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WYKAZÓW SKRÓTÓW STOSOWANYCH W PRACY 

I. WYKAZ SKRÓTÓW STOSOWANYCH W PRACY 

A układ transportujący aminokwasy (od „ alanine ") 
a adenina 
AA gwiaździak anaplastyczny (astrocytoma anaplasticum) 
Akt (PKB) kinaza serynowo-treoninowa (kinaza białkowa B - ang. protein 

kinase B) 
Ala alanina 
AMP A kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy 

(ang. a-amino-3-hydroksy-5-methyl-4-isoxazole-propionate), 
Arg arginina 
ASC układ transportujący aminokwasy (od „ alanine, serine, 

cysteine") 
ASCT1 transporter aminokwasów układu ASC 
ASCT2 transporter aminokwasów układu ASC 
Asn asparagina 
ATCC bank hodowli komórkowej (ang. American Type Culture 

Collection) 
AURE sekwencja RNA bogata w uracyl i adeninę (ang. AU-rich 

element) 
BCECF AM ester acetometylowy 2',7'-(bis-[2-karboksyetylo])-[5-6-

karboksyfluoresceiny] (ang. 2 ',7 '-(bis-[2-carboxyethyl])-[5-6-
carboxyfluorescein] acetomethyl ester) 

BCH kwas 2-aminobicyklokarboksylowy (ang. 2-
aminobicyclo[2,2,1 Jheptane-2-carboxylic acid) 

c cytozyna 
C6 linia komórek glejaka szczurzego 
cDNA komplementarny DNA (ang. complementary DNA) 
^-cryst/Nqr ę-kryStalina / reduktaza NADPH:chinonu (ang. C, -crystallin / 

NADPH: quinone reductase) 
Cys cysteina 
CySS cystyna 
DEPC dwuetylopirowęglan (ang. diethylpyrocarbonate) 
DMEM pożywka do hodowli komórkowych (ang. Dulbecco 's modified 

Eagle 's medium) 
DNA kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid) 
dNTP trój fosforan deoksyrybonukleozydu (ang. deoxyribonucleoside 

triphosphate) 
DRB 5-6-dichloro-l-ß-rybofuranozylobenzoimidazol (ang. 5-6-

dichloro-1-ß-ribofuranosylbenzimidazole) 
DTT ditiotreitol (ang. dithiotretiol), stabilizator wiązań S-H 
EAAT-1 transporter Glu, inaczej nazywany GLAST (ang. excitatory 

amino acid transporter -1) 
EAAT-2 transporter Glu, inaczej nazywany GLT (ang. excitatory amino 

acid transport er-2) 
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EC 

EDTA 

EGF 
EGFR 

F 
FBS 
g 
GABA 
GAPDH 

GBM 
GFAP 

GLAST 
Gin 
GLT 
Glu 
Gly 
GS 
GSH 
H2.35 
HeLa 

HEPES 

HepG2 
His 
HOE642 
HSP 70 
HuR 
kb 
LAT1 

LAT2 

Leu 
LY294002 
Ki-67 
Km 

MeAIB 

MK801 
mRNA 
mTOR 

WYKAZÓW SKRÓTÓW STOSOWANYCH W PRACY 

międzynarodowa klasyfikacja enzymów (ang. Enzyme 
Commission) 
kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediamine 
tetraacetic acid) 
nabłonkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor) 
receptor nabłonkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth 
factor receptor) 
starter komplementarny używany w reakcji PCR (ang .forward) 
płodowa surowica bydlęca (ang. fetal bovine serum) 
guanina 
kwas y-aminomasłowy (ang. gammaaminobutyric acid) 
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang. 
glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase) 
glejak wielopostaciowy (glioblastoma multiforme) 
gl ej owe kwaśne białko włókienkowe (ang. glial fibrillary acidic 
protein) 
transporter Glu, inaczej nazywany EAAT-2 
glutamina 
transporter Glu, inaczej nazywany EAAT-2 
kwas glutaminowy 
glicyna 
syntetaza glutaminy (ang. glutaminę synthetase) 
glutation (forma zredukowana) 
linia wyprowadzona z raka wątroby u człowieka 
linia wyprowadzona z komórek nabłonkowych pochodzących z 
raka szyjki macicy człowieka 
kwas N-2-hydroksy piperazyno-N-2-etanosulfonowy (ang. N-[2-
hydroxyethyl] piperazine-N '-[2-ethanesulfonic acid]) 
linia wyprowadzona z raka wątroby człowieka 
histydyna 
„cariporid", inhibitor wymiennika Na+/H+ 

białko szoku cieplnego 70 (ang. heat shock protein 70) 
białko należącego do rodziny białek wiążących się z RNA 
kilozasada (ang. kilobase) 
transporter aminokwasów układu L (ang. L-type amino acid 
transporter) 
transporter aminokwasów układu L (ang. L-type amino acid 
transporter) 
leucyna 
2- (4-morfolinylo)-8-fenylo-4H-l -benzopiran-4-on 
białko obecne w jądrach komórek aktywnych mitotycznie 
stała Michaelisa 
kwas N-metyloaminoizomasłowy (ang. 2-
(methylamino)isobutyric acid) 
melainian dizocylpiny 
informacyjny RNA (ang. messenger RNA) 
wrażliwa na rapamycynę kinaza serynowo-treoninowa (ang. 
mammalian Target of Rapamycin) 
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WYKAZÓW SKRÓTÓW STOSOWANYCH W PRACY 

MTT bromek 3-(4,5-dimetylo 2-tiazolylo)-2,5-difenylotetrazolowy 
(ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium 
bromide) 

NCBI serwer danych biomedycznych (ang. National Center for 
Biotechnology Information) 

NMDA N-metylo-D-asparaginian (ang. N-methyl-D-aspartate) 
OD gęstość optyczna (ang. optical density) 
OUN ośrodkowy układ nerwowy 
PAG glutaminaza aktywowana fosforanem (ang. phosphate activated 

glutaminase) 
PARP polimeraza poli(ADP-rybozy) (ang. poły ADP-ribose 

polymerase) 
PBS buforowana sól fizjologiczna (ang. phosphate-buffered saline) 
pHe pH zewnątrzkomórkowe (ang. pH extracellular) 
pHi pH wewnątrzkomórkowe (ang. pH intracellular) 
pH-RE element odpowiedzi na pH (ang. pH-response element) 
PI3K kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol-3-

kinase) 
PIP2 3,4-dwufosforan inozytolu (ang. phosphatidylinositol 3,4-

biphosphate) 
PIP3 3,4,5-trójfosforan inozytolu (ang. phosphatidylinositol 3,4,5-

triphosphate) 
Pro prolina 
PTEN białko o właściwościach fosfatazy (ang. phosphatase and tensin 

homologue deleted on chromosome 10) 
pz pary zasad 
R starter odwrotnie komplementarny używany w reakcji PCR (ang. 

reverse) 
RNA kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid) 
RN Aza rybonukleaza 
rpm liczba obrotów na minutę (ang. rotate per minute) 
RT odwrotna transkryptaza (ang. reverse transcriptase) 
RT-PCR reakcja odwrotnej transkrypcji i łańcuchowa reakcja 

polimeryzacji (ang. reverse transcriptase - polymerase chain 
reaction) 

SD odchylenie standardowe (ang. standard deviation) 
Ser seryna 
shRNA RNA o strukturze spinki (ang. short hairpin RNA) 
siRNA małe interferujące RNA (ang. small interfering RNA) 
SK-Hep linia wyprowadzona z raka wątroby człowieka 
SK-N-SH linia wyprowadzona z nerwiaka zarodkowegoczłowieka 
SN ATI transporter aminokwasów układu A 
SNAT3 transporter aminokwasów układu N 
SNAT4 transporter aminokwasów układu N 
SNAT5 transporter aminokwasów układu N 
t tymina 
T24 linia wyprowadzona z raka pęcherza moczowego człowieka 
T98G linia komórek glejaka człowieka 
TBE tris-boran-EDTA (ang. tris-borate-EDTA), bufor do elektroforezy 

DNA 
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WYKAZÓW SKRÓTÓW STOSOWANYCH W PRACY 

Thr treonina 
Tris tri(hydroksymetylo)aminometan (ang. tri 

[hydroxy methyl]aminomethane) 
TRIzol odczynnik do izolacji RNA (ang. Total RNA Isolation Reagent) 
u uracyl 
U-87 linia wyprowadzona z glejaka wielopostaciowego człowieka 
3'UTR region mRNA nieulegający translacji (ang. 3' untranslated 

region) 
Val walina 
V v max maksymalna prędkość reakcji 
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WSTĘP 

II. WSTĘP 

II. 1. Rola glutaminy w ośrodkowym układzie nerwowym 

Glutamina (Gin) występuje w wysokim stężeniu w ośrodkowym układzie 

nerwowym (OUN). Jej zawartość znacząco przewyższa stężenie innych 

aminokwasów w płynie mózgowo-rdzeniowym i w przestrzeni zewnątrzkomórkowej 

w mózgu [McGale i wsp., 1977; Hamberger i Nyström, 1984]. Stężenie Gin 

mierzonej w homogenatach mózgu waha się w granicach 6-11 mM [Erecińska i 

Silver, 1990], przy nieznacznych różnicach regionalnych [Zanchin i wsp., 1979]. 

Zewnątrzkomórkowe stężenie Gin, mierzone w mikrodializatach różnych okolic 

mózgu wynosi od 0,13 mM do 0,5 mM, natomiast w przypadku innych 

aminokwasów są to wartości mikromolarne [Jacobson i wsp., 1985; Bröer i Brookes, 

2001]. Stężenie Gin w płynie mózgowo-rdzeniowym jest bliskie 0,5 mM i przybiera 

wartości 10-100-krotnie wyższe w porównaniu z innymi aminokwasami [Xu i wsp., 

1998]. 

Glutamina jest metabolitem zaangażowanym w wiele procesów 

komórkowych swoistych dla OUN takich jak metabolizm amoniaku oraz synteza 

neuroprzekaźników aminokwasowych. Wobec braku w OUN pełnego cyklu 

mocznikowego, amoniak neutralizowany jest na drodze amidacji kwasu 

glutaminowego (Glu) do Gin. Reakcja ta odbywa się wyłącznie w astrocytach, w 

reakcji katalizowanej przez syntetazę glutaminową (GS, EC 6.3.1.2) [Martinez-

Hernandez i wsp., 1977; Norenberg, 1979; Norenberg i Martinez-Hernandez, 1979]. 

Nowozsyntezowana Gin uwalniana jest z astrocytów a następnie transportowana do 

zakończeń nerwowych [Waniewski i Martin, 1986]. W wyniku hydrolizy z udziałem 

aktywowanej fosforanem glutaminazy (PAG, EC 3.5.1.2), preferencyjnie 

zlokalizowanej w zakończeniach nerwowych [Schousboe i wsp., 1979; Laake i wsp., 

1999], z Gin powstaje neuroprzekaźnik pobudzający - Glu [Hamberger i wsp., 1979]. 

Z kolei dekarboksylacja Glu prowadzi do tworzenia się neuroprzekaźnika 

hamującego - kwasu y-aminomasłowego (GABA) [Paulsen i wsp., 1988; Sonnewald 

i wsp., 1993]. 
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WSTĘP 

Poza rolami swoistymi dla OUN, Gin bierze udział w metabolizmie 

energetycznym komórek. Powstający z glutaminy Glu ulega deaminacji do a-

ketoglutaranu - metabolitu pośredniego w cyklu Krebsa. Szczegółowe dane na temat 

udziału Gin w przemianach energetycznych podsumowano w kilku artykułach 

przeglądowych [Hall i wsp, 1996; Daikhin i Yudkoff 2000; Bak i wsp., 2006; 

Albrecht i wsp., 2007] (Rye. II.l). 

Ryc. II. l .  Metabolizm Gin na szlaku Glu - Gin w OUN. Udział układów 
transportujących Gin 

NEURON 

GDH 

GABA 

ASTROCYT 

7u kład N r \ * 
1(SNAT3)V J_ 

fU kład/M 
NAA+X j V J—b 

*TUkład ASCT \ 
A(ASCT2)V X-» Bursztynian 

GABA GABA 

Synteza Gin odbywa się w astrocytach w reakcji amidacji Glu katalizowanej przez 
3S - syntetazę glutaminianową. Glutamina jest transportowana na zewnątrz 
istrocytów za pośrednictwem transporterów należących do układów: N, ASC, L. W 
?rzypadku transportera układu N - SNAT3 transport Gin związany jest z wymianą 
onu Na+ na H . Układy ASC i L transportują Gin na zasadzie wymiany z 
iminokwasami neutralnymi (NAA). Zewnątrzkomórkowa Gin pobierana jest przez 
leurony za pośrednictwem transporterów należących do układu A. W astrocytach 
3ln ulega hydrolizie do Glu w reakcji katalizowanej przez PAG - glutaminazę 
aktywowaną fosforanem. Dekarboksylacja Glu przez GAD - dekarboksylazę 
glutaminianową jest źródłem neuroprzekaźnika hamującego - GABA, zaś w wyniku 
ieaminacji przez GDH - dehydrogenazą glutaminianową powstaje a- KG (a-
cetoglutaran), który następnie włączany jest do cyklu Krebsa. 
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II. 2. Transport Gin w OUN 

II. 2.1. Klasyfikacja układów transportujących aminokwasy preferujących Gin 

jako substrat 

Pierwszych doniesień dotyczących funkcjonalnej charakterystyki układów 

transportujących aminokwasy dostarczyła grupa Christensena w latach 60, 

wykorzystująca do swych badań znakowane aminokwasy, bądź ich analogi. Prace 

prowadzono na komórkach guza wysiękowego Ehrlicha myszy i erytrocytach 

[Oxender i Christensen, 1963; Christensen i Liang, 1965; Christensen i wsp., 1965; 

Christensen, 1990]. 

Układy transportujące aminokwasy klasyfikuje się na bazie ich swoistości 

substratowej, zależności od pH, składu jonowego środowiska, kinetyki transportu, 

czy wreszcie regulacji przez czynniki zewnętrzne, takie jak właściwe określonym 

tkankom enzymy i hormony. Nazwy poszczególnych układów biorą się z ich 

swoistości substratowej [Oxender i Christensen, 1963]. Pierwotnym kryterium 

podziału transporterów jest ich zależność od jonów sodu. W przypadku układów 

sodozależnych elektrochemiczny między błono wy gradient Na+, utrzymywany przy 

udziale Na+/K+-ATP-azy, umożliwia transport aminokwasów wbrew ich gradientowi 

stężeń. Ponadto wyróżnia się układy sodoniezależne, katalizujące transport 

wymienny aminokwasów. W transporcie Gin przez błony komórkowe OUN 

uczestniczą przede wszystkim układy zależne od Na+, takie jak: A, ASC, N oraz 

niezależny od Na+ układ L (Rye. II. 1; Tabela II. 1). 

W ostatnich latach sklonowano dużą liczbę genów kodujących białka 

uczestniczące w transporcie Gin u ssaków. Technika klonowania pozwoliła na 

zbadanie molekularnej natury białek transportujących aminokwasy. Co do nazw 

poszczególnych transporterów zdania wśród badaczy są podzielone. W niniejszym 

wstępie skupiono uwagę na charakterystyce transporterów najbardziej swoistych dla 

glutaminy, należących do układów ASC, N, A oraz L (Tabela II.2). 
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Tabela II.l. Ogólna charakterystyka układów transportujących Gin w OUN 

Układ (przedstawiciel) 

Cechy A ASC /«NAT* L 

transportu (SNAT1) (ASCT2) SNAT5) (LAT1) 

Na+ 
+ + + 

zależność 
+ + + 

pH 
zależność 

+ - + -

Li+ 
+/- + 

wrażliwość 
+/- + 

Substraty 
inne niż Gin 

Ala, Ser, 
Pro, Gly, 
MeAIB 

Ala, Cys, 
Ser, Thr 

Ala, Cys, Ser, 
Thr Leu, Phe, 

Ile, BCH 

+/- brak zgodności wśród badaczy, wg Christensen [1990]. 

II. 2.2. Charakterystyka układów transportujących Gin w OUN 

II. 2.2.1. Układ A 

Układ A jest jednym z najwcześniej opisanych i najczęściej występujących 

układów transportujących aminokwasy [Oxender i Christensen, 1963]. Układ ten 

cechuje zależność od jonów sodu oraz spadek aktywności przy niskim pH. 

Przedmiotem sporów wśród badaczy pozostaje tolerancja na zastąpienie Na+ przez 

Li+. Stechiometria transportu aminokwasów i sodu wynosi 1:1. Transport 

aminokwasów odbywa się do wnętrza komórki. Poza Gin układ ten wykazuje 

powinowactwo do krótkich obojętnych aminokwasów, takich jak alanina (Ala), 

seryna (Ser), prolina (Pro) i glicyna (Gly). Unikalną cechą układu A jest zdolność do 

transportu N-metylowanych aminokwasów, których modelowym przedstawicielem 

jest kwas N-metyloizomasłowy (MeAIB) [Christensen i wsp., 1965]. Cechą 

wyróżniającą ten układ spośród innych jest jego modulacja przez dużą liczbę 

czynników środowiskowych. Aktywność adaptacyjną układu A objawiającą się 

wzmożoną ekspresją mRNA notowano w warunkach niedoboru aminokwasów w 

medium hodowlanym m.in. w linii wątrobiaka (HepG2), linii glejaka szczurzego 

(C6) oraz fibroblastach człowieka [Gazzola i wsp., 2001; Ling i wsp., 2001; Bain i 

wsp., 2002]. Aktywność układu A stymulowana jest przez hormony, takie jak 
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insulina i glukagon oraz nabłonkowy czynnik wzrostu EGF (ang. epidermal growth 

faäor) [Kilberg, 1986; Moule i McGivan, 1987; McGivan i Pastor-Anglada, 1994]. 

Tabela 11.2. Ostatnio sklonowane białka transportujące aminokwasy należące 
do układów: ASC, N, A, L 

Transporter gatunek Dane literaturowe 

układ ASC 

\SCT2 mysz Utsunomiya-Tate i wsp., 1996 

A.SCT2 człowiek Kekuda i wsp., 1996 

ASCT2 królik Kekuda i wsp., 1997 

ASTC2 szczur Bröer i wsp., 1999 

układ N 

3NAT3*(SN1) szczur Chaudhry i wsp., 1999 

SNAT3(SN1) mysz Gu i wsp., 2000 

SNAT3(SN1) człowiek Fei i wsp., 2000 

SNAT5(SN2) człowiek Nakanishi i wsp., 2001 a 

układ A 

SNATl(ATAl) szczur Varoqui i wsp., 2000 

SNAT2(ATA2) szczur Yao i wsp., 2000 

SNAT2(ATA2) człowiek Hatanaka i wsp., 2000 

układ L 

LAT1 szczur Kanai i wsp., 1998 

LAT1 człowiek Prasad i wsp., 1999 

LAT2 szczur Segawa i wsp., 1999 

LAT2 człowiek Pineda i wsp., 1999 

16 nomenklatura wg Mackenzie i Erickson [2004]. 
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W 2000 roku wyizolowano z hodowli neuronów glutamatergicznych szczura 

transporter należący do układu A - SN ATI, inaczej nazywany GlnT, SA2 lub ATA1 

[Varoqui i wsp., 2000; Chaudhry i wsp., 2002; Mackenzie i Erickson, 2004]. Wang i 

wsp. [2000] wyizolowali SN ATI z łożyska człowieka. Gen kodujący ten transporter 

zlokalizowany jest na chromosomie 12 w regionie ql2-ql3.11 i ma wielkość około 

9,0 kb. Produkt tego genu złożony jest z 487 aminokwasów, w 93% wykazuje 

homologię, a w 95% identyczność z transporterem SN ATI szczura. Hybrydyzacja in 

situ wykazała silną ekspresję tego wariantu w mózgu i w rdzeniu kręgowym szczura 

[Varoqui i wsp., 2000]. SNAT1 odpowiedzialny jest za wychwyt Gin przez neurony, 

a zatem za uzupełnianie neuroprzekaźnikowej puli Glu i GABA. Ekspresję SNAT1 

na poziomie mRNA i białka zaobserwowano w neuronach glutamatergicznych oraz 

GABAergicznych zarówno in situ, jak i w hodowli [Armano i wsp., 2002; Chaudhry 

i wsp., 2002]. Ponadto ekspresję tego transportera notuje się w neuronach 

dopaminergicznych substancji szarej i motoneuronach cholinergicznych oraz po 

wewnętrznej stronie błony komórek śródbłonka naczyń. Istnieją przesłanki, że 

transporter ten odgrywa istotną rolę w uzupełnianiu puli Gin uczestniczącej w 

syntezie glutationu (GSH) [Mackenzie i wsp., 2003]. 

Innym przedstawicielem systemu A jest SNAT2, inaczej nazywany ATA2, 

SAT2 lub SA1 [Reimer i wsp., 2000; Sugawara i wsp., 2000; Yao i wsp., 2000; 

Mackenzie i Erickson, 2004]. W OUN transporter ten wyizolowano z hodowli 

szczurzych neuronów glutamatergicznych. Izoforma ta preferencyjnie rozpoznaje 

prolinę. Analiza Northern biot wykazała najwyższą ekspresję mRNA kodującego 

SNAT2 w mózgu, rdzeniu kręgowym, nerce, okrężnicy, nadnerczach i jej brak w 

jądrze i wątrobie. Ekspresję tego transportera z wykorzystaniem hybrydyzacji in situ 

notowano w neuronach glutamatergicznych mózgu oraz motoneuronach rdzenia 

kręgowego szczura [Yao i wsp., 2000]. Silną ekspresję tego transportera notowano w 

komórkach śródbłonka naczyń mózgu tworzących barierę krew - mózg [Takanaga i 

wsp., 2002]. Hatanaka i wsp. [2000] wyizolowali SNAT2 z ludzkiej linii wątrobiaka 

(HepG2). Gen kodujący ten transporter zlokalizowany jest na ramieniu długim 

chromosomu 12. Produkt tego genu złożony jest z 506 aminokwasów i wykazuje w 

88% identyczność i w 93% homologię sekwencji aminokwasowej z omawianym 

szczurzym wariantem. Ekspresję SNAT2 zaobserwowano we wszystkich badanych 

narządach, w tym w mózgu, wątrobie, sercu, nerce, okrężnicy, płucach, mięśniach, 

śledzionie, jądrze i łożysku [Hatanaka i wsp., 2000; Wang i wsp., 2000]. 
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II. 2.2.2. Układ N 

Układ N został opisany po raz pierwszy przez grupę Kilberga w latach 80, 

jako najbardziej swoisty dla Gin. Charakteryzuje go wysoka swoistość substratowa, 

oparta na rozpoznawaniu aminokwasów z azotem w łańcuchu bocznym, a zatem 

obok Gin - wyłącznie histydyny (His) i asparaginy (Asn). Inną cechą omawianego 

układu jest sodozależność, wzrost aktywności wraz ze wzrostem pH [Kilberg i wsp., 

1980]. Układ ten opisano w hepatocytach [Bode i wsp., 1990], a także w mięśniach 

[Rennie i wsp., 1986; Hundal i wsp., 1987] i hodowli pierwotnej neuronów szczura 

[Tamarappoo i wsp., 1997]. 

W roku 1999 po raz pierwszy wyizolowano z mózgu szczura gen kodujący 

transporter należący do tego układu N - SNAT3, znany również jako SN1 [Chaudhry 

i wsp., 1999]. W tym samym czasie sklonowano inny wariant układu N z nerki 

myszy - transporter NAT, znany również jako SNAT4 [Gu i wsp., 2000]. W 

następnej kolejności wyizolowano i scharakteryzowano wariant z linii wątrobiaka 

(HepG2) człowieka. Gen kodujący SNAT3 zlokalizowany jest na chromosomie 3 w 

regionie p21.3 i zbudowany jest z 16 eksonów oraz 15 intronów, które mają wielkość 

około 16 kb [Fei i wsp., 2000]. 

