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Streszczenie

Rak jelita grubego (ang. colorectal cancer, CRC) jest trzecim najpowszechniej
wyst puj cym nowotworem na wiecie i drug najcz stsz przyczyn zgon w spowodowanych
nowotworami. Jednym z istotnych czynnik w zachorowania na raka jelita grubego jest oty o
Nadmierna masa cia a nie tylko zwi ksza ryzyko zachorowania na CRC, ale te przyspiesza
jego progresj , zwi ksza oporno pacjent w na leczenie oraz ryzyko nawrotu choroby.

Oty 0 zosta a uznana za wiatow pandemi i jest definiowana jako nieprawid owe
lub nadmierne nagromadzenie tkanki t uszczowej (ang. adipose tissue, AT). Bia a tkanka
t uszczowa opr cz magazynowania energii w postaci kropli lipidowych, jest r wnie organem
sekrecyjnym. Uwalniane przez ni cz steczki dziaaj lokalnie lub obwodowo na r ne
kom rki. Pod wp ywem nadmiaru kalorii, AT, kt ra skada si z r nych element w
kom rkowych (adipocyty, fibroblasty, kom rki uk adu odporno ciowego itp.) i nie-
kom rkowych (macierz pozakom rkowa, biologicznie aktywne cz steczki), ulega
przekszta ceniom, m.in. wzrasta liczba i wielko jej g wnego sk adnika kom rkowego -
adipocyt w.

Kom rki guza znajduj si w pewnej niszy zbudowanej z r nych typ w kom rek
zwanej mikro rodowiskiem nowotwor w (ang. tumor microenvironment, TME). W przypadku
raka jelita grubego, to otoczenie jest bogate w AT. Adipocyty znajduj ce si  w bliskim
kontakcie z kom rkami guza mog by przez nie modyfikowane w adipocyty zwi zane
z nowotworem (ang. cancer associated adipocytes CAA), kt re wspieraj m.in. proliferacj ,
migracj iinwazj kom rek z o liwych.

W pocz tkowym etapie niniejszej pracy doktorskiej, analizowano zmiany zachodz ce
w adipocytach w warunkach imituj cych ich tuczenie. W tym celu badane kom rki traktowano
solami kwas w palmitynowego, oleinowego i linolowego. Wykazano, e tuczone adipocyty
cechoway si obecno ci wi kszych kropli lipidowych i podwy szon ekspresj g wnych
transporter w kwas w t uszczowych (ang. fatty acids, FA). Nie zaobserwowano jednak r nic
w poziomach enzym w zaanga owanych w wybrane elementy metabolizmu lipid w, glukozy
i glutaminianu oraz aktywacji wi kszo ci zbadanych szlak w sygnalnych.

Z uwagi na istotny wp yw kom rek t uszczowych na progresj nowotworu, wi ksz
cz pracy po wi cono zbadaniu dwustronnej interakcji adipocyt w i kom rek CRC.
W tym celu zastosowano dwa modele badawcze, jeden z nich stanowi a hodowla kom rek
nowotworowych w po ywce kondycjonowanej zebranej znad adipocyt w i CAA, drugi za

opiera si na ko-kulturze po redniej z zastosowaniem insert w typu Transwell. Dokonano



szeregu bada , skupiaj c si g wnie na analizie proliferacji, migracji, wybranych aspektach
metabolizmu i aktywacji szlak w sygnalnych w kom rkach CRC. Z drugiej strony
analizowano, r nice pomi dzy adipocytami i CAA, pochodz cymi z ko-kultury z kom rkami
raka jelita grubego.

Wyniki wskazuj , e badane kom rki wszystkich linii raka jelita grubego indukowa y
przekszta cenie si adipocyt w w CAA. Wi zao si to ze zmian ich cech fenotypowych
i morfologicznych. CAA charakteryzowa y si zmniejszon zawarto ci lipid w, ekspresj
gen w zwi zanych z metabolizmem, aktywacj wybranych szlak w sygnalnych
oraz zwi kszonym wydzielaniem mleczanu i proteazy MMP2, w por wnaniu z adipocytami
kontrolnymi. Z drugiej strony, CAA promowa y migracj , proliferacj i akumulacj kropli
lipidowych w kom rkach CRC. Dodatkowo odnotowano zmiany w ekspresji i produkcji
badanych cz steczek zwi zanych z transportem i metabolizmem substrat w istotnych
dla przebiegu metabolizmu kom rkowego. Co wi cej, obserwowany wp yw ko-kultury
po redniej adipocyt w i CRC by zauwa alnie wi kszy, ni po ywek kondycjonowanych z
hodowli adipocyt w i CAA na kom rki nowotworowe.

Podsumowuj c, w pracy wykazano, e adipocyty hodowane w obecno ci kwas w
t uszczowych odznaczay si obecno ci  wi kszych kropli lipidowych i podwy szon
ekspresj g wnych transporter w FA. Ponadto, w niniejszej pracy udowodniono
istnienie dwukierunkowej interakcji pomi dzy adipocytami i kom rkami CRC. Kom rki
nowotworowe przyczyniy si do przekszta cenia adipocyt w w adipocyty zwi zane
z nowotworem. Obserwowano utrat zawarto ci lipid w, obni enie ekspresji marker w
adipocyt w oraz gen w zaanga owanych w syntez lipid w w CAA, pod wp ywem
hodowli zkom rkami CRC. Z drugiej strony, adipocyty i CAA przyczyni y si dowzrostu
zawarto ci kropli lipidowych i zmian w poziomie ekspresji wybranych cz steczek
zwi zanych z metabolizmem w CRC. Otrzymane wyniki wskazuj , e warto rozszerzy
badania o tej tematyce z =zastosowaniem modelu ko-kultury bezpo redniej,
aby pog bi wiedz natemat roli niszy adipogennej guza w progresji raka jelita grubego,

cz cychCRCzotyo ci .



Abstract

Colorectal cancer (CRC) is third the most common cancer in the world and the second
most common cause of cancer deaths. One of the significant risk factors for developing
colorectal cancer is obesity. Excess body weight not only increases the chance of developing
CRC, but also accelerates its progression, increases patients’ resistance to treatment and the risk
of disease recurrence.

Obesity is considered as a global pandemic. It is defined as an abnormal and excessive
accumulation of adipose tissue (AT). White adipose tissue, in addition to storing energy in the
form of lipid droplets, is also a secretory organ. It releases molecules, that might act locally
or peripherally on various cells. Under the excess calories, AT, which consists of various
cellular elements (adipocytes, fibroblasts, immune system cells, etc.) and non-cellular elements
(extracellular matrix, biologically active molecules), undergoes transformations. This
remodeling involves an increase in the number and size of AT main cellular component -
adipocytes.

Cancer cells are located in the niche, which consist of various cell types and is called
tumor microenvironment (TME). The surroundings of CRC is rich with adipose tissue.
Adipocytes localized in close anatomical proximity to cancer cells could by modified by tumor
cells into cancer associated adipocytes (CAA), which support for example the proliferation,
migration and invasion of malignant cells.

In the initial stage of this doctoral thesis, | analyzed the changes occurring in adipocytes
in conditions simulating their fattening. For this purpose, the studied cells were treated with
sodium salts of palmitic, oleic and linoleic acids. It was shown that fattened adipocytes were
characterized by the presence of larger lipid droplets and increased expression of the main fatty
acids (FA) transporters. However, no differences were observed in the levels of enzymes
involved in selected elements of lipid, glucose and glutamate metabolism and activation of most
of the signaling pathways studied.

Due to the significant influence of adipocytes on cancer progression, the majority of the
work was devoted to examining the mutual impact of adipocytes and CRC cells. To achieve
this goal, two research models were used. One of them was treating the cancer cells
with conditioned medium collected from adipocytes and CAA, and the other was based
on indirect co-culture using Transwell inserts. A number of studies were performed, focusing

mainly on the analysis of proliferation, migration, selected aspects of metabolism and activation



of signaling pathways in CRC cells. On the other hand, differences between adipocytes
and CAA obtained from co-culture with colon cancer cells were analyzed.

The results presented in this work indicate, that all tested colon cancer cells lines
induced the transformation of adipocytes into CAA. It was associated with changes
in phenotypic and morphological features. CAAs had reduced lipid content, expression
of metabolism-related genes, activation of selected signaling pathways, and increased lactate
and MMP2 protease secretion, compared with control adipocytes. On the other hand, CAAs
promoted migration, proliferation, and accumulation of lipid droplets in CRC cells. Moreover,
changes in the expression and production of the studied molecules related to the transport
and metabolism of substrates important for the cellular metabolism were noted. In addition,
the observed effect of the influence of indirect co-culture of adipocytes and CRC was noticeably
greater than that noticed in the case of conditioned media from adipocyte and CAA on cancer
cells.

In summary, the doctoral research showed that adipocytes cultured in the presence
of fatty acids had larger lipid droplets and increased expression of the primary FA
transporters. Additionally, this study proved the existence of a bidirectional interaction
between adipocytes and CRC cells. Cancer cells contributed to the transformation
of adipocytes into cancer-associated adipocytes. Under the influence of culture with CRC
cells, decline of lipid content, a decrease in the expression of adipocyte markers and genes
involved in lipid synthesis in CAA was observed. On the other hand, adipocytes and CAA
contributed to the increase in the content of lipid droplets and changes in the expression
of selected molecules related to metabolism in CRC. The obtained results indicate that it
is worth expanding researches on this subject using a direct co-culture model. This will
allow for a deeper understanding of the role of the tumor adipogenic niche in colorectal

cancer progression, linking CRC with obesity.
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CAA (ang. cancer associated adipocytes) - adipocyty zwi zane z nowotworem
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cDNA (ang. complementary deoxyribonucleic acid) - komplementarny kwas
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CIN (ang. chromosomal instability) - niestabilno chromosomalna

CMS (ang. consensus molecular subtypes) - konsensusowe podtypy molekularne
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Ham s F-12 (ang. Ham s nutrient mixture F-12) - po ywka Ham s F-12
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LDL (ang. low-density lipoprotein) - lipoproteina 0 ma ej g sto ci
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NHE1 (ang. Na+/H+ exchanger 1) - wymiennik jon w Na*/H* 1

OSBPL9 (ang. oxysterol-binding protein-like 9) - bia ko wi  ce oksysterole 9

PAI-1 (ang. plasminogen activator inhibitor-1) - inhibitor aktywatora plazminogenu-1
PBS (ang. phosphate-buffered saline) - buforowana fosforanem s 1 fizjologiczna

PC (ang. phosphatidylcholine) - fosfatydylocholina

PI (ang. propidium iodide) - jodek propidyny

PI3K (ang. phosphatidylinositol 3-kinase) - kinaza fosfatydyloinozytolu 3
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PKA (ang. protein kinase A) - kinaza bia kowa A

PPAR (ang. peroxisome proliferator-activated) - receptor aktywowany przez proliferatory
peroksysom w

gRT-PCR (ang. real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) -
ilo ciowa reakcja a cuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

RACK 1 (ang. receptor for activated C kinase 1) - receptor dla aktywowanej kinazy C 1
RXR (ang. retinoid X receptor ) - receptor retinoidu X
SAT (ang. subcutaneous adipose tissue) - podsk rna tkanka t uszczowa

SC4MOL (ang. sterol C4 methyl oxidase like protein) - bia ko podobne do sterolu-C4-
metylooksydazy

SCD1 (ang. stearoyl CoA desaturase 1) - desaturaza stearylo-CoA 1
SD (ang. standard deviation) - odchylenie standardowe
SDS (ang. dodecyl sulfate) - dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE (ang. SDS poliacrylamide gel electrophoresis) - elektroforeza w elu
poliakrylamidowym w obecno ci SDS

Src (ang. proto-oncogene tyrosine-protein kinase) - tyrozynowa kinaza bia kowa
protoonkogenu

STAT3 (ang. signal transducer and activator of transcription 3) - przeka nik sygna u
I aktywator transkrypcji 3

TCA (ang. tricarboxylic acid cycle) - cykl kwas w tr jkarboksylowych

TEMED (ang. N,N,N ,N -tetramethyl ethylenediamine) - N,N,N’,N’
tetrametyloetylenodiamina

TME (ang. tumor microenvironment) - mikro rodowisko nowotworowe

TNF (ang. tumor necrosis factor ) - czynnik martwicy nowotwor w

VAT (ang. visceral adipose tissue) - trzewna tkanka t uszczowa

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostu r db onka naczyniowego
WAT (ang. white adipose tissue) - bia a tkanka t uszczowa

WHO (ang. World Health Organization)  wiatowa organizacja zdrowia

XTT (ang. sodium 3,3 -[1(phenylamino)carbonyl]-3,4-tetrazolium]-3is(4-methoxy-6-nitro)
benzene sulfonic acid hydrate) - s | tetrazolowa
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1. Wst p

1.1. Rak jelita grubego

Rak jelita grubego (ang. colorectal cancer, CRC) jest trzecim najpowszechniej
wyst puj cym nowotworem na wiecie i drug najcz stsz przyczyn zgon w spowodowanych
nowotworami. Wed ug doniesie  WHO, do 2040 roku liczba nowych przypadk w wzro nie
0 63%, a liczba zgon w o 73%. Cz sto zapadalno ci na CRC jest najwy sza w Europie
oraz Australii i Nowej Zelandii, natomiast miertelno , w Europie Wschodniej. Polska zajmuje
si dme miejsce pod wzgl dem zgon w z powodu tego nowotworu na wiecie. Wska niki
zachorowalno ci na raka jelita grubego spadaj w krajach o wysokich dochodach, g wnie

w wyniku skutecznych program w bada przesiewowych [1,2].

1.1.1. Przyczyny powstawania

Za jedn z przyczyn powstawania raka jelita grubego uwa a si mutacje w onkogenach,
genach supresorowych oraz zwi zanych z mechanizmami naprawy DNA. W zale no ci od ich
pochodzenia, wyr niasi mutacje sporadyczne (70%), dziedziczne (5%) i rodzinne (25%) [3].
Mechanizmy chorobotw rcze prowadz ce do niestabilno ci genetycznej mo na podzieli
na trzy typy: niestabilno  chromosomaln (ang. chromosomal instability, CIN),
mikrosatelitarn  (ang. microsatellite instability, MSI) i epigenetyczn (ang. CpG island
methylator phenotype, CIMP) [4]. Schemat powstawania poszczeg Inych rodzaj w
molekularnych raka jelita grubego przedstawia Rycina 1. W 70-90% przypadk w, CRC rozwija
si - w wyniku niestabilno ci chromosomalnej z prawid owego nab onka okr nicy poprzez
sekwencyjne zdarzenia prowadz ce od polipa, przez gruczolaka, do raka. Nowotwory jelita
grubego powstae na tej drodze zazwyczaj posiadaj mutacje w genie gruczolakowatej
polipowato ci coli (ang. adenomatous polyposis coli, APC), wirusa mi saka szczur w Kirsten
(ang. Kirsten rat sarcoma virus, KRAS), TP53 (ang. tumor protein p53) i cz onek rodziny
SMAD4 (ang. SMAD family member 4, SMADA4) [5,6]. MSI prowadzi do hipermetylacji genu
supresorowego- homologu bia ka MutL (ang. MutL protein homolog, MLH1) albo do mutacji
w genach MLH1 i homologu MutS 2 (ang. MutS Homolog 2, MSH2) [5]. Koduj one bia ka
zaanga owane w napraw b dnie sparowanych zasad azotowych DNA (ang. mismatch repair,
MMR), do kt rych dochodzi w trakcie przemian metabolicznych DNA [6]. Alternatywnie, 10%
przypadk w CRC mo e rozwija si wzdu tak zwanego szlaku neoplazji z bkowanej,

charakteryzuj cego si mutacj w genie protoonkogenu B-Raf, kinazy serynowo-treoninowej
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(ang. B-Raf proto-oncogene, serine-threonine Kkinase), hipermetylacj wysp CpG

i niestabilno ci mikrosatelitarn [7,8].

CIN Mutacja
Mutacja Mutacja SMAD4,
APC KRAS, BRAF TP53, TGFB
MSI

Mutacja APC, Mutacja
Inaktywacja MLH1, MSH2 TGFBRII, BAX

‘ prawidtowy nabtonek

CIMP
Metylacja
Mutacja BRAF TP53, P16
‘ prawidiowy nabtonek ‘ ‘ gruczolak zabkowany ‘ —_—

Rycina 1. Klasyfikacja molekularna raka jelita grubego oparta na globalnych zdarzeniach
kom rkowych. CIN- niestabilno  chromosomalna (ang. chromosomal instability), MSI- niestabilno
mikrosatelitarna (ang. microsatellite instability), CIMP- niestabilno epigenetyczna (ang. CpG island
methylator phenotype), APC- gruczolakowata polipowato coli (ang. adenomatous polyposis coli),
BAX  bia ko podobne do bcl-2 4 (ang. bcl-2-like protein 4), BRAF- protoonkogen B-Raf, kinaza
serynowo-treoninowa (ang. B-Raf proto-oncogene, serine-threonine kinase), KRAS- wirus mi saka
szczur w Kirsten (ang. Kirsten rat sarcoma virus), MLH1- Homolog bia ka MutL (ang. MutL protein
homolog), MSH2- Homolog MutS 2 (ang. MutS Homolog 2), P16- inhibitor kinazy zale nej od cykliny
2A (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), TGF - transformuj cy czynnik wzrostu
(ang. transforming growth factor ), TGF RIl - receptor transformuj cego czynnika wzrostu I
(ang. transforming growth factor beta receptor 2), TP53- bia ko p53 (ang. tumor protein p53), SMAD4-
cz onek rodziny SMAD 4 (ang. SMAD family member 4). [Opracowano na podstawie 9,10]

W r d nowotwor w dziedzicznych, wyr nia si dwa podtypy, spomi dzy kt rych
dominuj cym jest rodzinna polipowato gruczo kowata. Cechuje si  ona powstawaniem wielu
potencjalnie z o liwych polip w w jelicie grubym [3]. Natomiast w drugim przypadku,
zwanym dziedzicznym rakiem jelita grubego niezwi zanym z polipowato ci , nowotw r
r wnie rozwija si w wyniku zo liwej transformacji polip w gruczolakowatych,
ale w przeciwie stwie do pierwszego wariantu, nie s one liczne, ani powszechne [11].

Oko 0 25% przypadk w CRC stanowi nowotwory wyst puj ce rodzinnie. Stanowi
one odr bn kategori , z powodu braku przynale no ci do adnego z wariant w nowotwor w
dziedzicznych [3,12]. Przypuszczalnie ich powstawanie obejmuje z 0 one interakcje gen gen

igen rodowisko, jednak wci  niewiele wiadomo na temat przyczyn genetycznych [13].
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Co wi cej, w 2015 roku rak jelita grubego zosta sklasyfikowany w ramach czterech
podtyp w (ang. consensus molecular subtypes, CMS) o odr bnych cechach molekularnych
i biologicznych (Rycina 2). CMS1 (immunologiczny) cechuje niestabilno  mikrosatelitarna,
wyst powanie mutacji w genie kinazy serynowo-treoninowej BRAF (ang. B-Raf proto-
oncogene, serine-threonine kinase) i naciekanie guza przez kom rki uk adu odporno ciowego.
CMS2 (kanoniczny lub epitelialny) posiada aktywn sygnalizacj szlaku WNT/ MYC (cz onek
rodziny Wnt 1, ang. Wnt Family Member 1/ czynnik transkrypcyjny bHLH, ang. MYC proto-
oncogene, bHLH transcription factor), a CMS3 (metaboliczny) odznacza si mieszanym
statusem MSI, niskim CIMP, mutacjami w genie KRAS i rozregulowaniem szlak w
metabolicznych, g wnie utleniania w glowodan w i kwas w t uszczowych. Ostatni, CMS4
(mezenchymalny), charakteryzuje zwi kszona angiogeneza, aktywacja kom rek stromalnych
i podobnie jak CMS1, naciek kom rek uk adu immunologicznego. Powi zany jest z gorszym
prze yciem pacjent w wolnym od nawrot w i prze yciem ca kowitym. Natomiast oko o0 13%
przypadk w CRC stanowi guzy o cechach mieszanych. Klasyfikacja CMS odgrywa kluczow
rol w przewidywaniu rokowania pacjent w i ustalaniu strategii ich leczenia [4,14 17].
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CMS1 - immunologiczny CMS2- kanoniczny

14% przypadkow 37% przypadkow
MSsl, CIMP MSS, CIN
mutacja BRAF mutacja APCi TP53
proksymalna czesc jelita grubego dystalna czes¢ okreinicy do odbytnicy
" proliferacja ‘™ proliferacja
N przebudowa tkanki J przebudowa tkanki
™ aktywacja uktadu odpornoscdowego J» aktywacja ukfadu odpornosciowego
J przeiycie po nawrocie _ N przezycie po nawrocie
naciek guza przez komarki uktadu v By aktywacja WNT i MYC
odpornosciowego // A\
. [ Mieszany \

CMS3- metaboliczny || | CMS4 - mezenchymalny
23% przypadkow I'\\ 13% /;' 13% przypadkow
MSS A i / MSS, CIN
mutacja KRAS i APC T = mutacja BRAF
brak konkretnej lokalizacji w jelicie grubym dystalna czesc okreinicy do odbytnicy
{ proliferacja J- proliferacja
Jr przebudowa tkanki M przebudowa tkanki
J, aktywacja uktadu odpornosciowego ™ aktywacja uktadu odpornoéciowego
rozregulowanie metabolizmu J przezycie wolne od nawrotow i catkowite

‘M przejscie nabfonkowo-mezenchymalne

naciek guza przez komaorki stromalne

Rycina 2. Podtypy molekularne (ang. consensus molecular subtypes, CMS) raka jelita grubego.
CRC zosta podzielony na 4 podtypy (CMS1- 4) oraz dodatkowo wy oniono podtyp mieszany
stanowi cy 13% przypadk w. Skr ty: APC- gruczolakowata polipowato coli (ang. adenomatous
polyposis coli), BRAF- protoonkogen B-Raf, kinaza serynowo-treoninowa (ang. B-Raf proto-oncogene,
serine- threonine kinase), CIMP- niestabilno  epigenetyczna (fenotyp metylatora wyspy CpG,
ang. CpG island methylator phenotype), CIN- niestabilno chromosomalna (ang. chromosomal
instability), KRAS- wirus mi saka szczur w Kirsten (ang. Kirsten rat sarcoma virus),
MSI- niestabilno  mikrosatelitarna (ang. microsatellite instability), MSS- stabilno  mikrosatelitarna
(ang. microsatellite stable), MY C- czynnik transkrypcyjny bHLH (ang. MYC proto-oncogene, bHLH
transcription factor) TP53- bia ko p53 (ang. tumor protein p53), WNT- ¢z onek rodziny Wnt 1 (ang. Wnt
Family Member 1), - obni enie, - podwy szenie. [Na podstawie 14,16,18,19]

1.1.2. Czynniki ryzyka

G wnym czynnikiem zachorowania na raka jelita grubego jest wiek powy ej 50 roku ycia
oraz niekt re schorzenia. Dla przyk adu, choroba Le niowskiego-Crohna i wrzodziej ce
zapalenie jelita grubego powoduj , e ryzyko zachorowania na CRC wzrasta odpowiednio
3 1 20-krotnie. Jest to zwi zane z chronicznym stanem zapalnym prowadz cym

do powstawania kom rek o nieprawid owym wzro cie, kt re mog zapocz tkowa rozw j
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nowotworu [3]. O ile tych czynnik w ryzyka nie spos b wyeliminowa , o tyle narozw j CRC
maj wpyw r wnie ze nawyki, tzn. siedz cy tryb ycia, niew a ciwa dieta, spo ywanie
alkoholu, czy palenie tytoniu [4,20]. Wyeliminowanie wszystkich wspomnianych zachowa
wi esi obni eniem ryzyka zachorowania na CRC o0 48%, a wyeliminowanie jednego z nich,
np. palenia tytoniu, zmniejsza ryzyko CRC rednio o 9% [21]. Brak ruchu spowalnia
perystaltyk jelit, a dodatkowo, w po czeniu z nadmiern poda kalorii, przyczynia si
do powstania oty o ci [3]. Nadmierna masa ciaa z kolei nie tylko podwy sza ryzyko
zachorowania i przyspiesza progresj raka jelita grubego, ale tak e stymuluje oporno

pacjent w na leczenie oraz zwi ksza prawdopodobie stwo nawrotu choroby [22].

1.2. 0ty o

Otyo jest definiowana jako nieprawid owe lub nadmierne nagromadzenie tkanki
t uszczowej (ang. adipose tissue, AT). Zosta a uznana za globaln pandemi [23],aliczbaos b
dotkni tych t chorob stale ro nie. Nadwag i otyo okre la si poprzez obliczenie
wska nika masy cia a (ang. body mass index, BMI) w kg/m?, kt rego prawid owa warto
mie cisi w zakresie 18,5 24,9. Natomiast u 0os b z nadwag plasuje si w przedziale 25 29,9,
adlaos bzotyo ci wynosi 30[23,24]. Oty o jest jednym z najbardziej niedocenianych
problem w zdrowia publicznego, kt re zwi kszaj ryzyko wielu chor b, w szczeg Ino ci
cukrzycy typu 2, chor b uk adu kr enia, nadci nienia, niealkoholowego st uszczenia w troby

i niekt rych rodzaj w nowotwor w [25].

1.2.1. Tkankat uszczowa

Tkanka t uszczowa jest bardzo z o onym i heterogennym organem zbudowanym z wielu
typ w kom rek, takich jak fibroblasty, perycyty, kom rki uk adu immunologicznego,
r db onka, mezenchymalne kom rki macierzyste i kom rki prekursorowe tkanki t uszczowej.
Dok adny sk ad r ni si w zale no ci od lokalizacji AT [26 28], jednak fundamentalnym
kom rkowym sk adnikiem tkanki tuszczowej s adipocyty, kt re przechowuj g wnie
d ugo a cuchowe kwasy tuszczowe (ang. fatty acid, FA) w postaci kropli lipidowych
(ang. lipid droplets, LD) [29].

