Biomedicines 2022, 10, 1113	14из 12

Biomedicines 2022, 10, 1113	13 из 12

[image: ][image: ]
BIOMEDICINES

Biomedicines 2022, 10, 1113	6 из 12

Biomedicines 2022, 10, 1113	7 из 12


Biomedicines 2022, 10, 1113. https://doi.org/10.3390/biomedicines10051113	https://www.mdpi.com/journal/biomedicines






Цитата: Jo, H.; Lee, D.; Go, C.; Jang, Y.; Bae, S.; Agura, T.; Hong, J.; Kang, D.; Kim, Y.; Kang, J.S. Alloferon Affects the Chemosensitivity of Pancreatic Cancer by Regulating the Expression of SLC6A14. Biomedicines 2022, 10, 1113. https://doi.org/ 10.3390/biomedicines10051113

Опубликовано в журнале BIOMEDICINES Biomedicines 2022, 10, 1113

Статья

Аллоферон влияет на химиочувствительность рака поджелудочной железы посредством регуляции экспрессии LC6A14
Hyejung Jo 1, Dahae Lee 1, Cheolhyeon Go 1, Yoojin Jang 1, Suhyun Bae 1, Tomoyo Agura 1, Jiye Hong 1,
Dongmin Kang 2, Yejin Kim 1,3,* and Jae Seung Kang 1,3,* 
1.      Лаборатория витамина С и антиоксидантной иммунологии, кафедра анатомии и клеточной биологии, Медицинский колледж Сеульского национального университета, Сеул 03080, Корея; luv_jo@snu.ac.kr (H.J.);
ddhh12345@snu.ac.kr (D.L.); rhcjfgus@snu.ac.kr (C.G.); pierce52@snu.ac.kr (Y.J.); baesh9706@snu.ac.kr (S.B.);
tomoyoagura@gmail.com (T.A.); carpediem0912@naver.com (J.H.).
1. Laboratory of Vitamin C and Antioxidant Immunology, Department of Anatomy and Cell Biology, Seoul National University College of Medicine, Seoul 03080, Korea; luv_jo@snu.ac.kr (H.J.);
ddhh12345@snu.ac.kr (D.L.); rhcjfgus@snu.ac.kr (C.G.); pierce52@snu.ac.kr (Y.J.); baesh9706@snu.ac.kr (S.B.);
tomoyoagura@gmail.com (T.A.); carpediem0912@naver.com (J.H.).

2.     Кафедра психологии и наук о мозге, Колледж искусств и наук Бостонского университета, Бостон, Массачусетс 02215, США; dong1109@bu.edu..
2.     Department of Psychological and Brain Sciences, College of Arts and Sciences, Boston University, Boston, MA 02215, USA; dong1109@bu.edu.

3. Медицинский исследовательский центр, Институт аллергологии и клинической иммунологии, Сеульский национальный университет, Сеул 03080, Корея.
3.     Medical Research Center, Institute of Allergy and Clinical Immunology, Seoul National University, Seoul 03080, Korea.

* Для корреспонденции: bbambaya921@snu.ac.kr (Y.K.); genius29@snu.ac.kr (J.S.K.)
Аннотация: Рак поджелудочной железы (РПЖ) является одним из наиболее злокачественных солидных опухолей с высоким уровнем смертности. Несмотря на большое количество проведенных испытаний химиотерапевтических препаратов, таких как гемцитабин, показатели смертности остаются существенно выше в сравнении с другими видами рака. Таким образом, существует необходимость в более эффективных методах традиционной терапии РПЖ. Раковые клетки поглощают большое количество глутамина, что приводит к их быстрой пролиферации. Недавние исследования показывают, что переносчик аминокислот SLC6A14 активируется при некоторых видах рака наряду с метаболизмом глутамина. Аллоферон, являющийся пептидом, выделенным из иммунной системы насекомых, оказывает противовирусный и противовоспалительный эффект за счет своей иммуномодулирующей функции. Вдобавок, он обладает противоопухолевым действием, несмотря на то, что лежащие в его основе механизмы по большей части неизвестны. Таким образом, мы проводили исследование влияние аллоферона на клеточные линии РПЖ Panc-1 и AsPC-1. Воздействие на эти клетки аллоферона в течение 3 недель привело к уменьшению экспрессии SLC6A14 и снижению поглощения глутамина. Учитывая роль SLC6A14 в прогрессировании опухоли и выживании, способствуя поглощению глутаминараковыми клетками, аллоферон мог бы стать потенциальным адъювантом для химиотерапевтического препарата гемцитабина.Получено: 14 марта 2022 года
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Рак поджелудочной железы (РПЖ) представляет собой агрессивный рак с высоким уровнем смертности и неблагоприятным прогнозом. В последнее время было проведено множество исследований по новым методам лечения РПЖ, однако, уровень смертности пациентов с РПЖ продолжает расти [1]. Согласно статистике Американского онкологического сообщества, известно, что 5-летняя общая выживаемость при РПЖ в целом составляет 11%, несмотря на то, что это зависит от прогрессирования опухоли. При этом если рак прогрессировал до отдаленных метастазов, 5-летняя общая выживаемость составляет всего около 3%. Это говорит о том, что раннее выявление и лечение опухолей критически важны для лечения РПЖ [1-3]. В самом деле, заболеваемость РПЖ продолжает расти во всех регионах и группах населения; однако лишь 10% пациентов пригодны для хирургического вмешательства на момент постановки диагноза, поскольку ранняя диагностика представляет собой сложную задачу [3-6]. Было выполнено большое количество исследований, направленных на повышение выживаемости пациентов с раковыми заболеваниями; они включали цитотоксическую химиотерапию, низкомолекулярные ингибиторы, моноклональные антитела и программирование адаптивного иммунитета; однако хирургическое удаление по-прежнему является самым результативным методом лечения РПЖ [4,7,8]. Гемцитабин является наиболее часто используемым и эффективным химиотерапевтическим средством при РПЖ. К сожалению, последние достижения в терапевтических и хирургических методах лечения РПЖ не привели к улучшению 5-летней выживаемости [6]. По этой причине очень необходимы усовершенствованные терапевтические стратегии, основанные на гемцитабине.
