorek wigkszosci przebadanych linii glejaka
ludzkiego Gln okazata si¢ by¢ czynnikiem limitujacym
proliferacjg¢. Zahamowanie procesu proliferacji przy
braku GIln w pozywce jest zapewne konsekwencja
obserwowanego w tych komorkach braku ekspresji
GS, ktorej aktywnos¢ jest niezbedna do syntezy Gln.
Podobne obserwacje dotycza szczurzych komorek
glejaka C6, ktére rowniez nie sa w stanie dzielic si¢
w pozywce pozbawionej Gln [25].

Brak GIn w pozywce wplywa na fenotyp komorek
C6: ich ksztalt zmienia si¢ z owalnego na wrzecio-
nowaty [11, 25], a poziom ekspresji markera astrocy-
tarnego GFAP znacznie wzrasta w stosunku do
poziomu jego ekspresji w komodrkach hodowanych
w obecnosci Gln [11]. Ponadto komérki C6 hodowane
bez Gln charakteryzuja si¢ niska zawartoscia Gln, ale
takze Glu, GABA i alaniny, co najprawdopodobnigj
jest konsekwencja zahamowanych procesoéw syntezy
i metabolizmu Gln [11].
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Przedstawiajac liczne funkcje Gln w komorkach
glejaka nie mozna pomina¢ roli tego aminokwasu
w regulacji objetosci komorki — zjawiska niezwykle
istotnego dla procesu migracji. W przeciwienstwie do
komorek nowotworéw obwodowych, ktdre pasywnie
przemieszczaja si¢ z krwig lub limfa, komorki glejaka
zmieniaja ksztalt i objgtos¢, co umozliwia im aktywne
pokonywanie waskich przestrzeni w mozgu [37, 38].
Gln jest aminokwasem zaréwno niezbednym, jak
i wystarczajacym do odzyskania przez komorki gle-
jaka wyjsciowej objgtosei [16].

Transport GIn w komdrkach glejaka

Intensywny metabolizm GIn w komérkach nowotwo-
rowych mozliwy jest migdzy innymi dzigki wzmo-
zonemu transportowi tego aminokwasu przez blong
komorkowa: Nadekspresje transportera ASCT2, przed-
stawiciela systemu ASC, stwierdzono w rdéznych
tkankach 1 liniach komorek nowotworowych [5, 20,
52, 53]. Takze w szczurzych komorkach glejaka C6
gen ASCT2 ulega silnej ekspresji [12], a badania
funkcjonalne potwierdzily dominujacq rolg systemu
ASC w transporcie Gln w tych komorkach [11, 12}.
Podobnie nadekspresje ASCT?2 stwierdzono w ludzkich
glejakach o III i TV stopniu ztosliwosci wg WHO,
hodowlach pierwotnych wyprowadzonych z glejakow
i przerzutach nowotworéw narzadow obwodowych
do OUN [35]. Z tej ostatniej pracy pochodzi ciekawa
obserwacja dotyczaca ekspresji transporterow systemu
N w guzach OUN: cechg swoistg dla glioblastoma jest
nadekspresja transportera SNAT3, natomiast poziom
ckspresji SNATS w tym materiale jest taki, jak
w tkance kontrolnej. Poziom ekspresji SNAT1, przed-
stawiciela systemu A, rowniez nie rozni si¢ mig¢dzy
tkankami nowotworowymi 1 kontrolnymi [35].

Glutaminazy w komérkach glejaka

Drugim (obok wzmozonego transportu do komorki)
elementem umozliwiajacym intensywny metabolizm
Gln jest wysoka aktywnosci PAG — stad zjawiskiem
czesto obserwowanym zarowno w komorkach linii
nowotworowych, jak i nowotworach o roznej histogenezie
jest podwyzszona ekspresja  1/lub  aktywnos¢
poszczegolnych izoform tego enzymu [43]. W komoér-
kach ssakow zidentyfikowano dwa geny kodujace