Pod wzgl dem histologicznym, tkank t uszczow dzieli si na bia (ang. white adipose
tissue WAT), brunatn (ang. brown adipose tissue, BAT) i be ow . Adipocyty be owe
cechuje fenotyp brunatnych kom rek, ale zlokalizowane s w obr bie WAT. Poszczeg Ine

rodzaje AT r ni si morfologi , metabolizmem i funkcjami [30]. Podczas gdy BAT pe ni
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istotn rol w termogenezie [31], bia a tkanka t uszczowa jest hormonalnym i aktywnym
metabolicznie narz dem [32]. Ponadto, WAT ze wzgl du na swoje anatomiczne po 0 enie
dzieli si na podsk rn (ang. subcutaneous adipose tissue, SAT) i trzewn tkank t uszczow
(ang. visceral adipose tissue, VAT). SAT stanowi 85% tkanki t uszczowej cz owieka, zapewnia
ochron termiczn i mechaniczn , natomiast VAT ze wzgl du na umiejscowienie w jamie
brzusznej, chroni narz dy wewn trzne przed urazami [29]. Jednak niezale nie od lokalizacji,
oba wspomniane magazyny t uszczu odpowiadaj za pobieranie, syntez 1 magazynowanie
lipid w w postaci tr jgliceryd w (TG). Ponadto, jako narz d wydzielniczy, WAT uwalnia
szereg czynnik w, w tym hormony, interleukiny, czynniki wzrostu, egzosomalne miRNA,
metabolity i lipidy. Dzia aj one zar wno parakrynnie, jak i endokrynnie, wp ywaj c na lokalne
i og Inoustrojowe reakcje metaboliczne [33].

1.2.2. Zmiany w tkance t uszczowej spowodowane oty o Ci

Trzewna i podsk rna tkanka tuszczowa w warunkach d ugotrwa ego nadmiaru
sk adnik w od ywczych ulega modyfikacjom, podnosz ¢ swoj zdolno do magazynowania
lipid wiutrzymywaniakr cychwe krwi glukozy i kwas wt uszczowych wilo ciach poni ej
poziom w toksycznych. Pierwsz lini obrony adipocyt w przed przekarmieniem uo0s b
doros ych jest przerost kom rek (hipertrofia), podczas kt rej adipocyty zaczynaj si
powi ksza i magazynuj wi cej tuszczu. Je li nadmiar kalorii nie zostanie zniwelowany
poprzez nasilone reakcje kataboliczne, przerost kom rek mo e promowa zwi kszenie liczby
adipocyt w w tkance t uszczowej. Proces ten, zwany hiperplazj , polega na r nicowaniu
nowych adipocyt w z kom rek prekursorowych, prowadz ¢ do rozbudowy AT [34,35].
Zwi kszenie liczby i obj to ci adipocyt w jest mo liwe dzi ki zmianom, jakie zachodz
w macierzy pozakom rkowej (ang. extracellular matrix, ECM), kt ra zapewnia kom rkom
wsparcie mechaniczne i strukturalne, a tak e zawiera wiele cz steczek, takich jak czynniki
wzrostu, cytokiny, chemokiny, enzymy degraduj ce macierz i ich inhibitory [36]. Elementy
ECM s wytwarzane wewn trzkom rkowo i wydzielane na zewn trz [37], gdzie odgrywaj
kluczow rol w regulacji fenotypu i funkcji kom rek. Za po rednictwem receptor w, m.in.
integryn, kom rki odbieraj sygnay fizyczne i chemiczne pochodz ce z ECM, co wp ywa
na ich proliferacj ir nicowanie [36,38]. Z drugiej strony, kom rki w odpowiedzi nar ne
bod ce, nieustannie przebudowuj macierz, prowadz ¢ do zmian jej wa Ciwo Ci
fizykochemicznych takich jak sztywno , elastyczno i sk ad. Wspomniane procesy

s niezb dne dla utrzymania biologicznych funkcji ECM [39], st d zaburzenie r wnowagi
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pomi dzy nimi mazwi zek z patofizjologi niekt rychchor b, wtym oty o ci inowotworami
[37]. Macierz pozakom rkow tkanki t uszczowej tworz g wnie kolageny, zw aszcza typu I,
ale tak e typu II, Ill, 1V, fibronektyna i niewielka ilo  lamininy [40]. Do jej prawid owego
funkcjonowanianiezb dnes tak e inne sk adniki, jak np. hialuronian, trombospondyny, bia ko
zawieraj ce domen dezintegryny i metaloproteinazy (ang. a disintegrin and metalloproteinase,
ADAM), metaloproteazy macierzy (ang. matrix metalloproteinase, MMP) i tkankowe
inhibitory metaloproteinaz (ang. tissue inhibitor of metalloproteinase, TIMP). Zwi kszona
akumulacja lipid w w adipocytach stymuluje nadmierne odk adanie si sk adnik w ECM,
w szczeg Ino ci kolagen w, elastyny, lamininy, nidogenu, czy fibronektyny. Prowadzi
to do zw knienia macierzy pozakom rkowej [41 44], kt re jest jednym z najwa niejszych
zmian w strukturze ECM wynikaj cym z oty o ci [37]. Wzmo ona akumulacja bia ek ECM
jest najprawdopodobniej mechanizmem, kt ry su y ochronie przero ni tych adipocyt w
obci  onych lipidami przed mechanicznym p kni ciem [45,46]. Co wi cej, elementy macierzy
pozakom rkowej przekazuj sygnay do wn trza kom rek, przez co mog stymulowa
adipogenez w WAT [42,47]. Dodatkowo, oty a AT charakteryzujesi wy sz ekspresj gen w
dezintegryny i metaloproteaz z motywami trombospondyny [39], a tak e wielu rodzaj w MMP
[47,48] Dzi ki dziaaniu tych enzym w, kom rki tkanki tuszczowej zapewniaj sobie
przestrze do przerostu i rozrostu [41]. Zmiany zachodz ce w AT w warunkach oty o ci
przedstawia Rycina 3.

nadwyzka kalorii ﬁ‘_\ﬁ

. czgsteczki prozapalne o czynniki wzrostu o metabolity

o czgsteczki antyzapalne kwasy tluszczowe _)i naczynia krwionosne
P . ; . ‘ czasteczki biorgce udziat w przebudowie macierzy

SO elementy macierzy pozakomérkowej pozakomérkowe

Rycina 3. Por wnanie budowy prawid owej i oty ej tkanki t uszczowej. Pod wp ywem nadmiaru
substancji od ywczych, adipocyty wydzielaj wi ksze ilo ci cz steczek prozapalnych, czynnik w
wzrostu, kwas w t uszczowych i metabolit w, a mniej cz steczek o charakterze przeciwzapalnym.
Dodatkowo, przebudowie ulega r wnie macierz pozakom rkowa, kt ra na skutek nagromadzenia si
jej element w, staje si bardziej sztywna i zw knia a. [Przygotowano na podstawie 49 52]
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Opr cz przebudowy tkanki t uszczowej [46], otyo wi e si tak e ze zmianami
w wydzielaniu aktywnych biologicznie substancji przez adipocyty. Wykazano, e rozmiar
kom rek t uszczowych pozytywnie koreluje zilo ci uwolnionych adipokin prozapalnych [34].
W wielu badaniach zademonstrowano, e w por wnaniu z prawid owymi, kom rki oty ej
tkanki t uszczowej wydzielaj wi cej leptyny, wisfatyny, czynnika martwicy nowotwor w
(ang. tumor necrosis factor , TNF ), interleukiny-6 (ang. interleukin-6, IL-6), interleukiny-8
(ang. interleukin-8, IL-8), liganda chemokiny (z motywem CC) 2 (ang. chemokine (C-C motif)
ligand 2, CCL2) oraz 5 (ang. chemokine (C-C motif) ligand 5, CCL5), ale mniej adiponektyny
[53,54].

Adipocyty, aby dostosowa si do zmian w otoczeniu spowodowanych nadwy k
kaloryczn , ulegaj r wnie zmianom metabolicznym. Zwi kszone gromadzenie t uszczu
przez hipertroficzne kom rki wynika z zaburzonej r wnowagi pomi dzy lipoliz (procesem
rozk adu tr jgliceryd w do glicerolu i FA), wychwytem i akumulacj wolnych kwas w
t uszczowych w postaci TG w kroplach lipidowych oraz mitochondrialn lipogenez de novo
(szereg reakcji enzymatycznych prowadz cy do syntezy FA z w glowodan w) [55 57].
Adipocyty pobieraj z otoczenia kwasy t uszczowe poprzez biern dyfuzj , jak i translokacj
przez bon plazmatyczn za po rednictwem biaek (Rycina 4) [58]. Do kluczowych
transporter w zalicza si zakotwiczone w b onie bia ka transportuj ce kwasy t uszczowe (ang.
fatty acid transporter protein, FATP) i CD36 (znany r wnie jako translokaza kwas w
t uszczowych) oraz rodzin cytozolowych bia ek wi  cych kwasy t uszczowe (ang. fatty acid
binding protein, FABP) [59], przy czym FABP4 jest przewa aj ¢ izoform spotykan
w adipocytach [60]. Wydaje si jednak, e to cz steczka CD36 stanowi dominuj ce bia ko
b onowe u atwiaj ce przedostanie si  kwas w tuszczowych do adipocyt w [61],
zaanga owane w akumulacj lipid w wywoan otyo ci lub diet wysokot uszczow
[58,61,62]. Wykazano, e nokaut genu CD36 w adipocytach powodowa zmniejszenie
wychwytu FA, a jego nadekspresja prowadzi a do redukcji oty o ci oraz do wyst powania
niskiego poziomu kr  cych kwas w t uszczowych w osoczu myszy [56]. Dodatkowo, transfer
FA mo e odbywa si za po rednictwem kaweoli, kt re zaanga owane s w szereg
podstawowych funkcji kom rkowych, takich jak endocytoza, transcytoza, utrzymanie
integralno ci b ony plazmatycznej, homeostaza lipid w i przekazywanie sygna w [63].
Transport lipid w odbywa si dzi ki temu, e bia ko strukturalne tych wg bie b ony
kom rkowej, kaweolina-1, mo e bezpo rednio wi za kwasy t uszczowe [58], a dodatkowo
opisywane wpuklenia stanowi platform dlaFABP, FATP i CD36 [56]. Pomimo, ewi kszo

bada wskaza o na zwi kszenie ilo ci kaweoliny-1 w oty ych adipocytach, wykazano te |,
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e nadmierna masa cia a nie mia a wp ywu na ca kowity poziom ekspresji jej genu w pr bkach
od szczur w i ludzi. Co ciekawe, st enie kaweoliny-1 na powierzchni kropli lipidowych
by o dodatnio skorelowane z wielko ci adipocyt w, ale z drugiej strony wykazano,

e kaweolina-1 nie jest wymagana do tworzenia LD, ani wch aniania kwas w t uszczowych
[64].

FA FA FA
FA

! }
: gl “B0
B
EATP / %C}FABP FABP
/

kaweolina-1

CD36

Rycina 4. Pob r kwas w t uszczowych (ang. fatty acid, FA) przez adipocyty. Kom rki pobieraj
FA dzi ki biernej dyfuzji przez b on kom rkow oraz za po rednictwem bia ek: CD36- translokaza
kwas w t uszczowych, FABP- bia ko wi ce kwasy t uszczowe (ang. fatty acid binding protein)
i FATP- bia ko transportuj ce kwasy t uszczowe (ang. fatty acid transporter protein) oraz przy udziale
kaweoli. [Na podstawie 58,65]

Oty e adipocyty nie tylko gromadz wi cej tr jgliceryd w ni prawid owe [66],
ale dodatkowo odznaczaj si zmienionymi proporcjami pomi dzy poszczeg Inymi rodzajami
FA. Zwr conouwag , e kwasy t uszczowe z pierwszym wi zaniem podw jnym przy w glu 3
i/lub 6 by y powi zane z mniejszym rozmiarem adipocyt w, a przy w glu 9 z mniejsz
ich ilo ci . Natomiast nasycone FA by y istotnie skorelowane ze wzrostem wielko ci i liczby
kom rek tuszczowych [67]. Ponadto, adipocyty os b z oty o ci przechowuj wi cej
cholesterolu ni  os b szczup ych, a jego poziom w kroplach lipidowych wzrasta
proporcjonalnie do zawarto ci TG. Najprawdopodobniej, cholesterol pochodzi z kr  cych
lipoprotein (takich jak lipoproteina 0 ma ej g sto ci - LDL i lipoproteina o du ej g sto ci -
HDL), a nie jest syntetyzowany de novo [68]. Niemniej jednak, adipocyty osi gaj punkt
nasycenia, w kt rym trac zdolno do magazynowania wi kszej ilo ci lipid w [35].

Co wi cej, zaobserwowano wzmo one uwalnianie kwas w t uszczowych z oty ych
adipocyt w [69] z powodu nasilonej lipolizy [34,49]. Wysokie st enia FA s toksyczne
ze wzgl du na ich ograniczon rozpuszczalno , amfipatyczny charakter i aktywn
transformacj w wysoce bioaktywne i cytotoksyczne formy lipid w. To destrukcyjne dzia anie

kwas w t uszczowych, okre lane jako lipotoksyczno , mo e prowadzi do dysfunkcji
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i mierci kom rek [32]. Ponadto, oty o citowarzyszy obni enie intensywno ci syntezy kwas w
t uszczowych de novo, z powodu ni szej ekspresji gen w enzym w katalizuj cych ten proces
(m.in. syntazy kwas w t uszczowych (ang. fatty acid synthase, FASN)) w tkance t uszczowej,
co mo e by mechanizmem obronnym przed nadmiern akumulacj FA [70 72].

Poza kwasami t uszczowymi, AT mo e pobiera i przechowywa tak e inne sk adniki,
np. glukoz [35], kt rej metabolizm jest nap dzany w warunkach hipoksji, cz sto
towarzysz cej oty o ci. W glowodan ten jest dostarczany do adipocyt w g wnie poprzez
transporter GLUT4. Stanowi on najliczniej reprezentowan izoform biaka GLUT
w adipocytach, g wnie odpowiedzialn za wychwyt glukozy stymulowany insulin [73],
przede wszystkim po posi kach [74], a jego poziom wzrasta podczas adipogenezy [75]. Badania
na myszach wykazay, e nadekspresja genu GLUT4 w kom rkach t uszczowych dzia a a
stymuluj co na poziom enzym w lipogenicznych (takich jak karboksylaza acetylo-CoA
(ang. acetyl-CoA carboxylase, ACC) i FASN) oraz akumulacj lipid w, a jego nokaut
powodowa odwrotne skutki [57]. Jednak w tkance t uszczowej ludzi z oty o ci wykazano
obni on ekspresj genu GLUT4 [70]. Glukoza, po wnikni ciu do kom rki, zamiast by
metabolizowana w procesie glikolizy, mo e ulega glikoneogenezie i zosta przekszta cona
w glikogen, b d cy sygna em do wytworzenia stanu zapalnego [76]. Zaobserwowano te ,

e oty e adipocyty uwalniaj zwi kszone ilo ci mleczanu, co sugeruje zachodzenie wzmo onej
glikolizy beztlenowej w tych kom rkach [77]. W dodatku, glukoza mo e stanowi substrat

w procesie syntezy kwas w t uszczowych [75].

1.3. Korelacja pomi dzy oty o ci a nowotworzeniem

Guzy lite tworzone s nie tylko przez kom rki z o liwe, ale r wnie przez inne sk adniki
kom rkowe, takie jak fibroblasty, adipocyty, czy kom rki immunologiczne, a tak e elementy
ECM [78]. Ta nisza zwana jest mikro rodowiskiem (ang. tumor microenvironment, TME)
I w przypadku raka jelita grubego, g wny jej sk adnik stanowi tkanka t uszczowa [79].
Uproszczony schemat mikro rodowiska nowotworu przedstawiono na Rycinie 5.

Oty o jest dobrze poznanym czynnikiem predysponuj cym do wielu nowotwor w
z 0 liwych, zw aszcza raka piersi i jelita grubego. Jednak obecne dane wskazuj , e nadmierna
masa ciaawi esi zezwi kszonym ryzykiem rozwoju a trzyna cie rodzaj w nowotwor w.
Opr czwy ejwymienionych, nale do nich nowotw rendometrium, prze yku, trzustki, nerek,
w troby, o dka,p cherzyka ciowego, jajnika, tarczycy, szpiczak mnogi i oponiak [80 82].

Przyrost masy cia a 0 ka de 5 kg podnosi ryzyko raka endometrium, jajnika, piersi (u kobiet
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po menopauzie), jelita grubego (u m czyzn) i nerek od kilku do nawet 39% w zale no ci
od rodzaju nowotworu [83]. Co wi cej, oty 0 wi e si z przyspieszonym rozwojem wielu
zmian z o liwych, gorszym rokowaniem i oporno ci pacjent w na leczenie oraz nawrotem
choroby [22,80,84 86].

. czgsteczki prozapalne perycyty adipocyty
. czynniki wzrostu komérki macierzyste preadipocyty
metabolity 7% komérki
adipocyty zwigzane
- . o nowotworowe z nowotworem
7 elementy macierzy
= ozakomoérkowej ia krwiono$
P ) } naczynia krwionosne fibroblasty
ek’ ﬁ komérki uktadu czasteczki biorace udziat w przebudowie macierzy
’ immunologicznego ‘ pozakomoérkowej

Rycina 5. Schematyczne przedstawienie sk adu mikro rodowiska nowotwor w (ang. tumor
microenvironment, TME). Nisz guza, opr cz kom rek rakowych stanowi dodatkowo kom rki
macierzyste tkanki tuszczowej, preadipocyty, adipocyty i adipocyty zwi zane z nowotworem,
fibroblasty, perycyty oraz kom rki uk adu odporno ciowego. Poza tym, TME sk ada si r wnie
z element w nie-kom rkowych tj. cz steczek i metabolit w uwalnianych przez kom rki rezyduj ce
W niszy oraz z macierzy pozakom rkowej. [Opracowano w oparciu 0 87 89]

1.3.1. Wp yw kom rek nowotworowych na adipocyty - powstawanie adipocyt w

zwi zanych z nowotworem

Mechanizmy le ce u podstaw wp ywu nadmiernej masy ciaa na nowotworzenie
s skomplikowane i jeszcze nie w pe ni poznane. Istniej jednak dowody wskazuj ce na to,
e spowodowane oty o ci zmiany zwi zane z metabolizmem kwas w t uszczowych,
tworzeniem zw knia ej macierzy pozakom rkowej, zaburzonym wydzielaniem hormon w
i adipokin, wyst powaniem chronicznego stanu zapalnego, stresu oksydacyjnego

oraz zmianami w mikrobiomie jelitowym maj wudzia w inicjacji, wzro cie i nawrocie
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nowotwor w [80,82,90]. Odk d po raz pierwszy zbadano rol tkanki tuszczowej
w karcynogenezie, przypuszczano, e stymuluje ona progresj choroby poprzez endokrynne
wydzielanie cz steczek [91]. Jednak ten po redni wp yw wydaje si by tylko jednym
z mechanizm w, w jaki adipocyty stymuluj rozw j nowotwor w [92]. Zaobserwowano,
e progresja kom rek z o liwych, kt re nie s otoczone przez AT, nie wykazuje powi zania
z oty o0 ci . Spostrze enie to sugeruje, e nowotwory stymulowane s przez bezpo redni ,
lokaln ekspozycj na otaczaj ce je kom rki tuszczowe [91]. Co wi cej, adipocyty
zlokalizowane w pobli u frontu inwazyjnego guza mog zosta przeksztacone w tzw.
adipocyty zwi zane z nowotworem (ang. cancer associated adipocytes, CAA) [92,93].
Powstawanie CAA najprawdopodobniej jest indukowane przez kom rki guza, w tym CRC,
za po rednictwem uwalnianych przez nie czynnik w, np. TNF , IL-6, IL-8, inhibitora
aktywatora plazminogenu-1 (ang. plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1), czy MMP1
[93,94]. Adipocyty zwi zane z nowotworem s obecnie uwa ane za jeden z g wnych
sk adnik w mikro rodowiska nowotworu, Kkt ry promuje neoangiogenez , wzrost guza,
metastaz ioporno naterapi lekow [93,95].
CAA posiadaj kilka charakterystycznych cech morfologicznych i funkcjonalnych, kt re
pozwalaj odr ni je od prawid owych, dojrzaych adipocyt w [92]. Przyjmuj one
fibroblastyczny, wrzecionowaty ksztat [96] oraz s mniejsze w por wnaniu do adipocyt w
le cych w pewnej odleg o ci od guza [91,97]. Dodatkowo, posiadaj mae i rozproszone
krople lipidowe [98], a z czasem sukcesywnie trac ich zawarto [91]. Ze wzgl du naprzyj cie
morfologii podobnej do fibroblast w, CAA cechuje nadekspresja gen w typowych dla tych
kom rek, takich jak kolagen typu I, -SMA i MMP11. Zaobserwowano r wnie obni on
ekspresj gen w charakterystycznych dla adipocyt w np. receptora aktywowanego przez
proliferatory peroksysom w (ang. peroxisome proliferator-activated receptor , PPAR ),
CCAAT/bia kawi  cego sekwencj wzmacniaj ¢ (ang. CCAAT/enhancer-binding protein
, C/IEBP ), FABP4, lipazy hormonozale nej (ang. hormone-sensitive lipase, LIPE/HSL)
i adiponektyny [99 101]. Przekszta cenie adipocyt w jest zwi zane tak e ze zmian ich profilu
wydzielniczego, w kierunku zwi kszonej ekspresji oraz uwalniania adipokin i cytokin
prozapalnych. W r dnich znajduj si m.in. leptyna, chemeryna, apelina, rezystyna, wisfatyna,
interleukiny (np. CCL2, CCL5, IL-1 , IL-6, TNF ) [5,93,98,102,103]. Wy sze poziomy IL-6,
IL-8 i bia ka chemotaktycznego monocyt w 1 (ang. monocyte chemoattractant protein-1,
MCP1) zostay udokumentowane w po ywkach kondycjonowanych pochodz cych znad
adipocyt w hodowanych wsp Inie z kom rkami raka jelita grubego [60], a wzrost PAI-1,
IL-6, CCL2 i CCL5, po ko-kulturach z kom rkami raka piersi [104,105]. CAA produkuj tak e
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zwi kszon ilo element w macierzy pozakom rkowej i bia ek, kt re bior udzia w jej
przebudowie (np. MMP9, fibronektyny i kolagenu typu 1), co prowadzi do zw knienia ECM
[5,53]. Ponadto, w por wnaniu do niezmienionych adipocyt w, CAA wyr nia dodatkowo
zwi kszona liczba mitochondri w, wysoki wska nik proliferacji oraz znaczna zdolno
migracyjna [93].

Bliska obecno kom rek nowotworowych stymuluje adipocyty do przeorganizowania
metabolizmu w kierunku reakcji katabolicznych. CAA uwalniaj zwi kszone ilo ci kwas w
t uszczowych i glicerolu [106], co mo e by wynikiem wzmo onej lipolizy. Spostrze ono,

e kom rki nowotworowe (m.in. raka jajnika, jelita grubego, piersi i czerniaka) stymuluj
rozk ad TG w adipocytach, prowadz c do uwolnienia FA do mikro rodowiska [29,85,97,107
109]. Proces ten przebiega trzyetapowo i katalizowany jest przez oboj tne lipazy, kolejno:
lipaz tr jgliceryd w t uszczowych (ang. adipose triglyceride lipase, ATGL), HSL i lipaz
monoacyloglicerydow (ang. monoacylglycerol lipase, MAGL) (Rycina 6) [32]. Odkryto,

e pod wp ywem kom rek nowotworowych, lipoliza w adipocytach oko oguzowych jest
promowana przez zwi kszenie poziomu i aktywno ci ATGL oraz HSL [98,107,110].
Co ciekawe, w tkance t uszczowej s siaduj cej z guzem jelita grubego wykryto zmniejszony
poziom ekspresji genu lipazy lipoproteinowej [111]. Enzym ten Kkatalizuje hydroliz
triacylogliceroli, b d cych sk adnikiem chylomikron w i lipoprotein o bardzo ma ej g sto ci
(VLDL), dostarczaj ¢ w ten spos b nieestryfikowane kwasy t uszczowe i 2-monoacyloglicerol
do wykorzystania przez tkanki [112].

Kolejnym mechanizmemt umacz cym delipidacj obserwowan w CAA jestupo ledzenie
syntezy FA de novo, z powodu zmniejszenia ekspresji genu syntazy kwas w t uszczowych. Fakt
ten zosta udokumentowany u pacjent w z rakiem jelita grubego [111]. Ponadto ubytek t uszczu
w oko oguzowej AT mo e by tak e wynikiem blokowania adipogenezy. Jest to skutek
obni enia poziom w g wnych czynnik w transkrypcyjnych bior cych udzia w tym procesie,
m.in PPAR i receptora retinoidu X (ang. retinoid X receptor , RXR ) [32,98,113].
Co interesuj ce, kwasy t uszczowe wytwarzane w ka dym etapie lipolizy i ich pochodne mog
dziaa jako ligandy sygnalizacyjne lub jako prekursory ligand w PPAR , PPAR i RXR ,
a przez to regulowa adipogenez [32]. Warto wspomnie , e zanik tkanki t uszczowej jest
bardzo szkodliwy dla pacjent w chorych onkologicznie, poniewa prowadzi do kacheksji, czyli

wyniszczenia organizmu [110].
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Rycina 6. Lipoliza. Rozk ad tr jgliceryd w do kwas w t uszczowych i glicerolu. Ka dy z etap w
katalizowany jest przez odpowiedni enzym: ATGL- lipaza tr jgliceryd w t uszczowych (ang. adipose
triglyceride lipase), HSL- lipaza hormonozale na (ang. hormone-sensitive lipase) oraz MGL- lipaza
monoacyloglicerydowa (ang. monoacylglycerol lipase). [Zmodyfikowane: 114]

Bliskie s siedztwo zmian nowotworowych indukuje w kom rkach t uszczowych tak e
zmiany w szlakach utleniania glukozy i kwas w t uszczowych. W CAA zachodzi glikoliza
beztlenowa oraz ketogeneza, o czym wiadczy nasilone uwalnianie mleczanu, cia ketonowych
i pirogronianu [53,115 117]. G wnymi transporterami tych substancji jest rodzina
transporter w monokarboksylan w (ang. monocarboxylate transporters, MCT). Ich dzia anie
odbywa si  dwukierunkowo i jest sprz one z translokacj proton w [77]. Jednak uwa a si ,

e MCT4, kt rego wzmo on produkcj odnotowano w tkankach przeprowadzaj cych
glikoliz ,odgrywag wn rol wwyp ywie metabolit wz kom rki [118]. Zwi kszony poziom
tej izoformy transportera zaobserwowano w przypadku CAA [77,116].