Глутамин - это важная аминокислота, играющая решающую роль в поддержании и стимулировании функции раковых клеток. Метаболизм глутамина играет важнейшую роль для клеточной пролиферации и синтеза белка, поскольку аминокислота используется в качестве митохондриального субстрата для производства энергии и биосинтеза. Он также обеспечивает азот для синтеза нуклеотидов и активирует mTORC1 в клетках для регуляции сигнальных путей и поддержания окислительно-восстановительного гомеостаза [9-17]. Роль метаболизма глутамина исследовалась при раке молочной железы, раке печени, раке легких, раке яичников и раке почек [18-23]. Фактически, в некоторых опухолях, включая РПЖ, феномен, называемый “глутаминовой зависимостью”, показывает, что рак не способен выживать без экзогенных добавок глутамина [24,25]. Вышеупомянутые исследования предполагают, что потенциальные терапевтические подходы следует направить на метаболизм глутамина в раковых клетках.
Транспортеры аминокислот представляют собой белки, связанные с плазматической мембраной, которые избирательно переносят определенные аминокислоты в клетки и их органеллы, а также из них [26,27] . Среди этих переносчиков SLC6A14 взаимодействует с широким спектром субстратов, включая все нейтральные и катионные аминокислоты; исключениями являются глутамат и аспартат. Переносчики используют энергию, обеспечиваемую градиентами Na+ и Cl-, а также мембранным потенциалом, для поступления аминокислот в клетки. SLC6A14 играет важную роль в поглощении глутамина и, следовательно, в выживании раковых клеток [28,29]. SLC6A14 повышается при многих различных типах рака, включая рак толстой кишки, рак шейки матки, рак молочной железы с положительным рецептором эстрогена, РПЖ и остеосаркому [30-36].
Аллоферон - это короткий пептид, который был впервые выделен из крови личинок Calliphora vincina после заражения бактериями. Существует два варианта аллоферона, аллоферон 1 и аллоферон 2. Они различаются по количеству аминокислот в пептидной цепи: 13 и 12 соответственно [37]. Есть несколько сообщений о роли аллоферона в качестве противовирусного, противовоспалительного и противоопухолевого средства [38-42]. Предыдущие исследования показали, что аллоферон имеет противоопухолевый эффект в отношении рака предстательной железы и колоректального рака. Однако его действие в отношении РПЖ неизвестно.
Таким образом, цель данного исследования заключалось в изучении противоопухолевых эффектов аллоферона в качестве адъюванта гемцитабина. Результаты показывают, что аллоферон регулирует экспрессию SLC6A14 на РПЖ, тем самым ингибируя поглощение глутамина. Таким образом, аллоферон является новой многообещающей терапевтической стратегией при РПЖ.
2. [bookmark: bookmark2]Материалы и методы
2.1. [bookmark: bookmark4]Культура клеток
Клеточные линии РПЖ человека Panc-1 и AsPC-1 были приобретены в Американской коллекции типовых культур (ATCC, Манассас, Вирджиния, США). Panc-1 культивировали в среде DMEM (GE Healthcare, Чикаго, Иллинойс, США) с добавлением 10% термоинактивированной эмбриональной телячьей сыворотки (FBS; HyClone, Logan, UT, США) и антибиотиков (100 ед/мл пенициллина и 100 мкл г/мл стрептомицина; Welgene, Kyungsan, Корея). AsPC-1 выращивали в среде RPMI1640 (GIBCO, Гранд-Айленд, Нью-Йорк, США); этот состав RPMI был изменен ATCC для добавления 10% FBS и 1% пенициллина/стрептомицина. В экспериментах в эти среды для культивирования клеток добавляли 4 мкг/мл аллоферона к клеткам в течение 3 недель. Контрольные клетки не подвергались обработке аллофероном. Клеточные линии инкубировали при 37°C в увлажненном инкубаторе, содержащем 5% CO2.