PAG: gen Gls koduje glutaminaz¢ typu nerkowego
(kidney-type glutaminase, KGA) oraz izoformy GAC
i GAM; gen GIis2 koduje glutaminaze typu watro-
bowego (liver-type glutaminase, LGA) oraz izoformg
GAB. Izoformy powstajace z tych genow réznig si¢
migdzy soba struktura, wlasciwosciami kinetycznymi
oraz tkankami, w ktorych ulegajg ekspresji [24].
Warto nadmieni¢, iz istnieja przestanki sugerujace, ze
izoforma LGA moze pelni¢ funkcje nie tylko enzyma-
tyczne: z jednej strony udokumentowano jadrowg
lokalizacj¢ tego biatka w mozgach szczura i malpy
[28], z drugiej za$ strony analiza sekwencji LGA
wykazata obecno$¢ motywoéw potencjalnie zaan-
gazowanych w oddziatywania z innymi biatkami [23].
Znaczenie zaskakujacej lokalizacji komorkowej LGA
oraz motywow zidentyfikowanych w obrgbie tego
biatka nie jest znane, jednak postuluje si¢ bezposredni
badz posredni udzial LGA w regulacji procesu
transkrypcji [23).

Wyniki badan nad ekspresja i aktywnoscig glutaminaz
w komorkach réznych typow nowotwordw in situ
i linii nowotworowych sugeruja, ze wysoki poziom
ekspresji izoformy KGA jest charakterystyczny dla
komorek silnie proliferujacych, natomiast izoforma
LGA ulega silnej ekspresji w zroznicowanych
komorkach nieulegajacych podziatlom [31]. Warto
podkresli¢, ze zablokowanie ekspres;ji lub aktywnosci
izoform powstajacych z genu Gls hamuje proliferacj¢
komorek in vitro i ich potencjal do transformacji
nowotworowej in vivo [21, 49].

W glioblastoma izoforma GAC ulega nadekspresji,
natomiast LGA eksprymowana jest jedynie w $la-
dowych ilosciach [45]. Obnizony poziom ekspresji
LGA wykazano takze w guzach mozgu pochodzacych
z innych niz astrocyty komorek glejowych oraz
w guzach pochodzenia neuronalno-glejowego, nieza-
leznie od ich stopnia ztosliwosci [42]. W dalszych
badaniach nad rolg LGA w glejakach wykorzystalismy
komorki linii glejaka ludzkiego T98G o znacznie
obnizonym poziomie ekspresji genu Gls2. Transfekcja
tych komdrek sekwencja kodujaca LGA obnizyla
potencjal proliferacyjny i zdolnosci migracyjne
komorek [44]. Ponadto w komorkach transfeko-
wanych sekwencjg LGA (linia TLGA) zaobserwo-
walismy rozregulowang w stosunku do komorek linii
T98G ekspresje licznych gendw, przy czym czgs$c
z nich koduje bialka potencjalnie zaangazowane
W proces nowotworzenia

Jednym z genow, ktorych ekspresja jest obnizona
w komorkach TLGA jest gen kodujacy metylotrans-
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feraze 0° metyloguaniny, MGMT (EC 2.1.1.63) -
biatko usuwajace z DNA grupy alkilowe [30],
wprowadzane do DNA m.in. na skutek dziatania
zwigzkow alkilujacych, czgsto stosowanych w terapii
glejakow. Wysoka ekspresja i aktywnos¢ MGMT jest
jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za lekoopor-
nos¢ tych nowotworéw [19]. Ostatnie badania na
komorkach T98G 1 TLGA wykazaly, ze obnizenie
poziomu ekspresji MGMT w komoérkach TLGA
pociaga za sobg wzrost ich wrazliwosci na dziatanie
zwigzkéw alkilujacych.

Rola Glu w komérkach glejaka

Powstajacy z Gln Glu jest gldbwnym neurotransmi-
terem ekscytotoksycznym, ktéry w zdrowej tkance po
uwolnieniu  z neurondéw presynaptycznych jest
usuwany do astrocytow przez sodozalezne trans-
portery [8]. Wychwyt Glu przez astrocyty zapobiega
nadmiernej aktywacji receptoréw NMDA, co chroni
w ten sposéb neurony przed $miercia.

Zmienione nOWotworowo astrocyty nie sa w stanie
chroni¢ neuronéw przed dziataniem Glu groma-
dzacego si¢ w duzym stgzeniu w przestrzeni migdzy-
komorkowej. Zaréwno komorki linii  ludzkiego
glejaka, jak i komorki z hodowli pierwotnych
wyprowadzonych z glioblastoma pobieraja znacznie
mnigjsze ilosci Glu niz astrocyty z hodowli pierwotnych.
Jednoczesnie komorki linii glejaka uwalniajg duzg pule
tego aminokwasu, podczas gdy astrocyty z hodowli
pierwotnych intensywnie usuwaja go z pozywki [55].

