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l. WYKAZ SKROTOW
ACTp B-aktyna
AKT kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B)
ANOVA analiza wariancji (ang. analysis of variance)
ATCC bank hodowli komérkowych (ang. American Type Culture Collection)
ATO tlenek arsenu (111) (ang. arsenic trioxide)
BCA kwas bis-cynchoninowy (ang. bicinchoninic acid)
BrdU 5-bromo-2’-deoksyurydyna
BSA albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)
cDNA komplementarny DNA (ang. complementary DNA)
CSF ptyn mozgowo-rdzeniowy (ang. cerebospinal fluid)
DEPC dwuetylopiroweglan (ang. diethylpyrocarbonate)
DMEM pozywka do hodowli komoérkowych
(ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
DMSO metylosulfinylometan (ang. dimethyl sulfoxide)
DNA kwas deoksyrybonukleinowy (ang.deoxyribonucleic acid)
dNTP trojfosforan deoksyrybonukleozydu
(ang. deoxyribonucleoside triphosphate)
EATC mysia linia komorkowa wyprowadzona z gruczolaka Ehrlicha
(ang. Ehrlich ascites tumour cells)
EDTA kwas wersenowy; kwas etylenodiaminotetraoctowy
(ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
EGTA kwas etylenoglikol-O-O°-bis(2-aminoetyl)-N,N,N‘,N‘tetraoctowy
EGFR receptor nabtonkowego czynnika wzrostu
(ang. epidermal growth factor receptor)
EMEM pozywka do hodowli komérkowych
(ang. Eagle's Minimum Essential Medium)
FBS ptodowa surowica bydlgca (ang. fetal bovine serum)



G418
GA

GAB
GABA
GAC

GAPDH

GATA3
GBM
GIP
Gln
GLS
GLS2
Glu

GS
GSH
GSK3p
H202

HPLC

IDH

KGA
Km
LGA
LGDLL

LN229

WYKAZ SKROTOW

genetycyna

glutaminaza aktywowana fosforanem
(ang. phosphate activated glutaminase)

dhuzsza izoforma glutaminazy typu watrobowego
kwas y-aminomastowy
krotsza izoforma glutaminazy typu nerkowego

dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(ang. glyceraldehyde 3-phospho dehydrogenase)

czynnik transkrypcyjny z rodziny GATA (ang. GATA Binding Protein 3)
glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma)

biatko oddziatujace z glutaminazg (ang. Glutaminase Interacting Protein)
glutamina

gen kodujacy glutaminaze typu nerkowego

gen kodujacy glutaminaze¢ typu watrobowego

glutaminian

syntetaza glutaminy (ang. glutamine synthetase)

glutation

kinaza syntazy glikogenowej 3 (ang. glycogen synthase kinase 3 beta)
nadtlenek wodoru

wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa
(ang. high pressure liquid chromatography)

genu kodujacego dehydrogenazg izocytrynianowa
(ang. isocitrate dehydrogenase I)

inhibitor jadrowego czynnika transkrypcyjnego k3

dtuzsza izoforma glutaminazy typu nerkowego

stata Michaelisa

krotsza izoforma glutaminazy typu watrobowego

sekwencja aminokwasowa leucyna-glicyna-asparaginian-leucyna-leucyna

linia komérkowa wyprowadzona z GBM



LNGAB

LNpcDNA

MEME

MGMT

miRNA
MRNA

mTORC?2

MTT

NF-«B

oD
OPA
OUN
PBS
pcDNA
PCR

PDGF

PDK1

PDZ
PFA
pGAB

PI3K

WYKAZ SKROTOW
komorki linii LN229 transfekowane wektorem niosagcym petng sekwencjg
cDNA ludzkiej GAB
komorki linii LN229 transfekowane pustym wektorem pcDNA

pozywka do hodowli komérkowych
(ang. Minimal Essential Medium Eagle)

metylotransferaza DNA O° metyloguaniny
(ang. OC-alkylguanine DNA alkyltransferase)

microRNA
matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

kompleks 2 kinazy mTOR sktadajacy si¢ z kinazy mTOR oraz biatek
Rictor, mLST8/GbL i mSinl

bromek 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolu
(ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium)

jadrowy czynnik transkrypcyjny
(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

gesto$¢ optyczna (ang. optical density)

aldehyd ortoftalowy

osrodkowy uktad nerwowy

roztwor soli buforowany fosforanami (ang. phosphate buffered saline)
pusty wektor pcDNA3

reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

plytkowopochodny czynnik wzrostu
(ang. platelet-derived growth factor)

kinaza 1 zalezna od fosfatydyloinozytolu
(ang. 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1)

domena biatkowa (ang. PSD-95/Disc large/ZO-1 domain)
paraformaldehyd
wektor pcDNAS3 zawierajacy sekwencje kodujaca GAB

kinaza 3-fosfatydyloinozytolu
(ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase)



PIP2

PIP3

PTEN
Pz

RIPA
RNA
RNaza
RT

RTK
RT-PCR
SD

SDS
SDS-PAGE
SNT
T98G

TGAB

T™MZ
TpcDNA
TBE

TBS-T

TEMED
TNF-a
TP53

U87TMG
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fosfatydyloinozytolo-4,5-bifosforan
(ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)

fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan
(ang. phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate)

fosfataza (ang. phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase)
pary zasad

bufor lizujacy do WB (ang. radio-immunoprecipitation assay)

kwas rybonukleinowy

rybonukleaza

temperatura pokojowa (ang. room temperature)

receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej

PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR)

odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulphate)

elektroforeza na zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych
a-1-syntropina (ang. a-1-syntrophin)

linia komoérkowa wyprowadzona z GBM

komorki linii T98G transfekowane wektorem niosgcym pelng sekwencje
cDNA ludzkiej GAB

temozolomid
komorki linii T98G transfekowane pustym wektorem pcDNA
bufor do elektroforezy DNA, tris-boran-EDTA (ang. tris-borate-EDTA)

roztwor soli buforowany Trisem, z dodatkiem Tween-20
(ang. tris-buffered saline with Tween-20)

N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina
czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor)
supresor nowotworowy TP53

linia komorkowa wyprowadzona z GBM
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UGAB

UpcDNA
WB

WHO

WYKAZ SKROTOW

komorki linii US7MG transfekowane wektorem niosacym petng sekwencje
cDNA ludzkiej GAB

komorki linii UB7MG transfekowane pustym wektorem pcDNA

Western blot

Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)
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1l. WSTEP

I11.1. Glioblastoma

Glejaki sa nowotworami wywodzacymi si¢ z komorek glejowych (astrocytow,
oligodendrocytéw i ependymocytéw) i stanowig ponad 80% wszystkich ztosliwych
guzow mozgu (Ostrom i wsp., 2015; Ostrom i wsp., 2014). Zaproponowana przez
Swiatowa Organizacje Zdrowia (World Health Organization, WHO) klasyfikacja dzieli te
nowotwory ze wzgledu na ich stopien ztosliwosci od | do IV (WHO grade I-1V), ktory
przypisuje si¢ na podstawie analizy cech histologicznych guza, takich jak: atypia jadrowa,
nekroza, aktywnos¢ mitotyczna, indeks proliferacji czy anaplazja (Ahmed i wsp., 2014;
Louis i wsp, 2007).

Glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma, GBM) jest najczestszym i najbardziej
agresywnym glejakiem pochodzenia astrocytarnego o IV stopniu ztosliwosci wedtug
klasyfikacji WHO. GBM stanowi 45,2% przypadkéw wszystkich pierwotnych
nowotworow ztosliwych osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) i 54% wszystkich
glejakéw (Thakkar i wsp., 2014). Roczna =zapadalnos¢ na GBM w Stanach
Zjednoczonych zostata oszacowana na okoto 3 przypadki na 100 tys. osob (Thakkar
I wsp., 2014). Widoczna jest réznica w zachorowalnosci na GBM w zaleznosci od pfci,
przy czym wigksza czgsto$¢ wystegpowania GBM stwierdzono u mezczyzn (okoto
1,6 razy wyzsza) w poréwnaniu do kobiet (Thakkar i wsp., 2014). Odnotowano takze
réznice W czestosci wystepowania GBM pomiedzy mieszkancami Krajow wysoko-,
$rednio- i niskorozwinietych. W krajach bogatych prawdopodobienstwo zachorowania
utrzymuje si¢ na poziomie 5,8 na 100 000 mezczyzn i 4,4 na 100 000 kobiet, podczas gdy
w krajach stabo rozwinigtych stosunek ten obniza si¢ do 3,2 na 100 000 me¢zczyzn
i 2,8 na 100 000 kobiet (Ahmed i wsp., 2014). Nalezy jednak zwroci¢ uwagg, ze mniejsza
liczba stwierdzonych przypadkow w krajach stabo rozwinigtych moze by¢
odzwierciedleniem gorszej dostepnosci opieki medycznej w tych krajach oraz mniejszej

skuteczno$ci diagnozowania chorych.

Dane epidemiologiczne wskazuja na szereg czynnikow  potencjalnie
odpowiedzialnych za powstawanie GBM. Do rozwazanych czynnikow ryzyka naleza:
nieodpowiednia dieta, zanieczyszczenie srodowiska, naduzywanie lekow oraz substancji

uzalezniajagcych (papierosy, alkohol, narkotyki), urazy mechaniczne glowy, pole
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elektromagnetyczne, promieniowanie jonizujace lub niejonizujace, a takze podtoze
genetyczne (Wrensch i wsp., 2002). Jako potencjalny czynnik ryzyka brany byt takze pod
uwage wplyw uzywania telefonéw komoérkowych, jednak wyniki prowadzonych badan
nie potwierdzily istnienia takiej zaleznosci (Wrensch i wsp., 2002), jedynie dane
pochodzace z przeprowadzonej metaanalizy wykazaty, ze po 10 latach uzywania telefonu
komorkowego moze wzrasta¢ ryzyko zachorowania na GBM (Hardell i wsp., 2007).
Podsumowujgc, pomimo ogromnego postepu nauki i medycyny dotad nie udato sie¢

jednoznacznie okresli¢ etiologii GBM.

Dotychczas postawiono dwie hipotezy dotyczgce powstawania glejakow. Pierwsza
postuluje, ze glejak wyksztalca si¢ na skutek transformacji nowotworowej neuronalnych
komorek macierzystych lub progenitorowych komorek glejowych. Mutacje w DNA
aktywuja migracj¢ tych komorek do innych rejonéw moézgu, gdzie na drodze dalszych
genetycznych mutacji ulegaja petnej transformacji nowotworowej. Druga zaktada, ze
glejak powstaje z dojrzatych astrocytow lub oligodendrocytow, ktore w wyniku mutacji
ulegaja odroznicowaniu odzyskujac petne zdolnosci do proliferacji i migracji, podobne do
tych posiadanych przez komoérki progenitorowe we wczesnym rozwoju OUN (Maher
i wsp., 2001).

W 2016 roku WHO podzicelita GBM ze wzgledu na status IDH, genu kodujacego
dehydrogenazg izocytrynianowg (ang. isocitrate dehydrogenase 1) na GBM z IDH typu
dzikiego (ang. IDH-wild type) oraz GBM ze zmutowanym IDH (ang. IDH-mutant), ktore
najczesciej odpowiadaja odpowiednio GBM pierwotnym i wtérnym (Louis i wsp., 2016).
Podziat GBM na pierwotne i wtorne odnosi si¢ do procesu progresji nowotworu
(Ryc. 11.1.) (Ohgaki i Kleihues, 2007), w ktérym posta¢ pierwotna GBM powstaje
najprawdopodobniej ze zdrowych komoérek de novo, podczas gdy wtorna rozwija sig
z glejaka 0 nizszym stopniu zto§liwosci (Kleihues i Ohgaki, 2000). GBM pierwotny
stanowi 90-95% przypadkéw GBM. Rozwija si¢ bardzo szybko u pacjentéw w starszym
wieku ($redni wiek 62 lata), bez klinicznych lub histologicznych dowodéw na istniejaca
mniej ztosliwg zmiang prekursorowg. Ponad 60% pacjentow z pierwotnym GBM ma
histori¢ choroby krotsza niz 3 miesigce (Ohgaki i Kleihues, 2009; Ohgaki i wsp., 2004).
Wtorne glejaki sg rzadsze (mniej niz 10% przypadkow) i dotycza mtodszych pacjentow
(Sredni wiek 45 lat). Rozwijaja si¢ wolniej poprzez progresje z guzoéw pochodzenia
astrocytarnego 0 nizszych stopniach ztosliwosci: gwiazdziaka rozlanego (ang. diffuse

astrocytoma, WHO 1) lub gwiazdziaka anaplastycznego (ang. anaplastic astrocytoma,
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WHO I1Il) (Ohgaki i Kleihues, 2009; Ohgaki i wsp., 2004). Wyzsza czgstosé
zachorowalnosci na GBM pierwotnego obserwuje sie U mezczyzn (Stosunek
odnotowanych przypadkéw me¢zczyzn do Kobiet; 1,33), natomiast GBM wtérnego
u kobiet (stosunek odnotowanych przypadkéw mezczyzn do kobiet; 0,65) (Thakkar
I wsp., 2014; Ohgaki i wsp., 2004).

)\3‘( py Astrocyty
TRr< lub
3 P e ;
A7 prekursorowe komarki macierzyste
'
7
) L
v !z‘v&( o~ Diffuse astrocytoma
T o
Vi oh
VIARS WHO I
A7
'

GBM pierwotny GBM wtorny

WHO IV WHO IV

Ryc. I11.1. Schemat powstawania GBM pierwotnych i wtérnych. Na podstawie Oghaki
i Kleihues, 2007, zmodyfikowane.

Pomimo postgpu medycyny, GBM jest chorobg nieuleczalng o bardzo ztym
rokowaniu: czas przezycia od momentu rozpoznania wynosi 12-15 miesiecy (mediana
czasu przezycia 14,6 miesigca), a Srednia przezywalnos¢ wynosi zaledwie 3,3% po
2 latach i 1,2% po 3 latach (Alifieris i Trafalis, 2015). Tak zte rokowanie wynika gtéwnie
z intensywnej proliferacji komorek GBM oraz ze zdolnosci komorek do naciekania
(infiltracji) zdrowych tkanek. Leczenie GBM jest ztozone i obejmuje: 1). maksymalnie
bezpieczng resekcje guza; ii). radioterapie z rownoczesng chemioterapig (Stupp i wsp.,
2005). Najlepiej przebadanym chemioterapeutykiem jest temozolomid (TMZ), zwigzek
alkilujacy DNA. Wielu  pacjentow z GBM jest opornych na leczenie tym
chemioterapeutykiem, co najczgéciej wynika z aktywnosci metylotransferazy

metyloguaninowej  (ang.  Of-alkylguanine DNA  alkyltransferase, ~MGMT),
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odpowiedzialnej za naprawe DNA po alkilacji w pozycji O°-guaniny (Fan i wsp., 2013).
Metylacja MGMT blokujgca ckspresje tego genu jest korzystnym czynnikiem
prognostycznym i wystepuje W 30-60% przypadkéw GBM (Fan i wsp., 2013). Testowane
sg schematy leczenia taczace TMZ z innymi chemioterapeutykami (np. cisplatyna,
bevacizumab, irinotekan, interferon), jednak najnowsze badania kliniczne nie
potwierdzity przewagi tych terapii wielolekowych nad monoterapig wykorzystujacg TMZ
(Weller i wsp., 2013). Pomimo stosowanych terapii, wskaznik nawrotow wWynosi prawie
100% (Lara-Velazquez i wsp., 2017). Zjawisko naciekania sprawia, ze trudno odnalez¢
granice migdzy zdrowa a chorg tkanka, €O znacznie utrudnia, a czgsto wreez
uniemozliwia doktadng i skuteczng resekcje guza (Alifieris i Trafalis, 2015). Nieusuni¢te
podczas resekcji komorki nowotworowe w jamie pooperacyjnej moga tworzy¢ nowsg
mas¢ guza W odlegtosci 2-3 cm od granicy pierwotnej zmiany (Gaspar i wsp., 1992).
Dodatkowo, stosowane obecnie chemioterapeutyki wywotuja szereg dziatan ubocznych

obnizajac znaczgCo jakos¢ zycia pacjentow (Alifieris i Trafalis, 2015).

GBM sa guzami bardzo heterogennymi pod wzgledem molekularnym (Alifieris
i Trafalis, 2015). Dotychczas zidentyfikowano w GBM szereg mutacji punktowych,
aberracji chromosomowych, zmian w poziomie metylacji promotoréw gendéw i ekspresji
genow (Tab. 11.1.) Wysoka heterogennos¢ GBM obserwowana jest zarowno pomiedzy
poszczegdlnymi guzami, jak réwniez pomigdzy poszczegdlnymi komoérkami w obrebie

danego guza (Inda i wsp., 2014).
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Tab. I1.1. Zaburzenia molekularne w GBM pierwotnym i wtornym.

GBM pierwotny GBM wtorny Ref.
(IDH typu dzikiego) | (IDH zmutowany)
TP53 28% 65% 1,2
) PTEN 25% 4% 1,2
Mutacje punktowe
ATRX 10% - 3
TERT 58% 28% 4
EGFR 36% 8% 1,2
Amplifikacja PDGFRA 15% ? 5
MET 5% ? )
Delecja p16'NK4a 31% 19% 1,2
1p 12% 15% 2
Utrata
| 10p 47% 8% 1,2
heterozygotycznosci
10q 70%, 47% 63%, 54% 2
(ang. loss of
) 13q 12% 38% 2
heterozygosity,
19q 6% 54% 2
LOH)
22q 41% 82% 2
p14ARF 6% 31% 2
ple!NKaa 3% 19% 2
Metylacja RB1 14% 43% 2
MGMT 36% 75% 2
TIMP-3 28% 71% 2

Ohgaki i wsp., 2004
Ohgaki i Kleihues, 2007
Li i wsp., 2015
Nonoguchi i wsp., 2013

A A o

Szerlip i wsp., 2012
11.2. Glutamina i glutaminian w osrodkowym ukladzie nerwowym

Glutamina (GlIn) jest jednym z 21 aminokwasoéw niezbednych do prawidtowego
funkcjonowania organizmu. GIn jest szeroko rozpowszechniona w tkankach organizmu,
a jej stezenie W zaleznosci od tkanki wynosi od 0,7 mM do 20 mM (Souba, 1993).

W ptynie moézgowo-rdzeniowym (ang. cerebrospinal fluid, CSF) i w przestrzeniach
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zewnatrzkomérkowych mozgu GIn  znacznie przewyzsza poziom pozostatych
aminokwasow. Stezenie GIn w CSF oscyluje wokot wartosci 0,5 mM (Xu i wsp., 1998;
Reichel i wsp., 1995; Hamberger i Nystrom, 1984), podczas gdy w ptynie
zewnatrzkomérkowym mierzonym w roéznych obszarach mozgu stgzenie Gln wynosi od
0,2 -0,5 mM (Kanamori i Ross, 2004; Hamberger i Nystrom, 1984). Najwicksze zuzycie
tego aminokwasu nastepuje W nerkach, jelicie cienkim, watrobie, komorkach B-trzustki,
komorkach uktadu odpornosciowego (limfocytach, makrofagach i neutrofilach) oraz
w OUN (Newsholme i wsp., 2003).

Podstawowg rolg GlIn jest udzial w syntezie peptydow i biatek. GlIn stanowi takze
prekursor glutaminianu (Glu) oraz posrednio glutationu (GSH). GSH, endogenny
tripeptyd, bierze udziat w utrzymaniu prawidtowego potencjatu redoks komoérek, co ma
znaczenie w regulacji wewnatrzkomoérkowego metabolizmu, w procesach wzrostu
i roznicowania si¢ komorek i apoptozie. Ponadto, GSH stanowi jeden z najistotniejszych

przeciwutleniaczy w komorkach (Vilhardt i wsp., 2017; Aquilano i wsp., 2014).

Wystepujaca W duzych ilosciach w OUN GIn uczestniczy w wielu szlakach
metabolicznych. Istotng funkcjg GIn jest udzial w metabolizmie amoniaku oraz synteza
neuroprzekaznikow aminokwasowych: pobudzajacych - Glu i asparaginianu (Asp) oraz
hamujacego - kwasu y-aminomastowego (GABA) (Albrecht i wsp., 2010a). Zachowanie
odpowiedniej rownowagi pomigdzy iloscig GIn i Glu jest niezbedne do prawidtowego
funkcjonowania OUN. GIn uwalniana przez astrocyty transportowana jest do neuronow
glutaminianergicznych, gdzie przy udziale glutaminazy (GA) ulega hydrolizie do Glu.
Glu stanowi prekursor GABA, ktory powstaje w wyniku jego dekarboksylacji
(Schousboe, 2018; Sonnewald i wsp., 1993). Glu uwalniany jako neuroprzekaznik do
przestrzeni synaptycznej, jest wychwytywany zwrotnie przez astrocyty. W astrocytach
dochodzi do syntezy GIn z Glu i amoniaku, co umozliwia detoksykacj¢ mozgu
z amoniaku (Albrecht i wsp, 2010b). Reakcja ta katalizowana jest przez syntetaze
glutaminy (GS), ktéra wystepuje wytacznie W astrocytach i wymaga obecnosci ATP

(Norenberg i Martinez-Hernandez, 1979; Martinez-Hernandez i wsp., 1977).