2.2. [bookmark: bookmark6]Иммунофлуоресцентный микроскопический анализ
Panc-1 и AsPC-1 обрабатывали в течение 3 недель аллофероном или без него (4 мкг/мл), а затем высевали на покровные листы толщиной 12 мм в 24-луночном планшете. Далее клетки инкубировали в течение ночи и дважды промывали фосфатно-солевым буфером (PBS), фиксировали в течение 15 мин при 4°C 2% параформальдегидом (PFA). Для иммунофлуоресцентного окрашивания к клеткам на покровных стеклах добавляли пермеабилизирующий раствор (0,1% Triton X-100 в фосфатно-солевом буфере) и инкубировали в течение 15 мин при комнатной температуре (КТ). С целью предотвращения неспецифического окрашивания, промытые клетки инкубировали в течение 60 мин при комнатной температуре с блокирующим буфером (0,1% Triton X-100, 0,5% BSA, 5% нормальной козьей сыворотки), а затем подвергали в течение 2 часов при комнатной температуре воздействию кроличьего античеловеческого SLC6A14 (MBL, Нагоя, Япония), разведенного в блокирующем буфере. После этого инкубировали в течение 30 мин при комнатной температуре с конъюгированным с Alexa Fluor 488 козьим антикроличьим IgG (Invitrogen, Карлсбад, Калифорния, США), разведенным в блокирующем буфере. Далее клетки помещали в заливочную среду, содержащую DAPI (Immuno Bioscience, Мукилтео, Вашингтон, США). Для этого покровные стекла устанавливали лицевой стороной вниз на предметное стекло, на которое помещали заливочную среду. Клетки подвергались анализу под флуоресцентным микроскопом (EVOS M5000; Invitrogen, Карлсбад, Калифорния, США). Измерялась средняя интенсивность флуоресценции и нормировалась к сигналу флуоресценции, генерируемому DAPI.
2.3. [bookmark: bookmark8]Вестерн-блот анализ
Panc-1 и AsPC-1 обрабатывали (или не обрабатывали) аллофероном (4 мкг /мл), а затем лизировали в буфере RIPA, содержащем 50 мМ Tris-HCl (pH 7,4), 1% NP-40, 0,25% дезоксихолата натрия, 150 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА и смесь ингибиторов протеазы. Концентрация белка измерялась с помощью анализа бицинхониновой кислоты (Sigma, Сент-Луис, Миссури, США). Равное количество белка (30 мкг/образец) загружали в каждую полосу 12% SDS-ПААГ и затем разделяли электрофорезом (100 В в течение 4 ч). Затем белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану (400 мА в течение 1 ч), которую затем блокировали в течение 1 часа при комнатной температуре 5% обезжиренным молоком в 0,1% твине 20 в фосфатно-солевом буферном растворе (PBST). После этого заблокированную мембрану инкубировали в течение ночи при 4°C с кроличьими антителами против человеческого SLC6A14 (MBL) и мышиными антителами против человеческого β -актина (Santa Cruz Biotechnology, Даллас, Техас, США). После трехкратной промывки (каждая по 10 мин) PBST мембрану инкубировали в течение 1 часа при комнатной температуре с антикроличьим IgG, конъюгированным с пероксидазой хрена (HRP) (Cell Signaling Technology, Бостон, Массачусетс, США) для обнаружения SLC6A14, или с HRP-конъюгированным антимышиным IgG (Cell Signaling Technology) для выявления β-актина. Затем мембрану промывали три раза (по 10 мин), и иммуноактивные белки визуализировали с помощью системы обнаружения SLC6A14 Lumi Femto (DoGenBio, Сеул, Корея) либо системы обнаружения β-актина Lumi La (DoGenBio). Плотность полосы анализировалась с помощью программного обеспечения Image J (NIH, Bethesda, MD, США). Результаты были выражены в виде интенсивности по отношению к β-актину.
