Streszczenie

Metformina, lek pierwszego rzutu w leczeniu cukrzycy typu Il, wykazuje dziatanie
przeciwnowotworowe. Jednak, molekularny mechanizm dziatania przeciw-nowotworowego
metforminy nie jest znany. Wysunieto hipoteze udziatu metforminy w indukcji PRODH/POX-zaleznej
apoptozy/autofagii w komorkach nowotworowych. PRODH/POX jest mitochondrialnym enzymem
degradujgcym proline. Proces ten generuje ATP stuzgce przezyciu lub reaktywne formy tlenu (RFT)
indukujace apoptoze lub autofagie. Podtozem tej hipotezy jest pobudzajgce dziatanie metforminy na
AMPK oraz za posrednictwem tej kinazy na ekspresje PRODH/POX. Celem przeprowadzonych badan
byta ocena poréwnawcza wptywu metforminy na procesy PRODH/POX zaleznej apoptozy i autofagii
w komarkach czerniaka (melanomy, C32) wykazujgcych wysokga ekspresje PRODH/POX i fibroblastach
skory ludzkiej (CRL) pozbawionych aktywnosci tego enzymu. Biorgc pod uwage wazna role
dostepnosci proliny w indukcji PRODH/POX-zaleznych funkcji przeprowadzono ocene biosyntezy
kolagenu, gtdwnego procesu utylizacji wewnatrzkomérkowej wolnej proliny w badanych modelach
komodrkowych. Przezywalnos¢ komérek, integralnosé bton komérkowych oraz aktywnosc¢ prolidazy
oceniono metodg kolorymetryczng. Fazy cyklu komdérkowego okreslono przy uzyciu cytometru
przeptywowego. Biosynteze DNA i biosynteze kolagenu oznaczono metoda radiometryczna.
Powstawanie RFT oceniono metodg fluorescencyjng. Ekspresje biatek oceniono za pomocg techniki
Western blot i immunocytochemii. Stezenie wewnatrzkomarkowej proliny oznaczono metoda
chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem mas.

Metformina obnizyta przezywalnos¢ komaérek i integralnosé bton komarkowych C32 jak i fibroblastéw
CRL, jednak proces ten byt bardziej nasilony w komdrkach C32. Zjawisku temu towarzyszyto obnizenie
biosyntezy DNA. W komdrkach C32 metformina przyczynita sie do wzrostu ilosci komaérek
znajdujacych sie w fazie sub-G1 (charakterystycznej dla komérek apoptotycznych) przy jednoczesnym
obnizeniu ilosci komérek znajdujacych sie w fazie G1 (charakterystycznej dla komérek prawidtowych).
Natomiast w komdrkach CRL zaobserwowano odwrotne zjawisko, obnizenie ilosci komorek w fazie
sub-G1 oraz zwiekszenie ilosci komdrek w fazie G1. W komadrkach C32 Metformina nasilata ekspresje
biatek pro-apoptotycznych (aktywnej formy kaspazy-9,kaspazy-3 i PARP) oraz autofagowych (Beklina-
1, Atg7). Nie zaobserwowano tego zjawiska w komérkach CRL.

Przedstawiono dowody, ze pro-apoptotyczne dziatanie metforminy zachodzi przy udziale AMPK i
PRODH/POX. Metformina nasilata ekspresje AMPK w obydwu liniach komaérkowych, natomiast
PRODH/POX jedynie w komérkach C32, bowiem fibroblsty zawierajg $ladowg ilo$¢ tego enzymu.
Metformina poprzez hamowanie biosyntezy kolagenu (procesu zuzytkowujgcego Pro) w komadrkach
C32 zapewniata substrat (Pro) dla PRODH/POX-zaleznej apoptozy. Wykazano, ze stymulujgce
dziatanie metforminy na PRODH/POX-zalezng apoptoze w komdrkach C32 zachodzito poprzez
generowanie ROS. Podsumowujac, niniejsze badania sugerujg, ze metformina moze stymulowac
apoptoze w komodrkach czerniaka poprzez kaskade proceséw obejmujacych indukcje AMPK,
PRODH/POX, wzrost ilosci proliny i generacje RFT. Wyniki tych badan mogg przyczynic sie do
udoskonalenia farmakoterapii raka skory.