Z wydzielaniem opisywanych metabolit w wi e si zjawisko odwrotnego efektu
Warburga, kt re opisuje wsp prac  pomi dzy guzem i jego mikro rodowiskiem.
Namna aj ce si kom rki rakowe, poprzez indukcj glikolizy w otaczaj cej tkance, mog
pozyskiwa sk adniki od ywcze z kom rek obecnych w ich niszy [115]. Schemat

odwr conego efektu Warburga przedstawia Rycina 7. Istnienie opisywanej zale no ci jest

poparte licznymi dowodami. W CAA obserwowano zwi kszony poziom transportera MCT4,
przenosz cego mleczan, pirogronian i cia a ketonowe do TME. Wydzielone metabolity by y
nast pnie pobierane za po rednictwem biaka MCT1 do kom rek nowotworowych,
charakteryzuj cych si nadekspresj tego genu [53,115,116,118,119] i stanowi y dla nich
zasoby energetyczne [96,115].

Ponadto, pod wp ywem kom rek guza, adipocyty mog uwalnia glutamin , kt ra jest
kluczowa dla metabolizmu nowotwor w. Wyst powanie tej zale no ci wykazano w raku
trzustki i bia aczce [92,115,120].
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Rycina 7. Wzajemna zale no pomi dzy kom rkami nowotworowymi i stromalnymi obecnymi
w mikro rodowisku. Skr ty: GLUT- regulowany przez insulin transporter glukozy (ang. glucose
transporter), HK2- heksokinaza 2 (ang. hexokinase 2), LDHA- dehydrogenaza mleczanowa A
(ang. lactate dehydrogenase A), LDHB- dehydrogenaza mleczanowa B (ang. lactate dehydrogenase B),
MCT1- transporter monokarboksylan w 1 (ang. monocarboxylate transporter 1), MCT4- transporter
monokarboksylan w 4 (ang. monocarboxylate transporter 4), PDH- dehydrogenaza pirogronianowa
(ang. pyruvate dehydrogenase), TCA- cykl kwas w tr jkarboksylowych (ang. tricarboxylic acid cycle).
[Opracowano w oparciu 0 118,121 124]

1.3.2. Wp yw adipocyt w zwi zanych z nowotworem na kom rki rakowe

Obecno CAA odnotowano w wielu typach nowotwor w, w tym raku jelita grubego,
piersi, jajnika, prostaty, kory nadnerczy i trzustki [92,93,95,125]. Interakcja pomi dzy
kom rkami niszy prowadz ca do powstania CAA nie jest jednostronn relacj , ale raczej
wzajemn zale no ci . Kom rki guza stymuluj bowiem wykszta cenie zmian w adipocytach
w taki spos b, aby wspiera y one ich rozw j i progresj na wszystkich etapach karcynogenezy.
Schemat dwustronnego oddzia ywania na siebie kom rek nowotworowych i adipocyt w
przedstawiono na Rycinie 8. Wykazano, e CAA promuj wzrost guza, sprzyjaj
rozprzestrzenianiu si przerzut w w organizmie oraz ograniczaj przenikanie i wch anianie
lek w [92]. Zaobserwowano, e kom rki te wpywaj na progresj r nych typ w

nowotwor w, promuj c proliferacj np. kom rek raka piersi [92,115,126], czy czerniaka [127].
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Udowodniono tak e wp yw adipocyt w na stymulacj potencja u migracyjnego i inwazyjnego
kom rek raka jelita grubego [128], czerniaka [97], raka jajnika [107] oraz piersi [129].

Za opisywane procesy mo e odpowiada indukcja angiogenezy przez CAA
za po rednictwem uwalnianych przez nie czynnik w: wzrostu r db onka naczyniowego (ang.
vascular endothelial growth factor, VEGF), wzrostu fibroblast w-2 (ang. fibroblast growth
factor 2, FGF2) oraz adipokin i cytokin, takich jak leptyna, adiponektyna, rezystyna, czy IL-6
[92,119]. Tworzenie nowych naczy krwiono nych nie tylko jest niezb dne dla dostarczania
do guza sk adnik w od ywczych i tlenu oraz usuwania produkt w reakcji metabolicznych,
ale r wnie umo liwia kom rkom nowotworowym proliferacj i metastaz do odleg ych
miejsc [130].

Dodatkowo, CAA modyfikuj w a ciwo ci fizykochemiczne niszy nowotworowej,
co tak e mo e stymulowa inwazj kom rek guza. Dobry przyk ad stanowi mleczan, kt ry
wydzielany przez CAA do mikro rodowiska powoduje jego zakwaszenie, obni aj ¢ pH
do warto ci oko 0 6-6,5, co prowadzi do zwi kszonej adhezji, inwazji, angiogenezy, przej cia
nab onkowo - mezenchymalnego (ang. epithelial mesenchymal transition, EMT)
i lekooporno ci kom rek rakowych [131,132]. R wnie przekszta cenia zachodz ce
W macierzy pozakom rkowej mog promowa progresj nowotwor w. W poprzednim
rozdziale wspomnia am, e CAA przyczyniaj si do usztywnienia ECM, przez to sprzyjaj c
ruchliwo ci kom rek [37], a nadmierne odk adanie kolagenu mo e pobudza tworzenie
przerzut w przez kom rki CRC [133,134]. Ponadto, proteazy macierzy pozakom rkowej
uwalniane przez kom rki stromalne reguluj progresj guza, poniewa opr €z wspierania ruchu
kom rek, przyczyniaj si do uwolnienia czynnik w wzrostu zwi zanych z bia kami macierzy,

tworz ¢ w ten spos b mikro rodowisko sprzyjaj ce rozwojowi nowotworu [133,135].
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Rycina 8. Wzajemna korelacja pomi dzy adipocytami i kom rkami nowotworowymi. Kom rKki
guza wydzielaj cz steczki, kt re przyczyniaj si do przekszta cenia adipocyt w znajduj cych si
w ich otoczeniu w adipocyty zwi zane z nowotworem. Strza ka zaznaczona lini ci g wskazuje
na przekszta cenie adipocyt w w adipocyty zwi zane z nowotworem, a lini przerywan oddzia ywanie
jednych kom rek na drugie. [Opracowano w bazuj ¢ na 79,92,96]

Blisko  tkanki t uszczowej umo liwia kom rkom raka na bezpo rednie czerpanie
korzy ci z jej obecno ci w niszy nowotworowej. Do charakterystycznych cech kom rek
z o liwych nale  m.in. nieograniczona zdolno do namna ania, inwazja otaczaj cych tkanek
I przerzuty. Przebieg tych proces w wymaga od nich znacznej ilo ci energii i materia w
budulcowych. Doskona e r d o tych substancji mog stanowi metabolity uwalniane przez
CAA do mikro rodowiska [136]. Nabyte substraty energetyczne, w tym mleczan, glutamina
i kwasy t uszczowe, kt re s ograniczone w niszy rosn cego nowotworu, podtrzymuj potrzeby

metaboliczne i zapewniaj selektywn przewag potrzebn do prze ycia guza i progresji
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w TME [137]. Aby wykorzysta te substancje energetyczne, kom rki guza adaptuj si
do warunk w panuj cych w ich otoczeniu i dokonuj przeprogramowania swoich szlak w
metabolicznych [136]. Jedn z najlepiej poznanych r nic mi dzy metabolizmem kom rek
nowotworowych, a metabolizmem prawid owej tkanki jest przeprowadzanie glikolizy
beztlenowej przez kom rki guza, pomimo obecno ci tlenu w ich otoczeniu, co okre la si
mianem efektu Warburga (Rycina9) [115]. Kom rki nowotworowe wykorzystuj du eilo ci
glukozy, a nadekspresja genu jednego z jej transporter w - GLUT1, wydaje si by kluczowa
dla ich wzrostu [138]. Co wi cej, zjawisko Warburga obejmuje podwy szenie poziomu
ekspresji gen w niekt rych enzym w, w tym heksokinazy 2 (ang. hexokinase 2, HK2), kt ra
katalizuje pierwszy, nieodwracalny etap glikolizy oraz dehydrogenazy mleczanowej A (ang.
lactate dehydrogenase A, LDHA), katalizuj cej przekszta cenie pirogronianu do mleczanu.
Natomiast obserwuje si zmniejszon aktywno Kkinazy pirogronianowej, wchodz cej w sk ad
kompleksu cz cego glikoliz i cykl kwas w tr jkarboksylowych (ang. tricarboxylic acid
cycle, TCA), powi zan z promocj wzrostu guza [132,139,140]. Co wi cej, ciekawe
obserwacje poczyniono w przypadku raka piersi. Stwierdzono, e enzym LDHA lokalizowa
si przede wszystkim w kom rkach z o liwych znajduj cych si na froncie inwazyjnym guza,
natomiast tkanka t uszczowa przyleg a do kom rek nowotworowych charakteryzowa a si
wy szym st eniem izoformy B tego enzymu [117]. LDHB przeksztaca mleczan
w pirogronian [117], kt ry mo e zosta w czony do cyklu kwas w tr jkarboksylowych
stanowi ¢ r d oenergii, atak e dziaa jako onkometabolit [132,141]. Spostrze enie to mo e
stanowi dow d na istnienie zjawiska odwr conego efektu Warburga , kt ry opisa am
dok adniej w Rozdziale 1.3.1 rozprawy doktorskiej.

W przypadku deficytu glukozy, kom rki nowotworowe mog tak e wykorzystywa
jako r d oenergii uwalniane przez adipocyty cia a ketonowe. W badaniach in vitro nad rakiem
piersi wykazano, e -hydroksyma lan wydzielany przez adipocyty by pobierany
prawdopodobnie za po rednictwem transportera MCT2 i przyczynia si do stymulowania
proliferacji kom rek guza i z ego rokowania u pacjent w [121]. Cia a ketonowe pozwalaj
kom rkom na wytworzenie wi kszej ilo ci ATP i mniejsze zu ycie tlenu w por wnaniu do
glikolizy, a tak e dostarczaj acetoacetylo-CoA i acetylo-CoA do syntezy cholesterolu,
kwas w t uszczowych i lipid w z o onych [122].

Dodatkowo, uwalniana przez CAA glutamina jest kluczowa dla metabolizmu kom rek
nowotworowych, kt re podczas hodowli in vitro, potrzebuj du o wi cej tego metabolitu,
w por wnaniu do pozostaych aminokwas w [111]. Glutamina mo e po redniczy

w biosyntezie mleczanu lub lipid w oraz zapewnia dodatkowe r do w gla podczas
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niedoboru glukozy [111,123]. Wykazano, e adipocyty wspieraj proliferacj kom rek raka
trzustki poprzez transfer glutaminy [102] oraz przyczyniaj si do oporno ci na leczenie
w przypadku ostrej bia aczki limfoblastycznej [124].
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Rycina 9. Por wnanie metabolizmu glukozy wyst puj cego w kom rkach prawid owych, kt re
przeprowadzaj oddychanie tlenowe i nowotworowych, przeprowadzaj cych glikoliz
beztlenow . Kom rki rakowe pobieraj wi ksze ilo ci glukozy ni prawid owe, kt ra nast pnie ulega
przekszta ceniu przede wszystkim w mleczan. Produkt glikolizy beztlenowej uwalniany jest na zewn trz
kom rki przez transportery MCT. Zwi kszony poziom enzym w zaanga owanych w syntez mleczanu
(LDHA, HK2), a obni ony PDH, kt ry czy szlak glikolizy z cyklem kwasu cytrynowego,
w kom rkach nowotworowych. Skr ty: GLUT- regulowany przez insulin transporter glukozy
(ang. glucose transporter), HK2- heksokinaza 2 (ang. hexokinase 2), LDHA- dehydrogenaza
mleczanowa A (ang. lactate dehydrogenase A), MCT- transporter monokarboksylan w
(ang. monocarboxylate transporter), PDH- dehydrogenaza pirogronianowa (ang. pyruvate
dehydrogenase), TCA- cykl kwas w tr jkarboksylowych, (ang. tricarboxylic acid cycle). [Schemat
powsta w oparciu 0 122,123,142]

Wiele bada skupia jednak si na roli kwas w t uszczowych, jako istotnym czynniku
wzajemnej relacji pomi dzy adipocytami, a kom rkami nowotworowymi. Udowodniono,
e kom rki raka piersi, okr nicy, prostaty, p uc, jajnika i nowotwory hematologiczne
stymuluj lipoliz w adipocytach, prowadz ¢ do uwalniania FA, kt re z kolei
s wychwytywane przez kom rki nowotworowe [29,92,107,108]. Pobieranie kwas w
t uszczowych z otoczenia odbywa si za po rednictwem transporter w, takich jak CD36, FATP
i FABP. Dlatego te obserwowany jest podwy szony poziom ich mRNA oraz bia ka w wielu
typach nowotwor w, m.in. CD36 w kom rkach raka piersi [137,143] i jajnika [144], FABP4
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w raku jajnika [108] i jelita grubego [145], a FATP1 wydaje si by kluczowym dla transferu
lipid w do kom rek czerniaka [97]. Interesuj cy jest fakt, e geny opisywanych transporter w
ulega y transkrypcjig wnie w kom rkach nowotworowych s siaduj cych z tkank t uszczow
[108,115]. O tym, e lipidy s istotnymi czynnikami wp ywaj cymi na wzrost guz w wiadczy
spostrze enie, e poziom ekspresji FABP4 korelowa z tworzeniem przerzut w w przypadku
raka jajnika i jelita grubego [108,145], a CD36 ze zwi kszon agresywno ci kom rek raka
piersi [143].

Po wnikni ciu do kom rki, FA maj r norodne przeznaczenie. Mog by
przekszta cane w oboj tne lipidy, g wnie TG i przechowywane w kroplach lipidowych lub
wnika do mitochondri w i ulega  -oksydacji (Rycina 10) [146]. Gromadzenie LD
obserwowano w wielu nowotworach, m.in. piersi, m zgu, w troby, p uc, szyjki macicy,
prostaty, trzustki, sk ry, dr g  ciowych, jajnika i jelita grubego [69,147,148]. Krople
t uszczowe odgrywaj wa n rol w obronie przed reaktywnymi formami tlenu i ochronie przed
stresem spowodowanym wzrostem w niekorzystnym otoczeniu, takim jak niedotlenienie
I niedo ywienie. Jednak niezb dna do wspomagania progresji nowotworu jest zdolno
kom rek do stopniowego uwalniania FA z tych magazyn w, dzi ki zdolno ci do lipolizy [149].
Wykazano, eenzym ATGL ulega nadprodukcji w CRC stymuluj c proliferacj jego kom rek
[150], a w raku piersi, w kt rym promowa inwazj , jego poziom korelowa z agresywno ci
choroby [119,151]. Jednak rola tej lipazy w progresji nowotworu jest niejasna [152]. Badania
zademonstrowa y, e bia ko ATGL wykazuje zar wno dzia anie pobudzaj ce, jak i hamuj ce
progresj nowotworu oraz e efekt ten zale y od rodzaju i miejsca powstawania zmiany
z 0 liwej [153]. Nie mniej jednak, liczne badania dostarczaj danych dotycz cych zmian
metabolizmu kom rek nowotworowych w kierunku utleniania kwas w t uszczowych
w obecno ci adipocyt w. Udowodniono, e wsp Ina hodowla obu typ w kom rek prowadzi
do nasilenia procesu -oksydacji w czerniaku, raku jajnika, prostaty, piersi, o dka, czy jelita
grubego [146]. FA s ch tnie wykorzystywane przez kom rki nowotworowe, poniewa
pozwalaj na uzyskanie oko o dwukrotnie wi cej ATP w por wnaniu do glukozy [91].
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Rycina 10. Losy kwas w tuszczowych (FA) w kom rkach nowotworowych. Po wnikni ciu
do kom rki, FA mog ulega lipogenezie i by przechowywane w kroplach t uszczowych (LD). Inn

mo liwo ci jest bezpo rednie przekszta cenie ich w acylo-CoA i transport do mitochondrium, gdzie
ulegaj -oksydacji (ang. fatty acid oxydation, FAO). Produkt utleniania jest nast pnie w czany jako
substrat do cyklu kwas w tr jkarboksylowych (ang. tricarboxylic acid cycle, TCA). [Na podstawie 146]

Chocia badania wykazay, e kwasy tuszczowe wspieraj progresj nowotwor w
g wnie na poziomie metabolicznym, to s one r wnie substratem do syntezy b ony
kom rkowej oraz pe ni funkcje cz steczek sygna owych [91,96,154]. Trzeba tu wspomnie ,
e opr cz pobierania FA z otoczenia i lipolizy tr jgliceryd w, r dem kwas w t uszczowych
w kom rkach jest tak e ich synteza de novo [91]. Enzymami, kt re katalizuj lipogenez
wykorzystuj ¢ cytrynian jako substrat, s kolejno liaza cytrynianowa ATP (ang. ATP citrate
lyase, ACLY), ACC i FASN. Etapem ograniczaj cym szybko reakcji jest kondensacja
siedmiu cz steczek malonylo-CoA 1 jednej cz steczki acetylo-CoA do 16-w glowego,
nasyconego kwasu palimitynowego, katalizowana przez FASN (Rycina 11) [155]. Enzym ten
wyst puje na podwy szonym poziomie w wielu typach nowotwor w, w tym piersi, o dKka,
p uc, prostaty, jelita grubego i w czerniaku, w r ny spos b przyczyniaj ¢ si do ich progresji
[156]. R wnie ekspresjagen wACLY i ACC mo estymulowa tworzenie przerzut wiwi za

si ze z ym rokowaniem pacjent w z nowotworami [157 159].
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Rycina 11. Lipogeneza. Synteza kwasu palmitynowego z cytrynianu, przy udziale enzym w: ACLY-
liaza ATP-cytrynianowa (ang. ATP citrate lyase ) ACC- karnoskylazy acetylo-CoA (ang. acetyl-CoA
carboxylase,). W ostatnim etapie tego procesu enzym FASN- syntaza kwas w t uszczowych (ang. fatty
acid synthase) katalizuje kondensacj siedmiu cz steczek malonylo-CoA i jednej cz steczki acetylo-
CoA. [W oparciu 0 160].

1.4. Modele in vitro stosowane do badania oddzia ywa adipocyt w z kom rkami

nowotworowymi

W badaniach in vitro stosuje si dwa najbardziej popularne modele hodowli
adipocyt w: mysie fibroblasty oraz ludzkie kom rki macierzyste izolowane z tkanki
t uszczowej (ang. adipose - derived stem cells, ASC). Oba wymienione rodzaje kom rek
prekursorowych mo na r nicowa do dojrza ych adipocyt w w wieloetapowym, z 0 onym
procesie adipogenezy [161]. Charakteryzuje si on nast puj cymi po sobie zmianami ekspresji
r nych gen w, ale do g wnych modulator w tego procesu zalicza si biako wi ce
wzmacniacz CCAAT i receptor aktywowany przez proliferacj peroksysom w . Tow a nie
ich aktywacja ostatecznie skutkuje transkrypcj gen w adipogenicznych [162]. W warunkach
eksperymentalnych, obserwuje si cztery g wne etapy dojrzewania kom rek t uszczowych.
S tonast puj ce kolejno: zahamowanie wzrostu, mitotyczna ekspansja klonalna (ang. mitotic
clonal expansion, MCE), wczesne r nicowanie i ko cowe r nicowanie [163].
Po zatrzymaniu wzrostu kom rek w fazie G1 cyklu kom rkowego, w wyniku inhibicji
kontaktowej [164], w stadium mitotycznej ekspansji klonalnej kom rki ponownie wchodz
w cykl kom rkowy i przechodz jeden lub dwa podzia y mitotyczne. MCE jest kluczowym
warunkiem wst pnym dla procesu r nicowania, poniewa bez wej cia kom rek w faz S
podczas MCE, nie nast pi ekspresja czynnik w transkrypcyjnych i regulator w adipogenezy,
a dojrzewanie zostanie zablokowane [113,162,165]. Etap ten charakteryzuje wysoka,

przej ciowa transkrypcja gen w C/EBP i C/EBP . Bia ka te nast pnie indukuj syntez

33



czynnik w C/EBP i PPAR , co skutkuje przej ciem kom rek do nast pnego kroku
adipogenezy, jakim jest wczesne r nicowanie. W ko cowym etapie dojrzewania, oba
wspomniane bia ka wsp Inie promuj indukcj gen w specyficznych dla adipocyt w, w tym
lipazy lipoproteinowej, FABP4, FASN, CD36 i perylipiny [113,165]. Co ciekawe C/EBP jest
niezb dny zar wno do dojrzewania, jak i do prawid owego funkcjonowania adipocyt w,
jednak nie jest w stanie indukowa adipogenezy przy braku produkcji bia ka PPAR [165].

W celu zapocz tkowania r nicowania w warunkach in vitro, na etapie zatrzymania
wzrostu kom rek, konieczne jest zastosowanie po ywki zawieraj cej czynniki adipogenne.
Bez wzgl du na zastosowany model badawczy (kom rki ASC, czy 3T3-L1), mieszanina
r nicuj capowinna zawiera 10% p odow surowic bydl ¢ (ang. fetal bovine serum, FBS),
glukokortykoidy (np. deksametazon lub hydrokortyzon), 3-izobutylo-1-metyloksantyn
(IBMX) i insulin [113,162,165]. IBMX to inhibitor fosfodiesteraz i antagonista receptora
adenozynowego. Na poziomie molekularnym jego zadanie polega na aktywacji szlaku kinaz
bia kowych zale nego od cyklicznego adenozyno-3, 5-monofosforanu (CAMP) i wraz
z glukokortykosteroidami, kt re dziaaj za po rednictwem receptora glukokortykoidowego,
indukuj ekspresj C/EBP i C/EBP na etapie MCE [165 168]. Dodatkowo, IBMX jest
w stanie bezpo rednio aktywowa PPAR , ekspresjonowanego w fazie wczesnego
r nicowania, poprzez szlak kinazy bia kowej A (ang. protein kinase A, PKA) i cCAMP. Kolejny
sk adnik po ywki adipogennej - insulina, dzia a poprzez receptor insulinopodobnego czynnika
wzrostu 1 i aktywuj ¢ kaskady sygna owe kinazy fosfatydyloinozytolu 3/ kinazy bia kowej B
(ang. phosphatidylinositol 3-kinase/ protein kinase B, PI3K/Akt) i kinazy bia kowej
aktywowanej mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK), prowadzi
do aktywacji transkrypcji C/EBP i PPAR [162,165]. Co wi cej, niezb dnym czynnikiem
okazuje si by r wnie surowica, kt ra we wczesnej fazie dojrzewania obni a poziom bia ka
homologicznego C/EBP10 (CHOP10) [166]. CHOP tworzy nieaktywne heterodimery
z C/EBP i C/EBP , kt re nie mog wi za si z DNA, przez co nast puje zahamowanie
r nicowania adipocyt w [113]. Opcjonalne sk adniki po ywki r nicuj cej, mog stanowi
glitazony (np. rosiglitazon, tiazolidynedion), kt re poprawiaj wra liwo na insulin
i aktywuj transkrypcj PPARy [169] lub indometacyna. Ostatnia wspomniana cz steczka
hamuje syntez prostaglandyn oraz podwy sza aktywno liazy cytrynianowej, przez
co przyczynia si zwi kszenia aktywno ci lipogenicznej kom rek [170]. Schemat dzia ania
poszczeg Inych sk adnik w przedstawiono na Rycinie 12. Podczas r nicowania adipocyt w,
mo na obserwowa zachodz ce w kom rkach zmiany morfologii, od fibroblastycznej, przez

zaokr glon z niewielkimi kroplami lipidowymi, a pookr g zdu ymi LD [113].

34



&= @ (@)
Komorki Wczesne Koricowe
prekursorowe MCE réznicowanie réznicowanie
zatrzymanie C/EBPS PKA C/EBPa __ geny
- C/EBPB > PPARyY charaktferystyc’zne
dla adipocytéw
%,
glukokortykosteroidy
glitazony

indometacyna

IBMX

Rycina 12. Schemat r nicowania kom rek prekursorowych do adipocyt w. Dodatek
odpowiednich czynnik w adipogennych prowadzi do aktywacji kaskad sygnalnych oraz indukcji
ekspresji gen w i syntezy bia ek kluczowych do uzyskania dojrza ych kom rek t uszczowych. Skr ty:
MCE- mitotyczna ekspansja klonalna (ang. mitotic clonal expansion), C/EBP- biako wi ce
wzmacniacz CCAAT (ang. CCAAT/enhancer-binding protein, C/EBP), PPAR receptor aktywowany
przez proliferacj peroksysom w (ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamma ), IBMX-
3-izobutylo-1-metyloksantyna, GR- receptor glukokortykoidowy, cAMP- cykliczny adenozyno-3,5 -
monofosforan, MAPK- kinaza bia kowa aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein
kinase), PKA- kinaza bia kowa A (ang. protein kinase A), PI3K/Akt kinaza fosfatydyloinozytolu 3/
kinaza bia kowa B (ang. phosphatidylinositol 3-kinase/ protein kinase B). [Na podstawie: 113,165,166].