Zjawisko intensywnego wyrzutu Glu przez
komorki glejaka zaobserwowano takze w uktadach in
vivo [4, 46]. Rowniez analiza mikrodializatéw tkanek
nowotworowych pobranych od pacjentéw z glioblastoma
wykazata kilkukrotnie podwyzszony poziom Glu
w porownaniu z mikrodializatami tkanek kontrolnych
[22].

Uwalniany w duzych ilosciach Glu ma ogromne
znaczenie dla wzrostu guza i migracji komorek.
Nalezy podkresli¢, ze ze wzgledu na specyficzng
lokalizacj¢ nowotwory OUN maja przestrzen do
wzrostu ograniczong kosémi czaszki lub kanatu
krggowego. Dlugotrwaly wzrost guza wymaga
przestrzeni powstajacej kosztem destrukcji zdrowej
tkanki, nastgpujacej pod wplywem neurotoksycznego
dziatania Glu. Teori¢ t¢ zbudowano na podstawie
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wynikéw uzyskanych w efekcie prowadzenia kokultury
neuronéw i komorek glejaka: liczba zywych neuronow
w takiej kokulturze znaczaco spada zaréwno wtedy,
kiedy neurony maja bezposredni kontakt z komor-
kami nowotworowymi, jak 1 w przypadku
zastosowania przestrzennego rozdzialu obu typow
komoérek. Istotng obserwacja jest spadek poziomu
neurotoksycznosci Glu wraz ze wzrostem odleglo$ci
od komorek glejaka: im wigkszy dystans dzieli
neurony od komérek glejaka, tym wigcej ich
przezywa. Neurotoksyczne dzialanie Glu moze by¢
zablokowane w znacznej mierze przez antagonistow
receptora NMDA (MK-801 i D-AP5) i w mnigjszym
stopniu przez antagonist¢ receptora AMPA (CNQX)
[55].

Potwierdzeniem teorii, ze uwalniany przez komorki
glejaka Glu utatwia wzrost guza sa wyniki badan in
vivo. Wszczepienie szczurom komorek dzikiej linii
glejaka C6 wydzielajacych Glu powoduje wzrost
guza i prowadzi do $mierci zwierzat w czasie
krétszym niz 50 dni. Implantacja komérek wydzie-
lajacych zwigkszong ilos¢ Glu przyspiesza wzrost
guza 1 $mier¢ zwierzat, natomiast wszczepienie
komérek wydzielajacych $ladowe ilosci Glu nie
wpltywa na przezywalno$¢ zwierzat, a nowotwory
formowane przez te komorki sa znikome [46].

Zaburzony transport Glu w komérkach
glejaka

Przedstawione powyzej zjawisko gromadzenia si¢
duzych ilosci Glu jest spowodowane uposledzonym
transportem tego aminokwasu w komorkach glejaka.
Zmniejszony wychwyt Glu przez komorki glejaka
wynika z zaburzonej ekspresji 1 nieprawidlowej
lokalizacji komorkowej GLT-1 1 GLAST - biatek
transportujacych ten aminokwas do zdrowych as-
trocytow. W poroéwnaniu do szczurzych astrocytéw
komorki linii glejaka ludzkiego charakteryzuja sie
obnizong ekspresj¢ transportera GLT-1. Poziom
ekspresji  GLAST jest zblizony w astrocytach
i komorkach linii glejaka, jednakze w przypadku
astrocytow transporter ten zlokalizowany jest przede
wszystkim na powierzchni komérek, natomiast
w komorkach glejaka — w jadrach komédrkowych.
Sladowe ilosci lub brak GLT-1 i jadrowy lokalizacje
GLAST stwierdzono takze w materiale biopsyjnym
pochodzacym od pacjentéw z glioblastoma [54].
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Za zwigkszony wyrzut Glu odpowiada przede
wszystkim antyporter cystynowo-glutaminianowy
alezacy do ukfadu x.-, ktéry transportuje do wngtrza
komorki cystyng (CySS), a na zewnatrz komorki —
Glu [54]. L-cystyna stymuluje wyplyw Glu, a obecno$é
GIln w pozywce dodatkowo wzmaga ten wyplyw.
Farmakologiczne zablokowanie wymiennika X~
analogiem Glu, S-4CPG, hamuje wyptyw Glu i niweluje
eurotoksyczne dziatanie tego aminokwasu. W tej
samej pracy wykazano takze, ze uwalniany Glu jest
syntetyzowany w komdrkach glejaka de novo. Warto
doda¢, ze nadekspresj¢ transportera x.- stwierdzono
zarowno w komorkach linii glejaka, jak i w materiale
biopsyjnym pochodzacym od pacjentéw z glioblas-
toma [39].

