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Streszczenie

Podstawowa cecha komdrek nowotworowych jest przyspieszony metabolizm glukozy potaczo-
ny z zahamowaniem procesu fosforylacji oksydacyjnej. Zwigkszone tempo glikolizy umozliwia
kompensacje niewielkiego zysku energetycznego wynikajacego z oddychania beztlenowego, co
pozwala komérkom nowotworowym kontynuowaé procesy niekontrolowanego wzrostu i prolife-
racji. W nasilonym pobieraniu glukozy przez komérki posrednicza transportery glukozy okreslane
jako GLUT. Nadekspresje biatek GLUT, a zwtaszcza regulowanego warunkami hipoksji GLUT1,
opisano w wielu typach nowotworéw. Liczne doniesienia wskazuja na korelacj¢ pomigdzy pozio-
mem ekspresji GLUT1 a stopniem zeztosliwienia nowotworu. Regulacja poziomu GLUT1 stano-
wi gtéwny czynnik wptywajacy na metabolizm glukozy w komérkach nowotworowych stajac si¢
potencjalnym celem chemioterapii. W pracy przedstawiono obecny stan wiedzy na temat struk-
tury, regulacji oraz znaczenia transportera GLUT1 w diagnostyce i terapii nowotworéw.

Stowa kluczowe: GLUT1 ¢ HIF-1 « mTOR ° nowotwory ¢ onkogeny * analogi glukozy * glikoliza

Summary

Malignant cells are known to enhance glucose metabolism, to increase glucose uptake and to inhi-
bit the process of oxidative phosphorylation. Accelerated glycolysis is one of the biochemical cha-
racteristics of cancer cells that allow them to compensate the inefficient extraction of energy from
glucose in order to continue their uncontrolled growth and proliferation. Upregulation of gluco-
se transport across the plasma membrane is mediated by a family of facilitated glucose transpor-
ter proteins named GLUT. Overexpression of GLUTS, especially the hypoxia-responsive GLUT1,
has been frequently observed in various human carcinomas. Many studies have reported a correla-
tion between GLUT1 expression level and the grade of tumor aggressiveness, which suggests that
GLUT1 expression may be of prognostic significance. Therefore, GLUT1 is a key rate-limiting
factor in the transport and glucose metabolism in cancer cells. This paper presents the current sta-
te of knowledge on GLUT1 regulation as well as its utility in the diagnosis and therapy of cancers.
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WPROWADZENIE

Powszechnie wiadomo, ze komorki nowotworowe cha-
rakteryzuja si¢ odmiennym metabolizmem w poréwnaniu
z komo6rkami prawidtowymi. W komérkach prawidtowych
w procesie glikolizy glukoza jest metabolizowana do dwéch
czasteczek pirogronianu z wytworzeniem dwoch czasteczek
ATP. Powstaty pirogronian w mitochondriach jest utlenia-
ny do acetylo-CoA z udzialem kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej. Nastgpnie acetylo-CoA wchodzi w cykl
Krebsa, w ktérym ulega utlenieniu do CO,, a zmagazynowa-
na energia w postaci koenzyméw NADH i FADH, podlega
przemianie w czasteczki ATP podczas transportu elektro-
néw poprzez uktady oksydoredukcyjne taicucha oddecho-
wego. W wyniku catkowitego utlenienia czasteczki gluko-
zy zostaje wytworzone 30 czasteczek ATP. W komérkach
nowotworowych nast¢puje zahamowanie transportu elek-
tronéw na tlen oraz procesu fosforylacji oksydacyjnej. To
z kolei skutkuje redukcja wytwarzania ATP oraz zwigk-
szeniem generowania reaktywnych form tlenu, prowadza-
cym do wzmozonych mutacji w obrgbie genéw [18,21].
W komérkach nowotworowych w warunkach hipoks;ji jest
faworyzowana przemiana pirogronianu do mleczanu po-
przez indukcje ekspresji izoformy A dehydrogenazy mle-
czanowej. W reakcji powstawania mleczanu odtworzony
zostaje koenzym NAD* umozliwiajacy cyklicznos$¢ procesu
glikolizy, a catkowity zysk energetyczny oddychania bez-
tlenowego stanowia 2 czasteczki ATP [84,96]. Niewielki
zysk energetyczny oddychania beztlenowego w potaczeniu
z duzymi wymaganiami energetycznymi komoérek nowo-
tworowych prowadzi do 20-30-krotnego zintensyfikowania
procesu glikolizy oraz zwigkszonego pobierania glukozy
przez komorke, ktére odbywa si¢ z udzialem transporte-
réow glukozy okreslanych jako GLUT [2,21].
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W komérkach cztowieka zidentyfikowano 14 biatek rodzi-
ny GLUT (ktére zgrupowano w trzy klasy) charakteryzuja-
cych si¢ wspdlnag transmembranowa topologia [85]. Biatka
GLUT transportuja heksozy niezaleznie od energii, zgodnie
z gradientem stg¢zen, z rézna kinetyka 1 powinowactwem
wzgledem substratu. Kazda izoforma ma tkankowo swo-
iste umiejscowienie. Ekspresje wigcej niz jednej izofor-
my mozna obserwowacé w tej samej tkance lub wiele tka-
nek moze transportowac¢ heksozy z udziatem tego samego
(okreslonego) transportera GLUT w jednym czasie [95].