Transport GIn pomiedzy astrocytami i neuronami odbywa si¢ za posrednictwem
odpowiednich transporterow btonowych. Za transport GIn na zewnatrz astrocytow
odpowiadajg uktady: N, ASC, L. Natomiast GIn dostarczana jest do neuronéw za

posrednictwem transporteréw nalezacych do uktadu A (Broer | Brookes, 2001).
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Coraz wigcej danych sugeruje, ze GIn moze modulowa¢ ekspresje genoéw i biatek,

aktywno$¢ biatek i zmiany w wewngtrzkomorkowych stezeniach metabolitow W réznych

tkankach lub komorkach. Dotychczas, wykorzystujac rdézne modele doswiadczalne,

stwierdzono bezposredni lub posredni wptyw GIn na molekuly zaangazowane w liczne

procesy zestawione w Tab. 11.2. (Curi i wsp., 2007):

Tab. 11.2. Funkcje komérkowe regulowane przez Gln i odpowiadajace im zmiany

w poziomie ekspresji genow i aktywnosci biatek (molekuly docelowe).

Nazwa procesu

Molekuly na ktére wptywa GIn

Glukogeneza

PEPCK (ang. phosphoenolpyruvate carboxykinase)

Cykl ornitynowy

ASS (ang. argininosuccinate synthase)

Metabolizm
komorek

Lipogeneza

FAS (ang. fatty acid synthase);
GPDH (ang. glycerophosphate dehydrogenase)

Proliferacja komorek

ERK (ang. extracellular signal-regulated kinases)
JNK (ang. Jun N-terminal kinases)

ADSS-1 (ang. adenylosuccinate synthase)

Szlaki anaboliczne

ASCT2
ACC (ang. acetyl-CoA carboxylase)
GS (ang. glycogen synthase)

Degradacja biatek

ubikwityna (ang. ubiquitin)

Szok cieplny

biatka szoku cieplnego (ang. heat shock proteins, HSP)

Potencjat redoks

GSH

komorek

Apoptoza

Ochrona i naprawa

TRAIL (ang. tumor necrosis factor related - apoptosis
inducing — ligand)

Fas

Funkcje immunologiczne i

produkcja cytokin

CD25; CD45R0; CD71,
TNFa (ang. tumor necrosis factor)
IL-1; IL-2; IL-6

Modulacja poziomu insuliny

GFAT

Formowanie macierzy

zewnatrzkomorkowej

kolagen (ang. collagen)

Transkrypcja genow

biatka szoku cieplnego (ang. heat shock proteins, HSP)
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11.3. Glutamina i glutaminian w glioblastoma

GIn jest aminokwasem najintensywniej zuzywanym przez komorki nowotworowe.
Podobnie jak w guzach o innej histogenezie, takze w GBM stanowi ona gtowny metabolit
energetyczny dla mitochondriéw oraz zrédlo azotu do syntezy nukleotydéw (Martin
I wsp., 1998). Ponadto, GIn bierze udziat w regulacji objetosci komérek GBM, a zmiany
objetosci komorek mogg m.in. prowadzi¢c do zmian w metabolizmie, zaburzaé
przekaznictwo szlakéw sygnatowych, powodowaé uszkodzenia DNA oraz wptywaé na
proces migracji (Ernest i Sontheimer, 2007). Ponadto, jak zaznaczono w poprzedzajacym
rozdziale, GIn stanowi prekursor Glu, ktéry gromadzac si¢ W duzych ilosciach
w przestrzeniach mi¢dzykomorkowych dziata neurotoksycznie na prawidlowe komorki
otaczajace guz (Souba, 1993). Nadmierne uwalnianie Glu nastgpuje w wyniku zaburzenia
transportu tego aminokwasu. W GBM wykazano nadekspresje genu kodujacego
transporter ASCT2 (Dolinska i wsp., 2003; Sidoryk i wsp. 2004) przy jednoczesnie
obnizonej ekspresji gtéwnego astrocytarnego transportera Glu EAAT2 (de Groot i wsp.,
2005). Innym istotnym elementem odpowiedzialnym za uwalnianie duzych ilosci Glu jest
nadekspresja podjednostki xXCT antyportera cystynowo-glutaminianowego Xxc, ktory
transportujac do komorki cystyng przenosi na zewnatrz komoérki Glu (Ye i wsp., 1999).
Konsekwencja  powstawania  wysokiego  stezenia Glu  w  przestrzeniach
miedzykomorkowych jest intensywny wzrost i migracja komorek guza (Polewski i wsp.,
2016; Sontheimer, 2008; Ye i Sontheimer, 1999). Wewnatrzkomorkowy Glu wraz
zZ cystyng stanowig prekursory do syntezy GSH. GSH jest istotnym przeciwutleniaczem,
moduluje odpowiedz immunologiczng, a ponadto odpowiada za sygnalizacje redoks oraz
detoksykacje. W roznych nowotworach, w tym GBM, obserwuje si¢ zwigkszenie
poziomu GSH, co skutkuje opornoscig tych guzéw na radio- i chemioterapi¢ (Rocha
i wsp., 2016; Kohsaka i wsp., 2013).

11.4. Glutaminaza

Istotna rola jaka petni GIn i Glu zar6wno w prawidtowym funkcjonowaniu OUN,
jak 1 w biologii nowotworéw, spowodowala wzmozony wzrost zainteresowania
glutaminazg (GA, EC 3.5.1.2). GA jest enzymem z grupy hydrolaz, ktéry w obecnosci
jonow fosforanowych, katalizuje reakcje hydrolizy GIn do Glu i jonéw amonowych.
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W komorkach ssakéw GA kodowana jest przez dwa geny: gen Gls koduje izoformy typu
nerkowego (kidney-type glutaminase - KGA i GAC), natomiast gen Gls2 koduje
izoformy typu watrobowego (liver-type glutaminase - GAB i LGA) (Campos-Sandoval
I wsp., 2015).

Geny GLS i GLS2 charakteryzuja si¢ duzym podobienstwem sekwencji
nukleotydowych. Ekson pierwszy wykazuje 62,5% podobienstwa, przy czym koduje
tylko 61 aminokwasow w izoformach GA watrobowej 1 az 129 aminokwasoéw
w izoformach GA nerkowej (co skutkuje 67 dodatkowymi aminokwasami na N-koncu).
Sekwencje kodowane przez ekson pierwszy zawierajg sekwencje sygnatowsa
odpowiedzialng za lokalizacje biatka w komorce. Ostatni ekson wykazuje zaledwie
29,4% podobienstwa. Sekwencja kodowana przez ten region odpowiada za interakcje
zinnymi biatkami (Marquez i wsp., 2006). Konsekwencja opisanych réznic
w sekwencjach moze by¢ odmienna lokalizacja komorkowa oraz funkcje petnione przez
te biatka (Pérez-Gomez i wsp., 2003).

Poszczegolne izoformy GA zostaty omowione W odrgbnych podrozdziatach.

11.4.1 Glutaminaza typu nerkowego

Gen GLS, kodujacy GA typu nerkowego, zlokalizowany jest na chromosomie 2
(2932.2) (Aledo i wsp., 2000). Sktada si¢ z 19 eksonow, z ktoérych na drodze
alternatywnego splicingu powstaja dwa transkrypty: dtuzszy - KGA i krotszy - GAC.
KGA powstaje z eksonow od 1 do 14 i od 16 do 19, podczas gdy GAC tworza eksony od
1 do 15 (Ryc. 11.2.) (Campos-Sandoval i wsp., 2015).
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Promotor

Alternatywny splicing ™,

KGA '« GAC
18 eksonow 3 5 15 eksondéw
5! 1 1
— L T L —
| 2 4| 6 81112 14|17I 19 2 4| 6 |shq 12 |14
1 3 5 7911 13 1618 1 3 5 7911 13 15

|:| Eksony wystepujace w obydwu powstajgcych transkryptach
: Eksony wystepujgce tylko w transkrypcie KGA
[:] Ekson wystepujacy tylko w transkrypcie GAC

— Introny

Ryc. 11.2. Schemat splicingu genu GLS i powstajace z niego transkrypty. Na

podstawie Campos-Sandoval i wsp., 2015, zmodyfikowane.

KGA ulega silnej ekspresji w nerce i mozgu, natomiast wykazuje stabsza
ekspresje W sercu, ptlucach, trzustce, tozysku i migsniach szkieletowych (Turner
i McGivan, 2003; Porter i wsp., 2002; Elgadi i wsp., 1999; Aledo i wsp., 2000).
Wykazano mitochondrialng lokalizacj¢ KGA w neuronach matpy i szczura (Olalla i wsp.,
2002) oraz w ludzkich i szczurzych astrocytach (Cardona i wsp., 2015).

Obecnos¢ transkryptu GAC zostata potwierdzona w migéniu sercowym, trzustce,
nerkach, ptucach i tozysku, natomiast nie stwierdzono jego obecnosci w watrobie (Elgadi
i wsp., 1999).

Obie izoformy, KGA i GAC, s3 aktywowane przez wysokie stgzenia
nieorganicznego fosforanu i hamowane przez Glu (Curthoys i Watford, 1995; Cassago
iwsp., 2012). Stata Michaelisa (Km), okreSlajgca stezenie substratu, przy ktoérym
szybko$¢ reakcji enzymatycznej jest rowna potowie szybkosci maksymalnej (Vmax) tej
reakcji, dla GA nerkowej i jej substratu GIn jest niska i wynosi 0,6 mM

Z Vmax 1,1 pmol/ml/min (Botman i wsp., 2014;).
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11.4.2 Glutaminaza typu watrobowego

Gen GLS2 zlokalizowany jest na chromosomie 12 i sklada si¢ z 18 eksonow.
Dotychczas znane sg dwa transkrypty powstajace na skutek jego ekspresji: dtuzszy - GAB
I krotszy — LGA (Campos-Sandoval i wsp., 2015). Transkrypt GAB sktada si¢ z 18
eksonow, a miejsce startu transkrypcji zlokalizowane jest na poczatku 1 eksonu. Z Kkolei
transkrypt LGA powstaje z eksonow 2-18, a alternatywny promotor i miejsce startu
transkrypcji znajdujg sie¢ w 3’ koncu 1 intronu genu GLS2 (Ryc. 11.3.) (Martin-Rufian
i wsp., 2012).

Alternatywny
Promotor promotor
EE—

5l
‘\
‘\
‘\
Alternatywny splicing ™,
GAB b | LGA
18 eksonéw 17 eksonow
5| 3! 5! 3'
214 6|8|110412 |14]1 18 2|4|6|8|1&|12|14|1q 18
1 35 7 911 131517 35 7 911 131517

[ Eksony wystepujgce w obydwu powstajacych transkryptach
[T Ekson wystepujacy tylko w transkrypcie GAB

—— Introny

Ryc. 11.3. Schemat splicingu genu GLS2 i powstajace z niego transkrypty. Na

podstawie Campos-Sandoval i wsp., 2015, zmodyfikowane.

GA watrobowa zlokalizowana jest glownie w watrobie i przez dhlugi czas
negowano jej obecno$¢ W innych tkankach. Nowsze badania potwierdzity jednak
ekspresje GIs2 w mozgu, trzustce i komorkach uktadu odpornosciowego (neutrofilach)
(Aledo i wsp., 2000; Castell i wsp., 2004). Ponadto stwierdzono, ze transkrypty GAB

i LGA ulegaja koekspresji w watrobie | mozgu czlowieka, myszy 1 szczura
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(Martin-Rufian i wsp., 2012). Poziom ekspresji kazdej z izoform jest specyficzny
zarowno dla gatunku, jak i tkanki: stwierdzono, ze GAB jest gtownym transkryptem Gls2
w moézgu szczura, podczas gdy LGA w wigkszym stopniu ulega ekspresji w mozgu
myszy. Zjawisko koekspresji zaobserwowano takze w odniesieniu do genéw Gls i Gls2:
dotychczas kolokalizacje KGA z izoformami kodowanymi przez Gls2 odnotowano
w komorkach moézgu (Olalla i wsp., 2002), a takze w komoérkach nowotworow piersi,
watroby oraz biataczki (Pérez-Goémez i wsp., 2005). Nalezy jednak nadmieni¢, ze
w mozgu ssakoéw ponad 90% wszystkich transkryptow GA stanowig te kodowane prze
Gls (Martin-Rufian i wsp., 2012).

GA watrobowa jest aktywowana przez niskie stgzenia nieorganicznego fosforanu
I nie jest hamowana przez Glu (Curthoys i Watford, 1995). Charakteryzuje si¢ wysoka Km
dla GIn (11,6-17 mM) i Vmax 0,54-0,80 umol/ml/min (Botman i wsp., 2014).

Poczatkowo GA watrobowa byta postrzegana jako enzym wylacznie zwigzany
z mitochondrium (Aledo i wsp., 1994). Odkrycie obecnosci GAB w jadrach
komorkowych neuronéw w moézgu matpy i szczura (Olalla i wsp., 2002) wskazato nowa
droge badan nad funkcjami tej izoformy. Powstata hipoteza, ze poza rola enzymatyczng ta
GA moze pehi¢ takze inne funkcje w komorce. Mozliwe, ze na funkcje pelnione przez
GAB moga mie¢ wptyw motywy biatkowe wystgpujace W jej obrgbie. Kolejne motywy,
zaczynajac 0d N-konca to (Marquez i wsp., 2006) (Ryc. 11.4.):

» Sekwencja peptydowa umozliwiajgca transport biatka do mitochondriow
(aminokwasy 1-14) (Gomez-Fabre i wsp., 2000)

» Sekwencja LGDLL, ktora zlokalizowana jest w pierwszym eksonie GAB
(aminokwasy 72-76). Motyw LXXLL umozliwia specyficzne oddziatywania
z receptorami jadrowymi i moze bra¢ udzial w translokacji biatek do jadra
komorkowego (Meertens i wsp., 1998)

» Domena glutaminazowa (aminokwasy 177-463)

» Dwie reszty ankirynowe (aminokwasy 518-551 i 552-572), ktore sa
charakterystyczne dla biatek biorgcych udziat w sygnalizacji komorkowe;,
integralnosci cytoszkieletu, transkrypcji i regulacji cyklu komoérkowego oraz
w transporcie komorkowym (Mosavi i wsp., 2004)

» Sekwencja ESMV zlokalizowana w C-koncu odpowiedzialna za odzialywanie

z biatkami posiadajacymi domen¢ PDZ. Domeny PDZ posrednicza m.in.
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w oddziatywaniach miedzy biatkami i ich prawidtowej lokalizacji komoérkowe;j
(Chi i wsp., 2012). Dotychczas dowiedziono oddziatywan produktu biatkowego
genu GLS2 poprzez domen¢ PDZ z biatkami SNT (ang. a-1-syntrophin) i GIP
(ang. glutaminase interacting protein) (Ollala i wsp., 2001) (aminokwasy 598-
602).

551 552 598
1 14 72 76 177 463 518 XMs572% 602

Mitochondrialna sekwencja Powtérzenia ankirvnowe
sygnatowa ry
@ Sekwencja LGDLL @ Sekwencja ESMV

@ Domena glutaminazowa 1-602 Aminokwasy

Ryc. 11.4. Struktura bialka GAB. Na podstawie Marquez i wsp., 2006, zmodyfikowane.
Schematyczna ilustracja ludzkiego biatka GAB pokazujaca gtowne sekwencje i motywy
biatkowe. Poczawszy od N-konca: mitochondrialna sekwencja sygnalowa, sekwencja
LGDLL umozliwiajaca oddziatywania z receptorami jadrowymi, domena glutaminazowa,
powtdrzenia ankirynowe, sekwencja ESMV odpowiedzialna za oddziatywania z domeng
PDZ.

Stwierdzenie obecnosci GAB nie tylko w mitochondriach, ale i jadrach
komoérkowych neurondéw, a nastepnie astrocytow (Olalla i wsp., 2002; Cardona i wsp.,
2014) oraz wykazanie oddziatywan GAB z biatkami zawierajacymi domeng PDZ (Olalla
i wsp., 2001) dato podstawy do stworzenia hipotezy, ze poza rolg enzymatyczng GAB
moze by¢ zaangazowana bezposrednio lub posrednio (poprzez oddziatywania z innymi
biatkami lub poprzez modulacje wewnatrzkomoérkowego poziomu GIn) w regulacje
transkrypcji genow. Wplyw GAB na proces transkrypcji zostal udokumentowany
w komorkach GBM transfekowanych sekwencja kodujaca to biatko (Szeliga i wsp.,
2009).
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11.5. Rola glutaminazy w nowotworach

Dotychczasowe badania wskazuja, ze rozregulowana ekspresja i/lub aktywno$¢
izoform GA jest cechg charakterystyczng komorek nowotworowych o rdznej histogenezie
(Szeliga i Obara-Michlewska, 2009). Nalezy zwroci¢ uwage, ze starsze dane dotycza
badan nad GA bez uwzgledniania jej izoform.

Dane literaturowe sugeruja, ze izoformy GA typu nerkowego i watrobowego
pelnig w komorkach nowotworowych przeciwstawne funkcje. 1zoformy kodowane przez
GLS ulegajg silnej ekspresji w komorkach intensywnie proliferujgcych, podczas gdy
izoformy kodowane przez GLS2 sa charakterystyczne dla komoérek o niskim poziomie
proliferacji (Pérez-Gomez i wsp., 2005; Turner i McGivan, 2003; Szeliga i wsp., 2014).

W komorkach linii hepatoblastoma HepG2 wykazano 20-krotnie wyzszy poziom
transkryptu GLS2 w poréwnaniu do GLS. Jednakze na poziomie biatka zidentyfikowano
zblizone ilosci obu izoform, przy czym stwierdzono, ze aktywno$¢ enzymatyczng
w gtéwnej mierze wykazuje nerkowa izoforma GA. Brak korelacji pomigdzy poziomem
mMRNA a poziomem kodowanego przez niego bialka i aktywno$ci enzymatycznej
sugeruje istnienie potranskrypcyjnych i/lub potranslacyjnych mechanizméw regulowania
GA (Pérez-Gomez i wsp., 2005). Podobnie w komorkach linii raka piersi, ZR-75-1
i MCF-7, wykazano wystepowanie zarowno nerkowej, jak i watrobowej izoformy GA,
ale aktywnos¢ enzymatyczng obserwowang W tych komorkach przypisuje si¢ gtownie
izoformie KGA (Pérez-Gomez i wsp., 2005).

Pozniejsze prace wykazaly obnizony poziom mMRNA dla GLS2 zaréwno
w licznych komorkach linii raka watroby (Zhang i wsp., 2013.; Liu i wsp., 2014), jak
i komorkach linii raka okreznicy (Zhang i wsp., 2013) w poréwnaniu do komorek
prawidlowych. Co wazniejsze, Stwierdzono obnizenie ekspresji GLS2 w ludzkich
tkankach raka watroby w poréwnaniu do tkanek nienowotworowych (Zhang i wsp., 2013;
Liu i wsp., 2014). Podobng tendencj¢ zaobserwowano w badaniach prowadzonych na
ludzkich tkankach raka okr¢znicy (Zhang i wsp., 2013). Przeprowadzone dotychczas
badania wskazuja, ze epigenetyczne wyciszanie GLS2 w tych przypadkach nastepuje
poprzez hipermetylacj¢ promotora tego genu (Zhang i wsp., 2013; Liu i wsp., 2014).

Profil ekspresji poszczegdlnych izoform GA ulega zmianie takze w guzach moézgu

réznego pochodzenia. W nienowotworowych tkankach mozgu transkrypty KGA i GAC
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wykazuja podobny poziom ekspresji, podczas gdy poziom watrobowej GA stanowi oK.
70% poziomu izoformy KGA. W zwojakoglejaku (ang. ganglioglioma, guz pochodzenia
neuronalno-glejowego) stwierdzono wysoka ekspresje transkryptu GAC (1,8-krotnie
wyzsza ekspresja niz mMRNA dla KGA), podczas gdy ekspresja mRNA dla GA
watrobowej  wynosita  okolo 20% mRNA GAC. W  skapodrzewiaku
(ang. oligodendroglioma, guz pochodzenia oligodendroglejowego) stwierdzono
nadekspresjc MRNA GAC w poréwnaniu do mRNA KGA, podczas gdy mRNA
watrobowej GA stanowi ok. 60% mMRNA GAC. W nowotworach pochodzenia
astrocytarnego (gwiazdziaku wlosowatokomérkowym ang. pilocytic astrocytoma,
podwyscidtkowym gwiazdziaku olbrzymiokomérkowym ang. subependymal giant cell
astrocytoma, SEGA) i ependymalnego (wysciotczaku ang. ependymoma) ekspresja
MRNA GAC jest wyzsza niz ekspresja mMRNA KGA, przy jednoczesnej bardzo niskiej
ekspresji mMRNA GA watrobowej (Szeliga i wsp., 2008). W tkankach GBM obserwuje si¢
silng ekspresje genu GLS, przy braku lub sladowej ekspresji genu GLS2 (Szeliga i wsp.,
2005), czego przyczyna jest, podobnie jak w przypadku raka watroby i okreznicy,
hipermetylacja DNA w obr¢bie GLS2 (Szeliga i wsp., 2016).

Wedhug dotychczasowego stanu wiedzy, ekspresja genu GLS jest regulowana
przez produkty onkogenow: MYC via miR-23 (Gao i wsp., 2009), GTPazy Rho (Cdc42,
Racl, RhoC) (Wang i wsp., 2010) i Notch (Kahlert i wsp., 2016). Ekspresja genu GLS2
jest zalezna od biatek supresorowych p53, p63, p73 (Hu i wsp., 2010; Giacobbe i wsp.,
2013; Velletri i wsp., 2013).

Zgodnie z teza zakltadajaca, ze izoformy kodowane przez GLS i GLS2 petnig
przeciwstawne funkcje w ksztaltowaniu  wilasnosci  biologicznych  komoérek
nowotworowych, badania ostatnich lat dowodza, ze obnizenie indeksu proliferacji czy
zdolnosci migracyjnych komorek nowotworowych o réznej etiologii mozna osiggnaé

poprzez wyciszenie ekspresji genu Gls badz na skutek indukcji ekspresji genu Gls2.