1.4.1. Mysie adipocyty

Najbardziej powszechnym modelem do badania procesu adipogenezy, cech adipocyt w
zwi zanych z oty o ci oraz CAA jest komercyjnie dost pna linia kom rkowa 3T3-L1.
Kom rki te s podtypem fibroblast w pobranych od zarodk w myszy szwajcarskiej, kt re
w odpowiednich warunkach uzyskuj cechy morfologiczne i biochemiczne dojrza ych
adipocyt w biaej AT. Staj si owalne, akumuluj lipidy w kroplach t uszczowych
i ekspresjonuj geny bia ek charakterystycznych dla kom rek t uszczowych takie jak PPAR ,
adiponektyna, FABP4, perylipina, czy LIPE [28,30,113,165]. Do zdecydowanych zalet
zastosowania tej linii nale y fakt, e s one atwe i tanie w hodowli. Ponadto, toleruj
stosunkowo du liczb pasa y, a ze wzgl du na homogenno populacyjn zapewniaj
jednorodn odpowied na zmiany warunk w eksperymentalnych [28]. Kom rki linii 3T3-L1,

zr nicowane do adipocyt w biaej tkanki t uszczowej, zostay wykorzystane do badania
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oddzia ywania m.in. z ludzkimi kom rkami raka jelita grubego [171], trzustki [148], piersi
[85,172,173] i czerniaka [97].

Inn  popularn , cho zdecydowanie rzadziej stosowan lini kom rkow pochodz c
z mysich embrion w, jest 3T3-F442A. Kom rki te s zdolne do akumulacji tuszczu
na wy szym poziomie i mog osi ga wi ksze rozmiary w por wnaniu z 3T3-L1. Linia
3T3-F442A pos u y a m.in. do zbadania wp ywu adipocyt w na kom rki raka piersi [151]
I prostaty [174].

Jednak obie opisywane linie maj zasadnicz wad , a mianowicie zosta 'y wyizolowane
zmyszy. W zwi zku z tym nie na laduj idealnie warunk w panuj cych w ludzkim organizmie,
ze wzgl du na r nice fizjologiczne i metaboliczne wyst puj ce mi dzy oboma gatunkami
[28,175].

1.4.2. l1zolowane od dawc w ludzkie kom rki macierzyste r nicowane

do adipocyt w

Z powodu tego, e aden model zwierz cy nie jest w stanie zast pi kom rek ludzkich,
zdecydowanie bardziej trafnym wyborem wydaj si by ludzkie pierwotne preadipocyty.
Ich r dem jest tkanka t uszczowa, a konkretnie frakcja zr bu sk adaj ca si z mieszaniny
preadipocyt w, kom rek macierzystych, kom rek r dbonka oraz immunologicznych.
Jednym z najwa niejszych typ w kom rek tej grupy, pod wzgl dem badania ich interakcji
zguzem,s kom rki macierzyste (ASC). Obecnes onewdu ej liczbie w AT, aich pozyskanie
jest stosunkowo proste [176]. Do innych zalet zalicza si tak e multipotencjalno ASC
I zdolno do ekspansji in vitro. Po zr nicowaniu do kom rek tuszczowych, dzi ki
zastosowaniu odpowiedniej mieszaniny czynnik w (opisane na pocz tku Rozdzia u 1.4 pracy
doktorskiej), ASC wykazuj cechy fenotypowe dojrza ych adipocyt w [177]. Przez ostatnie
latau ywanes jako dobry model, g wnie do badania procesu adipogenezy [178,179]. Jednak,
coraz cz ciej badacze posuguj si nimi tak e do badania interakcji z kom rkami
nowotworowymi, np. raka jelita grubego [180] piersi [105,181], czy raka nadnerczy [125].

Badania wykorzystuj ce kom rki macierzyste tkanki t uszczowej napotkay pewne
przeszkody wynikaj ce z ich wa ciwo ci, do kt rych zalicza si m.in. ma liczb pasa y
i spadek potencja ur nicowania podczas hodowli in vitro [182]. Rozwi zaniem tego problemu
mo e by unie miertelnienie kom rek. Jednak, w niekt rych przypadkach, immortalizacja
wi za asi ze spadkiem ich potencja u adipogennego [183]. Wspomniany problem uda o si

omin m.in. w przypadku linii LS14 (linia kom rek liposarkomy) wykazuj cej wz r ekspresji
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gen w podobny do pierwotnych ludzkich preadipocyt w [184] oraz HATMSC1, kt re
uzyskano poprzez nadekspresj genu odwrotnej transkryptazy ludzkiej telomerazy (hTERT)
w ludzkich mezenchymalnych kom rkach macierzystych [185]. Dodatkowo, inn
unie miertelnion ludzk lini kom rkow , ASC52telo (pochodz ¢ z ASC), wykorzystano
do poznania korelacji z kom rkami raka trzustki [186].

Kom rki ASC prezentuj cechy specyficzne dla dawcy i lokalizacji, z kt rej zosta 'y
pobrane. Z jednej strony jest to przydatne do oceny r  nic, zachodz cych w tkance t uszczowej
pod wzgl dem proliferacji lub zdolno ci do r nicowania, w zale no ci od ich pochodzenia
[28]. Jednak z drugiej, kiedy badane s inne zjawiska, sprawia to du e utrudnienie. Zmienno
osobnicza mo e znacz co wp ywa na odpowied kom rek macierzystych tkanki t uszczowej
na dzia anie czynnik w adipogennych, m.in. z powodu r nic genetycznych pomi dzy
dawcami [187,188].

1.4.3. Tr jwymiarowe modele hodowli kom rkowych

Nie ma w tpliwo ci, e hodowle w warunkach 2D maj pewne minusy, takie jak brak
interakcji mi dzy kom rkami, zmieniona morfologia w por wnaniu do tkanek in vivo,
czy nieograniczony dost p kom rek do tlenu i sk adnik w od ywczych. Te mankamenty
mo na rozwi za stosuj c tr jwymiarowe systemy, kt re lepiej na laduj morfologi , funkcje
I zachowanie kom rek w ich naturalnym rodowisku [183,189,190].

Najszerzej badanym modelem 3D s sferoidy, czyli kuliste struktury powstaj ce poprzez
zwi kszenie interakcji mi dzy kom rkami [191]. Do tej pory uda o si opracowa metody
uzyskania sferoid w zar wno z linii kom rkowej 3T3-L1 [192], jak i ludzkich ASC [193].
Ekspresjonuj one geny i bia ka kluczowych regulator w adipogenezy, takich jak C/EBP
i PPAR oraz markery adipocyt w (adiponektyna, leptyna, FABP4, FASN, perylipina). Warto
wspomnie , e poziom ekspresji niekt rych z nich jest wy szy w hodowlach tr j-
w por wnaniu do dwuwymiarowych [193,194]. Dodatkowo, adipocyty rosn ce w postaci
sferoid w wydzielaj wi cej kwas w t uszczowych i glicerolu ni kom rki w standardowych
hodowlach [194 196]. Co ciekawe, Turner i wsp. pokazali tak e, e ilo ci mMRNA dla CD36,
adiponektyny i PPAR opr cz tego, e by wy szy w kulturach 3D w por wnaniu z 2D,
dodatkowo by zbli ony do tych w tkance t uszczowej in vivo. Jednak pod wzgl dem poziomu
ekspresji PPAR , to kom rki hodowlane w warunkach 2D ekspresjonowa y podobne ilo ci,
jak kom rki AT [196]. Dodatkow , niew tpliw przewag sferoid w nad jednowarstwow

hodowl jest to, e kom rki je tworz ce mog magazynowa tr jglicerydy w postaci jednej,
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du ej kropli t uszczowej, wype niaj cej wi ksz cz  jej wn trza. Jest to cecha dojrza ych
adipocyt w bia ej tkanki tuszczowej, kt rej nie da si osi gn w konwencjonalnych
hodowlach [183,193].

Sferoidy stanowi dobre rozwi zanie do badania adipogenezy, oty o ci [160,192,
196,197] oraz interakcji kom rek nowotworowych z adipocytami [189]. Dodatkowo, w czenie
do sferoid w innych typ w kom rek (zazwyczaj kom rek r dbonka) umo liwia
udoskonalenie kultur 3D w kierunku zbudowania z o onych organoid w tkanki t uszczowej
[183,199]. Organoidy mo naopisa jako zminiaturyzowane wersje narz d w lub tkanek, kt re
pochodz z kom rek o potencjale macierzystym. Mog one samoorganizowa Si ir nicowa
w tr jwymiarowe struktury o morfologii i funkcjach ich odpowiednik w in vivo [200]. Badacze
z powodzeniem utworzyli w ten spos b unaczynione organoidy tkanki t uszczowej z frakcji
naczyniowej zr bu AT myszy [201], a tak e ludzkich kom rek frakcji zr bowo-naczyniowej
wyizolowanej z podsk rnej tkanki t uszczowej [202] oraz z mikronaczy pozyskanych z tkanki
t uszczowej i mezenchymalnych kom rek macierzystych szpiku kostnego [199]. Co ciekawe,
zesp Taylora poszed o krok dalej i stworzy tr jwymiarowy model organoidu tkanki
t uszczowej zawieraj cy dodatkowo populacje makrofag w i kom rek tucznych [203].
Organoidy tkanki t uszczowej wykorzystuje si  do badania oty o ci [200].

Nowatorskim podej ciem w hodowlach 3D jest zastosowanie biodruku (ang. bioprinting).
Technika ta polega na tworzeniu wysoce precyzyjnych struktur biologicznych i umo liwia
konstruowanie skomplikowanych modeli tkanek oraz narz d w. Jego potencja mo na
wykorzysta np. w badaniach mikro rodowiska nowotwor w [204]. Biodruk 3D zosta
zastosowany m.in. do stworzenia modelu tkanki t uszczowej raka piersi w celu poznania
interakcji pomi dzy kom rkami oraz kom rek z macierz w mikro rodowisku guza [205].

Pomimo opisanej powy ej przewagi kultur tr jwymiarowych, s one bardziej
wymagaj ce pod wzgl dem technicznym oraz czasoch onne w por wnaniu do klasycznych
technik hodowli kom rkowych. Dodatkowo, w zale no ci od zastosowanej metody tworzenia
sferoid w, czy organoid w, mog wymaga u Yycia kosztownych materia w [183]. Wyzwanie
mo e stanowi tak e analiza uzyskanych wynik w, poniewa testy wykorzystuj ce modele
kom rek 3D s znacznie mniej rozwini te pod wzgl dem obrazowania, oznaczaniailo ciowego

i automatyzacji w por wnaniu z metodami 2D [206].
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1.4.4. Ko-kultury bezpo rednie i po rednie

W celu zbadania interakcji mi dzy kom rkami r nych linii mo na zastosowa techniki
wsp hodowli in vitro, kt re w mniejszym b d wi kszym stopniu na laduj TME in vivo
[207]. Metoda ko-kultury polega na bezpo redniej lub po redniej interakcji r nych typ w
kom rek w tym samym rodowisku (naczyniu) hodowlanym [208].

Najprostsz technik na laduj ¢ wp yw jednego badanego rodzaju kom rek na drugi, jest
zastosowanie po ywek kondycjonowanych, pozyskanych znad hodowli okre lonego typu
kom rek i potraktowaniu nimi innej badanej populacji [209]. Opisywany model zastosowano
m.in. w eksperymentach z lini  kom rkow 3T3-L1 i mysimi oraz ludzkimi liniami
nowotworowymi [120,173,210], ale tak e do bada wp ywu sekretomu ludzkiego SAT
na kom rki CRC [211] oraz oddzia ywania pierwotnych adipocyt w pochodz cych z gruczo u
sutkowego na raka piersi [212]. Media kondycjonowane z adipocyt w zawieraj m.in.
adipokiny i kwasy tuszczowe [213], dzi ki czemu umo liwiaj zbadanie parakrynnego
wp ywu prawid owych adipocyt w na kom rki nowotworowe [213] i odwrotnie.
Ich dodatkow zalet jest stosunkowo du a powtarzalno wynik w uzyskanych z kolejnych
powt rze biologicznych wykonywanych eksperyment w [131]. Jednak powa n wad jest to,
e istniej cz steczki o bardzo kr tkim okresie trwania, kt re mog ulec rozk adowi zanim
zostan u yte do stymulacji drugiego typu kom rek [209].

Opisane powy ej podej cie umo liwia jedynie przeanalizowanie wp ywu sekretomu
jednego typu na kom rek, na drugi, np. wp yw adipocyt w na kom rki nowotworowe i vice
versa. Zastosowanie po ywek kondycjonowanych nie pozwala na zbadanie otrzymanej
sygnalizacji zwrotnej, kt ra jest niezb dna do odtworzenia relacji mi dzykom rkowych, jakie
istniej in vivo [209]. W zwi zku z tym, do badania mechanizm w dwukierunkowej
komunikacji mi dzy r nymi populacjami kom rek, bardziej precyzyjnym wydaje si by
zastosowanie modelu ko-kultury po redniej z u yciem fizycznej przegrody [207]. W badaniach
najcz ciej stosuje si filtry typu Transwell, czyli przepuszczalne wstawki kt re umieszcza si
w do kach p ytek do hodowli kom rek lub w okr g ych szalkach. Na insercie wysiewasi jeden
typ kom rek, podczas gdy dno naczynia zawiera inna badan populacj [209]. Zawiera on pory
0 odpowiedniej rednicy, przez kt re przenikaj jedynie czynniki wydzielane przez kom rKki,
umo liwiaj ¢ tym samym przekazywanie sygna u pomi dzy nimi. Dodatkow zalet tego
systemu jest zachowanie polaryzacji kom rek (wydzielanie wierzcho kowe lub podstawno -
boczne) [209]. Zastosowanie insert w typu Transwell jest najcz ciej stosowan technik
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podczas badania oddzia ywania kom rek nowotworowych z adipocytami, zar wno
pochodz cymi z mysich fibroblast w, jak i z ludzkiej AT [214 218].

Niew tpliw wad ko-kultury po redniej jest brak kontaktu fizycznego pomi dzy
badanymi typami kom rek. Istnienie przegrody powoduje ograniczenie komunikacji mi dzy
nimi wy cznie do czynnik w wydzielniczych [207]. Problem ten rozwi zuj hodowle
bezpo rednie. Dzi kitemu, er nerodzaje kom rek rosn w jednym naczyniu hodowlanym,
mog one wchodzi we wzajemne interakcje poprzez sygnalizacj  parakrynn
za po rednictwem czynnik w wydzielniczych, adhezj kom rka - ECM, a tak e kontakt
kom rka - kom rka poprzez oddzia ywanie z bia kami powierzchniowymi. Taki uk ad pozwala
na bezpo rednie przekazywanie sygna w mi dzy sob , co skutkuje wierniejszym
na ladowaniem rzeczywistej sytuacji panuj cej in vivo [207,208]. Jednak r wnie ten model
nie jest idealny, poniewa mo e dostarcza r nych wynik w w zale no ci od liczby
wysianych kom rek danego rodzaju. Dodatkowe wyzwanie stanowi rozdzielnie badanych
populacji kom rek, a techniki separacji mog znacz cowp yn na uzyskane wyniki [207].

Podsumowuj ¢, wszystkie znane systemy wsp Inej hodowli kom rek in vitro maj
swoje wady i zalety, a wyb r odpowiedniej zale y od celu eksperymentu. Jednak, s one
powszechnie stosowane, poniewa oferuj warunki imituj ce mikro rodowsisko in vivo,

r wnocze nie b d c proste do wykonania i stosunkowo tanie.

1.5. Podsumowanie

Reasumuj c, oty o i rak jelita grubego zaliczy mo na do chor b cywilizacyjnych.
Co wi cej, istniej dowody wskazuj ce na to, e nadmierna masa ciaa wi e Si
ze zwi kszonym ryzykiem zachorowania na CRC, przyspieszonym rozwojem choroby
oraz gorszym rokowaniem pacjent w. Kom rki raka jelita grubego znajduj si
w mikro rodowisku bogatym w tkank t uszczow , zatem dochodzi do interakcji pomi dzy
adipocytami i kom rkami guza. Pod wp ywem oddzia ywania z kom rkami z o liwymi,
adipocyty przeksztacaj si w adipocyty zwi zane z nowotworem. Przekszta cone w ten
spos b CAA zyskuj cechy przyczyniaj ce si do progresji nowotworu. Jednak szczeg owy
mechanizm wzajemnego wp ywu obu typ w kom rek nie jest jeszcze poznany. Zrozumienie
tej dwustronnej zale no ci jest niezb dne do poszerzenia wiedzy na temat roli mikro rodowiska

nowotworu w rozwoju raka jelita grubego oraz mechanizm w ¢z cych CRC z oty o ci .
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2. Cel pracy

Pocz tkowym zagadnieniem realizowanym w niniejszej pracy doktorskiej by o
zbadanie wp ywu warunk w imituj cych tuczenie na ludzkie adipocyty. Moj uwag
skoncentrowa am na analizie poziomu ekspresji wybranych gen w i bia ek zwi zanych

z transportem i metabolizmem lipid w oraz aktywacji wybranych szlak w sygnalnych.

G wny cel rozprawy doktorskiej stanowi 0 natomiast zbadanie interakcji pomi dzy
kom rkami raka jelita grubego i adipocytami, b d cymi elementem niszy nowotworowej.
Z tego wzgl du skupi am si na poznaniu wp ywu kom rek t uszczowych na cechy zwi zane
z progresj kom rek z o liwych, takie jak proliferacja, migracja oraz wybrane aspekty
metabolizmu kom rek raka jelita grubego. Ponadto podj am pr b zbadania, w jaki spos b
kom rki raka jelita grubego wp ywaj na biologi adipocyt w i przyczyniaj si do ich

przekszta cenia w adipocyty zwi zane z nowotworem.

3. Materia y i odczynniki

3.1. Badane linie kom rkowe i kom rki pierwotne

— 3T3-L1 - fibroblasty wyizolowane z zarodka myszy, zakupione w banku kom rek
ATCC (ang. American Type Culture Collection)

— LS180-kom rki ludzkiego raka jelita grubego pochodz ce z guza pierwotnego. Zosta y
zakupione w Deutsche Krebsforschungzentrum,

— HCT116 - kom rki ludzkiego raka jelita grubego wyizolowane z ogniska pierwotnego,
zakupione w banku kom rek ECACC (ang. European Collection of Cell Cultures)

— Lovo - kom rki ludzkiego raka jelita grubego pochodz ce z przerzutu
do nadobojczykowych w z w ch onnych, zakupione w banku kom rek ECACC

— ludzkie preadipocyty pochodz ce z podsk rnej tkanki t uszczowej, zakupione w Lonza
Group oraz izolowane od dawc w dzi ki wsp pracy z Gda skim Uniwersytetem

Medycznym

3.2.  Stosowane bufory

W Tabeli 1 zawarto spis bufor w potrzebnych do wykonania eksperyment w niniejszej
pracy doktorskiej.
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Tabela 1. Bufory zastosowane do przygotowania pr bek oraz wykonania eksperyment w.

Nazwa/ przeznaczenie

Sk ad

Bufor PBS

10 mM Na;HPO4
1,8 MM KH2POsg,
2,7 mM KClI,
137 mM NacCl
pH 7,4

Bufor mocznikowy do lizy kom rek

50 mM Tris-HCI

75 mM mocznik

5% SDS - dodecylosiarczan sodu
0,25 M sacharoza

1 mM DTT - ditiotreitol

pH 7,4

Bufor obci aj cy do pr b do elektroforezy
(4x st ony)

250 mM Tris-HCI

8% SDS

40% glicerol

20% -merkaptoetanol
0,04% b kit bromofenolowy
pH 6,8

Bufor obci aj cy do zymografii elatynowej

(4 xst ony)

40 mM Tris-HCI

4% SDS

40% glicerol

0,12% b kit bromofenolowy
pH 6,8

Bufor do elektroforezy

25mM Tris
192 mM glicyna
0,1% SDS

Bufor do transferu mokrego

25 mM Tris
192 mM glicyna

Bufor TBS

25 mM Tris-HCI
137 mM NaCl
pH 7,6
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Bufor TBS-T

25 mM Tris-HCI
137 mM NacCl
0,1% Tween-20
pH 7,6

Bufor TBS-T + 5% mleko w proszku

Bufor TBS-T
5% (w/ v) odt uszczone mleko w proszku
pH 7,6

Bufor bez Tritonu X-100

(do zymografii elatynowej)

50 mM Tris-HCI
200 mM NaCl

5 mM CacCl,

1 M 2znCl,

pH 7,5

Bufor z Tritonem X-100

(do zymografii elatynowej)

Bufor bez Tritonu X-100
2,5% Triton X-100

Bufor do barwienia eli

0,3% (v/ v) Coomassie brilliant blue G-250
30% (v/ v) etanol
10% (v/ v) kwas octowy

Bufor odbarwiaj cy

30% (v/ v) etanol
10% (v/ v) kwas octowy

3.3.

wykonywanych na kom rkach

Odczynniki i materia y stosowane do hodowli kom rek oraz eksperyment w

Tabela 2 zawiera spis wszystkich odczynnik w potrzebnych do hodowli

oraz przeprowadzenia eksperyment w z kom rkami, a Tabela 3 sk ady stosowanych po ywek.

W Tabeli 4 przedstawiono materiay wykorzystywane do hodowli kom rkowych oraz

przeprowadzenia test w z kom rkami.

Tabela 2. Spis odczynnik w do hodowli kom rek ssaczych.

Zastosowanie Nazwa Producent

Instytut Immunologii

Po ywka do hodowli kom rek MEM i Terapii Do wiadczalnej,

linii LS180 Polska Akademia Nauk
(IliTD PAN), Wroc aw

Po ywka do hodowli kom rek .

linii HCT116 McCoy s 5A Sigma

P_o"ywka do hodowli kom rek Ham s F-12 Sigma

linii LoVo
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Po ywka do hodowli
i r nicowania kom rek linii
3T3-L1

DMEM z 4,59/ | glukozy i 1,59/ 1
NaHC03

IITiD PAN, Wroc aw

Po ywka do hodowli kom rek
ASC

DMEM z 1 ¢/ | glukozy i 3,7 ¢/ |
NaHC03

IITiD PAN, Wroc aw

Po ywkar nicuj cadla
preadipocyt w

DMEM F12

Gibco

roztw rantybiotyk w-
antymykotyk w

(20000 J/ml penicylina, 10 mg/ ml
streptamycyna, 25 g/ ml
amfoterycyna B)

Thermo Fisher Scientific/
Gibco

200 mM L-glutamina Gibco/ Sigma
Sk adniki dodatkowe do po ywek
kom rkowych FBS - p odowa surowica bydl ca
inaktywowana 20 min w Gibco
temperaturze 56 C
BCS - p odowa surowica ciel ca
inaktywowana 20 min w Sigma
temperaturze 56 C
IBMX - 3-izobutyl-1i- Merck
metyloksantyna
Sk adnlkl dO r nicowania deksametazon Slgma
kom rek 3T3-L1 i ludzkich insulina Sigma
preadipocyt w ——
rosiglitazon Merck
indometacyna Sigma
s | sodowa kwasu palimitynowego | S9ma
s | sodowa kwasu linolowego Sigma
; Sigma
Sk adniki do tuczenia adipocyt w s I'sodowa kwasu oleinowego
96% etanol Chempur
10% BSA-surowicza albumina .
Bioshop
wo owa
Sk adniki do mro enia kom rek | DMSO AppliChem

Przemywanie kom rek

PBS buforowany fosforanem
roztw r soli fizjologicznej

IiITD PAN, Wroc aw

Odczepianie kom rek od dna
naczynia hodowlanego

Trypsyno-wersen 0,25% (w/ v)
roztw rtrypsyny z 0,02% (w/ v)
EDTAopH 7,2

IiTD PAN, Wroc aw

Liczenie kom rek

0,4% b kit trypanu

Sigma/ NanoEntek

Proliferacja/

Prze ywalno kom rek

XTT

Roche/ ATCC
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0,5 mg/ ml Matri el

BD Biosciences

0,5% aldehyd glutarowy

Sigma

Op aszczanie do k w naczynia
hodowlanego

0,01%, poli L-lizyna

Sigma

5 mg/ ml borowodorek sodu w PBS | ACROS Organics

1% elatynaw PBS Sigma
50 g/ ml jodek propidyny (PI) Sigma
Cytometria przep ywowa 10 g/ ml RNaza A Sigma
70% etanol Chempur
Tabela 3. Sk ad po ywek stosowanych do hodowli kom rkowych.
Zastosowanie Sk ad

Hodowla kom rek LS180
(po ywka pe na)

MEM-

2 mM L-glutamina

1% (v/ v) roztw r antybiotyk w-antymykotyk w
10% (v/ v) FBS

Hodowla kom rek HCT116
(po ywka pe na)

McCoy s 5A

2 mM L-glutamina

1% (v/ v) roztw r antybiotyk w-antymykotyk w
10% (v/ v) FBS

Hodowla kom rek LoVo
(po ywka pe na)

Ham s F-12

2 mM L-glutamina

1% (v/ v) roztw r antybiotyk w-antymykotyk w
10% (v/ v) FBS

Hodowla kom rek 3T3-L1 (po ywka
podstawowa I, BMI)

DMEM 4,5 g/ | glukozy i 1,5 g/ | NaHCO3

2 mM L-glutamina

1% (v/ v) roztw r antybiotyk w-antymykotyk w
10% (v/ v) BCS

Hodowla adipocyt w r nicowanych
zkom rek 3T3-L1
(po ywka podstawowa 11, BMII)

DMEM z 4,5 g/ | glukozy i 1,5 g/ | NaHCO3

2 mM L-glutamina

1% (v/ v) roztw r antybiotyk w-antymykotyk w
10% (v/ v) FBS
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R nicowanie kom rek 3T3-L1 (po ywka
r nicuj cal, DMI)

DMEM z 4,5 g/ | glukozy i 1,5 g/ | NaHCO3

1% (v/ v) roztw r antybiotyk w-antymykotyk w
10% (v/ v) FBS

2 mM L-glutamina

0,5 mM IBMX

0,25 M dexametazon

2 M rosiglitazon

1 g/ mlinsulina

R nicowanie kom rek 3T3-L1 (po ywka
r nicuj call, DMII)

DMEM z 4,5 ¢/ | glukozy i 1,5 g/ | NaHCO3

2 mM L-glutamina

1% (v/ v) roztw r antybiotyk w-antymykotyk w
10% (v/ v) FBS

1 g/ mlinsulina

Hodowla ludzkich preadipocyt w
(po ywka pe na)

DMEM 1 g/ I glukozy i 3,7 g/ | NaHCO3

2 mM L-glutamina

1% (v/ v) roztw r antybiotyk w-antymykotyk w
10% (v/ v) FBS

R nicowanie ludzkich preadipocyt w

DMEM F12

2 mM L-glutamina

1% (v/ v) roztw r antybiotyk w
10% (v/ v) FBS

0,5 mM IBMX

5 M dexametazon

5 ¢/ mlinsulina

200 M indometacyna

Hodowla ludzkich adipocyt w

zr nicowanych

DMEM F12

2 mM L-glutamina

1% (v/ v) roztw r antybiotyk w-antymykotyk w
10% (v/ v) FBS

Tuczenie ludzkich preadipocyt w

DMEM F12

2 mM L-glutamina

1% (v/ v) roztw r antybiotyk w-antymykotyk w
10% (v/ v) FBS

2 mM L-Glutamina

0,17 mM s | sodowa kwasu palmitynowego
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0,33 mM s | sodowa kwasu linolowego

0,17 mM s | sodowa kwasu oleinowego

DMEM F12

2 mM L-glutamina

Hodowla ludzkich adipocyt w kontrolnych | 1% (v/ v) roztw r antybiotyk w-antymykotyk w
(kontrola do tuczonych) 10% (v/ v) FBS

0,4% etanol

0,7% BSA

odpowiednia po ywka hodowlana pe na

2 mM L-glutamina

Mro enie kom rek 1% (v/ v) roztw r antybiotyk w-antymykotyk w
20% (v/ v) FBS

10% DMSO

Tabela 4. Lista materia w wykorzystywanych podczas pracy i eksperyment w z kom rkami
wraz z ich zastosowaniem.

