Streszczenie

Przedmiotem niniejszych badan byla ocena mechanizmu dziatania cholekalcytriolu
(witaminy Ds3) 1 menadionu (witaminy K3) na proces apoptozy w komorkach melanomy
i w fibroblastach skory ludzkiej. Wiadomo bowiem, ze witaminy D3 1 K3 wykazuja wiasciwosci
antyproliferacyjne 1 pro-apoptotyczne w komodrkach nowotworowych. Jednak molekularny
mechanizm tych procesow nie jest znany. Poprzednie badania wykazaty, ze podtozem pro-
apoptotycznego dzialania powyzszych witamin jest indukcja reaktywnych form tlenu (RFT).

Jednym z enzymow generujacych RFT jest dehydrogenaza prolinowa (PRODH) zwana
rowniez oksydaza prolinowg (POX). PRODH/POX jest enzymem zlokalizowanym
w wewnetrznej blonie komodrkowej mitochondrium w sgsiedztwie tancucha oddechowego.
Enzym ten katalizuje konwersj¢ proliny do pirolidyno-5-karboksylanu (P5C). Powstajace w tej
reakcji elektrony sg przekazywane do tancucha oddechowego w celu wytworzenia czasteczki
ATP. Jednak, w sytuacji rozkojarzenia procesu wytwarzania energii w fancuchu oddechowym,
jaka ma miejsce w komodrkach nowotworowych, elektrony sa bezposrednio wychwytywane
przez tlen przyczyniajac si¢ do powstania RFT indukujacych apoptoze. Wezesniejsze badania
wykazaty, ze proces ten jest nasilony w przypadku dostepnosci proliny, substratu PRODH/POX.
Wzrost st¢zenia proliny w komorce powiazany jest zwykle z obnizeniem biosyntezy kolagenu,
procesem zuzytkowujacym wolng proling. Z tego wzgledu metabolizm kolagenu i proliny
odgrywa wazng role w omawianym procesie.

Ocen¢ mechanizmu dziatania witaminy D; 1 witaminy K3 na proces apoptozy
przeprowadzono w komodrkach melanomy 1 fibroblastach skory ludzkiej (komoérkach
referencyjnych nie wykazujacych ekspresji PRODH/POX). Wysunigto hipoteze, ze podtozem
pro-apoptotycznego dzialania powyzszych witamin jest pobudzenie ekspresji PRODH/POX
generujacej RFT, indukujace proces apoptozy. Przezywalno$¢ komorek, integralno$¢ bton
komoérkowych oraz aktywnos¢ prolidazy oceniono metoda kolorymetryczng. Biosynteze DNA
1 biosynteze kolagenu oznaczono metoda radiometryczng. Powstawanie RFT oceniono metoda
fluorescencyjng. Ekspresje bialek oceniono za pomocg techniki Western blot. Stezenie
wewnatrzkomorkowej proliny oznaczono metoda chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrem mas.

Witamina D3 i K3 jak rowniez ich taczne zastosowanie spowodowato znaczace

obnizenie przezywalnos$ci komorek, integralno$¢ bton komoérkowych oraz biosyntez¢ DNA



w komorkach czerniaka w porownaniu do fibroblastoéw skory ludzkiej. Procesom tym
towarzyszyl wzrost ekspresji aktywnej kaspazy-3 1 -9 oraz PROPDH/POX, a takze
powstawania RFT w komorkach czerniaka. Efektem dziatania witaminy D3 1 witaminy K3 byt
rowniez wzrost ekspresji aktywnej formy biatka PARP oraz bekliny-1 w komorkach czerniaka.
W fibroblastach powyzsze zjawiska nie zachodzity pod wplywem badanych zwigzkow,
sugerujac kluczowa role PRODH/POX w omawianych procesach. Obydwie witaminy
stosowane tacznie obnizaty biosynteze kolagenu w omawianych komorkach, jednak witamina
K3 nie wptywata na ten proces w komoérkach melanomy, hamowata jednak znaczaco ten proces
w fibroblastach. Aktywno$¢ prolidazy zahamowana byta przez badane witaminy jedynie w
komorkach czerniaka. Przedstawiono dowody, ze witamina D3 i K3, zwlaszcza stosowane
tacznie dzialaty cytotoksycznie jedynie na komorki melanomy poprzez indukcje ekspresji
PRODH/POX, RFT i wewnatrzpochodnego szlaku apoptozy. Zjawisku temu towarzyszylo
zahamowanie biosyntezy kolagenu, zwigkszajac dostepnos¢ proliny do PRODH/POX-zaleznej
apoptozy.

Podsumowujac, przedstawione wyniki wskazuja, ze mechanizm apoptozy indukowanej
przez witaming D3 w komodrkach czerniaka polega na pobudzeniu ekspresji PRODH/POX,
hamowaniu biosyntezy kolagenu, zwigkszajac dostepnos¢ proliny do PRODH/POX generujace;j
RFT. Witamina K3 nasila efekty dziatania witaminy Ds3. Zjawiska te nie zachodza
w fibroblastach, ktére nie wykazujg ekspresji PRODH/POX. Sugeruje to, ze omawiane
witaminy podawane tacznie moga stanowi¢ postepowanie terapeutyczne zapobiegajace

rozwojowi czerniaka.