TRANSPORTER GLUKOZY 1 — CHARAKTERYSTYKA MOLEKULARNA

Transporter glukozy 1 (GLUTI) jest najlepiej poznana
i wszechobecnie wystepujaca izoforma rodziny biatek
GLUT. W stanach fizjologicznych wysoki poziom ekspre-
sji GLUT1 obserwuje si¢ w erytrocytach (3—5% wszyst-
kich biatek blonowych), nabtonku endotelialnym i epi-
telialnym bariery krew—moézg, oku, tozysku i gruczole
mlekowym ssakow [98]. Badania swoistosci substratowe;j
GLUT1 wzgledem heksoz, ulegajacego ekspresji w oocy-
tach Xenopus leavis, wykazaly duza wydajnos¢ transportu
glukozy (Km~3 mM) [87] i 2-deoksyglukozy (Km~5 mM)
[91]. Ponadto GLUT1 moze transportowac: galaktoze, man-
nozg, glukozaming i kwas askorbinowy [34,98].

W komérkach cztowieka transporter GLUT1 zbudowany
7 492 aminokwaséw (m.m. ~54 kDa), jest kodowany przez
gen SLC2A1 (ztozony z 10 eksonéw) umiejscowiony na
krétkim ramieniu chromosomu 1 (1p35-31.3). Wszystkie
transportery GLUT zawieraja 12 hydrofobowych o-helik-
sowych domen przypuszczalnie 12-krotnie przechodzacych
przez blong plazmatyczna. Regiony N- i C-koricowe tych
biatek oraz duza petla (zlokalizowana pomigdzy segmentem
6 1 7) znajduja si¢ po stronie cytoplazmatycznej (ryc. 1).

Ryc. 1. Budowa transportera GLUT1 (opis w tekscie —
wg [26] zmodyfikowano)
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Biatka klasy I rodziny GLUT, do ktérej nalezy GLUTI,
maja pomigdzy domeng transmembranowa 1 i 2 zewna-
trzkomorkowa petle z miejscem glikozylacji [31,98].
N-glikozylacja Asn 45 GLUT1 wptywa na jego stabilnos¢
i wydajnos¢é w transporcie glukozy. Oprécz N-glikozylacji
GLUT]1 podlega réwniez O-glikozylacji. Obie modyfikacje
odgrywaja gtéwna role w osiaganiu petnej aktywnosci trans-
portowej i wptywaja na mas¢ molekularng biatka [7,66].
Sugeruje sig¢ istnienie korelacji pomigdzy stopniem gliko-
zylacji GLUT1, a ztosliwoscia komérek nowotworowych.
Zwigkszona mase molekularng GLUT1 osiagajaca 70 kDa
zaobserwowano w linii komérek nowotworowych CGLA4,
stanowigcych hybrydg¢ pochodzaca od komoérek HeLa i fi-
broblastéw cztowieka, w poréwnaniu z linia niezestosli-
wiong CGL1 wywodzaca si¢ z tych samych komérek [56].

Wysoki stopiert homologii pomigdzy poszczegdlnymi trans-
porterami GLUT jest zdeterminowany obecnoscig licznych
konserwatywnych ewolucyjnie sekwencji aminokwaso-
wych. Maiden i wsp. [42] opisali pentameryczne sekwen-
cje (RXGRR) umiejscowione w cytoplazmatycznych pe-
tlach faczacych segmenty 22318 z 9 (ryc. 1). Ulozenie tych
motywéw w symetrycznych pozycjach obu potéwek biatek
GLUT sugeruje, ze transportery ssakéw mogly powsta¢ po-
przez duplikacje odziedziczonego po przodkach 6 helikso-
wego transportera, chociaz niezalezna ekspresja zarowno
aminowej jak i karboksylowej czesci GLUT1 w komérkach
Sf9 nie dawata funkcjonalnego biatka [15]. Jednakze do-
datni tadunek sekwencji RXGRR jest istotny dla prawidto-
wego wbudowania biatlek GLUT w btong komdrkowa [68].
Podobnie motyw sekwencyjny zbudowany z czterech ami-
nokwaséw w regionie C-koiicowym GLUT1 (DSQV) odpo-
wiada za wiazanie domeny PDZ prezentowanej przez biatka
okreslane jako GIPC (Go interacting protein, C-terminus).
Stymulowane czynnikami wzrostu oddziatywanie GLUT1
z biatkami GIPC promuje translokacjg transportera do bto-
ny komoérkowej oraz zapobiega jego wewnatrzkomoérkowe;j
degradacji w lizosomach [94]. Inny konserwatywny motyw
QLS zlokalizowany w domenie 7 transporteréw GLUTI,
3 i 4 przypuszczalnie pelni rolg¢ molekularnego filtra, ktd-
ry wplywa na swoisto$¢ substratowa tych biatek. Biatka
GLUT2 1 5, ktére transportuja fruktoze maja odpowiednie
motywy HVA i MGG. Eksperymenty mutacyjne oparte na
przemiennej substytucji sekwencji QLS i HVA w trans-
porterach GLUT3 i GLUT2 skutkowaly czgsciowym od-
wréceniem ich kinetyki i selektywnosci substratowej [71].
Mutacje w genie SLC2A 1 o charakterze zmiany ramki od-
czytu, zmiany sensu w obrgbie aminokwasow zaangazowa-
nych w tworzenie miejsca wiazania substratu lub catkowity
brak ekspresji biatka na skutek utraty heterozygotycznosci
prowadzi do metabolicznego zespotu niedoboru biatkowe-
go transportera 1 (choroba De Vivo) (GLUT1-deficiency
syndrome — GLUT1-DS) dziedziczonego w sposéb auto-
somalny dominujacy. U wszystkich pacjentéw z zespotem
De Vivo wystepuje niskie stgzenie glukozy w ptynie moé-
zgowo-rdzeniowym, ktérego nastgpstwem sa objawy epilep-
tyczne, opéZniony rozwdj psychoruchowy oraz ataksja [6].