Przeznaczenie Nazwa Producent
Cytometria Prob weki- Falcon Round Bottom Polypropylene
BD Falcon
przep ywowa Tubes
Butelki hodowlane z filtrem o powierzchni:
Hodowla kom rek Eppendorf/ VWR
12,5 cm?, 25 cm?, 75 cm?
I ko-kultury i i
P ytki: 6-, 24- i 96-do kowe Eppendorf/ VWR
P ytki 24-do kowe i 6-do kowe do filtr w typu
BD Falcon
Ko-kultury Transwell
filtry typu Transwell o rednicy por w0,4 m BD Falcon
Test migracji P ytki 96-do kowe-IncuCyte ImageLock Sartorius
i inwazji WoundMaker Sartorius

Urz dzenia stosowane podczas prowadzenia hodowli kom rkowych i wykonywania
eksperyment w z kom rkami:
— licznik kom rek Eve (NanoEntek)
— inkubatory (Thermo Scientific i New Brunswick)
— komory laminarne (Herasafe 2030i 1.2, Thermo Scientific i Heraeus KS12, Thermo
Scientific)

— mikroskop wietlny odwr cony Leica DMI 3000 B (Leica)
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— wir wka (Eppendorf, Sigma)

— cytometr przep ywowy NovoCyte i oprogramowanie NovoEXxpress wer. 1.2.4 (ACEA)

— czytnik p ytek: Quant oraz oprogramowanie Gen5 wer. 2.05 (Bio-Tek)

— mikroskop IncuCytefi Live-Cell Imaging and Analysis oraz program IncuCytefi ZOOM
wer. 2018A (Essen BioScience)

3.4.  Odczynniki i materia'y u ywane w metodach biologii molekularnej

W tabeli poni ej wypisano wszystkie odczynniki oraz materia y (Tabela 5), jakie zosta y

u yte podczas eksperyment w z zakresu biologii molekularnej.

Tabela 5. Spis odczynnik w i materia w u ywanych w eksperymentach biologii molekularnej.

Przeznaczenie Nazwa Firma
Universal RNA Purification Kit EurX
-merkaptoetanol Merck

TRIzol Thermo Fisher Scientific
Izolacja RNA Fenozol Bioshop

Chloroform Sigma

100% 2-propanol Sigma

75% etanol Sigma

DNAza | EurX

High-Capacity cDNA Reverse ) o

Transcription Kit Thermo Fisher Scientific
qRT-PCR PowerUp SYBR Green Master Mix Thermo Fisher Scientific

P ytki MicroAmp  Optical 96-do kowe

Applied biosystems

Folie do p ytek

Applied biosystems

Aparatura potrzebna do wykonania analizy qRT-PCR:

— mikrospektrofotometr UV-VIS: NanoPhotometer P360 Spectrometer (Implen GmbH)
— termocykler MJ Mini (Bio-Rad)
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— termocykler StepOne Plus Real-Time PCR oraz oprogramowanie StepOne Software

wer. 2.3 (Applied Biosystems)

3.5.  Odczynniki i materiay u ywane w analizie bia ek metod Western blotting

i zymografii elatynowej

Poni sze tabele zawieraj informacje dotycz ce materia w i odczynnik w (Tabela 6)

oraz sk adu eli (Tabela 7) wykorzystywanych w technikach Western blotting i zymografii

elatynowej. Natomiast przeciwcia a zastosowane w celu wizualizacji bia ek wypisano

w Tabeli 8.

Tabela 6. Spis odczynnik w i materia w stosowanych w technikach Western blotting i zymografii

elatynowej.
Przeznaczenie Nazwa Firma

PIC - koktajl inhibitor w proteaz Sigma
PMSF - fluorek fenylometylosulfonylu Sigma
koktajl inhibitor w fosfataz 2 Sigma
koktajl inhibitor w fosfataz 3 Sigma
mocznik AppliChem

Liza kom rek — Sigma
sacharoza Pph Poch S.A.
SDS Sigma
DTT Sigma
skrobak do kom rek Sarstedt

Zag szczanie

po ywek

AmiconR Ultra-0,5 Centrifugal Filter Devices
(limit odci cia 3000)

Merck Millipore

Pomiar st enia
bia ka

NaCl

Chempur

BSA

Bioshop

BCA Protein Assay Kit

Thermofisher Scientific

Elektroforeza

bia kowa

Tris

Sigma

akrylamid: bis-akrylamid 37,5:1

Serva/ Bioshop

SDS - dodecylosiarczan sodu

Sigma

APS - nadsiarczan amonu

Sigma
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TEMED - tetrametyloetylenodiamina Sigma
glicyna Sigma
glicerol Sigma

marker mas PageRuler

Thermo Scientific

b kit bromofenolowy Sigma
-merkaptoetanol Sigma
Tris Sigma
glicyna Sigma/ Merck
Transfer mokry _
membrana nitrocelulozowa Protran Cytiva
celulozowa bibu a chromatograficzna Cytiva
Ponceau S Bioshop
Coomassie brilliant blue G-250 Sigma
Wizualizacja bia ek
etanol Chempur
kwas octowy Pph Poch S.A.
Blokowanie
niespecyficznych mleko odt uszczone AppliChem
oddzia ywa
inkubacja BSA Bioshop
Z przeciwcia ami
Tris Sigma
Inkubacja eli NaCl Chempur
z elatyn (bufory
do zymografii CaCl, Chempur
elatynowej) ZnCl; Chempur
Triton X-100 Sigma
Odp ukiwanie Tris Sigma
niespecyficznie NaCl Chempur
zwi zanych
przeciwcia Tween-20 Sigma
Wizualizacja Clarity Western ECL Substrate Biorad
wynik w Western
Clarity Max Western ECL Substrate Biorad

blotting
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Tabela 7. Sk ad eli do elektroforezy i zymografii elatynowej.

Nazwa elu

Sk ad

el zag szczaj cy

0,125 M Tris-HCI
4% (w/ v) akrylamid: bis-akrylamid 37,5:1

0,1% SDS
0,05% APS

0,25% TEMED

pH 6,8

10% el rozdzielaj cy

0,375 M Tris-HCI
10% (w/ v) akrylami: bis-akrylamid 37,5:1

0,1% SDS
0,05% APS

0,2% TEMED

pH 8,8

el z elatyn

0,375 M Tris-HCI
10% (w/ v) akrylamid: bis-akrylamid 37,5:1

0,1% SDS
0,05% APS

0,05% TEMED
0,1% elatyna

pH 8,8

Tabela 8. Spis przeciwcia u ywanych do detekcj

i bia ek w technice Western blotting.

. Numer Masa Rozcie - | Rozcie - .
Nazwa Firma - . Organizm
katalogowy | cz steczkowa czenie czalnik
Przeciwcia a pierwszorz dowe
anty-pAkt Cell Signaling 9271 60 kDa 1: 1000 5% BSA kr lik
anty-Akt Cell Signaling 4691 60 kDa 1: 1000 5% BSA kr lik
anty- -katenina Cell Signaling 9562S 92 kDa 1: 1000 5% BSA kr lik
anty-CD36 Abcam ab133625 78 kDa 1: 500 5% mleko kr lik
anty-pErk 1/2 Cell Signaling 9101 42/44 kDa 1: 1000 5% BSA kr lik

o1




Cell

9102/

1: 1000/

5% BSA/

anty-Erk 1/2 Signaling/ GTX134462 42/44 kDa 1- 500 506 mleko kr lik
Genetex
anty-FAK SantaCruz sc-932 125 kDa 1: 200 5% mleko mysz
anty-FASN SantaCruz sc-48357 270 kDa 1: 1000 | 5% mleko mysz
anty-GLUT1 Abcam 40084 50-70 kDa 1: 200 5% mleko mysz
anty-GLS Abcam ab156876 55-70 kDa 1: 1000 | 5% mleko kr lik
anty-LDHA Cell Signaling | 2012 sample 37 kDa 1: 1000 5% BSA kr lik
anty-LDLR GeneTex GTX37639 120 kDa 1: 500 5% mleko kr lik
anty-HSL SantaCruz sc-74489 88 kDa 1: 200 5% mleko mysz
anty-pMet Sigma C7240 155 kDa 1: 1000 | 5% mleko kr lik
anty-Met Sa:;i(;xz’ ag;'llgé7 155 kDa 1:200 | 5%mieko | kr lik
anty-OSBPL9 GeneTex ab151694 83 kDa 1: 200 5% mleko kr lik
anty-perilipina 1 Cell Signaling 9349T 62 kDa 1: 1000 5% BSA kr lik
anty-perilipina 2 Cell Signaling 45535 52 kDa 1: 1000 5% BSA kr lik
anty-RACK1 SantaCruz sc-17754 36 kDa 1: 200 5% mleko mysz
anty-Src Millipore 05-184 60 kDa 1: 200 5% mleko mysz
anty-pSrc SantaCruz sc-166860 60 kDa 1: 200 5% mleko mysz
anty-STAT3 SantaCruz sc-8019 91 kDa 1: 200 5% mleko mysz
anty-pSTAT3 SantaCruz sc-8059 91 kDa 1: 200 5% mleko mysz

Przeciwcia a drugorz dowe skoniugowane z peroksydaz chrzanow (ang. horseradish peroxidase, HRP)

anty-kr licze z
HRP

Cell Signaling

7074S

1: 4000

5% mleko

koza

anty-mysie z HRP

Cell Signaling

7076S

1: 4000

5% mleko

ko
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Do wykonania elektroforezy bia ek i do transferu mokrego pos u ono si aparatami
Mini-PROTEAN (Bio-Rad), a do wykonania zdjcia eli i detekcji reakcji
chemiluminescencyjnej u yto aparatu ChemiDoc. Wyniki analizowano z pomoc

oprogramowania ImagelLab wer. 6.0 (Bio-Rad).

3.6. Odczynniki, materiay i aparatura stosowane do przygotowywania i obserwacji
preparat w mikroskopowych

Materia y i odczynniki zastosowane do przygotowania preparat w zawarto w Tabeli 9.

Tabela 9. Spis odczynnik w i materia w potrzebnych podczas przygotowywania preparat w
do obserwacji mikroskopowych.

) ] St enie/
Cel Odczynnik Firma ) ]
rozcie czenie

Utrwalanie kom rek formaldehyd Sigma 4% w PBS
Permeabilizacja b on . )

Triton X-100 Sigma 0,1% w PBS
kom rkowych
Blokowanie niespecyficznych ]

] T BSA Bioshop 1% w PBS
oddzia ywa przeciwcia
. ) ) 0,5% w 100%

czerwie olejowa O Sigma ]
Barwienie kropli lipidowych izporopanolu

LipidSpot 488 Biotium 1: 1000
Barwienie filamentarnej Phalloidin Alexa Fluor )

Invitrogen 1: 100

aktyny 568
Barwienie j der ]

Hoechst 33342 Invitrogen 5 g/mlw 1% BSA

kom rkowych

przeciwcia o kr licze

o Cell Signaling | 1: 200 w 1% BSA
anty-perilipina 2 (45535)

o o przeciwcia o 1l-rz dowe
Barwienie perilipiny 2 ]
0 le anty-kr licze )
] Invitrogen 1: 200 w 1% BSA
skoniugowane z Alexa

Fluorfi 647

Przyklejanie szkie ka
Dako Fluroescence
nakrywkowego . . Dako -
Mounting Medium

do podstawowego
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Szkie ka nakrywkowe - Bionovo -

Szkie ka podstawowe - Bionovo -

Zdj cia mikroskopowe wykonywano przy u yciu mikroskopu konfokalnego Leica SP8
oraz Stellaris 8 i programu LasX wer. 3.7.4.23463 (Leica).

3.7. Pomiar spektrofotometryczny ilo ci kwas w t uszczowych w kom rkach

W Tabeli 10 wypisano wszystkie odczynniki potrzebne do ilo ciowego oznaczania
poziomu lipid w w kom rkach. Do pomiaru absorbancji posu y czytnik p ytek Quant

I oprogramowanie Gen5 wer. 2.05.

Tabela 10. Odczynniki u yte do ilo ciowego oznaczenia oboj tnych lipid w w kom rkach.

Cel Odczynnik Firma U yty roztw r
Utrwalanie kom rek formaldehyd Sigma 4% w PBS
Barwienie lipid w czerwie olejowa O Sigma 0,5% w 100% 2-propanolu

Rozpuszczenie barwnika

- i 0
zwi zanego z lipidami 2-propanol Sigma 100%

3.8.  Analizailo ci mleczanu wydzielonego do po ywki kondycjonowanej
Odczynniki, materia y i aparatura zastosowane w celu oznaczenia ilo ci mleczanu:
— Lactate-GloTM Assay (Promega)
— p ytki z bia ym dnem (Thermo Scientific)
— czytnik p ytek: GloMax Discover plate reader (Promega)

3.9. Pozosta e oprogramowanie

Oprogramowanie stosowane podczas przygotowywania niniejszej rozprawy doktorskiej:
— GraphPad Prism 7 (GraphPad Software) - program do analizy statystycznej wynik w

— SnapGenefi Viewer (SnapGene Software) - program do projektowania starter w

— BLASTTi - internetowa aplikacja do sprawdzania specyficzno ci starter w

— BioRender - internetowa aplikacja, z kt rej pobrano grafiki potrzebne do wykonania

schemat w.

54



4. Metody

4.1. Hodowle kom rkowe
4.1.1. Prowadzenie hodowli kom rkowych

Kom rki linii raka jelita grubego LS180, HCT116 i LoVo hodowano w po ywkach
hodowlanych, przedstawionych w Tabeli 3, suplementowanych 10% inaktywowan p odow
surowic bydl ¢ (FBS), 2mM L-glutamin oraz roztworem antybiotyk w-antymykotyk w
(100 U/ml penicyliny, 0,1 mg/ ml streptomycyny, 0,25 g/ ml amfoterycyny B)

Hodowle kom rek linii 3T3-L1 prowadzono w po ywce podstawowej, sk adaj cej si
z DMEM z 4,5 g/ | glukozy i 1,5 g/ | NaHCOs, z dodatkiem 10% inaktywowanej surowicy
ciel cej (BCS), 2 mM L-glutaminy oraz roztworu antybiotyk w-antymykotyk w (100 U/ml
penicyliny, 0,1 mg/ ml streptomycyny, 0,25 g/ ml amfoterycyny B). Hodowl prowadzono
do 15 pasa u, ze wzgl dunamo liw utrat potencjaudor nicowaniakom rek w adipocyty.

Hodowle preadipocyt w izolowanych od dawc w prowadzono w po ywce
podstawowej, sk adaj cej si z DMEM z 1 g/ | glukozy i 3,7 g/ | NaHCO3, z dodatkiem 10%
inaktywowanego FBS, 2 mM L-glutaminy oraz roztworu antybiotyk w-antymykotyk w
(100 U/ml penicyliny, 0,1 mg/ ml streptomycyny, 0,25 g/ ml amfoterycyny B).

Pasa owanie kom rek raka jelita grubego i 3T3-L1 przeprowadzano dwa razy
w tygodniu, b d cz ciej, je li wymaga y tego zaplanowane eksperymenty. Do oddzielenia
kom rek od pod o a naczynia hodowlanego pos ugiwano si roztworem 0,25% trypsyny/
0,02% EDTA (trypsyno-wersen). Ludzkie preadipocyty na drugim pasa u, po trypsynizacji,
by y wysiewane do eksperyment w. Nie prowadzono ich dalszej hodowli ze wzgl du
namo liw utrat potencjaudor nicowaniaw adipocyty.

W celu d ugotrwa ego przechowywania, kom rki mro ono w temperaturze -80 C
lub w zbiorniku z ciek ym azotem, po uprzednim zawieszeniu ich w roztworze zawieraj cym
70% po ywki hodowlanej, 20% inaktywowanej surowicy bydl cej oraz 10%
dimetylosulfotlenku (DMSO). Fiolki z kom rkami umieszczono w pojemniku zawieraj cym
100% 2-propanol, aby osi gn  optymaln pr dko obni ania temperatury w trakcie

zamra ania i ochroni je przed uszkodzeniem.

55



4.1.2. R nicowanie adipocyt w

Kom rki linii 3T3-L1 wysiewano na p ytki 6-do kowe lub 24-do kowe w po ywce
podstawowej. Dwa dni po osi gni ciu 100% konfluencji indukowano proces adipogenezy,
poprzez dodanie po ywki DMEM z 4,5 g/ | glukozy i 1,5 g/ | NaHCO3 (suplementowanej 10%
FBS, roztworem antybiotyk w-antymykotyk w (100 U/ml penicyliny, 0,1 mg/ ml
streptomycyny, 0,25 ¢/ ml amfoterycyny B) i 2 mM L-glutamin ) z dodatkiem czynnik w
r nicuj cych. 0,5 mM IBMX, 0,25 M deksametazonu, 1 g/ ml insuliny
oraz 2 M rosiglitazonu. Po 48 godzinach po ywk zast powano DMEM 4,5 g/ | glukozy
z 10% FBS, 1% roztworem antybiotyk w-antymykotyk w, 2 mM L-glutamin oraz 1 g/ ml
insuliny. Kom rki hodowano w tych warunkach przez kolejne 2 lub 3 dni. Nast pnie zmieniano
po ywk na DMEM zawieraj ¢ 10% FBS, roztw r antybiotyk w antymykotyk w
(100 U/ ml penicyliny, 0,1 mg/ ml streptomycyny, 0,25 g/ ml amfoterycyny B) i 2 mM
L-glutamin na kolejne 7 dni. Po ywk zmieniano na wie po 3 lub 4 dniach. Po 14 dniach
otrzymywano adipocyty.

Ludzkie preadipocyty izolowane z tkanki t uszczowej wysiewano na p ytki 6- lub 24-
do kowe w po ywce DMEM F12, z dodatkiem 10% inaktywowanego FBS, 2 mM L-glutaminy
oraz roztworu antybiotyk w-antymykotyk w (100 U/ml penicyliny, 0,1 mg/ ml streptomycyny,
0,25 g/ ml amfoterycyny B). Po osi gni ciu przez nie 100% konfluencji, rozpoczynano
r nicowanie do adipocyt w. Przez 14 dni hodowano je w po ywce r nicuj cej, zawieraj cej
0,5 mM IBMX,5 M deksametazon, 5 g/ mlinsuliny oraz 200 M indometacyny [179,219

221]. Po ywk zmieniano raz, w po owie trwania procesu r nicowania.

4.1.3. Imitacja tuczenia adipocyt w

Po 14 dniach r nicowania adipocyt w, zmieniono po ywk na DMEM F12,
suplementowan 10% FBS, roztworem antybiotyk w-antymotyk w (100 U/ml penicyliny,
0,1 mg/ ml streptomycyny, 0,25 g/ ml amfoterycyny B) i 2 mM L-glutamin , kt r dodatkowo
wzbogacono o mieszanin soli sodowych kwas w tuszczowych. Byy to: 0,17 mM
palmitynian, 0,33 mM linolan i 0,17 mM oleinian [85]. Ich wzory p strukturalne pokazano
na Rycinie 13A. Po dw ch dniach hodowli, po ywk zmienianona wie y DMEM F12 (z 10%
FBS, roztworem antybiotyk w (100 U/ml penicyliny, 0,1 mg/ ml streptomycyny, 0,25 ¢/ ml
amfoterycyny B) i 2mM L-glutamin ) i prowadzono hodowle przez kolejne 7 dni. Schemat
tuczenia przedstawia Rycina 13B. R wnolegle hodowano kontrolne adipocyty, kt re nie by y

traktowane solami kwas w t uszczowych, tylko ros y w po ywce DMEM F12 z dodatkiem
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10% FBS, roztworu antybiotyk w (100 U/ml penicyliny, 0,1 mg/ ml streptomycyny, 0,25 ¢/
ml amfoterycyny B) i 2 mM L-glutaminy.

A (0]
CH3(CH»2)135CHs~ "ONa sél sodowa kwasu palmitynowego
0]
CH3(CH2)BCH2/QCH2(CH2)SCH2 ONa sol sodowa kwasu linolowego
O
CH3(CH2)gCHs~ =~ “CHa(CHg)sCH;~ "ONa  sél sodowa kwasu oleinowego
poiywka z FA pozywka bez FA
B | |
14 dni 2 dni 7 dni
— —.-
réznicowanie < adipocyty S dojrzewanie
ST w trakcie kropli
tuczenia tiuszczowych
preadipocyty adipocyty tuczone adipocyty

Rycina 13. Wzory soli kwas w tuszczowych i schemat tuczenia adipocyt w. A) Wzory
p strukturalne soli sodowych kwasu palmitynowego, oleinowego i linolowego oraz B) schemat
tuczenia adipocyt w z ludzkich preadipocyt w. FA-kwasy t uszczowe.

4.1.4. Prowadzenie ko-kultur

Procedura otrzymywania CAA oparta by a na insertach Transwell o rednicy por w
0,4 m. Kom rki nowotworowe wysiewano po 450 000 kom rek na insert i po 500 000
kom rek na dno p ytki 6-do kowej (kontrola). Kolejnego dnia filtry z kom rkami CRC
umieszczano w p ytkach, w kt rych ros y dojrza e adipocyty otrzymywane z 3T3-L1.

Wsp In hodowl wpo ywce DMEM z 4,5 g/ | glukozy (suplementowanym 10% FBS,
roztworem antybiotyk w (100 U/ml penicyliny, 0,1 mg/ ml streptomycyny, 0,25 ¢/ ml
amfoterycyny B) i 2 mM L-glutamin ) prowadzono przez 7 dni. Jako kontrol r wnolegle
hodowano dojrza e adipocyty i CRC w mono-kulturach, w tej samej po ywce hodowlanej
(Rycina 14A i B). Po ywk zmieniano co 3 lub 4 dni. Usuni t po ywk wirowano przez
15 minut przy 1000 x g i zamra ano w temperaturze -80 C. Stosowano j nast pnie
do dodatkowej stymulacji kom rek CRC pozyskanych z ko-kultur, do analiz proliferacji
I migracji, aby nie utraci wp ywu sekretomu adipocyt w na kom rki nowotworowe.
Po 7 dniach ko- i mono-kultury otrzymywano kom rki, z kt rych pozyskiwano ekstrakty

potrzebne do reakcji PCR i Western blotting.
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14 dni 7 dni
——— D E——_
réznicowanie ———— e
komorki 3T3-L1 adipocyty adipocyty
B komérki CRC komérki CRC
14 dni 7 dni
——
réznicowanie ko-kultura
komérki 3T3-L1 adipocyty CAA

Rycina 14. Schemat prowadzenia ko-kultury. Schemat otrzymywania A) adipocyt w i B) CAA
w wyniku r nicowania kom rek linii 3T3-L1. CAA- adipocyty zwi zane z nowotworem,
CRC- kom rki raka jelita grubego.