2.4. Анализ CCK-8
Клетки Panc-1 и AsPC-1 обрабатывали (или не обрабатывали) аллофероном (4 мкг/мл) в течение 3 недель, после этого высевали в 96-луночный культуральный планшет. После инкубации в течение ночи клетки обрабатывали 100 мкл гемцитабина (0,001, 0,01, 0,1, 1, 5, 10, 50, 100, 500 или 1000 мкМ) в полной среде с 10% фетальной бычьей сывороткой и инкубировали в течение 72 часов. Для исследования жизнеспособности клеток среду аспирировали и в каждую лунку добавляли по 100 мкл раствора набора для анализа клеточной пролиферации и цитотоксичности (EZ-Cytox; Dogen) (10% раствор EZ-Cytox в фосфатно-солевой буфер). Абсорбция измерялась при 450 нм с помощью считывателя микропланшетов и программного обеспечения SoftMax Pro (Молекулярные устройства). IC50 гемцитабина определяли с помощью нелинейного регрессионного анализа в GraphPad Prism 5 (программное обеспечение GraphPad, Ла-Хойя, Калифорния, США).
2.5. [bookmark: bookmark11]Анализ поглощения глутамина
Клетки Panc-1 и AsPC-1 обрабатывались в течение 3 недель аллофероном либо без него (4 мкг/мл), высевали в 6-луночный культуральный планшет и инкубировали в течение ночи. Далее клетки промывали и инкубировали в течение 4 часов в обычной культуральной среде без FBS. Затем среду меняли на RPMI/DMEM без глутамина для уменьшения содержания глутамина. Вслед за инкубацией еще в течение 4 часов среду, не содержащую глутамин, заменили на RPMI1640 или DMEM, с содержанием 2 мм и 4 мм глутамина соответственно. Концентрация внутриклеточного глутамина измерялась с помощью набора для анализа глутамина (Promega, Мэдисон, Висконсин, США). Вкратце, клетки удаляли из чашек с использованием трипсин-ЭДТА и помещали в коническую пробирку объемом 15 мл. Клетки промывали фосфатно-солевом буфером и лизировали в 0,3 N HCl/450 мМ Tris. Анализ проводился в соответствии с инструкциями производителя. Люминесценцию измеряли с помощью программного обеспечения SoftMax Pro (Molecular Devices, Саннивейл, Калифорния, США).
2.6. [bookmark: bookmark13]Анализ клеточного цикла
Panc-1 и AsPC-1 обрабатывали аллофероном или без него (4 мкг/мл) в течение 3 недель, а затем высевали в культуральную чашку площадью 100 см2. Клетки дважды промывали фосфатно-солевым буфером, а затем обрабатывали 4 мкг/мл аллофероном и гемцитабином. Для того, чтобы определить, что максимальная доза показала существенно меньшее изменение распределения клеточного цикла, мы обрабатывали гемцитабином в диапазоне концентраций от 0 до IC50 в среде (Panc-1: 0, 0.25, 0.5, 1, 10 мкм; AsPC-1: 0, 0.0625, 0.125, 0.25, 5 мк М). После инкубации в течение 72 часов клетки собирали с использованием трипсин-ЭДТА. После этого клетки (5 × 10 5) фиксировали в 75% этаноле (добавляли по капле) и инкубировали в течение ночи при -20 °C. Фиксированные клетки Panc-1 и AsPC-1 промывали фосфатно-солевым буфером и буфером для окрашивания проточной цитометрии (фосфатно-солевой буфер, содержащий 0,5% альбумин бычьей сыворотки и 0,1% азида натрия). Для окрашивания клетки ресуспендировали в течение 15 минут при комнатной температуре в 0,5 мл буфера для окрашивания йодидом пропидия/РНКазой (BD Pharmingen, Сан-Диего, Калифорния, США) и анализировали с помощью проточной цитометрии с использованием цитометра FACSLyric TM (BD Biosciences, Сан-Хосе, Калифорния, США). Данные анализировались с помощью программного обеспечения FlowJo (BD Biosciences, Франклин Лейкс, Нью-Джерси, США).
2.7. [bookmark: bookmark15]Статистический анализ
Данные представлены в виде среднего значения ± SD. Для сравнения двух групп использовался непарный двухвостый t-тест. р-значения <0,05 считались статистически значимыми. Статистический анализ проводился с использованием GraphPad Prism 5 (программное обеспечение GraphPad).
[bookmark: bookmark17]                                              3. Результаты
3.1. [bookmark: bookmark19]Аллоферон подавляет экспрессию SLC6A14 в клеточных линиях РПЖ
На основании двух предыдущих отчетов, показывающих активацию SLC6A14 в клетках РПЖ [34,35] и нашем предыдущем отчете, касающемся противоопухолевой активности аллоферона против опухолевых клеток посредством активации NK-клеток [41], мы исследовали, влияет ли аллоферон на его прямую противоопухолевую активность через экспрессию SLC6A14 на Panc-1и AsPC-1. После обработки клеток 4 мкг/мл аллоферона изменения в экспрессии SLC6A14 оценивались на 1, 2 и 3 неделях методом иммунофлуоресцентной микроскопии. Как показано на рисунке 1 А, экспрессия SLC6A14 на Panc-1 через 2 недели понизилась, причем понижение было еще более выраженным через 3 недели. Таким же образом, экспрессия SLC6A14 на AsPC-1 заметно снизилась через 2 недели (рис. 1B). Данные иммунофлуоресценции были подтверждены вестерн-блот анализом. Экспрессия SLC6A14 снизилась после обработки аллофероном (рис. 2). Помимо прочего, мы обнаружили, что базальная экспрессия SLC6A14 была выше в Panc-1, чем в AsPC-1 (Дополнительный Рисунок S1). Взятые вместе, данные свидетельствуют о том, что аллоферон ингибирует экспрессию SLC6A14 в клетках РПЖ. Также, основываясь на этих данных, перед всеми будущими экспериментами мы обрабатывали клетки 4 мкг/мл аллофероном в течение 3 недель.