IMECHANIZM TRANSPORTU Z UpzIALEM GLUT1

Strukturalny model transportera GLUT1 zaktada formo-
wanie centralnie potozonego kanatu wodnego utworzone-
go przez zestawienie pigciu transmembranowych o-helis
[3,5,7,10,11], z ktérych kazda ma charakter amfipatyczny

(ryc. 1). Istotna rolg w tworzeniu wodnego rdzenia odgrywa-
ja niepolarne reszty aminokwasowe oddziatujace wigzania-
mi hydrofobowymi z czasteczkami wody [26,39]. Interakcje
aminokwaséw z ptaszczem wodnym umozliwiaja transpor-
terowi GLUT1 funkcjonowanie w metastabilnych warun-
kach, w ktérych mata zmiana energii wywotana przytacze-
niem substratu, inhibitoréw lub ATP powoduje duze zmiany
w konformacji biatka. Dlatego mutacje hydrofobowych reszt
aminokwasowych GLUT1 w obrebie kanatu prawdopodob-
nie oddziatywaja z czasteczkami wody prowadzac do utra-
ty petnej funkcjonalnosci transportera [32,40,44].

Poczatkowo w opisie mechanizmu transportu z udziatem
GLUT1 sugerowano istnienie pojedynczego zewngtrznego
1 wewnetrznego miejsca wigzania substratu, ktére nie moga
absorbowac¢ liganda w tym samym czasie [3]. Wskazywano
réwniez na jednoczesne wspétdziatanie kilku miejsc wiaza-
nia liganda po obu stronach btony plazmatycznej. Niedawno
przeprowadzone badania sugeruja, ze GLUT1 ma przy-
najmniej dwa zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowe miejsca
wiazania glukozy potaczone wspdélnym kanalem wodnym
[14,63]. Oparta na zasadach termodynamiki hipoteza trans-
portu zaproponowana przez Naftalina [53] zaktada przy-
spieszona wymiang cukru pomigdzy miejscami wiazania
liganda lezacymi po przeciwnych stronach kanatu w pro-
cesie tzw. ,,podwdjnej wymiany” (germinate exchange),
w ktérym zaréwno wewnetrzne jak i zewngtrzne miejsca
wigzania liganda absorbuja cukier w tym samym czasie.

Poréwnanie transportu kilku analogéw heksoz jako substra-
téw oraz inhibitoréw kompetycyjnych GLUT1 pozwolito
na wyciagnigcie wniosku, ze wigzanie D-glukozy wyma-
ga utworzenia kilku wigzan wodorowych pomigdzy grupa-
mi hydroksylowymi w pozycjach C1, C2 i C3 cukru, a po-
larnymi resztami zewngtrznego miejsca wigzania liganda
[10,27]. Prawdopodobnie w przylaczeniu D-glukozy do
GLUT1 uczestniczy réwniez grupa hydroksylowa przy C4,
poniewaz epimer D-glukozy, D-galaktoza ma 10-krotnie
mniejsze powinowactwo do GLUT1 niz D-glukoza [62].

Badania wskazuja na wystgpowanie biatek GLUT1 w po-
staci dimeréw. Dimery te tworzg tetramer, w ktérych obie
podjednostki dziataja kooperatywnie tworzac kompleks nie-
ustanie prezentujacy przynajmniej dwa zewngtrzne i dwa
wewngtrzne miejsca wiazania substratu [100].

Ze wzgledu na brak krystalograficznej analizy struktury
biatka GLUT]1 trudno jest na podstawie istniejacych mo-
deli i doniesien literaturowych jednoznacznie odpowie-
dzie¢ na pytanie w jaki sposéb transporter glukozy 1 prze-
prowadza translokacje substratu przez btong komérkowa.
Jednak mimo braku petnej informacji o trzeciorzgdowe;j
strukturze GLUT1, obecna wiedza moze umozliwié¢ zro-
zumienie, a w konsekwencji leczenie pacjentéw z choro-
bami zwiazanymi z homeostaza glukozy.

Napekspresia GLUT1 w NowoTwoRACH

Wysoki poziom ekspresji GLUT1 zaobserwowano w wielu
typach nowotworéw. W rakach piersi i jelita grubego eks-
presja GLUT1 ulegata podwyzszeniu wraz ze wzrostem
stopnia zaawansowania nowotworu i gorszym rokowaniem
dla pacjenta [4,12,61]. W nowotworach gruczotéw Slino-
wych ujawniono zwiazek pomig¢dzy poziomem ekspresji
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GLUT1, a rozmiarem guza i zdolnoscia komérek do meta-
stazy [51]. W rakach zotadka ekspresja GLUT]1 $cisle ko-
relowata z typem nowotworu, angiogeneza oraz przerzuto-
waniem do weztéw chtonnych i watroby [33]. Wyciszenie
ekspresji genu GLUT1 w komérkach biataczkowych czto-
wieka HL-60 prowadzito do zahamowania proliferacji ko-
morek o ponad 50% [10]. Badania przeprowadzone przez
Noguchiego i wsp. [55] na linii komérkowej raka zotadka
(MKN45) wykazalty 85% spadek pobierania glukozy oraz
zmiany w cyklu komérkowym ograniczajace wzrost nowo-
tworu na skutek zahamowania ekspresji GLUT1 po trans-
fekcji wektorem kodujacym antysensowne GLUT1 cDNA.