4.1.5. Zbieranie po ywek kondycjonowanych z adipocyt w i CAA

Po zako czeniu siedmiodniowej hodowli adipocyt w z kom rkami CRC, usuwano
inserty z kom rkami nowotworowymi. CAA i kontrolne adipocyty trzykrotnie przemywano
PBS i dodawano wie po ywk DMEM z 4,5 g/ | glukozy z roztworem antybiotyk w-
antymykotyk w (100 U/ml penicyliny, 0,1 mg/ ml streptomycyny, 0,25 g/ ml amfoterycyny
B) i 2mM L-glutamin , ale pozbawion FBS. Kom rki g odzono przez 48 godzin. Po tym
czasie po ywk zbierano, wirowano przy pr dko ci 1000 x g przez 15 minut. Supernatanty
filtrowano przez filtry o porach wielko ci 0,22 m, porcjowano i mro ono w -80 C.
W ten spos b otrzymywano po ywki kondycjonowane z adipocyt w (CAM) i CAA
(CM CAA), kt re by y wykorzystywane do stymulacji kom rek CRC.

4.2.  Testy funkcjonalne
4.2.1. Proliferacja kom rek CRC

W celu sprawdzenia, czy adipocyty wp ywaj na tempo proliferacji kom rek
nowotworowych, zastosowano test XTT  Cell Proliferation Kit II/XTT  wykorzystuj cy
zdolno aktywnych  metabolicznie kom rek do  przekszta cenia tej  soli
tetrazolowej (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)
do rozpuszczalnego w wodzie, pomara czowego formazanu. Reakcja ta przebiega dzi ki
aktywno ci enzymatycznej mitochondrialnej dehydrogenazy bursztynianowej. Poziom

utworzonego barwnika formazanowego, zmierzony spektrofotometrycznie, koreluje z liczb
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aktywnych metabolicznie kom rek w hodowli. Schemat zachodz cej reakcji obrazuje

Rycina 15.

sol
tetrazolowa > formazan |

N

utleniony zerdukowany
PMS PMS

N

NADH NAD+

dehydrogenaza

ursztynianowa

Rycina 15. Schemat reakcji redukcji soli tetrazolowej do pomara czowego formazanu,
katalizowanej  przez  dehydrogenaz bursztynianow . PMS-  metylosiarczan  N-
metylodibenzopirazyny, NAD- dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, TCA- cykl kwas w
tr jkarboksylowych.

Analizowano ywotno kom rek kontrolnych LS180, HCT116 i LoVo, pochodz cych
z ko-kultury z adipocytami i stymulowanych po ywkami kondycjonowanymi. W przypadku
zastosowania po ywek kondycjonowanych, kom rki CRC wysiewano na p ytki 96-do kowe
w ilo ci 3000 kom rek na doek w odpowiedniej po ywce hodowlanej i po ywce
kondycjonowanej z adipocyt w, CAA lub DMEM pozbawionym FBS w stosunku 1:1. Po ywki
kondycjonowane zbierano tak, jak opisano w punkcie 4.1.5. W przypadku drugiego modelu
badawczego, po zako czonej hodowli z adipocytami kom rki z ko- i mono-kultury
trypsynizowano i wysiewano na p ytki 96-do kowe w ilo ci 3000 kom rek nado ek w po ywce
hodowlanej i po ywce zebranej podczas prowadzenia ko-kultur (w stosunku 1:1).

Dalsze etapy testu XTT wykonywano zgodnie z instrukcj producenta, tzn. po 24 (T0),
48 (T24) i 72 (T48) godzinach od wysiania po ywk wymieniono na wie (DMEM pe ne),
z dodatkiem 50 | odczynnika XTT (ang. 2,3-bis-(2methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide) i 1 | odczynnika przenosz cego elektrony (metylosiarczan N-
metylodibenzopirazyny, PMS), kt ry uatwia redukcj soli tetrazolowej, tym samym
zwi kszaj ¢ wydajno reakcji. Dodanie tego reagenta jest konieczne, a jego dzia anie polega
na wychwytywaniu elektron w na powierzchni kom rki lub w atwo dost pnym miejscu
w b onie kom rkowej, z utworzeniem rodnika po redniego, kt ry nast pnie redukuje s |
tetrazolow . Kom rki z roztworem XTT inkubowano przez 3 godziny w temperaturze 37 C.
Po tym czasie, sygna kolorymetryczny odczytywano przy d ugo ci fali 450 nm, w czytniku

p ytek Quant, zu yciem oprogramowania Gen5 wersja 2.05. Mierzono tak e absorbancj przy
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d ugo ci fali 630 nm, aby skorygowa uzyskane wyniki o sygna pochodz cyzta.Pr b lep
wykonano dla samej po ywki. Zrobiono po cztery powt rzenia techniczne dla ka dego
warunku. Na podstawie absorbancji obliczono wsp czynnik proliferacji dziel ¢ kolejno
warto ci dla T24 i T48 przez TO. Proliferacj kom rek kontrolnych ustalono jako 100%.

Wykonano trzy powt rzenia biologiczne tego eksperymentu.

4.2.2. Op aszczanie dna p ytek

Do wykonania testu migracji spontanicznej lub inwazji stosowano p ytki op aszczone
elatyn lub Matri elem, kt ry jest mieszanin bia ek, imituj ¢ swoim sk adem macierz
pozakom rkow . W celu pokrycia dna naczynia opisywanym substratem, do do k w dodawano
Matri el o st eniu 0,5 mg/ ml, rozpuszczonym w pe nej po ywce DMEM i od razu
go odci gano. P ytki pokryte cienk warstw substratu inkubowano w temperaturze 37 C przez
godzin , aby spolimeryzowa . Na tak przygotowan warstw wysiewano kom rki CRC.

W celu pokrycia elatyn p ytek 96-do kowych, na dno do k w nak adano 0,01% poli
L-lizyn na 20 minut. Po tym czasie zbierano j , a do ki suszono na powietrzu w sterylnych
warunkach. Nast pnie dno do k w przep ukiwano buforem PBS i inkubowano z 0,5%
aldehydem glutarowym. Po 15 minutach ponownie przep ukiwano do ki PBSem i nak adano
po 50 | elatyny rozpuszczonej w PBS o st eniu ko cowym 0,1 mg/ ml. Po 15 minutach
inkubacji, dodawano przygotowany na wie o borowodorek sodu (5 mg/ ml) na minut .

Na zako czenie, do ki ponownie przep ukiwano buforem PBS.

4.2.3. Migracja spontaniczna

Wp yw sekretomu adipocyt w i CAA na przebyt przez kom rki CRC odleg o
i tory ich ruchu analizowano, wysiewaj ¢ po 3000 kom rek nowotworowych na 96-do kowe
p ytki IncuCyte ImageLock (uprzednio op aszczone odpowiednimi substratami, jak to opisano
w poprzednim rozdziale) w po ywce hodowlanej zmieszanej w stosunku 1:1 z po ywk
kondycjonowan CAM lub CM CAA, w trzech powt rzeniach technicznych. W przypadku
kom rek kontrolnych zastosowano DMEM pozbawiony FBS, zamiast po ywki
kondycjonowanej.

Odno nie kom rek CRC pochodz cych z ko- lub mono-kultury, bezpo rednio
po zako czeniu siedmiodniowej hodowli z adipocytami, trypsynizowano je i wysiewano
na 96-do kowe p ytki (IncuCyte ImageLock, Sartorius) w ilo ci 3000 kom rek na do ek,

w trzech powt rzeniach.
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P ytki umieszczono w aparacie IncuCyte, gdzie przez 24 godziny wykonywano zdj cia
w kontra cie fazowym w dwugodzinnym interwale. Bazuj ¢ na uzyskanych obrazach
mikroskopowych, analizowano tras , jak przeby y pojedyncze kom rki, za pomoc programu
ImageJ z dodatkiem Manual Tracking [222]. Odleg 0  przebyt przez kom rki mierzono jako
dystans ca kowity, na podstawie sumy d ugo ci tor w przebytych przez 24 godziny i wyra ono
w jednostkach arbitralnych [AU]. Przyk adowe zdj ciaz zaznaczonymi trasami, jakie pokona y
kom rki pokazano na Rycinie 16. Przeprowadzono dwa niezale ne eksperymenty, aw ka dym
przeanalizowano co najmniej 25 kom rek.

Rycina 16. Migracja spontaniczna kom rek CRC. Wyznaczone szlaki, jakie pokonay dwie
przyk adowe kom rki w ci gu 24 godzin. Na  to zaznaczono punkty pocz tkowe i ko cowe,
a na bia o przebyta tras . W ramkach pokazano powi kszone fragmenty zdj . Skala: 300 m.

4.2.4. Inwazja - test zarastania rysy

Na p ytki 96-do kowe typu ImageLock pokryte Matri elem (zgodnie opisem
w pkt. 4.2.2) wysiewano po 65 000 kom rek LS180, 40 000 kom rek HCT116 i 60 000
kom rek LoVo pochodz cych z ko-kultur z adipocytami lub kontrolnych. Kolejnego dnia, przy
u yciu narz dzia WoundMaker, we wszystkich do kach jednocze nie tworzono rysy. Nast pnie
kom rki i powsta rys pokrywano dodatkow warstw Matri elu, kt ry polimeryzowa
w temperaturze 37 C (w inkubatorze kom rkowym). Po up ywie 1 godziny, do do k w
dodawano po ywk hodowlan odpowiedni dla danych linii kom rkowych i po ywk
kondycjonowan zebran znad adipocyt w, z CAA lub DMEM (kontrola) w stosunku 1:1.
W kolejnym kroku p ytk umieszczano w inkubatorze wyposa onym w mikroskop odwr cony
IncuCyte Live-Cell Imaging i wykonywano zdj cia przez 24 godziny z dwugodzinnym
interwa em czasowym. Stopie zaro ni cia rysy analizowano przy pomocy programu
IncuCytefi ZOOM w wersji 2018A wyliczaj cego wzrost pokrycia rysy przez kom rki
w czasie. Warto uzyskan dla kom rek kontrolnych przeliczano jako 100%. Wykonano trzy

powt rzenia biologiczne, a na ka de z nich sk ada o si z cztery powt rzenia techniczne.
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4.3.  Analiza bia ek wewn trzkom rkowych i wydzielanych do po ywki przez badane
kom rki

4.3.1. Otrzymywanie po ywki kondycjonowaneju ywanej do wykonania zymografii
elatynowej

W celu zebrania po ywki koniecznej do wykonania zymografii elatynowej, adipocyty
kontrolne i CAA, przep ukane trzykrotnie PBSem, g odzono przez 48 godzin w po ywce
podstawowej DMEM pozbawionej FBS. Po tym czasie zbierano po ywk znad kom rek
i wirowano w warunkach 1000 x g przez 10 min. Supernatant mro ono w -80 C lub od razu
pi ciokrotnie zag szczano za pomoc centrikon w AmiconR Ultra-0.5 Centrifugal Filter
Devices (limit odci cia 3000). Przygotowane w ten spos b po ywki kondycjonowane

przechowywano w -80 C do czasu wykonania eksperymentu.

4.3.2. Przygotowanie ekstrakt w kom rkowych

600 000 kom rek CRC wysiewano w po ywce kondycjonowanej z adipocyt w, CAA
lub kontrolnej w stosunku 1:1 z po ywk podstawow na p ytki 6-do kowe i hodowano przez
24 godziny. Odno nie adipocyt w i kom rek CRC pochodz cych z ko-kultur po rednich
I przynale nym ich kontroli, lizaty zbierano od razu po zako czeniu siedmiodniowej
ko-kultury. Lizaty z adipocyt w traktowanych kwasami t uszczowymi (ADT) i kontrolnych
(AD) zbierano od razu po zako czeniu procesu tuczenia.

Dalsza procedura by a wsp Ina dla wszystkich typ w kom rek. Na pocz tku
przemywano je PBSem i poddawano lizie buforem mocznikowym (50 mM Tris, pH 7,4,
5% SDS, 0,25 M sacharoza, 74 mM mocznik, 1 mM DTT) z dodatkiem inhibitor w proteaz
i fosfataz (1:100 PIC, 1:500 PMSF, 1:100 koktajl inhibitor w fosfataz 2 i 1:100 koktajl
inhibitor w fosfataz 3). Kom rki zdrapywano, przenoszono do pr b wek i mro ono w -80 C.
Nast pnie pr bki rozmra ano na lodzie, wirowano przy pr dko ci 12 000 g przez 10 minut
w temperaturze 4 C i supernatanty przenoszono do nowych prob wek. Tak otrzymane lizaty

przechowywano w temperaturze -80 C do dalszych bada .

4.3.3. Pomiar st enia bia ka metod BCA

St enie bia ka oznaczano w lizatach kom rkowych oraz zag szczonych po ywkach
kondycjonowanych u ywanych do zymografii elatynowej. W tym celu posu ono si

komercyjnie dost pnym zestawem (BCA Protein Assay Kit, Thermofisher Scientific). Metoda
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ta czy reakcj biuretow wykorzystuj ¢ redukcj jonu Cu?* do Cu* przez biaka
w rodowisku alkalicznym, z kolorymetryczn detekcj kationu Cu® za pomoc kwasu
bicynchoninowego (BCA). Pomiar st enia bia ka wykonano zgodnie z instrukcj producenta.
Mieszano ze sob odczynnik A, czyli bufor w glanowy zawieraj cy BCA i odczynnik B
(roztw r siarczanu miedzi) w stosunku 50:1. Uzyskany zielony roztw r nanoszono po 100 |
do dok w pytki 96-do kowej. Pr bki trzykrotnie rozcie czano w 0,9% NaCl oraz
przygotowywano pr b lep skadajc si z wody i 0,9% NaCl. Nast pnie,
do ka dego do ka z roztworem BCA, dodawano po 5 | pr b badanych lub pr b lep ,
w trzech powt rzeniach. Zawarto do k w dok adnie mieszano przez 30 sekund na shakerze
I inkubowano w ciemno ciw 37 C przez 30 minut. P ytk ch odzono do temperatury pokojowej
I mierzono absorbancj przy dugo ci fali 562 nm za pomoc czytnika p ytek Quant
i oprogramowania Gen5 wer. 2.05. Wyniki korygowano o redni warto absorbancji t a,
a st enia bia ka w pr bach badanych obliczano bazuj ¢ na wcze niej wykonanej krzywej

standardowej.

4.3.4. Zymografia elatynowa

Reakcj prowadzono zgodnie z procedurami opisanymi w literaturze [223,224].
Przygotowywano 10% poliakrylamidowy el rozdzielaj cy z dodecylosiarczanem sodu (SDS)
I dodatkiem 0,1% elatyny. Analogicznie sporz dzano el be dodatku elatyny, kt rysu 'y
jako kontrola zawarto ci bia ka. Na tak przygotowane ele nanoszono zag szczone po ywki
kondycjonowane z adipocyt w i CAA oraz standard mas. Pr bki przygotowywano
w dw ch powt rzeniach. Zawieray one po 0,5 ¢ bia ka oraz odpowiedni bufor obci aj cy.
Pr by badane trzymane by y cay czas na lodzie, podczas gdy drugi komplet pr bek, kt ry
su y jako kontrola ilo ci bia ka, poddawano 5 minutowej denaturacji w 95 C. Rozdzia
prowadzono na lodzie, przy sta ym nat eniu pr du r wnym 20 mA, a do wyp yni cia
barwnika z elu. Po zako czonej elektroforezie el z elatyn przep ukiwano 2 razy po 30 min
w buforze do zymografii z dodatkiem Tritonu X-100, by odmy pozosta o ci SDS. Nast pnie

el pozostawiano w buforze pozbawionym detergentu na 18 godzin w temperaturze 37 C.
Po zako czonej inkubacji el wybarwiano przy pomocy Coomassie Brilliant Blue przez oko o
30 min, anast pnie odbarwiano do momentu ca kowitego odmycia niespecyficznie zwi zanego
barwnika. Dzi ki temu otrzymywano ciemnoniebieski el, kt rego kolor pochodzi
od zabarwionej elatyny, z przezroczystymi pr kami wskazuj cymi na obszary strawione

przez enzymy obecne w po ywkach kondycjonowanych. el, kt ry stanowi kontrol
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adowania, bezpo rednio po zako czonym rozdziale elektroforetycznym barwiono za pomoc
Coomassie Brilliant Blue. Po oko o 30 minutach zalewano go odbarwiaczem i inkubowano,
a do uzyskania niebieskich pr k w pochodz cych od biaka. Zdj cia eli i analiz
densytometryczn przeprowadzano korzystaj ¢ z urz dzenia ChemiDoc i oprogramowania
ImageLab wer. 6.0. Poziom metaloproteaz w pr bkach oznaczono dziel ¢ intensywno

wybarwionych pr k w widocznych na elu z elatyn przez ilo biaka ca kowitego

wybarwionego na elu kontrolnym. Przeprowadzono trzy niezale ne eksperymenty.

4.3.5. Western blotting

Poziom biaek wewn trzkom rkowych oraz aktywacj szlak w sygnalnych
analizowano technik Western blotting, wykorzystuj ¢ lizaty kom rkowe zebrane zgodnie
z opisem z podrozdzia u 4.3.2 i oznaczano st enie bia ek metod BCA (pkt 4.3.3). Lizaty
kom rkowe rozmra ano na lodzie i przygotowywano pr by zawieraj ce tak sam ilo bia ka
(5 g)ibuforobci aj cydo elektroforezy. Nast pnie prowadzono denaturacj w temperaturze
95 C przez 5 minut, nak adano pr bki na 10% ele poliakrylamidowe i prowadzono
elektroforez w warunkach denaturuj cych (SDS-PAGE). Kolejny etap stanowi transfer
mokry, podczas kt rego bia ka przenoszone by y z elu namembran nitrocelulozow , zgodnie
z procedur opisan przez Towbina i wsp. [225]. Transfer prowadzono przy sta ym napi ciu
wynosz cym 150 V przez 1 godzin , a jego wydajno sprawdzano przy pomocy barwienia
bia ek znajduj cych si na membranie odczynnikiem 0,1% Ponceau S rozpuszczonym w 5%
kwasie octowym. Potencjalne niespecyficzne miejsca wi zania przeciwcia do membran
blokowano podczas godzinnej inkubacji w 5% roztworze odtuszczonego mleka
rozpuszczonego w buforze TBS-T (TBS z 0,5% Tweenem-20) w temperaturze pokojowej.
W dalszej kolejno ci membran inkubowano z pierwszorz dowymi przeciwcia ami,
rozpoznaj cymi epitopy badanych bia ek, przez noc, w temperaturze 4 C. Spis przeciwcia
I stosowane rozcie czenia umieszczono w Tabeli 8. Nast pnego dnia nadmiar
oraz niespecyficznie zwi zane przeciwcia a pierwszorz dowe odp ukiwano poprzez trzykrotne,
pi ciominutowe przemycie membran buforem TBS-T i inkubowano je z przeciwcia ami
drugorz dowymi skoniugowanymi z peroksydaz chrzanow (HRP), rozcie czonymi 1:4000
w 5% odt uszczonym mleku rozpuszczonym w buforze TBS-T. Po godzinnej inkubacji
w temperaturze pokojowej, membrany trzykrotnie przemywano buforem TBS-T. Detekcj
bia ek dokonywano z wykorzystaniem zjawiska chemiluminescencji, za pomoc urz dzenia

ChemiDoc i zestawu ECL. Normalizacj wynik w wzgl dem ca kowitej ilo ci bia ka
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(obliczanej na podstawie barwienia Ponceau S) i analiz densytometryczn wykonywano
korzystaj ¢ z programu ImageLab wersja 6.0. Poziom bia ka w pr bach kontrolnych ustalano
jako 100%. Poziom ka dego z badanych bia ek analizowano wykonuj ¢ co najmniej trzy
powt rzenia biologiczne-Western blotting.
Standaryzacji dokonywano wzgl dem barwienia za pomoc Ponceau S, gdy zgodnie
z aktualn wiedz jestto metoda, dzi kikt rejmo nauzyska najbardziej powtarzalne rezultaty
[226,227]. Popularne w r d badaczy normalizowanie wynik w do aktyny nie wydaje si
do ko ca przekonuj ce, w zwi zku z opisanymi w literaturze zmiennymi ilo ciami jej izoform
i w kom rkach nowotworowych, co udowodni m.in. zesp do kt rego nale [228,229].
R wnie popularne standaryzowanie wynik w wzgl dem GAPDH tak e nie daje wiarygodnych
rezultat w, ze wzgl du na podwy szon produkcj tego bia ka w kom rkach nowotworowych

orazr nice w jego ekspresji pomi dzy pr bkami pobranymi od jednego pacjenta [230].

4.4. Techniki biologii molekularnej
4.4.1. Uzyskiwanie pr bek kom rkowych

RNA z kom rek CRC izolowano przy u yciu zestawu do oczyszczania RNA (EURX),
post puj ¢ zgodnie z zaleceniami producenta. Po zako czonej ko-kulturze, kom rki CRC
przemywano buforem PBS i poddawano lizie w 400 | buforu RL z dodatkiem 4 |

-merkaptoetanolu. Na tym etapie pr bki mro ono w -20 C lub od razu przeprowadzano
denaturacj bia ek z u yciem 70% etanolu. Nast pnie pr bki przenoszono na kolumnywi  ce,
maj ce powinowactwo do RNA i przemywano buforem DN1. Aby pozby si genomowego
DNA, wykonywano dodatkowy etap, jakim by o trawienie za pomoc DNAzy | (1 U/ pr b )
w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Po tym czasie, kolumny przemywano buforami
Wash RB1 oraz RBW, co pozwala o na pozbycie si zanieczyszcze . Na koniec, RNA
eluowano wod woln od RNAz. St enie RNA mierzono z wykorzystaniem
mikrospektrofotometru UV-VIS.

Adipocyty kontrolne i CAA lizowano w 400 | TRIzolu . Odczynnik ten jest
jednofazowym roztworem fenolu i izotiocyjanianu guanidyny, kt ry jednocze nie rozpuszcza
materia biologiczny i denaturuje bia ka. 1zotiocyjanian guanidyny to silny denaturat, kt ry
odpowiada za inaktywacj RNaz, a kwa ny fenol/chloroform powoduje przej cie RNA
do fazy wodnej po wirowaniu. Natomiast ekstrakty z tuczonych adipocyt w i odpowiadaj cych
im kontroli, po przep ukaniu buforem PBS, lizowano w fenozolu, kt ry jest mieszanin soli

chaotropowych oraz fenolu. Po otrzymaniu homeogenicznej zawiesiny, kom rki przenoszono
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z naczynia hodowlanego do pr b wek eppendorfa i mro ono w -20 C lub od razu
przeprowadzano dalsze etapy izolacji RNA. Nast pnie, do pr bek dodawano po 80 |
chloroformu i inkubowano przez 15 minut. Po tym czasie pr bki wirowano przez 15 minut przy
12 000 g w temperaturze 4 C, w wyniku czego mieszanina rozdzielaa si na trzy fazy:
organiczn faz fenolowo - chloroformow , w kt rej rozpuszczone by y bia ka, interfaz

zawieraj ¢ DNA oraz bezbarwn g rn faz wodn . Faz wodn przenoszono do nowej
prob wki, dodawano po 200 | zimnego izopropanolu, mieszano przez kilkukrotn inwersj

i inkubowano przez noc w temperaturze -20 "C. Po 20 minutowym wirowaniu przy 12 000 ¢
w 4 C otrzymywano osad ca kowitego RNA. Po precypitacji, przyst powano do oczyszczania
RNA. W tym celu osad zawieszano w 1 ml 75%, zimnego etanolu, kr tko mieszano na vortexie
I wirowano przez 15 minut przy 12 000 g w 4 C. Procedur t powtarzano dwukrotnie.
Po zako czeniu p ukania, osad RNA suszono na powietrzu, w temperaturze pokojowej przez
10 minut. Ostatni etap stanowi o zawieszenie RNA w 40 | wody wolnej od RNaz
I dziesi ciominutowa inkubacja w 55 C w bloku grzejnym z funkcj wytrz sania. St enie

RNA mierzono na mikrospektrofotometrze UV-VIS.

44.2. gRT-PCR

Uzyskane RNA poddawano reakcji odwrotnej transkrypcji przy u yciu zestawu High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). Mieszanina reakcyjna
skadaasi z:

- 0,5-1 g RNA (w przypadku kom rek CRC) lub 1 g (adipocyty) rozcie czonego

w wodzie wolnej od RNAz do obj to ci ko cowejr wnej 7,1 |

— 1 | buforu reakcyjnego

— 0,4 I mieszaniny losowych starter w (100 mM)

— 1 Imieszaniny 100 mM dNTP

— 0,5 Il odwrotnej transkryptazy (50 U/ 1)
Reakcj prowadzono w termocyklerze MJ Mini z wykorzystaniem programu sk adaj cego si
z nast puj cychetap w:

a) przy czanie starter w: 10 min., temp. 25 C;

b) odwrotna transkrypcja: 2 godz., temp. 37 C;

c) inaktywacja transkryptazy: 5 min., temp. 85 C.
Po zako czeniu reakcji, otrzymane cDNA rozcie czano 10 krotnie wod woln od RNaz

i przechowywano w temperaturze -20 C.
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Aby zmierzy poziom ekspresji wybranych gen w w kom rkach przeprowadzono
analiz ilo ciow PCR. Reakcj przeprowadzono z u yciem zestawu PowerUp SYBR
Green Master Mix. Mieszanina reakcyjna sk ada a si  z:

— 5 |PowerUp SYBR Green Master Mix

— 1 |startera przedniego (0,05 M)

— 1 | startera wstecznego (0,05 M)

— 1 | wody do biologii molekularnej

- 2 |IcDNA

W reakcji u ywano starter w zaprojektowanych przy pomocy programu SnapGenefi
I BLASTTi, syntetyzowanych przez firm Merck. List primer w wraz z sekwencjami zawiera
Tabela 11. PCR w czasie rzeczywistym prowadzono w urz dzeniu StepOne Plus Real-Time
PCR. Uzyskane wyniki znormalizowano wzgl dem ekspresji genu referencyjnego -
eukariotycznego czynnika elongacji translacji 2 (ang. eukaryotic translation elongation factor
2, EeF2) dla adipocyt w zr nicowanych z mysich fibroblast w i fosforybozylotransferazy
hipoksantynowej 1 (ang. hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1, HPRT1) dla kom rek
ludzkich. Obliczenia wykonano w oparciu 0 metod por wnywania warto ci cyklu progowego
(ang. treshold cycle, CT), w kt rym fluorescencja produktu przekracza poziom ta bazuj c
nar wnaniu: CT = 27-(CT badanego genu CT genu referencyjnego). Warto ci uzyskane
dla kom rek kontrolnych ustalono jako 100%. Eksperyment przeprowadzono dla co najmniej

trzech powt rze biologicznych.