Obnizenie ekspresji lub aktywnosci nerkowej izoformy GA redukuje potencjat
proliferacyjny komorek nowotworéw roznego pochodzenia, co potwierdzily badania
prowadzone na komorkach raka prostaty (Gao i wsp., 2009) i raka piersi (Donadio i wsp.,
2008; Wang i wsp., 2010). Wyciszenie KGA w mysich komoérkach linii EATC
(ang. Ehrlich ascites tumour cells) zmienia ich morfologi¢ i prowadzi do obnizenia

potencjatu proliferacyjnego tych komorek nie tylko w warunkach in vitro, ale takze
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invivo (Lobo i wsp., 2000). Pézniejsze badania wykazaty, ze w komoérkach EATC
z wyciszong KGA dochodzi do obnizenia ekspresji Kilku genow (Hmga2, Fmnl3, Nedd-4,
Usp-15) zwigzanych ze wzrostem i proliferacjg komoérek (Martin-Rufian i wsp., 2006).
Zablokowanie ekspresji GLS zahamowuje wzrost i proliferacj¢ rowniez komorek linii
GBM ludzkiego SFxL i LN229 zarowno w warunkach in vitro (Cheng i wsp., 2011,
Martin-Rufian i wsp., 2014), jak i in vivo (Cheng i wsp., 2011) oraz w liniach
komorkowych wyprowadzanych z tkanek GBM (Kahlert i wsp., 2016). Ponadto, komorki
SFXL i LN229 po wyciszeniu ekspresji GLS stajg si¢ bardziej podatne na dziatanie
czynnikow stresu oksydacyjnego oraz wykazuja obnizony poziom GSH (Martin-Rufian
i wsp., 2014).

Podobne zmiany we wlasnosciach biologicznych komorek nowotworowych
mozna osiggnag¢ poprzez indukcje ekspresji genu GLS2. Nadekspresja GLS2
w komorkach  znaczaco zmniejszyta zdolno$¢ formowania  kolonii  komorek
nowotworowych raka ptuc H1299, ludzkiego GBM HTB15 (U-118 MG) oraz raka
watroby HepG2 (Hu i wsp., 2010). Ponadto, indukcja ekspresji GLS2 w komérkach raka
watroby Huh-1 i Huh-7 zahamowata proliferacj¢ komorek hodowanych w warunkach in
vitro, jak i rozrost nowotworu in vivo. Autorzy pracy jednocze$nie wykazali, ze
obserwowane zmiany moga by¢ wynikiem negatywnej regulacji szlaku sygnatowego
PISK/AKT przez GLS2 (Liu i wsp., 2014). Transfekcja komoérek T98G sekwencja
kodujaca GAB  spowodowala obnizenie indeksu proliferacji, aktywnos$ci
mitochondrialnej, zdolnosci migracyjnych i potencjatu do formowania kolonii wzgledem
komorek kontrolnych. Wykazano takze, ze przeprowadzona transfekcja zmienia profil
ekspresji licznych genow, sposrod ktorych czesé koduje biatka zaangazowane w proces
onkogenezy, m.in. MGMT, CAPN2, GATA3 (Szeliga i wsp., 2009). Jednoczesnie
stwierdzono, ze komoérki T98G transfekowane GAB sa bardziej wrazliwe na dziatanie
zwiazkow alkilujacych (Szeliga i wsp., 2012) oraz czynnikow stresu oksydacyjnego,
w tym nadtlenku wodoru (H202) w poroéwnaniu do komodrek kontrolnych (Martin-Rufian
i wsp., 2014).

Dane literaturowe sugeruja, ze zmiany obserwowane w komorkach
nowotworowych transfekowanych sekwencja GAB moga by¢ zwigzane z obnizong
ekspresja i/lub aktywnos$cia niektorych elementéw zaangazowanych w szlak sygnatowy
Whnt. Ponizej krotko scharakteryzowano te z nich, ktére zostaty przebadane w niniejszej
pracy.
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11.6. Elementy szlaku WNT

Szlak sygnatowy WNT (skrot WNT powstat z potagczenia hazw dwoch genow: Wg
(wingless) i Int) odgrywa istotng role w regulacji takich procesow jak embriogeneza,
réznicowanie, proliferacja 1 przezywalnos¢ komorek. Zwigzanie liganda WNT
z receptorem Fzd (ang. frizzled receptor) prowadzi do aktywacji sciezki kanonicznej,
zaleznej od B-kateniny lub jednej ze sciezek niekanonicznych: i). $ciezki zaleznej od

jonow Ca?* lub ii). $ciezki tzw. polarnej (ang. planar cell polarity, PCP).

W ostatnich latach szlak WNT stat si¢ istotnym zagadnieniem w tematyce badan
nad biologia nowotworow, w tym GBM (Zuccarini i wsp., 2018; McCord i wsp., 2017).
Kluczowe jest okreslenie W jaki sposob przekazywanie sygnatu przez elementy szlaku
WNT wptywa na procesy inwazyjnosci, proliferacji i angiogenezy komorek GBM oraz
ich opornos¢ na chemio- i radioterapi¢. Odkrycia majace na celu poznanie sktadowych
szlaku sygnatowego WNT moga postuzy¢ do zaprojektowania nowych skuteczniejszych
terapii (McCord i wsp., 2017).

11.6.1 Bialko GATAS3

Szlak sygnatowy WNT moze regulowaé ekspresje wielu genow, w tym GATA3
kodujacego czynnik transkrypcyjny GATA3 (ang. GATA Binding Protein 3).
W komorkach limfocytow Th2 aktywacja szlaku WNT powoduje akumulacje B-kateniny
i promuje transkrypcje GATA3 przez przylaczenie SATB1, B-kateniny
i acetylotransferazy histonowej p300 do promotora genu GATA3 (Notani i wsp., 2010).
Natomiast zahamowanie przekaznictwa szlaku WNT zaleznego od p-kateniny prowadzi
do zmniejszenia ekspresji GATA3 w tych komoérkach (Notani i wsp., 2010). GATAS jest
biatkiem zaangazowanym W regulacj¢ licznych procesow takich jak hematopoeza, rozwoj
gruczolow mlekowych, skory czy systemu nerwowego (Chou i wsp., 2010). Biatko to
wykazuje dziatanie plejotropowe w ksztaltowaniu fenotypu roéznych nowotworow.
W przypadku neuroblastoma niski poziom GATA3 zwigzany jest z pozytywnym
rokowaniem dla pacjentéw (Peng i wsp., 2015). W raku piersi czy pecherza moczowego
spadek poziomu GATAS koreluje ze wzrostem agresywnosci nowotworu (Yoon i wsp.,
2010; Li i wsp., 2014.). GATA3 wptywa na poziom cytokin, ktoérych rozregulowany
poziom stwierdzono w GBM, np. IL-10, IL-6, STAT3 (van Hamburg i wsp., 2008; Zhu
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i wsp., 2012). Ponadto, ekspresja GATA3 zalezy od poziomu TGF-p (TGF-p obniza
ckspresje GATA3) (van Hamburg i wsp., 2008), ktory w GBM moduluje procesy
proliferacji (Alexandrow i wsp., 1995) inwazyjnosci (Wesolowska i wsp., 2008)
i angiogenezy (Ueki i wsp., 1992). Poziom ekspresji ani rola biatka GATA3 w GBM nie
byty do tej pory zbadane.

11.6.2 Kinaza AKT

Kinaza biatkowa B (AKT) odgrywa kluczowa rol¢ w regulowaniu wzrostu,
przezywalnosci, proliferacji, cyklu komorkowego, migracji, apoptozy i metabolizmu
glukozy w roznych typach komoérek (Manning i Toker, 2017). Aktywacja AKT jest
wieloetapowym procesem zlozonym z translokacji w poblize blony komorkowe;j
i fosforylacji tego biatka. AKT posiada N-terminalng domen¢ PH (ang. pleckstrin
homology domain), ktéra ma duze powinowactwo do fosfatydyloinozytolo-3,4,5-
trisfosforanu (PIP3). Oddziatywanie AKT z PIP3 umozliwia translokacj¢ AKT w poblize
btony komodrkowej. PIP3 powstaje w wyniku dziatania PI3K na fosfatydyloinozytolo-4,5-
bisfosforan (PIP2), zatem aktywnos¢ PI3K jest niezbedna do translokacji AKT (Bellacosa
i wsp., 1998). Kinazy PDK1 (ang. 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1)
i MTORC2 majg zdolno$¢ fosforylowania AKT odpowiednio na Thr308 i Ser473
(Dangelmaier i wsp., 2014; Yang i wsp., 2015). Warto zaznaczy¢, ze AKT ma zdolnosé¢
inaktywowania kinazy syntazy glikogenowej (ang. glycogen synthase kinase 3, GSK3p),
nalezacej do szlaku kanonicznego WNT, poprzez jej fosforylacj¢ na Ser9. Aktywna
GSK3p tworzy kompleks aksyna/GSK3/CK-1/APC, pod wplywem ktorego B-katenina
ulega fosforylacji, a nastgpnie ubikwitynacji i degradacji w proteasomie. Inaktywacja
GSK3p prowadzi natomiast do akumulacji B-kateniny i nast¢pnie jej translokacji do jadra
komorkowego (Majewska i Szeliga, 2017).

Deregulacja szlaku AKT jest cechg charakterystyczng wielu nowotwordéw 0 roéznej
etiologii (Altomare i Testa, 2005; Sun i wsp., 2001; Bleeker i wsp., 2014). Sciezka AKT
odgrywa kluczowa rolg w powstawaniu i progresji GBM (Sonoda i wsp., 2001), a jej
nadaktywnos$¢ zwigzana jest ze ztymi rokowaniami dla pacjentoéw z GBM (Suzuki i wsp.,
2010; Xue i wsp., 2015). Supresor nowotworowy PTEN jest najszerzej badanym
negatywnym regulatorem $ciezki sygnalizacyjnej AKT. PTEN bedacy fosfatazg ma

zdolnos¢ defosforylacji PIP3 do PIP2, co prowadzi do hamowania fosforylacji AKT
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(Altomare i Testa, 2005). Mutacje, w tym delecje, PTEN wystepuja w 60% przypadkow
GBM (Koul, 2008; Haas-Kogan i wsp., 1998). Obnizenie poziomu AKT lub PI3K
w komorkach T98G prowadzi do obnizenia przezywalnosci i proliferacji komorek,
a takze indukcji procesu apoptozy i zwigkszenia stosunku ekspresji mMRNA BAX do
BCL-2, (Paul-Samojedny i wsp., 2014). AKT reguluje aktywno$¢ transkrypcyjna NF-«kp,
modulatora proceséw apoptozy i proliferacji, poprzez fosforylacj¢ i degradacje inhibitora
kB (IxB) (Bai i wsp., 2009).
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I111. ZALOZENIA | CEL PRACY

Jak wspomniano we Wstepie (rodziat 11.), sladowy poziom ekspresji GLS2 lub jej
brak zostat udokumentowany w komoérkach nowotworow wywodzacych si¢ z rdéznych
tkanek, przy jednoczesnej znacznej ekspresji tego genu w tkankach nienowotworowych.
Transfekcja sekwencja kodujaca GAB, gléwna izoformg kodowang przez GLS2, hamuje
przezywalnos¢ i proliferacje oraz zdolnosci migracyjne komorek nowotworowych
zarowno W modelach in vitro, jak i in vivo. Powyzsze obserwacje dotyczg takze komorek
linii ludzkiego GBM T98G, ktore egzogenna GAB dodatkowo uwrazliwia na dziatanie
zwigzkow alkilujacych i czynnikéw indukujacych stres oksydacyjny. Pojawito si¢ jednak
pytanie, czy transfekcja sekwencja kodujaca GAB wptynie w podobny sposob na
wiasnos$ci biologiczne komorek innych linii ludzkiego GBM, roznigcych si¢ od komorek
linii T98G pod wzgledem profilu genetycznego i zdolnosci do tworzenia nowotworow
w uktadzie in vivo. Ponadto nadal nieznany jest molekularny mechanizm lezacy
u podstaw powyzszych zjawisk. Coraz liczniejsze doniesienia literaturowe sugeruja, ze
GAB poza funkcja enzymatyczng bierze takze udziat w regulacji procesu transkrypcji
i/lub w transdukcji sygnatu. Transfekcja komorek linii T98G sekwencjg kodujaca GAB
zmodyfikowata poziom ekspresji licznych genow, z ktorych czesé koduje biatka zwigzane
ze szlakiem sygnalowym WNT, m.in. genu GATA3. Z kolei w komorkach raka watroby
podobna manipulacja genetyczna zahamowata aktywno$¢ $ciezki AKT. Na podstawie
powyzszych danych postawiono hipoteze zaktadajacg, ze transfekcja linii GBM
sekwencja kodujaca GAB moduluje poziom ekspresji i/lub aktywnosé¢ biatek zwigzanych
ze szlakami WNT i AKT.

Sformutowano ponizsze cele szczegotowe:

1. Ocena wptywu transfekcji sekwencja kodujaca GAB na przezywalnose,
proliferacj¢ i zdolno§¢ do migracji oraz wrazliwos¢ na H>O2 komorek linii ludzkiego
GBM: UB7TMG i LN229.

2. Ocena wzajemnej zaleznosci pozioméw ekspresji genu GLS2 i genu GATA3

w komorkach linit GBM oraz w tkankach GBM i nienowotworowych tkankach mozgu.
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3. Analiza dziatania wybranych biatek zwigzanych ze $ciezka AKT: AKT, PDK1,
PI3K, NF-«p w komorkach GBM transfekowanych sekwencja kodujaca GAB oraz

komorkach kontrolnych.
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V. MATERIALY | METODY

IV.1. Linie komérkowe ludzkiego glioblastoma

W dos$wiadczeniach wykorzystywano trzy komercyjnie dostgpne linie komorkowe
wyprowadzone z komorek ludzkiego glioblastoma o réznym profilu genetycznym

i zdolnosci do tworzenia nowotworow W uktadzie in vivo (Tab IV.1.):

1. Linia T98G pochodzita z American Type Culture Collection (ATCC). Podstawowa
pozywka wykorzystywang do hodowli komoérek T98G bylo MEME (ang. Minimal
Essential Medium Eagle) (Sigma-Aldrich), z 10% zawartosciag bydlecej surowicy
ptodowej (ang. Fetal bovine serum, FBS) (Gibco), 1% roztworem aminokwasow (Sigma-
Aldrich) oraz antybiotykami: penicyling (50 U/ml) i streptomycyna (50 mg/ml) (Gibco).

2. Linia U87MG pochodzita z firmy Sigma-Aldrich. Podstawowa pozywka
wykorzystywang do hodowli komérek U7TMG byt EMEM (ang. Eagle's Minimum
Essential Medium) (ATCC), z 15% zawarto$cia FBS oraz antybiotykami: penicyling
(50 U/ml) i streptomycyng (50 mg/ml) (Gibco).

3. Linia LN229 pochodzita z ATCC. Podstawowa pozywka wykorzystywang do
hodowli komorek LN229 byt DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
(Gibco) z dodatkiem glukozy (stezenie koncowe 4,5 g/l), 10% zawartoscig FBS oraz
antybiotykami: penicyling (50 U/ml) i streptomycyng (50 mg/ml) (Gibco).
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Tab. IV.1. Profil genetyczny komoérek linii T98G, U87TMG i LN229.

(ang. tumorigenic
guzoOw

potential)

tworzenia guzow

tworzenia guzow

T98G U87MG LN229 Ref
mutant mutant
zamiana ATG zamiana CCT (Pro)
TP53 (Met) na ATA typ dziki na CTT (Lys) 1,2
(lle) mutacja w mutacja w kodonie
kodonie 237 98
mutant
zamiana CTT
PTEN (Leu) na CGT Delecja typ dziki 1,3
(Arg) mutacja w
kodonie 42
pl6 delecja Delecja delecja 1,2
p14ARF delecja Delecja delecja 1,2
wysoki poziom
- brak lub §ladowy | brak lub §ladowy
ekspresji, . .. . .
poziom ekspresji poziom ekspresji
czeSciowa _ _ 4,3,
MGMT ) metylacja metylacja
metylacja 6,7
promotora genu promotora genu
promotora genu
(64-66%) (79-100%)
(~42%)
Potencjat do
) Brak potencjatu
tworzenia guzow ) Duzy potencjat do | Duzy potencjat do
do tworzenia 1,8

1 Ishii i wsp., 1999

2 Kaur, 2003

3 Bhattacharya i wsp., 2016
4 Laniwsp., 2016

5 Dunn i wsp., 2009

6 Perazzoli i wsp., 2015

7 Gaspar i wsp., 2010

8 Ramao i wsp., 2012
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Hodowle prowadzono w temperaturze 37 °C, w atmosferze zawierajacej 95%
powietrza i 5% CO». Pozywke zmieniano dwa razy w tygodniu. W eksperymentach
wykorzystywano komoérki z pasazy od 5 do 25. Pasazowane hodowle byly przemywane
buforem fosforanowym PBS (Gibco, Sigma-Aldrich), trypsynizowane 0,25% roztworem
trypsyny z EDTA (Sigma-Aldrich), a nastgpnie rozcienczane S$wiezg pozywka
I przenoszone do nowych naczyn hodowlanych. W przypadku eksperymentow, w ktorych
istotna byta wyjsciowa liczba komorek, po trypsynizacji komorki liczono wykorzystujac
licznik komorek TC20™ Automated Cell Counter (Bio-Rad). Urzadzenie umozliwia
automatyczne zliczanie komorek oraz odréznianie zywych komoérek od martwych.
System detekcji komorek oparty jest na barwieniu bigkitem trypanu. W celu okreslenia
gestosci/liczby komorek po trypsynizacji zawieszano je w 1 ml $wiezej pozywki.
Nastgpnie mieszano 10 pl powstatej zawiesiny komorek z 10 pl 0,4% bigkitu trypanu
I naktadano potowe objetosci mieszaniny na plytke do liczenia komoérek dedykowang
przez producenta (Bio-Rad) i dokonywano pomiaru przy uzyciu licznika. W zaleznosci
od planowanego doswiadczenia materiat hodowano na szalkach o $rednicy 10 cm oraz
W 6-, 24- lub 96-dotkowych ptytkach (Cellstar, Corning, Nunc). Ewentualne zmiany
sktadu pozywki lub modyfikacje czasu hodowli przed doswiadczeniami zawarte sg
w opisie poszczegbélnych eksperymentow. Potwierdzenie tozsamosci linii komoérkowych

zostato przeprowadzone przez firm¢ ATCC metoda profilowania STR.

IV.2. Transfekcja komorek glioblastoma

Komoérki T98G, U87MG i LN229 zostalty stabilnie stransfekowane wektorem
pcDNAS3 (Invitrogen) niosagcym peing sekwencje CDNA ludzkiej GAB (GenBank:
NMO013267) (Szeliga i wsp., 2009) lub pustym wektorem pcDNA3. Transfekcje
wykonano przy uzyciu Lipofectamine 2000 (Invitrogen) zgodnie z zaleceniami

producenta.

Komorki wysiewano na 6-dotkowych ptytkach w pozywce bez antybiotykow
i hodowano przez dobg, do uzyskania 90-95% konfluencji. Przed transfekcja
rozpuszczano 4 ug DNA (pGAB lub pcDNA) w 250 ul pozywki Opti-MEM | Reduced
Serum Medium (Invitrogen) oraz 4ul Lipofectamine 2000 w 250 ul pozywki Opti-MEM |

Reduced Serum Medium. Po uplywie 5 minut roztwér Lipofectamine 2000 mieszano
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z rozcienczonym DNA i tagodnie mieszajac inkubowano przez kolejne 20 minut
w temperaturze pokojowej (ang. room temperature; RT). Nastepnie mieszaning

dodawano do komorek.

Rownolegle prowadzono transfekcje kontrolne, dodajac do komorek mieszaning
4 ul odczynnika Lipofectamine 2000 rozpuszczonego w 500 ul Opti-MEM | Reduced
Serum Medium bez dodatku wektora lub 500 ul czystej pozywki Opti-MEM | Reduced

Serum Medium.

Komoarki inkubowano przez 24 godziny w 37°C, w atmosferze zawierajacej 95%
powietrza i 5% CO». Po tym czasie komorki pasazowano pozostawiajac je W Swiezej
pozywce dedykowanej do danej linii komorkowej 0 standardowym sktadzie wzbogaconej
0 antybiotyk selekcyjny: genetycyne (G418) (BioShop). Oporno$¢ na G418 u stabilnie
stransfekowanych komorek warunkuje niesiony przez wektor pcDNA3 gen Neo kodujacy
fosfotransferaze neomycyny. Selekcje transfektantow prowadzono do momentu wymarcia
komorek z hodowli kontrolnych. Stezenie koncowe G418 ustalane bylo metoda
doswiadczalng i wynosito: dla linii komorkowych T98G i U87MG - 500 pg/ml oraz dla
linii LN229 - 750 pg/ml. Otrzymane w ten sposéb linie komorek stabilnie stransfekowane
wektorem pGAB lub pcDNA, w dalszej czgséci pracy nazwano odpowiednio: TGAB
i TocDNA (transfektanty linii T98G), UGAB i UpcDNA (transfektanty linii US7MG),
LNGAB i LNpcDNA (transfektanty linii LN229). Ekspresja GAB w transfektantach
monitorowana byta metoda RT-PCR.