Wyniki dotychczasowych badan zgodnie sugeruja zastoso-
wanie GLUT1 jako prognostycznego wskaZnika ztosliwosci
oraz stopnia zaawansowania nowotworu, ktory umozliwitby
wyodrebnienie pacjentéw wymagajacych agresywniejszej
terapii. Nadekspresja GLUT1 wynikajaca ze zwigkszonego
zapotrzebowania komdrek nowotworowych na energi¢ pro-
muje poprzez szlak glikolizy wzrost rozmiaréw guza i jego
inwazyjnos¢ [20]. Fenomen zwigkszonego pobierania glu-
kozy przez komoérki nowotworowe ma kliniczne zastoso-
wanie w diagnostyce wielu typéw nowotworéw ztosliwych
iich przerzutéw przez wprowadzenie znacznika [®F]-fluoro-
2-deoksy-D-glukozy (FDG) w jednej z najbardziej efek-
tywnych metod medycyny molekularnej, tj. pozytonowe;j
tomografii emisyjnej (PET). Podwyzszony poziom ekspre-
sji GLUT1 oraz wysoka maksymalna standardowa wartos$¢
wychwytu BFDG zaobserwowane w ptaskonabtonkowych
rakach pluc w poréwnaniu z gruczolakami, korelowaty ze
stopniem zréznicowania komoérek nowotworu oraz przerzu-
tami do weziéw chlonnych [88]. Podobnie w guzach grasi-
cy pochodzenia nabtonkowego wychwyt ®FDG byt §cisle
zwiazany z poziomem ekspresji GLUT1 i heksokinazy II
[54]. Aktywny transport z udziatem GLUT1 wymaga jego
translokacji do btony komorkowej. W liniach komérkowych
migsakéw kosciopochodnych zaobserwowano zwigkszone
pobieranie glukozy wynikajace z przemieszczenia GLUT1
do btony komdérkowej w odpowiedzi na stymulacje komo-
rek insuling [13]. Inne badania przeprowadzone na linii
komorkowej biataczki megakariocytowej cztowieka suge-
ruja translokacje GLUT1 z przedzialéw wewnatrzkomor-
kowych do btony plazmatycznej pod wptywem czynnika
wzrostowego komorek pnia (stem cell factor — SCF) oraz
H,0, [45]. Regulacja ekspresji GLUT1 w komorkach no-
wotworowych jest procesem wieloczynnikowym, w ktory
zaangazowane sa m.in.: hipoksja [24], hormony [19], czyn-
niki wzrostu [16], geny supresorowe [70], onkogeny [97].

Rota szLaku PI3K/AKT/MTOR w exspressi GLUT1

Aktywacja kinazy mTOR odgrywa role w przebiegu wie-
lu przemian promujacych transformacj¢ nowotworowa.
Biatko mTOR zaangazowane w liczne szlaki sygnali-
zacyjne posredniczy w regulacji metabolizmu, wzrostu
komorki, proliferacji i angiogenezy [99]. Badania wy-
kazaty, ze w wielu nowotworach cztowieka PI3K/AKT
— zalezna regulacja kinazy mTOR koreluje z poziomem
ekspresji transportera GLUT1 [77]. Aktywacja kaskady
PI3K/AKT/mTOR zachodzi w wyniku zwiazania insu-
liny lub czynnikéw wzrostu przez receptory o charakte-
rze kinaz tyrozynowych. Przylaczenie liganda powodu-
je ich autofosforylacje i rekrutacje¢ do blony komoérkowej
3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K), ktéra przeksztatca

fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (PIP2) do fosfatydy-
loinozytolo-3,4,5-trifosforanu (PIP3) (ryc. 2). PIP3 wiaze
si¢ w obrgbie domeny PH serynowo-treoninowej kinazy
AKT promujac jej translokacje do btony. Aktywacja AKT1
wymaga fosforylacji Thr 308 i Ser 473 umiejscowionych
odpowiednio w domenie kinazowej i regulatorowej. Za
fosforylacje Thr 308 odpowiada kinaza PDK1 rekrutowa-
na do btony komérkowej przez PIP3. W fosforylacje Ser
408 moga by¢ zaangazowane rézne kinazy: PDK1, PDK2,
ILK, DNA-PK, mTORC?2 lub proces ten przebiega auto-
katalitycznie [35]. AKT fosforyluje wiele substratéw, spo-
$rod ktorych dwa TSC2 (tuberous sclerosis 2) i PRAS40
(proline-rich AKT-substrate-40) prowadza do bezposred-
niej aktywacji serynowo-treoninowej kinazy mTOR [80].
W komérce mTOR wchodzi w sktad dwéch niezaleznych
komplekséw odmiennych pod wzgledem funkcji, regulacji
i wrazliwos$ci na rapamycyng. W sktad mTORC]1 posredni-
czacego w regulacji procesow wzrostu i odzywiania komér-
kowego wchodza biatka: mTOR, mLST8, Raptor, podczas
gdy gtéwne sktadowe mTORC?2 stanowia: mTOR, mLST8,
Rictor, mSinl, Protor i PRRS5. AKT-zalezny szlak sygna-
lizacji przebiega z udziatem kompleksu mTORCI. Biatko
TSC2 o aktywnosci GTP-azowej w potaczeniu z TSC1
reguluje aktywnos¢ GTP-azy Rheb. Fosforylacja Ser 939
i Thr 1462 w TSC2 hamuje GTP-azowa aktywnos¢ hete-
rodimeru TSC1/TSC2, co prowadzi do akumulacji biatka
Rheb potaczonego z GTP, ktére w wyniku niewyjasnio-
nego mechanizmu aktywuje kinazg¢ mTOR w komplek-
sie mTORC1 [43,64]. Poczatkowo uwazano, ze aktywa-
cja mTOR jest wynikiem asocjacji Rheb-GTP z biatkiem
FKBP38 o funkcji supresorowej w stosunku do mTORC1
[86]. Obecnie przypuszcza sig, ze GTP-aza Rheb moze sty-
mulowac fosfolipaze D do tworzenia kwasu fosfatydowe-
go bezposrednio modulujacego aktywnos¢ kinazy mTOR
[83]. Mechanizm aktywacji mMTORCI1 przez GTP-azg Rheb
wymaga farnezylacji biatka Rheb i moze by¢ blokowany
przez inhibitory transferazy farnezylowej [9].