3.2. [bookmark: bookmark21]Аллоферон повышает химиочувствительность Panc-1 и AsPC-1
Далее мы исследовали изменения в химиочувствительности клеток Panc-1 и AsPC-1 путем измерения IC50 по отношению к гемцитабину в присутствии/отсутствии аллоферона. Предыдущее исследование предполагает, что блокада SLC6A14 запускает альтернативные метаболические пути, включающие триптофан, аминокислоты с разветвленной цепью, кетоновые тела и мембранные фосфолипиды, и что дисфункция SLC6A14 играет важную роль в повышенной химиочувствительности [43]. После культивирования в течение 3 недель в присутствии или отсутствии аллоферона (4 мкг/мл) клетки подвергали воздействию гемцитабина (от 0,001 нМ до 1000 мкм) в течение 72 ч. Среднее значение IC50 в Panc-1 снижалось в присутствии аллоферона (без аллоферона: 11,83 ± 1,47 мкмоль; с аллофероном: 9,22 ± 1,01 мкмоль). То же самое было верно для AsPC-1 (без аллоферона: 4,04 ± 1,54 мкм; с аллофероном: 3,12 ± 0,39 мкм) (рис. 3). Таким образом, клеточные линии РПЖ, обработанные аллофероном, имели тенденцию быть более химиочувствительными, чем необработанные. Но при этом, данные результаты свидетельствуют о том, что аллоферон действительно повышает химиочувствительность клеток РПЖ к гемцитабину.
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[bookmark: bookmark23]Рисунок 1. Иммунофлуоресцентный микроскопический анализ изменений экспрессии SLC6A14 поджелудочной железой линии клеток рака Panc-1 и AsPC-1 при воздействии аллоферона. Panc-1 и AsPC-1 культивировали в течение 3 недель в присутствии или в отсутствие аллоферона (4 мкг/мл). Изменения экспрессии SLC6A14 в контрольных (необработанных) и обработанных аллофероном клетках изучались через 1, 2 и 3 недели. Белок SLC6A14 определялся количественно путем измерения флуоресценции GFP (зеленый), а ядра окрашивали с DAPI (синий): (А) Panc-1 и (Б) AsPC-1. Контроль 2'Ab означает, что была окраска только вторичным антителом. Изображения показаны при 400 -кратном увеличении (масштабная линейка, 125 мкм). Экспрессию SLC6A14 в разное время нормализовали до экспрессии SLC6A14 в контроле Panc-1 и AsPC-1 в течение первой недели (установлено в виде 1). Данные представлены в виде среднего значения ± SD. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ns = незначимо.
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Рисунок 2. Вестерн-блот анализ изменений экспрессии SLC6A14 клеточными линиями рака поджелудочной железы Panc-1 и AsPC-1. Клетки культивировали в течение 3 недель в присутствии и отсутствии аллоферона. Для изучения SLC6A14 был проведен вестерн-блот анализ. β-актин использовали в качестве контроля нагрузки: (А) Panc-1, (B) AsPC-1. Относительные изменения в экспрессии SLC6A14 указаны на гистограмме. Результаты являются репрезентативными для пяти независимых экспериментов. Данные представлены в виде среднего значения ± SD. * p < 0,05; ns = незначимо.
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Рисунок 3. Аллоферон снижает значение IC50 гемцитабина в отношении раковых клеток поджелудочной железы. Клетки культивировались в течение 3 недель в присутствии и отсутствии 4 мкг/мл аллоферона, а затем высевались в 96-луночный культуральный планшет. Клетки обрабатывались гемцитабином (от 0,001 нМ до 1000 мкм) и затем инкубировались в течение 72 часов. Пролиферацию клеток нормализовали по отношению к клеткам, обработанным 0,001 нМ гемцитабина: (A) Panc-1 и (B) AsPC-1. Результаты являются репрезентативными для четырех независимых экспериментов. Данные представлены в виде среднего значения ± SD. * p < 0,05 для Panc-1 (A); † p = 0,12 для AsPC-1 (B).