SNAT3 we wszystkich badanych organizmach jest białkiem złożonym z 504 

aminokwasów i wykazuje silną homologię między gatunkową. W przypadku myszy i 

człowieka stwierdza się 89% identyczność, a w przypadku szczura i człowieka sięga 

ona 90% [Chaudhry i wsp., 1999; Fei i wsp., 2000; Gu i wsp., 2000]. Transporter ten 

wykazuje dużą zbieżność na poziomie aminokwasowym i czynnościowym z 

transporterem układu A - SNAT1. Cechą odróżniającą SNAT3 od SNAT1 jest 

transport Gin związany z wymianą jonu Na+ na H+ w przypadku tego pierwszego, a 

zatem jego elektroobojętność [Chaudhry i wsp., 2002]. Ekspresję mRNA kodującego 

SNAT3 u ssaków notowano w mózgu, wątrobie, mięśniach szkieletowych, sercu, 

nerce. Nie wykazano białka SNAT3 w sercu i mięśniach [Boulland i wsp., 2002]. W 

mózgu SNAT3 nie ulega ekspresji w neuronach, zaś występuje obficie w astrocytach 

przylegających do neuronów GABAergicznych i glutamatergicznych. Analiza 

immunohistochemiczna OUN szczura wykazała najwyższe stężenie transportera w 

rdzeniu przedłużonym i opuszce węchowej, a najniższe w prążkowiu, siatkówce i 

rdzeniu kręgowym [Boulland i wsp., 2002]. Badania immunocytochemiczne 

wskazują na wysokie stężenie i szybką syntezę tego transportera we wczesnych 
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etapach rozwojowych szczura [Boulland i wsp., 2003]. Zbieżność tego zjawiska ze 

wzrostem stężenia kwasu glutaminowego i GABA w OUN oraz procesem 

synaptogenezy wskazują, że ekspresja ta jest silnie regulowana przez te 

neuroprzekaźniki aminokwasowe. Ponadto ekspresja SNAT3 koreluje ze wzrostem 

zapotrzebowania na glutaminę w trakcie rozwoju OUN. 

SNAT3 pośredniczy w transporcie Gin w obu kierunkach: na zewnątrz i do 

wnętrza komórki [Chaudhry i wsp., 1999]. Bröer i wsp. [2002] wykazali, że w 

oocytach Xenopus laevis transfekowanych genem tego transportera, transport za 

pośrednictwem SNAT3 zależny jest od wewnątrzkomórkowego stężenia jonów Na+ 

oraz od zewnątrzkomórkowego pH i jest elektroobojętny. Obserwowano, że wzrost 

transportu glutaminy koreluje ze wzrostem pH na zewnątrz komórki. W zgodzie z 

aktywnością jonowymienną SNAT3, badania na oocytach transfekowanych tym 

transporterem, a także w hodowli pierwotnej astrocytów szczura wykazały, że 

transport Gin do wnętrza tych komórek zwiększa ich wewnątrzkomórkowe pH 

[Chaudhry i wsp., 2001]. Istnieje kilka doniesień przemawiających za tym, że w 

nerce układ N uczestniczy w regulacji pH. Niedawno Karinch i wsp. [2002] wykazali 

nadekspresję mRNA kodującego SNAT3 w nerce w warunkach długotrwałego 

zakwaszenia. Nowsza praca przyniosła dodatkowe dowody wskazujące na 

szczególną rolę, jaką odgrywa SNAT3 w kwasicy nerkowej. Solbu i wsp. [2005] 

wiążą wzrost aktywności układu N w warunkach zakwaszenia z występowaniem w 

3'UTR (ang. 3' untranslated region) mRNA kodującego SNAT3 region bogaty w 

uracyl i adeninę - AURE (ang. AU-rich element). Jest to analogiczne do 

występowania podobnej sekwencji w regionie 3'UTR mRNA kodującego PAG 

[Laterza i Curthoys, 2000]. W tym ostatnim przypadku sugerowano mechanizm 

wzrostu okresu półtrwania i stabilności mRNA kodującego PAG polegający na 

zwiększeniu powinowactwa białka ^-cryst/Nqr (^-krystalina/reduktaza 

NADPH:chinonu) do AURE w warunkach kwasicy metabolicznej [Curthoys i 

Gstraunthaler, 2001]. 

W 2001 roku sklonowano z ludzkiej linii wątrobiaka (HepG2) kolejny 

wariant omawianego układu - SNAT5, inaczej określany jako SN2 [Nakanishi i 

wsp., 2001 a]. Analiza Northern biot wykazała jego ekspresję we wszystkich 

badanych narządach. W mózgu, płucach, okrężnicy, jelicie, śledzionie notowano 

transkrypt wielkości 2,2 kb, w nerce 2 kb, w żołądku 1,4 kb. Zaobserwowane różnice 

w wielkości transkryptu, sugerują alternatywne składanie mRNA (ang. alternative 
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splicing) kodującego SNAT5. Ta sama grupa sklonowała również SNAT5 z mózgu 

szczura. Gen kodujący ten transporter zlokalizowany jest na chromosomie 10 w 

regionie p 11.23, a jego produkt jest białkiem zbudowanym z 471 aminokwasów i 

wykazuje 63% identyczność sekwencji aminokwasowej ze SNAT3 oraz 50 - 60% 

homologię z przedstawicielami układu A. Transport z udziałem SNAT5 ma charakter 

elektrogenny, Na+-zależny, toleruje zastąpienie Na+ przez Li+ i jest wrażliwy na pH. 

Transporter ten wykazuje znacznie szerszą specyficzność substratową niż SNAT3. 

Wariant ten poza Gin i His rozpoznaje Ala, Ser, Pro, Gly [Nakanishi i wsp., 2001 b]. 

SNAT5 podobnie jak SNAT3 uczestniczy w cyklu przemian Gin - Glu w mózgu. 

Wykazano jego silną ekspresję w wielu badanych okolicach mózgu, takich jak 

hipokamp, prążkowie, rdzeń kręgowy, kora a także słabszą ekspresję w podwzgórzu, 

wzgórzu wzrokowym oraz w pniu mózgu [Cubelos i wsp., 2005]. 

Utworzona in vivo przez błony śródbłonka naczyń włosowatych bariera krew 

- mózg i śródbłonka splotów naczyń bariera krew - płyn - mózgowo - rdzeniowy 

stanowi fizyczne ograniczenie transportu cząsteczek nierozpuszczalnych w 

tłuszczach z krwi do mózgu. Z uwagi na intensywny metabolizm bariera bogata jest 

w białka transportujące niezbędne związki. Układ N uczestniczy w transporcie 

glutaminy przez barierę krew - mózg [Keep i Xiang, 1995; Ennis i wsp., 1998; Xiang 

i wsp., 1998]. Badania immunohistochemiczne wykazały obecność wariantu układu 

V - transportera SNAT3 w komórkach endotelialnych i epitelialnych mózgu szczura 

Chaudhry i wsp., 1999, Boulland i wsp., 2003]. Xiang i wsp. [2003] wykazali 

ransport Gin z udziałem układu N w izolowanych splotach naczyniówki oraz w 

hodowli pierwotnej splotów naczyniówki komórek śródbłonka naczyń szczura. 

\naliza RT-PCR wykazała obecność mRNA kodujących SNAT3 i SNAT5 w 

nadanych strukturach. 

U. 2.2.3. Układ ASC 

Układ ASC wykazuje swoistość substratową w pierwszym rzędzie wobec 

\la, Ser, cysteiny (Cys), stąd też jego nazwa. Cechą charakterystyczną tego układu 

est znaczna specyficzność substratowa i transport poza wymienionymi 

iminokwasami także Gin, treoniny (Thr), czy też aminokwasów rozgałęzionych: 

eucyny (Leu), waliny (Val), metioniny (Met) [Christensen i wsp., 1965; Kekuda i 

*vsp., 1996; Utsunomiya-Tate i wsp., 1996]. Transport aminokwasów przez układ 
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ASC zależny jest od jonów Na+, mało wrażliwy na pH i nie toleruje zastąpienia Na+ 

przez Li+ [Medina i wsp., 2001]. 

W roku 1993 po raz pierwszy sklonowano transporter ASCT1 z kory 

ruchowej i hipokampa człowieka [Arriza i wsp., 1993; Shafqat i wsp., 1993]. 

Izoforma ta wykazuje silne powinowactwo do Ala, Ser i Cys, w mniejszym stopniu 

do Thr i Val. ASCT1 nie transportuje Gin i Asn. Analiza Northern biot wykazała 

najsilniejszą ekspresję transportera w mózgu, mięśniach szkieletowych oraz łożysku 

[Arriza i wsp., 1993]. 

W 1996 roku wyizolowano z jądra myszy inny wariant układu ASC -

ASCT2. Analiza Northern biot wykazała brak ekspresji tego wariantu w mózgu 

[Utsunomiya-Tate i wsp., 1996]. W tym samym czasie Kekuda i wsp. [1996] 

zidentyfikowali ASCT2 w komórkach kosmówczaka łożyska człowieka. Analiza 

Northern biot wykazała mRNA kodujące transkrypt wielkości 2,9 kb w łożysku, 

płucach, nerce, trzustce i mięśniach szkieletowych. Ta sama grupa badaczy 

sklonowała gen ASCT2 z jelita królika. Gen ten zlokalizowany jest na chromosomie 

19 w regionie ql3.3, a jego produktem jest białko złożone z 541 aminokwasów 

[Kekuda i wsp., 1997]. Bröer i wsp. [1999] sklonowali z hodowli pierwotnej 

astrocytów szczura gen kodujący ASCT2 - białko złożone z 539 aminokwasów. 

Wariant ten występuje zarówno w dorosłym, jak i embrionalnym mózgu szczura. 

ASCT2 pośredniczy w transporcie Gin z astrocytów na zasadzie wymiany z 

zewnątrzkomórkowymi aminokwasami obojętnymi i czynnie uczestniczy w cyklu 

Glu - Gin. Transporter ASCT2 szczura wykazuje 83% zbieżność na poziomie 

aminokwasowym z transporterem myszy i 76% z transporterem człowieka [Bröer i 

wsp., 1999]. Z kolei ASCT2 człowieka jest w 79% identyczny z wariantem mysim i 

w 85% z wariantem królika [Kekuda i wsp., 1997]. 

II. 2.2.4. Układ L 

Układ L został po raz pierwszy opisany w komórkach guza wysiękowego 

Ehrlicha myszy i został tak określony z uwagi na silną swoistość względem Leu. 

[Oxender i Christensen, 1963]. Transport Gin z udziałem tego układu 

zaobserwowano zarówno w hodowli astrocytów, jak i neuronów [Nagaraja i 

Brookes, 1996; Heckel i wsp., 2003]. Cechą odróżniającą układ L od uprzednio 

omawianych jest jego niezależność od jonów Na+ oraz hamowanie przez 
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niemetabolizowany analog aminokwasowy, kwas 2-aminobicyklokarboksylowy 

(BCH) [Christensen i Liang, 1965]. Znaczna specyficzność substratowa układu L 

pozwala na transport nie tylko naturalnie występujących w organizmie 

aminokwasów, ale również spokrewnionych z nimi związków, takich jak: L-DOPA, 

lek stosowany w chorobie Parkinsona, melfalan będący pochodną iperytu azotowego 

stosowany m.in. w szpiczaku mnogim, czy też hormony tarczycy: tyroksynę i 

trójjodotyroninę [Goldenberg i wsp., 1979; Christensen, 1990; Lakshmanan i wsp., 

1990]. Greig i wsp. [1987] wykazali, że układ L odpowiedzialny jest za transport 

melfalanu przez barierę krew - mózg. 

W 1998 wyizolowano z linii glejaka szczurzego C6 pierwszą izoformę układu 

L - LAT1, a także stwierdzono obecność tego transportera w mózgu, śledzionie i 

łożysku oraz w mniejszym stopniu w jądrze i okrężnicy szczura [Kanai i wsp., 1998]. 

W 1999 sklonowano LAT1 z łożyska człowieka i wykazano jego pokrewieństwo z 

LAT1 szczura. Transporter ten złożony jest z 507 aminokwasów. Analiza Northern 

biot wykazała wysoką ekspresję tego wariantu w mózgu, łożysku, mięśniach 

szkieletowych oraz niską w sercu, okrężnicy, grasicy, śledzionie, nerce, płucach oraz 

leukocytach [Prasad i wsp., 1999]. 

Kolejny przedstawiciel układu L - LAT2 wyizolowany został z jądra szczura 

[Segawa i wsp., 1999]. Wariant ten dobrze opisano także u królika [Rajan i wsp., 

1999; Rajan i wsp., 2000]. Gen kodujący LAT2 u człowieka zlokalizowano na 

chromosomie 14 w regionie ql 1.2-13, a jego produkt złożony jest z 535 

aminokwasów. mRNA kodujący ten transporter występuje w najwyższym stężeniu w 

nerce, łożysku, mózgu i wątrobie. U człowieka LAT2 wykazuje 50% zbieżność 

aminokwasową z LAT1 [Pineda i wsp., 1999]. 

Zarówno wariant LAT1, jak i LAT2 składa się z 12 domen śródbłonowych, 

które katalizują niezależną od Na+ wymianę aminokwasów [Kanai i wsp., 1998]. 

Warunkiem aktywacji LAT1 i LAT2 jest połączenie poprzez wiązanie 

dwusiarczkowe z ciężkim łańcuchem białka błonowego typu II 4F2 [Kanai i wsp., 

1998; Segawa i wsp., 1999]. LAT2 występuje we wszystkich przebadanych 

narządach [Kanai i wsp., 1998]. Cechą różniącą obie izoformy jest ich swoistość 

substratowa - LAT2 wykazuje zdecydowanie silniejsze niż LAT1 powinowactwo do 

Gin [Segawa i wsp., 1999]. LAT1 preferuje rozgałęzione [Uchino i wsp., 2002], 

podczas gdy LAT2 akceptuje w równym stopniu rozgałęzione i nierozgałęzione 

aminokwasy [Pineda i wsp., 1999; Segawa i wsp., 1999]. LAT1 nie jest wrażliwy na 
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zmiany pH, zaś aktywność LAT2 jest wyższa przy niskim pH środowiska [Rajan i 

wsp., 2000]. Dużo miejsca poświęcono udziałowi układu L w transporcie Gin przez 

barierę krew - mózg [Hargreaves i Pardridge, 1988; Segawa i wsp., 1999]. Analiza 

Northern Biot wykazała 100-krotnie wyższą ekspresję LAT1 w naczyniach 

włosowatych mózgu bydlęcego niż w komórkach linii glejaka C6, czy 

niefrakcjonowanym mózgu szczura [Boado i wsp., 1999]. 

II. 3. Nowotwory wywodzące się z komórek glejowych 

II. 3.1. Klasyfikacja 

Nowotwory gleju (glejaki) stanowią grupę najczęściej występujących 

pierwotnych guzów OUN. Około 50% glejaków to odmiany o wysokim stopniu 

złośliwości. Do tej grupy należy głównie glejak wielopostaciowy {glioblastoma 

multiforme, GBM), o IV stopniu złośliwości histologicznej wg WHO [Kleihues i 

Cavenee, 2000]. GBM utworzony jest z komórek słabo zróżnicowanych. Glejaka 

tego cechuje różnorodność komórkowa, od form włókienkowych po wielojądrowe i 

pleomorficzne [Reifenberger i Collins, 2004]. GBM wykazuje atypię jądrową, 

proliferację mikronaczyń, wysoką aktywność mitotyczną a także obszary martwicy. 

Nowotwór ten tworzy się na skutek transformacji de novo (glejak wielopostaciowy 

pierwotny), bądź z nowotworów o niższym stopniu złośliwości (glejak 

wielopostaciowy wtórny) [Dropcho i Soong, 1996]. Nie stwierdzono wyraźnych 

różnic morfologicznych pomiędzy pierwotnymi a wtórnymi postaciami GBM. Na 

postać wtórną zapadają głównie osoby poniżej 45 roku życia, zaś na postać 

pierwotną częściej osoby starsze [Reifenberger i Collins, 2004]. 

Drugim przedstawicielem omawianej grupy jest różnicujący się w kierunku 

gleju astrocytarnego gwiaździak anaplastyczny (astrocytoma anaplasticum, AA), o 

III stopniu złośliwości wg WHO [Kleihues i Cavenee, 2000]. Nowotwór ten w 

odróżnieniu od glioblastoma multiforme pozbawiony jest ognisk martwicy. 

Histologicznie gwiaździaka anaplastycznego wyróżnia duża liczba mitoz, atypia oraz 

duża gęstość komórkowa. 

Glejaki o wysokim stopniu złośliwości charakteryzuje gwałtowna progresja 

oraz wyjątkowa oporność na leczenie. Pociąga to za sobą bardzo krótki okres 

przeżycia chorego, w przypadku GBM rzadko przekraczający 1 rok, nawet przy 
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skojarzonym leczeniu, obejmującym radioterapię, chemioterapię i resekcję 

chirurgiczną [Joy i wsp., 2003; Leśniak i Brem, 2004]. Taki stan rzeczy jest skutkiem 

obniżonej skłonności do apoptozy, wzrostu potencjału migracyjnego i inwazyjności 

zmienionych nowotworowo, wysoko anaplastycznych komórek astroglejowych. 

II. 3.2. Cechy glejaków na poziomie transdukcji sygnału wewnątrzkomórkowego 

Dużo uwagi poświęcono zagadnieniu transdukcji sygnałów w glejakach i 

miejsca w tym procesie kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) [Choe i wsp., 2003; 

Joy i wsp., 2003]. Kinaza ta fosforyluje 3,4-dwufosforan inozytolu (PIP2) do 3,4,5-

trójfosforanu inozytolu (PIP3). PI3K pobudzana jest przez stanowiącą integralną 

część receptorów czynników wzrostowych kinazę tyrozynową oraz receptory 

sprzężone z białkami G [Vanhaesebroeck i Waterfied, 1999; Cantley, 2002]. PIP3 

pełni rolę wtórnego przekaźnika i jest wymagany do uaktywnienia kinazy Akt/PKB 

(kinaza białkowa B) przez zależną od fosfatydyloinozytolu kinazę PDK1 [Vogt, 

2001]. Akt/PKB pełni kluczową rolę w regulacji metabolizmu komórkowego, 

procesów prożyciowych oraz pośrednio wpływa na cykl komórkowy, transkrypcję i 

translację. Skutkiem aktywacji szlaku PI3K/Akt jest fosforylacja i w konsekwencji 

zahamowanie aktywności białek proapoptotycznych, takich jak białko BAD [Yang i 

wsp., 1995]. Kinaza Akt fosforyluje i uniemożliwia migrację czynników 

transkrypcyjnych z rodziny Forkhead do jądra komórkowego, co z kolei ma związek 

ze wzrostem przeżywalności komórek [Aoki i wsp., 1998; Brunet i wsp., 1999]. 

Badania na hodowli pierwotnej neuronów korowych szczura wykazały, że aktywacja 

szlaku PI3K/Akt prowadzi do unieczynnienia kinazy syntazy glikogenu GSK 3ß 

(ang. glycogen synthase kinase 3ß), czego skutkiem jest zahamowanie procesu 

apoptozy [Hetman i wsp., 2000]. Innym następstwem aktywacji szlaku PI3K7Akt jest 

pobudzenie kinazy mTOR (ang. mammalian Target of Rapamycin), biorącej udział w 

modulacji translacji i pełniącej kluczowe miejsce we wzroście komórki, poprzez 

regulację kinazy p70S6K (ang. 40S ribosomal protein S6 kinase) oraz białka 4EBP-1 

(ang. eukaryotic initiation factor 4E-binding protein). Szlak ten w nowotworach 

wykazuje podwyższoną aktywność, a jego zahamowanie przez selektywny inhibitor 

kinazy mTOR - rapamycynę i jego analogi prowadzi do spowolnienia proliferacji 

komórek nowotworowych [Vogt, 2001; Sawyers, 2003]. 
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W przypadku glejaków obserwuje się dodatkowe wzmocnienie szlaku 

sygnałowego inicjowanego przez PI3K, co promuje ekspansję i przyśpiesza wzrost 

guza. Ma to miejsce wskutek unieczynnienia białka o aktywności fosfatazowej 

PTEN (ang. phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10), które w 

niezmienionej nowotworowo komórce ma własności antagonistyczne wobec PI3K: 

prowadzi do defosforylacji PIP3 do PIP2 [Maehama i Dixon, 1998; Maehama i 

Dixon, 1999; Cantley, 2002]. 

II. 3.3. Najistotniejsze zmiany na poziomie ekspresji genów 

Gen supresorowy nowotworów kodujący PTEN zlokalizowany jest na 

chromosomie 10 w regionie q23, zaś delecje w tym obszarze są częstym zjawiskiem 

notowanym w wielu typach nowotworów [Li i wsp., 1997]. Cechą wspólną glejaków 

o najwyższym stopniu złośliwości są mutacje genu supresorowego, kodującego 

PTEN, których częstość określa się na około 30%. W przypadku linii 

wyprowadzonych z tych glejaków mutacje PTEN występują z częstością około 50 -

60% [Cantley i Neel, 1999]. Dodatkowa inaktywacja omawianego genu polega na 

metylacji sekwencji CpG (ang. CpG islands) w promotorze [Baeza i wsp., 2003]. 

Badania mutacji PTEN mają dużą wartość diagnostyczną, gdyż zmiany te korelują z 

obniżonąprzeżywalnościąchorych [Duerr i wsp., 1998; Sansal i Sellers, 2004]. 

Innym zaburzeniem genotypu powszechnie występującym w glejakach jest 

mutacja w genie TP53, występująca przede wszystkim w eksonach 5-8 [Watanabe i 

wsp., 1996]. Produktem TP53 jest białko supresorowe nowotworów p53. Białko to 

indukuje ekspresję genów kodujących białka proapoptotyczne oraz pełni kluczową 

rolę w regulacji procesu apoptozy komórek po uszkodzeniu DNA [Owen-Schaub i 

wsp., 1995; Merzak i Pilkington 1997]. Brak ekspresji oraz mutacje tego genu silnie 

korelują z transformacją nowotworową komórek. Mutacje w TP53 są typowe 

zarówno dla glejaków o najwyższym stopniu złośliwości, jak i glejaków o II stopniu 

złośliwości wg WHO [Smith i wsp., 2001]. Często spotykaną cechą glejaków jest 

utrata krótkiego ramienia chromosomu 17p (LOH - ang. loss of heterozygosity), 

gdzie zlokalizowany jest TP53 [von Deimling i wsp., 1992]. 

Glejaki cechują różnorodne zmiany genetyczne protoonkogenów [Mariani i 

wsp., 2001]. Przykładem tego typu zaburzeń jest amplifikacja genu kodującego 

receptor czynnika wzrostu EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) 
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sprzężonego z kinazą tyrozynową. Nadekspresja tego genu występuje w 40 - 62% 

omawianych guzów mózgu [Wong i wsp., 1987]. 

Glejaki złośliwe wykazują ponadto aberaeje genetyczne genów kodujących 

białka regulujące cykl komórkowy i biorące udział w przejściu komórki z fazy Gl w 

fazę S. Przykładem tego typu zaburzeń jest amplifikacja i nadekspresja genów 

kodujących cykliny grupy D: Dl, D2, D3, prowadząca do utraty kontroli cyklu 

komórkowego [Buschges i wsp., 1999]. Zestawienie najczęściej występujących 

zmian genetycznych onkogenów w glejakach przedstawia Tabela II.3. 

Omawiane zmiany genetyczne, a w szczególności zaburzenia ekspresji 

genów: PTEN, EGFR, TP53 wykorzystywane są na szeroką skalę w diagnostyce 

glejaków [Smith i wsp., 2001; Rasheed i wsp., 2002; Choe i wsp., 2003]. 

