STRESZCZENIE

Leczenie oraz prewencja chorob nowotworowych stanowi jedno z najpilniejszych
wyzwan wspotczesnosci. Liczne badania wskazuja na wazng role niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych (NLPZ) w przeciwdzialaniu tym chorobom. Wiadomo, ze czynnikiem
promujagcym wzrost i proliferacj¢ komorek nowotworowych jest chroniczne zapalenie.
Glownym czynnikiem prozapalnym jest cyklooksygenaza typu 2 (COX2), stad
przeciwnowotworowe wtasciwosci NLPZ byty ttumaczone zdolnos$cig hamowania aktywnosci
COX2. W sprzeczno$ci z tymi danymi jest jednak fakt, ze NLPZ wywoluja podobny efekt
przeciwnowotworowy w komorkach, ktére nie posiadaja COX2. Wskazuje to na istnienie
niezaleznych od COX2 mechanizmoéw przeciwnowotworowego dziatania NLPZ. Wiadomo, ze
niektore NLPZ (jak np. Indometacyna, Diklofenak) sg ligandami jadrowych receptorow PPARy
powodujac ich aktywacje. Receptory PPAR naleza do rodziny hormonalnych receptorow
jadrowych i posiadajg aktywnos$¢ czynnikow transkrypcyjnych. Pelnig wazng role w regulacji
ekspresji genéw zwigzanych z metabolizmem energetycznym, apoptoza oraz zapaleniem.
Sposréd roznych wiasciwosci receptorow PPARy jedna zastuguje na szczeg6lna uwagg.
Wykazujg one zdolno$¢ do indukcji ekspresji dehydrogenazy prolinowej/oksydazy prolinowe;j
(PRODH/POX) - mitochondrialnego enzymu katalizujgcego konwersje proliny do kwasu
pirolidyno-5-karboksylowego (P5C). Podczas tego procesu, wolne elektrony sg transportowane
do tancucha oddechowego produkujac ATP lub tez generuja reaktywne formy tlenu (RFT). W
pierwszym przypadku, aktywacja PRODH/POX prowadzi do produkcji ATP dostarczajac
energii 1 stuzac przezyciu, w drugim przypadku generowanie RFT powoduje stres oksydacyjny,

ktory jest silnym induktorem apoptozy.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta weryfikacja tezy, ze NLPZ jako agonisci
receptora PPARYy indukuja apoptoze komorek raka piersi MCF7 w wyniku nasilenia ekspresji
PRODH/POX. W celu potwierdzenia tej tezy zbadano wplyw wybranych NLPZ (Ibuprofen,
Indometacyna, Diklofenak, Sulindak i Celekoksyb) na podstawowe funkcje zyciowe komorek
raka piersi MCF7. Aby okresli¢ molekularne mechanizmy przeciwnowotworowego dziatania
NLPZ dokonano analizy ekspresji niektorych markerow apoptozy i1 autofagii, a takze zbadano
wplyw uzytych zwigzkéw na indukcje stresu oksydacyjnego. W celu udokumentowania roli
PRODH/POX w procesie apoptozy indukowanej NLPZ stworzono unikalny klon komoérek
MCF7 ze znokautowanym genem PRODH/POX metodag CRISPR/Cas9.



Wyniki badan przeprowadzone na opisanych modelach komorkowych wykazaty, ze
mechanizm przeciwnowotworowego dziatania NLPZ jest zwigzany z udzialem PRODH/POX.
Badane leki jako agonisci receptorow PPARy powoduja wzrost ekspresji PRODH/POX i
generowania RFT indukujacych apoptozg. Efektem indukowanego przez NLPZ stresu
oksydacyjnego jest uszkodzenie DNA, o czym $wiadczy nasilona aktywnos¢ PARP oraz
ekspresja i translokacja do jadra komérkowego biatka pS3 w komoérkach MCF7. W komérkach
ze znokautowanym genem PRODH/POX nie obserwowano tego efektu. Ocena poziomu
ekspresji markeréw apoptozy w komorkach MCF7 (p53, kaspazy 9, 8 1 7, a takze markerow
autofagowej $mierci komoérki (Beklina 1, ATG 5 1 ATG 7) potwierdzily, ze
przeciwnowotworowe wlasciwosci NLPZ s3 zwigzane z indukcja apoptozy szlakiem
wewnatrzpochodnym (ekspresja aktywnej kaspazy 9). Ponadto, NLPZ powoduja zaréwno
nasilenie ekspresji PRODH/POX, konwertujacego proling do P5C jak i1 PYCRI,
konwertujacego P5C do proliny, co $wiadczy o pobudzajagcym wplywie NLPZ na obrét proliny
w komorce, tzw. ,,cykl prolinowy”. W komorkach ze znokautowanym genem PRODH/POX,
NLPZ traca zdolno$¢ do pobudzania procesu tworzenia RFT, natomiast nadal wykazuja
zdolno$¢ do indukcji procesu apoptozy, jednak na drodze zewnatrzpochodnej (ekspresja
aktywnej kaspazy 8). W komorkach tych dochodzi do zwigkszania stezenia proliny, a takze
kwasu glutaminowego i glutaminy be¢dacych substratami do syntezy proliny, ktéra jest
substratem PRODH/POX. Analizy ekspresji bialek zwigzanych z regulacja procesoéw
energetycznych w badanych komorkach, a takze procesow zwigzanych z metabolizmem
proliny (biosynteza kolagenu, aktywno$¢ prolidazy) sugeruje, ze PRODH/POX moze stanowic¢
potencjalny punkt uchwytu eksperymentalnej farmakoterapii raka piersi.