[bookmark: bookmark24]3.3. Аллоферон ингибирует поглощение глутамина в клетках РПЖ
Из-за того, что мы заметили, что экспрессия SLC6A14 снижается после обработки аллофероном, мы провели анализ поглощения глутамина, дабы выяснить, уменьшилось ли также поглощение глутамина у Panc-1 и AsPC-1. Схема анализа показана на рисунке 4 А. Мы выявили, что абсолютная внутриклеточная концентрация глутамина в клетках Panc-1 (5,54 ± 0,48 мкм, рис. 4 Б) была выше, чем в клетках AsPC-1 (1,12 ± 0,08 мкм, рис. 4В) в отсутствии аллоферона. После культивирования клеток Panc-1 и AsPC-1 в течение 3 недель в присутствии 4 мкг/мл аллоферона мы наблюдали уменьшение внутриклеточной концентрации глутамина в клетках Panc-1 (3,72 ± 0,34 мкм после обработки, рис. 4B). При этом не наблюдалось никакой разницы во внутриклеточной концентрации глутамина в клетках AsPC-1 в присутствии аллоферона (1,05 ± 0,14 после обработки, рис. 4С). Поэтому мы затем исследовали изменения в способности клеток поглощать глутамин после воздействия аллоферона после 4 часов инкубации в культуральной среде, не содержащей глутамин, с последующей еще 4 часовой инкубацией в культуральной среде, содержащей глутамин.
Когда клетки инкубировали в течение 4 часов в культуральной среде без глутамина, внутриклеточная концентрация глутамина в клетках Panc-1 в присутствии аллоферона снизилась до 0,84 ± 0,48 мкм (по сравнению с 1,68 ± 0,07 мкм в отсутствии аллоферона) (рис. 4 Б). Примечательно, несмотря на то, что внутриклеточная концентрация глутамина в Panc-1 в отсутствие аллоферона быстро восстанавливалась (4,75 ± 0,26 мкмоль). Когда же клетки подвергались воздействию среды с содержанием глутамина, восстановление было намного ниже в клетках, культивируемых с 4 мкг/мл аллоферона в течение 3 недель (рис. 4В). С другой стороны, не наблюдалось никакой выраженной разницы во внутриклеточной концентрации глутамина в клетках AsPC-1 в присутствии/отсутствии аллоферона; действительно, мы обнаружили чрезвычайно низкие внутриклеточные концентрации глутамина в AsPC-1 даже в отсутствие аллоферона (рис. 4С). Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что аллоферон изменяет поглощение глутамина в некоторых клетках РПЖ.
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Рисунок 4. Изменения внутриклеточных уровней глутамина в клеточных линиях рака поджелудочной железы, подвергшихся воздействию аллоферона. Клетки Panc-1 и AsPC-1 выращивали в течение ночи в полной среде, содержащей 2 или 4 мм глутамина соответственно. Затем клетки культивировали еще в течение 4 часов в среде без содержания глутамина. Затем измеряли внутриклеточную концентрацию глутамина до и после добавления экзогенного глутамина. (А) Схема показывает анализ поглощения глутамина. Внутриклеточная концентрация глутамина измерялась с помощью набора для анализа глутамина. (B) клетки Panc-1 и (C) клетки AsPC-1. Каждый образец был протестирован в трех экземплярах, и данные представлены в виде среднего значения ± SD. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ns = незначимо.

3.4. [bookmark: bookmark26]Совместное лечение клеток РПЖ аллофероном и гемцитабином изменяет распределение клеточного цикла
Поскольку чувствительность клеток Panc-1 и AsPC-1 к гемцитабину повышалась после воздействия аллоферона, мы провели анализ клеточного цикла, чтобы исследовать влияние аллоферона на распределение клеточного цикла в присутствии гемцитабина. Для этого, во-первых, были проведены эксперименты по определению самой высокой концентрации гемцитабина, не проявляющей цитотоксических эффектов. Никаких цитотоксических эффектов гемцитабина в отношении клеток Panc-1 и AsPC-1 не наблюдалось при 0,0625 мкм и 0,5 мкм соответственно (дополнительные рисунки S2 и S3). Комбинация гемцитабина с аллофероном увеличило процент апоптотических клеток Panc-1 в фазе sub-G1 (2,1 ± 0,3% в отсутствие аллоферона и 3,5 ± 0,3% в присутствии аллоферона, р = 0,02; рис. 5А). Однако аллоферон не оказывал синергического эффекта на суб-G1 популяцию клеток AsPC-1 (рис. 5B). Таким образом, аллоферон увеличивает процент клеток Panc-1 в фазе sub-G1.