Tabela II.3. Protoonkogeny ulegające amplifikacji w glejakach 

Protoonkogeny Lokalizacja 
chromosomalna Rola produktu genu 

EGFR 

PDGFR 

CDK4 

CDK6 

CCND1 

CCDN3 

MDM 2 

MDM 4 

MYCC 

7pl 1 

4ql2 

12q 13 

7q21-q22 

11 ql 3 

receptor nabłonkowego czynnika 
wzrostu 

receptor płytkopochodnegoo czynnika 
wzrostu 

kinaza zależna od cyklin, promuje 
przejście komórki z fazy Gjdo S cyklu 
komórkowego 

kinaza zależna od cyklin, promuje 
przejście komórki z fazy Gido S cyklu 
komórkowego 

cyklina Di, promuje przejście komórki 
z fazy Gi do S cyklu komórkowego 

cyklinaÖ3, promuje przejście komórki 
z fazy Gi do S cyklu komórkowego 

inhibitor p53 

inhibitor p53 

czynnik transkrypcyjny 

wg Reifenberger i Collins [2004], zmodyfikowane. 
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II. 3.4. Inwazyjność glejaków: rola układu glutamatergicznego i kanałów 

jonowych 

Inwazyjność guzów OUN przebiega inaczej niż w nowotworach narządów 

obwodowych. Badania ostatnich lat wykazały istotną rolę ekscytotoksycznego 

działania kwasu glutaminowego w glejakach. Wynika ona z zaburzonego transportu 

tego aminokwasu, a skutkuje śmiercią otaczających guz neuronów i promuje 

ekspansję nowotworu. Zaburzenia transportu Glu wiążą się z zaburzeniem ekspresji i 

funkcjonowania białek pośredniczących w jego transporcie. Istnieją przesłanki 

wskazujące na szczególną rolę układu glutamatergicznego w procesie inwazyjności 

guzów OUN [Sontheimer, 2003]. 

W normalnych warunkach Glu po uwolnieniu z neuronów presynaptycznych 

jest następnie pobierany do astrocytów. Odbywa się to za pośrednictwem błonowych 

białek transporterowych, które zapobiegają ekscytotoksycznemu działaniu kwasu 

glutaminowego. Do najpowszechniej występujących białek transportujących Glu w 

mózgu zalicza się transportery układu XAG- GLAST, inaczej określany jako EAAT-1 

(ang. excitatory amino acid transporter-1) oraz GLT, inaczej określany jako EAAT-

2 [Lehre i Danbolt, 1998]. Ye i Sontheimer [1999] wykazali, że linie wyprowadzone 

z glejaków (STTG-1, D-54MG, D-65MG, U-373MG, U-251MG, U-138MG, CH-

235MG) cechuje upośledzony transport Glu w porównaniu z prawidłowymi 

astrocytami. Zjawisko to tłumaczy zaburzona ekspresja lub lokalizacja transporterów 

Glu. Badania immunohistochemiczne w glejakach in situ a także na modelu in vitro 

w liniach wywodzących się z guzów wykazały translokalizację z błon komórkowych 

do jądra transportera GLAST oraz znaczące obniżenie ekspresji transportera GLT 

[Ye i wsp., 1999]. Technika z wykorzystaniem mikromacierzy DNA (microarray) 

wykazała odwrotną korelację ekspresji tego wariantu ze stopniem złośliwości 

glejaków. Ekspresja transportera jest niska w glejakach złośliwych i wysoka w 

glejakach o niskim stopniu złośliwości. Badania de Groot i wsp. [2005] wykazały, że 

transfekcja linii glejaka (U251, U87, U373, SNB19) EAAT-2 skutkuje obniżeniem 

proliferacji komórkowej. W komórkach transfekowanych tym transporterem 

obserwuje się inicjację procesu apoptozy, objawiającą się aktywacją kaspazy -3 (ang. 

caspases - cysteinyl-aspartic-acid-protease 3), trawiącej białka komórkowe oraz 

rozpad białka PARP (ang. poly ADP-ribose polymerase), zaangażowanego w proces 
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naprawy DNA. Ponadto, badania in vivo wykazały, że komórki transfekowane 

EAAT-2 tracą fenotyp nowotworowy [de Groot i wsp., 2005]. 

Kolejnym mechanizmem przyczyniającym się do nagromadzenia Glu i jego 

ekscytotoksycznego działania jest zaburzona ekspresja antyportera cystyna (CySS) / 

glutaminian - transportera xc [Chung i wsp., 2005]. Z badań na hodowli astrocytów 

wiadomo, że wewnątrzkomórkowe stężenie Glu wynosi około 1 mM natomiast jego 

stężenie zewnątrzkomórkowe przybiera wartości tysiąc razy niższe [Hertz i wsp., 

1988]. Odwrotnie, stężenie zewnątrzkomórkowe CySS wielokrotnie przewyższa jej 

stężenie w astrocytach, w których ulega ona szybkiej redukcji do cysteiny (Cys) 

[Bannai i Kitamura, 1980]. Zgodnie z gradientami tych aminokwasów dominuje 

wypływ z komórki Glu jako wymiennika z CySS. W badanych liniach glejaków, w 

hodowli wyprowadzonej z glejaków oraz w glejakach in situ stwierdzono wysoką 

ekspresję wymiennika Xc", co skutkuje zwiększonym transportem Glu na zewnątrz 

komórki Farmakologiczne hamowanie wymiennika xc~ sulfazalanem blokuje syntezę 

DNA, osłabia żywotność komórek glejaka oraz indukuje zależną od kaspazy-3 

apoptozę w badanych liniach glejakowych [Chung i wsp., 2005]. Cys, powstająca w 

komórce w wyniku redukcji CySS, jest kluczowym prekursorem w biosyntezie 

glutationu [Jefferies i wsp., 2003], czynnika odpowiedzialnego za oporność guzów 

na chemio- i radioterapię [Meister, 1991]. 

Wykazano, iż inwazyjność glejaków wiąże się z aktywnością receptorów 

jonotropowych (iGluR) (ang. ionotropic glutamate receptors) dla Glu: NMDA 

(receptory N-metylo-D-asparaginianowe) oraz AMPA (receptory a-amino-3-

hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowe). Ye i Sontheimer [1999] wykazali, że 

zastosowanie antagonisty receptora NMDA - MK801 (melainian dizocylpiny) oraz 

niedobór Glu w medium hodowlanym zapobiega neurotoksycznemu działaniu kwasu 

glutaminowego. Hamownie receptora NMDA skutkuje obniżeniem proliferacji i 

wzrostu komórek linii glejaka. Taki sam efekt obserwuje się w warunkach 

hamowania receptora AMPA antagonistą - GYKI52466 (l-[4-aminofenylo]-4-

metylo-7,8-metylenodioksy-5H-2,3-benzodiazepina) [Rześki i wsp., 2000; Rześki i 

wsp., 2002]. Takano i wsp. [2001] wykazali, że inhibitor receptorów NMDA -

MK801 w znacznym stopniu obniża wzrost komórek glejaka C6 po implantacji do 

prążkowia szczura. 

Układ glutamatergiczny w glejakach bierze udział w proliferacji i aktywacji 

zależnych od Ca procesów antyapoptotycznych [Ishiuchi i wsp., 2002]. 
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2+ Przepuszczalne dla Ca receptory AMP A powszechnie występują w komórkach 

gleju prawidłowego [Galio i Ghiani, 2000]. Funkcjonalny receptor AMP A jest 

homomerycznym bądź heteromerycznym tetramerem złożonym z dwóch lub więcej 

podjednostek: GluRl, GluR2, GluR3, GluR4. Receptory AMPA, w skład których 

wchodzi podjednostka GluR2, wykazują znikomą przepuszczalność dla Ca2+ 

[Hollmann i Heinemann, 1994]. Badania immucytochemiczne wykazały silną 

ekspresję podjednostki GluRl i GluR4 oraz słabą GluR2 w materiale biopsyjnym 

pochodzącym z GBM. Transfekcja linii glejaka cDNA kodującym podjednostkę 

GluR2 obniżała przepuszczalność jonów Ca2+ z udziałem receptora AMPA. 

Konsekwencją zamiany receptora AMPA z przepuszczalnego na nieprzepuszczalny 

dla jonów Ca2+ była inicjacja procesu apoptozy a także zahamowanie proliferacji 

komórek linii glejaka. Istnieją przesłanki wskazujące, że transport Ca2+ z udziałem 

receptorów NMDA i AMPA skutkuje aktywacją kinazy Akt, zaangażowanej w 

procesy prożyciowe komórki [Ishiuchi i wsp., 2002] (porównaj podrozdział II. 3.2.). 

Inną cechą odróżniającą glejaki od pozostałych nowotworów jest proces 

migracji. O ile inne nowotwory obwodowe ulegają pasywnej cyrkulacji w krwi bądź 

limfie, glejaki przystosowują się do pokonania wąskich przestrzeni w mózgu poprzez 

szybką regulację kształtu oraz objętości komórki [Merzak i Pilkington, 1997; 

Sontheimer, 2003]. Wykazano, że kurczenie się komórek glejaka związane jest z 

aktywacją kanałów Cl" [Ransom i wsp., 2001]. Badania in vitro na liniach 

glejakowych wykazały, iż w wyniku działania swoistych inhibitorów kanałów Cl" 

takich jak chlorotoksynina (Ctx), chlorek czteroetyloamonu (TEA) oraz tamoksyfen, 

zachodzi hamowanie migracji badanych ludzkich linii glejakowych w sposób 

zależny od podawanej dawki. Ponadto, badania z użyciem hodowli organotypowych 

wykazały obniżenie potencjału inwazyjności zarówno w przypadku linii glejaka, jak 

i komórek nowotworowych wywodzących się z materiału biopsyjnego w warunkach 

stosowania inhibitora kanałów Cl" [Soroceanu i wsp., 1999; McFerrin i Sontheimer, 

2006]. 

II. 3.5. Glejaki a regulacja pH 

Inną cechą różniącą glejaki od gleju nietransformowanego jest gradient 

pomiędzy pH wewnątrzkomórkowym (pHi) a zewnątrzkomórkowym (pHe). W 

astrocytach pHe i pHi jest prawie identyczne i waha się w zakresie 7,0-7,5. W 
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glejakach pHe wynosi 6,5-6,9, pHi 7,12-7,24 mimo, iż zwiększona jest produkcja 

jonów H+ [Hubesch i wsp., 1990; McLean i wsp., 2000], Podobne zjawisko 

obserwowano w wielu typach komórek pochodzących z różnych nowotworów 

[Vaupel i wsp., 1989; Griffiths, 1991; Stubbs i wsp., 1995; Stubbs i wsp., 1999]. 

Utrzymywanie wysokiego pH wewnątrzkomórkowego jest istotne dla zachowania 

zwiększonej aktywności szeregu enzymów zaangażowanych w glikolizę, syntezę 

DNA, RNA oraz białek [Madshus, 1988; Miccoli i wsp., 1996]. Wysokie pHi 

koresponduje zatem ze zintensyfikowanym metabolizmem i proliferacją komórki, 

czyli z mechanizmami właściwymi procesowi nowotworzenia [Stubbs i wsp., 2000]. 

W przypadku glejaków utrzymanie wysokiego pHi i niskiego pHe wiąże się z 

aktywacją wymiennika Na+/H+. Pojawiły się dane wskazujące na zwiększoną 

ekspresję tego antyportera w liniach glejaków ludzkich (U-l 18 i U-87) oraz glejaka 

szczurzego (C6) [McLean i wsp., 2000]. Z drugiej strony, nowsza praca pochodząca 

z tego samego laboratorium głosi, że inhibitor wymiennika Na+/H+ - amilorid, 

blokuje proliferację glejaka na zasadzie mechanizmu niezwiązanego z blokowaniem 

antyportera Na+/H+, a raczej w związku z zahamowaniem wymiany Ca2+/Na+ [Hegde 

i wsp., 2004]. Regulacja pH w glejakach pozostaje zatem niejasna i wymaga 

dalszych badań. Problem ten wstępnie podjęto w niniejszej pracy. 

II. 4. Rola Gin jako czynnika antyapoptotycznego 

Istotną rolę w procesie apoptozy odgrywają kaspazy, trawiące białka 

komórkowe oraz endonukleazy fragmentujące DNA [Peitsch i wsp., 1994; Earnshaw 

i wsp., 1999]. Ostatnie doniesienia pośrednio wskazują na szczególne znaczenie 

glutaminy jako czynnika przeciwdziałającego aktywacji kaspaz. Badania na linii 

mysich komórek hybrydowych (Sp2/0-Agl4) wykazały, że niedobór Gin w medium 

hodowlanym skutkuje aktywacją kaspazy-9, kaspazy-3, powoduje fragmentację 

DNA oraz indukcję proteolitycznego rozpadu białka PARP. Zjawiskom tym 

towarzyszy uwalnianie mitochondrialnych markerów apoptozy: białka 

SMAC/DIABLO i cytochromu c do cytozolu, czy przemieszczenie 

proapoptotycznego białka Bax do mitochondriów [Paquette i wsp., 2005]. Inicjację 

procesu apoptozy z powodu niedoboru Gin w medium hodowlanym 

udokumentowano również na linii mysich komórek hybrydowych KB26.5 [Tinto i 

wsp., 2002]. 
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Białka szoku cieplnego HSP, zwane również białkami opiekuńczymi, 

przeciwdziałają powstawaniu źle zwiniętych białek w warunkach stresu 

fizjologicznego komórki [Wischmeyer, 2002]. Chow i Zhang [1998] wykazali, że 

Gin chroni komórki nabłonkowe jelita szczura (IEC-6) w warunkach szoku 

cieplnego (43°C), a wzbogacenie medium hodowlanego w ten aminokwas znacząco 

poprawia przeżywalność tych komórek. Jednocześnie wykazano, że indukcja białka 

szoku cieplnego HSP70 była możliwa jedynie w obecności glutaminy. Podobne 

zjawisko zaobserwowano w komórkach nabłonkowych jelita szczura (IEC-18) 

[Wischmeyer i wsp., 1997]. Ci sami badacze wykazali, że glutamina indukuje białka 

HSP25 i HSP72, a także działa protekcyjnie w warunkach szoku endotoksynowego 

na modelu szczurzym in vivo [Wischmeyer i wsp., 2001]. 

II. 5. Miejsce Gin w procesach związanych z nowotworzeniem 

II. 5.1. Metabolizm Gin 

Eagle i wsp. [1956] w badaniach nad liniami komórkowymi, zaobserwowali 

wysokie zapotrzebowanie na glutaminę i jej niezastępowalność przez inne 

aminokwasy. Gin jest ważnym źródłem azotu do biosyntezy nukleotydów, białek, 

aminokwasów [Neu i wsp., 1996 Wasa i wsp., 1996 a; Fischer i wsp., 1998]. 

Jednocześnie jest ona jednym z głównych substratów energetycznych w komórkach 

szybko dzielących się, takich jak enterocyty [Klimberg i Souba, 1990], fibroblasty 

[Zetterberg i Engstrom, 1981], limfocyty [Ardawi i Newsholme, 1983; Curi i wsp., 

1999], linii wyprowadzonej z raka szyjki macicy (HeLa) [Reitzer i wsp., 1979]. 

Glutamina jest determinantem wzrostu komórek nowotworowych, co zostało 

udokumentowane w liniach wyprowadzonych z nowotworu sutka, wątrobiaka 

ludzkiego (SK-Hep) oraz glejaka szczurzego (C6) [Collins i wsp., 1998; Pawlik i 

wsp., 2000; Dolińska i wsp., 2001]. W liniach komórkowych wyprowadzonych z 

nowotworów sutka, wątroby, okrężnicy, nerwiaka zarodkowego (SK-N-SH) 

wykazano zależność między szybkością syntezy DNA, białek, tempem wzrostu a 

stężeniem Gin [Wasa i wsp., 1996 b]. W przypadku linii SK-N-SH stwierdzono 

wpływ Gin na proliferację komórek poprzez regulację transportu innych 

aminokwasów [Soh i wsp., 2004]. Wykazano, że wzbogacenie medium hodowlanego 

w glutaminę w komórkach linii Caco-2 wyprowadzonej z ludzkiego gruczolakoraka 
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okrężnicy powoduje zwiększenie syntezy nukleotydów, a jednocześnie proliferacji 

tych komórek [Yamauchi i wsp., 2002]. 

Produkt hydrolizy Gin - kwas glutaminowy, jest prekursorem biosyntezy 

glutationu. GSH jest czynnikiem odpowiedzialnym za oporność guzów na chemio- i 

radioterapię [Meister, 1991; Miura i Sasaki, 1991; Naganę i wsp., 1995; Rouse i 

wsp., 1995]. Wykazano, że glutation bierze udział w regulacji wzrostu komórek 

nowotworowych, a także w formowaniu przerzutów komórek czerniaka złośliwego 

(BI6) do wątroby [Carretero i wsp., 1999]. Istnieją doniesienia literaturowe 

sugerujące udział Gin w regulacji poziomu GSH. W linii SK-N-SH wykazano, że 

zmniejszenie zawartości glutaminy w medium hodowlanym przekłada się na spadek 

stężenia glutationu [Soh i wsp., 2004]. 

Szybko dzielące się komórki cechuje wysoka aktywność glutaminazy 

aktywowanej fosforanem. Zgodnie z tym aktywność PAG silnie koreluje z procesem 

nowotworzenia [Bode i Souba, 1994]. Lobo i wsp. [2000] wykazali, że wyciszenie 

genu kodującego PAG metodą antysensowego mRNA, z użyciem sekwencji 

skierowanej przeciwko konserwowanemu ewolucyjnie 3'-cDNA, osłabia wzrost i 

proliferację komórek guza wysiękowego Ehrlicha myszy in vitro. Ponadto badania in 

vivo na myszach wykazały, że komórki transfekowane sekwencją antysensowego 

PAG tracą zdolność transformacji w kierunku nowotworu. 

II. 5.2. Transport Gin w nowotworach 

Wzmożonemu metabolizmowi glutaminy sprzyja jej bardziej intensywny 

transport przez błony komórek nowotworowych [Souba, 1993; Wasa i wsp., 1996 b; 

Witte i wsp., 2002]. Podwyższoną aktywność transportu Gin notowano w 

homogenatach nowotworów oraz w liniach nowotworowych [Medina i wsp., 1992]. 

W przypadku komórek wątrobiaka obserwuje się 10 - 20- krotnie szybszy transport 

w porównaniu z prawidłowymi hepatocytami człowieka [Bode i wsp., 1995; Bode i 

Souba, 1994]. Zmienione nowotworowo fibroblasty wykazują 6-krotnie zwiększony 

transport Gin oraz 3-krotnie zwiększoną syntezę białek w porównaniu do 

prawidłowych fibroblastów [Fischer i wsp., 1998]. Udowodniono również, iż 

chemioterapeutyczne zahamowanie proliferacji nowobiocyną lub maślanem sodu w 

badanych liniach wątrobiaka skutkuje upośledzeniem transportu Gin [Bode i Souba, 

1994]. 
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II. 6. ASCT2 i LAT1 a nowotworzenie: integracja funkcji 

Cechą wspólną nowotworów obwodowych i występujących w OUN jest 

wzrost ekspresji transportera ASCT2. Ekspresję ASCT2 notuje się w hepatocytach 

zmienionych nowotworowo, ale nie stwierdza się jej w prawidłowych komórkach 

[Bode i wsp., 1995]. Nadekspresja ASCT2, jest wspólną cechą linii 

wyprowadzonych z raka wątroby (HCC; SK-Hep; Focus; HepG2; Hep3B; Huh-7) 

[Bode i wsp., 1995; Bode i wsp., 2002]. Fischer i wsp. [1998] wykazali, że o ile w 

zdrowych fibroblastach transport Gin odbywa się w równym stopniu z udziałem 

układu A i ASC, w przypadku fibroblastów zmienionych nowotworowo funkcję 

transportu tego aminokwasu całkowicie przejmuje układ ASC. Istnieje kilka 

doniesień w literaturze dokumentujących dominujący udział układu ASC w 

transporcie Gin w liniach wyprowadzonych z nowotworów OUN. Wykazano, że 

ASCT2 odpowiada za transport glutaminy w linii glejaka szczurzego (C6) [Dolińska 

i wsp., 2003], ludzkiego (T98G) [Sidoryk i wsp., 2006] oraz ludzkiego nerwiaka 

zarodkowego (SK-N-SH) [Wasa i wsp., 2002]. Ekspresja tego transportera i jego 

aktywność w ludzkim i szczurzym gleju transformowanym zostanie szczegółowo 

omówiona w dalszych częściach niniejszej rozprawy. 

Istnieją doniesienia dokumentujące powiązanie ekspresji ASCT2 z 

uzyskaniem przez komórki nowotworowe zdolności do ekspansji i szybszego 

wzrostu in vivo. Stwierdzono, że nadekspresja transportera ma związek z 

inwazyjnością nowotworów, a także koreluje z obniżoną przeżywalnością chorych 

na raka okrężnicy i progresją raka gruczołu krokowego [Witte i wsp., 2002; Li i 

wsp., 2003]. Fuchs i wsp. [2004] wykazali, że wyciszenie genu kodującego ASCT2 

metodą antysensowego mRNA w linii wątrobiaka ludzkiego (SK-Hep) hamuje 

transport glutaminy, wywołuje obniżenie poziomu mRNA kodującego ASCT2 oraz 

w znacznym stopniu zmniejsza liczbę komórek w hodowli. Jakkolwiek w tych 

warunkach doświadczalnych ma miejsce uruchamianie mechanizmu 

kompensacyjnego w postaci wzrostu ekspresji mRNA dla innego przedstawiciela 

układu ASC - ASCT1, ale mechanizm ten jest zupełnie nieskuteczny. Unieczynienie 

ASCT2 prowadziło do aktywacji kaspazy-3, kaspazy-2, kaspazy-9 i w mniejszym 

stopniu kaspazy-8, indukcji proteolitycznego rozpadu białka PARP a w efekcie do 

apoptozy komórek. Dane te przemawiają za istotną rolą ASCT2 we wzroście i 
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żywotności komórek SK-Hep i tym samym sugerują istotną rolę tego białka w 

procesie nowotworzenia. 

Kolejnym dobrze opisanym w literaturze transporterem, którego ekspresja 

koreluje z nowotworzeniem jest transporter LAT1. Ekspresję tego transportera notuje 

się w liniach wątrobiaka (dRLh-84) i raka wątroby (FAA-HTC1) szczura, ale nie 

stwierdza się jego obecności w zdrowych komórkach wątroby szczura [Kanai i wsp., 

1998]. LAT1 wykazuje nadekspresję i pobudza transport Leu w wielu liniach 

nowotworowych, w tym czerniaka złośliwego (G-361), raka szyjki macicy (HeLa), 

raka płuc (RERF-LC-MA), raka pęcherza moczowego (T24) [Kanai i wsp., 1998; 

Yanagida i wsp., 2001; Kim i wsp., 2002]. Proporcjonalną zależność pomiędzy 

wzrostem ekspresji tego transportera a stadium nowotworu obserwowano w 

przypadku raka przełyku [Kobayashi i wsp., 2005]. W pierwotnej hodowli 

astrocytów transport Leu zachodzi z udziałem transportera LAT2, podczas gdy w 

linii glejaka C6 funkcję tą przejmuje wariant LAT1 [Kim i wsp., 2004]. W linii 

wyprowadzonej z raka sutka człowieka (MCF-7) wykazano ponad 200-krotnie 

wyższą ekspresję mRNA kodującego LAT1 w porównaniu z LAT2 [Shennan i wsp., 

2004]. Iniekcja do śledziony szczura komórek raka okrężnicy (RCN-9) wzmaga i 

indukuje przerzuty do innych narządów, a proces ten wykazuje silną korelację z 

ekspresją LAT1 [Ohkame i wsp., 2001; Tamai i wsp., 2001]. 

Istnieje kilka doniesień w literaturze dotyczących ekspresji i funkcji 

transportera LAT1 w nowotworach pochodzenia glejowego. Nawashiro i wsp. [2006] 

wykazali, że wysoka ekspresja omawianego transportera koreluje z niską 

przeżywalnością chorych na GBM. Ta sama grupa badaczy dowiodła, iż specyficzny 

inhibitor LAT1 - BCH hamuje, w sposób zależny od dawki, wzrost linii glejaka C6. 