IVV.3. Material biopsyjny

W badaniach wykorzystano material biopsyjny pochodzacy z Kiliniki
Neurochirurgii i Neurochirurgii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie oraz
z Kliniki Neurologii i Neurochirurgii Wydziatu Nauk Medycznych Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Pisemna swiadoma zgoda zostata uzyskana od
pacjentow, a wszystkie procedury przeprowadzono zgodnie z aprobatg lokalnej Komisji
Bioetycznej. Dziewig¢ przypadkoéw pierwotnego GBM zostato pozyskanych w czasie
operacji i natychmiast zamrozonych. Wiek i pte¢ pacjentow przedstawiono w Tab. IV.2.
Materiat byt diagnozowany przez neuropatologa zgodnie z kryteriami WHO. Grupa
kontrolna sktadata si¢ z czterech nienowotworowych tkanek moézgu: dwoch tkanek
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pochodzacych z obrzeza pola operacyjnego guza GBM i dwoch innych uzyskanych
podczas dekompresji wewnatrzczaszkowej z powodu cigzkiego urazu mozgu. Wszystkie

tkanki kontrolne zostaty ocenione przez neuropatologa jako nienowotworowe.

Tab. 1V.2. Dane pacjentow, od ktorych pobrano material biopsyjny.

Tkanki Pleé¢ Wiek Tkanki Pleé¢ Wiek
nienowotworowe (M/K) (lata) GBM (M/K) (lata)
K1 K 59 Gl K 58
K2 K 60 G2 M 64
K3 M 53 G3 K 65
K4 K 51 G4 K 29
G5 M 67
G6 K 73
G7 K 77
G8 K 76
G9 K 68

M/K, Mezczyzna/Kobieta

IV.4. 1zolacja RNA

RNA izolowano z komérek 24 godziny po pasazu lub z materiatu klinicznego.
Komorki hodowane na szalkach o srednicy 10 cm po odciagnieciu pozywki przemywane
byty 1 ml buforu PBS i lizowane z wykorzystaniem 1 ml odczynnika Tri-Reagent
(Sigma-Aldrich) w RT. Materiat biopsyjny homogenizowano w szklanym
homogenizatorze (Whatman) takze z uzyciem 1 ml Tri-Reagentu w RT. Lizaty

komorkowe lub homogenaty tkankowe przenoszono do probowek typu eppendorf.

Nastepnie, do 1 ml lizatu/homogenatu dodawano 200 pl chloroformu (Sigma-
Aldrich), probki wytrzasano i inkubowano 5 minut w RT, a nastgpnie wirowano
(12 000 x g, 15 minut, 4°C). Faze wodng (faza gorna) przenoszono do nowych probowek
i, w celu strgcenia RNA, mieszano z 500 ul izopropanolu (Sigma-Aldrich), wytrzasano
i inkubowano przez 10 minut w RT. Mieszaning wirowano (12 000 x g, 10 minut, 4°C).
Supernatant usuwano, a uzyskany osad przemywano 1 ml schtodzonego 75% etanolu
(Polskie Odczynniki Chemiczne S.A.), a nastgpnie odwirowywano (12 000 x g, 5 minut,
4°C). Osad suszono okoto 15 minut wykorzystujac termoblok (Thermo Block TDB-120,
Biosan) nagrzany do temperatury 36°C, po czym zawieszano go w 20 ul wody. W celu

inaktywowania RNaz, wode uprzednio poddawano dziataniu 0,1% dietylopiroweglanu
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(DEPC) i autoklawowano. Przygotowang tak wod¢ nazwano H>Opepc. Preparaty RNA
pozostawiano przez noc w 4°C, co zapewnialo catkowite rozpuszczenie
i rozdyfundowanie RNA.

Stezenie i czystos¢ preparatow RNA oznaczano wykorzystujac spektrofotometr
NanoDrop ND1000 (Thermo Scientific), mierzac gestos¢ optyczng (ang. optical density,
OD) przy dtugosci fali 260 i 280 nm, zgodnie z zasadg, ze OD2so = 1 odpowiada 40 pg
RNA, a stosunek OD260/OD2go = 2 oznacza czysty RNA. Do reakcji odwrotnej
transkrypcji (RT-PCR) stosowano preparaty o stosunku OD260o/OD2go wyzszym niz 1,7.

IV.5. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji (ang. reverse-transcription, RT) przeprowadzano
Z uzyciem zestawu odczynnikow High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems). Mieszaning reakcyjna, ktorej sktad przedstawiono w Tab. IV. 3.

inkubowano w termocyklerze (Biometra) stosujac nastgpujace warunki:

» 10 minut, 25°C,
» 120 minut, 37°C,
» 5 sekund, 85°C.
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IV.3. Sklad mieszaniny reakcyjnej stosowanej w reakcjach odwrotnej

transkrypcji.

Skladniki mieszaniny reakcyjnej dostepne komercyjnie:

Objetosé [ul]:

Sktadniki zestawu High
Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit

bufor do reakcji odwrotnej

10x RT Buffer . 2
transkrypcji
) mieszanina
25x dNTP Mix (100 mM) 0,8
deoksynukleotydow
10x RT Random Primers primery 2
MultiScribe™ Reverse
odwrotna transkryptaza 1

Transcriptase

Pozostale skladniki mieszaniny reakcyjnej:

DNA 2 ug (objetosé¢ kazdorazowo obliczano na podstawie
C

pomiaru stezenia RNA)
H2Operc Dopetniono do catkowitej objetosci mieszaniny 20 pl

IV.6. Reakcja lancuchowa polimerazy

Reakcje tancuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction,

PCR)

przeprowadzano z uzyciem odczynnikow Taq DNA Polymerase, recombinant (5 U/ul)

(Applied Biosystems) oraz Deoxynucleotide Set (0 stezeniu wyjsciowym 100 mM)

(Sigma-Aldrich). Oligonukleotydy wykorzystywane w reakcji zsyntetyzowane zostaty

w Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy Oligonukleotydow Instytutu Biochemii

i Biofizyki (IBB) PAN w Warszawie. Mieszaning reakcyjna, ktorej sktad przedstawiono

w Tab. IV.4. inkubowano w termocyklerze (Biometra) wedtug nastepujacego schematu:

>
>
>

>
>

Denaturacja wstepna nici cDNA (5 minut, 94°C)
Denaturacja nici cDNA (1 minuta, 94°C)

Przytaczanie starterow (ang. annealing) do nici cDNA, odpowiednio dla:

o GLS2 (1 minuta, 58°C)
o ACTS (1 minuta, 62°C)

Wydhuzanie fancucha (ang. extending) (1 minuta, 72°C)

Koncowe wydhuzanie: (10 minut, 72°C)

— 30 cykli

—_—

Przy czym etapy: denaturacji, przylaczania starterow oraz wydluzania tancucha

obejmowaty 30 cykli.
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Sekwencje poszczegolnych starterow 1 geny, do ktorych sa komplementarne oraz

dhugosci otrzymywanych produktéw w parach zasad (pz) (ang. base pair, bp) przedstawia

Tab. 1V.5. Sekwencje starterow wykorzystywane do amplifikacji transkryptu GLS2 sg

komplementarne wzgledem sekwencji zlokalizowanej w obrebie 1 eksonu genu GLS2,

zatem amplifikowany fragment identyfikuje izoform¢ GAB pomijajac izoform¢ LGA.

Tab. 1V.4. Sklad mieszaniny reakcyjnej stosowanej w reakcji PCR.

o ) o o Objetos¢
Skladniki mieszaniny reakcyjnej dostepne komercyjnie: ]
ul]:
_ _ mieszanina
Deoxynucleotide Set dNTP Mix (10 mM) 1
deoksynukleotydow
Sktadniki zestawu Taq DNA Polymerase _
polimeraza 1
Tag DNA (5 U/ul)
Polymerase, 10 x Bufor z (NH4)2SO4 | bufor do reakcji PCR 2,5
recombinant (5
MgCl2 (25 mM chlorek magnezu 2
Ull) gCl2 ( ) g
. starter F (forward) i
Oligo, IBB PAN Startery (10 uM) 2x1
starter R (revers)
Pozostale skladniki mieszaniny reakcyjnej:
cDNA 2
H2Opepc 145
Calkowita objetos¢ mieszaniny reakcyjnej: 25
Tab. IV.5. Startery stosowane w reakcjach PCR.
Numer .
. . . Pozycje Dhugos¢
Symbol sekwencjiw | Sekwencje starterow
Nazwa genu ) starterow | produktu
genu bazie 5°->3) ] (02)
w genie z
GenBank $ P
glutaminaza
F tccagcetgtgttetgtggag 1322-1341
GLS2 typu NM_013267 224
R ggaggatggctcctgataca | 1546-1527
watrobowego
F tccttectgggeatggagt 866-884
ACTp B-aktyna NM_001101 Jggeatggag 418
R aaagccatgccaatctatc 1284-1265
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IVV.7. Elektroforeza w zelu agarozowym

Produkty reakcji PCR rozdzielano w 1% zelu agarozowym. Agaroze (Prona)
rozpuszczano na ciepto w buforze TBE (50 mM Tris, 0,5 mM EDTA, 50 mM kwas
borowy, pH 8,3) i uzupetliano bromkiem etydyny (Sigma-Aldrich) do koncowego
stezenia 0,3 pug/ml. Na zel nanoszono 15 ul produktu GAB i 3 ul 6X stezonego buforu
obcigzajacego Loading Dye, 6x (Promega) lub 5 pl produktu ACTB i 1 ul buforu
obcigzajacego Loading Dye. Elektroforeze prowadzono w buforze TBE przy stalym
natezeniu 7-8 V/cm, stosujac jako marker dtugosci wizualizowanego produktu 1 kb DNA

Ladder (Promega). Produkty PCR ogladano wykorzystujac system G-Box (SynGene).

IV.8. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Poziom mRNA genéw: GATA3, PDPK1, PIK3R3, AKT1l, ACTp okreslono
stosujac metod¢ PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR; RT-PCR). Do analizy
stosowano sondy (znakowane fluorescencyjnie startery) TagMan Gene Expression Assay
(Applied Biosystems lub Blirt) (Tab. 1V.6.) oraz komercyjnie dostepne zestawy do
real-time PCR: TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) lub TagMan
Fast Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). W kazdym do$wiadczeniu jako
gen referencyjny stosowano ACTp (Applied Biosystems lub Blirt).

41



MATERIALY I METODY

Tab. IV.6. Sondy TagMan stosowane w reakcji Real-Time PCR.

Numer
) Dhugos¢
Nazwa Symbol referencyjny sondy

Nazwa genu produktu

producenta | genu TagMan (02)

z

(ang. assay ID) g
GATA3 | GATA binding protein 3 Hs00231122_m1 80

3-phosphoinositide
PDPK1 o Hs00928927_m1 77
dependent protein kinase 1

Applied phosphoinositide-3-kinase
: PIK3R3 . Hs01103591_m1 107
Biosystems regulatory subunit 3

AKT serine/threonine

AKT1 ) Hs00178289 m1 66
kinase 1
ACTB beta actin Hs99999903 m1l 171
Blirt ACTB beta actin HK-DD-hu 92

Do reakcji real-time PCR uzywano 1 ul matrycy cDNA (reakcje prowadzono
w trzech powtorzeniach), a catkowita objeto$§¢ mieszaniny reakcyjnej (sktad: Tab. IV.7.)
wynosita 10 pl. Reakcje przeprowadzono stosujac nastepujace warunki w zalezno$ci od
stosowanego Master Mixa (Tab. 1V.8.). Wzgledng zmian¢ poziomu mRNA liczono
wedtug metody AACt (Livak i Schmittgen, 2001).

Tab. IV.7. Sklad mieszaniny reakcyjnej w reakcji real-time PCR.

Skladniki mieszaniny reakcyjnej Objetosc [nl]:
cDNA 1
TagMan Gene Expression Assay 0,5
TagMan Universal PCR Master Mix
lub 5
TagMan Fast Universal PCR Master Mix
H20pepc 3,5
Calkowita objetos¢ mieszaniny rakcyjnej 10
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Tab. 1V.8. Warunki prowadzenia reakcji real-time PCR.

TagMan Universal PCR TagMan Fast Universal PCR
Master Mix Master Mix
Aktywacja ]
_ » 10 minut, 95°C » 20 sekund, 95°C
polimerazy
Liczba cykli 40 45
Warunki § N
_ » 15 sekund denaturacji, 95°C » 3 sekundy denaturacji, 95°C
pojedynczego _
. » 1 minuta przytaczania, 60°C | » 30 sekund przytgczania, 60°C
cyklu
IV.9. Test MTT

Test MTT jest kolorymetrycznym testem do oceny aktywnosci metabolicznej
komorek. Oparty jest na zdolno$ci enzymu (mitochondrialnej dehydrogenazy
bursztynianowej) do przeksztalcania zottej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej
(bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) do nierozpuszczalnego

w wodzie ciemnoniebieskiego formazanu.

Komoérki wysiewano na 96-dotkowe ptytki w gestosci 5 tys. komorek/dotek
i inkubowano przez 48 godzin w standardowej pozywce. Po tym czasie pozywke
usuwano, komorki ptukano buforem PBS i inkubowano w roztworze MTT w pozywce
(koncowe stezenie 0,5 mg/ml) (Sigma-Aldrich) przez 1 godzing. Nastepnie pozywke
zawierajacg MTT zastgpowano dimetylosulfotlenkiem (ang. dimethyl sulfoxide, DMSO).
Absorbancje proporcjonalng do liczby zywych komorek odczytywano przy 570 nm
w spektrofotometrze (Elisa BioRad Microplate Reader).

W przypadku badan dotyczacych wrazliwosci komorek na dziatanie H20-,
24 godziny po wysianiu komoérki poddawano dziataniu H.O2 przez 15, 30, 45 lub 60
minut. Stosowano nastgpujace stezenia H2O2: 50, 100, 200, 300 uM dla komorek linii
T98G i ich transfektantow oraz 5, 10, 25, 50 uM dla komorek linii US7MG i LN229 oraz
ich transfektantow. Po uptywie czasu inkubacji pozywke zawierajaca H202 usuwano

i wykonywano test MTT wedtug standardowego protokotu opisanego powyzej.
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W eksperymencie z PDGF-BB, komorki pcDNA i GAB inkubowano z PDGF-BB
przez 24 godziny, a nast¢pnie badano ich wrazliwos¢ na dziatanie H.O». Stosowano dwa
stezenia PDGF-BB (10 ng/ml i 50 ng/ml) dobrane na podstawie danych literaturowych
(Zheng i wsp., 2010) oraz rekomendacji producenta (Cell Signaling). Stezenie oraz czas
inkubacji komorek z H2O. wytypowano w oparciu 0 wyniki eksperymentu opisanego
w podrozdziale V.6., w ktorym komorki transfekowane GAB wykazaly wicksza
wrazliwo$¢ na H202 w poréwnaniu do komoérek kontrolnych. Eksperymentem
kontrolnym byty komorki pcDNA i GAB, ktérym podawano 20 mM roztwoér cytrynianu
sodu o pH 3,0 stuzacy do rozpuszczenia PDGF-BB.

IV.10. Test proliferacji

W celu okreslenia aktywnosci proliferacyjnej komoérek oceniano ilos¢ 5-bromo-2’-
deoksyurydyny (ang. bromodeoxyuridine, BrdU), analogu tymidyny, wbudowanej
w genomowy DNA dzielacych si¢ komorek. Tlos¢ BrdU wbudowanej do DNA oznaczano
kolorymetrycznie za pomocg zestawu Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)
(Roche).

Komorki wysiewano na 96-dotkowe ptytki w gestosci 5 tys. komorek/dotek
i inkubowano przez 48 godzin w pozywce 0 standardowym sktadzie. Po tym czasie
wykonywano test BrdU zgodnie z zaleceniami producenta. Do pozywki dodawano BrdU
na kolejne 2 godziny hodowli. Po wyznakowaniu komorek pozywke usuwano, a komorki
na ptytce utrwalano 200 pl odczynnika FixDenat z zestawu (30 minut, RT). Nastepnie
komorki inkubowano z przeciwciatem anty-BrdU (90 minut, RT) skoniugowanym
ZzHRP. Po 3-krotnym odptukaniu (Washing solution/PBS), komoérki inkubowano
(30 minut, RT) z substratem dla HRP (100 ul). Po uptywie 20 minut inkubacji
absorbancj¢ mierzono w czytniku spektrofotometrycznym (MR680, Bio-Rad) przy
dhugosci fali 415 nm.

1VV.11. Test formowania kolonii

W celu okreslenia zdolnosci komoérek do formowania kolonii, komoérki wysiewano

na plytce 6-dotkowej w gestosci 100 komorek/dotek w pozywce o0 standardowym
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sktadzie, a nastepnie prowadzono standardowa hodowle przez okres 3 tygodni
(zmieniajac pozywke 2 razy w tygodniu). Po tym czasie pozywke usuwano, komorki
przemywano roztworem PBS, a uformowane przez komoérki kolonie utrwalano 4% PFA,

barwiono roztworem Giemsy i widoczne gotym okiem kolonie zliczano.

IV.12. Test migracji

Do oceny zdolno$ci migracyjnych komorek wykorzystano test rysy (ang. scratch
assay). Komorki wysiewano na 24-studzienkowych ptytkach w ggstosci 250 tys.
W pozywce nie zawierajacej FBS 1 hodowano przez 24 godziny do uzyskania
konfluentnych hodowli. Nastepnie w kazdej studzience koncowka sterylnego tipsa
w jednolitej warstwie komoérek wykonywano ryse. Bezposrednio po wykonaniu rysy oraz
24 godziny p6zniej wykonywano zdjg¢cia komorek przy pomocy mikroskopu Juli Smart
cell analyzer (Bulldog Bio). Zdolno$ci migracyjne komorek okreslano poprzez pomiar

dystansu pomig¢dzy krawedziami rysy.

1V.13. Oznaczanie zawartosci glutaminy I glutaminianu

wewngtrzkomérkowego metoda HPLC

Po 24 godzinach hodowli w standardowych warunkach komoérki przeptukiwano
trzykrotnie zimnym PBS, zeskrobywano skrobaczka w 1 ml PBS i odwirowywano
w probowkach typu eppendorf (2 500 x g, 5 minut, 4°C). Do osadu komoérek dodawano
75 ul 10% kwasu sulfosalicylowego i inkubowano je 10 minut w lodzie. Probki wirowano
(12 000 x g, 10 minut, 4°C). Zbierano supernatant i doprowadzano jego pH do 7,0 przy
pomocy 10 M KOH. Osad biatka natomiast rozpuszczano w 200 ul 1 M NaOH

i 0znaczano w nim st¢zenie biatka metodg Bradford.

Stezenie GIn 1 Glu mierzono za pomoca metody wysokoci$nieniowej
chromatografii cieczowej (ang. high pressure liquid chromatography, HPLC)

z odwroconym uktadem faz, z detekcja fluorymetryczna.

Pomiar zawarto$ci aminokwasow (GIn i Glu) poprzedzano wyznaczeniem krzywej

standardowej, na podstawie ktorej wyznaczano stezenie GIn i Glu w poszczegdlnych
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probkach. Do rozdziatdéw uzywano systemu w ktorego sktad wchodzity: pompa Ultimata
3000 (Dionex), autosampler Gina 50 (Dionex), kolumny ze ztozem Hypersil Gold
(Thermo), oraz detektor fluorymetryczny RF 2000 (Dionex). Aminokwasy w probkach
przed podaniem na kolumn¢ upochadniano do produktu fluorescencyjnego w reakcji
z dialdehydem orto-ftalowym (OPA), w obecnosci f-merkaptoetanolu. Podczas rozdziatu
faz¢g ruchoma stanowita mieszanina metanolu i 50 mM buforu fosforanowego
(KH2PO4/K2HPOQOg4), pH 6,2. Elucjg, przy predkosci przeptywu 1,2 ml/min. prowadzono
izokratycznie (10% metanol /90% bufor fosforanowy) do 6 minut. Fluorymetrycznego
pomiaru pochodnych OPA dokonywano przy dhugosciach fal detektora: 370 nm
(wzbudzenie) oraz 450 nm (emisja). Czas retencji dla Glu wynosit ok. 3 minuty, a dla GIn
ok. 5 minut. W celu przeptukania kolumny przed kolejnym rozdziatem, zwigkszano
gradientowo udziat metanolu w fazie ruchomej do 70%, po czym powracano do

wyj$ciowego sktadu fazy ruchomej.

1VV.14. Oznaczanie bialka

W probkach traktowanych NaOH biatko oznaczano metoda Bradford, natomiast
w probkach do Western blot (WB), w buforach lizujacych z NP-40 lub RIPA, metoda
BCA.