Tabela 11. Spis starter w wykorzystanych do reakcji g°PCR wraz z sekwencjami.

Gen
Starter przedni 5 -3 Starter wsteczny 5 -3

Skr t Pena nazwa genu

- adiponektyna aatcttgcccagtcatgeeg ccttaggaccaagaagacctgc

eukariotyczny czynnik
EeF2 - - gacatcaccaagggtgtgcag tcagcacactggcataggc
elongacji translacji 2

bia kowi  ce kwasy
FABP4 gcttgtctccagtgaaaacttcy ccagtttgaaggaaatctcggty
t uszczowe 4

desaturaza kwas w
FADS1 cgccaaacgcgctactttacttg catcctgacccgegtagtgg
t uszczowych 1

GLUT1 transporter glukozy 1 gatcactgcagttcggctataac cctgccaaagcegattaacaaag

LIPE lipaza hormonozale na ttacgcacgatgacacagtcg tgtctctgtgtccaggtcaaaatgg
transporter

MCT1 cctatgcatttcccaaatccatc gatactgctgataggacctcc

Startery dla adipocyt w zr nicowanych

monokarboksylan w 1
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NHE1 wymiennik jon w Na*/H* 1 ctcatcgectcaggagtag ggtgctgatgacgaaggtc
OSBPL9 bia kowi  ce oksysterole 9 gcgtccatcttccctaccag acgtggcttggagaagtgag
- perilipina 2 atccgtgtgtgagatggecg ggcaacaatctcggacgttgg
receptor aktywowany przez
PPAR ) accaacttcggcctcagctctg tgtaatcagcaaccattgggtcag
proliferator peroksysom w
- rezystyna caagacttcaactccctgtttce ggaaaccacgctcacttccc
bia ko podobne do sterolu-
SC4MOL gtgttggcgtgttcagcetctg agatggcttcgtgaactatcaggg
C4-metylooksydazy
t uszczowa lipaza
ATGL o ccacttcaactccaaggacga gcaggttgtctgaaatgccacc
tr jolicerydowa
CCNA2 cyklina A2 ttcaaatgtgtgcagaaggaggtc agggggatggtctecttcatctta
CCNB1 cyklina B1 gacctgtgtcaggctttctctg gotattttggtctgactgcttge
CCND1 cyklina D1 ttcaaatgtgtgcagaaggaggtc agggggatggtctecttcatctta
translokaza kwas w
CD36 ctaatgccagttggagacctge gctgetgttcatcatcacttcct
t uszczowych
CDK1 kinaza zale na od cykliny 1 ggaaaccaggaagcctagcatc ggatgattcagtgccattttgec
desaturaza kwas w
FADS1 tacctgctgcacatcttgct argtagcagatggttccactttgag
t uszczowych
§ bia kowi  ce kwasy
X | FABP4 attatatgaaagaagtaggagtgggctt | ccatctaaggttatggtgctcttgac
3 t uszczowe 4
>
~ biakowi ce kwasy
o | FABPS gcagctggaaggaagatgge aacttctctcccagggtacaagaa
e t uszczowe 5
£l eLum transporter glukozy 1 cagcaagaagctgacgggt cagaaaagatggccactgagagg
©
-; GLUT3 transporter glukozy 3 atggggacacagaaggtcac cggaaaatatggccacagaca
% fosforybozylotransferaza
8 | HPRT1 ) caaactttgctttccctggt tctggcctgtatccaacactte
] hipoksantynowa 1
LIPE lipaza hormonozale na ctaagtcagtgtstaggtcagactgg ggattcagcatcatgttgtgcag
acetylotransferaza
LPCAT2 . ] gatggcagcattgacttccgag ccteegttatgtagecatecte
lizofosfatydylocholiny 2
transporter
MCT1 gctttcatttccatcggcettc caagcagccaccaacaatc
monokarboksylan w 1
transporter
MCT4 cattgacatcttcgcgceg ccatgagcacctcgaactg
monokarboksylan w 4
caactgccagcaccattc cttcatgccatgatcagtgac
NHE1 wymiennik jon w Na*/H* 1 Jeca J J Jecalgaieadd
OSBPL9 bia kowi  ce oksysterole 9 gcgtccatcttcectaccag acgtggcttggagaagtgag
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perilipina 1 gagctgaaggacaccatctc gtactccaccaccttctcaatg

perilipina 2 ccctacctgaagtctgtgtgtgag aggcagtctctcctcaatcctg

bia ko podobne do sterolu-
SC4MOL tgctttggttgtgcagtcat ggtcacccatgcccaaagaa
C4-metylooksydazy

SCD1 desaturaza stearylo-CoA tataccaccaccaccaccattacag catattcaaccttggggcttggg

4.5. Analiza rozk adu faz cyklu kom rkowego

Kom rki raka jelita grubego traktowane po ywkami kondycjonowanymi z adipocyt w
I CAA przez 24 godziny lub pochodz ce z ko-kultury oraz odpowiednie dla nich kontrole,
trypsynizowano i umieszczano w prob wkach typu FACS. Po wirowaniu, osad kom rek
p ukano w buforze PBS i utrwalano lodowatym 70% etanolem przez 24 godziny
w temperaturze 20 C. Kolejnego dnia do kom rek dodawano PBS i wirowano przy pr dko ci
1000 x g przez 5 minut. Krok ten powtarzano trzykrotnie, aby pozby si resztek etanolu.
W celu pozbycia si RNA, osad kom rkowy inkubowano z rybonukleaz A (RNaza A,
10 I/ ml w PBS) przez 45 minut w temperaturze pokojowej. Nast pnie kom rki barwiono
przez co najmniej 15 minut, w ciemno ci, 0,25 mg/ ml jodkiem propidyny (PI), kt ry wi e si
stechiometrycznie do DNA. Pomiar cytometryczny prowadzano przy u yciu urz dzenia
NovoCyte (ACEA Bio-sciences Inc.), a rozk ady faz cyklu kom rkowego analizowano
za pomoc oprogramowania NovoExpress wersja 1.2.4. Przyk adowy wynik analizy strategii
selekcji populacji pokazuje Rycina 17. Pierwszym etapem by o wybranie populacji
pojedynczych kom rek, w oparciu o ich wielko i ziarnisto . Utworzono tak bramk ,
aby pozby si zar wno fragment w, jak i agregat w kom rek. Nast pnie, bazuj c
na fluorescencji Pl, z wybranej populacji kom rek wy oniono kolejn podgrup , kt ra nie
zawieraa m.in. kom rek w fazie sub-G1 i kom rczak w. W ostatnim kroku z wykresu
intensywno ci fluorescencji jodku propidyny do liczby kom rek, dzi ki zastosowaniu
algorytmu Watsona, oszacowano procent populacji b d cy w fazie GO lub G1 cyklu
kom rkowego (najwy szy pik). Drugi, ni szy pik na wykresie to kom rki w fazie G2 lub M,
a pomi dzy nimi znajduj si kom rki w fazie S cyklu kom rkowego. Przeprowadzono trzy

niezale ne eksperymenty, w ka dym z nim pr bki zmierzono trzykrotnie i u redniono wynik.
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Rycina 17. Analiza rozk adu faz cyklu kom rkowego w kom rkach wybarwionych jodkiem
propidyny, za pomoc cytometrii przep ywowej. FSC- rozproszenie przednie wiat a (ang. forward
scatter), SSC-rozproszenie boczne wiat a (ang. side scatter), PE-A- intensywno  fluorescencji jodku
propidyny, count- liczba kom rek.

4.6.  Analiza zawarto ci lipid ww kom rkach

4.6.1. Analiza spektrofotometryczna zawarto ci oboj tnych lipid w w adipocytach

Po zako czonym r nicowaniu kom rek 3T3-L1 do adipocyt w, kom rki utrwalono
4% roztworem formaldehydu. Po 20 minutowej inkubacji kom rki trzykrotnie przep ukiwano
buforem PBS i pozostawiano w tym buforze a do czasu wykonania analizy lub od razu
przechodzono do dalszych etap w procedury. Barwienie rozpoczynano od przygotowania
roztworu czerwieni olejowej O poprzez zmieszanie 0,5% roztworu tego barwnika
(rozpuszczonego w 100% 2-propanolu) z wod destylowan w stosunku 3:2. Po 10 minutach
roztw r filtrowano przez filtr strzykawkowy o rednicy por w r wnej 0,22 m i ponownie
inkubowano przez 15 minut. Utrwalone na dnie do k w p ytki 24-do kowej kom rki
przemywano dwukrotnie wod destylowan i inkubowano przez 15 min w 60% roztworze
2-propanolu. Nast pnie usuwano alkohol, a do kom rek dodawano wcze niej przygotowany
roztw rczerwieni olejowej O. Po 20 minutowej inkubacji na mieszadle, do kom rek dodawano
500 | 100% 2-propanolu, aby rozpu ci barwnik i inkubowano przez 10 minut na ko ysce.
Na koniec roztw rznad kom rek z rozpuszczonym barwnikiem przenoszono do do k w p ytki
96-do kowej, w co najmniej trzech powt rzeniach technicznych i mierzono absorbancj przy
d ugo ci fali 500 nm za pomoc czytnika p ytek Quant i oprogramowania Gen5 wersja 2.05.
Absorbancj kom rek kontrolnych ustalono jako 100%. Wykonano trzy powt rzenia

biologiczne.
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4.6.2. Barwienie cytochemiczne obserwacja kropli lipidowych w adipocytach
pochodz cych z kom rek 3T3-L1

Adipocyty lub CAA rosn ce na szkie kach, przep ukiwano buforem PBS i post powano
dok adnie tak jak w punkcie 4.6.1., a do etapu barwienia czerwieni olejow O. Po inkubacji
na mieszadle, wybarwione kom rki przep ukiwano trzykrotnie wod  destylowan
I inkubowano przez 1 godzin z odczynnikiem Hoechst 33342 w ciemno ci, w temperaturze
pokojowej. Hoechst 33342 interkaluje z DNA umo liwiaj ¢ detekcj j der kom rkowych.
Po godzinnej inkubacji z wymienionym barwnikiem, kom rki trzykrotnie przep ukiwano
w wodzie i przyklejano do szkie ek podstawowych za pomoc Dako. Wybarwione
w kom rkach lipidy oraz j dra kom rkowe ogl dano za pomoc mikroskopu konfokalnego
Leica SP8 oraz programu LasX wer. 3.7.4.23463 (Leica). Eksperyment wykonano w trzech

powt rzeniach biologicznych.

4.6.3. Barwienie immunocytochemiczne wizualizacja kropli lipidowych

Barwienia immunocytochemiczne wykonywano w celu obrazowania kropli lipidowych
w kom rkach raka jelita grubego oraz ludzkich tuczonych adipocytach.

30000 kom rek CRC wysiewano na szkie ka umieszone w do kach p ytki 24-do kowej.
Kolejnego dnia zmieniano po ywk na CAM, CM CAA lub DMEM bez FBS w stosunku 1:1
z po ywk hodowlan i inkubowano przez kolejne 24 godziny. W przypadku kom rek z ko-
kultur, po zako czeniu hodowli z adipocytami, kom rki CRC (w ilo ci 30 000) wysiewano
na sterylne szkie ka w odpowiedniej po ywce hodowlanej zmieszanej z po ywk zebran
w czasie prowadzenia ko-kultur (jak opisano w rozdziale 4.1.4), w r wnej proporcji.
Po 24 godzinach kom rki utrwalano za pomoc 4% roztworu formaldehydu przez 20 minut.
Nast pnie kom rki trzykrotnie p ukano buforem PBS i permeabilizowano b ony poprzez
pi ciominutow inkubacj w roztworze 0,1% Tritonu X-100 w PBS. Po ponownym,
trzykrotnym przep ukaniu PBSem, szkie ka inkubowano z fluorescencyjnym barwnikiem
LipidSpot 488 w celu uwidocznienia kropli lipidowych. R wnocze nie barwiono
filamentarn aktyn stosuj ¢ falloidyn skoniugowan z Alexa Fluor 568 oraz j dra
kom rkowe za pomoc Hoechst 33342. Falloidyna jest siln toksyn , kt ra wi e aktyn
w formie filamentarnej. Po godzinnej inkubacji z wymienionymi barwnikami, kom rki
trzykrotnie przep ukiwano buforem PBS i jeden raz wod destylowan . Szkie ka z kom rkami
przyklejano do szkie ek podstawowych za pomoc kleju stabilizuj cego fluorescencj (Dako).
Po wyschni ciu preparat w kom rki obserwowano pod mikroskopem konfokalnym (Leica
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Stellaris STED). Ca kowity sygna fluorescencji pochodz cy od kropli lipidowych mierzono
przy u yciu oprogramowania ImageJ [231]. Wykonano trzy powt rzenia biologiczne.

Analogicznie post powano z adipocytami, zt r nic , e kom rki ros y na szkie kach
przez cay etap r nicowania i tuczenia. Dodatkowo, po inkubacji w 0,1% roztworze Tritonu-
X 100, szkie ka inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej w roztworze 1% BSA
w PBS, aby zablokowa miejsca, do kt rych mog niespecyficznie zwi za si przeciwcia a.
Nast pnie preparaty inkubowano w roztworze przeciwcia pierwszorz dowych skierowanych
przeciwko perilipinie 2, przez noc, w temp. 4 C. Kolejnego dnia szkie ka przep ukiwano
trzykrotnie w buforze PBS i inkubowano przez godzin , w ciemno ci, w roztworze
zawieraj cym barwnik LipidSpot 488 , w celu detekcji kropli lipidowych, Hoechst 33342,
aby uwidoczni j dra kom rkowe oraz przeciwciaa Il-rz dowe. Zastosowano o le
przeciwcia a anty-kr licze skoniugowane z barwnikiem fluorescencyjnym Alexa Fluor 647.
Po trzykrotnym op ukaniu szkie ek za pomoc PBS i jednokrotnym wod destylowan ,
przyklejano je do szkie ek podstawowych i obserwowano gotowe preparaty przy u yciu
mikroskopii  konfokalnej (Leica Stellaris STED). Przeprowadzono trzy niezale ne
eksperymenty.

4.7.  Analiza poziomu mleczanu uwolnionego przez kom rki do po ywki
kondycjonowanej

4.7.1. Zbieranie po ywek kondycjonowanych z adipocyt w, CAA i kom rek raka
jelita grubego

Po ywki kondycjonowane do badania poziomu mleczanu, zbierano z kontrolnych
adipocyt w i CAA rosn cych na dnie p ytek 24-do kowych oraz kom rek CRC rosn cych
na insertach (kom rki kontrolne i badane). Kontrole dla kom rek nowotworowych wysiane
by y na insertach, aby liczba kom rek kontrolnych i badanych by a mo liwie por wnywalna.
CRC wysiano w ilo ciach: 90 000 kom rek LS180, 60 000 kom rek HCT116 i 100 000
kom rek LoVo. Po zako czonej ko-kulturze, inserty z kom rkami CRC przenoszono
do pustych do k w p ytki 24-do kowej. Wszystkie kom rki przemywano trzykrotnie buforem
PBS, a nast pnie kom rki g odzono przez 24 godziny w po ywce DMEM pozbawionej FBS.
Po tym czasie po ywki zbierano, wirowano przez 15 minut z pr dko ci 1000 g i supernatant

przechowywano w temperaturze -80 C do czasu wykonania testu.
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4.7.2. Oznaczanie poziomu mleczanu w po ywkach kondycjonowanych

Analiz L-mleczanu uwolnionego przez kom rki, oznaczono z u yciem zestawu
Lactate-Glo™. Test ten bazuje na reakcji katalizowanej przez dehydrogenaz mleczanow |,
kt ra wykorzystuje mleczan i NAD* do produkcji pirogronianu oraz NADH. W kolejnym
etapie, NADH uczestniczy w redukcji pro-lucyferyny do lucyferyny, wykorzystywanej
do emisji wiata w reakcji katalizowanej przez lucyferaz (Rycina 18). Sygna
luminescencyjny jest proporcjonalny do ilo ci mleczanu w pr bce.

Eksperyment przeprowadzano zgodnie z instrukcj producenta, wykorzystuj ¢ po ywki
kondycjonowane z adipocyt w, CAA oraz kom rek CRC, 200 razy rozcie czonych w PBSie.
Prb lep w ka dym przypadku stanowia po ywka DMEM bez FBS, kt r r wnie
rozcie czono 200-krotnie, a kontrol pozytywn by 20 M roztw r mleczanu, do czony
do zestawu Lactate-Glo™. Pr by badane rozporcjowywano w dw ch powt rzeniach
technicznych do p ytek 96-do kowych z biaym dnem, po czym dodawano do nich
przygotowan wcze niej mieszanin do wykrywania mleczanu, sk adaj cej si z roztworu
do wykrywania lucyferyny, reduktazy, substratu reduktazy oraz dehydrogenazy mleczanowej
i NAD* w stosunku 1:1 z pr bami badanymi. Nast pnie zawarto do k w mieszano
I inkubowano przez godzin w temperaturze pokojowej, w ciemno ci. Luminescencj mierzono
zu yciem czytnika p ytek GloMax Discover plate reader, a otrzymane wyniki by y korygowane
0 warto ci chemiluminescencji pr by lepej. Warto ci uzyskane dla kom rek kontrolnych
ustalono jako 100%. Eksperyment przeprowadzono trzykrotnie, w ka dym z nich u redniaj ¢

wynik pochodz cy z dw ch powt rze technicznych.

lucyferaza

pro-lucyferyna —/——\‘—-b Iucyfervna? luminol +  swiatlo
o]

mleczan p pirogronian
LDHA

Rycina 18. Schemat reakcji, dzi ki kt rej analizowano poziom mleczanu uwolnionego przez
kom rki do po ywek. Pos u ono si komercyjnie dost pnym zestawem Lactate-Glo™ (Promega).
NADH- zredukowana forma dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, NAD+- utleniona forma
NADH.
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4.8.  Analiza statystyczna wynik w

Wszystkie wyniki zosta y poddane ocenie statystycznej w programie GraphPad Prism
7. Istotno  statystyczn dla tuczonych adipocyt w wzgl dem kontroli analizowano testem
nieparametrycznym T-Studenta z korelacj Welcha, dla grup o r nych wariancjach.
W przypadku pozosta ych eksperyment w, gdzie por wnywano mi dzy sob wi ksz liczb
grup, posu ono si jednostronnym testem ANOVA z korekt Bonferroniego lub testem
wielokrotnych por wna Tukey a. Wyniki zaprezentowano w postaci rednich wraz
z odchyleniami standardowymi, a w przypadku migracji spontanicznej jako redni — SEM.
Rezultaty zawarto ci kropli lipidowych w kom rkach CRC przedstawiono jako warto ci
uzyskane od pojedynczych kom rek, w formie wykres w skrzypcowych. Istotno statystyczna
(p) zostaa oznaczona w postaci gwiazdek: p 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***)
i 0,0001 (****).

5. Wyniki

5.1. Charakterystyka adipocyt w traktowanych kwasami t uszczowymi

5.1.1. Wielko kropli lipidowych

Nadwaga i oty o s czynnikami ryzyka zachorowania na szereg nowotwor w [81].
Z uwagi na to, realizacj pracy doktorskiej rozpocz am od zbadania r nic pomi dzy
adipocytami tuczonymi za pomoc mieszaniny soli kwas wt uszczowych (ADT) i kontrolnymi
(AD). Do realizacji celu pos u y y mi preadipocyty izolowane z podsk rnej tkanki t uszczowej
dawc w.

Ludzkie adipocyty by y r  nicowane zgodnie z protoko em ustalonym wcze niej przez
cz onk w naszego laboratorium w oparciu 0 materia y dost pne w literaturze [179,219 221].
Procedura otrzymywania kom rek ADT zosta a opracowana bazuj ¢ na wytycznych Balabana
i wsp. [85] - kom rki inkubowano przez 48 godzin w po ywce wzbogaconej o 0,17 mM
palmitynian, 0,33 mM linolan i 0,17 mM oleinian. W ten spos b otrzymano kom rki ADT.
Kontrol dla nich stanowi y adipocyty nietraktowane kwasami t uszczowymi (AD), kt rych
hodowl prowadzono r wnolegle z tuczonymi kom rkami t uszczowymi.

Analiz r nic pomi dzy obiema populacjami adipocyt w rozpocz am od wizualizacji
zawarto ci kropli lipidowych w kom rkach. Na zdj ciach wykonanych prze yciowo

w wietle przechodz cym zaobserwowano r nice w wielko ci kropli t uszczowych, pomi dzy
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badanymi kom rkami (Rycina 19A). W celu dok adniejszej obserwacji, LD wybarwiono
barwnikiem fluorescencyjnym LipidSpot, specyficznie wi  cym si z oboj tnymi lipidami.
R wnocze nie zastosowano barwienie przeciwcia em skierowanym przeciwko perilipinie 2,
b d cej bia kiem strukturalnym, wi  cym si z powierzchni kropli t uszczowych. Zdj cia
mikroskopowe (Rycina 19B) pokazuj , e kom rki ADT maj wi ksze krople lipidowe
ni kom rki kontrolne. Sprawdzono wi ¢ poziom mRNA oraz bia ka perilipiny 1 i 2, kt re
op aszczaj c¢ LD, chroni je przed dost pem lipaz, a tym samym przed lipoliz . Bia kater ni

si mi dzy sob funkcjonalnie - perilipina 1 bierze udzia g wnie w tworzeniu du ych kropli
lipidowych i w wi kszym stopniu chroni je przez rozpadem, ni druga ze wspomnianych
izoform [62,232,233]. Wyniki przedstawione na Rycinie 20 wskazuj na istotnie zwi kszony
poziom transkrypt w obu badanych gen w w tuczonych adipocytach. Co wi cej, analiza
Western blotting wykazaa podwy szony poziom biaka perilipiny 1 (bez istotno ci

statystycznej), jak i brak znacz cych zmian w zawarto perilipiny 2 w ADT.

AD

ADT

kwasami t uszczowymi (ADT) i kontrolnych (AD), zrobione w wietle przechodz cym. Skala: 200 m.
B) Wizualizacja kropli t uszczowych LipidSpot (zielony) i perilipiny 2 (magenta). Przedstawiono
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reprezentatywne obrazy wykonane za pomoc mikroskopu konfokalnego pochodz ce z trzech
powt rze biologicznych. Skala: 50 m. Strza kami wskazano krople lipidowe.
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Rycina 20. Poziom perilipiny 1 i 2 w adipocytach traktowanych kwasami t uszczowymi (ADT)
i kontrolnych (AD). A) Ekspresja gen w ustalona za pomoc gRT-PCR i normalizowana do HPRT1
(fosforybozylotransferaza hipoksantynowa 1). B) Wyniki Western blotting standaryzowano wzgl dem
barwienia Ponceau S. Pokazano reprezentatywne zdj cia b on i wykresy przedstawiaj ce analiz
densytometryczn zdj . Wszystkie wykresy przedstawiaj redni z co najmniej trzech niezale nych
powt rze , przeliczon jako procent kontrolnych adipocyt w — SD. Gwiazdk o0znaczono istotno
statystyczn przyj t napoziomiep 0,05 (*).

5.1.2. Odpowied adipocyt w naobecno kwas w t uszczowych w po ywce

Kwasy t uszczowe potrzebne do syntezy tr jgliceryd w, kt re s magazynowane
w postaci kropli lipidowych, mog by syntetyzowane przez kom rki de novo z glukozy
lub pochodzi z egzogennych kwas w tuszczowcych [175]. Sprawdzono zatem,
czy za zwi kszeniem wielko ci LD w tuczonych adipocytach mo e sta lipogeneza de novo,
poprzez oznaczenie poziomu enzymu ograniczaj cego szybko tej reakcji - syntazy kwas w
t uszczowych [57]. Atomy w gla niezb dne do syntezy FA, mog pochodzi nie tylko
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z glukozy, ale r wnie z glutaminianu, kt ry po deaminacji glutaminy w reakcji katalizowanej
przez glutaminaz (ang. glutaminase, GLS) zostaje w czony do cyklu kwas w
tr jkarboksylowych i przekszta cony w cytrynian [234]. Wyniki przedstawione na Rycinie 21A
i B nie wskazuj r nic w poziomie FASN i GLS pomi dzy adipocytami tuczonymi,
a kontrolnymi. Warto doda , e zastosowane podczas wykonywania eksperymentu Western
blotting przeciwcia o rozpoznaje r ne warianty splicingowe GLS, co jest widoczne w postaci
wielokrotnych  pr k w. Ponadto cytrynian, kt ry powstaje w cyklu kwas w
tr jkarboksylowych, stanowi nie tylko substrat do syntezy FA, lecz mo e r wnie ulec
przekszta ceniu do mleczanu. Doniesienia literaturowe wskazuj na podwy szony poziom
dehydrogenazy mleczanowej A, redukuj cej pirogronian w mleczan, w tkance t uszczowej
oty ych myszy [235]. Wykonane przeze mnie eksperymenty Western blotting pokazuj ,
e tuczone adipocyty produkowa y wspomniany enzym w ilo ciach podobnych, jak kom rKki
kontrolne (Rycina 21C).
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Rycina 21. Analiza Western blotting bia ek A) FASN (syntaza kwas w t uszczowych), B) GLS
(glutaminaza) i C) LDHA (dehydrogenaza mleczanowa A) w adipocytach tuczonych (ADT)
i kontrolnych (AD). Pokazano reprezentatywne zdj cia b on oraz wykresy przedstawiaj ce analiz

ilo ciow blot w. Dane standaryzowano wzgl dem bia ka ca kowitego, barwionego za pomoc Ponceau
S. Wszystkie zamieszczone wyniki przedstawiono w postaci redniej z co najmniej trzech powt rze

biologicznych — SD i przeliczono jako procent wzgl dem kontroli.