Potencjalnie korzystną dla terapii przeciwnowotworowej cechą transportera 

LAT1, jest transport przez błony komórkowe melfalanu. Transport tego leku za 

pośrednictwem transportera udokumentowano w transfekowanych transporterem 

pocytach [Yanagida i wsp., 2001; Uchino i wsp., 2002], linii wyprowadzonej z raka 

sutka (MDA-MB-231) [Shennan i wsp., 2004] oraz raka pęcherza moczowego (T24) 

Kim i wsp., 2002]. 

Jedna z wcześniejszych prac sugerowała istnienie czynnościowych powiązań 

pomiędzy LAT1 i ASCT2. Wasa i wsp. [1996 b] wykazali, że niedobór substratu dla 

akładu L - leucyny w hodowli komórek wątrobiaka wzmaga aktywność układu ASC, 

^aś niedobór glutaminy indukuje wychwyt Leu przez układ L. 
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Ostatnie doniesienia sugerują, że mechanizm działania obu transporterów 

może opierać się na aktywacji kinazy serynowo-treoninowej mTOR. Kinaza ta 

zaangażowana jest w szlak sygnałowy PI3K/Akt, pełni rolę sensora aminokwasów i 

czynników wzrostu w cyklu komórkowym [Fingar i Blenis, 2004] oraz odgrywa 

istotną rolę w procesie nowotworzenia [Vogt, 2001] (porównaj podrozdział II.3.3) 

(Rye. II.2). Analiza ekspresji genów za pomocą mikromacierzy DNA wykazała 

wspólny efekt niedoboru glutaminy i hamowania kinazy mTOR na profil ekspresji 

genów. W tych warunkach obserwuje się hamowanie ekspresji genów kodujących 

ASCT2 i LAT1 w komórkach chłoniaka człowieka [Peng i wsp., 2002]. Z drugiej 

strony zaburzenie funkcji ASCT2 i LAT1 hamuje szlak sygnałowy, w którym 

uczestniczy mTOR [Fuchs i Bode, 2005]. 

Rye. II.2. Zintegrowany szlak działania ASCT2 i LAT1 w komórce 
nowotworowej: hipoteza 

ASCT2« • LAT1 

e 
rapamycyna ̂  

mTOR ^ 

synteza białek 

4EBP-1 ) ( p70S6K 

Aminokwasy transportowane przez transportery ASCT2 i LAT1 (głównie leucyna) 
aktywują kinazę mTOR (ang. mammalian Target of Rapamycin), która moduluje 
proces translacji poprzez regulacją kinazy p70S6K (ang. 40S ribosomal protein S6 
kinase) oraz białka 4EBP-1 (ang. eukaryotic initiation factor 4E-binding protein); 

> aktywacja, —| hamowanie. Częściowo opracowane na podstawie Fuchs i Bode 
[2005]. 
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III. CEL PRACY 

W tkankach zmienionych nowotworowo, zwiększone zapotrzebowanie na 

glutaminę wiąże się ze wzmożonym transportem tego aminokwasu przez błony 

komórkowe. Rolę transportu glutaminy w nowotworach narządów obwodowych 

opisano stosunkowo dobrze, brak jednak było takich opisów w odniesieniu do 

nowotworów ośrodkowego układu nerwowego. Zagadnienie to stało się jeszcze 

bardziej aktualne w świetle pojawienia się opisów różnych nowych białek 

transportujących glutaminę w OUN. 

Celem niniejszej pracy było porównanie ekspresji i ewentualnie funkcji 

głównych transporterów glutaminy należących do układów A, N oraz ASC w 

prawidłowych i zmienionych nowotworowo tkankach ośrodkowego układu 

nerwowego. Badania rozpoczęto od analizy materiału biopsyjnego pochodzącego z 

operacji neurochirurgicznych złośliwych glejaków ludzkich (,glioblastoma 

multiforme, astrocytoma anaplasticum) oraz przerzutów do układu nerwowego 

nowotworów innych narządów. Aby ocenić zmienność ekspresji transporterów w 

komórkach nowotworowych podczas ich przebywania poza naturalnym 

środowiskiem, przeprowadzono badania na hodowlach pierwotnych 

wyprowadzonych z glejaków oraz na liniach wyprowadzonych z glejaków: szczurzej 

(C6) oraz ludzkiej (T98G). 

W centrum uwagi w niniejszej pracy znalazł się transporter SNAT3. 

Konstruując pytania szczegółowe wzięto pod uwagę doniesienia wskazujące na 

sugerowaną rolę SNAT3 w regulacji pH w nerce i obecność w obrębie mRNA 

kodującego SNAT3 sekwencji wrażliwej na zmiany pH [Karinch i wsp., 2002; Solbu 

i wsp., 2005]. Postawiono następujące pytania: 

• Czy hodowanie komórek glejaka w warunkach długotrwałej zmiany pH w 

medium powoduje zmiany ekspresji i stabilności mRNA kodującego SNAT3 

i/lub jego udziału w transporcie Gin? 

• Jaka jest względna rola SNAT3 i wymiennika Na+/H+ - podstawowego 

„narzędzia" regulacji pH w komórce, w przystosowaniu komórek do 

długotrwałych zmian pH środowiska inkubacyjnego? 
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Aby odpowiedzieć na to pytanie, badano skutki farmakologicznego 

zahamowania aktywności wymiennika na ekspresję mRNA kodującego transporter 

SNAT3 oraz na żywotność i pH wewnątrzkomórkowe komórek. 

Postanowiono także odpowiedzieć na pytanie czy wyciszenie genu 

kodującego SNAT3 wpłynie na proces namnażania komórek i proliferację gleju 

transformowanego nowotworowo. 

Ponadto oceniono ekspresję mRNA kodującego SNAT3 w następujących 

warunkach: 

• W obecności inhibitora PI3K, celem zbadania wpływu szlaku sygnałowego 

inicjowanego przez tę kinazę w linii glejaka T98G, 

• W prawidłowych astrocytach poddanych działaniu czynnika karcynogennego 

(akryl amid). 
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IV. MATERIAŁY I METODY 

IV. 1. Materiał biopsyjny nowotworów mózgu 

Do badań wykorzystano drobne fragmenty materiału biopsyjnego guzów 

pochodzenia glejowego: glejaka wielopostaciowego - glioblastoma multiforme 

(GBM) o IV stopniu złośliwości wg WHO, gwiaździaka anaplastycznego -

astrocytoma anaplasticum (AA) o III stopniu złośliwości wg WHO oraz przerzutów 

do OUN z nowotworów obwodowych. Analizowano również pojedynczy przypadek 

skąpodrzewiaka - oligodendroglioma o II stopniu złośliwości wg WHO [Kleihues i 

Cavenee, 2000]. Jako kontroli używano fragmentów mózgu z obrzeża guza bez 

wyraźnego nacieku nowotworowego. Materiał biopsyjny pochodził z kilku klinik 

neurochirurgicznych: Szpitala Akademii Medycznej, Instytutu Medycyny 

Doświadczalnej i Klinicznej, Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. N. 

Barlickiego w Łodzi. 

Materiał po operacji przechowywano w buforze RNA later (Sigma), a 

następnie mrożono w -70°C. Część materiału używanego do badań utrwalano w 

10% formaldehydzie w celu późniejszej rutynowej diagnozy i badań 

immunohi stochemicznych. 

Materiał diagnozowano w Klinice Neurochirurgii Uniwersyteckiego Szpitala 

Klinicznego im. N. Barlickiego w Łodzi, bądź w Zakładzie Neuropatologii 

Doświadczalnej i Klinicznej IMDiK, PAN w Warszawie. 

IV. 2. Hodowle komórkowe 

IV 2.1. Hodowle pierwotne astrocytów 

Fragmenty kory nowonarodzonych szczurów rasy Wistar [Hertz i wsp., 

1989] przenoszono na sterylną siatkę nylonową (80 |xm), umiejscowioną w szalce 

Petriego zawierającej 10 ml pożywki DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium) (GIBCO/BRL), wzbogaconej 20% płodową surowicą bydlęcą FBS (ang. 
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fetal bovine serum) (GIBCO/BRL) oraz antybiotykami: penicyliną (50 U/ml) i 

streptomycyną (50 mg/ml) (GIBCO/BRL). Używając szklanej szpatułki, tkankę 

przecierano do w/w medium hodowlanego. Po tygodniu zmieniano zawartość 

surowicy na 15%, a po kolejnym tygodniu na 10%. Gęstość komórek używanych do 

doświadczeń wynosiła 2-3 x 106/cm2, co przypadało na trzeci tydzień od momentu 

założenia hodowli. 

IV. 2.2. Hodowle pierwotne wyprowadzone z glioblastoma multiforme 

i astrocytoma anaplasticum 

Fragment materiału biopsyjnego cięto na skrawki o średnicy 2-3 mm, a 

następnie poddawano trawieniu poprzez inkubację z kolagenazą (200 U/ml) 

(GIBCO/BRL) i 20% surowicą bydlęcą (FBS) przez 18 - 24h w 37°C. Komórki 

następnie wirowano i hodowano na 60 mm plastikowych szalkach. Medium 

hodowlane stanowiło DMEM (GIBCO/BRL) wzbogacone 10% FBS, 2 mM 

glutaminą oraz antybiotykami: penicyliną (50 U/ml) i streptomycyną (50 mg/ml) 

(GIBCO/BRL). Hodowle prowadzono w inkubatorze ze stałym przepływem CO2 

(5%) w temperaturze 37°C, w atmosferze o stałej wilgotności, zmieniając medium 

co 2-3 dni do momentu uzyskania hodowli konfluentnej. Czas namnażania wynosił 

3-4 tygodnie. 

IV. 2.3. Hodowle linii glejaków C6 i T98G 

Linie glejaka szczurzego C6 i ludzkiego T98G pochodziły z American Type 

Culture Collection (ATCC), Rockville, MD. Komórki linii glejaka C6 hodowano w 

pożywce DMEM (GIBCO/BRL). Komórki linii glejaka T98G hodowano w 

pożywce MEM (Minimum Essential Medium Eagle) (Sigma) wzbogaconej 

aminokwasami (Sigma). W hodowlach obu linii w skład pożywki wchodziły 

ponadto: 10% FBS (Sigma), antybiotyki: penicylina (50 U/ml) i streptomycyna (50 

mg/ml) (GIBCO/BRL) oraz w linii C6 - Gin (2 mM). Do doświadczeń używano 

pasaży od 65 do 80 w przypadku linii C6 i od 8 do 20 w przypadku linii T98G. 

Komórki namnażano w temperaturze 37°C w mieszaninie 90% powietrza i 10% 

CO2. Czas namnażania wynosił 72h. Gęstość komórek używanych do doświadczeń 

wynosiła około 4,25 x 104 /cm2. Hodowle, zależnie od przeznaczenia, prowadzone 
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były na: szalkach o średnicy 3 cm (izolacja RNA, pomiar wewnątrzkomórkowego 

pH); płytkach 6-studzienkowych (izolacja RNA, pomiar wewnątrzkomórkowego 

pH, wyciszanie genu transportera SNAT3) lub płytkach 24-studzienkowych 

(wychwyt glutaminy, test MTT, wyciszanie genu transportera SNAT3). 

IV. 3. Badania histopatologiczne i immunohistochemiczne 

Badana immunohistochemiczne wykonano na skrawkach parafinowych o 

grubości około 5-6 |im, uzyskanych po krojeniu kostek parafinowych z zatopionym 

materiałem pooperacyjnym guzów pochodzenia glejowego przy pomocy mikrotomu 

(Leica). Następnie skrawki te przenoszono do łaźni wodnej o temperaturze wody ok. 

50°C, po czym umieszczano je na szkiełkach podstawowych pokrytych 

aminosilanem (Sigma). Tak przygotowane preparaty odparafinowano zanurzając 

kolejno w ksylenie, alkoholu 99%, 96%, 70% i wodzie destylowanej. 

Hodowle linii komórkowej T98G do badań immunocytochemicznych 

prowadzono na szkiełkach w szalkach o średnicy 3 cm. 

Przed barwieniem komórki utrwalano w 4% roztworze paraformaldehydu. W 

celu odzyskania właściwości antygenowych wszystkie preparaty (z wyjątkiem 

przeznaczonych do znakowania białka GFAP) inkubowano w temperaturze 100°C w 

10 mM buforze cytrynianowym o pH 6,0 i płukano kolejno w: buforze PBS (pH 

7,4); 3% H2O2 (blokowanie endogennej peroksydazy); buforze PBS (pH 7,4). 

Kolejnym etapem była inkubacja w 10% roztworze albuminy przez 15 min. 

Następnie używano poniższych przeciwciał I-rzędowych zawieszonych w 1% 

albuminie: 

1) poliklonalne przeciwciało anty-GFAP (DAKO), w rozcieńczeniu 1:4000; 

2) monoklonalne przeciwciało anty-wimentyna (DAKO), w rozcieńczeniu 1:100; 

3) monoklonalne przeciwciało anty-Ki-67 - klon MIB-1 (DAKO), w rozcieńczeniu 

1:100; 

4) poliklonalne przeciwciało anty-SNAT3, 3 ng/ml (uzyskane dzięki uprzejmości dr 

Farrukha Chaudhry z Uniwersytetu w Oslo) 

i inkubowano z nimi utrwalone komórki w temperaturze pokojowej przez 40 minut 

(przeciwciało anty-wimentyna, MIB-1), 15 minut (przeciwciało anty-GFAP) albo 

przez całą noc (w przypadku przeciwciała anty-SNAT3). Po zakończonej inkubacji 

dodawano biotynylowane przeciwciało II rzędowe: anty-królicze IgG w 
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rozcieńczeniu 1:1500 (w 1% albuminie) lub anty-mysie IgG (Beckman Coulter) w 

rozcieńczeniu 1:1500 (w 1% albuminie). Po przepłukaniu buforem PBS, materiał 

inkubowano z kompleksem znacznikowym streptawidyna - peroksydaza (Beckman 

Coulter) w rozcieńczeniu 1:500 przez 45 min. Preparaty ponownie przepłukiwano w 

buforze PBS i wywoływano reakcję barwną stosując chromogen (substrat dla 

peroksydazy): tetrachlorowodorek 3,3'-diaminobenzydyny DAB (DAKO) przez 1 

min. Produktem w miejscu reakcji był brunatny precypitat. 

W celu uwidocznienia jąder komórkowych zastosowano barwienie 

hematoksyliną Meyera. Materiał poddawano działaniu wzrastających stężeń etanolu 

(70%, 96%, 99%) oraz ksylenem, po czym zatapiano w balsamie kanadyjskim i 

zamykano szkiełkami nakrywkowymi. 

Preparaty analizowano w mikroskopie świetlnym (NIKON Eclipse E800). 

Dokumentację fotograficzną sporządzono w programie komputerowym (NIS-

Elements BR NIKON). 

IV. 4. Warunki hodowania komórek w medium o zmienionym pH 

Obniżenie pH pożywki z 7,4 do 6,3 (niższego od stosowanego w 

doświadczeniu) powodowano poprzez podanie 1 mM HCl. Tak przygotowane 

medium stabilizowano w inkubatorze w 37°C, gdzie po 30 minutach jego pH rosło 

do żądanego 6,5. Komórki przepłukiwano buforem PBS i dodawano pożywkę o 

obniżonym pH. Podczas 4h inkubacji kontrolowano pH medium hodowlanego i w 

przypadku jego zmiany wymieniano pożywkę na medium o pH 6,5. 

IV. 5. Badanie żywotności komórek - test MTT 

Pomiar soli tetrazolowej MTT wykonywano na płytkach 96-dołkowych 

Przeżywalność komórek oceniano poprzez pomiar konwersji żółtego, 

rozpuszczalnego w wodzie bromku 3-(4,5-dimetylo 2-tiazolylo)-2,5-

difenylotetrazolowego (MTT) na nierozpuszczalny w wodzie niebieski formazan 

[Mosmann, 1983]. Reakcja ta katalizowana jest przez enzym mitochondrialny -

dehydrogenazę bursztynianową. Gęstość optyczną, proporcjonalną do liczby 

żywych komórek oceniano przy użyciu spektrofotometru (BioRad) przy długości 

fali 595 nm. 
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IV. 6. Analiza namnażania komórek 

Komórki przemywano buforem PBS, a następnie dodawano 1 ml trypsyny 

(GIBCO/BRL) i inkubowano 5 minut w 37°C. Następnie dodawano 1 ml pożywki i 

wirowano w 1000 x g przez 5 minut. Do zawiesiny komórek (8jil) dodawano równą 

objętość błękitu trypanu (0,4%) (Sigma). Liczbę żywych komórek niezabarwionych 

tym odczynnikiem szacowano przy użyciu komory do liczenia (Sigma) w 

mikroskopie świetlnym (NIKON Eclipse E800) wg wzoru: liczba komórek x 2 x 

104/ml. 

IV. 7. Badanie proliferacji komórek 

Do badania indeksu proliferacji używano monoklonalnego przeciwciała 

anty-Ki-67 (DAKO), w rozcieńczeniu 1:100. Komórki linii glejaka T98G 

poddawano barwieniu immunocytochemicznemu, jak opisano w podrozdziale IV.3. 

Indeks proliferacji stanowił procent komórek wykazujących ekspresję 

jądrowego białka Ki-76 w przeliczeniu na 1000 komórek analizowanych w 

mikroskopie świetlnym (NIKON Eclipse E800). 

IV. 8. Detekcja apoptozy 

Komórki barwiono odczynnikiem Hoechst 33258 (Sigma) (2,5 ^ig/ml). 

Hoescht 33258 jest barwnikiem fluorescencyjnym, o zdolności penetracji do 

komórek i DNA, co prowadzi do wybarwienia chromatyny jądrowej. Umożliwia to 

obserwację kondensacji chromatyny podczas apoptozy. Wybarwione Hoechst 

33258 komórki poddawano ocenie morfologicznej w mikroskopie fluorescencyjnym 

o odwróconej optyce (Zeiss Axiovert 25) przy zastosowaniu filtrów do lampy UV. 

IV. 9. Pomiar wewnątrzkomórkowego pH 

Wewnątrzkomórkowe pH w liniach C6, T98G oraz w hodowli pierwotnej 

astrocytów mierzono metodą fluorescencyjną z użyciem sondy BCECF AM 2',7'-

estru acetometylu 2',7'-di-(2-karboksyetylo)-5-6-karboksyfluoresceiny (Molecular 

Probes). Komórki poddawano działaniu BCECF-AM przez 15 minut w 37°C, a 
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następnie przemywano buforem zawierającym 5 mM KCl, 1 mM MgC^, 0,5 mM 

Na3P04, 20 mM HEPES, 1 mM CaCl2, 135 mM NaCl, (295 mOsm, pH 7,4) i 

inkubowano w tym buforze podczas doświadczenia. Pomiar wewnątrzkomórkowego 

pH prowadzono w 37°C z użyciem fluorymetru Fluoroscan Ascent FL (emisja przy 

X = 538 nm, ekscytacja przy X = 440 i 490 nm). Kalibracja BCECF-AM opierała się 

na miareczkowaniu przy pomocy NaOH i HCl w obecności 0,003% digitoniny 

(Sigma). 

IV. 10. Analiza RT-PCR 

Ekspresję genów kodujących białka transportujące glutaminę oceniano 

poprzez analizę ilości mRNA dla danego transportera metodą reakcji odwrotnej 

transkrypcji (RT-PCR) z zastosowaniem specyficznych starterów. 

IV. 10.1. Izolacja RNA 

Całkowity RNA izolowano z komórek lub materiału pooperacyjnego 

zmodyfikowaną metodą Chomczyńskiego i Sacchi [1987], używając odczynnika 

TRIzol Reagent (Sigma). Komórki rosnące na 3 cm szalkach, po odpłukaniu 

medium hodowlanego buforem PBS, zawieszano w 1 ml TRIzol-u a następnie 

inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. W przypadku materiału 

pooperacyjnego, jego fragmenty (od 30 - 100 mg) zawieszano w 1 ml TRIzol-u, 

homogenizowano w homogenizatorze teflon-szkło (Whatman, Biometra) i 

inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Do zawiesiny dodawano 0,2 

ml chloroformu, po czym całość wytrząsano przez 15 sekund, a następnie 

inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokojowej. Próbki wirowano przy 12 

000 x g przez 15 minut w 4°C. Do fazy wodnej, zawierającej RNA, dodawano 0,5 

ml izcpropanolu, inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut, po czym 

wirowano przy 12000 x g przez 10 minut w 4°C. Osad przemywano 1 ml 75% 

etanoli i zawieszano w wodzie zawierającej 0,1 % inhibitor RN Az -

dietylopirowęglan - DEPC (Sigma). Czystość oraz stężenie RNA mierzono na 

spektnfotometrze Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech) i oznaczano zgodnie z 

zasada, że OD 1 oznacza w przybliżeniu stężenie 40 |ag/ml RNA. Czystość RNA 
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szacowano na podstawie stosunku wartości odczytów gęstości optycznej przy 

260 nm i 280 nm. Do badań wykorzystywano RNA o stosunku wyższym od 1,6. 

IV 10.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji 

Całkowity wyizolowany RNA (2-5 |ug) stanowił matrycę dla odwrotnej 

transkryptazy, przepisującej RNA na cDNA (DNA komplementarne do mRNA), 

przy użyciu zestawu Superscript II (Invitrogen). Wymogiem działania odwrotnej 

transkryptazy RT (ang. reverse transcriptase, EC 2.7.7.49) jest obecność w 

mieszaninie reakcyjnej sparowanego z RNA startera z wolną grupą 3'-

hydroksylową. W doświadczeniach używano startera oligo(dTi2-i8), 

komplementarnego do sekwencji poli(A) znajdującej się na końcu 3' większości 

eukariotycznych mRNA. W obecności mieszaniny 4 trifosforanów 

deoksyrybonuleozydów (dNTP mix, Sigma) odwrotna transkryptaza syntetyzuje 

pozostałą komplementarną do mRNA część cDNA. Reakcja katalizowana przez ten 

enzym obejmuje następujące reakcje: syntezę DNA na matrycy RNA, syntezę DNA 

na matrycy DNA oraz hydrolizę RNA. 

Mieszaninę zawierającą: RNA w objętości zależnej od jego wyjściowego 

stężenia; 1 \x\ oligo(dTi2-i8) oraz 1 jul 10 mM dNTP mix, uzupełniano wodą 

zawierającą DEPC do końcowej objętości 12 [i\ inkubowano przez 5 minut w 65°C, 

a następnie przynajmniej 1 minutę w lodzie. W następnej kolejności dodawano 4 fal 

5 x stężonego buforu zawierającego 250 mM Tris-HCl (pH 8,3); 375 mM KCl; 15 

mM MgCl2; 2 f^l 0,1 M DTT oraz ljil wody i inkubowano 2 minuty w 37°C. 

Następnie do mieszaniny dodawano 1 p.1 odwrotnej transkryptazy Superscript II i 

inkubowano 50 minut w 37°C a następnie 15 minut w 70°C. 

IV. 10.3. Reakcja PCR 

Uzyskane cDNA (2 jil) amplifikowano metodą PCR (ang. polymerase chain 

reaction) przy użyciu starterów syntetyzowanych w Pracowni Sekwencjonowania 

DNA i Syntezy Nukleotydów Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN 

komplementarnych do sekwencji z banku genów (GenBank w serwerze NCBI). 

Poziom ekspresji analizowanych genów odnoszono do poziomu ekspresji genu 

kodującego białko konstytutywne - dehydrogenazę aldehydu 3-fosfoglicerynowego 
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- GAPDH (EC 1.2.1.12), niezmiennego w warunkach doświadczalnych i 

stanowiącego odniesienie do standaryzacji metody. Sekwencje starterów 

wykorzystanych w analizie RT-PCR, wielkość uzyskanych produktów i numer z 

banku genów przedstawia Tabela IV. 1. W pracy wykorzystano nomenklaturę 

wprowadzoną przez Mackenzie i Erickson [2004] dla białek transportujących Gin. 