1VV.14.1. Metoda Bradford

W metodzie Bradford (Bradford, 1976) wykorzystuje si¢ zdolno$¢ wigzania
barwnika bigkitu brylantowego - Coomassie Brilliant Blue z grupami aminowymi biatek.
Probki traktowane NaOH przed oznaczeniem biatka rozcienczano 10-krotnie. Trzydziesci
ul lizatu komoérkowego po rozcienczeniu (lub standardu do krzywej wzorcowej)
nanoszono (w trzech powtorzeniach) do dotkéw na plytce 96-dotkowej i dodawano
270 pl odczynnika Bradford (0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,8% etanol, 8,5%
kwas ortofosforowy). Pomiaru absorbancji dokonywano przy dtugosci fali 595 nm za
pomoca spektrofotometru (MR680, Bio-Rad). Stgzenie biatka wyznaczano na podstawie
krzywej wzorcowej wykreslonej dla wartosci absorbancji roztworow albuminy (BSA,
BioShop) o stezeniach: 0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10 ug/probe w 0,5 M NaOH.
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1VV.14.2. Metoda BCA

Oznaczanie biatek metodg BCA, ktora jest modyfikacja metody biuretowej, opiera
si¢ na zdolnosci biatek do redukcji jonow Cu?* do Cu*, oraz zdolnosci Cu* do tworzenia
barwnych kompleksow z kwasem bis-cynchoninowym (BCA). Mierzone probki biatka
10-krotnie rozcienczano i 0znaczano przy uzyciu zestawu BCA Protein Assay Kit
(Pierce) wg zalecen producenta. Dwadziescia pig¢ pl badanej proby lub standardu
nanoszono (w trzech powtoérzeniach) do dotka na ptytce 96-dotkowej. Nastepnie
dodawano 200 ul odczynnika sporzadzonego poprzez zmieszanie roztworow ,,A” i ,,B”
w stosunku 50:1. Po 30 minutach inkubacji w 37°C mierzono absorbancje przy dtugosci
fali 570 nm w spektrofotometrze (MR680, Bio-Rad). Zawarto$¢ biatka obliczano na
podstawie krzywej wzorcowej wykreslonej dla wartosci absorbancji roztworow BSA
0 stezeniach 0; 0,025; 0,125; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2 mg/ml).

IVV.15. 1zolacja biatek i Western blot

Izolacj¢ biatka z komorek lub z materiatu biopsyjnego przeprowadzono z uzyciem

buforéw, ktorych sktady podano w Tab. 1V.9.

Tab. 1V.9. Sklady buforéw lizujacych stosowanych do izolacji bialek.

Sktad buforu RIPA
(ang. radio-immunoprecipitation assay) Sktad buforu stosowanego w badaniach
stosowanego w badaniach dotyczacych dotyczacych szlaku pAKT
GLS2, GATAS
0,01 M fosforan sodu (pH 7,2) 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
0,15 M NaCl 0,15 M NacCl
0,1% SDS 5mM EDTA
1% deoksycholan sodu 0,5% NP-40 (Igepal; Fluka)
1% NP-40 (lgepal; Fluka) -
2mMEDTA -

Na swiezo do kazdego buforu dodawano 50 mM fluorek sodu (Sigma-Aldrich),
inhibitory proteaz (1:200) (Sigma-Aldrich) i fosfataz (1:100) (Sigma-Aldrich).
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Komorki rosngce na szalkach o s$rednicy 10 cm 24 godziny po pasazu
przeplukiwano PBS, zeskrobywano skrobaczka w 1 ml PBS i odwirowywano
w probdéwkach typu eppendorf (2 500 x g, 5 minut, 4°C). Znad osadu komoérek usuwano
supernatant i dodawano 100 ul buforu lizujgcego. Lizat komorkowy poddawano
sonifikacji (na lodzie) i wirowano (12 000 x g, 5 minut, 4°C). Materiat kliniczny
homogenizowano w szklanym homogenizatorze (Whatman) z uzyciem 200 pl buforu
lizujacego (RIPA). Homogenaty tkankowe przenoszono do probowek typu eppendorf,
poddawano sonifikacji (na lodzie) i wirowano (12 000 x g, 5 minut, 4°C). Stezenie biatka

w zebranych supernatantach oznaczono stosujgc metodg BCA.

Rowne ilosci biatka (30 ug lub 50 ug w przypadku oznaczen biatka GATAS3)
naktadano na denaturujacy zel poliakrylamidowy (10%) i dokonywano rozdziatu
elektroforetycznego biatek (ang. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) w buforze do elektroforezy (25 mM Tris, 192 mM glicyna,
0,1% SDS, pH 8,3), w aparacie firmy BioRad (napi¢cie 150 mV, ok. 1,5 godziny do
czasu rozwinigcia biatek na zelu). W celu identyfikacji wielkosci rozdzielanych biatek, na
zel razem z probkami naktadano marker Precision Plus Protein™ All Blue Prestained
Protein Standards 10-250 kDa (Bio-Rad). Transfer bialek z zelu na membrang
nitrocelulozowa (Bio-Rad) prowadzono w buforze do transferu pétsuchego (48 mM Tris,
39 mM glicyna, 20% metanol, 0,0375% SDS), w aparacie Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System (25V, 1A, 30 minut) (Bio-Rad). Wydajno$¢ transferu sprawdzano stosujac

barwienie roztworem odczynnika Ponceau S (Sigma-Aldrich).

Membrane z biatkami po transferze inkubowano przez 1 godzing w RT w 5%
roztworze mleka odtluszczonego lub BSA w TBS-T (ang. tris-buffered saline with
Tween-20), w celu zablokowania miejsc niespecyficznego wigzania przeciwcial.
Nastgpnie membrang inkubowano z okreslonym przeciwcialem pierwszorzgdowym
(w Tab. IV.10. przedstawiono doktadne warunki stosowane dla poszczegdlnych
przeciwciat), ptukano trzykrotnie po 10 minut TBS-T i inkubowano 1 godzing w RT
z przeciwciatem drugorzedowym (Sigma-Aldrich, 1:20 000, w 2,5% odtluszczonym
mleku lub BSA w TBS-T), skoniugowanym z peroksydazg chrzanowa (ang. horse
raddish  peroxidase, HRP) (Sigma-Aldrich). Przed wywotaniem, membrang
przeplukiwano trzykrotnie i inkubowano 2 minuty z substratem dla HRP, SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce). Detekcji sygnatlu

chemiluminescencyjnego dokonywano wykorzystujac kliszg $wiattoczutg Lumi-Film
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Chemiluminescent Detection Film (Roche). Nast¢pnie membrane przeptukiwano TBS-T
i usuwano biatka zwigzane z membrang (tzw. stripping) za pomoca roztworu 0,1 M
glicyny o pH 2,9. Po strippingu membrang ponownie blokowano w 5% odtluszczonym
mleku w TBS-T. Po przeptukaniu TBS-T, membrang inkubowano przez 1 godzing
z przeciwciatem anty-GAPDH skoniugowanym z HRP. Analiz¢ densytometryczng
prazkow wykonywano za pomocg oprogramowania GeneTools (SynGene). Wyniki
przedstawiano jako iloraz sygnatu badanego biatka do biatka referencyjnego (GAPDH)
i porownywano do kontroli (wyniki wyrazono jako procent komoérek typu dzikiego).
Sktad zeli uzywanych do WB przedstawia Tab. 1VV.11. (wszystkie odczynniki potrzebne
do ich sporzadzenia zakupiono w firmie Sigma-Aldrich).
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Tab. I1VV.10. Warunki inkubacji z przeciwcialami pierwszorzedowymi.

MATERIALY I METODY

Nazwa Numer Czasi
Stezenie Stosowany
stosowanego katalogowy, temperatura
przeciwciala roztwor ) .
przeciwciala I° producent inkubacji
#ab1135009, 2,5% odtluszczone
Anty-GLS?2 1:4 000 przez noc, 4°C
Abcam mleko w TBS-T
#ab199428, 2,5% odtluszczone
Anty-GATA3 1:1 000 przez noc, 4°C
Abcam mleko w TBS-T
#4056, 2,5% BSA
p-Akt (Thr308) o 1:1 000 przez noc, 4°C
Cell Signaling w TBS-T
p-Akt #4060, 2,5% BSA
] ) 1:2 000 przez noc, 4°C
(Ser 473) Cell Signaling w TBS-T
#4691,
AKT ] ] 1:1 000 5% BSA w TBS-T | przez noc, 4°C
Cell Signaling
p-PDK1 #ab109460, 2,5% BSA )
1:1 000 2 godziny, RT
(Ser241) Abcam w TBS-T
#17086-1-AP, 2,5% BSA
PDK1 ) 1:1 000 przez noc, 4°C
Proteintech w TBS-T
p-PI3K #4228, Cell 2,5% BSA
] ] 1:1 000 przez noc, 4°C
(Tyr199) signaling w TBS-T
#11889, Cell 2,5% BSA
PI3K ] ) 1:1 000 przez noc, 4°C
Signaling w TBS-T
#MABT72261,
p-NF-xf 2,5% BSA
Novus 1:1 000 przez noc, 4°C
(Ser536) ) _ w TBS-T
Biologicals
#4764, Cell 2,5% BSA
NF-«p ) ) 1:1 000 przez noc, 4°C
Signaling w TBS-T
#HRP-60004, 2,5% odtluszczone )
GAPDH ) 1:20 000 1 godzina, RT
Proteintech mleko w TBS-T
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Tab. IV.11. Sklad zeli uzywanych do elektoforezy.

Zel rozdzielajacy

Zel zageszczajacy

10% akrylamid/bisakrylamid (stosunek
wagowy 73:1)

4% akrylamid/bisakrylamid, (stosunek
wagowy 73:1)

0,375 M Tris-HCI (pH 8,8)

0,125 M Tris-HCI (pH 6,8)

0,1% SDS

0,1% SDS

0,05% TEMED

0,1% TEMED

0,05% nadsiarczan amonu

0,05% nadsiarczan amonu

IV.16. Analiza statystyczna wynikow

Wszystkie wyniki wyrazano jako $rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe

(ang. standard deviation, SD). Liczb¢ doswiadczen podano w legendzie do kazdej ryciny.

Analize statystyczng przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism 5.0,

stosujac testy: t-Studenta (w przypadku poroéwnywania dwoch grup) oraz ANOVA

z testem post hoc Tukey’a (w przypadku porownywania wiecej niz dwoch grup). Poziom

ufnosci p<0,05 uznawano za znamienny statystycznie.
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V. WYNIKI

V.1. Ekspresja genu GLS2 i poziom kodowanego przez niego bialka

w wybranych komérkach linii glioblastoma

Komoérki linii ludzkiego GBM U87MG i LN229 poddano stabilnej transfekciji
wektorem pGAB zawierajacym pelng sekwencje CDNA kodujgcego ludzka GAB lub
pustym wektorem pcDNA3. Punktem odniesienia byty komorki linii T98G, w ktoérych
wptyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na ich wlasnosci zostat juz zbadany (Szeliga
i wsp., 2009). Transfekcja komorek T98G pustym wektorem lub wektorem niosgcym
sekwencje GAB zostala przeprowadzona ponownie na potrzeby niniejszej pracy.
Powstate transfektanty nazwano odpowiednio TGAB, UGAB, LNGAB oraz TpcDNA,
UpcDNA i LNpcDNA. Analiza RT-PCR wykazata znaczny poziom ekspresji mRNA
kodujacego GAB w komorkach transfekowanych GAB (-GAB) (*p<0,05) przy braku
jego ekspresji w komodrkach kontrolnych transfekowanych pustym wektorem (—pcDNA)
oraz komorkach dzikich (ang. wild type, wt) (Ryc. V.1.A). Na podstawie analizy
densytometrycznej stwierdzono takze =znaczaco wyzszy poziom Dbiatka GAB
w komorkach transfekowanych GAB (*p<0,05) w poréwnaniu do komoérek pcDNA
(Ryc. V.1.B).
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A T98G US7MG LN229

wt pcDNA GAB wt pcDNA GAB

GAB

ACTB

pcDNA  GAB pcDNA  GAB

GAPDH

Ryc. V.1. Analiza poziomu GAB w komérkach linii T98G, US87MG i LN229 dzikich
(wt), stabilnie stransfekowanych pustym wektorem (pcDNA) lub wektorem
niosacym pelng sekwencje GAB (GAB). (A) Poziom transkryptu GAB i ACTp
analizowany metoda RT-PCR. (B) Poziom biatka GAB i GAPDH analizowany metoda
WAB. Zastosowane przeciwciato anty-GLS2 wykrywa obie izoformy powstajace z genu
GLS2.

V.2. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na wlasnosci biologiczne

wybranych linii ludzkiego glioblastoma

Komorki transfekowane sekwencja GAB oraz komorki kontrolne poddano testom

weryfikujagcym ich przezywalnos$¢ oraz zdolnosci proliferacyjne i migracyjne.
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V.2.1 Przezywalno$¢ komoérek

Przezywalno$¢ komoérek TGAB mierzona testem MTT byta o 44% (**p<0,01)
nizsza W porownaniu do komoérek kontrolnych T98G i TpcDNA. Obnizenie aktywnoS$ci
mitochondrialnej zaobserwowano takze w komorkach UGAB i LNGAB w poréwnaniu
do komorek linii kontrolnych, odpowiednio o 48% (*p<0,05 versus UpcDNA; **p<0,01
versus UB7MG) i 38% (*p<0,05) (Ryc. V.2.). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie

réznic miedzy komorkami wt i pcDNA poszczegolnych linii.

798G ~  UBYTMG = LN229

150+

'_\
o
e

dla komoérek wt)
a
T

Przezywalnos¢ komérek
(% wartosci uzyskanej

Ryc. V.2. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na przezywalnos¢ komoérek
T98G, UB7MG i LN229 analizowang testem MTT. Wyniki sg $rednig (=SD) uzyskang
Z 4 niezaleznych doswiadczen wyrazong jako procent wartosci uzyskanej dla komorek
dzikich (wt). *p<0.05, **p<0.01 versus komorki wt i pcDNA (One-way ANOVA
z testem post hoc Tukey’a).

V.2.2 Proliferacja komérek

Transfekcja komorek T98G, UB7MG i LN229 sekwencja kodujaca GAB znaczaco
obnizyla aktywno$¢ proliferacyjng tych komorek. Przeprowadzona analiza wykazata
zahamowanie proliferacji 0 20% (**p<0,01) w komoérkach TGAB, 21% (*p<0,05 versus
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UpcDNA; **p<0,01 versus U87MG) w komodrkach UGAB i 31% (**p<0,01)
w komorkach LNGAB w porownaniu do linii kontrolnych (Ryc. V.3.).

T98G uU87MG LN229
150_ L ¥ L ¥ L

morek
(% wartosci uzyskanej
morek wt)
H
o
T

Proliferacja ko
dla ko
a1
i

e
B
e
e
e
e
e
e

R

0- i i &

LR TR TR
N N N

Ryc. V.3. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na proliferacje komérek
T98G, UB7TMG i LN229 analizowang testem BrdU. Wyniki sa $rednig (+SD) uzyskang
Z 4 niezaleznych doswiadczen wyrazong jako procent wartosci uzyskanej dla komorek
dzikich (wt). *p<0.05, **p<0.01 versus komorki wt i pcDNA (One-way ANOVA

z testem post hoc Tukey’a).

V.2.3. Formowanie kolonii

Komorki linii T98G, U87MG i LN229 po transfekcji sekwencja kodujaca GAB
wykazaty znamiennie nizsza zdolno$¢ do formowania kolonii w poréwnaniu do linii
kontrolnych. Komorki TGAB tworzyty $rednio 0 50% (*p<0,05 versus T98G; **p<0,01
versus TpcDNA) mniej kolonii po trzech tygodniach hodowli w poréwnaniu
z komorkami T98G i TpcDNA. Komoérki U87GAB (*p<0,05) i LNGAB (*p<0,05 versus
LN229; ***p<0,001 versus LNpcDNA) formowaly Srednio 0 37% mniej kolonii niz
komorki dzikie i pcDNA (Ryc. V.4.).
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198G~ UB7TMG ~  LN229

k wt)

Liczba uformowanych kolonii
(% wartosci uzyskanej
dla komére

T98G

uU87MG

LN229

Ryc. V.4. Wplyw transfekcji sekwencjga kodujaca GAB na zdolno$¢ komorek T98G,
U87MG i LN229 do formowania kolonii. (A) Liczba kolonii uformowanych po
3tygodniach hodowli. Wyniki sa $rednia (£SD) uzyskang z 4-7 niezaleznych
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doswiadczen wyrazong jako procent wartosci uzyskanej dla komorek dzikich (wt).
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus komoérki wt i pcDNA (One-way ANOVA
z testem post hoc Tukey’a). (B) Reprezentatywne zdjecia ptytek z wybarwionymi
koloniami po 3 tygodniach hodowli.

V.2.4. Migracja komoérek

Komoérki TGAB oraz LNGAB wykazaly znamiennie obnizona warto$¢
okreslajaca zdolnos¢ do migracji, odpowiednio o 46% (**p<0,01 versus TpcDNA,;
***p<0,001 versus T98G) i 22% (*p<0,05 versus LN229; **p<0,01 versus LNpcDNA)
w poréwnaniu do linii kontrolnych. W przypadku liniit UGAB nie zaobserwowano
istotnych statystycznie zmian w zdolnosci do migracji tych komorek (Ryc. V.5.).

A

. T98G - U8s/MG ~  LN229
1509 ° '

I

k wt)
'_\
o
<

Stopien migracji
(% wartosci uzyskanej
dla komére
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i
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o]
o
o]
o]
e
—
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Oh 24h Oh 24h

T98G Us7MG

TpcDNA

UpcDNA

TGAB UGAB

D Oh 24h

LN229

LNpcDNA

LNGAB

Ryc. V.5. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na zdolnosci migracyjne
komorek T98G, U87MG i LN229. (A) Migracja komoérek. Wyniki sg $rednig (£SD)
uzyskang z 3-5 niezaleznych doswiadczen wyrazong jako procent wartosci uzyskanej dla
komorek dzikich (wt). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus komorki wt i pcDNA
(One-way ANOVA z testem post hoc Tukey’a). Reprezentatywne zdjecia rysy wykonanej
na konfluentnej hodowli komorek (B) T98G, (C) U87MG, (D) LN229 po 0 i 24
godzinach od jej wykonania.
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V.3. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na wewnatrzkomoérkowy

poziom glutaminy i glutaminianu w komérkach linii glioblastoma

Nie wykazano zmian w wewnatrzkomorkowym stezeniu GIn i Glu w komarkach
T98G i LN229 (Ryc. V.6. Ai B) po transfekcji sekwencja kodujaca GAB. W komorkach
UGAB zaobserwowano istotny statystycznie wzrost (*p<0,05) stezenia Gln
w porownaniu do komoérek UpcDNA (Ryc. V.6. A) przy jednoczesnym braku zmian

w wewnatrzkoméorkowym stezeniu Glu w tych komorkach (Ryc. V.6. B).

A ] T98G . ug7MG L LN229 ,
604 ¥ 1 ¥ 1 1 1

N
o
L

Poziom GIn
[pmol/ug]
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N\J\'s SR
ooé s (,Qé o~
Q Q
B T98G US7TMG LN229
150+ | { | { | {

Poziom Glu
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|_\
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<
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s

Ryc. V.6. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na wewngtrzkomorkowy
poziom (A) GIn i (B) Glu w komérkach T98G, US87MG i LN229. Wyniki sg $rednig
(£SD) uzyskang z 3-5 niezaleznych doswiadczen wyrazong jako procent wartosSci
uzyskanej dla komorek dzikich (wt). *p<0.05 versus komorki wt i pcDNA (One-way
ANOVA z testem post hoc Tukey’a).
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V.4. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na ekspresje genu i poziom
biatka GATA3 w liniach komérkowych T98G i U87TMG oraz ekspresje genu
I poziom biatka GATA3 w GBM i tkankach kontrolnych

Wykorzystujgc  metode Real-Time PCR  potwierdzono wykazane we
wczesniejszych badaniach metodg mikromacierzy (Szeliga i wsp., 2009) znaczne
podwyzszenie poziomu ekspresji genu GATA3 w komorkach T98G po transfekcji GAB
(*p<0,05) (Ryc. V.7. A) oraz wykazano podwyzszong ilos¢ biatka GATA3 w komorkach
TGAB (*p<0,05) w poréwnaniu do kontroli pcDNA (Ryc. V.7. B). Obserwacje te
sugerowaly, ze ekspresja GATA3 moze zaleze¢ od ilosci GAB, co stato si¢ punktem
wyjscia do zbadania poziomu GATA3 w materiale klinicznym od pacjentow z GBM.
Jednakze w tkankach GBM, w ktorych nie zidentyfikowano transkryptu GAB,
zaobserwowano istotny statystycznie wzrost zarowno w poziomie ekspresji GATA3
(*p<0,05) (Ryc. V.8. A i B), jak i poziomie biatka GATA3 (*p<0,05) w poréwnaniu do
tkanek nienowotworowych eksprymujacych GAB (Ryc. V.8. C i D). W komoarkach linii
U87MG po transfekcji GAB zaobserwowano natomiast odwrotng zalezno$¢ w stosunku
do linii komoérek T98G: stwierdzono obnizenie ekspresji genu (***p<0,001) oraz
poziomu biatka (***p<0,001) GATA3 w komorkach transfekowanych sekwencja GAB
w stosunku do komoérek kontrolnych (dzikich i pcDNA) (Ryc. V.7.).
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A B
198G, . UBIMG L Tesc - U8TMG
— pcDNA GAB  pcDNA  GAB
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104
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por GATA3 .
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Ryc. V.7. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na ekspresje genu i poziom
bialka GATA3 w komérkach T98G i U87MG. (A) Ekspresja genu GATA3
w komorkach linii T98G i U87TMG mierzona wzglgdem ACTf. Wyniki sg $rednig (£SD)
uzyskang z 4 niezaleznych doswiadczen. *p<0.05, ***p<0.001 versus komorki wt
i pPcDNA (One-way ANOVA z testem post hoc Tukey’a). (B) Poziom biatka GATA3
w komorkach linii komérkowych T98G i U87MG mierzony wzglgdem GAPDH. Wyniki
sg $rednig (£SD) uzyskang z 3-5 niezaleznych do$wiadczen. Wartosci podane pod
typowym obrazem immunodetekcji okreslaja stosunek sredniej intensywnosci sygnatu
prazka badanego biatka do biatka GAPDH. Stosunek wartosci uzyskanej dla komorek
pcDNA przyijeto jako 1.
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Tkanki nienowotworowe Tkanki GBM 1757
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Ryc. V.8. Ekspresja genu i poziom biatlka GATA3 w GBM i tkankach kontrolnych.
(A) Wartosci 224t GATA3 mierzone wzgledem ACTp. (B) Ekspresja mRNA kodujacego
GATA3. Wyniki sg $rednig (£SD) uzyskang z 4-9 tkanek. *p<0.05 versus tkanki
nienowotworowe (test t-Studenta). (C) Typowy obraz immunodetekcji. (D) Poziom
GATA3 mierzony wzgledem GAPDH. Wyniki sg $rednig (+SD) uzyskang z 4-9 tkanek.