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Рисунок 5. Изменения в распределении клеточного цикла клеток Panc-1 и AsPC-1, подвергшихся воздействию аллоферона или гемцитабина. После обработки аллофероном или без него в течение 3 недель клетки Panc-1 и AsPC-1 высевали в культуральную чашку площадью 100 см2. Затем клетки обрабатывали 4 мкг /мл аллофероном, гемцитабином (Panc-1: 0,5 мкМ; AsPC -1: 0,0625 мкМ) или их комбинацией в течение 72 часов с последующим окрашиванием пропидий йодидом/РНКазой и проточным цитометрическим анализом.: ( A ) Panc-1 и ( B ) AsPC-1. Процентное содержание клеток в каждой фазе клеточного цикла указано в гистограмме. Результаты являются репрезентативными для трех независимых экспериментов, и данные представлены как среднее ± стандартное отклонение. * p <0,05 (гемцитабин суб-G1 по сравнению с комбинацией аллоферон + гемцитабин суб-G1).


4. Обсуждение
Причина развития РПЖ по-прежнему в до конца неизвестна, и до сих пор не существует эффективных методов лечения (кроме ранней резекции), продлевающих выживаемость [2]. На сегодняшний день многие исследования направлены на достижение максимального эффекта гемцитабина в качестве средства для лечения РПЖ путем комбинирования его с другими противоопухолевыми препаратами. Однако повышенная токсичность лекарств и индукция резистентности раковых клеток остаются самыми большими препятствиями [44-47]. По этой причине целью этого исследования было изучение адъювантных эффектов аллоферона, пептидного препарата, вырабатываемого иммунной системой насекомых и который, как известно, обладает потенциальными противоопухолевыми эффектами [40,41].
Для этого мы исследовали, изменяет ли аллоферон экспрессию SLC6A14, который высоко экспрессируется в клетках РПЖ и тесно связан с метастазированием, пролиферацией и устойчивостью к химиотерапевтическим препаратам [34]. Как и ожидалось, экспрессия SLC6A14 на клеточных линиях РПЖ Panc-1 и AsPC-1 была существенно снижена при обработке аллофероном в течение 3 недель, даже несмотря на то, что экспрессия не менялась в течение первой недели (рисунки 1 и 2). Находкой стала то, что экспрессия SLC6A14 была выше в Panc-1, чем в AsPC-1, и что изменения в поглощении глутамина и статусе клеточного цикла в ответ на аллоферон были более значимыми для Panc-1, чем для AsPC-1. Основываясь на роли SLC6A14 в метаболизме и росте раковых клеток и обнаружении того, что Panc-1 является более злокачественным, чем AsPC-1 [48,49] , данные позволяют предположить, что аллоферон можно использовать в качестве химиоадъювантного препарата для регуляции метастазирования и распространения более агрессивных видов рака. Глутамин необходим для пролиферации, синтеза белка и химиорезистентности в раковых клетках; таким образом, говорят, что раковые клетки страдают "глутаминовой зависимостью" [9,17,24,25]. Глутамин, поглощаемый SLC6A14, используется в качестве митохондриального субстрата для производства энергии и биосинтеза. Помимо прочего, метаболизм глутамина подпитывает цикл трикарбоновых кислот, биосинтез нуклеотидов и жирных кислот и окислительно-восстановительный баланс в раковых клетках. Помимо этого, глутамин активирует передачу сигналов mTOR, тем самым уменьшая нагрузку на эндоплазматический ретикулум и способствуя синтезу белка [50-53]. Следовательно, супрессия поглощения глутамина посредством подавления экспрессии SLC6A14 способно повысить эффективность химиотерапии рака [32,33,35,54–56].
Как продемонстрировано на рисунке 4, аллоферон снижал поглощение глутамина в клетках Panc-1, а также понижал его внутриклеточную концентрацию. Это говорит о том, что аллоферон может быть эффективным подавителем “глутаминовой зависимости”. Основная причина сравнения изменения экспрессии SLC6A14 с изменением поглощения глутамина при лечении аллофероном как у Panc-1, так и у AsPC-1 заключается в том, что Panc-1 обладает высокой резистентностью к гемцитабину, в то время как AsPC-1 более чувствителен к нему. Иными словами, предполагалось, что степень экспрессии SLC6A14 в РПЖ против гемцитабина является фактором химиочувствительности к гемцитабину. Считается, что высокая экспрессия SLC6A14 в Panc-1 и возникающее в результате этого увеличение поглощения глутамина являются причиной высокой резистентности к гемцитабину. Как показано на рис. 2 A, B, можно подтвердить, что относительная экспрессия SLC6A14 значительно ниже в AsPC-1 в сравнении с Panc-1. Данный факт подразумевает прямую корреляцию с меньшим количеством поглощения глутамина в AsPC-1 по сравнению с Panc-1 (рис. 4). Поскольку количество экспрессии SLC6A14 в основном значительно ниже в AsPC-1, чем в Panc-1, несмотря на то, что SLC6A14 был снижен в AsPC- 1 аллофероном (рис. 1B и 2B и дополнительный рисунок S1), подразумевается, что нет существенной разницы в количестве поглощаемого глутамина.