Reakcja PCR składa się z następujących etapów, które powtarzają się 

cyklicznie: (i) denaturacja DNA w temperaturze 94°C; (ii) hybrydyzacja starterów 

oligonukleotydowych z nićmi DNA, w temperaturze zależnej od temperatury 

topnienia starterów (temperatura niższa o kilka stopni od temperatury topnienia 

starterów); (iii) synteza nowej nici DNA w 72°C. 

Mieszanina inkubacyjna używana do przeprowadzania reakcji PCR zawierała 

następujące składniki: 

10 x PCR Bufor [750 mM Tris-HCl (pH 8,8); 200 mM 

(NH4)2S04; 0,1 % Tween 20] 2,5 ^1 

MgCl2 (25 mM) 2,0 jil 

dNTP(lOmM) 1,0 ^1 

cDNA 2,0 ul 

starter F (10 |aM) 1,0 |al 

starter R (10 jiM) 1,0 jj.1 

polimeraza Taq (0,5 jednostek/|il) - 0,5 jednostek/reakcję 1,0 \i\ 

Próbki uzupełniano wodą do końcowej objętości 25 (ii. Reakcję PCR wykonywano 

w termocyklerze (Biometra) w następujących warunkach: 

A 

Denaturacja wstępna 94°C - 2 min 

Denaturacja 94°C - 1 min 

Przyłączanie starterów 

GAPDH człowiek/szczur 59°C - 1 min 

SNAT3 człowiek/szczur 59°C - 1 min 

ASCT2 człowiek 59°C - 1 min 

ASCT2 szczur 55°C - 1 min 

SNAT5 człowiek 59°C- 1 min 

SN ATI człowiek 54°C - 1 min 

SN ATI szczur 55°C - 1 min 

Wydłużanie łańcucha 72°C - 2 min 

Faza ostatecznego wydłużania 72°C - 7 min 

30 cykli 

J 
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Tabela IV. 1. Sekwencje i pozycja starterów wykorzystanych w analizie RT-PCR, 
wielkość produktu oraz numer w banku danych 

Nazwa genu Sekwencja (5'- 3') Pozycja Wielkość 

produktu 

(pz) 

Numer w 

banku 

danych 

Człowiek / 

Szczur 

GAPDH 
F tgaaggtcggagtcaacggatttgg 

R catgtaggccatgaggtccaccac 

80-104 

1062-1038 
998 18202056 

SN AT3 
F aacatcggagccatgtccag 

R aaggtgaggtagccgaagag 

585-557 

1159-1140 
578 40795668 

Człowiek 

SN AT5 
F ggaactgcaggatccaaaga 

R aggtcagcaggaggtggatg 

846-865 

425-407 
303 15723369 

ASCT2 
F ccgctgatgatgaagtgc 

R cccccgatagtgtttgag 

1662-1679 

2168-2151 
507 5032092 

SN ATI 
F cccgaggatgataacattag 

R ttatggcagagggtagttc 

509-528 

986-968 
479 21361928 

Szczur 

ASCT2 
F gccagtccacggccaagatc 

R gcctggtcgtgttcgctata 

1769-1750 

1086-1102 
687 4454308 

SN ATI 
F cccattgtcactgctgagaa 

R tccctgatagtggggacaaa 

1015-1034 

1695-1676 
497 31343536 

IV. 10.4. Elektroforeza 

Produkt PCR (5 fxl) poddawano rozdziałowi elektroforetycznemu w 1,5 % 

żelu agarozowym w buforze 0,5 x TBE (0,045 M TRIS-boran; 0,0001 M EDTA) 

przy natężeniu 50-80 V przez 2 - 4h. Żel agarozowy zawierał bromek etydyny (50 

jAg/ml), który po związaniu z DNA i wzbudzeniu światłem nadfioletowym 

intensywnie fluoryzuje, emitując światło o pomarańczowym zabarwieniu. Produkty 

PCR oglądano w ultrafiolecie, a następnie poddawano ilościowej analizie 

43 
http://rcin.org.pl



MATERIAŁY I METODY 

densytometrycznej i dokumentowano fotograficznie w celu ilościowej oceny 

ekspresji mRNA genów. Poziom ekspresji białek transportujących Gin badano w 

odniesieniu do ekspresji genu kodującego białka konstytutywnego - GAPDH. 

Komputerowa analiza obrazu żelu w świetle UV została wykonana w aparacie 

Nucieovision, przy pomocy oprogramowania GelExpert 4.0 (NucleoTech). 

IV 10.5. Sekwencjonowanie 

Sekwencjonowanie produktu RT-PCR prowadzono w Pracowni 

Sekwencjonowania DNA i Syntezy Nukleotydów Instytutu Biochemii i Biofizyki 

PAN z zastosowaniem zestawu DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kits 

firmy Amersham Pharmacia Biotech przy użyciu aparatu 377 DNA Sequencer firmy 

ABI PRISM. Otrzymane sekwencje nukleotydów porównywano z sekwencjami 

zawartymi w bazie danych NCBI z wykorzystaniem programu BLAST 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 

IV. 11. »Badanie stabilności mRNA kodującego SNAT3 w warunkach 

obniżonego pH 

Aby odpowiedzieć na pytanie czy spadek mRNA kodującego SNAT3 

wywołany obniżeniem pH medium do 6,5 spowodowany jest zmniejszeniem 

syntezy czy obniżeniem stabilności mRNA, komórki inkubowano przez 4 godziny z 

inhibitorem polimerazy RNA II - 5-6-dichloro-l-ß-rybofuranozylobenzoimidazolem 

(DRB) o stężeniu 65 |iM (Sigma) [Hansen i wsp., 1996]. Następnie izolowano RNA 

i wykonywano reakcję RT-PCR. W tych warunkach wszelkie zmiany ekspresji 

odpowiadają zmianom stabilności mRNA. 

IV. 12. Warunki stosowania czynników egzogennych 

IV.12.1. Działanie inhibitora wymiennika Na+/H+ (HOE642) na komórki 

Wpływ hamowania wymiennika Na+/H+ na ekspresję genów kodujących 

SNAT3 i GAPDH mierzono po 4-godzinnej inkubacji komórek linii glejaków C6 i 
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T98G z inhibitorem tego wymiennika - „cariporidem" HOE642 (10 |xM) (Aventis) 

w pożywce o pH standardowym (7,4) lub obniżonym do 6,5. 

IV. 12.2. Działanie akry/amidu na komórki 

Próbki RNA pochodziły z Department of Pediatrics and Kennedy Center, 

Vanderbilt University Medical Center (Nashville, Tennessee, USA). RNA 

pozyskano z hodowli pierwotnej astrocytów szczurów rasy Fischer 344 (Wu i wsp., 

2005). Komórki inkubowano przez 6h w pożywce zwierającej akrylamid o stężeniu 

0,1 mM i 1 mM. 

IV. 12.3. Działanie inhibitora kinazy PI3K (LY294002) na komórki 

Komórki linii glejaka T98G inkubowano przez 4h lub 24h w medium 

zawierającym inhibitor PI3K - LY294002 - 2- (4-morfolinylo)-8-fenylo-4H-l-

benzopiran-4-on (w stężeniu 30 ^iM w przypadku 4h inkubacji oraz 10, 20, 30 jiM 

w przypadku 24h inkubacji) (Sigma). 

IV. 13. Wychwyt glutaminy przez komórki przy udziale poszczególnych 

układów 

Komórki hodowli pierwotnej astrocytów; linii glejaka C6 oraz linii glejaka 

T98G (transformowane lub nietransformowane) preinkubowano przez 30 minut w 

37°C w 0,25 ml medium inkubacyjnego (MI) zawierającego 150 mM NaCl; 3 mM 

KCl; 2 mM CaCl2; 0,8 mM MgC^; 5 mM Gic oraz 10 mM HEPES. Po preinkubacji 

zmieniano medium na MI zawierające 0,25 jiCi [3H] L-Gln oraz nieznakowaną Gin 

(0,156 mM, lub (w doświadczeniach kinetycznych) 0,156 - 10 mM) w objętości 

końcowej 0,25 ml. W przypadku doświadczeń kompetycyjnych stosowano 5mM 

roztwory aminokwasów lub swoistych inhibitorów transportu (32-krotny nadmiar). 

Komórki lizowano w 1 M NaOH przez 30 minut w 37°C. Układy transportujące Gin 

rozróżniano w następujący sposób: 

- układ ASC: badając wychwyt w obecności MeAIB, His, Leu 

- układ N: badając wychwyt w obecności MeAIB, Thr, Leu 

- układ L: badając wychwyt w obecności MeAIB, Thr, His 
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i # 

Zawartość H w lizatach mierzono w płynie scyntylacyjnym „Insta-Gel plus 

II" firmy Packard w liczniku scyntylacyjnym firmy Beckman. Kinetykę wychwytu 

obliczano w programie GraphPad Prism, 3.0. 

IV. 14. Oznaczanie białka 

Białko oznaczano w lizatach komórek zawieszonych w 1 M NaOH metodą 

Bradford [1976] używając albuminy cielęcej jako standardu. 100 ml odczynnika 

Bradforda zawierało 10 mg barwnika Coomassie Brillant Blue, 5 ml 96% etanolu i 

10 ml 86% kwasu ortofosforowego. 270 (il tego odczynnika dodawano do 30 fil 

lizatu i mierzono ekstynkcję przy długości fali 595 nm w spektrofotometrze firmy 

BioRad. 

IV. 15. Wyciszanie genu transportera SNAT3 

IV. 15.1. Klonowanie siRNA do plazmidu pSUPER 

Syntezę siRNA wykonano na matrycy plazmidu pSUPER (Invitrogen) pod 

kontrolą promotora Hl polimerazy III [Brummelkamp i wsp., 2002]. Użyto 

sekwencji ccaagagcuuccuacagaaa siRNA (ang. small interfering RNA) skierowanej 

przeciwko mRNA kodującemu SNAT3 człowieka, korespondującej z 

nukleotydamil35-153 genu (gi: 40795668). Wykorzystano oligonukleotydy (Sigma) 

z generowanymi miejscami restrykcyjnymi dla enzymów Bgl II i Hind III 

(Fermentas) oraz z sekwencją tworzącą strukturę szpilki do włosów - shRNA (ang. 

short hairpin RNA) o następującej sekwencji: 

Bgl II 
I sekwencja siRNA shRNA sekwencja siRNA 

5' GATCCCCCAAGAGCTTCCTACAGAAA7TC^G/4G^TTTCTGTAGGAAGCTCTTGTTTTTGGAAA 3' 
3' GGGGTTCTCGAAGGATGTCTTT/^G7TCRCTAAAGACATCCTTCGAGAACAAAAACCTTTTCGA 5' 

t  
Hind III 

shRNA rozpoznawana jest przez enzym DICER co prowadzi do degradacji całej 

sekwencji do siRNA. 
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Komplementarną sekwencję oligonukleotydów poddano hybrydyzacji w 

buforze zawierającym: 1 M Tris (pH 7,5); 5 M NaCl; 0,5 M EDTA w 65°C przez 10 

minut, a następnie w temperaturze pokojowej przez 3h. W następnej kolejności 

przeprowadzono ligację. Mieszanina ligacyjna zawierała następujące składniki: 

• plazmid pSUPER trawiony enzymami Bgl II i Hind III (50 ng) x jil 

mix oligonukleotydów (250 (iM) 1 \i\ 

bufor dla ligazy (10 x) 2 jil 

• ligazaT4 1 jxl 

. H20 do 20 y.il 

Po zmieszaniu mieszaninę pozostawiono w temperaturze pokojowej na l-3h, a 

następnie transformowano nią bakterie kompetentne. 

IV. 15.2. Szczep bakteryjny i transformacja 

Do namnożenia rekombinowanego plazmidu używano szczepu E. coli o 

genotypie: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) (p801acZAM15 AlacX74 recAl 

araD139 A (araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG (Invitrogen), 

hodowanego na podłożu imMedia™ Amp Agar (Invitrogen). Transformację 

komórek kompetentnych przeprowadzano według przepisu producenta. 

IV 15.3. Izolacja DNA plazmidowego i analiza klonów 

Płynne hodowle E. coli (200 ml lub 2 ml) hodowano przez 8h mieszając 300 

rpm w podłożu imMedia™ Amp Liquid (Invitrogen) a następnie wirowano 6 000 x 

g przez 15 minut. Izolację DNA plazmidowego przeprowadzano przy użyciu 

gotowego zestawu odczynników i kolumienek firmy QIAGEN, według przepisu 

producenta. Stężenie plazmidowego DNA oceniano elektro foretycznie i 

spektrofotometrycznie. Izolację DNA plazmidowego w celu przeprowadzenia 

analizy klonów wykonywano metodą lizy alkalicznej. Osad bakterii zawieszano w 

roztworze zawierającym: 25 mM Tris-HCl, 50 mM glukozę, 10 mM EDTA, a po 

delikatnym wymieszaniu dodawano roztwór zawierający: 0,2 M NaOH, 1% SDS, a 

następnie 7,5 M octan potasu. Po wirowaniu 14 000 xg(5 min.) do supernatantu 

dodawano jedną objętość mieszaniny: fenol/chloro form/alkohol izoamylowy. Po 5 

minutowym wirowaniu 14 000 x g do fazy wodnej dodawano jedną objętość 
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izopropanolu i poddawano ponownemu wirowaniu 14 000 x g. Osad przepłukiwano 

70% alkoholem etylowym i wirowano przez 5 minut. Po osuszeniu osad zawieszano 

w 25 jil wody destylowanej. DNA trawiono enzymami restrykcyjnymi EcoR I i 

Hind III (Fermentas). Rezultaty trawień analizowano w 2% żelu agarozowym. 

Wynik trawienia plazmidów: „pustego" oraz z wklonowaną wstawką przedstawia 

Rye. IV.1. 

Rye. IV. 1. Analiza restrykcyjna wektora pSUPER (1) i pSUPER - SNAT3 (2) 
trawionych enzymami restrykcyjnymi EcoR I i Hind III 

I 1 pz 

IV. 15.4. Transfekcja linii glejaka T98G plazmidami rekombinowanymi 

Konfluentną w 80% hodowlę linii glejaka T98G poddawano transfekcji 

plazmidami przy użyciu odczynnika Lipofectamine™ 2000 Reagent (Invitrogen). 

Wydajność transfekcji wynosi około 60%. DNA z Lipofectamine™ 2000 w medium 

Opti-MEM (GIBCO/BRL) inkubowano 30 minut w temperaturze pokojowej w 

proporcjach, które przedstawia Tabela IV.2. Mieszaninę tę podawano komórkom na 

6h. Transfekcję prowadzono w pożywce pozbawionej antybiotyków, a po 6h 

wymieniano pożywkę na medium z antybiotykami. Doświadczenia prowadzono po 

48h od momentu transfekcji, każdorazowo wykonując jednocześnie reakcję RT-

PCR, w celu sprawdzenia skuteczności metody siRNA. 

*-227 

<*-281 

1 2 
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Tabela IV.2. Warunki transfekcji z użyciem Lipofectamine ™ 2000 

Rodzaj płytki DNA (jig) Lipofectamine Objętość mieszaniny z 
medium (jil) ™ 2000 (jil) 

24-studzi enkowa 0,8 2 50 

6-studzienkowa 4 10 250 

IV. 16. Statystyczne opracowanie wyników 

Wyniki przedstawiono w postaci wartości średniej arytmetycznej ± 

odchylenie standardowe (SD). Liczbę doświadczeń przedstawiono w legendzie do 

Tabel lub Rycin. Znamienność statystyczną określano stosując test Mann-Whitney 

przy użyciu programu GraphPad Prism 3.0. 
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V. WYNIKI 

V. 1. Własności histologiczne i immunohistochemiczne glioblastoma multiforme 

(diagnostyka) 

Materiał biopsyjny guzów pochodzenia glejowego poddano rutynowej 

diagnozie histologicznej (barwienie H&E) i immunohistochemicznej (GFAP, 

wimentyna) przy współpracy z Zakładem Neuropatologii Doświadczalnej i 

Klinicznej IMDiK PAN. Badaniami objęto guzy pochodzenia glejowego o IV 

stopniu złośliwości wg WHO - glioblastoma multiforme (GBM) oraz o III stopniu 

złośliwości wg WHO - astrocytoma anaplasticum (AA). Ryc.V.l-3 przedstawiają 

typowy obraz mikroskopowy GBM, z cechami atypii jądrowej, polimorfizmem 

komórkowym, proliferacją mikronaczyń oraz ekspresją GFAP i wimentyny. 

Ryc.V.l. GBM. Polimorfizm komórkowy, atypia jądrowa oraz proliferacja 
mikronaczyń, x 400 
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Ryc.V.2. GBM. Ekspresja GFAP, x 400 

Ryc.V.3. GBM. Ekspresja wimentyny, x 400 
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V. 2. Własności immunocytochemiczne hodowli pierwotnych wyprowadzonych 

z GBM i AA 

Hodowle pierwotne wyprowadzone z GBM i AA poddane zostały analizie 

immunocytochemicznej. Wykonano zatem barwienia analogiczne, jak w przypadku 

materiału biopsyjnego guzów pochodzenia gl ejowego, a także barwienia na 

obecność jądrowego antygenu proliferacyjnego Ki-67 (wykorzystano przeciwciało 
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MIB 1) obecnego w fazach cyklu Gj, M, S, lecz nieobecnego w fazie G0. Hodowle 

wyprowadzone z glejaków wykazywały zróżnicowaną immunoreaktywność GFAP 

(Ryc.V.4), przy silnej ekspresji wimentyny (Ryc.V.5) i jądrowego Ki-67 (Ryc.V.6). 

Ryc.V.4. Hodowle pierwotne wyprowadzone z GBM barwione na obecność GFAP. 
Obecne dobrze zróżnicowane komórki szeregu astroglejowego z silną ekspresją 
GFAP, x 400 

Ryc.V.5. Hodowle pierwotne wyprowadzone z GBM barwione na obecność 
wimentyny, x 400 

ü  

r 
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Ryc.V.6. Hodowle pierwotne wyprowadzone z GBM znakowane przeciwciałem 
MIB 1, x 400 

V. 3. Ekspresja mRNA genów kodujących białka transportujące Gin: SNAT3, 

SNAT5, ASCT2, SNAT1 

Analizie ekspresji mRNA genów kodujących białka transportujące Gin 

należące do układu N (SNAT3; SNAT5), układu ASC (ASCT2) i układu A 

(SNAT1) poddano guzy pochodzenia glejowego o III i IV stopniu złośliwości wg 

WHO (GBM i AA), przerzuty do OUN wywodzące się z nowotworów narządów 

obwodowych i hodowle pierwotne wyprowadzone z glejaków. W przypadku 

transportera SNAT3 zbadano ponadto ekspresję mRNA w guzie o II stopniu 

złośliwości wg WHO. 

Ekspresja mRNA genów kodujących transportery SNAT3 i ASCT2 w 

guzach pochodzenia glejowego o wysokim stopniu złośliwości: GBM i AA była 

odpowiednio trzykrotnie i ponad dwukrotnie podwyższona w stosunku do tkanki 

kontrolnej. Nie wykazano zmian ekspresji mRNA genów kodujących SNAT1 i 

SNAT5 w glejakach złośliwych w porównaniu z kontrolą (Ryc.V.7). 

Analizie ekspresji mRNA kodującego SNAT3 poddano inny przypadek guza 

OUN -oligodendroglioma, o II stopniu złośliwości wg WHO. W guzie tym nie 

wykazano zmian ekspresji mRNA dla tego transportera (Ryc.V.8). 

Ekspresja mRNA genu kodującego SNAT3 w przerzutach nie wykazywała 

różnic istotnych statystycznie w stosunku do tkanki kontrolnej. Natomiast w 
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przypadku transportera SNAT5 stwierdzono obniżenie, a w przypadku transportera 

ASCT2 2,5-krotne zwiększenie ekspresji w porównaniu z kontrolą (Ryc.V.9). 

Ekspresja mRNA genów kodujących SNAT3 i SNAT5 w hodowlach 

wyprowadzonych z guzów pochodzenia glej owego była wyraźnie obniżona w 

stosunku do tych guzów. Najsilniejszy spadek obserwowano w przypadku SNAT3, 

gdzie w trzech spośród dziewięciu badanych hodowli stwierdzono nawet całkowity 

zanik ekspresji mRNA dla tego transportera. W przypadku mRNA kodującego 

ASCT2 i SN ATI w hodowli wyprowadzonej z GBM i AA nie stwierdzono różnic w 

ekspresji w stosunku do guzów pierwotnych (Ryc.V.ll). 

Elektroforetyczny rozdział na żelu agarozowym produktów RT-PCR mRNA 

dla transporterów: SNAT3 (578 pz); SNAT5 (303 pz); ASCT2 (507 pz); SN ATI 

(479 pz) w kontroli, glejakach i przerzutach (w przypadku transportera SNAT3) 

przedstawia Ryc.V.lO. 

Elektroforetyczny rozdział na żelu agarozowym produktów RT-PCR mRNA 

dla transporterów: SNAT3; SNAT5; ASCT2 oraz SN ATI w glejakach złośliwych i 

w wyprowadzonych z nich hodowlach przedstawia Ryc.V.12. 

Ryc.V.7. Ekspresja mRNA genów kodujących białka transporterowe: SNAT3; 
SNAT5; ASCT2; SN ATI w guzach pochodzenia glejowego o wysokim stopniu 
złośliwości (GBM i AA) oraz w kontroli mierzona stosunkiem intensywności 
produktu reakcji RT-PCR badanego białka do genu białka GAPDH 

< 0,8 

2 0,4 -

<D 0,2 - • kontrola 

• GBM/AA 

SNAT3 SNAT5 ASCT2 SNAT1 

Wykorzystano 10 różnych kontroli oraz w sumie 17 przypadków GBM i AA. Z każdej 
tkanki wykonano po 3 niezależne izolacje. Wyniki przedstawiono jako średnią ± SD. 
*p<0,05 w stosunku do kontroli (Mann-Whitney test). 
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Ryc.V.8. Ekspresja mRNA genu kodującego transporter SNAT3 w 
oligodendroglioma o II stopniu złośliwości wg WHO oraz w kontroli mierzona 
stosunkiem intensywności produktu reakcji RT-PCR badanego białka do genu 
białka GAPDH 

1.2 i 

1 -

0 , 8 -

0,6 

0,4 

0,2 

• kontrola 

• oligodendroglioma 

SNAT3 

Wykorzystano 10 różnych kontroli oraz pojedynczy przypadek oligodendroglioma. Z 
każdej tkanki wykonano po 3 niezależne izolacje. Wyniki przedstawiono jako 
średnią. 