*p<0.05 versus komorki nienowotworowe (test t-Studenta).
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V.5. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na poziom wybranych

bialek nalezacych do szlaku AKT w komérkach linii glioblastoma

Przeprowadzone badania nie wykazaly istotnych statystycznie zmian
w fosforylacji AKT na Thr308 i Ser473 pomiedzy komoérkami TpcDNA i TGAB oraz
LNpcDNA i LNGAB, przy czym w komorkach LN229 po transfekcji sekwencjg GAB
zaobserwowano tendencje wzrostowg W poziomie ufosforylowania AKT na Ser473.
Istotne statystycznie obnizenie stopnia ufosforylowania na Thr308 (**p<0,01) i Ser473
(**p<0,01) stwierdzono w komorkach UGAB w poréwnaniu do komorek UpcDNA
(Ryc. V.9.). W komoérkach UGAB w poréwnaniu do komérek UpcDNA zaobserwowano
tendencje w kierunku zmniejszenia ilosci biatka catkowitego AKT. Analiza
densytometryczna nie wykazata znamiennych zmian w poziomie biatka calkowitego
w zadnej z wybranych linii GBM po transfekcji sekwencja GAB w poréownaniu do
komorek pcDNA. Przez wzglad na zmiany zaobserwowane pod wptywem transfekcji
w komorkach linii U87TMG, w dalszej cze$ci badan przeanalizowano poziom biatek
odpowiadajacych za fosforylowanie AKT na Thr308, t.j. PDK1 oraz PI3K w komorkach
tej linii. Analiza wykazata istotne statystycznie obnizenie zaréwno poziomu
ufosforylowania PDK1 na Ser241 (*p<0,05), jak i biatka catkowitego PDK1 (*p<0,05)
w komorkach UGAB w poréwnaniu do komoérek UpcDNA. Ponadto, transfekcja
sekwencja GAB komoérek U87MG obnizyta poziom ufosforylowania PI3K na Tyr199
(*p<0,05) przy braku istotnych statystycznie zmian w poziomie biatka catkowitego PI3K
(widoczna byta jedynie tendencja w kierunku obnizenia ilosci biatka catkowitego PI3K)
(Ryc. V.10.).

63



WYNIKI
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Ryc. V.9. Poziom fosforylacji oraz bialka calkowitego AKT w komérkach T98G,
UB7MG i LN229 po transfekcji sekwencja kodujaca GAB. Poziom fosforylacji na
Thr308 i Ser473 oraz bialka catkowitego AKT mierzony wzglgdem GAPDH. Wyniki sg
srednig (£SD) uzyskang z 4-6 niezaleznych do$wiadczen. Wartosci podane pod typowym
obrazem immunodetekcji okreslaja stosunek $redniej intensywno$ci sygnatu prazka
badanego biatka do biatka GAPDH. Stosunek warto$ci uzyskanej dla komorek pcDNA
przyjeto jako 1.
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Ryc. V.10. Poziom fosforylacji oraz biatka calkowitego PDK1 i PI3K w komérkach
U87MG po transfekcji sekwencja kodujacag GAB. Poziom biatka fosforylowanego oraz
biatka catkowitego mierzony wzgledem GAPDH. Wyniki sa $rednig (+SD) uzyskang
Z 4 niezaleznych do$wiadczen. Wartosci podane pod typowym obrazem immunodetekcji
okreslajg stosunek $redniej intensywnos$ci sygnalu prazka badanego biatka do biatka
GAPDH. Stosunek wartosci uzyskanej dla komorek pcDNA przyjeto jako 1.

V.6. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na wrazliwos¢ komorek
wybranych linii glioblastoma ludzkiego na dzialanie nadtlenku wodoru
(H202)

Zaobserwowano zmniejszong zywotnos¢ komorek TGAB (*p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001) w porownaniu do kontroli w obecnosci H2O2 w stezeniach 50, 100, 200 uM
po 15, 30, 45 i 60 minutach oraz w stezeniu 300 uM po 30 i 60 minutach traktowania
komorek (Ryc. V. 11. A). Linie komérek US7MG i LN229 charakteryzowaly sie wigkszg
wrazliwoscig na dziatanie H2O2 w porownaniu do komoérek T98G, dlatego zastosowano
nizsze stgzenia H>O2 (5, 10, 25, 50 uM). Istotne statystycznie obnizenie zywotnos$ci
komorek UGAB (*p<0,05) i LNGAB (*<0,05) w porownaniu do komorek kontrolnych
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(wt i pcDNA) zaobserwowano przy 15 minutach traktowania 5 uM H20> (Ryc. V. 11. B

i C).
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Ryc. V.11. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na zywotnos$¢ komorek linii
GBM traktowanych H202. Zywotno$é komoérek (A) T98G, (B) US7TMG, (C) LN229
byta mierzona testem MTT po traktowaniu wybranymi stezeniami H2O> przez 15, 30, 45
lub 60 minut. Wyniki sa $rednig (+£SD) uzyskang z 3-5 niezaleznych doswiadczen
wyrazong jako procent wartosci uzyskanej dla komorek dzikich (wt) traktowanych
najnizszym stosowanym stezeniem H202 przez 15 minut. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

versus komorki wt i pcDNA (One-way ANOVA z testem post hoc Tukey’a).

V.7. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na wybrane elementy
szlaku sygnalowego AKT w komorkach linii glioblastoma ludzkiego

traktowanych nadtlenkiem wodoru (H20>)

V.7.1 Poziom wybranych bialek szlaku sygnalowego AKT w komoérkach
traktowanych H20:2

W celu sprawdzenia hipotezy zaktadajacej, ze za uwrazliwienie komérek GBM na
H202 odpowiadajg zmiany w poziomie aktywnosci $ciezki AKT zbadano wplyw
transfekcji sekwencja GAB w komorkach liniit GBM na poziom biatek nalezacych do tej
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sciezki w warunkach, w ktorych komorki GAB wykazywaly mniejszg zywotno$é
w porownaniu do kontroli. Czas traktowania i stezenia HO. zostaly dobrane na
podstawie wynikéw badan opisanych w rozdziale V.6 (Ryc. V.11.). We wszystkich
liniach transfekowanych GAB zaobserwowano obnizony poziom fosforylacji AKT na
Thr308 (*p<0,05) w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi pcDNA. Komorki TGAB
(*p<0,05) i UGAB (**p<0,01) wykazatly takze obnizony poziom fosforylacji AKT na
Ser473, w przeciwienstwic do komorek LNGAB, w ktérych zaobserwowano wzrost
poziomu ufosforylowania AKT na Ser473 (*p<0,05). W komorkach UGAB wykazano
obnizenie poziomu biatka catkowitego AKT (*p<0,05) w poréwnaniu do komorek
pcDNA. Nie zaobserwowano jednak zmian w poziomie biatka calkowitego AKT
pomiedzy liniami TGAB i TpcDNA oraz LNGAB i LNpcDNA. Poziom biatek
zaangazowanych w fosforylacje AKT na Thr308, pPDK1 (dla TGAB i UGAB *p<0,05;
dla LNGAB ***p<0,001) oraz pPI3K (**p<0,01) byt obnizony we wszystkich liniach
transfekowanych GAB w porownaniu do ich kontroli pcDNA. Poziom biatka catkowitego
PDK1 byt obnizony w komorkach UGAB (**p<0,01) i LNGAB (*p<0,05), podczas gdy
poziom biatka catkowitego PI3K ulegat obnizeniu jedynie w komoérkach UGAB
(*p<0,05) w poréwnaniu do komorek kontrolnych pcDNA. Ponadto, w komoérkach
TGAB (**p<0,01) i UGAB (*p<0,05) w porownaniu do kontroli zaobserwowano
obnizony poziom fosforylacji NF-xp na Ser 536 przy braku zmian w poziomie biatka
catkowitego (Ryc. V.12. A).

Ze wzgledu na stwierdzone zmiany poziomu biatka catkowitego PDK1, PI3K
i AKT w komorkach linii U87MG oraz PDK1 w komorkach linii LN229 zbadano poziom
ekspresji genéw kodujacych te biatka w warunkach dziatania na komoérki H2O». Analiza
wykazata brak zmian w poziomie ekspresji genu AKT w komorkach UGAB i UpcDNA
poddanych dziataniu H.O> (Ryc. V.12. B). Nie stwierdzono zmian w poziomie
transkryptu PDK1 pomigdzy liniami LNGAB i LNpcDNA, jednakze w komorkach
UGAB zaobserwowano wzrost (*p<0,05) poziomu mRNA w poréwnaniu z komoérkami
UpcDNA (Ryc. V.12. C). Ponadto komorki UGAB wykazaly wyzszy poziom (*p<0,05)
transkryptu PI3K w porownaniu z komérkami UpcDNA (Ryc. V.12. D).
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Ryc. V. 12. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na poziom bialek
nalezacych do szlaku sygnalowego AKT w komérkach traktowanych H20:.
(A) Poziom biatek analizowany metoda WB w komoérkach i) TpcDNA i TGAB
traktowanych 300 uM H20. przez 60 minut; ii) UpcDNA i UGAB traktowanych 5 uM
H202 przez 15 minut; iii) LNpcDNA i LNGAB traktowanych 5 uM H20> przez 15 minut.
Wyniki sg $rednig (=SD) uzyskang z 3-6 niezaleznych doswiadczen wyrazong jako
procent intensywnosci prazka zaobserwowany w komorkach pcDNA. Wartosci podane
pod typowym obrazem immunodetekcji okreslaja stosunek $redniej intensywnosci
sygnatu prazka badanego biatka do biatka GAPDH. Stosunek warto$ci uzyskanej dla
komorek pcDNA przyjeto jako 1. (B) Poziom ekspresji genu AKT, kodujacego AKT,
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w komorkach UGAB i UpcDNA. Wyniki s $rednig (£SD) uzyskang z 4 niezaleznych
doswiadczen. (C) Poziom ekspresji genu PDPK1, kodujacego PDK1, w komorkach
UGAB i UpcDNA oraz LNGAB i LNpcDNA. Wyniki sg $rednig (+SD) uzyskang
z 4 niezaleznych do$wiadczen. (D) Poziom ekspresji genu PIK3R3, kodujacego PI3K,
w komorkach UGAB i UpcDNA. Wyniki sa $rednig (£SD) uzyskang z 4 niezaleznych
doswiadczen. Wartoéci 2724t badanych mRNA mierzone wzgledem poziomu transkryptu
ACT}. *p<0.05 versus komorki pcDNA (test t-Studenta).

V.7.2 Aktywno$¢ kaspaz 3/7 w warunkach stosowania H202

Na podstawie obnizonego poziomu  fosforylacji NF-xf  (Ser536)
zaobserwowanego w komoérkach TGAB i UGAB postawiono hipoteze, ze apoptoza
odgrywa znaczgca role w $mierci tych komorek. W celu potwierdzenia tej hipotezy
zbadano poziom aktywnosci kaspaz 3/7 w komorkach traktowanych H>O.. Komorki
TGAB (***p<0,001) i UGAB (*p<0,05) traktowane H>0. wykazywaly wigkszg
aktywnosc¢ kaspaz 3/7 w poréwnaniu do odpowiednich kontroli pcDNA (Ryc. V. 13). Nie
stwierdzono zmian w aktywno$ci kaspaz 3/7 pomigdzy komorkami LNGAB i LNpcDNA
(Ryc. V. 13)).

798G ] Us87MG L LN229 .

200+ *
I*** | F—-—:_
.
150+
100-

dla komoérek pcDNA)
3

Aktywnos¢ kaspaz 3/7
(% wartosci uzyskanej

o
1

Ryc. V.13. Wplyw transfekcji sekwencja kodujaca GAB na aktywnos$é¢ kaspaz 3/7
w komorkach linii GBM traktowanych H202. Analiza aktywnosci kaspaz 3/7
w komorkach: i) TpcDNA i TGAB traktowanych 200 uM H20. przez 15 minut;
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i) UpcDNA i UGAB traktowanych 5 uM H20: przez 15 minut; iii) LNpcDNA i LNGAB
traktowanych 5 uM H2O, przez 15 minut. Wyniki sg s$rednig (+SD) uzyskang
z 3-4 niezaleznych do$wiadczen wyrazong jako procent aktywnosci kaspaz 3/7
zaobserwowanej w komadrkach pcDNA. *p<0.05,***<p0.001 versus komorki pcDNA
(test t-Studenta).

V.7.3. Rola obnizonej aktywnosci szlaku AKT w uwrazliwieniu komérek linii

glioblastoma transfekowanych sekwencja GAB na dzialanie H202

Wczesniejsze traktowanie komoérek PDGF-BB, aktywatorem fosforylacji AKT
(Rauch i wsp., 2000), obnizato wrazliwos¢ komorek transfekowanych GAB na dziatanie
H>0,. Zaobserwowano wzrost zywotnosci komoérek TGAB z 66% do 96%
(***p<0,001)(stezeniec PDGF-BB 50 ng/ml) (Ryc.V.14. A), UGAB z 70% do 101%
(*p<0,05) (stezenie PDGF-BB 10 ng/ml) (Ryc.V.14. B) oraz LN229 z 74% do 94%
(***p<0,001) (stezenie PDGF-BB 50 ng/ml) (Ryc.V.14. C). Jednoczes$nie stwierdzono,
ze preinkubacja komorek z PDGF-BB nie wplywata na zywotno$¢ komoérek pcDNA
poddanych dziataniu H202 (Ryc. V.14. A-C).

Analiza fosforylacji AKT potwierdzita, ze stosowanie PDGF-BB podnosi poziom
fosforylacji na Thr308 w komorkach wszystkich linii GAB (dla UGAB *p<0,05; dla
LNGAB **p<0,01; dla TGAB ***p<0,001) poddanych dziataniu H.O2 w poréwnaniu do
komorek transfekowanych GAB, ktorym nie podano PDGF-BB (Ryc. V.14. D-F).
Preinkubacja z PDGF-BB nie wptyneta na stopien fosforylacji AKT na Thr308
w komorkach pcDNA poddanych dziataniu H202 (Ryc. V.14. D-F). Ponadto, stosowanie
PDGF-BB podwyzszylo poziom fosforylacji AKT na Ser473 w komodrkach TGAB
(*p<0,05) poddanych dziataniu H20», czego nie zaobserwowano w komorkach TpcDNA
(Ryc. V.14. D). W komoérkach UGAB i UpcDNA zaobserwowano podobng tendencje jak
w komorkach TGAB i TpcDNA (Ryc. V.14. E). Poziom fosforylacji AKT na Ser473
w komorkach LNGAB inkubowanych z (**p<0,01) lub bez (***p<0,001) PDGF-BB byt
wyzszy 0d poziomu obserwowanego w komoérkach LNpcDNA (Ryc. V.14. F).
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Ryc. V.14. Wplyw inkubacji z PDGF-BB, aktywatorem szlaku AKT, na wrazliwos§¢
komoérek na dzialanie H20:. (A) Zywotnos¢ komorek TGAB i TpcDNA inkubowanych
bez lub z PDGF-BB (10 ng/ml i 50 ng/ml) przez 24 godziny przed ekspozycja na H20>
(200 uM, 15 minut) (B) Zywotnoéé komérek UGAB i UpcDNA inkubowanych bez lub
z PDGF-BB (10 ng/ml i 50 ng/ml) przez 24 godziny przed ekspozycja na H202 (5 uM,
15 minut) (C) Zywotno$¢ komoérek LNGAB i LNcDNA inkubowanych bez Iub
z PDGF-BB (10 ng/ml i 50 ng/ml) przez 24 godziny przed ekspozycja na H202 (5 uM,
15 minut). Wyniki sg srednig (£SD) uzyskang z 4-5 niezaleznych do§wiadczen wyrazong
jako procent wartosci uzyskanej dla komorek pcDNA inkubowanych bez PDGF-BB.
*p<0.05, **p<0.01, ***<p0.001 versus komoérki pcDNA inkubowane bez PDGF-BB
(One-way ANOVA z testem post hoc Tukey’a). Wptyw inkubacji z PDGF-BB na poziom
fosforylacji AKT na Thr308 i Ser473 w komorkach linii (D) TGAB i TpcDNA
(E) UGAB i UpcDNA (F) LNGAB i LNpcDNA w komorkach traktowanych H,Os.
Wyniki sa $rednig (£SD) uzyskang z 3-4 niezaleznych do§wiadczen. Warto$ci podane pod
typowym obrazem immunodetekcji okreslaja stosunek sredniej intensywnosci sygnatu
prazka badanego biatka do biatka GAPDH. Stosunek wartosci uzyskanej dla komorek
pcDNA przyjeto jako 1.
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V1. DYSKUSJA

GIn i Glu odgrywaja kluczowa rol¢ w procesie nowotworzenia oraz ksztattowaniu
fenotypu GBM. GIn stanowi jedno z gléwnych zrodet energii oraz azotu
wykorzystywanych w procesie proliferacji. Ponadto aminokwas ten jest czynnikiem
zaangazowanym W regulacj¢ objetosci komorek GBM (Michalak i wsp., 2015; Ernest
i Sontheimer, 2007). Glu wydzielany w duzych ilo$ciach przez komorki nowotworowe
dziata ekscytotoksycznie powodujac obumieranie sgsiadujacych z guzem neuronéw,
dzigki czemu umozliwia rozrost tkanki nowotworowej. Glu jest prekursorem GSH,
czynnika w duzej mierze odpowiedzialnego za opornos¢ GBM na radio- i chemioterapi¢
(de Groot i Sontheimer, 2010; Ye i Sontheimer, 1999). Z tych wzgledow GA, enzym
metabolizujacy GIn do Glu, stata si¢ przedmiotem intensywnych badan zwigzanych

Z tematyka GBM.

Zaburzenia aktywnosci i/lub ekspresji roznych izoform GA sa cechg
charakterystyczng komoérek nowotworowych o réoznej histogenezie (Szeliga i Obara-
Michlewska, 2009). Dane literaturowe wskazuja na przeciwstawng funkcje izoform GA
w ksztattowaniu fenotypu roznych nowotworow. lzoformy GA nerkowej sa
charakterystyczne dla komoérek intensywnie proliferujacych, podczas gdy izoformy GAB
watrobowej ulegaja ekspresji w komoérkach o niskim indeksie proliferacji (Pérez-Goémez
i wsp., 2005; Turner i McGivan, 2003). GBM wykazuje sladowg ilo$¢ lub catkowity brak
GAB, przy jednoczesnym wysokim poziomie izoformy nerkowej GA (GAC i KGA)
(Szeliga i wsp., 2005). Dotychczasowe badania wskazuja, ze zaréwno wyciszenie
ekspresji genu GLS (Martin-Rufian i wsp., 2014; Szeliga i wsp., 2014), jak i indukcja
ekspresji genu GLS2 (Szeliga i wsp., 2009, Szeliga i wsp., 2014; Martin-Rufian i wsp.,
2014) hamuja przezywalnos¢, proliferacje i zdolno$ci migracyjnie komorek GBM linii
T98G.

VI1.1. Wplyw GAB na wlasnosci biologiczne komoérek glioblastoma

Dane literaturowe dotyczace wptywu transfekcji sekwencja GAB na wiasnoSci
biologiczne komorek linii T98G staly sie punktem wyjscia do kolejnych badan.

Pierwszym celem niniejszej pracy bylo zweryfikowanie hipotezy zaktadajacej, ze
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egzogenna GAB wywota podobny efekt w komoérkach roznych linii GBM. Wykorzystane
w badaniach komorki linii U87MG i LN229 roznig si¢ miedzy soba, ale takze w stosunku
do komodrek linii T98G, zdolno$ciami do formowania nowotwordw in Vivo
(ang. tumorigenic potential) oraz statusem genéw kodujacych biatka odgrywajace istotng
rolg W ksztattowaniu fenotypu GBM: TP53, PTEN i MGMT (Ishii i wsp., 1999; Lan
i wsp., 2016; Dunn i wsp., 2009; Perazzoli i wsp., 2015; Gaspar i wsp., 2010). Wyniki
prezentowane w niniejszej rozprawie wskazuja, ze transfekcja zaréwno komorek T98G,
jak i UB7TMG oraz LN229 (pierwotnie nie eksprymujacych GAB) sekwencja kodujaca
GAB znamiennie obniza ich zywotnos¢, potencjat proliferacyjny, a takze zdolnos¢ do
formowania kolonii (Ryc. V.2-4). Wystgpowanie opisanych zmian w komorkach
wszystkich badanych linii oznacza, ze GAB hamuje przezywalno$¢ i proliferacje
komorek GBM niezaleznie od ich statusu TP53, PTEN i MGMT oraz zdolnosci do
formowania nowotwordw in vivo. Przeprowadzone badania wskazuja na rozbiezno$¢ we
wplywie transfekcji sekwencja kodujaca GAB na komorki linii GBM w odniesieniu do
ich zdolno$ci do migracji. Obnizenie zdolnosci do migracji zaobserwowano w komorkach
TGAB i LNGAB w porownaniu z komérkami kontrolnymi pcDNA i wt, nie stwierdzono
jednak zmian w tym parametrze w przypadku komérek UGAB w poréwnaniu do kontroli
(Ryc. V. 5). Przyczyny wystepowania tej rozbieznosci pozostaja niejasne. Warto jednak
nadmieni¢, ze Ramao i wsp. wykazali, ze komérki US7MG majg wyzszg zdolno$é
migracji w poroéwnaniu zaré6wno z komoérkami T98G (Ramao i wsp., 2012) jak
z komorkami LN229 (Esencay i wsp., 2013). Tak wigc, komorki U87TMG wydaja si¢ miec¢
znacznie wigkszy potencjat do migracji w poréwnaniu z komoérkami T98G i LN229.
Mozliwe zatem, ze transfekcja sekwencja GAB nie uruchamia w komorkach U87MG
mechanizmu efektywnie hamujacego zdolnosci migracyjne. Innym wytlumaczeniem
obserwowanego zjawiska jest istnienie w tych komorkach elementu znoszacego hamujacy

efekt dziatania GAB na zdolnosci do migracji.