Drugi sposéb aktywacji mTORC1 przez AKT polega
na fosforylacji biatka PRAS40 — negatywnego regula-
tora kinazy mTOR, dzialajacego niezaleznie od TSC2.
Fosforylacja w PRAS40 Thr 246 prowadzi do jego od-
dysocjowania od kompleksu mTORCI i aktywacji kina-
zy mTOR. Jednoczesnie PRAS40 sam stanowi substrat
dla mTORC1, kontrolujacego wtasna aktywnos¢ sygnali-
zacyjna poprzez fosforylacjg reszt seryny swojego supre-
sora [92]. ZaleznosSci pomigdzy kinazami AKT i mTOR
dodatkowo komplikuje kompleks mTORC2, ktéry w pew-
nych komoérkach nie wykazuje wrazliwosci na rapamycyne.
Kompleks mTORC?2 potrafi bezposrednio fosforylowa¢ Ser
473 AKT w odpowiedzi na stymulacj¢ czynnikami wzrostu
[27]. Utworzenie kompleksu mTORC1 hamuje formowa-
nie kompleksu mTORC?2 i ogranicza mozliwos¢ aktywacji
AKT. Sygnalizacja z udziatem AKT i mTOR jest ze soba
powiazana wzajemnym sprz¢zeniem zwrotnym wyklucza-
jacym mozliwos¢ ciagtej hiperaktywacji obu kinaz [79].

Do najlepiej poznanych efektoréw aktywnosci mTOR na-
leza kinaza biatkowa p70S6 oraz biatko 4E-BP1 zaanga-
zowane w proces inicjacji translacji. Wigkszos¢ dojrzatych
eukariotycznych mRNA ma na koricu 5° czapeczke zbu-
dowana z 7-metyloguanozyny (m7G), a na koricu 3’ se-
kwencje poli(A). Inicjacja translacji wymaga rozpozna-
nia czapeczki przez czynnik elF4E, ktérego aktywnosé
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jest hamowana przez zwiazanie ze swoistym inhibitorem
biatkowym 4E-BP1. W wyniku fosforylacji 4E-BP1 przez
mTOR dochodzi do aktywacji eIF4AE i tworzenia kompleksu
inicjacyjnego [11,22]. Badania kinazy p70S6 sugeruja jej
udziat w fosforylacji podjednostki rybosomu 40S i zwia-
zanej z tym zwigkszonej wydajnosci translacji populacji
mRNA majacych na swoim koricu 5’ taficuch polipirymi-
dynowy (5 TOP mRNA). Sa to gléwnie transkrypty ko-
dujace biatka rybosomalne oraz czynniki translacyjne np.
eEF1A. Fosforylacja p70S6 przez mTOR aktywuje biatko
S6, ktore zwigksza efektywnos¢ translacji 5’TOP mRNA
[28]. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze sygnalizacja mTOR-
-p70S6 moze réwniez kontrolowaé inne czynniki transla-
cyjne — elF3 oraz elF4B [75].

Obecnie sugeruje si¢ istnienie zwigzku pomig¢dzy nad-
ekspresja GLUT1 i aktywacja szlaku sygnalizacyjnego
z udziatem kompleksu mTORCI. Jednak do tej pory nie
udato si¢ wyjasni¢ w jakim stopniu kinaza mTOR bez-
posrednio wptywa na regulacje translacji biatka GLUTI.
Mozliwe, ze zwigkszenie wydajnosci translacji innych
biatek posrednio wplywa na regulacje ekspresji GLUT1
w komoérkach nowotworowych. Co wigcej, kinaza mTOR
moze wchodzi¢ w interakcje z réznymi biatkami np.: Racl,
TELO2 i FXBW7 inhibitorami kinaz zaleznymi od cyklin
p21 i p27, kinaza biatkowa C [93]. Obecnie niewiele wia-
domo o ekspresji gendw i biatek kontrolowanych przez ki-
naz¢ mTOR, cho¢ ich liczba systematycznie rosnie.