Ryc.V.9. Ekspresja mRNA genów kodujących białka transporterowe: SNAT3; 
SNAT5; ASCT2; SN ATI w przerzutach wywodzących się z nowotworów narządów 
obwodowych oraz w kontroli mierzona stosunkiem intensywności produktu reakcji 
RT-PCR badanego białka do genu białka GAPDH 

L r  

T  

• kontrola 

• przerzuty 

SNAT3 SNAT5 ASCT2 SNAT1 

Wykorzystano 10 różnych kontroli oraz w sumie 6 przypadków przerzutów. Z każdej 
tkanki wykonano po 3 niezależne izolacje. Wyniki przedstawiono jako średnią ± SD. 
*p<0,05 w stosunku do kontroli (Mann-Whitney test). 
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Ryc.V.lO. Analiza ekspresji mRNA genów kodujących białka transporterowe: 
SNAT3; SNAT5; ASCT2; SNAT1 w kontroli (K), w glioblastoma (GBM) oraz w 
przerzutach (P) 

SNAT3 SNAT5 ASCT2 SNAT1 

Ryc.V.ll. Ekspresja mRNA genów kodujących białka transporterowe: SNAT3; 
SNAT5; ASCT2; SN ATI w guzach pochodzenia glejowego o wysokim stopniu 
złośliwości (GBM i AA) oraz w hodowlach wyprowadzonych z tych guzów 
mierzona stosunkiem intensywności produktu reakcji RT-PCR badanego białka do 
genu białka GAPDH 

• GBM/AA 

• hodowla 

SNAT3 SNAT5 ASCT2 SNAT1 

Wykorzystano w sumie 12 różnych przypadków GBM i AA oraz 9 hodowli 
wyprowadzonych z tych guzów. Z każdej tkanki wykonano po 3 niezależne izolacje. 
Wyniki przedstawiono jako średnią ± SD. *p<0,05 w stosunku do GBMAA (Mann-
Whitney test). 
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Ryc.V.12. Analiza ekspresji mRNA genów kodujących białka transporterowe: 
SNAT3; SNAT5; ASCT2; SNAT1 w glioblastoma (GBM) oraz w hodowli 
wyprowadzonej z GBM (H) 

GBM H GBM H GBM H GBM H 

500 

SNAT3 SNAT5 ASCT2 SNAT1 

V. 4. Immunohistochemia SNAT3 w GBM 

Wycinki GBM poddano barwieniu immunohistochemicznemu na obecność 

SNAT3. Zaobserwowano silną ekspresję białka w błonach komórkowych 

(Ryc.V.13), w cytoplazmie w pojedynczych komórkach nowotworowych 

(Ryc.V.14) oraz w komórkach śródbłonka (Ryc.V.15). 

Ryc.V.13. Immunoreaktywność SNAT3 w błonach komórkowych i cytoplazmie, x 
1000 
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Ryc.V.14. Immunoreaktywność SNAT3 w cytoplazmie w pojedynczych komórkach 
nowotworowych, x 1000 

Ryc.V.15. Immunoreaktywność SNAT3 w komórkach śródbłonka, x 1000 

V. 5. Wpływ obniżenia pH medium hodowlanego na różne własności komórek 

V. 5.1. Żywotność komórek linii glejaków C6, T98G oraz hodowli pierwotnej 

astrocytów 

Inkubacja w medium hodowlanym o pH obniżonym do 6,5 przez 4h nie 

wpływała na przeżywalność komórek w żadnym spośród badanych typów komórek: 

w liniach glejaków C6, T98G ani w hodowli pierwotnej astrocytów (Ryc.V.16). 
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Ryc.V.16. Żywotność komórek (test MTT) po 4h inkubacji w medium o obniżonym 
pH w linii glejaka C6, linii glejaka T98G oraz w hodowli pierwotnej astrocytów 

C6 T98G astrocyty 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 5 niezależnych doświadczeń ± SD. 

V. 5.2. Pomiar wewnątrzkomórkowego pH (pHi) komórek linii glejaków C6, T98G 

oraz hodowli pierwotnej astrocytów 

Pomiarowi wewnątrzkomórkowego pH (pHi) po obniżeniu pH medium 

hodowlanego poddano linię glejaka szczurzego C6, linię glejaka ludzkiego T98G 

oraz hodowlę pierwotną astrocytów. W badanych liniach nowotworowych 

zarysowała się statystycznie nieznamienna tendencja do wzrostu pH 

wewnątrzkomórkowego. Efekt ten był znamienny statystycznie w przypadku 

hodowli pierwotnej astrocytów, gdzie obserwowano wzrost pHi z 6,79 do 7,07. W 

linii glejaka T98G zwraca uwagę najwyższe pH wewnątrzkomórkowe w 

porównaniu z linią glejaka C6 oraz hodowlą pierwotną astrocytów (Ryc.V.17). 
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Ryc.V.17. Wpływ 4h inkubacji w medium o obniżonym pH na pH 
wewnątrzkomórkowe w linii glejaka C6, linii glejaka T98G oraz w hodowli 
pierwotnej astrocytów 

8 -i 

• kontrola 

• pH 6,5 

C6 T98G astrocyty 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 3-6 niezależnych doświadczeń ± SD. *p<0,05 
w stosunku do kontroli (inkubacja w pożywce o pH standardowym) (Mann-Whitney 
test). 

V. 5.3. Ekspresja mRNA genów kodujących białka transportujące Gin: SNAT3, 

SNA T5, ASCT2, SN ATI po obniżeniu pH medium hodowlanego komórek linii 

glejaków C6, T98G oraz hodowli pierwotnej astrocytów 

We wszystkich analizowanych liniach komórkowych zbadano poziom 

ekspresji mRNA genów kodujących białka transportujące Gin: SNAT3, ASCT2 i 

SNAT1 po zakwaszeniu medium. W przypadku linii glejaka T98G zbadano ponadto 

ekspresję mRNA kodującego SNAT5. 

Ekspresja mRNA genu kodującego SNAT3 ulegała selektywnemu i 

znamiennemu statystycznie obniżeniu po 4h inkubacji w medium o pH obniżonym 

do 6,5 w stosunku do inkubacji w medium standardowym (pH 7,4). Zjawisko to 

stwierdzono we wszystkich badanych typach komórek. W przypadku linii glejaka 

C6 był to spadek ponad 2,5-krotny, w przypadku linii glejaka ludzkiego T98G i 

hodowli pierwotnej astrocytów około 2-krotny. Ekspresja mRNA kodującego 

zarówno SNAT1, jak i ASCT2 nie ulegała zmianom istotnym statystyczne w tych 

samych warunkach doświadczalnych w żadnym spośród badanych typów komórek 

(Ryc.V.18, Ryc.V.20, Ryc.V.22). Podobnie nie stwierdzono zmian w ekspresji 
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mRNA kodującego SNAT5 podczas inkubacji w pożywce o obniżonym pH w linii 

glejaka T98G (Ryc.V.20). Dodatkowa 4-godzinna inkubacja w pożywce o 

standardowym pH znosiła efekt obniżenia ekspresji mRNA kodującego SNAT3 w 

linii glejaka szczurzego C6 (Ryc.V.24). 

Elektroforetyczny rozdział na żelu agarozowym produktów RT-PCR mRNA 

dla transportera SNAT3 (578 pz) i GAPDH (998 pz) w warunkach kontrolnych i w 

zmienionym pH przedstawia w linii glejaka C6 - Ryc.V.19, w linii glejaka T98G -

Ryc.V.21, a w hodowli pierwotnej astrocytów - Ryc.V.23. 

Ryc.V.18. Ekspresja mRNA kodującego białka transporterowe: SNAT3, ASCT2, 
SNAT1 po 4h inkubacji w medium o obniżonym pH w linii glejaka C6 mierzona 
stosunkiem intensywności produktu reakcji RT-PCR badanego białka do genu 
białka GAPDH 

1.2 i 

I 1 • 
O 
CL 
< 0,8 Ą 
0 ' 1 

</> 
% 0.6-
5T 
1 0A 
(0 
u 0,2 • kontrola 

• pH 6,5 

SNAT3 ASCT2 SNAT1 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 3 - 8 niezależnych doświadczeń ± SD. *p<0,05 
w stosunku do kontroli (inkubacji w pożywce o pH standardowym) (Mann-Whitney 
test). 

Ryc.V.19. Analiza ekspresji mRNA genu kodującego białko transporterowe SNAT3 
oraz białko GAPDH po 4h inkubacji w medium o obniżonym pH i w pożywce 
standardowej w linii glejaka C6 

pz 

1000 

500 

GAPDH 

SNAT3 

kontrola pH 6,5 

61 
http://rcin.org.pl



WYNIKI 

Ryc.V.20. Ekspresja mRNA kodującego białka transporterowe: SNAT3, SNAT5, 
ASCT2, SN ATI po 4h inkubacji w medium o obniżonym pH w linii glejaka T98G 
mierzona stosunkiem intensywności produktu reakcji RT-PCR badanego białka do 
genu białka GAPDH 

1,4 

x 1,2 
O 
< 1 
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w 0,8 

$ 0,6 
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0 
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• kontrola 
• pH 6,5 

SNAT3 SNAT5 ASCT2 SNAT1 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 4 niezależnych doświadczeń ± SD. *p<0,05 w 
stosunku do kontroli (inkubacja w pożywce o pH standardowym) (Mann-Whitney 
test). 

Ryc.V.21. Analiza ekspresji mRNA genu kodującego białko transporterowe SNAT3 
oraz białko GAPDH po 4h inkubacji w medium o obniżonym pH i w pożywce 
standardowej w linii glejaka T98G 

pz 

1000 

500 

GAPDH 

SNAT3 

kontrola pH 6,5 
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Ryc.V.22. Ekspresja mRNA kodującego białka transporterowe: SNAT3, ASCT2, 
SN ATI po 4h inkubacji w medium o obniżonym pH w hodowli pierwotnej 
astrocytów mierzona stosunkiem intensywności produktu reakcji RT-PCR badanego 
białka do genu białka GAPDH 

1,2 i 

<  0 , 8 -

<d 0,2 
• kontrola 

• pH 6,5 

SNAT3 ASCT2 SNAT1 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 4 niezależnych doświadczeń ± SD. *p<0,05 w 
stosunku do kontroli (inkubacja w pożywce o pH standardowym) (Mann-Whitney 
test). 

Ryc.V.23. Analiza ekspresji mRNA genu kodującego białko transporterowe SNAT3 
oraz białko GAPDH po 4h inkubacji w medium o obniżonym pH i w pożywce 
standardowej w hodowli pierwotnej astrocytów 

pz 

GAPDH 

SNAT3 

kontrola pH 6,5 
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Ryc.V.24. Ekspresja mRNA kodującego białko transporterowe SNAT3 po 4h 
inkubacji w medium o obniżonym pH a następnie 4h inkubacji w medium o pH 7, 4 
w linii glejaka C6 mierzona stosunkiem intensywności produktu reakcji RT-PCR 
badanego białka do genu białka GAPDH 

O 0,8 

5T 0,4 

^ 0,2 
• kontrola 

• pH 6,5 4h + pH 7,4 4h 

SNAT3 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 5 niezależnych doświadczeń ± SD. 

V. 5.4. Ocena stabilności mRNA genu kodującego SN AT3 w linii glejaka C6 

Analizie stabilności mRNA genu kodującego SNAT3 w medium o 

obniżonym pH poddano linię glejaka C6. Użyto w tym celu specyficznego 

inhibitora procesu transkrypcji - 5-6-dichloro-l-ß-rybofuranozylobenzoimidazolu 

(DRB) w stężeniu 65 (iM. Zaobserwowano znamienny statystycznie spadek 

ekspresji mRNA kodującego SNAT3 podczas 4-godzinnej inkubacji w medium o 

pH standardowym w obecności inhibitora transkrypcji. W medium o pH obniżonym 

do 6,5 poziom ekspresji mRNA kodującego SNAT3 ulegał ponad 2,5-krotnemu 

obniżeniu po 4-godzinnej inkubacji, zarówno w obecności, jak i pod nieobecność 

DRB. W obu przypadkach były to zmiany znamienne statystyczne. Wynik ten 

świadczyć może o tym, że obniżenie mRNA w warunkach niskiego pH wiąże się 

głównie, jeśli nie wyłącznie ze spadkiem jego stabilności (Ryc.V.25-26). 
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Ryc.V.25. Ekspresja mRNA genu kodującego białko transporterowe SNAT3 w linii 
glejaka C6 po inkubacji w medium o obniżonym pH bądź w pożywce standardowej 
w obecności lub pod nieobecność inhibitora polimerazy RNA II (DRB), mierzona 
stosunkiem intensywności produktu reakcji RT-PCR badanego białka do genu 
białka GAPDH 

• kontrola 

• +DRB 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 3 niezależnych doświadczeń ± SD. p<0,05 w 
stosunku do kontroli, *p<0,05 w stosunku do inkubacji w pH 7,4 (Mann-Whitney 
test). 

Ryc.V.26. Analiza ekspresji mRNA genu kodującego białko transporterowe SNAT3 
oraz białko GAPDH w linii glejaka szczurzego C6 po inkubacji w medium o 
obniżonym pH bądź w pożywce standardowej w obecności lub pod nieobecność 
inhibitora polimerazy RNA II (DRB) 

GAPDH 

SNAT3 

pH 7,4 

DRB 

pH 6,5 
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V. 5.5. Wychwyt Gin przez komórki linii glejaków C6, T98G oraz hodowli 

pierwotnej astrocytów 

Przeprowadzono analizę wychwytu Gin przez komórki linii glejaka C6, linii 

glejaka T98G oraz komórki hodowli pierwotnych astrocytów po 4-godzinnym 

hodowaniu w pożywce o standardowym i obniżonym pH. 

We wszystkich badanych typach komórek dominował wychwyt Gin z 

udziałem układu ASC. Największy udział tego układu w wychwycie Gin 

zaobserwowano w linii glejaka C6 (około 62% wychwytu całkowitego). W 

przypadku linii glejaka T98G i hodowli pierwotnej udział ten wynosił około 40%. 

Układ N w nieznacznym stopniu uczestniczył w pobieraniu glutaminy we 

wszystkich badanych typach komórek. W obu liniach glejaka odpowiadał on za 

około 7%, a w hodowli pierwotnej astrocytów za około 18% wychwytu 

całkowitego. Obniżenie pH (4h) medium hodowlanego do 6,5 nie miało wpływu na 

wychwyt całkowity, ani na udział poszczególnych układów w wychwycie Gin w 

żadnym spośród badanych typów komórek (Ryc.V.27-29). 

Ryc.V.27. Wychwyt Gin przez komórki linii glejaka C6 po 4h inkubacji w medium 
o obniżonym pH i w pożywce standardowej (kontrola) mierzony w obecności 
inhibitorów poszczególnych układów: MeAIB i Thr (aktywne układy N i L); 
MeAIB, Thr, Leu (aktywny układ N); MeAIB, His (aktywne układy ASC i L) 

• kontrola 

• pH 6,5 

MeAIB +Thr MeAIB +Thr+Leu MeAIB +His 

Układ N + L N ASC + L 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 3 niezależnych doświadczeń ± SD. 
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Ryc.V.28. Wychwyt Gin przez komórki linii glejaka T98G po 4h inkubacji w 
medium o obniżonym pH i w pożywce standardowej (kontrola) mierzony w 
obecności inhibitorów poszczególnych układów: MeAIB i Thr (aktywne układy N i 
L); MeAIB, Thr, Leu (aktywny układ N); MeAIB, His (aktywne układy ASC i L) 

80 -i 

70-

2 60 
c 

• kontrola 
• pH 6,5 

MeAIB +Thr MeAIB +Thr+Leu MeAIB +His 

Układ N + L N ASC + L 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 3 niezależnych doświadczeń ± SD. 

Ryc.V.29. Wychwyt Gin przez komórki hodowli pierwotnej astrocytów po 4h 
inkubacji w medium o obniżonym pH i w pożywce standardowej (kontrola) 
mierzony w obecności inhibitorów poszczególnych układów: MeAIB i Thr 
(aktywne układy N i L); MeAIB, Thr, Leu (aktywny układ N); MeAIB, His 
(aktywne układy ASC i L) 
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jl i • kontrola 
• pH 6,5 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 3 niezależnych doświadczeń ± SD. 
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Parametry kinetyki wychwytu glutaminy (Vmax i Km) nie ulegały istotnym 

statystycznie zmianom w wyniku hodowania w pożywce o obniżonym pH. 

Obserwacja ta dotyczyła zarówno linii glejaka C6 (Tabela V.1), jak i hodowli 

pierwotnej astrocytów (Tabela V.2). 

Tabela V.l. Analiza kinetyczna wychwytu Gin przez komórki linii glejaka C6 w 
warunkach obniżonego pH 

Wychwyt Vmax (nmol/min/mg białka) Km (mM) 

całkowity pH 7,4 3,36 ±0,11 1,49 ±0,07 

całkowity pH 6,5 3,32 ±0,1 1,64 ±0,09 

przez układ N pH 7,4 1,33 ±0,05 0,69 ± 0,07 

przez układ N pH 6,5 1,03 ±0,06 0,58 ± 0,06 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 3 niezależnych doświadczeń ± SD. 

Tabela V.2. Analiza kinetyczna wychwytu Gin przez komórki hodowli pierwotnej 
astrocytów w warunkach obniżonego pH 

Wychwyt Vmax (nmol/min/mg białka) Km (mM) 

całkowity pH 7,4 2,94 ±0,12 0,23 ± 0,05 

całkowity pH 6,5 3,03 ± 0,09 0,21 ±0,08 

przez układ N pH 7,4 1,3 ±0,13 0,87 ± 0,06 

przez układ N pH 6,5 1,25 ±0,09 0,81 ±0,07 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 3 niezależnych doświadczeń ± SD. 
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V. 6. Pomiar wewnątrzkomórkowego pH (pHi) po farmakologicznym 

zahamowaniu wymiennika Na+/H+ w pożywce standardowej i w medium o 

obniżonym pH w linii glejaka T98G i hodowli pierwotnej astrocytów 

Pomiarowi wewnątrzkomórkowego pH (pHi) po farmakologicznym 

zahamowaniu wymiennika Na+/H+ inhibitorem HOE642 (10|j.M) w pożywce 

standardowej i w obniżonym pH poddano hodowlę pierwotną astrocytów i linię 

glejaka T98G. Zbadano łączny wpływ zahamowania wymiennika Na+/tT i inkubacji 

w medium o obniżonym pH na wewnątrzkomórkowe pH. W przypadku hodowli 

pierwotnej astrocytów zaobserwowano tendencję wzrostu pHi po 4-godzinnym 

zahamowaniu Na+/H+ w pożywce o pH standardowym oraz brak zmian pHi w 

obecności HOE642 w pożywce o pH 6,5 (Ryc.V.30). Linia glejaka T98G nie 

wykazywała zmian pHi po zablokowaniu wymiennika Na+/H+ ani w pożywce 

kontrolnej, ani w pożywce o obniżonym pH (Ryc.V.31). 

Ryc.V.30. Wpływ farmakologicznego zahamowania wymiennika Na+/H+ z użyciem 
inhibitora HOE642 na pH wewnątrzkomórkowe w hodowli pierwotnej astrocytów 

• kontrola 

• HOE642 

pH 7,4 pH 6,5 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 4 niezależnych doświadczeń ± SD. 
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Ryc.V.31. Wpływ farmakologicznego zahamowania wymiennika Na+/H+ z użyciem 
inhibitora HOE642 i 4h inkubacji w medium o obniżonym pH na pH 
wewnątrzkomórkowe w linii glejaka T98G 

B 7,6 

6,2 • kontrola 

• HOE642 

pH 7,4 pH 6,5 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 8-9 niezależnych doświadczeń ± SD. 

V. 7. Analiza ekspresji mRNA kodującego SNAT3 po farmakologicznym 

zahamowaniu wymiennika Na+/H+ w pożywce standardowej i w medium o 

obniżonym pH w linii glejaka C6 i glejaka T98G 

Analizie ekspresji mRNA genu kodującego białko transporterowe SNAT3 w 

medium o obniżonym pH i w obecności inhibitora wymiennika Na+/H+ - HOE642 

(10 (xM) poddano linie glejaka C6 oraz T98G. Ekspresja mRNA genu kodującego 

SNAT3 wzrosła ponad 2-krotnie po 4h inkubacji z HOE642 w pożywce 

standardowej, zarówno w linii C6, jak i T98G. W pożywce o obniżonym pH wzrost 

ten był nieznamienny statystycznie w obu badanych liniach komórkowych 

(Ryc.V.32 A, B). 
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Ryc.V.32. Wpływ inhibitora wymiennika Na+/H+ na ekspresję mRNA kodującego 
białko transporterowe SNAT3, mierzoną stosunkiem intensywności produktu reakcji 
RT-PCR badanego białka do genu białka GAPDH, po 4h inkubacji w medium o 
obniżonym pH oraz w pożywce standardowej w linii glejaka C6 (A) i linii glejaka 
T98G (B) 

kontrola 

HOE642 

pH 7,4 pH 6,5 

• kontrola 
• HOE642 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 3 niezależnych doświadczeń ± SD. *p<0,05 w 
stosunku do kontroli (inkubacji w pożywce o pH standardowym) (Mann-Whitney 
test). 
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V. 8. Własności komórek linii glejaka T98G po transfekcji plazmidem z 

wklonowaną sekwencją skierowaną przeciwko SNAT3 

V. 8.1. Ekspresja mRNA kodującego SNAT3 

Po wklonowaniu sekwencji siRNA skierowanej przeciwko mRNA 

kodującemu ludzki SNAT3 do plazmidu pSUPER wykonano transfekcję linii 

glejaka T98G pustym plazmidem pSUPER i plazmidem ze wstawką siRNA -

pSUPER-SNAT3. Po 42h od transfekcji wykonano analizę ekspresji mRNA genu 

kodującego SNAT3 z użyciem metody RT-PCR. Wykazano spadek ekspresji 

mRNA tego genu po transfekcji plazmidem pSUPER-SNAT3 w porównaniu z 

transfekcją plazmidem kontrolnym pSUPER (Ryc.V.33). 

Ryc.V.33. Ekspresja mRNA genu kodującego białko transporterowe SNAT3 i genu 
kodującego białko GAPDH po 42h transfekcji linii glejaka ludzkiego T98G 
plazmidami pSUPER (kontrola) i pSUPER-SNAT3 

pz 
4 

•GAPDH 

•SNAT3 

pSUPER pSUPER-SNAT3 

V. 8.2. Barwienie immunocytochemiczne na obecność transportera SNAT3 

Linia glejaka T98G po 42h od transfekcji plazmidami: pSUPER (kontrola) i 

pSUPER-SNAT3 poddana została barwieniu immunocytochemicznemu z użyciem 

przeciwciała anty-SNAT3. Zaobserwowano silną immunoekspresję SNAT3 w 

przypadku transfekcji plazmidem pSUPER i słabą w przypadku plazmidu z 

wklonowaną sekwencją siRNA anty-SNAT3 (Ryc.V.34). 
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Ryc.V.34. Immunoekspresja SNAT3 w komórkach T98G transfekowanych 
plazmidem kontrolnym (pSUPER) oraz zawierającym wklonowaną sekwencję 
siRNA (pSUPER-SNAT3), x 1000 

^• *': W * 1 

jfr $ * v»*W 

«•»%». V«% v/'»« •« «*** v H 
pSUPER pSUPER-SNAT3 

K O. Wychwyt Gin przez komórki 

Po 42 godzinach od transfekcji komórek linii glejaka T98G wykonano 

pomiar całkowitego wychwytu Gin oraz udziału układu N w tym procesie. Nie 

stwierdzono różnic w wychwycie całkowitym glutaminy w przypadku transfekcji 

plazmidem pSUPER-SNAT3 w porównaniu z kontrolą (transfekcja pSUPER). 

Udział układu N był taki sam dla komórek transfekowanych plazmidem pSUPER 

oraz pSUPER-SNAT3 i w obu przypadkach wynosił on około 8,5% wychwytu 

całkowitego (Ryc.V.35). 

73 
http://rcin.org.pl



WYNIKI 

Ryc.V.35. Transport Gin przez układ N do komórek glejaka T98G po 42h 
transfekcji plazmidami: pSUPER i pSUPER-SNAT3, mierzony w obecności 
inhibitorów pozostałych układów: MeAIB (A), Thr (ASC), Leu (L) 
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1 80 -*-» 
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o 

60 • 
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O 40 -
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o 20 -

pSUPER pSUPER-SNAT3 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 3 niezależnych doświadczeń ± SD. 

V. 8.4. Liczba komórek 

Porównano liczbę komórek linii glejaka T98G po 42h od transfekcji 

plazmidem pSUPER (kontrola) oraz pSUPER-SNAT3 w hodowlach, w których 

wyjściowo liczba komórek była jednakowa. Zaobserwowano 28-procentowy, 

znamienny statystycznie spadek liczby komórek po transfekcji plazmidem pSUPER-

SNAT3 w stosunku do komórek transfekowanych plazmidem pSUPER (kontrola) 

(Rye. V.36). 
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Ryc.V.36. Liczba komórek po 42h od transfekcji linii glejaka T98G plazmidami: 
pSUPER (kontrola) i pSUPER-SNAT3 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 4 niezależnych doświadczeń ± SD. *p<0,05 w 
stosunku do kontroli (Mann-Whitney test). 