V1.2. Poziom glutaminy i glutaminianu w komorkach po transfekcji GAB

GA jest enzymem hydrolizujagcym GIn do Glu i jonow amonowych (Matés i wsp.,
2013), zatem aktywna enzymatycznie GA powinna zmienia¢ stezenie GIn i Glu
w komorce. Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki wykazaty brak zmian

w wewnatrzkomorkowym stezeniu GIn w komoérkach T98G i LN229 i wzrost stezenia
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tego aminokwasu w komorkach U87MG po transfekcji sekwencja kodujaca GAB.
Zaobserwowano rowniez brak zmian w stezeniu Glu w komoérkach wszystkich linit GBM
(Ryc. V.6.). Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie sugerujg, ze W transfektantach
bedacych modelem badawczym w tej pracy, GAB nie jest aktywna enzymatycznie.
W takim przypadku zmiany we wtasnosciach biologicznych komoérek transfekowanych
GAB wynikatyby z innych niz enzymatyczna funkcji GAB. Nie mozna jednak
wykluczyé, ze GAB jest aktywna enzymatycznie, jednak poza tg funkcja moduluje
réwniez - bezposrednio badZz posrednio - ekspresje genéw, W tym ekspresje GLS. Takie
dziatanie powodowatoby obnizenie aktywnosci powstajacych z genu GLS izoform
I w efekcie koncowym prowadzitoby do braku zmian w wewnatrzkomérkowym stezeniu
GIn. W regulacje poziomu ekspresji genu GLS zaangazowane sg miRNA (miR-23), ktore
podlegaja modulacji przez onkogen c-Myc (Gao i wsp., 2009). Jednym z genow, ktorego
poziom ekspresji ulegatl podwyzszeniu w komoérkach T98G po transfekcji sekwencja
kodujaca GAB w poréwnaniu do komoérek kontrolnych byt gen MAX (ang. MYC
associated factor X) (Szeliga i wsp., 2009). Kodowane przez ten gen biatko dimeryzuje
z c-Myc wpltywajac na jego aktywnos¢, co w dalszej konsekwencji moze mie¢ wptyw na
poziom ekspresji GLS (Cascon i Robledo, 2012).

Weczesniejsze badania prowadzone w Zaktadzie Neurotoksykologii IMDiK PAN
wykazaty zmiany w stgzeniu GlIn i Glu w komoérkach T98G transfekowanych sekwencja
GAB (Szeliga i wsp., 2009). Przyczyny rozbiezno$ci pomiedzy danymi literaturowymi
awynikami przedstawionymi w niniejszej rozprawie sa trudne do wyjasnienia. Nalezy
zaznaczy¢, ze wWykorzystywane w tej pracy komoérki T98G nie pochodzity z tej samej puli
co komorki bedagce modelem we wczesniejszych badaniach, a komorki TpcDNA | TGAB
zostaty uzyskane na drodze nowej transfekcji. Zmienno$¢ komorek postepujaca wraz
z kolejnymi pasazami zostata udokumentowana w réznych liniach komérkowych, w tym
w liniach GBM (Zeng i wsp., 2018). Trudno okresli¢, czy — a jesli tak, to w jaki sposob -
podobne zjawisko mogto spowodowac, ze pomimo transfekcji tym samym plazmidem
niosacym sekwencje kodujaca GAB, komorki wykazaty zmiany lub ich brak w poziomie
GIni Glu.
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V1.3. Poziom GAB i GATA3 w komérkach glioblastoma

Weczesniejsze badania prowadzone w Zaktadzie Neurotoksykologii IMDIK PAN
wykazaly wptyw GAB na profil ekspresji licznych genoéw (Szeliga i wsp., 2009). Jednym
z genow, ktorych poziom ekspresji w komorkach T98G po transfekcji sekwencja GAB
ulegal podwyzszeniu jest gen GATA3 (Szeliga i wsp., 2009). We Wstepie (podrozdziat
11.6.1) zwrdcono uwage na plejotropowa rolg GATA3 w progresji nowotworow 0 roznej
etiologii. W niniejszej pracy potwierdzono znacznie podwyzszong ekspresje genu GATA3
(Ryc. V.8.) oraz wykazano podwyzszony poziom biatka GATA3 w komorkach TGAB
w porownaniu do komoérek kontrolnych TpcDNA (Ryc. V.7.). Zaobserwowana
w komoérkach T98G zalezno$¢ miedzy poziomem GAB i GATA3 pozwolita postawic
hipoteze, ze w tkankach GBM na skutek braku ekspresji GAB poziom ekspresji GATA3
bedzie znikomy. Jednak wyniki uzyskane dla tkanek GBM ludzkiego
i nienowotworowych tkanek mozgowych eksprymujacych GAB nie potwierdzity
zaleznosci miedzy poziomem ekspresji obu genow i kodowanych przez nie obu biatek
(Ryc. V.8.). Z dziewigciu probek GBM, z ktorych zadna nie eksprymowata GAB (Szeliga
i wsp., 2016), wiekszos¢ wykazywata wyrazne podwyzszenie ekspresji genu i poziomu
biatka GATA3 w poréwnaniu z tkankami nienowotworowymi, pozostate z nich
prezentowaly podobny lub nizszy poziom GATA3 (Ryc. V.8.). Wszystkie tkanki
nienowotworowe, u ktorych potwierdzono ekspresje GLS2, wykazywaty niski poziom
GATA3 (Ryc. V.8.). Analiza statystyczna wykazata, ze ilos¢ GATA3 w tkankach GBM
ponad kilkukrotnie przewyzszata poziom tego biatka w tkankach nienowotworowych, co
zaprzecza hipotezie zaktadajacej korelacj¢ miedzy poziomem GAB i GATA3. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze zalezno$¢ zaobserwowana miedzy poziomem GAB i GATA3 wydaje
si¢ by¢ jedynie wynikiem manipulacji in vitro przeprowadzonej w komoérkach linii T98G,
natomiast nie ma odzwierciedlenia w materiale klinicznym. Tezg t¢ potwierdzaja wyniki
badan przeprowadzonych na komorkach linii US7MG. W przeciwienstwie do komorek
T98G, komorki U87TMG po transfekcji sekwencja GAB wykazatly istotne statystycznie
obnizenie ekspresji GATA3 oraz poziomu kodowanego przez ten gen biatka (Ryc. V.7).
Obserwacja ta ostatecznie zaprzecza regulowaniu GATA3 przez GAB, a dodatkowo
zwraca uwage na ostrozno$é, jaka nalezy zachowa¢ we wnioskowaniu na podstawie
wynikow doswiadczen prowadzonych na pojedynczych liniach komorkowych. Istotnym
elementem warunkujacym  rozbiezno$¢  miedzy  materialem Klinicznym

i unie$miertelnionymi liniami komoérkowymi jest homogenno$¢ linii  komodrkowe;j
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i heterogenno$s¢ molekularna i komoérkowa tkanek GBM (Aldape i wsp., 2015).
Heterogenno$¢ guzow stanowi powazne wyzwanie nie tylko dla opracowania
zindywidualizowanej terapii, ale takze dla stworzenia modeli wiernie odwzorowujacych
warunki in vivo (Gillet i wsp, 2013). Heterogenno$¢ moze by¢ przyczyng zroznicowanej
aktywnos$ci $ciezek sygnatlowych prowadzacych do ekspresji GATA3. Rola GATA3
w patogenezie GBM i mechanizmy regulacji ekspresji kodujacego je genu sa nadal

zagadnieniem wymagajacym dalszych badan.

V1.4. Wplyw GAB na modulowanie szlaku AKT

Dane literaturowe $wiadcza 0 istnieniu zalezno$ci pomiedzy poziomem GLS2
i stopniem ufosforylowania AKT (Liu i wsp., 2014). Nadekspresja GLS2 w komorkach
raka watroby obniza poziom fosforylacji AKT zaréwno na Thr308, jak i Ser473
wplywajac przy tym na zahamowanie wzrostu i proliferacji tych komorek (Liu i wsp.,
2014). Fakt ten stal si¢ punktem wyjscia do postawienia hipotezy, ze transfekcja GAB
wplynie na poziom fosforylacji biatek nalezacych do szlaku AKT. Warto zaznaczy¢, ze
fosforylacja na Thr308 jest niezbedna i zarazem wystarczajaca do aktywacji AKT,
jednakze do osiagniecia maksymalnej aktywnos$ci konieczna jest fosforylacja na Ser473
(Alessi i Cohen, 1998; Dangelmaier i wsp., 2014; Guertin i wsp., 2006).

W niniejszej pracy nie wykazano zmian w poziomie biatka catkowitego AKT
w komorkach zadnej z trzech linii GBM po transfekcji sekwencja GAB (Ryc. V.9.).
Ponadto GAB nie wptyneta na poziom ufosforylowania AKT w komodrkach T98G
i LN229. Obnizenie stopnia fosforylacji AKT na Thr308 i Ser473 zaobserwowano
jedynie w komorkach UGAB w pordéwnaniu do komorek kontrolnych UpcDNA
(Ryc. V.9.). Transfekcja sekwencja GAB komoérek U87MG prowadzi do obnizenia
poziomu fosforylacji PI3K na Tyr199, a takze poziomu fosforylacji PDK1 na Ser241 oraz
biatka catkowitego PDK1 (Ryc. V.9.), bezposrednio fosforylujacej AKT na Thr308
(Dangelmaier i wsp., 2014). Dotychczas nie udato si¢ =zidentyfikowacé zrdodia
zaobserwowanych roznic w fosforylacji biatek nalezacych do szlaku AKT pomigdzy linig
U87MG, a komorkami T98G i LN229 po transfekcji GAB. Brak zmian w fosforylacji
AKT w komoérkach T98G i LN229 po transfekcji GAB sugeruje istnienie mechanizmu

niezaleznego od szlaku AKT lezacego u podstaw zmian obserwowanych pod wptywem
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transfekcji komorek sekwencja kodujaca GAB. Pomimo odrzucenia hipotezy
zakladajacej, ze GAB wptywa na szlak sygnatowy AKT w komorkach wszystkich linii
GBM, wyniki niniejszej pracy pokazujg, ze GAB moduluje t¢ Sciezke sygnatowsg
w komorkach 0 okreslonym genotypie. Zidentyfikowanie przyczyn oraz konsekwencji
rozregulowania sciezki AKT w komoérkach U87MG transfekowanych sekwencja
kodujaca GAB wymaga dodatkowych badan.

VI1.5. Wplyw GAB na wrazliwos¢ komoérek na stres oksydacyjny — rola szlaku
AKT

Transfekcja sekwencjg kodujaca GAB uwrazliwia komorki T98G na dziatanie
czynnikow indukujacych stres oksydacyjny takich jak tlenek arsenu (I11) (ang. arsenic
trioxide, ATO) czy H.O2 (Martin-Rufian i wsp., 2014). Przeprowadzone i opisane
w podrozdziale V.6. badania wykazaty, ze nie tylko komoérki T98G, ale takze komorki
U87MG i LN229 po transfekcji sekwencja GAB stajg si¢ bardziej wrazliwe na H>O>
(Ryc.V.11.). Jak zaznaczono we wczesniejszych rozdziatach, GAB negatywnie reguluje
szlak sygnatowy AKT w komorkach raka watroby (Liu i wsp., 2014), natomiast H>O»
w komorkach T98G indukuje fosforylacje AKT (Sonoda i wsp., 1999). Bazujac na tych
informacjach sformutowano hipotez¢ zaktadajaca, ze szlak AKT jest stabiej aktywowany
poprzez dziatanie H2O> w komorkach GBM transfekowanych GAB w poréwnaniu do
komorek kontrolnych pcDNA, co prowadzi do zwigkszonej wrazliwosci komoérek na

dziatanie H20,.

W  przypadku komoérek wszystkich trzech linii traktowanie H2O2 stabiej
indukowato fosforylacje AKT na Thr308 w komorkach transfekowanych GAB niz
w komoérkach pcDNA. Ponadto, w komorkach TGAB i UGAB zaobserwowano takze
stabszg indukcje fosforylacji AKT na Ser473 w poréwnaniu do komoérek kontrolnych.
Natomiast komorki LN229 transfekowane GAB wykazuja pod wptywem traktowania
H20, zwiekszong fosforylacje AKT na Ser473 w poréwnaniu do komoérek kontrolnych.
W komorkach linii U87MG transfekowanych GAB w porownaniu z komorkami
UpcDNA zaobserwowano znacznie zmniejszony poziom biatka calkowitego, ale nie
transkryptu AKT. W komorkach linii T98G i LN229 nie zaobserwowano zmian
W poziomie biatka catkowitego AKT po transfekcji GAB. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
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aktywno$¢ AKT w komorkach T98G i1 LN229 transfekowanych GAB i traktowanych
H>0- jest modulowana na poziomie potranslacyjnym, podczas gdy w komoérkach US7MG
- na poziomie translacji i by¢ moze potranslacji. Zmniejszony poziom indukcji
fosforylacji AKT w komorkach transfekowanych sekwencja GAB wynika
najprawdopodobniej z obnizonej indukcji fosforylacji bialek zaangazowanych
w modulowanie aktywnos$ci AKT. Traktowanie H20 stabiej indukowalo fosforylacje
PDK1 i PI3K w komorkach linii transfekowanych GAB w pordéwnaniu do komorek
kontrolnych. Zmiany w aktywnosci PI3K moga by¢ wynikiem obnizenia aktywnosci
receptorow Kkinazy tyrozynowej (ang. receptor tyrosine kinases, RTKS) przez egzogenng
GAB. Stwierdzenie obnizenia poziomu biatka catkowitego PDK1 w komdérkach UGAB
i LNGAB w pordéwnaniu do komoérek UpcDNA i LNpcDNA, a takze obnizenia poziomu
biatka catkowitego PI3K w komorkach U87GAB w porownaniu do UpcDNA, dato
podstawy do przeprowadzenia analizy ekspresji gendéw kodujacych te biatka. Nie
zaobserwowano obnizenia ekspresji tych genéw (Ryc. V.12 B-D). Wynik ten sugeruje, ze
GAB wptywa na translacj¢ ich mRNA. Na tej podstawie stwierdzono, ze w komoérkach
wszystkich trzech linii egzogenna GAB powoduje stabsza aktywacje szlaku AKT,
chociaz mechanizmy odpowiedzialne za obserwowane zmiany mechanizmy sa rézne.
Niezaleznie od tych réznic, obnizenie poziomu fosforylacji AKT przyczynia si¢ do
zwickszania wrazliwosci komorek wszystkich badanych liniit GBM na dziatanie H2O..
Whniosek ten wynika z faktu, ze preinkubacja komorek z PDGF-BB, aktywatorem
fosforylacji AKT (Rauch i wsp., 2000), wykazuje w komorkach transfekowanych GAB

dziatanie protekcyjne wzgledem komorek traktowanych H>O».

Jednym z bialek, ktorego aktywno$¢ zalezy m.in. od poziomu fosforylacji AKT
jest czynnik transkrypcyjny NF-kp, ktorego indukcja obserwowana w GBM sprzyja
rozwojowi tkanki nowotworowej (Friedmann-Morvinski i wsp., 2016; Nogueira i wsp.,
2011). Czynnik NF-kp reguluje ekspresje gendéw kodujacych m.in. biatka hamujace
apoptoz¢ Bcl-xL, IAP i c-FLIP (Naugler. i Karin, 2008). Szlak AKT wptywa na
aktywnos¢ transkrypcyjna NF-xf przez fosforylacj¢ i degradacje inhibitora xf (lxp),
wobec czego obnizenie aktywnosci kaskady AKT hamuje transkrypcje gendéw zalezng od
NF-«xf (Bai i wsp., 2009). W niniejszej rozprawie wykazano, ze komérki TGAB i UGAB
traktowane H202 wykazywaty w poréwnaniu Z komérkami kontrolnymi pcDNA znacznie
zredukowany poziom fosforylacji NF-xf na Ser536 oraz zwiekszong aktywno$¢ kaspaz

3/7. Wynik ten oznacza, ze istotnym mechanizmem $mierci komorkowej, ktorej ulegaja
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komoérki T98G i U87MG transfekowane GAB poddane dziataniu H»O: jest apoptoza
zalezna od kaspaz, w aktywacji ktorej najprawdopodobniej posredniczy obnizenie
aktywnos$ci NF-xB. Wynik ten potwierdza sugestie, ze GAB ma wlasciwosci
proapoptotyczne (Martin-Rufian i wsp., 2014). Nalezy zauwazy¢, ze traktowanie
komoérek LNGAB H;0> skutkowato tendencja do zwigkszania poziomu fosforylowanego
NF-kB, ale nie zmienialo aktywnos$ci kaspaz 3/7, co oznacza ze apoptoza zalezna od

kaspaz nie jest glownym mechanizmem $mierci w tych komorkach.

Proponowany mechanizm dziatania GAB w warunkach stresu oksydacyjnego

indukowanego ekspozycja na H2O2 w uproszczeniu przedstawiono na Ryc. VI.1.

’ Egzogenny GAB uwrazliwa komorki na dziatnie H20:2 poprzez hamowanie aktywnosci szlaku AKT

B\o

@PR P P P\
komorki "§§[§7h§08" ‘ T\hr39?f“7§ f komorki
T98G I I i
U87MG V LN229
apoptoza P 2 Smier¢ komorkowa
Lalezna od kaspaz ' @ ‘ (mechanizm nieznany)

Ryc. VI.1. Proponowany mechanizm regulacji szlaku AKT w komérkach linii T98G,
U87MG i LN229 przez egzogenna GAB prowadzacy do uwrazliwienia komérek na
dzialanie stresu oksydacyjnego indukowanego H202. Transfekcja GAB zwigksza
wrazliwos¢ komorek linit GBM T98G, U87MG i LN229 na indukowany przez H20> stres
oksydacyjny. Po traktowaniu H>O> komorki wszystkich badanych linii transfekowane
GAB wykazuja obnizone poziomy ufosforylowanego PI3K i PDK1 w poréwnaniu do
transfektantow pcDNA. Zmiany w aktywno$ci kaskady sygnatowej PI3K mogg by¢
wynikiem hamowania dziatania RTKs przez GAB. Transfekowane sekwencja GAB
komorki T98G i U87TMG wykazuja zmniejszona fosforylacje AKT zaréwno na Thr308
i Ser473, zmniejszong fosforylacje NF-«f i zwigkszong aktywnos$¢ kaspaz 3/7 co
sugeruje, ze ich $mier¢ nastepuje W wyniku apoptozy zaleznej od kaspaz. Brak zmian

w poziomie fosforylacji NF-xf i aktywnosci kaspaz 3/7, wyklucza $mier¢ komorek
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LNGAB na drodze apoptozy zaleznej od kaspaz. Nalezy zauwazy¢, ze W przeciwienstwie
do transfekowanych GAB komorek T98G i U87MG, komorki LN229 transfekowane
GAB wykazuja zwickszong fosforylacje AKT na Ser473: konsekwencje tej roznicy (jesli

w ogole istniejg) nie sg znane.
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VIl. PODSUMOWANIE WYNIKOW | WNIOSKI

1. Transfekcja komoérek GBM linii T98G, U87MG, LN229 sekwencja kodujaca
GAB obniza przezywalnos$¢, indeks proliferacji oraz zdolnosci formowania
kolonii, a w liniach T98G i LN229 hamuje takze zdolno$ci migracyjne tych

komorek.

WNIOSEK |
Powyizsze obserwacje wspieraja hipoteze 0 hamujacym dzialaniu egzogennej
GAB na wyzej wymienione wlasnosci komorek GBM 0 réznym genotypie

I potencjale do tworzenia nowotworow w ukladzie in vivo.

2. Transfekcja komorek T98G sekwencja GAB powoduje wzrost poziomu ekspresji
genu GATAS i biatka GATAS.

3. W komorkach linii U87MG transfekcja sekwencja GAB obniza poziom ekspresji
genu GATA3 i biatka GATAS.

4. W nienowotworowych tkankach mozgu eksprymujacych GAB poziom GATA3
jest niski, natomiast w tkankach GBM nieeksprymujacych GAB poziom GATA3

jest zréznicowany.

WNIOSEK 11
Powyzsze dane wykluczaja istnienie zaleznosci miedzy poziomem GAB
a GATA3 w komorkach GBM.

5. Transfekcja komorek T98G i LN229 sekwencja kodujaca GAB nie wptywa na
poziom fosforylacji AKT.

WNIOSEK 111

Mechanizm odpowiedzialny za zmiany fenotypowe obserwowane
w komérkach T98G i LN229 transfekowanych sekwencja kodujaca GAB nie
jest zwigzany z modulacja szlaku AKT.
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6. Transfekcja komorek linii ludzkiego GBM sekwencja kodujaca GAB prowadzi do
uwrazliwienia tych komoérek na dziatanie stresu oksydacyjnego indukowanego

przez Hz0x.