Glutation w komérkach glejaka

Zaangazowanie antyportera cystynowo-glutaminia-
nowego x.- w wyrzut Glu z komérek glejaka wiaze
si¢ z intensywnym transportem CySS do wnetrza tych
komérek. CySS jest prekursorem cysteiny (Cys),
kluczowego substratu w biosyntezie glutationu (GSH)
— tripeptydu syntetyzowanego z Glu, Cys (zredukowanej
formy CySS) i glicyny (Gly) [18]. Transport CySS do
komorki jest czynnikiem limitujacym produkeje
GSH. Poziom GSH - jednego z podstawowych
antyoksydantéw komoérkowych — jest podwyzszony
w komorkach linii glejaka i w znacznej mierze
odpowiada za oporno$¢ tych komoérek na dziatanie

Ryc. 2. Rola glutaminy (GIn) i jej metabolitow w komérkach glejaka. Gin biorgc udziat w przemianach energetycznych oraz syn-
tezie nukleotydow i biatek odgrywa wazng role w proliferacji komérek; zaangazowana jest takze w regulacje objetogci komorki,
zjawisko istotne w procesie migracji. Nadekspresja transporteréw ASCT2 i SNAT3 odpowiada za wzmozony transport Gin do
komorek glejaka. Intensywny metabolizm Gin jest mozliwy dzieki nadekspresji glutaminazy aktywowanej fosforanem (PAG)
i prowadzi do powstania glutamirjianu (Glu) usuwanego z komérek poprzez antyporter Xg-- Uwalniany w duzych ilosciach Glu
dziata neurotoksycznie zapewniajac przestrzen do wzrostu guza i umozliwiajac migracje komorek. Z intensywnym wyrzutem Glu
zwigzany jest wzmozony transport cystyny (CySS) do wnetrza komorki. CySS ulega redukcji do cysteiny (Cys), ktéra wraz z Glu
wykorzystywana jest do biosyntezy glutationu (GSH), w duzej mierze odpowiedzialnego za oporno$¢ guzéw na terapie.
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stresu oksydacyjnego 1 czynnikéw alkilujacych
stosowanych w terapii tych nowotworéw [2, 17].
Takze opornos¢ glejakow na radioterapi¢ wydaje si¢
by¢ zwigzana z wysokim poziomem GSH w tych
guzach [48].

Podsumowanie

W komoérkach glejaka wykazano:

1. istotna rolg¢ Gln w procesie proliferacji (udzial

w przemianach energetycznych oraz syntezie nukleo-

tydow 1 biatek), a takze regulacji objgtosci komorki,

zjawiska waznego w procesie migracji,

2. wzmozony transport Gln, za ktory odpowiada ule-

gajacy nadekspresji transporter ASCT2; SNAT3

réwniez ulega nadekspresji, odgrywa;jednak znacznie

mniejszy udzial w transporcie Gln,

3. wysoka ekspresj¢ PAG (jej izoformy GAC) z czym

wigze si¢ intensywny metabolizm Gln do Glu,

4. zahamowany wychwyt Glu zwiazany z obnizong

ekspresja GLT-1 i zaburzong lokalizacja GLAST,

5. intensywny wyrzut Glu, za ktéry odpowiada ule-

gajacy nadekspresji antyporter x.-,

6. neurotoksyczne dziatanie Glu umozliwiajace migracj¢

komorek 1 zapewniajace przestrzen do wzrostu guza,

7. zwigzany z wyrzutem Glu intensywny transport do

komorki CySS, ktora po redukcji do Cys wykorzysty-

wana jest razem z Glu i Gly do biosyntezy GSH, w duzej

mierze odpowiedzialnego za opomos¢ na terapig.
Funkcje Gln 1 jej metabolitow w komorkach gle-

jaka przedstawione sa na Ryc. 2.
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