STRESZCZENIE

Niniejsza rozprawa doktorska dostarcza dowodow waznej roli estrogenow w
mechanizmie apoptozy zaleznej od PRODH/POX w komorkach raka piersi.

PRODH/POX, enzym mitochondrialny, katalizuje konwersje proliny do kwasu Al-
pirolino-5-karboksylowego (P5C). Podczas tego procesu uwolnione elektrony sa
transportowane do tancucha oddechowego, wytwarzajac ATP Ilub sa bezposrednio
przyjmowane przez tlen, generujgc reaktywne formy tlenu (ROS). W pierwszym przypadku
aktywacja PRODH/POX prowadzi do produkcji ATP kreujgc warunki pro-przezyciowe, W
drugim  ROS indukuja apoptoze. Jakkolwiek mechanizm przetaczania funkcji
apoptozy/przezycia nie jest dobrze poznany, postuluje si¢, ze obydwa procesy (apoptoza lub
przezycie) wywotane przez PRODH/POX sg zalezne od kontekstu metabolicznego komorki, a
dostepnos¢ proliny do PRODH/POX-zaleznych funkcji moze odgrywaé kluczows role.

Wysunieto hipoteze, ze estrogeny moga odgrywa¢ wazng role w mechanizmie
apoptozy/przezycia zaleznej od PRODH/POX jako stymulatory biosyntezy kolagenu, ktory to
proces utylizuje duze ilosci wolnej proliny, ograniczajac dostgpnos¢ substratu (proliny) do
PRODH/POX zaleznych funkcji. Estrogeny sa bowiem stymulatorami biosyntezy kolagenu.
Procesowi temu towarzyszy degradacja kolagenu, ktéra w koncowym etapie katalizowana jest
przez cytoplazmatyczng imidodipeptydaze, prolidaze, uwalniajac proling.

Do zbadania powyzszej hipotezy wykorzystano cztery modele komorek raka piersi: ER-
pozytywna lini¢ komorkowa raka piersi MCF-7 (z ekspresja ERa i ERp) oraz ER-negatywna
lini¢ komorkowa raka piersi MDA-MB-231 (z ekspresja tylko ERB) a takze odpowiednie linie
komorkowe z wyciszong ekspresja PRODH/POX uzyskane metodag ShRNA. Aby pobudzié
ekspresj¢ PRODH/POX, zastosowano troglitazon (TGZ), ligand receptora aktywowanego
przez proliferatory peroksysomoéw (PPAR-y), 0 znanej zdolnosci do stymulacji ekspresji
PRODH/POX.

Stwierdzono, ze estradiol stymuluje biosynteze kolagenu utylizujac wolng proling i
ograniczajac jej dostepnos¢ do apoptozy zaleznej od PRODH/POX. Co ciekawe, TGZ okazat
si¢ nie tylko silnym aktywatorem PRODH/POX, ale takze inhibitorem biosyntezy kolagenu.
Przedstawiono dowody, ze apoptoza (aktywna kaspaza-3, -9 i PARP) zachodzzita w komorkach
MDA-MB-231 typu dzikiego, hodowanych w pozywce bez estradiolu lub w komorkach
hodowanych w pozywce z estradiolem, ale pozbawionych ERp (przez Degradacja zalezng od

ICI), podczas gdy w komorkach z wyciszonym PRODH/POX apoptozy nie stwierdzono.



Apoptoza w tych komoérkach wywotana przez PRODH/POX byta zalezna od reaktywnych form
tlenu (ROS). Efektu tego nie stwierdzono rowniez w komorkach MCF-7 niezaleznie od
nieobecnosci lub obecnosci estradiolu oraz w komoérkach MDA-MB-231 hodowanych w
pozywce z estradiolem. Mechanizm PRODH/POX-zaleznej apoptozy jest uzalezniony od
intensywnosci biosyntezy kolagenu, najefektywniejszego procesu utylizacji proliny, ktory jest
regulowany przez estrogeny.

Przedstawione wyniki badan sugerujg, ze apoptoza indukowana przez TGZ w
komorkach MDA-MB-231 hodowanych w pozywce bez estradiolu lub pozbawionych ERf
zachodzi poprzez PRODH/POX, a proces ten jest nasilony przez wzrost dostepnosci proliny do
PRODH/POX za posrednictwem TGZ silnie hamujacym biosynteze kolagenu. Sugeruje to, ze
skojarzone dziatanie agonisty PPAR-y i anty-estrogenu moze stanowi¢ przedmiot dalszych

badan nad eksperymentalng terapia ER-negatywnego raka piersi.