V. 8.5. Indeks proliferacji 

Po 42h od transfekcji plazmidem pSUPER (kontrola) oraz pSUPER-SNAT3 

linii glejaka T98G komórki poddano barwieniu immunocytochemicznemu na 

obecność antygenu Ki-67. Indeks proliferacji wyznaczano poprzez liczenie komórek 

pozytywnie reagujących z przeciwciałem anty-Ki-67 na 1000 komórek, a wyniki 

przedstawiono w procentach. Immuno ekspresja po transfekcji plazmidem 

kontrolnym oraz plazmidem z wklonowaną sekwencją siRNA była prawie 

identyczna (Tabela V.3). 

Tabela V.3. Indeks proliferacji po transfekcji plazmidem pSUPER (kontrola) oraz 
pSUPER-SNAT3 linii glejaka T98G 

0,9 

0 
pSUPER pSUPER-SNAT3 

Immunoekspresja 
Ki-67 (%) pSUPER pSUPER-SNAT3 

obecność 8 5  ± 8  8 6  ± 7  

brak 15 ± 1 14 ± 2 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 3 niezależnych doświadczeń ± SD. 
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V. 9. Ekspresja mRNA genu kodującego białko transporterowe SNAT3 w 

warunkach inkubacji z karcynogenem (akrylamid) w hodowli pierwotnej 

astrocytów 

Ekspresja mRNA genu kodującego SNAT3 ulegała ponad 4-krotnemu 

podwyższeniu po 6h inkubacji w medium zawierającym 0,1 mM akrylamid w 

hodowli pierwotnej astrocytów w stosunku do hodowli w medium standardowym. 

W przypadku wyższego stężenia akrylamidu (1 mM) stwierdzono około 3-krotny 

wzrost ekspresji mRNA (Ryc.V.37). 

Elektroforetyczny rozdział na żelu agarozowym produktu RT-PCR mRNA 

kodujących SNAT3 (578 pz) i białko konstytutywne GAPDH (998 pz) w warunkach 

kontrolnych i w obecności akrylamidu w hodowli pierwotnej astrocytów 

przedstawia Rye. V.38. 

Rye. V.37. Wpływ akrylamidu na ekspresję mRNA kodującego SNAT3, mierzona 
stosunkiem intensywności produktu reakcji RT-PCR badanego białka do ekspresji 
genu białka GAPDH, w hodowli pierwotnej astrocytów 

kontrola 0,1 mM akrylamid 1mM akrylamid 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 3 niezależnych doświadczeń ± SD. *p<0,05 w 
stosunku do kontroli (Mann-Whitney test). 
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Ryc.V.38. Analiza ekspresji mRNA genu kodującego białko transporterowe SNAT3 
oraz białko GAPDH w hodowli pierwotnej astrocytów po 24h inkubacji z 0,1 mM i 
1 mM akrylamidem 

GAPDH 

SNAT3 

kontrola 0,1 mM 1 mM 
akrylamid akrylamid 

V. 10. Wpływ zahamowania aktywności PI3K na żywotność komórek linii 

glejaka T98G 

Test MTT wykazał spadek przeżywalności komórek linii glejaka T98G po 

24h inkubacji w medium hodowlanym z inhibitorem PI3K - LY294002. Spadek ten 

był zależny od dawki inhibitora (Ryc.V.39A). 

Morfologiczne zmiany chromatyny jądrowej wizualizowano poprzez 

barwienie odczynnikiem Hoechst 33258. Po 24h inkubacji z inhibitorem LY294002 

(30 fiM) obserwowano fragmentaryzację bądź kondensację chromatyny, świadczącą 

o zachodzącej w tych warunkach w badanej linii komórek apoptozie (Ryc.V.39B). 
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Ryc.V.39. Żywotność (test MTT) (A) i zmiany morfologii jądrowej (B) komórek 
linii glejaka T98G po zahamowaniu aktywności PI3K poprzez 24h inkubację z 
inhibitorem LY294002 

A 1,2 -i 

kontrola LY 10pM LY 20pM LY 30|jM 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 4 niezależnych doświadczeń ± SD. *p<0,05 w 
stosunku do kontroli (Mann-Whitney test). 

B 

kontrola LY 30 pM 

Komórki barwiono Hoechst 33258. Strzałki wskazują jądra apoptotyczne. 

78 
http://rcin.org.pl



WYNIKI 

V. 11. Ekspresja mRNA genów kodujących białka transportujące Gin: SNAT3, 

ASCT2 oraz SNAT1 po inkubacji z inhibitorem PI3K w linii glejaka T98G 

Ekspresja mRNA genu kodującego SNAT3 oraz SNAT1 ulegała ponad 2-

krotnemu obniżeniu po 4h inkubacji w medium zawierającym inhibitor PI3K -

LY294002 (30 |iM) w stosunku do kontroli. Ekspresja mRNA kodującego ASCT2 

ulegała statystycznie nieznamiennemu spadkowi (Ryc.V.40). 

Ryc.V.40. Ekspresja mRNA genów kodujących SNAT3, ASCT2 i SNAT1, 
mierzona stosunkiem intensywności produktu reakcji RT-PCR badanego białka do 
genu białka GAPDH, po 4h inkubacji w medium zawierającym inhibitor PI3K 
LY294002 (30 jaM) oraz medium standardowym (kontrola) komórek glejakaT98G 

Wyniki przedstawiono jako średnią z 4-6 niezależnych doświadczeń ± SD. *p<0,05 
w stosunku do kontroli (Mann-Whitney test). 

1>2 1 

I, I U • kontrola 

• LY294002 

SNAT3 ASCT2 SNAT1 
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VI. DYSKUSJA 

Jak podkreślono we wstępie rola glutaminy jako substratu energetycznego a 

także źródła azotu niezbędnego w syntezie nukleotydów i białek została 

udokumentowana w badaniach na wielu typach nowotworów oraz linii 

komórkowych. Miejsce Gin w guzach OUN jest szczególne z uwagi na jej udział w 

biosyntezie kwasu glutaminowego - czynnika silnie sprzyjającego inwazyjności 

glejaków. Innym zjawiskiem promującym przeżywalność nowotworów OUN a 

związanym pośrednio z metabolizmem glutaminy jest wzmożona synteza glutationu 

- czynnika, który warunkuje oporność na radio- i chemioterapię. 

Liczne dane literaturowe wskazują, że komórki nowotworowe na 

zwiększone zapotrzebowanie na Gin reagują wzmożeniem jej transportu poprzez 

wzrost aktywności białek transportujących ten aminokwas. Z drugiej strony 

zjawisko to w liniach wyprowadzonych z guzów OUN jest wciąż aktualnym 

zagadnieniem, a w glejakach ludzkich o najwyższym stopniu złośliwości i 

wyprowadzonych z nich hodowlach pierwotnych zbadanym po raz pierwszy w 

naszym laboratorium. 

VI. 1. Ekspresja mRNA genów kodujących białka transportujące Gin w 

glejakach o najwyższym stopniu złośliwości, przerzutach do układu nerwowego 

nowotworów narządów obwodowych oraz w hodowlach pierwotnych 

wyprowadzonych z glejaków 

Wzmożony transport Gin w nowotworach wiąże się z nadreprezentacją i tym 

samym nadczynnością transportera ASCT2. Prawidłowość ta, jak zaznaczono we 

wstępie, została udokumentowana na wielu liniach nowotworowych. 

Nadreprezentacja transportera ASCT2 wydaje się mieć szczególne znaczenie w 

procesie nowotworzenia, gdyż jego ekspresja koreluje ze śmiertelnością chorych na 

raka okrężnicy oraz gruczołu krokowego [Witte i wsp., 2002; Li i wsp., 2003] i 

może okazać się kluczowym markerem w diagnostyce tych schorzeń. Jak sugerują 

Fuchs i Bode [2005] mechanizm udziału transportera ASCT2 w nowotworzeniu 

80 
http://rcin.org.pl



DYSKUSJA 

opiera się na aktywacji kinazy mTOR zaangażowanej m.in. w proliferację komórek 

nowotworowych [Kristof i wsp., 2005, Meng i wsp., 2006]. Jak zaznaczono we 

wstępie w szlaku tym uczestniczy również transporter układu L - LAT1. Niemniej 

jednak transporter ten nie był przedmiotem badań niniejszej rozprawy, z uwagi na 

niską swoistość substratową w stosunku do Gin - wariant ten preferencyjnie 

rozpoznaje leucynę [Oxender i Christensen, 1963]. 

Pierwsza praca dotycząca analizy ekspresji transporterów należących do 

układów swoistych dla Gin w guzach OUN o najwyższym stopniu złośliwości in 

situ pochodzi z naszego laboratorium [Sidoryk i wsp., 2004]. Zaobserwowana 

nadekspresja mRNA kodującego ASCT2 w glejakach i w przerzutach nowotworów 

obwodowych do OUN, potwierdziła znane w literaturze i opisane we wstępie 

zjawisko nadreprezentacji tego transportera w wielu nowotworach (Ryc.V.7, 9). Jak 

wynika z naszych obserwacji ta wysoka ekspresja utrzymuje się również w 

hodowlach pierwotnych wyprowadzonych z guzów OUN (Ryc.V.ll). 

Interesujące wyniki uzyskano z analizy ekspresji transporterów należących 

do najbardziej swoistego dla Gin układu N. W tym przypadku zaobserwowano 

nadekspresję transportera SNAT3, przy braku zmian w ekspresji SNAT5 w 

materiale biopsyjnym glejaków złośliwych (Ryc.V.7). Warto zaznaczyć, że cechą 

różniąca oba transportery u człowieka jest powszechność występowania SNAT5 

niemal we wszystkich tkankach i stosunkowo wąska swoistość tkankowa SNAT3; 

poza OUN transporter ten wykryto w nerce i wątrobie [Nakanishi i wsp., 2001 a]. 

Nadreprezentacja SNAT3 okazała się być zjawiskiem swoiście występującym w 

złośliwych glejakach in situ, gdyż nie stwierdzono jej ani w przerzutach 

pochodzących z nowotworów obwodowych, ani w guzie pochodzenia glejowego o 

niższym stopniu złośliwości wg WHO (Ryc.V.8, 9). Ponadto obserwowano 

wybiórczy zanik lub obniżenie ekspresji mRNA kodującego SNAT3 w hodowlach 

komórkowych wywodzących się z glejaków. Zjawisko to w mniejszym stopniu 

dotyczyło również transportera SNAT5 (Ryc.V.ll). 

W przypadku przedstawiciela układu A - SN ATI nie zaobserwowano zmian 

ekspresji ani w glejakach OUN, ani w hodowlach komórkowych z nich 

wyprowadzonych (Ryc.V.7, 11). Wynik ten wydaje się pozornie sprzeczny z bogatą 

literaturą dokumentującą wrażliwość układu A na czynniki środowiskowe [Moule i 

McGivan, 1987; McGivan i Pastor-Anglada, 1994]. Warto zaznaczyć, że 

czynnikiem wpływającym na ekspresję mRNA kodującego SN ATI są substraty dla 
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układu A [Gazzola i wsp., 2001; Ling i wsp., 2001], W przypadku przedstawionych 

obserwacji na liniach komórkowych stosowano medium kompletne. Z drugiej strony 

brak jest danych, czy w tkankach guzów dochodzi do zmian w zawartości 

substratów. 

VI. 2. Rola SNAT3 w metabolizmie komórek glejaka 

Nadreprezentacja mRNA kodującego transporter SNAT3 w złośliwych 

glejakach zrodziła pytanie czy ma ona związek z procesem nowotworzenia. 

Hipotezę tę wzmocniły obserwacje, iż karcynogen - akrylamid wywołuje wzrost 

ekspresji mRNA dla SNAT3 w hodowli pierwotnej astrocytów (Rye.V.37), a także 

stymuluje transport Gin przez układ N [Wu i wsp., 2005]. 

Poniżej, na podstawie danych literaturowych i badań własnych rozpatrzono 

potencjalny udział SNAT3 w procesie regulacji pH komórek glejaka in vitro oraz 

rolę tego transportera w dostarczaniu Gin do tych komórek. 

VI. 2.1. Ekspresja SNAT3 po obniżeniu pH środowiska oraz po zahamowaniu 

wymiennika Na /H^: czy transporter ten pełni rolę w regulacji pH? 

SNAT3 ma zdolność dwukierunkowego transportu Gin na zewnątrz, albo do 

wewnątrz komórki w zależności od stężenia tego aminokwasu oraz jonów H+ 

[Chaudhry i wsp., 2001]. Jak zaznaczono we wstępie w oocytach Xenopus laevis 

transfekowanych SNAT3 oraz w hodowli pierwotnej astrocytów pobieranie Gin 

skutkuje wzrostem pH wewnątrzkomórkowego. W przypadku kwasicy nerkowej 

zaobserwowano nadekspresję mRNA kodującego SNAT3, wzrost poziomu białka, a 

jednocześnie zintensyfikowany sodozależny transport Gin. Ostatnie doniesienia 

sugerują, że SNAT3 pełni funkcje regulatora pH nerce [Karinch i wsp., 2002; Solbu 

i wsp., 2005]. 

Cechy czynnościowe transportera SNAT3 i najnowsze doniesienia na temat 

jego potencjalnej roli w regulacji pH w kwasicy nerkowej skłoniły do 

sformułowania hipotezy, że pełni on podobne funkcje w glejakach. Do zbadania 

tego zagadnienia dodatkowo przyczyniła się wiedza na temat regulacji pH w 

transformowanym nowotworowo gleju, gdzie przebiega ona inaczej niż w 

prawidłowych astrocytach [Hubesch i wsp., 1990]. Glejaki w przeciwieństwie do 
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tkanki prawidłowej cechuje znaczna różnica pomiędzy pH wewnątrz - i 

zewnątrzkomórkowym [McLean i wsp., 2000]. W guzach OUN, pomimo 

zwiększonej produkcji jonów H+, obserwuje się wyższe pHi niż pHe [Hubesch i 

wsp., 1990]. Utrzymywanie wysokiego pHi i niskiego pHe sprzyja inwazyjności 

gleju transformowanego. Jakkolwiek głównym regulatorem pH w glejakach jest 

wymiennik Na+/H+ [McLean i wsp., 2000], SNAT3 mógłby dodatkowo uczestniczyć 

w regulacji pH, z uwagi na wysoki wymóg komórek nowotworowych wobec 

zachowania odpowiedniego pH. 

Z przedstawionych w pracy obserwacji jasno wynika, iż 4-godzinne 

obniżenie pH medium hodowlanego do 6,5 skutkuje wybiórczym spadkiem 

ekspresji mRNA kodującego SNAT3. Prawidłowość tę zaobserwowano zarówno na 

liniach wywodzących się z glejaków: szczurzego i ludzkiego, jak i w hodowli 

pierwotnej astrocytów (Ryc.V.18-23). 

Z drugiej strony zaobserwowano wzrost ekspresji mRNA dla SNAT3 w 

warunkach farmakologicznego zahamowania głównego w komórkach glejaków 

regulatora pH - wymiennika Na+/H+ w liniach glejaka: szczurzego i ludzkiego 

(Ryc.V.32A, B). 

Zahamowanie wymiennika Na+/H+ nie wpłynęło na zmianę pHi w 

komórkach linii glejaka T98G inkubowanych zarówno w medium o obniżonym jak i 

standardowym pH (Ryc.V.31). Z kolei w hodowli pierwotnej astrocytów inhibitor 

HOE642 powodował wzrost wewnątrzkomórkowego pH, ale tylko w pożywce o 

niezmienionym pH (Ryc.V.30). Taka obserwacja pośrednio wskazuje na szybką 

odpowiedź transformowanego nowotworowo gleju na zahamowanie kluczowego 

regulatora pH poprzez aktywację innych mechanizmów regulacyjnych. 

Obserwowany wzrost ekspresji mRNA kodującego SNAT3 w warunkach 

zahamowania wymiennika Na+/H+ sugeruje zastępczy udział tego transportera w 

regulacji pH. Można sądzić, iż taki dodatkowy mechanizm astrocyty prawidłowe 

uruchamiają dopiero po zadziałaniu silniejszym bodźcem, takim jak jednoczesne 

podanie inhibitora HOE642 i zmiana pH medium hodowlanego. 

Próbę odpowiedzi na pytanie, czy SNAT3 pełni rolę regulatora pH w 

glejakach podjęto blokując jego ekspresję przy użyciu metody siRNA. Spodziewano 

się, że po wyciszeniu genu nastąpi zmiana w regulacji pH w badanych liniach 

glejaka. Powstałe problemy metodyczne uniemożliwiły odpowiedź na to pytanie. 

Komórki transfekowane, zarówno kontrolnym plazmidem pSUPER, jak i 
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zawierającym sekwencję anty-SNAT3 cechowała wyjątkowa wrażliwość na 

warunki doświadczenia. Wydaje się, że zwiększenie przepuszczalności błon 

komórkowych pod wpływem odczynnika użytego do transfekcji komórek, a 

następnie dodatkowa destabilizacja błon przez digitoninę używaną przy pomiarze 

pHi, osłabiają procesy życiowe komórki i uniemożliwiają prawidłowy odczyt. Próby 

pokonania tych barier metodycznych zostaną podjęte w dalszych badaniach 

nieobjętych w niniejszej rozprawie. 

VI. 2.2. Transport Gin w warunkach obojętnego i obniżonego pH oraz po 

wyciszeniu ekspresji transportera SNA T3 metodą siRNA 

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie wykazały dominację układu 

ASC w transporcie Gin, we wszystkich badanych typach komórek. W przypadku 

linii glejaka C6 transport Gin za pośrednictwem układu ASC stanowił około 60% 

wychwytu całkowitego (Ryc.V.27), co jest potwierdzeniem wcześniejszych 

doniesień dotyczących charakterystyki funkcjonalnej transportu w tej linii glejaka 

[Dolińska i wsp., 1999; Dolińska i wsp., 2003]. W linii glejaka T98G oraz w 

hodowli pierwotnej astrocytów udział tego układu w całkowitym transporcie Gin 

był nieco niższy i wynosił około 40% (Ryc.V.28-29). Obserwacje te są zgodne z 

obserwowaną wysoką ekspresją transportera ASCT2 w badanych liniach glejaków 

oraz w glejakach in situ (Ryc.V.7,11). 

Zaobserwowany brak zmian w transporcie Gin za pośrednictwem układu 

ASC po obniżeniu pH medium hodowlanego (Ryc.V.27-29) jest zgodny z brakiem 

znaczących zmian w ekspresji mRNA kodującego transporter ASCT2 w tych 

warunkach doświadczalnych we wszystkich badanych typach komórek (Ryc.V.18, 

20,22). 

Charakterystyka funkcjonalna poszczególnych układów w transporcie Gin 

wykazała znikomy udział układu N w tym procesie. Komórki linii glejaka ludzkiego 

i szczurzego transportowały Gin za pośrednictwem układu N w około 7%, a 

komórki hodowli pierwotnej astrocytów w 18% wychwytu całkowitego (Ryc.V.27-

29). 

Postanowiono zbadać wychwyt Gin za pośrednictwem układu N w 

warunkach obniżonej ekspresji mRNA kodującego SNAT3, a zatem po 4-

godzinnym zakwaszeniu pożywki oraz po wyciszeniu mRNA metodą siRNA. W 
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obu typach doświadczeń nie stwierdzono istotnych zmian w całkowitym wychwycie 

Gin oraz w udziale układu N w tym procesie (Ryc.V.27-29, 35). Ponadto analiza 

kinetyczna wychwytu całkowitego oraz wychwytu przez układ N nie wykazała 

zmian ani w Vmax ani w Km po zakwaszeniu medium hodowlanego (Tabela V.1-2). 

Taki efekt można tłumaczyć znikomym zaangażowaniem układu N w transport Gin. 

Niewykluczone, że w wychwycie Gin za pośrednictwem układu N 

dominująca rolę odgrywa transporter SNAT5. Hipotezę tę zdaje się potwierdzać 

stały poziom ekspresji tego transportera w komórkach linii glejaka T98G 

hodowanych w medium o standardowym i obniżonym pH (Ryc.V.20). 

VI. 3. Mechanizm odpowiedzialny za spadek ekspresji mRNA dla SNAT3 

Xiang i wsp. [2003] zaobserwowali spadek ekspresji mRNA kodującego 

SNAT3 w hodowli wyprowadzonej ze splotu naczyniówki szczura. W niniejszej 

pracy również wykazano wrażliwość ekspresji mRNA dla SNAT3 na zmiany 

środowiska, takie jak hodowanie glejaków poza ustrojem oraz obniżenie pH 

medium hodowlanego. 

Taka obserwacja zrodziła pytanie, jaki jest mechanizm zmian poziomu 

transkrypcji - czy ma on związek ze spadkiem syntezy czy stabilności mRNA. 

Zasadność badań w tym kierunku wzmocniły dane literaturowe dotyczące znaczenia 

sekwencji bogatej w adeninę i uracyl - AURE w 3'UTR mRNA genu kodującego 

SNAT3 w nerce w warunkach kwasicy nerkowej [Solbu i wsp., 2005]. Sekwencja ta 

bierze udział w regulacji ekspresji genów - jej obecność powoduje, że transkrypt ma 

krótki okres półtrwania, natomiast na skutek działania czynników stresowych, czas 

ten znacząco się wydłuża. Ponadto AURE występuje w 3'UTR mRNA genów 

wczesnej odpowiedzi (ang. ERGs - early response genes), takich jak cytokiny, 

limfokiny i protoonkogeny [Shaw i Kamen, 1988]. Stwierdzono, że sekwencja ta 

może zarówno kontrolować stabilność mRNA protoonkogenu c-Myc, jak i wpływać 

na jego lokalizację w przedziałach komórkowych [Veyrune i wsp., 1996]. Wiadomo 

również, że funkcje regulacyjne tej sekwencji opierają się na interakcji z białkami 

wiążącymi RNA [Fan i Steitz, 1998]. 

W przypadku SNAT3 w badaniach przeprowadzonych przez Solbu i wsp. 

[2005] oraz w badaniach przedstawionych w niniejszej pracy czynnikiem 

stresowym była zmiana pH. Sekwencję w obszarze 3'UTR określa się w tym 
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przypadku jako element odpowiedzi na pH - pH-RE (ang. pH- response element) 

[Solbu i wsp., 2005]. Aby odpowiedzieć na pytanie czy obserwowany spadek 

poziomu ekspresji mRNA wiąże się ze zmianami jego stabilności, transkrypcję w 

komórkach hamowano przy użyciu inhibitora polimerazy II - 5-6-dichloro-l-ß 

rybofuranozylobenzoimidazolu (DRB). Spadek poziomu mRNA pod wpływem 

obniżonego pH medium hodowlanego w obecności, jak i pod nieobecność DRB był 

podobny (Ryc.V.25-26). Wynik ten sugeruje, że obniżenie mRNA w warunkach 

niskiego pH wiąże się głównie, jeśli nie wyłącznie ze spadkiem jego stabilności. 

Niewykluczone, że w takich warunkach ma miejsce aktywacja RN Az, a w 

konsekwencji degradacja mRNA. 

Uzyskany wynik różni się od wyników badań ekspresji mRNA kodującego 

SNAT3 w kwasicy nerkowej. Jak wspomniano we wstępie obniżenie pH skutkuje 

zarówno wzrostem mRNA, jak i białka SNAT3 w nerce, co, jak postulują autorzy 

doniesienia, ma związek z sekwencją AURE w regionie 3'UTR genu. W przypadku 

genu kodującego PAG - kluczowy enzym metabolizmu Gin, dobrze 

udokumentowano mechanizm wzrostu stabilności mRNA w warunkach obniżonego 

pH [Curthoys i Gstraunthaler, 2001]. Opiera się on na wzroście powinowactwa 

białka £-cryst/Nqr (^-krystalina/reduktaza NADPH:chinon) do sekwencji pH-RE 

genu i skutkuje podwyższonym okresem półtrwania mRNA w niskim pH. W tych 

warunkach obserwuje się jednocześnie spadek aktywności RN Az. Z kolei w pH 

obojętnym powinowactwo reduktazy do AURE jest niskie, co prowadzi do 

degradacji mRNA [Curthoys i wsp., 2001] (Ryc.VI.l). 

