STRESZCZENIE

Celem rozprawy doktorskiej jest ocena mechanizmu przeciwnowotworowego dziatania metforminy
(MET) w komorkach raka piersi MCF-7. Praca doktorska oparta jest na hipotezie zaktadajacej, ze MET
aktywuje kinaze AMP(AMPK) ktéra indukuje apoptoze w komdrkach nowotworowych poprzez
kaskade proceséw obejmujgcych generowanie przez dehydrogenaze prolinowa/oksydaze prolinowa
(PRODH/POX) reaktywnych form tlenu (ROS) w warunkach dostepnosci proliny, substratu
PRODH/POX. Zatozono, ze omawiane procesy wymagajg szczegolnych warunkéw metabolicznych,
okreslonych przez ztozone mechanizmy regulacyjne komérki. W warunkach niedoboru
weglowodanowych i lipidowych substratéw energetycznych, w celu przezycia, komdrka wykorzystuje
alternatywne zrédta energii, gtdwnie proline i glutamine wraz z metabolitami glutaminy, takimi jak
glutaminian, alfa-ketoglutaran i ornityna. Sg one substratami do produkc;ji pirolidyno-5-karboksylanu,
ktory jest takze produktem degradacji proliny przez PRODH/POX w celu wytworzenia ATP, sprzyjajac
pro-przezyciowe] autofagii lub generowania ROS indukujgcych apoptoze. Konwersja proliny, ornityny
i glutaminianu moze zatem regulowac zalezng od PRODH/POX apoptoze/autofagie. Kluczowym
aminokwasem jest prolina, krgzgca miedzy mitochondriami a cytoplazmg w cyklu zwanym cyklem
prolinowym. Jest on sprzezony ze szlakiem pentozowo-fosforanowym produkujgcym nukleotydy
niezbedne do biosyntezy DNA. PRODH/POX jest réwniez powigzany ze szlakami zaleznymi od p53 i
AMPK. Dostepnos¢ proliny dla zaleznej od PRODH/POX apoptozy/autofagii jest regulowana na
poziomie wzajemnych przemian proliny, ornityny, glutaminianu i a-ketoglutaranu, fgczgc metabolizm
aminokwasoéw z cyklem kwaséw trikarboksylowych (TCA) i cyklem mocznikowym oraz posrednio z
tancuchem transportu elektronéw. Sugeruje to istnienie specyfiki molekularnej komaérki
nowotworowej, ktéra moze ulec zmianie pod wptywem dziatania MET. W zwigzku z tym, przy uzyciu
analizy metabolomicznej okreslono profil metabolomiczny komérek nowotworowych poddanych
dziataniu MET. Profil ten analizowano w komdérkach MCF-7 typu dzikiego (MCF-7WT) poddanych
dziataniu MET oraz komérkach MCF-7 ze znokautowanym PRODH/POX (MCF-7crPOX), wytworzonym
przy uzyciu technologii CRISPR-Cas9. Proliferacje komadrek okreslano za pomocg CyQUANT® Cell
Proliferation Assay, natomiast cykl komérkowy analizowano za pomoca cytometrii przeptywowej z
uzyciem Nucleo-Counter NC-3000. Ekspresje biatek proapoptotycznych oceniano metodg Western
blot. Analize metabolomiczng (obejmujaca stezenie wewngatrzkomadrkowej proliny, kwasow
glutaminowego, ornityny, glutaminy, kwasu a-ketoglutarowego, glukozy, pirogronianu, bursztynianu
i innych) przeprowadzono za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z
tandemowag spektrometrig mas z potrojnym kwadrupolem (LC-MS/MS/QqQ).

Wykazano, ze MET hamowata proliferacje komdrek MCF-7WT jak i MCF-7crPOX inkubowanych
zaréwno w podtozu zawierajgcym i w podtozu pozbawionym glutaminy. Hamowanie tego procesu
byto jednak wyraZniejsze w przypadku braku glutaminy w podtozu hodowlanym. Odsetek komdrek w
fazie G2/M do komodrek w fazie GO/G1 wykazat, ze zaréwno traktowanie komérek MET, albo nokaut
PRODH/POX silnie hamowaty proliferacje tych komérek hodowanych w podtozu bez glutaminy. Nie
wykazano takiego efektu w komadrkach hodowanych w obecnosci glutaminy. MET indukowata
ekspresje AMPK (induktor PRODH/POX) w obu liniach komérkowych niezaleznie od obecnosci lub
braku glutaminy. Efekt ten byt wyrazniejszy w komdrkach hodowanych w podtozu bez glutaminy. W
przypadku braku glutaminy MET indukowata ekspresje aktywnej formy PARP oraz kaspazy 7 w obu
liniach komdrkowych. W obecnosci glutaminy efekt ten byt widoczny tylko w komérkach MCF-7 typu
dzikiego (MCF-7WT).

W nieobecnosci glutaminy, traktowanie MET lub nokaut PRODH/POX w komérkach MCF-7 przyczynit
sie do podobnego zahamowania glikolizy (drastyczny wzrost wewngtrzkomoérkowej glukozy i
pirogronianu) oraz wzrostu zuzytkowania kwasu fosfoenolopirogronowego, glukozo-6-fosforanu i



niektérych metabolitéw cyklu TCA oraz cyklu mocznikowego (obnizenie wewnatrzkomérkowego
stezenia), przyczyniajac sie do indukcji apoptozy. Jednakze, w obecnosci glutaminy, traktowanie
komorek MCF-7 MET lub nokaut PRODH/POX przyczyniat sie do utylizacji niektérych badanych
metabolitéw (z wyjatkiem glukozy), przyczyniajac sie do pro-przezyciowego fenotypu komérek MCF-7
w tych warunkach.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze MET lub nokaut PRODH/POX przyczynia sie do hamowania proliferacji
komérek (zahamowanie to byto wyrazniejsze w przypadku braku glutaminy) oraz indukcji apoptozy
poprzez przeprogramowanie metabolizmu aminokwaséw, cyklu TCA, cyklu mocznikowego i szlaku
pentozowo-fosforanowego w tych komérkach.

Analiza metabolomiczna w komdrkach hodowanych z glutaming lub bez niej sugeruje, ze glikoliza jest
Scisle powigzana z metabolizmem glutaminy i proliny. W przypadku braku glutaminy, traktowanie
MET lub nokaut PRODH/POX przyczynia sie do zahamowania glikolizy (gtodu glukozowego) i apoptozy
w tych komdrkach. Wyniki tych badan pogtebiajg wiedze o mechanizmie przeciwnowotworowego
dziatania MET i sugeruja, ze skojarzone dziatanie MET z inhibitorami syntezy glutaminy moze
stanowi¢ przedmiot dalszych badan nad eksperymentalng terapig raka piersi.