7. W warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego przez H.O, egzogenna GAB
hamuje indukcje szlaku AKT, a uprzednia aktywacja tego szlaku ma dziatanie
protekcyjne wzgledem komorek traktowanych H»O».

8. W komorkach linii T98G i U87MG eksponowanych na dziatanie H20. egzogenna
GAB indukuje proces apoptozy zaleznej od kaspaz. W komorkach linii LN229
eksponowanych na dziatanie H202 egzogenna GAB skutkuje wystapieniem
tendencji do zwickszania poziomu fosforylowanego NF-xB, przy czym nie

wplywa na aktywno$¢ kaspaz 3/7.

WNIOSEK IV

Zahamowanie aktywnosci szlaku AKT przez GAB przeklada sie¢ na
wzmozona wrazliwos¢ komorek transfekowanych GAB na czynniki stresu
oksydacyjnego. Egzogenna GAB w komoérkach T98G i U87MG poddanych
dzialaniu H202 promuje - najprawdopodobniej poprzez zahamowanie
aktywnosci NF-kp —apoptoze tych komérek, natomiast w komorkach linii
LN229 eksponowanych na dzialanie H20: indukuje $mier¢ komoérkowa

innego rodzaju niz apoptoza zalezna od kaspaz.
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VIIL. INNOWACYJIJNOSC ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

1. Okreslenie wpltywu egzogennej GAB na wlasnosci biologiczne komorek linii
GBM ro6znigcych sie pod wzgledem profilu genetycznego i zdolnosci do
tworzenia nowotworéw W uktadzie in vivo.

2. Wykazanie braku zaleznosci pomi¢dzy poziomem GAB a GATA3 w komorkach
GBM.

3. Udowodnienie, ze egzogenna GAB hamuje w komoérkach GBM aktywnos¢ szlaku

AKT zwigkszajac w ten sposob ich wrazliwosé na dziatanie stresu oksydacyjnego
indukowanego ekspozycja na H20x.
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IX. STRESZCZENIE

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

Rozregulowana ekspresja i/lub aktywno$¢ réznych izoform GA jest cecha
charakterystyczng komorek nowotworowych o roznej histogenezie. Dane literaturowe
sugeruja, ze izoformy GA pehlig w komorkach nowotworowych przeciwstawne funkcje.
Izoformy GA typu nerkowego ulegaja silnej ekspresji w komorkach intensywnie
proliferujacych, podczas gdy izoformy GA typu watrobowego sa charakterystyczne dla
komorek 0 niskim poziomie proliferacji. Ztagodzenie ztosliwego fenotypu komorek
mozna osiggna¢ poprzez wyciszenie ekspresji genu GLS badz na skutek indukcji ekspresji
genu GLS2.

W tkankach GBM obserwuje si¢ silng ekspresje¢ genu GLS, przy braku lub
sladowej ekspresji genu GLS2, czego przyczynag jest hipermetylacja DNA w obrgbie
GLS2. Transfekcja komorek GBM linii T98G sekwencja kodujaca GAB obniza
przezywalnos¢ 1 indeks proliferacji oraz zdolnosci migracyjne tych komorek.
Molekularne mechanizmy lezace u podstaw obserwowanych zmian we wiasnosciach
biologicznych komorek transfekowanych sekwencja GAB pozostajg nieznane.
Stwierdzenie obecnosci GAB nie tylko w mitochondriach, ale i jadrach komoérkowych
neurondéw i astrocytow oraz wykazanie oddziatywan GAB z biatkami zawierajacymi
domeng PDZ dato podstawy do stworzenia hipotezy, ze poza rolag enzymatyczng GAB

moze by¢ zaangazowana bezposrednio lub posrednio w regulacje transkrypcji genow.
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Transfekcja sekwencja GAB komoérek T98G zmienia ekspresje licznych genow, w tym
GATA3, ktorego ekspresja wzrosta w wyniku transfekcji. GATA3 jest czynnikiem
transkrypcyjnym zaangazowanym W regulacje takich proceséw jak hematopoeza, rozwoj
gruczolow mlekowych, skory czy systemu nerwowego. Biatko to wykazuje dziatanie
plejotropowe w ksztaltowaniu fenotypu réznych nowotworéw: w przypadku
neuroblastoma niski poziom GATA3 zwiazany jest z pozytywnym rokowaniem dla
pacjentow, a W raku piersi czy pgcherza moczowego spadek poziomu GATAS koreluje ze
wzrostem agresywnosci nowotworu. Ponadto, GATA3 wpltywa na poziom cytokin,
ktorych rozregulowany poziom stwierdzono w GBM, np. IL-10, IL-6, STAT3. Poziom
ekspresji ani rola biatka GATA3 w GBM nie byta do tej pory zbadana.

Dane literaturowe wskazujg na zaleznos¢ pomiedzy poziomem GLS2 i poziomem
ufosforylowania AKT. AKT odpowiada za fosforylacje wielu biatek zaangazowanych
miedzy innymi w regulacje wzrostu komorek, cyklu komorkowego, apoptozy czy
metabolizmu glukozy. Komoérki raka watroby po transfekcji glutaminaza typu
watrobowego wykazujg obnizenie fosforylacji AKT. Warto zaznaczy¢, ze jednym
z czynnikoéw indukujacych fosforylacje AKT jest H2O2, czynnik na ktéry komérki TGAB

sg bardziej wrazliwe niz komorki T98G.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wplywu transfekcji sekwencja kodujaca
GAB na wtasnosci biologiczne komorek linii GBM réznigcych sie miedzy sobg oraz od
komorek T98G pod wzgledem genetycznym i pod wzgledem zdolno$ci do formowania
nowotworow in vivo. Ponadto podj¢to probe przyblizenia molekularnych mechanizmow
mogacych by¢ przyczynag zmian wywotanych przez transfekcje kodujaca GAB.
W odniesieniu do tej czesci badan sformutowano hipotez¢ zaktadajaca, ze zmiany
obserwowane w fenotypie transfekowanych komoérek sa konsekwencja rozregulowania
ekspresji genow, z ktorych czegs¢ koduje biatka zwigzane z procesem nowotworzenia oraz

hamowania przez GAB aktywnosci szlaku AKT.

W prezentowanej pracy potwierdzono wptyw GAB na wiasnosci biologiczne
komorek linii ludzkiego GBM, roéznigcych si¢ miedzy sobg pod wzgledem profilu
genetycznego i1 zdolnosci do tworzenia nowotworéw W uktadzie in vivo. Transfekcja
komorek T98G, US7TMG i LN229 sekwencja kodujaca GAB (komoérki —GAB) obnizyta
przezywalnos¢, proliferacje, a takze zdolnosci do formowania tych komorek

w porownaniu do komoérek dzikich oraz komorek transfekowanych pustym wektorem
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(komorki —pcDNA). W komorkach TGAB i LNGAB zaobserwowano takze zredukowang

zdolno$¢ do migracji.

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

komorkach sg konsekwencjg innej niz enzymatyczna roli GAB w tych komorkach.

Potwierdzono znacznie podwyzszony poziom ekspresji genu GATA3 oraz
wykazano podwyzszony poziom biatka GATA3 w komorkach T98G po transfekcji
sekwencja GAB w porownaniu do komoérek kontrolnych. Analiza poziomu GATA3
w materiale klinicznym nie potwierdzita zaobserwowanej w komoérkach linii T98G
zaleznosci pomiedzy poziomem GAB i GATA3. Poziom GATA3 w tkankach GBM byt
kilkukrotnie wyzszy od poziomu tego biatka w tkankach nienowotworowych. Wyniki te
sugeruja, ze zalezno$¢ zaobserwowana migdzy poziomem GAB i GATA3 moze by¢
jedynie wynikiem manipulacji in vitro przeprowadzonej w tej konkretnej linii
komorkowej GBM. Tez¢ te potwierdzono badaniami wykonanymi na komorkach linii
U87MG. Komorki U87MG po transfekcji sekwencja GAB wykazujg obnizenie ekspresji
GATA3 oraz poziomu kodowanego przez niego biatka, co rowniez zaprzecza regulowaniu
GATA3 przez GAB. Powyzsze wyniki zwracaja uwagg na 0stroznos¢ z jaka nalezy
interpretowa¢ dane uzyskane w dos$wiadczeniach prowadzonych na liniach

komorkowych, ktore nie zawsze wiernie odwzorowuja warunki in vivo.

Przeprowadzona analiza nie wykazata zmian w poziomie biatka catkowitego AKT
w zadnej z trzech linii GBM po transfekcji sekwencja GAB, a obnizenie W poziomie
fosforylacji AKT na Thr308 i Ser473 zaobserwowano jedynie w komorkach UGAB
w poréwnaniu do komoérek UpcDNA. Transfekcja komorek U87MG sekwencja GAB
prowadzi do obnizenia poziomu fosforylacji PI3K na Tyr199 (pPI3K), niezbednej do
translokacji AKT w poblize btony komorkowej i pozniejszej jej fosforylacji, a takze
poziomu biatka catkowitego oraz fosforylacji PDK1 na Ser241 (pPDK1), bezposrednio
odpowiedzialnej za fosforylacjc AKT na Thr308. Brak zmian w fosforylacji AKT
w komorkach T98G i LN229 po transfekcji GAB wskazuje na inny mechanizm dziatania
GAB prowadzacy do obnizenia przezywalnosci 1 proliferacji komoérek. Pomimo
odrzucenia hipotezy, ze GAB wptywa na szlak sygnatowy AKT w komorkach wszystkich
badanych liniit GBM wyniki pracy sugeruja, ze GAB moduluje ten szlak w komorkach

0 okreslonym genotypie.
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Dotychczasowe badania wykazaty, ze komorki T98G po transfekcji GAB stajg si¢
bardziej wrazliwe na dziatanie czynnikow stresu oksydacyjnego, w tym H.Oo.
W niniejszej pracy wykazano, ze komorki wszystkich badanych linii GBM po transfekcji
sekwencja GAB stajg si¢ bardziej wrazliwe na dziatanie H202. W celu wyjasnienia
mechanizmu obserwowanego zjawiska ponownie poddano analizie szlak AKT, jednakze
tym razem w warunkach dziatania na komorki H2O», ktory indukuje fosforylacje¢ biatka
AKT. Zgodnie z hipotezg, ze transfekcja sekwencjg kodujacg GAB uwrazliwia komorki
na dziatanie H2O. poprzez modulowanie szlaku AKT, zaobserwowano obnizenie
poziomu fosforylacji AKT na Thr308, a takze pPDK1 i pPI3K w komérkach linit GBM
po transfekcji. W komorkach TGAB i UGAB zaobserwowano takze obnizenie poziomu
fosforylacji AKT na Ser473. Wyniki te wskazujg na zmniejszong aktywacje szlaku AKT
przez egzogenng GAB. W komorkach LNGAB stwierdzono zwigkszong fosforylacje
AKT na Serd73, jednakze przyczyny tej réznicy pozostaja nieznane. Obnizenie poziomu
biatka catkowitego, ale nie transkryptu AKT, ktore obserwowano tylko w komorkach
UGAB w porownaniu z koméorkami UpcDNA sugeruje, ze aktywno$¢ AKT w komorkach
T98G i LN229 jest modulowana na poziomie potranslacyjnym, podczas gdy
w komorkach U87MG na poziomie zarowno translacyjnym, jak i potranslacyjnym.
Podobnie za obnizenie poziomu biatka catkowitego PDK1 w komoérkach U87MG
i LN229 oraz PI3K w komoérkach U87MG moga odpowiada¢ mechanizmy translacyjne

jak i potranslacyjne.

Niezaleznie od zaobserwowanych réznic migdzy badanymi liniami komoérkowymi
GBM stwierdzono, ze transfekcja sekwencja GAB prowadzi do obnizonego poziomu
fosforylacji AKT w komorkach wszystkich badanych linii komorkowych w poréwnaniu
z komoérkami kontrolnymi pcDNA w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego przez
H20,. Wywotane przez egzogenng GAB obnizenie aktywnosci szlaku AKT przyczynia
si¢ do zwigkszania wrazliwosci badanych linii GBM na H>O.. Wniosek ten zostat
sformulowany na podstawie obserwacji, ze preinkubacja komoérek z PDGF-BB,
aktywatorem fosforylacji AKT, chroni komorki transfekowane GAB przed $miercig

spowodowang dzialaniem H2Ox.

Poziom fosforylacji AKT moze wplywa¢ na aktywnos¢ czynnika
transkrypcyjnego NF-kB. W niniejszej rozprawie wykazano, ze komérki TGAB i UGAB
pod wptywem dziatania H,O2 wykazuja znaczacg redukcje fosforylacji NF-k na Ser536
oraz zwigkszong aktywnos$¢ kaspaz 3/7 w porownaniu z komorkami kontrolnymi. Wyniki
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te sugeruja, ze egzogenna GAB w komorkach T98G i US7MG poddanych dziataniu H20-
promuje apoptoze tych komorek poprzez obnizenie aktywnosci NF-kf. Nalezy zauwazyc,
ze traktowanie komorek LNGAB za pomocg H20> skutkowato tendencjg do zwigkszania
poziomu fosforylowanego NF-«B, przy czym nie zmieniato aktywnosci kaspaz 3/7, co
sugeruje ze komorki tej liniit GBM ulegaja $mierci W wyniku innego mechanizmu niz
apoptoza zalezna od kaspaz.
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Glutamine (GIn) plays a crucial role in the metabolism of neoplastic cells and
tissues. Upregulated catabolism of this amino acid is observed in many different types of
tumors and is critical for tumor progression. Catabolism of Gln results in production of
which released from GBM cells causes excitotoxicity contributing to the expansion of
tumor cells. Moreover, intracellular Glu is a precursor of antioxidant glutathione (GSH),
one of the factors contributing to radio- and chemoresistance. Phosphate-activated
glutaminase (GA, EC 3.5.1.2) is an enzyme which converts GIn to Glu and ammonia.
There are two genes coding for human GA: the GLS gene encodes GLS (kidney-type)
isoforms (transcripts KGA and GAC), and the GLS2 gene codes for GLS2 (liver-type)
isoforms (transcripts GAB and LGA).

Several studies revealed that glutaminase isoforms play opposite roles in
tumorigenesis. Kidney-type isoforms are associated with high rate of cells proliferation,
whereas liver-type isoforms are related to resting or quiescent cell states. Suppression of
the malignant phenotype can be obtained by silencing GLS or overexpression of GLS2.

In GBM expression of GLS is abundant, whereas expression of GLS2 is hardly
detectable. It was shown that stable transfection of human glioblastoma cell line T98G
with a sequence coding for the liver-type glutaminase GAB decreased cell viability,
proliferation, migration and ability to form colonies. However, the mechanisms
underlying these changes remains unknown. Nuclear localization of GAB in neurons and
astrocytes and its interactions with PDZ-containing proteins led to hypothesis that this
molecule can modulate gene expression. Consistent with this hypothesis, microarray
analysis revealed that transfection of T98G cells with GAB sequence deregulated

expression of several genes some of which code for proteins involved in tumorigenesis.

GATAS3 is one of the genes whose expression is upregulated in TGAB cells as
compared to the controls. This gene codes for a multifunctional transcription factor which
plays an important role in the development of several tissues including brain. Role of
GATAS3 in progression and development of tumors of different tissue origin seems to be
ambiguous. The loss of GATA3 expression in breast cancer is related to aggressive tumor
development, metastatic capability and poor prognosis. Similarly, the low level of

GATABS correlates with the promotion of cell migration and invasion of bladder cancer
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cells. On the other hand upregulation of GATA3 correlates with a poor outcome of
neuroblastoma patients. GATAS affects the level of different cytokines, some of which
are deregulated in GBM. The level of expression or the role of GATA3 in GBM has not

been studied so far.

A recent study revealed that GLS2 is a negative regulator of the protein kinase B
(AKT) signaling. A decrease in phosphorylation level of AKT was observed in
hepatocellular carcinoma (HCC) cells transfected with GLS2. The AKT signaling
pathway plays a crucial role in regulation of cell growth, survival, proliferation, motility,
and metabolism. Deregulation of this pathway is a characteristic feature of tumors of
different origin. Previous studies revealed that TGAB cells are more sensitive to H2O»-

evoked oxidative stress. H,O> has been shown to induce phosphorylation of AKT.

The aim of this study was to examine the effects of transfection with GAB on the
biological properties of human GBM cell lines varying with respect to the genetic
background and tumorigenic potential and to shed some light on the molecular
mechanism underlying the GAB-mediated phenotypic changes. Based on the literature
data a hypothesis assuming that these changes arise from deregulation of expression of
genes coding for proteins involved in tumorigenesis and from inhibition of the AKT

pathway was constructed.

Transfection of T98G, U87MG and LN229 cells with the GAB sequence (herein
named -GAB) reduced survival, proliferation, and ability to form colonies of these cells.
In TGAB and LNGAB cells a reduced migration potential was also observed. These
results suggest that exogenous GAB suppresses cell properties mentioned above
regardless of the genetic profile and tumorigenic potential of the cells.

Transfection of GBM cells did not affect intracellular level of GIn or Glu,
suggesting that other than enzymatic function of exogenous GAB mediates the
phenotypical changes observed in the transfected cells. To test this hypothesis further

studies are required.

Previous study showed that transfection of T98G cells with the GAB sequence
changed the expression level of several genes, including GATAS. In this study, elevation
of GATAS transcript and its protein in TGAB cells was confirmed. Lack of correlation

between the level of GAB and GATA3 was found in GBM and non-neoplastic brain
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tissues. GATAZ level in GBM tissues lacking GAB transcript was several times higher
compared to non-neoplastic tissues expressing GAB. These results suggest that the
correlation between the level of GAB and GATA3 observed in T98G cells can be the
result of in vitro manipulation carried out in this particular GBM cell line, whereas it is
not reflected in the clinical material. This suggestion was confirmed by the experiments
conducted in U87MG cell line. Transfection with GAB sequence decreased the levels of
GATAS3 transcript and protein in U87MG cells denying the correlation between GATA3
and GAB. These findings point to the fact that the results obtained in experiments carried

out on cell lines must be interpreted with caution.

To verify the hypothesis assuming that GAB modulate the AKT pathway, the
levels of the molecules belonging to this pathway were examined in pcDNA- and GAB-
transfected cells. The analysis did not reveal any changes in the total AKT protein level
between the GAB-transfected and control cells. The reduction in the level of AKT
phosphorylation on Thr308 and Ser473 was observed in UGAB cells compared to their
controls. UGAB cells presented also a decrease in the level of pPI3K, pPDK1 and PDK1
proteins which are involved in the activation of AKT. Lack of alterations in AKT
phosphorylation in T98G and LN229 cells after GAB transfection indicates an AKT-
independent mechanism of GAB action underlying the GAB-mediated changes in these
cells. These results suggest that GAB may modulate the AKT pathway, but only in the
cells of a particular genetic background.

Previous studies have shown that transfection with GAB sensitizes T98G cells to
H>02-evoked oxidative stress. The results of this study show that GAB-transfected
U8B7MG and LN229 cells are also more susceptible to H20O.-evoked oxidative stress
compared to the control cells. H.O>—mediated signaling induces AKT phosphorylation,
therefore it was reasonable to speculate that in GAB-transfecetd cells AKT
phosphorylation was less induced upon H20- treatment. Indeed, GAB-transfected cells of
all three cell lines examined treated with H2O. presented a decrease in the level of AKT
phosphorylation on Thr308 as well as of pPDK1 and pPI3K compared to their pcDNA-
transfected counterparts. A decrease in AKT phosphorylation level on Ser473 was also
observed in TGAB and UGAB cells compared to the pcDNA-transfected cells. These
results indicate a reduced activation of the AKT pathway GAB-transfected cells. Of note,
LNGAB cells showed an increase in the phosphorylation level of AKT on Ser473. The
reasons of this phenomenon remain unknown. A decrease in the level of total AKT
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protein, but not AKT transcript, was observed in UGAB cells compared to the UpcDNA.
A diminished level of PDK1 and PI3K total proteins was observed in UGAB cells treated
with H202, while LNGAB cells treated with H2O2 exhibited the reduced level of PDK1
compared to the controls. Lack of changes in the transcripts coding for PDK1 and PI3K
was observed between GAB- and pcDNA-transfected cells. Taken toghether, these results
suggest that depending on the cell line the activity of the main molecules of the AKT
pathway is regulated at post-transcriptional or both post-transcriptional and transcriptional
levels upon the H,O treatment. To elucidate the detailed molecular mechanism of
downregulation of AKT signaling pathway by exogenous GAB in both unstressed and
stressed conditions further studies are required.

It should be stressed that downregulation of AKT signaling pathway induced by
exogenous GAB significantly contributes to the increased sensitivity of GAB-transfected
cells to H2O2. This conclusion is based on the fact that pretreatment with PDGF-BB, an
activator of AKT phosphorylation, protected GAB-transfected cells from death caused by
H20..

AKT phosphorylation level may affect the activity of the NF-«kf transcription
factor. In this dissertation, TGAB and UGAB cells treated with H.O> showed a significant
reduction in the phosphorylation level of NF-x on Ser536 and increased activity of
caspase 3/7 compared to control cells. Therefore, it is tempting to speculate that
exogenous GAB in T98G and U87MG cells treated with H.O> promotes apoptosis by
reduction of the activity of NF-kp. It should be noted that treatment of LNGAB cells with
H>0O> resulted in a tendency to increase phosphorylation level of NF-«xf3 without altering
caspase 3/7 activities. These results suggest that the caspase-mediated apoptosis does not

significantly contribute to the H202-evoked cells death of LNGAB cells.
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