Brak wzrostu stabilności mRNA dla SNAT3 w linii glejaka C6 można 

również tłumaczyć szybką regulacją pHi komórek w warunkach obniżenia pH 

medium hodowlanego (Ryc.V.31). Z drugiej strony, przedstawiony w niniejszej 

pracy spadek stabilności mRNA genu kodującego SNAT3 w linii glejaka C6 nie 

wyklucza wzrostu okresu półtrwania mRNA tego genu w glejakach in situ. 

Nadreprezentacja mRNA dla SNAT3 w guzach glejopochodnych OUN mogłaby 

wskazywać na taki właśnie mechanizm. Obserwowany spadek ekspresji tego genu 

w hodowlach glejaka wyprowadzonych z materiału biopsyjnego (Rye. V.11) można 

tłumaczyć spadkiem stabilności mRNA. Warto w tym miejscu zaznaczyć, że 

ekspresja mRNA dla SNAT3 w linii glejaka ludzkiego T98G jest niższa, niż w 

materiale biopsyjnym (Ryc.V.7, 20). 
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Niewykluczone również, że nadekspresja SNAT3 w glejakach in situ wiąże 

się ze wzrostem stabilności mRNA na skutek interakcji sekwencji AURE w regionie 

3'UTR genu z innym czynnikiem niż białko ^-cryst/Nqr. 

Ryc.VI.l. Przypuszczalny mechanizm wzrostu stabilności mRNA genu 
zawierającego w 3'UTR sekwencję AURE na przykładzie glutaminazy PAG 

ę-cryst/Nqr 

pH 6,9 

UUAAAAUA-

3' UTR mRNA kodujące PAG pH 7,4 

UUAAAAUA 

3' UTR mRNA kodujące PAG 

RNAza 

UUAAAAUA UUAAAAUA 

degradacja mRNA ! okres półtrwania mRNA 

W niezmienionym pH (-cryst/Nąr (^-krystalina/reduktaza NADPH:chinonu) 
wykazuje niskie powinowactwo do bogatej w adeniną i uracyl sekwencji AURE w 
3 'UTR mRNA kodującego PAG (glutaminaza aktywowana fosforanem). W tych 
warunkach rośnie powinowactwo RN Az do AURE, co skutkuje degradacją mRNA. 
W obniżonym pH rośnie powinowactwo ^-cyst/Nqr do sekwencji AURE, co 
powoduje wzrost okresu półtrwania mRNA; —> aktywacja, 1 hamowanie, wg 
Curthoys i Gstraunthaler [2001]. 

Znany jest udział białka HuR należącego do rodziny wiążących się z RNA 

białek Elav (ang. embryonic lethal, abnormal vision) w stabilizacji genów 

prożyciowych [Nabors i wsp., 2001]. Wykazano silne wiązanie się HuR do mRNA 

genów, których produktami są: naczyniowo - śródbłonkowy czynnik wzrostu VEGF 

(ang. vascular endothelial growth factor); interleukina IL-8; czynnik martwicy 

nowotworów TNF-a (ang. tumor necrosis factor a), czy też czynnik transformujący 

TGF-ß (ang. transforming growth factor ß). Na potencjalną rolę białka HuR jako 

stabilizatora mRNA genów, których produkty uczestniczą we wzroście komórki i 

angiogenezie wskazuje jego wysokie stężenie w komórkach proliferujących OUN. 
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Ponadto obserwuje się silną nadrepezentację HuR w guzach o najwyższym stopniu 

złośliwości takich jak glioblastoma multiforme czy nowotwór móżdżku -

medulloblastoma [Nabors wsp., 2001]. 

Niewykluczone zatem, że mRNA kodujący SNAT3 podlega 

postranskrypcyjnej regulacji poprzez integrację z białkami wiążącymi RNA w 

glejakach in situ. W konsekwencji dochodzi do wzrostu stabilności i nadekspresji 

mRNA. Hipoteza ta opiera się na wynikach analizy ekspresji mRNA z 

pojedynczego przypadku guza astroglejowego o II stopniu złośliwości wg WHO, 

gdzie obserwowano niższą ekspresję genu kodującego SNAT3 w porównaniu ze 

złośliwymi glejakami (Rye. V.7, 8). 

Wydaje się, że wzrost stabilności mRNA kodującego SNAT3 w złośliwych 

glejakach nie utrzymuje się w warunkach in vitro, jakkolwiek na tym etapie badań 

trudno jest wyjaśnić przyczynę tego zjawiska. 

VI. 4. Wpływ wyciszenia mRNA genu kodującego SNAT3 na proces 

namnażania i indeks proliferacji komórek linii glejaka T98G 

Zablokowanie mRNA genu kodującego SNAT3 skutkowało spadkiem liczby 

komórek (Ryc.V.36). Na podstawie tej obserwacji można przypuszczać, że 

transporter ten odgrywa rolę w procesie namnażania komórek glejaka T98G. Taka 

spekulacja z całą pewnością wymaga dodatkowych potwierdzeń. W dalszych 

planach pozostaje sprawdzenie, czy w wyniku zablokowania genu SNAT3 dochodzi 

do wzmożonej inicjacji apoptozy. 

Wpływ zablokowania mRNA genu kodującego SNAT3 na indeks 

proliferacji komórek należy interpretować w świetle ich obniżonego namnażania. 

Brak zmian indeksu proliferacyjnego mierzonego w procentach całej liczby 

komórek, czyli z uwzględnieniem komórek żywych i martwych (Tabela V.3) 

świadczyć może o względnym wzroście tego indeksu w komórkach żywych, 

niezabarwionych błękitem trypanu. Można spekulować, że wzrost ten dotyczy 

jakiejś subpopulacji komórek: albo innej fenotypowo, albo znajdującej się w innym 

stadium cyklu komórkowego. Udowodnienie jak jest w rzeczywistości wymaga 

podjęcia odrębnych badań. 
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VI. 5. Ekspresja mRNA dla SNAT3 a szlak sygnałowy inicjowany przez PI3K 

w komórkach linii glejaka T98G 

Gu i wsp. [2005] badali mechanizm regulacji ekspresji genu transportera 

SNAT3 przez szlak sygnałowy inicjowany przez PI3K zarówno na poziomie białka, 

jak i mRNA w linii wyprowadzonej z pierwotnych hepatocytów mysich (H2.35), a 

także na myszach in vivo. Wykazano wzrost poziomu tego białka w warunkach 

głodzenia zwierząt doświadczalnych, a także w hodowli komórek H2.35 w medium 

pozbawionym surowicy. Z kolei zwiększone stężenie insuliny wpływało negatywnie 

na ekspresję mRNA kodującego SNAT3 oraz na poziom białka, a efekt ten był 

znoszony przez LY294002, inhibitor PI3K oraz rapamycynę - bloker kinazy 

serynowo-treoninowej mTOR. Ta sama grupa badaczy wykazała w komórkach 

H2.35 odwrotny do wyżej opisanego mechanizm regulacji przez PI3K ekspresji 

innego przedstawiciela układu N - transportera SNAT4. W tym przypadku w 

wyniku zwiększenia stężenia insuliny w medium hodowlanym ma miejsce wzrost 

ekspresji genu tego transportera na poziomie białka, natomiast LY294002 znosi ten 

efekt [Gu i wsp., 2003]. Powyższe dane wskazują na przeciwstawną regulację 

wariantów: SNAT3 i SNAT4 układu N przez szlak sygnałowy inicjowany przez 

PI3K. 

Roli omawianego szlaku w regulacji układu N ani w prawidłowych 

komórkach OUN, ani w glejakach jak dotąd nie badano. W przypadku guzów 

ośrodkowego układu nerwowego zbadanie tego zjawiska wydaje się mieć duże 

znaczenie, z uwagi na udokumentowany wpływ PI3K na ich przeżywalność 

[porównaj podrozdział II. 3.2. Wstępu]. 

Z badań przedstawionych w niniejszej rozprawie wynika, że 24h 

zahamowanie PI3K skutkuje inicjacją procesu apoptozy oraz obniżeniem 

przeżywalności komórek glejaka T98G (Ryc.V.39 A, B). Ponadto zaobserwowano, 

że już 4h działanie tego inhibitora na komórki powoduje spadek ekspresji mRNA 

kodującego SNAT3 (Ryc.V.40). Można podejrzewać, iż wzmocniony in vivo w 

glejakach szlak sygnałowy PI3K „pozytywnie" reguluje ekspresję SNAT3. 

Przypuszczenia te wymagają jednak dodatkowych dowodów, dlatego też w dalszych 

planach jest zbadanie ekspresji mRNA kodującego SNAT3 w warunkach stymulacji 

PI3K. 

89 
http://rcin.org.pl



DYSKUSJA 

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie wykazały ponadto obniżenie 

ekspresji mRNA kodującego SNAT1 w warunkach zahamowania PI3K (Ryc.V.40). 

Obserwacje te są zgodne z doniesieniami w literaturze dokumentującymi regulację 

układu A przez szlak sygnałowy PI3K [Hyde i wsp., 2002]. 

VI. 6. Przewidywane dalsze kierunki badań 

Nieznaczne zahamowanie procesu namażania i niezmieniona proliferacja 

komórek linii glejaka T98G wskutek zablokowania transportera SNAT3 nie 

wyklucza, że w tych warunkach dochodzi do znaczących zmian w migracji -

procesie decydującym o inwazyjności glejaków. Wyjaśnienie tego zagadnienia 

pozwoli na pełniejsze poznanie roli SNAT3 w procesach związanych z 

nowotworzeniem. 

Ostatnie doniesienie dotyczące funkcjonalnych cech transportu z udziałem 

SNAT3 dokumentuje jego dotąd nieznany mechanizm podtrzymujący szansę 

wykazania udziału SNAT3 w regulacji pH w komórkach transformowanych 

nowotworowo. Badania prądów protonowych w transfekowanych transporterem 

oocytach Xenopus laevis wykazały, że transport ten w warunkach nieobecności 

jonów Na+ nie zależy od substratu, zaś w obecności Gin może odbywać się w 

sposób niewymagający wymiany jonu Na+ na H+ [Schneider i wsp., 2007]. 

Aby dokładniej poznać rolę SNAT3 w regulacji pH planowane jest zbadanie 

wpływu zablokowania ekspresji tego transportera przy użyciu siRNA na ekspresję 

wymiennika Na+/H+. Będzie to stanowić uzupełnienie obserwacji przedstawionej w 

niniejszej pracy, gdzie zablokowanie aktywności wymiennika skutkowało wzrostem 

ekspresji mRNA dla SNAT3. 

Ponadto planuje się zbadanie funkcji nadekspresji transportera SNAT3 w 

liniach komórkowych, z użyciem jego konstutywnie aktywnej formy. Być może 

odtworzenie w hodowli glejaka in vitro charakterystycznej dla glejaków in situ 

nadreprezentacji tego transportera pozwoli dokładniej poznać jego rolę w procesie 

nowotworzenia. 
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VII. WNIOSKI 

1. Glejaki o wysokim stopniu złośliwości: GBM (IV stopień złośliwości wg 

WHO) i AA (III stopień złośliwości wg WHO) cechuje wyższa niż w 

prawidłowym mózgu ekspresja mRNA kodujących transportery SNAT3 

(układ N) i ASCT2 (układ ASC), a jednocześnie brak różnic w ekspresji 

mRNA kodujących transportery SNAT5 (układ N) i SNAT1 (układ A). 

2. O ile zwiększona ekspresja mRNA kodującego ASCT2 jest cechą wspólną 

wielu nowotworów, o tyle nadekspresja mRNA kodującego SNAT3 była 

swoista dla glejaków in situ o najwyższym stopniu złośliwości. 

3. Spadek ekspresji mRNA kodującego SNAT3 w warunkach hamowania PI3K 

wskazywał na regulację ekspresji genu tego transportera przez szlak 

sygnałowy inicjowany przez tę kinazę. 

4. Wyróżniającą cechą SNAT3 okazała się wybiórcza zależność ekspresji jego 

mRNA od czynników środowiskowych. Ekspresja ta znacznie obniżała się w 

warunkach hodowania glejaków poza ustrojem. Wybiórczy spadek mRNA dla 

SNAT3 obserwowano w poddanej kilkugodzinnej inkubacji w medium o 

obniżonym pH linii glejaka szczurzego C6, linii glejaka ludzkiego T98G oraz 

w hodowli pierwotnej astrocytów. Spadek ten był efektem obniżenia 

stabilności mRNA, a także, choć w mniejszym stopniu, aktywności 

transkrypcyjnej. Z kolei karcynogen - akrylamid znacząco wpływał na wzrost 

ekspresji mRNA kodującego SNAT3 w hodowli pierwotnej astrocytów. 

Ponadto zanotowano pobudzenie ekspresji SNAT3 w warunkach 

zahamowania wymiennika Na+/H+. Ta ostatnia obserwacja, w powiązaniu z 

faktem, że zablokowanie wymiennika Na+/H+ nie miało wpływu na pHi ani w 

linii glejaka T98G, ani w hodowli pierwotnej astrocytów, mogłaby sugerować 

zdolność SNAT3 do przejmowania funkcji wymiennika w regulacji pH. 

Hipoteza ta może stanowić interesujący przedmiot dalszych badań. 
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5. Potwierdzono dominującą rolę ASCT2 w transporcie Gin przez błony 

komórkowe w obu liniach transformowanych i w pierwotnych astrocytach. 

Jednocześnie ujawniono znikomy udział SNAT3 w tym procesie: obniżenie 

ekspresji mRNA kodującego SNAT3 w kwaśnym środowisku, czy też 

wyciszenie mRNA metodą siRNA nie skutkowały zmianami w całkowitym 

wychwycie glutaminy, ani w wychwycie za pośrednictwem układu N. 

6. Wyciszenie genu kodującego SNAT3 pociągało za sobąjedynie umiarkowany 

spadek szybkości procesu namnażania komórek linii glejaka T98G. Ponadto 

zablokowanie genu kodującego ten transporter nie wpływało na indeks 

proliferacji komórek glejaka. 

7. W sumie uzyskane dane przemawiają za mało znaczącą rolą transportera 

SNAT3 w kształtowaniu fenotypu glejaków in vitro. 
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VIII. STRESZCZENIE 

Zawartość Gin znacząco przewyższa stężenie innych aminokwasów w płynie 

mózgowo - rdzeniowym. Wśród ról swoiście pełnionych przez Gin w OUN w 

pierwszym rzędzie wyróżnia się jej udział w tworzeniu neuroprzekaźników: 

pobudzającego kwasu glutaminowego oraz hamującego kwasu y-aminomasłowego. 

Ponadto Gin pełni ważne funkcje metaboliczne w komórce. Na uwagę zasługuje jej 

udział w neutralizacji amoniaku a także w energetyce komórkowej - powstający z 

niej Glu ulega deaminacji do a-ketoglutaranu, który jest pośrednim metabolitem w 

cyklu Krebsa. Ponadto Gin stanowi źródło azotu w biosyntezie aminokwasów, 

białek oraz nukleotydów. Z tego względu, co istotne w kontekście niniejszej pracy, 

zapotrzebowanie na ten aminokwas rośnie w komórkach zmienionych 

nowotworowo, gdzie metabolizm komórkowy jest znacznie wzmożony. Wzrostowi 

zapotrzebowania na Gin towarzyszy, udokumentowany w rozlicznych 

doniesieniach, jej zwiększony transport przez błony komórek nowotworowych. 

Mechanizm ten wiąże się z nadreprezentacją białek transportujących Gin. 

Powszechnie obserwowanym zjawiskiem w wielu nowotworach jest nadekspresja 

mRNA kodującego transporter ASCT2 należący do układu ASC. Możliwość 

wykorzystywania badań nad poziomem ekspresji transporterów Gin w diagnostyce 

nowotworów, a także bogata wiedza na temat roli Gin w procesie nowotworzenia 

skłoniły do podjęcia prób analizy ekspresji genów kodujących białka należące do 

układów swoiście transportujących ten aminokwas. Badania przeprowadzono na 

guzach OUN o najwyższym stopniu złośliwości, takich jak gwiaździak 

anaplastyczny (astrocytoma anaplasticum, o III stopniu złośliwości wg WHO) oraz 

glejak wielopostaciowy {glioblastoma multiforme, o IV stopniu złośliwości wg 

WHO). Analizy porównawcze wykonano na przerzutach innych nowotworów do 

OUN oraz na pojedynczym przypadku guza - skąpodrzewiaka (oligodendroglioma, 

o II stopniu złośliwości wg WHO). Ponadto przeprowadzono badania na hodowlach 

pierwotnych wyprowadzonych z badanych guzów, a także na linii glejaka ludzkiego 

T98G, glejaka szczurzego C6 oraz na hodowlach pierwotnych astrocytów szczura. 

Skupiono uwagę na przedstawicielach trzech układów: N, ASC oraz A, 
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wyróżniających się znaczną swoistością wobec Gin. W celu analizy ekspresji 

mRNA kodujących poszczególne transportery wykorzystano technikę RT-PCR. 

Nowym spostrzeżeniem było stwierdzenie swoistej nadekspresji 

przedstawiciela układu N - transportera SNAT3 w glejakach o najwyższym stopniu 

złośliwości, natomiast w wyprowadzonych z nich hodowlach pierwotnych 

zaobserwowano spadek poziomu ekspresji mRNA dla tego transportera. W 

przypadku innego przedstawiciela układu N - transportera SNAT5 nie 

zaobserwowano zmian poziomu mRNA w glejakach złośliwych, stwierdzono 

jednak spadek jego ekspresji w hodowlach wyprowadzonych z glejaków. 

Nadreprezentację transportera ASCT2 stwierdzono we wszystkich badanych guzach 

OUN oraz w przerzutach nowotworów narządów obwodowych do OUN. 

Obserwacja ta stanowi potwierdzenie doniesień dotyczących wielu typów 

nowotworów, a ich istotnym uzupełnieniem jest wykazanie, że wysoka ekspresja 

ASCT2 utrzymuje się w hodowlach wyprowadzonych z badanych guzów OUN. W 

przypadku przedstawiciela układu A (SNAT1) nie stwierdzono znaczących zmian 

ani w przerzutach nowotworów do OUN, ani w guzach o najwyższym stopniu 

złośliwości, ani też w hodowlach wyprowadzonych z tych ostatnich. 

Wybiórcza nadreprezentacja w glejakach złośliwych OUN transportera 

SNAT3, należącego do najbardziej swoistego dla Gin układu, a także 

zaobserwowany wzrost jego ekspresji w hodowli pierwotnej astrocytów pod 

wpływem karcynogenu, zrodziły pytanie, jaką rolę odgrywa ten transporter w 

procesie nowotworzenia? Aktualne doniesienia na temat znaczenia SNAT3 jako 

regulatora pH w innym schorzeniu - kwasicy metabolicznej w nerce, mogły 

sugerować jego podobną rolę w glejakach. Przypuszczenia te z kolei wzmocniła 

wiedza dotycząca innej niż w prawidłowych astrocytach regulacji pH w glejakach i 

jej znaczenia dla procesu nowotworzenia: zachowanie niskiego pH 

zewnątrzkomórkowego (pHe) i wysokiego pH wewnątrzkomórkowego (pHi) 

promuje ekspansję i przeżywalność glejaków. Badania na liniach komórkowych: 

glejaka T98G i C6 oraz na hodowli pierwotnej astrocytów wykazały swoistą 

wrażliwość ekspresji SNAT3 na obniżenie pH medium hodowlanego. W tych 

warunkach doświadczalnych wykonano również pomiar wewnątrzkomórkowego 

pH: zaobserwowano nieznaczny wzrost pHi w przypadku dwóch badanych linii 

glejaków: C6 i T98G i znamienny statystycznie wzrost pHi w hodowli pierwotnej 

astrocytów. Badania z użyciem inhibitora kluczowego regulatora pH w glejakach, 
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wymiennika Na+/H+, wykazały zwiększenie ekspresji transportera SNAT3 w 

badanych liniach glejaka. Zaobserwowano również, że zablokowanie wymiennika 

Na+/H+ nie miało wpływu na pHi w linii glejaka T98G i w hodowli pierwotnej 

astrocytów. Te dwie ostatnie obserwacje mogłyby sugerować przejęcie funkcji 

wymiennika przez SNAT3 w regulacji pH w glejakach. Hipoteza ta wymaga jednak 

dalszych badań. 

Aby zbadać molekularny mechanizm spadku ekspresji mRNA dla 

transportera Gin po zastosowaniu niskiego pH użyto inhibitora polimerazy RNA II -

5-6-dichloro-l-ß-rybofuranozylobenzoimidazolu (DRB). Zastosowanie tego 

inhibitora pozwala na zaobserwowanie zmian ekspresji odpowiadających zmianom 

stabilności mRNA. Wykazano, że zarówno w obecności jak i przy braku DRB, po 

zadziałaniu obniżonym pH spada ekspresja mRNA kodującego SNAT3, a także, że 

spadek ekspresji tego mRNA jest silniejszy przy braku DRB w obniżonym pH, niż 

w jego obecności w pH kontrolnym, co sugeruje, że za zmniejszenie poziomu 

mRNA w niskim pH odpowiedzialne jest przede wszystkim zmniejszenie 

stabilności mRNA dla SNAT3. 

Zbadano również transport Gin do komórek w warunkach obniżonej 

ekspresji transportera SNAT3, a zatem przy niskim pH medium i po wyciszeniu 

genu z użyciem metody siRNA. W obu przypadkach nie wykazano zmian w 

wychwycie Gin, co świadczy o łatwej zastępowalności SNAT3 przez inne 

transportery, a zatem o zdolności adaptacyjnej układów transportujących ten 

aminokwas. 

Funkcjonalna rola SNAT3 w procesach ściśle powiązanych z 

nowotworzeniem zbadana została po wyciszeniu ekspresji genu kodu kodującego 

ten transporter w komórkach T98G. W tych warunkach doświadczalnych 

analizowano indeks proliferacji komórek oraz proces ich namnażania. W przypadku 

tego pierwszego badania nie stwierdzono udziału transportera SNAT3 w proliferacji 

komórek. Zaobserwowano natomiast spadek namnażania komórek w warunkach 

wyciszenia mRNA kodującego SNAT3. 

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki nie wyjaśniają jednoznacznie 

funkcji transportera SNAT3 w nowotworzeniu. Zbadanie jego roli w tym procesie 

będzie wymagało dalszych badań, w tym na guzach in situ. 

W niniejszej pracy podjęto ponadto próbę odpowiedzi na pytanie, jaki jest 

mechanizm regulacji ekspresji genu transportera SNAT3. W obliczu rozlicznych 
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prac dotyczących roli PI3K w przeżywalności glejaków, a także najnowszych 

doniesień na temat regulacji ekspresji genów transporterów układu N przez szlak 

sygnałowy inicjowany przez PI3K, postanowiono zbadać wpływ zahamowania 

PI3K zarówno na przeżywalność komórek glejaka in vitro, jak i na ekspresję 

transporterów Gin. Po zastosowaniu inhibitora PI3K zaobserwowano spadek 

żywotności komórek (test MTT) oraz stwierdzono inicjację procesu apoptozy. 

Zaobserwowano zmniejszenie ekspresji mRNA kodujących transportery: SN ATI i 

SNAT3. O ile w przypadku tego pierwszego zjawisko pozytywnej regulacji przez 

szlak inicjowany przez PI3K jest zjawiskiem poznanym i opisanym w literaturze, o 

tyle w przypadku SNAT3 - przedmiotu zainteresowania niniejszej rozprawy, 

obserwacja ta jest nowa. 
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