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Streszczenie

Biatko HSPA2 nalezy do rodziny biatek szoku cieplnego HSPA (HSP70). Biatka te peinia
funkcje opiekuncze w stosunku do innych biatek, uczestniczac w procesie ich poprawnego faldowania.
Dobrze poznana wlasciwos$cia biologiczna HSPA jest ochrona komorki przed stresem
proteotoksycznym indukowanym czynnikami wplywajacymi uszkadzajaco na  stabilnosé¢
i prawidtowa konformacjg biatek istotnych dla przezycia. Geny HSPA roznia si¢ wzorem ekspresji,
a kodowane przez nie biatka lokalizuja si¢ w roznych kompartmentach komorki. Zmiany aktywnos$ci
HSPA maja wptyw na przebieg szlakow sygnatowych sprzyjajac proliferacji i przezyciu, ale takze
moduluja proces apoptozy, autofagii i $mierci mitotycznej komodrek. Liczne dane wskazuja,
ze zmiany poziomu biatek HSPA moga istotnie wptywac na fenotyp komorek nowotworowych.

Gen HSPA2 sklonowano stosunkowo dawno (Bonnycastle i wsp., 1994), jednak nadal
pozostaje on jednym z najstabiej scharakteryzowanych genow HSPA. Poczatkowo ludzkie biatko
HSPA2 wiazano, podobnie jak biatka HSPA2 myszy i szczura, wytacznie z procesem spermatogenezy.
Bodzcem do rozpoczgcia badan skierowanych na poznanie potencjalnego udziatu HSPA2 w innych
procesach bylo wykazanie, ze gen HSPA2 jest aktywny w komoérkach nowotworowych. Obecnie
wiadomo, ze biatko HSPA2 jest syntetyzowane w prawidtowych komoérkach somatycznych, a takze
w nowotworach pierwotnych u ludzi. W momencie podejmowania badan, ktorych wyniki
przedstawione sa w pracy doktorskiej, wzor ekspresji HSPA2 oraz funkcje kodowanego biatka
w komérkach nowotworowych i somatycznych byly nieznane.

Istotnym etapem funkcjonalnego charakteryzowania biatek HSP jest ustalenie ich lokalizacji
wewnatrzkomorkowej, zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i pod wptywem molekularnych
stresorow. Podstawowym celem pracy doktorskiej byto ustalenie lokalizacji HSPA2 w komdrkach
nowotworowych, a nastepnie zbadanie wplywu szoku termicznego na jego dystrybucje
wewnatrzkomorkowa. W badaniach wstepnych, postugujac si¢ metoda 5'RLM-RACE PCR ustalitem
strukturg regionu 5'UTR genu HSPA2 oraz wykazatem, ze w komorkach meskiej linii germinalnej
i komorkach nowotworowych syntetyzowany jest transkrypt HSPA2 o takiej samej strukturze.
Nastepnie oznaczylem poziom transkryptow HSPA2 w modelowych liniach komérkowych metoda
gRealTimePCR. Najwyzsza aktywnos$¢ transkrypcyjna gen HSPA2 wykazywat w linii A549
(niedrobnokomoérkowy rak phuc). Istotny etap realizacji pracy obejmowat otrzymanie Swoistego
przeciwciata anty-HSPA2 przydatnego do wykrywania ludzkiego biatka HSPA2, zaré6wno metoda
Western blot, jak i metodami immunohistochemicznymi. Ze wzglgdu na wysoka homologi¢ sekwencji
aminokwasowej  biatek  nalezacych do  rodziny = HSPA  (HSPA2 - HSPAl  83,6%,
HSPA2 - HSPA8 86,2% wspdlnych aminokwasow), warunkiem koniecznym byto uzyskanie

przeciwciata niereagujacego krzyzowo z innymi biatkami rodziny HSPA. Wybdr odpowiedniej



sekwencji aminokwasowej peptydu do immunizacji krolikow oraz optymalizacja metody oczyszczania
kroliczej poliklonalnej surowicy pozwolity na uzyskanie unikalnego immunoreagentu anty-HSPAZ2.
Zuzyciem oczyszczonej monoswoistej kroliczej surowicy anty-HSPA2, w modelowych liniach
komorkowych oznaczytem poziom biatka HSPA2. Najwyzszy poziom HSPA2 obserwowatem w linii
A549, natomiast w komoérkach HepG2 i U-2 OS nie stwierdzitem obecnos$ci badanego biatka.

Kolejnym etapem badan bylo skonstruowanie wektorow ekspresyjnych, kodujacych biatko
HSPA2, lub biatka fuzyjne HSPA2-GFP i RFP-HSPA2, ktorych wprowadzenie do modelowych linii
komérkowych umozliwito realizacje gtdéwnego celu pracy, jakim bylo ustalenie wewnatrzkomorkowej
lokalizacji HSPA2 w komodrkach nowotworowych. Zastosowanie wektorow, jak réwniez techniki
immunofluorescencji z uzyciem swoistego immunoreagentu anty-HSPA2 pozwolito na ustalenie
wewnatrzkomorkowej dystrybucji biatka HSPA2, zar6wno w temperaturze fizjologicznej, jak
i w warunkach szoku termicznego. Na podstawie przeprowadzonych badan ustalitem, Ze biatko
HSPA2 w standardowych warunkach hodowlanych wykazuje lokalizacje cytoplazmatyczno-jadrowa.
W komorkach poddanych dziataniu szoku termicznego obserwowatem translokacje biatka HSPA2 do
jadra i jaderek komorek nowotworowych, ponadto zaobserwowatem akumulacje badanego biatka
w centrosomach komorek interfazowych, jak rowniez mitotycznych.

Aby wyjasnié, czy biatko HSPA2, podobnie jak HSPA1, wykazuje uniwersalne wiasciwosci
cytoprotekcyjne, a mianowicie chroni komorki przez skutkami szoku cieplnego oraz stresu
proteotoksycznego, badatem w teScie klonogennym potencjat proliferacyjny komoérek poddanych
dziataniu stresorow. Do badan wybratem lini¢ komoérkowa V79 (chomicze fibroblasty) nie
syntetyzujaca endogennych biatek HSPA1 i HSPA2 w standardowych warunkach hodowlanych.
Komorki V79 zmodyfikowalem wprowadzajac do nich (metoda transdukcji retrowirusowej)
sekwencje kodujaca ludzkie biatko HSPA2. Wykazatem, ze biatko HSPA2 chroni komoérki V79 przed
negatywnymi skutkami dziatania szoku termicznego i inhibitora proteasomu MG132.

W prezentowanej pracy doktorskiej wykazalem, ze biatko HSPA2 kodowane przez gen,
ktorego aktywnos¢ poczatkowo wigzano ze spermatogeneza, jest aktywny w niektorych rodzajach
prawidtowych komorek somatycznych oraz komoérkach nowotworowych, ma cechy wspolne
z biatkiem kodowanym przez gtowny gen szoku cieplnego HSPAL. Konieczne sa dalsze badania, aby
wyjasni¢ jak dalece funkcje bialek HSPA2 i HSPA1 sa podobne i czy HSPA2 pekni istotng rolg
w komoérkach nowotworowych. Wiadomo obecnie, ze geny HSPA1 i HSPA2 moga w nowotworach
ulega¢ ekspresji rownoczesnie badz rozlacznie. Dlatego tez badania majace na celu poszukiwanie
korelacji pomigdzy poziomem ekspresji HSPA1 / HSPA2 i cechami klinicznymi nowotworéw powinny

uwzglednia¢ ekspresjg obu tych genow.