RecuLacia exsPres)l GLUTL PRZEZ CZYNNIK TRANSKRYPCYINY
HIF-1

Niedotlenienie nowotworu powoduje aktywacj¢ czynnika
transkrypcyjnego HIF-1, posredniczacego w regulacji eks-
presji wielu genéw, ktérych produkty biatkowe uczestnicza
w szlakach przekazywania sygnatu zwiagzanych z metaboli-
zmem glukozy, angiogeneza i inwazja komdrek nowotwo-
rowych. Biatko HIF-1 funkcjonuje jako heterodimer skta-
dajacy si¢ z podjednostek HIF-1ow i HIF-1B [2] (ryc. 3).
W warunkach fizjologicznych podjednostka HIF-1a pod-
lega hydroksylacji przez hydroksylaze prolinowa (HPH),
ktérej aktywnos$¢ jest uwarunkowana obecnoscia tlenu
w tkankach. Hydroksylacja reszt Pro 402 i 564 umozliwia
wiazanie HIF-1 z biatkiem VHL rozpoznawanym przez li-
gaze ubikwitynowa, co prowadzi do degradacji powstalego
kompleksu w proteasomie [59]. Oprécz reszt proliny, hy-
droksylacja Asn 803 przez hydroksylaze FIH-1 ostabia in-
terakcje HIF-1o z biatkami p300 i CBP — kofaktorami za-
angazowanymi w regulacj¢ ekspresji genéw. Zaréwno HPH
jak i FIH-1 do pelnej aktywnos$ci enzymatycznej wymagaja
czasteczki tlenu i zelaza. Ponadto w regulacji aktywnosci
i stabilnosci HIF-1 uczestniczy acetylacja i fosforylacja [29].

Hipoksja jest podstawowa przyczyna nadekspresji HIF-1
w komoérkach nowotworowych. Niedobér tlenu inaktywuje
enzymy odpowiedzialne za hydroksylacje HIF-1, ktéra jest ko-
nieczna do tworzenia kompleksu z vVHL i ubikwitynozalezne;j
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degradacji HIF-1ow w proteasomach. W warunkach tleno-
wych ograniczony stopieri degradacji HIF-1o wynika gtow-
nie z mutacji, utraty lub obnizonej ekspresji supresora nowo-
tworowego VHL. Pozostale mechanizmy nadekspresji HIF-1
dotycza regulacji syntezy podjednostki o [30]. W wielu ty-
pach nowotworéw stymulacja transkrypcji i translacji HIF-
1o wynika ze zwigkszonej ekspresji receptoréw o aktywnosci
kinaz tyrozynowych uruchamiajacych kaskadg przekazywa-
nia sygnatu z udziatem szlaku PI3K/AKT [74]. Podobnie na-
silona ekspresj¢ HIF-1o zaobserwowano w guzach z muta-
cja w biatku TSC — supresorze kinazy mTOR promujace;j
progresje nowotworowa poprzez zintensyfikowanie wydaj-
nosci translacji wielu biatek [25]. Ponadto HIF-1 moze sam
posrednio wptywac na poziom ekspresji HIF-1o poprzez sty-
mulacje transkrypcji czynnikéw wzrostu, takich jak: IGF2
(insulin-like growth factor) i TGF-o (transforming growth
factor), ktére uruchamiajg szlaki przekazywania sygnatu
zwiazane z progresja guza [38].

W wyniku przedstawionych wyzej mechanizméw dochodzi
do akumulacji podjednostki HIF-1ot w cytoplazmie komé-
rek nowotworowych. Nastgpnie HIF-1o migruje do jadra
komoérkowego, gdzie taczy si¢ z konstytutywnie stabilna
i tlenowo niezalezna podjednostka HIF-1f. Powstaty he-
terodimer stanowi aktywna posta¢ czynnika transkrypcyj-
nego HIF-1, ktéry wraz z swoimi kofaktorami p300 i CBP
rozpoznaje sekwencj¢ 5’-RCGTG-3" tzw. HRE (hypoxia
— response elements) zlokalizowana w obrgbie promo-
toréw i wzmacniaczy wielu genéw regulujacych proce-
sy proliferacji, apoptozy, angiogenezy i metabolizmu ko-
morkowego [50].

Badania przeprowadzone na tkankach oraz liniach komér-
kowych wskazuja na Scista zaleznos¢ poziomu ekspresji

transporteréw glukozy GLUT1 i GLUT3 od stopnia ak-
tywacji HIF-1. Czynnik ten indukuje transkrypcje genéw
GLUT1 i GLUTS3 oraz enzyméw uczestniczacych w proce-
sie glikolizy, nasilajac tym samym tempo metabolizowania
glukozy [24,47]. Aktywacja HIF-1 w komérkach nowotwo-
rowych prowadzi do trwatego wygaszenia oddychania mito-
chondrialnego i przesunigcia metabolizmu glukozy w stro-
n¢ glikolizy. Zmiany te wynikaja z bezposredniej stymulacji
ekspresji mitochondrialnej kinazy dehydrogenazy pirogro-
nianowej, ktora inaktywuje dehydrogenaze pirogroniano-
wa (PDH). Inaktywacja PDH ogranicza przeksztalcanie
pirogronianu do acetylo-CoA — gléwnego metabolitu cy-
klu Krebsa [72]. Ponadto warunki hipoksji nowotworu pro-
wadza do negatywnej regulacji heterogennych jadrowych
rybonukleoprotein A2 i L (hnRNP A2 i hnRNP L), ktére
wiazac si¢ z sekwencja AURE (AU-rich response element)
w obrgbie regionu 3’UTR (untranslated region) zwigkszaja
niestabilnos¢ GLUT1 mRNA i blokuja jego translacje [23].
Nasilone pobieranie glukozy przez komoérki nowotworowe
stanowi alternatywe pozwalajaca zaspokoié¢ gtdd energetycz-
ny wynikajacy z niewydajnego oddychania beztlenowego.