Затем мы исследовали, повышается ли химиочувствительность клеточных линий РПЖ к гемцитабину после воздействия аллоферона в течение 3 недель. В отсутствие аллоферона значение IC50 гемцитабина в Panc-1 было выше, чем в AsPC-1 (11,83 ± 1,47 мкм против 4,04 ± 1,54 мкм соответственно; рисунок 3). Более того, IC50 снизился после обработки аллофероном (Panc-1: 9,22 ± 1,01 мкм; AsPC-1: 3,12 ± 0,39 мкм). Предполагается, что разница в IC50 для двух клеточных линий снова обусловлена различиями в экспрессии SLC6A14. Так или иначе, результаты свидетельствуют о том, что аллоферон способен повышать химиочувствительность РПЖ к гемцитабину, особенно клеток РПЖ с высокой экспрессией SLC6A14.
Поскольку гемцитабин имеет цитотоксическое действие, блокируя синтез ДНК, мы изучали изменения в распределении клеточного цикла после обработки гемцитабином в присутствии и отсутствии аллоферона. Клеточные линии РПЖ подвергались воздействию нецитотоксических концентраций гемцитабина после предварительной обработки аллофероном в течение 3 недель. Популяция клеток Panc-1 в суб-G1 увеличилась незначительно, но заметно (2,1 ± 0,3% до по сравнению с 3,5 ± 0,3% после, р = 0,02; рисунок 5). Несмотря на то, что мы обнаружили незначительное увеличение количества мертвых клеток на стадии суб-G1 с 2,1 до 3,5 процентов и отсутствие существенных изменений в клетках AsPC–1, мы дополнительно провели анализ TUNEL целью подтверждения этого изменения. Как показано на дополнительных рисунках S4 и S5, TUNEL-позитивные клетки были обнаружены как в “Гемцитабине”, так и в комбинации “Аллоферон + Гемцитабин”, но статистической значимости не было выявлено. Это согласуется с результатами по поглощению глутамина и IC50 гемцитабина; мы не выявили значимых изменений в распределении клеточного цикла клеток AsPC-1. Опять же, это, скорее всего, связано с тем фактом, что экспрессия SLC6A14 в клетках AsPC-1 на порядок ниже, чем в клетках Panc-1. Таким образом, есть смысл дополнительно изучить в экспериментах эффект аллоферона и гемцитабина in vivo с использованием модели ксенотрансплантата.
В совокупности представленные здесь результаты позволяют предположить, что аллоферон может быть полезным адъювантом для химиотерапии на основе гемцитабина при РПЖ, в частности при РПЖ, который экспрессирует высокие уровни SLC6A14 и обладает высокой устойчивостью к гемцитабину. Однако для подтверждения этих данных необходимы дальнейшие исследования с использованием других устойчивых к гемцитабину клеток РПЖ. Ограничением исследования является то, что комбинированный эффект аллоферона и гемцитабина подтвердился только через клеточный цикл.
Несмотря на то, что SLC6A14 является мощным транспортером глутамина, другие транспортеры аминокислот, такие как SLC1A5, SLC38A1, SLC38A3, SLC48A5 и SLC7A5, также играют важную роль [28,29]. Действительно, подавление SLC6A14 ингибирует функции SLC7A11 и SLC7A5 [29]. Таким образом, необходимо изучать влияние аллоферона на экспрессию других транспортеров аминокислот, дабы понять, блокирует ли он поглощение других незаменимых аминокислот, в которых нуждаются раковые клетки.
                                              5.     Заключение
Подводя итоги	, это исследование продемонстрировало, что (1) аллоферон эффективно снижает экспрессию транспортера глутамина SLC6A14 в клетках рака поджелудочной железы, (2) тем самым уменьшая поглощение глутамина клетками, а также (3) снижение внутриклеточной концентрации глутамина способно повысить чувствительность к гемцитабину и увеличить апоптоз клеток. Это первое исследование, касающееся лечения рака поджелудочной железы с использованием аллоферона в качестве адъюванта к обычным химиотерапевтическим препаратам. Таким образом, настоящее исследование предоставляет доказательства нового потенциального применения аллоферона с гемцитабином для лечения рака поджелудочной железы путем регуляции экспрессии SLC6A14.
Дополнительные материалы: следующую вспомогательную информацию можно загрузить по адресу:  https: //www.mdpi.com/article/10.3390/biomedicines10051113/s1,рисунок S1: разница экспрессии SLC6A14 между Panc-1 и AsPC-1, рисунок S2: определение оптимальной концентрации гемцитабина, используемого для анализа клеточного цикла клеток Panc-1, Рисунок S3: Определение оптимальной концентрации гемцитабина, используемого для анализа клеточного цикла клеток AsPC-1, Рисунок S4: TUNEL-положительные клетки Panc-1 после воздействия к аллоферону и гемцитабину, Рисунок S5: TUNEL-положительные клетки AsPC-1 после воздействия аллоферона и гемцитабина.
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