Nr rejestracyjny: 2018/31/D/ST4/02574; Kierownik projektu: dr Agnieszka Marianna Szebesczyk

Zaprogramowana $smier¢ komorki jest potrzebna w normalnym rozwoju organizmu, homeostazie i
zapobieganiu chorobom wynikajacym z nadmiernej proliferacji komorek, takim jak nowotwor. Jednym z
rodzajow programowanych $mierci komorki, niedawno odkrytym, jest ferroptoza - regulowana $mierc
komorki zalezna od zelaza. Cechy morfologiczne ferroptozy obejmuja nienaruszong blone komoérkowa
pozbawiong pecherzykow, jadro o prawidlowej wielkosci pozbawione ognisk kondensacji chromatyny i
geste, miniaturowe mitochondria, ze szczatkowymi cristae. Biochemicznie ferroptoza charakteryzuje si¢
akumulacja reaktywnych form tlenu (ROS) i produktow peroksydacji lipidow. Normalnie w komorce
zachodzi wiele proceséw antyoksydacyjnych, zarowno enzymatycznych, jak i nieenzymatycznych, ktoére
majg na celu zapobiec masowej peroksydacji lipidéw. Jednak w przypadku niedostatecznej ilosci
przeciwutleniaczy wystepuje nierownowaga tempa generowania ROS i detoksykacji. Taki stan nazywa si¢
stresem oksydacyjnym. W przypadku ferroptozy, stres oksydacyjny jest powodowany przez hamowanie
enzymu antyoksydacyjnego GPX4, a co jest wynikiem inhibicji transportera (antyport) cysteina/glutaminian,
nazywanego Systemem Xc-. Podwyzszony poziom zelaza wewnatrz komoérki prowadzi do reakcji Fentona,
w ktorej powstajag wolne rodniki. Te dwa procesy, tj. nadprodukcja ROS i niewystarczajagce mechanizm y
ochrony antyoksydacyjnej, razem przyczyniaja si¢ do uszkodzenia DNA, biatek i lipidow. Najbardziej
charakterystyczng cechg ferroptozy jest niekontrolowane utlenianie wielonienasyconych kwasow
thuszczowych (PUFA) i wytwarzanie rodnikéw kwasow thuszczowych.

Od czasu wprowadzenia nazwy ferroptoza w 2012 r. przeprowadzono wiele badan w celu zidentyfikowania
mozliwych mechanizmoéw jej indukcji i inhibicji. Jedng z odkrytych zaleznosci jest zwigzek transportu
zelaza za posrednictwem transferyny (Tf) i uktadu receptor-1 transferyny (TfR1) z biatkiem szoku cieplnego
B1. Podczas procesu importu zelaza powstaje kompleks Tf-TfR1. Receptor TfR1 wigze dwie Tf, z czego
kazda zwigzana jest z dwoma jonami zelaza Fe(Ill). Tf-TfR1 ulega internalizacji przez utworzenie
endosomu. Nastepnie zmiana pH wewnatrz endosomu powoduje uwolnienie jondéw Fe(Ill), ktére nastepnie
zostajg zredukowane do Fe(Il) i w takiej formie sg eksportowane poza endosom. TfR1 wraca do btony
komorkowej, a Tf jest uwalniana poza komodrke. Wykazano, ze jedno z matych biatek szoku cieplnego,
biatko szoku cieplnego B1 (HSPB1), jest w stanie zahamowa¢ recykling TfR1 i, pomimo zwickszonej
ekspresji TfR1, obnizy¢ poziom zelaza w komorce. Proponowany mechanizm takiego dziatania obejmuje
usztywnienie cytoszkieletu aktynowego w warstwie korowej cytoplazmy, ktory dziata jak bariera blokujaca
przemieszczanie si¢ pecherzykdéw cytoplazmatycznych (endosomoéw) TfR1-Tf do powierzchni komorki.
Jednak po dokladnym przeszukaniu bazy danych PDB, w sekwencji aminokwasowej HSPB1 znalezliSmy
niemalze identyczny motyw, ktory wystepuje w ferrytynie (biatku magazynujacym zelazo). Fakt ten
pozwolit postawi¢ hipoteze, ze obnizenie poziomu zelaza w komorce ferroptotycznej moze nastapic nie tylko
przez zablokowanie importu zelaza, ale réwniez przez bezposrednie wigzanie Fe(Il) lub Fe(Ill) przez
HSPB1. Aby sprawdzi¢ prawdziwos$¢ tej hipotezy wybralismy kilka fragmentow peptydowych ze struktury
HSPB1 do przeprowadzenia eksperymentdw fizyko-chemicznych, aby okresli¢ parametry termodynamiczne
kompleksow Fe(II) i Fe(Ill) z wybranymi peptydami, stabilno$¢ utworzonych kompleksow, ich geometri¢ i,
docelowo, wskaza¢ potencjalne miejsca wigzania dla jonow Fe(II) 1 Fe(Ill). Ponadto okreslimy wtasciwosci
redukujaco-utleniajace badanych kompleksow, aby wskaza¢, czy mozna je zredukowac/utleni¢ w warunkach
fizjologicznych i czy moga w ten sposdéb bra¢ udziat w tworzeniu ROS. Podobienstwo potencjalnego
motywu wigzacego zelazo z HSPB1 z potwierdzonym motywem wigzacym zelazo z cig¢zkiego tancucha
ferrytyny jest interesujgce, poniewaz ten tancuch ferrytyny jest odpowiedzialny za ponowne uzycie
zgromadzonego zelaza. Dlatego wigzanie Fe(Il) lub Fe(IIl) przez HSPB1 moze by¢ "tymczasowe", a zmiany
warunkow wewnatrz komorki mogg spowodowaé uwolnienie jonéw zelaza.

Ciekawostka dotyczaca zelaza i HSPBI1 jest to, ze podwyzszone poziomy obu z nich wystgpuja w
komoérkach nowotworowych. HSPB1 zostal zidentyfikowany jako krytyczny regulator $mierci komorek
nowotworowych, poniewaz z powodu podwyzszonego poziomu zelaza i HSPB1 w komérkach
nowotworowych, moga one by¢ predysponowane do ferroptozy, jesli synteze¢ HSPB1 w komorce daloby si¢
ograniczy¢. Otwiera to mozliwo$¢ kombinowanej terapii nowotworowej, ktdora powinna by¢ ukierunkowana
zaro6wno na HSPBI, jak i na ferroptoze¢. Ponadto niektére choroby zwigzane sa z patogenng rolg ferroptozy,
np. choroba Huntingtona, ostra niewydolnos$¢ nerek czy leukomalacja okolokomorowa. Udowodniono, ze w
tych chorobach HSPBI1 petni rol¢ ochronng. W zwigzku z tym potrzebne jest wyjasnienie potencjalnych
mechanizmoéw hamowania ferroptozy przez HSPB1, w r6znych warunkach.

W wyniku przeprowadzenia badan zaplanowanych w projekcie chcemy wyjasnié, czy interakcja HSPB1 jest
mozliwa, poniewaz bgdzie to krok, ktory przyczyni si¢ do wyjasnienia inhibicji ferroptozy przez HSPB1. W
zwigzku z tym wyniki proponowanych badan przyczynia si¢ do poszerzenia znajomo$ci chemii
bionieorganicznej oddziatywan HSPB1 z Fe(Ill) 1 Fe(Il), co bgdzie bardzo cenng wiedzg podstawowa,
kluczowsg przed podjeciem badan nad potencjalnymi strategiami leczenia chordb ferroptozozaleznych, czy
Nnowotworow.