Axtywacia eksPResJI GLUT1 PrRzEZ ONKOGENY

Onkogeny powstaja w wyniku mutacji w obrebie protoon-
kogenow. Ekspresja onkogenéw reguluje poziom syntezy
lub zmienia wlasciwosci bialek zaangazowanych w regu-
lacj¢ wzrostu, réznicowania i podziatu komérki. Jednymi
z najlepiej poznanych biatek posredniczacych w przeka-
zywaniu sygnatu ze srodowiska zewnatrzkomoérkowego do
jadra komoérkowego sa biatka Ras uczestniczace w akty-
wacji kaskady Raf/MEK/ERK [69]. Mutacje w onkogenie
RAS wystepuja w 95% przypadkéw rakéw trzustki, 50%
przypadkéw rakow jelita grubego oraz niektérych typach
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nowotwordw ptuc [57]. Mutacje w KRAS wykluczaja mu-
tacje w onkogenie BRAF rozpowszechnione w czernia-
kach oraz rakach jelita grubego bez mutacji w KRAS [17].
Nadekspresja lub zwigkszona aktywnosc¢ biatek Ras powo-
duje nieustanng stymulacje szlaku sygnalizacyjnego kinaz
aktywowanych mitogenem (MAPK) [36]. Aktywacja kinaz
ERK moze prowadzi¢ do zwigkszonej aktywnosci kinazy
mTOR w wyniku hamowania wlasciwosci supresorowych
biatka TSC2 [65] (ryc. 2). Badania przeprowadzone na li-
niach komdérkowych raka jelita grubego o zréznicowanym
statusie mutacyjnym w onkogenach KRAS i BRAF wyka-
zaly Scista korelacje tych mutacji z poziomem transkryp-
cji transportera GLUT 1. Zaobserwowano wzrost ekspresji
GLUT1 (3-22-krotny) w komdrkach z mutacjami w allelach
KRAS 1 BRAF w poréwnaniu z allelami o fenotypie dzikim.
Ponadto nie stwierdzono zwigzku pomig¢dzy nadekspresja
transkryptu GLUT1, a poziomem aktywnosci HIF-1o [97].
Jednak, wyniki badan przeprowadzonych na nowotworach
okreznicy ujawnity znacznie nizsza (30%) czgstos¢ muta-
cji punktowych w kodonie 12 KRAS w poréwnaniu z eks-
presja GLUT1 (100%) [55]. Inne doniesienia sugeruja, ze
nadekspresja GLUT1 w fibroblastach wymaga aktywacji
onkogenu c-Fos. Biatka Fos i Jun wchodza w sktad hetero-
dimeru AP-1, ktéry wiaze si¢ z sekwencja TRE rozpozna-
wang przez estry forbolu, regulujac ekspresje¢ wielu genéw.
Obecnie mimo braku przekonujacych dowodéw przypusz-
cza sig, ze w obrebie regionéw wzmacniaczy genu SLC2A1
kodujacego GLUT1 moga wystgpowacé motywy TRE regu-
lowane przez AP-1 [67]. Podobne sekwencje wzmacniaczy
aktywowane przez onkogen v-src zidentyfikowano w regio-
nie promotorowym genu SLC2A/ u myszy [52]. Badania
przeprowadzone na fibroblastach szczura Rat1, kodujacych
biatko fuzyjne taczace Myc z domena wiazania liganda re-
ceptora estrogenowego (MycER) wykazaly, ze geny kodu-
jace GLUT]1, fosfofruktokinazy i enolazy moga by¢ bezpo-
Srednio regulowane przez onkogen c-myc [58]. W innym
modelu badawczym onkogen c-myc przez wigzanie z se-
kwencja zlokalizowana w obrebie miejsca promotorowego
prowadzit do bezposredniej nadekspresji genu kodujacego
dehydrogenaz¢ mleczanowa (LDH-A) [76].

GLUT1 w TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE)

Zwigkszone pobieranie glukozy i zwiazane z nim przy-
spieszone tempo glikolizy wynika z nadekspresji oraz
translokacji transporteréw glukozy do btony komérko-
wej. Z tego wzgledu biatka GLUT, a zwtaszcza GLUT]I,
ktérego nadekspresje w nowotworach obserwuje si¢ naj-
czesciej, staty sie potencjalnym celem terapii przeciwno-
wotworowej. Regulacja GLUT1 moze stanowi¢ gtéwny
czynnik wptywajacy na metabolizm glukozy w odpowie-
dzi na chemioterapig.

Wigkszos¢ zidentyfikowanych do tej pory inhibitoréw ak-
tywnosci GLUT1 dziata gtéwnie na zasadzie wspéizawod-
nictwa o miejsce wiazania substratu. Na przyktad cytocha-
lasyna B — przenikajacy przez blong komérkowa alkaloid
— niszczy filamenty aktynowe i hamuje transport gluko-
zy [5]. Kolejny zwiazek o budowie diterpenu — forskoli-
na po przedostaniu si¢ do cytoplazmy blokuje transporter
GLUTT1 i aktywuje cyklaz¢ adenylanowa [73]. Podobnymi
wlasciwosciami charakteryzuja si¢: izoflawonoid geniste-
ina, gossypol, florentyna chalkonowa [5,60,90]. Obecnie
rosnie zainteresowanie wtasciwosciami D-allozy, rzadko

spotykanego w naturze analogu D-glukozy. Mitani i wsp.
[49] w badaniach przeprowadzonych na trzech liniach ko-
morkowych nowotworéw gltowy i szyi wykazali, Zze cukier
ten jest kompetycyjnym inhibitorem transportu glukozy do
wnetrza komorki. Komorki traktowane D-alloza charakte-
ryzowatly si¢ obnizonym poziomem ekspresji cyklin A2,
B1 ikinazy CDC2 oraz podwyzszonym poziomem syntezy
p21 i p53 mRNA. Podobne wyniki uzyskali Sui i wsp. [82],
ktérzy hodujac komérki nowotworowe watroby na podto-
zu zawierajacym D-allozg zaobserwowali nadekspresj¢ p21
1 p27 oraz zwiazane z tym zahamowanie cyklu komorko-
wego w fazie G2/M i uruchomienie apoptozy.

Znane sg takze posrednie inhibitory GLUT1 skierowane
przeciwko szlakom sygnalizacyjnym regulujacym poziom
ekspresji GLUT1. Zaobserwowano m.in. spadek syntezy
GLUT1 w komérkach raka trzustki traktowanych apige-
ning — flawonoidem roslinnym o dziataniu supresorowym
w stosunku do szlaku PI3K/Akt [48].

Jednak nadekspresja transporteréw GLUT umozliwia aku-
mulacj¢ w komérkach nowotworowych pochodnych glukozy
o charakterze terapeutycznym. W wielu badaniach nad wy-
korzystaniem 2-deoksyglukozy (2-DG) w terapii wykaza-
no, ze zwiazek ten jest kompetycyjnym inhibitorem proce-
su glikolizy [41]. W wyniku transportu do wngtrza komorki
2-DG ulega fosforylacji przez heksokinaze, ale w przeci-
wienstwie do glukozo-6-fosforanu nie jest substratem dla
izomerazy glukozofosforanowej. Nagromadzenie 2-DG-P
w komorce prowadzi do zahamowania procesu glikolizy,
a nastgpnie zatrzymania cyklu komérkowego i uruchomie-
nia apoptozy [1]. Ponadto ostatnie doniesienia sugeruja,
ze w przypadku guzéw rosnacych w warunkach normok-
sji 2-DG jest skutecznym inhibitorem N-glikozylacji, nie-
zbednej do translokacji GLUT1 do btony komérkowej [37].
W badaniach in vivo przeprowadzonych na myszach z prze-
szczepionym migsakiem ko$ci lub niedrobnokomérkowym
rakiem ptuc cztowieka 2-DG uwrazliwiata komérki nowo-
tworowe na chemioterapi¢ adriamycyna i paklitakselem
[46]. Co wigcej, eksperymenty kliniczne przeprowadzo-
ne z udziatem pacjentéw z glejakiem wielopostaciowym
wykazaly, ze stosowanie 2-DG w dawkach bezpiecznych,
tj. do 250 mg/kg masy ciata uczula komoérki nowotworu
na radioterapi¢ [78]. Podobnie podawanie 2-DG w zesta-
wieniu z 6-aminonikotynamidem (inhibitor dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanu) obnizato komdrkowe stgzenie gluta-
tionu i zwigkszato Smiertelnos¢ linii komoérek glejaka pod
wplywem czynnika radiacyjnego [89]. Oprécz taczonej
terapii z 2-DG, ro$nie zainteresowanie synteza koniuga-
téw konwencjonalnych cytotoksycznych lekéw z resztami
glukozy, ktére mogltyby zwigkszy¢ dostepnos¢ chemiote-
rapii do wnetrza guza. Przyktadem takiego zwiazku jest
2-GluSNAP, potaczenie glukozy z donorem tlenku azotu
S-nitroso-N-acetyl-penicillaming (SNAP). Stwierdzono, ze
nasilenie cytotoksycznego dziatania 2-GluSNAP w komor-
ce koreluje wraz ze wzrostem poziomu ekspresji transpor-
tera GLUT1 [81]. Zastosowanie kliniczne niemetabolizo-
walnych analogéw glukozy wydaje si¢ korzystne dlatego,
iz w przeciwienstwie do komérek prawidtowych, ktére
potrafiag metabolizowac rézne cukry, gtéwnym substratem
energetycznym dla komdrek nowotworowych jest gluko-
za. Obecnie prowadzone sa badania kliniczne nad bezpie-
czenstwem i skutecznos$cia dziatania tych zwigzkéw jako
przysztych terapeutykéw [8].
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PobsumowaNIE

Komérki nowotworowe przearanzowuja swéj metabolizm
w kierunku procesu beztlenowej glikolizy. Zwigkszone
tempo glikolizy wymaga nasilenia transportu glukozy do
wnetrza komorki, ktére w znacznym stopniu wynika z na-
dekspresji transportera GLUT1. Przeprowadzone do tej
pory badania jednoznacznie podkreslaja znaczenie GLUT1
w progresji i uztosliwieniu komérek nowotworowych.

PismiENNICTWO

W wielu typach nowotworéw ekspresja GLUT1 koreluje ze
stadium zaawansowania choroby i gorszym rokowaniem dla
pacjenta stajac si¢ potencjalnym czynnikiem prognostycz-
nym. Jednak nadekspresja GLUT1 moze zwigkszac czutos¢
detekcji nowotworéw technika ®FDG-PET oraz uczulaé pa-
cjentéw na stosowana powszechnie chemio- i radioterapig.
W przysztosci doktadniejsze poznanie struktury i regulacji
GLUT1 w komérce przyczyni si¢ do lepszego zrozumie-
nia i leczenia choréb zwiagzanych z homeostaza glukozy.
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