W oparciu o uzyskane wyniki i fakt, e tuczone adipocyty znajdowa y si w otoczeniu
bogatym w palmitynian, oleinian i linolan za 0 ono, e obserwowane zwi kszenie rozmiaru
kropli lipidowych mog o by skutkiem wzmo onego wch aniania wymienionych FA. Istotnymi

dla adipocyt w transportrami przenosz cymi d ugo a cuchowe FA przez b on plazmatyczn
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s bia ka cytozolowe, takie jak: FABP4 i FABP5 oraz transporter b onowy - CD36 [58]. Poziom
ekspresji gen w ka dego ze wspomnianych biaek by istotnie wy szy w tuczonych
adipocytach (Rycina 22A). Wyniki poparto dodatkow analiz ilo ci bia ka CD36, poniewa
wiele danych literaturowych wskazuje, e jest to dominuj cy transporter FA w adipocytach
[61]. Rezultaty Western blotting zaprezentowane na Rycinie 22B s zgodne z wynikiem
ilo ciowego PCR w czasie rzeczywistym (QRT-PCR) i wskazuj na znacz co wy szy poziom
CD36 w adipocytach traktowanych kwasami t uszczowymi.
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Rycina 22. Poziomy transporter w kwas w t uszczowych w adipocytach traktowanych kwasami
t uszczowymi (ADT) i kontrolnych (AD). A) Analiza qRT-PCR ilo ci mRNA koduj cego FABP4
(bia kowi  ce kwasy t uszczowe 4), FABPS5 (bia ko wi  ce kwasy t uszczowe 5) i CD36 (translokaza
kwas w tuszczowych). Wyniki normalizowano wzgl dem poziomu ekspresji HPRT1
(fosforybozylotransferaza hipoksantynowa 1). B) Poziom bia ka CD36 oznaczono technik Western
blotting. Przedstawiono reprezentatywne zdj cie b ony i analiz densytometryczn , normalizowan

wzgl dem bia ka ca kowitego barwionego przy u yciu Ponceau S. Wyniki przeliczono jako warto

procentow wzgl dem adipocyt w kontrolnych i przedstawiono w postaci redniej z co najmniej trzech
powt rze biologicznych SD. Istotno statystyczn na poziomie p 0,05 oznaczono gwiazdk (*).

Po wnikni ciu do wn trza kom rki, FA mog ulega r nym przemianom, w tym
estryfikacji, elongacji czy desaturacji [58]. W zwi zku z tym sprawdzono poziom ekspresji
szeregu gen w i bia ek zwi zanych z metabolizmem lipid w. Jednak z powodu braku istotnych
r nic pomi dzy badanymi kom rkami, w rozprawie doktorskiej przedstawiono jedynie
wybrane rezultaty. Odnotowano istotnie obni on ekspresj desaturazy kwas w t uszczowych
1 (ang. fatty acid desaturase 1, FADS1) i desaturazy stearoylo-CoA 1 (ang. stearoyl CoA
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desaturase 1, SCD1) w ADT (Rycina 23A), kt re katalizuj utworzenie podw jnego wi zania
odpowiednio przy w glu 5 i 9 a cucha kwasu t uszczowego [58,61] Podobnie, tuczone
adipocyty wyr nia istotnie ni szy poziom mRNA acylotransferazy lizofosfatydylocholiny 2
(ang. lysophosphatidylcholine acyltransferase 2, LPCAT2) (Rycina 23A), kt ra katalizuje
reakcj powstawania fosfatydylocholiny [236]. Jest to fosfolipid stanowi cy g wny sk adnik
lipidowy monowarstwy otaczaj cej LD [236,237]. Dodatkowo, w sk ad rdzenia lipidowego
kropli t uszczowych, opr cz TG, wchodz r wnie estry steroli. Sprawdzono wi ¢ zawarto
bia ka wi  cego oksysterole 9 (ang. oxysterol-binding protein-like 9, OSBPL9) w badanych
adipocytach (Rycina 23B). Wynik analizy Western blotting wskazuje, e obie populacje
badanych kom rek produkowa y to bia ko w podobnej ilo ci.
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Rycina 23. Poziom mRNA i bia ek zwi zanych z metabolizmem FA w tuczonych adipocytach
(ADT) i kontrolnych (AD). A) Wyniki analizy qRT-PCR gen w koduj cych FADS1 (destauraza
kwas w tuszczowych 1), SCD1 (desaturaza stearoylo-CoA 1) i LPCAT2 (acylotransferaza
lizofosfatydylocholiny ~ 2)  standaryzowane  wzgl dem  genu  referencyjnego  HPRT1
(fosforybozylotransferaza hipoksantynowa 1). B) Poziom bia ka OSBPL9 (bia ko wi  ce oksysterole
9) oznaczono za pomoc techniki Western blotting. Pokazano reprezentatywne zdj cie b ony
oraz analiz densytometryczn normalizowan do bia ka ca kowitego barwionego Ponceau S.
Otrzymane dane przeliczono jako procent kom rek kontrolnych. Przedstawione dane pochodz z trzech
niezale nych eksperyment w  SD. Gwiazdk o0znaczono wyniki istotne statystycznie na poziomie p
0,05 (*).

Literatura wskazuje, e adipocyty hodowane w po ywce wzbogaconej kwasami
t uszczowymi, mog zwi ksza tempo lipolizy [35,238]. Zbadano zatem poziom transkryptu
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tr jglicerydowej lipazy t uszczowej i LIPE koduj cego lipaz hormonozale n (HSL). Enzymy
te katalizuj  kolejno pierwszy i drugi etap rozpadu tr jgliceryd w. Wyniki
z Ryciny 24 wskazuj na nieznacznie obni ony poziom mRNA ATGL i istotnie ni szy poziom
LIPE w tuczonych adipocytach. Nie zaobserwowano natomiast r nic w ilo ci bia ka HSL
mi dzy badanymi kom rkami. Do analizy wybrano w a nie ten enzym, poniewa wykazuje
on aktywno przeciwko szerokiej gamie substrat w, w tym tr j- i di-glicerydom oraz estrom
cholesterolu, a tak e ogranicza szybko procesu lipolizy [239].
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Rycina 24. Zmiany w poziomie wybranych cz steczek zwi zanych z lipoliz w adipocytach
traktowanych (ADT) i nietraktowanych kwasami t uszczowymi (AD). A) Wzgl dna transkrypcja
gen w koduj cych ATGL (tr jglicerydowa lipaza tuszczowa) i LIPE (lipaza hormonozale na),
oznaczona za pomoc analizy gRT-PCR i standaryzowana wzgl dem HPRT1 (fosforybozylotransferaza
hipoksantynowa 1). B) Analiza bia ka HSL (lipaza hormonozale na) wykonana technik Western
blotting. Pokazano reprezentatywne zdj cie membrany oraz wynik densytometrii, normalizowanej
wzgl dem bia ka ca kowitego barwionego za pomoc Ponceau S. Uzyskane wyniki przeliczono jako
warto procentow kontrolnych adipocyt w i ukazano w postaci redniej — SD z co najmniej trzech
niezale nych powt rze biologicznych. Gwiazdk zaznaczono istotno  statystyczn na poziomie
p 0,05 (*).
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5.1.3. Ocena aktywacji szlak w sygnalnych w adipocytach traktowanych kwasami

t uszczowymi

Pomimo tego, e nie zaobserwowano znacz cych r nic w poziomie enzym w
zaanga owanych w procesy lipogenezy i lipolizy, w kolejnym kroku zbadano aktywacj
wewn trzkom rkowych szlak w sygnalnych, uczestnicz cych w r nicowaniu adipocyt w
i metabolizmie lipid w. Kinaza ognisk adhezyjnych (ang. focal adhesion kinase, FAK) mo e
aktywowa kinaz regulowan sygnaem zewn trzkom rkowym 1/2 (ang. extracellular signal
regulated kinase 1/2, Erk 1/2) w celu promowania adipogenezy w bia ej tkance t uszczowej
[42]. Zastosowane przeciwcia a uwidaczniaj dwa pr ki pochodz ce od Erkl (Mcz 44 kDa)
1 Erk2 (Mcz 42 kDa), kt res funkcjonalnie nierozr nialne [240,241]. W procesr nicowania
adipogennego zaanga owane s tak e: szlak kinazy Akt [242], Wnt/ -katenina [113],
tyrozynowa kinaza bia kowa protoonkogenu (ang. proto-oncogene tyrosine-protein kinase, Src)
[243] oraz przeka nik sygna u i aktywator transkrypcji 3 (ang. signal transducer and activator
of transcription 3, STAT3) [244]. Ponadto, w aktywacji cie ek sygnalnych Akt [245], -
kateniny [245] i Src [246] uczestniczy r wnie receptor dla aktywowanej kinazy C 1 (ang.
receptor for activated C kinase 1, RACK 1), kt ry odgrywa rol w regulacji syntezy
tr joliceryd w [245]. Opr cz wp ywu na r nicowanie adipocyt w, aktywacja poprzez
fosforylacj kinazy Akt [239,247], Erk 1/2 [56,248] i STAT3 stymuluje lipoliz , a aktywacja
Src promuje lipogenez [249]. Wyniki analiz Western blotting przedstawione na Rycinie 25
pokazuj , e spor d wszystkich zbadanych element w szlak w sygnalnych, tuczenie
adipcyt w przyczyni o si  jedynie do istotnego obni enia stosunku pSrc/ Src. Zastosowane
przeciwcia o wykrywa fosforylacj tyrozyny 530, kt ra powoduje autohamowanie aktywno ci
badanej kinazy [250].

Z powodu braku znacz cych zmian zachodz cych pod wp ywem traktowania
adipocyt w solami kwas w t uszczowych, zaniechano tuczenia adipocyt w w kolejnych
badaniach. Dalsze analizy kontynuowano przeprowadzaj ¢ eksperymenty jedynie

na dojrza ych kom rkach t uszczowych i CAA z nich otrzymanych.
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Rycina 25. Analiza fosforylacji bia ek b d cych elementami szlak w sygnalnych, w adipocytach
tuczonych (ADT) i kontrolnych (AD). Pokazano reprezentatywne zdj cia Western blotting i wykresy
przedstawiaj ce analiz ilo ciow dla A) FAK (kinaza ognisk adhezyjnych), B) RACK1 (receptor
dla aktywowanej kinazy C 1), C) -kateniny oraz stosunk w D) pAkt/ Akt (kinaza bia kowa B),
E) pErk 1/2/ Erk 1/2 (kinaza regulowana sygna em zewn trzkom rkowym 1/2), F) pSTAT3/ STAT3
(przeka nik sygnau i aktywator transkrypcji 3), G) pSrc/ Src (tyrozynowa Kkinaza bia kowa
protoonkogenu). Rezultaty normalizowano wzgl dem bia ka ca kowitego barwionego Ponceau S,
przeliczono jako procent adipocyt w kontrolnych i przedstawiono w postaci redniej z co najmniej

czterech niezale nych eksperyment w — SD. Gwiazdka wskazuje istotno  statystyczn na poziomie:
p 0,05 (*).
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Podsumowuj ¢, adipocyty znajduj ce si  w warunkach imituj cych tuczenie,
odznaczay si  wi kszymi kroplami tuszczowymi i zwi kszon ekspresj g wnych
transporter w FA. Co zaskakuj ce, kom rki ADT charakteryzowa ni szy poziom mRNA
i biaek zwi zanych z przekszta caniem kwas w tuszczowych. Nie zaobserwowano
jednak r nicw ilo ci enzym w zaanga owanych w syntez lipid w, metabolizm glukozy
i glutaminianu. Dodatkowo, spo r d wszystkich przebadanych szlak w sygnalnych,

odnotowano jedynie obni enie poziomu fosforylowanego Src.

5.2. Optymalizacja procedury otrzymywania adipocyt w zwi zanych z nowotworem

Do badania wzajemnej zale no ci pomi dzy adipocytami i kom rkami raka jelita
grubego wybrano linie kom rkowe 3T3-L1 oraz LS180, HCT116 i LoVo. 3T3-L1
to komercyjnie dost pne fibroblasty, pobrane od zarodk w myszy, kt re pod wp ywem
odpowiednich czynnik w nabieraj cech dojrza ych kom rek t uszczowych. Stanowi one
powszechnie stosowany model do badania oddzia ywania adipocyt w z kom rkami
nowotworowymi, w tym raka jelita grubego [113,171]. Pozosta e trzy wspomniane linie
to kom rki CRC, przy czym LS180 i HCT116 pochodz z ogniska pierwotnego, a LoVo
z przerzutu do w z w ch onnych. Opr cz pochodzenia, r ni si one od siebie tak e
subtypem molekularnym. Zgodnie z klasyfikacj , kom rki linii LS180 zaliczane s do podtypu
metabolicznego (CMS3). Charakteryzuj si one cechami typowymi dla kom rek
nab onkowych oraz nadmiern aktywacj szlak w metabolizmu glukozy, fruktozy, oddychania
mitochondrialnego i utleniania kwas w tuszczowych [251 253]. Kom rki HCT116,
w zalenoci od r de, przynale do subtypu mezenchymalnego (CMS4), b d
immunologicznego (CMS1), a LoVo klasyfikuje si do CMS1 [14,17,254]. Kom rki podtypu
CMS4 wyr nia nadekspresja gen w zaanga owanych m.in. w przej cie epitelialno -
mezenchymalne, aktywacj szlaku transformuj cego czynnika wzrostu i przebudowa
macierzy pozakom rkowej [17,251].

Ten etap pracy doktorskiej rozpocz am od optymalizacji metody otrzymywania
adipocyt w zwi zanych z nowotworem (CAA). Na pocz tku, w celu uzyskania dojrza ych
kom rek t uszczowych, konfluentne kom rki 3T3-L1 poddano stymulacji hormonalnej w celu
uruchomienia adipogenicznej kaskady sygnalnej [255]. Nast pnie, zgodnie z wytycznymi
Zebischa i wsp pracownik w, przez kolejny tydzie prowadzono hodowl kom rek bez
czynnik w stymuluj cych, w po ywce podstawowej Il (BMII). Na tym etapie, czyli w po owie

procesu r nicowania sprawdzono, czy kom rki s wystarczaj co dojrza e, aby przekszta ci
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si w adipocyty zwi zane z nowotworem. Do tego celu pos u ono si  kom rkami LS180.
Wybrano w a nie t lini kom rkow , poniewa jest dobrze scharakteryzowana w naszym
laboratorium. Aby wyznaczy dugo prowadzenia ko-kultury, do p ytek hodowlanych,
w kt rych rosy adipocyty, wstawiono inserty typu Transwell z wysianymi kom rkami
nowotworowymi. Wsp Ina hodowla trwaa 7 dni. R wnolegle prowadzono mono-kultur
adipocyt w, kt re s u yy jako kontrola. W momencie, w kt rym rozpocz to prowadzenie ko-
kultury (TO) oraz kolejnego, trzeciego i si dmego dnia, adipocyty utrwalono i barwiono
czerwieni olejow O. Schemat opisywanego post powania prezentuje Rycina 26A. Czerwie
olejowa O nale y do grupy barwnik w azotowych rozpuszczalnych w t uszczach. Jest
powszechnie stosowana do wizualizacji oboj tnych tr jgliceryd w, kwas w t uszczowych
i lipid w [256,257]. Opieraj ¢ si 0 dane dost pne w literaturze, jako metod weryfikacji
uzyskania CAA wybrano analiz LD za pomoc obrazowania mikroskopowego. Szereg
publikacji wskazuje na obecno  mniejszych i rozproszonych LD w CAA, w por wnaniu
z adipocytami hodowanymi w mono-kulturze [218,258]. Wyniki przedstawione na Rycinie 26B
pokazuj , ew kolejnych dniach, kt re min yod zmiany po ywki na BMII, wzros a zawarto
kropli t uszczowych w adipocytach hodowanych razem z kom rkami LS180 (AD/LS180),
podobnie jak w kom rkach kontrolnych. Nieznaczne zwi kszenie ilo ci lipid w w adipocytach
pochodz cych z mono-kultury, wraz z up ywem czasu, potwierdzi dodatkowo pomiar
spektrofotometryczny (Rycina 26C). Wyniki z Ryciny 26B i C dowodz , e 7dnir nicowania
to zbyt kr tki okres, aby adipocyty osi gn y dojrza o i mog y efektywnie przekszta ci si
w CAA.
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A Hodowla w pozywkach Hodowla w poiywce podstawowej
roznicujacych lub w ko-kulturze z komoérkami LS180
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Rycina 26. Pr ba otrzymania CAA. A) Schemat r nicowania adipocyt w i indukcji CAA.
Po 7 dniach r nicowania adipocyt w (TOQ) oraz po kolejnych 1, 3i 7 dniach utrwalano kom rki w celu
wykonania analiz. B) Reprezentatywne zdj cia z trzech powt rze biologicznych adipocyt w
hodowanych w mono-kulturze (AD) lub ko-kulturze z kom rkami LS180 (AD/LS180), utrwalonych
w okre lonych punktach czasowych. Na czerwono wybarwiono krople lipidowe czerwieni olejow O,
a naniebiesko j dra kom rkowe. Skala: 25 m. C) Spektrofotometryczny pomiar zawarto ci lipid ww
kontrolnych adipocytach zmierzony przy d ugo ci fali 500 nm, po uprzednim wybarwieniu lipid w
czerwieni olejow O. Wyniki przeliczono wzgl dem absorbancji kom rek kontrolnych w czasie TO,
kt re stanowi y 100% i przedstawiono jako redni z trzech niezale nych powt rze  SD.

Maj ¢ na uwadze uzyskane wyniki wskazuj ce, e dopiero po zako czeniu procesu
r nicowania, trwaj cym 14 dni, kom rki nabieraj cech dojrza ych adipocyt w, kolejny krok

stanowi 0 wyznaczenie d ugo ci prowadzenia ko-kultury adipocyt w z kom rkami raka jelita
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grubego, w celu otrzymania CAA. Schemat prowadzenia eksperymentu przedstawia Rycina
27A. Kom rki 3T3-L1 po 14 dniach r nicowania zgodnie z instrukcj opisan przez Zebischa
[255], u yto do hodowli z kom rkami LS180. W czasie TO (dzie rozpocz cia ko-kultur) oraz
po 1, 3 i 7 dniach adipocyty utrwalano i analizowano zawarto  kropli lipidowych. Zdj cia
przedstawione na Rycinie 27B wskazuj , e wraz z dugo ci trwania wsp Inej hodowli
z kom rkami LS180, wielko LD w adipocytach maleje. Najwi cej rozproszonych kropli
t uszczowych w AD/LS180 obserwuje si  po 7 dniach ko-kultury. Co wa ne, po tym czasie
adipocyty kontrolne hodowane w mono-kulturze zawiera y podobn ilo lipid w, jak w czasie
TO (Rycina 27B i C). Dowodzi to, e spadek zawarto ci LD w adipocytach nie nast pi
samoistnie, ale jest konsekwencj wsp Inej hodowli z kom rkami LS180.

Bazuj ¢ na przedstawionych w tym rozdziale wynikach ustalono, e czasem
optymalnym do uzyskania CAA jest 7 dniowa ko-kultura kom rek nowotworowych
z dojrza ymi adipocytami (po 14 dniach r nicowania). Opisany protok stosowano

na dalszych etapach pracy doktorskiej.
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Rycina27.R nicowanie adipocyt wdo CAA. A) Schematr nicowania adipocyt w i otrzymywania
CAA. Kom rki utrwalano w czasie rozpocz cia ko-kultur (TO) oraz po 1, 3 i 7 dniach w celu
wybarwienia czerwieni olejow O. B) Reprezentatywne zdj cia przedstawiaj krople lipidowe
(czerwone) i j dra (niebieskie) w adipocytach utrwalonych w kolejnych punktach czasowych
po 14 dniach r nicowania i prowadzenia mono-kultur (AD) oraz ko-kultur z kom rkami LS180
(AD/LS180). Wykonano trzy niezale ne powt rzenia biologiczne Skala: 25 m. C) Analiza zawarto ci
lipid w w kom rkach kontrolnych oznaczona spektrofotometrycznie, przy d ugo ci fali 500 nm. llo
lipid w wyliczono jako procent w stosunku do czasu TO. Wyniki przedstawiono jako redni — SD
z trzech powt rze biologicznych.
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5.3. Wp yw kom rek raka jelita grubego na adipocyty
5.3.1. Charakterystyka adipocyt w zwi zanych z nowotworem

W kolejnym etapie bada sprawdzono, czy wszystkie wybrane do pracy doktorskiej linie
kom rkowe CRC indukuj przekszta cenie adipocyt w w CAA, a tak e czy istniej r nice
w cechach fenotypowych i metabolicznych pomi dzy adipocytami hodowanymi z r nymi
typami kom rek raka jelita grubego. W tym celu, do zr nicowanych adipocyt w wstawiono
inserty z kom rkami LS180, HCT116 oraz LoVo, a otrzymane kom rki okre lone zostay
odpowiednio jako AD/LS180, AD/HCT116 i AD/LoVo. Wyniki przedstawione na Rycinie
28A pokazuj , e po tygodniu wsp Inej hodowli ze wszystkimi badanymi kom rkami CRC,
adipocyty cechowa o zmniejszenie poziomu lipid w obecnych w LD. Spadek ca kowitej
zawarto ci oboj tnych lipid w zweryfikowano analiz ilo ciow za pomoc pomiaru
spektrofotometrycznego (Rycina 28B), kt ra wykaza a istotne i w podobnym zakresie,
zmniejszenie zawarto ci t uszczu w adipocytach hodowanych z kom rkami CRC.

Istnieje szereg doniesie literaturowych opisuj cych obni enie poziomu ekspresji
gen w charakterystycznych dla adipocyt w w CAA, w wyniku hodowli z kom rkami
nowotworowymi [92,259,260]. W zwi zku z tym sprawdzono poziom mRNA gen w
zaliczanych do tej grupy, m.in. PPAR , kluczowego regulatora adipogenezy i r nicowania
adipocyt w [61]. Obserwowano jego zmniejszony poziom w kom rkach t uszczowych
pochodz cych z ko-kultury w por wnaniu z warunkami kontrolnymi Odnotowano tak e istotne
obni enie poziomu ekspresji gen w koduj cych adipokiny: adiponektyn i rezystyn w CAA
w zestawieniu z adipocytami kontrolnymi. Podobnie, poziom mRNA bia ek zaanga owanych
w metabolizm kwas w tuszczowych: perilipiny 2, LIPE oraz FABP4 byy istotnie
zredukowane w adipocytach pochodz cych z ko-kultury z por wnaniu mono-kultur (Rycina
28C).

Zaprezentowane w tym rozdziale wyniki sugeruj , e adipocyty przekszta caj si
w CAA w nast pstwie wsp Inej hodowli ze wszystkimi badanymi przeze mnie liniami kom rek
CRC. Dodatkowo, nie zaobserwowano znacz cych r nic pomi dzy CAA otrzymanymi

w wyniku hodowli zr nymi typami kom rek raka jelita grubego.
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Rycina 28. Charakterystyka CAA. A) Krople lipidowe w CAA (kolejno AD/LS180, AD/HCT116
i AD/LoVo) barwione czerwieni olejow O (czerwony) oraz j dra kom rkowe uwidocznione
za pomoc Hoechst 33342 (niebieski). Skala: 25 m. B) Spektrofotometryczny pomiar czerwieni
olejowej O w adipocytach kontrolnych i CAA. C) Ekspresjagen w charakterystycznych dla adipocyt w
zbadana metod qRT-PCR: PPAR (receptor aktywowany przez proliferatory peroksysom w ),
rezystyna, adiponektyna, perilipina 2, LIPE (lipaza hormonowra liwa), FABP4 (bia ko wi  ce kwasy
t uszczowe 4) w adipocytach kontrolnych i hodowanych z kom rkami raka jelita grubego. Wzgl dn
ekspresj standaryzowano wzgl dem genu EeF2 (eukariotyczny czynnik wyd u ania translacji 2).
Whyniki przeliczono jako procentow warto dla adipocyt w pochodz cych z mono-kultury (AD)
I przedstawiono jako redni z trzech niezale nych eksperyment w  SD. Gwiazdki wskazuj istotno
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statystyczn w poréwnaniu z adipocytami kontrolnymi na poziomge: 0,05 (*), p 0,01 (*),
p 0,001 (***ip 0,0001 (****). [Opracowano na podstawie 261]

5.3.2. Wp yw komorek raka jelita grubego na poziomy cz steczek istotnych dla syntezy

i uwalniania lipidow w adipocytach

Uwzgl dniaj ¢ obserwacje opisane w punkcie 5.3.Wiadczce o zmniejszeniu
zawartoci lipidow w CAA, sprawdzono poziom ekspresji genkaduj cych bia ka biorce
udzia w metabolizmie lipidow, ktore nie galiczane do klasycznych markeréw adipocytow
(Rycina 29A). Ekspresja genow kodaych bia ka zaangawane w metabolizm cholesterolu
takie jak monooksygenaza metylosterolowgahg. sterol-C4-methyl oxidase-like protein,
SC4MOL), ktora jestkluczowym enzymem w syntezie cholesteroluOSBPLY by a
zdecydowanie zdredukowana w CAA, w porownaniu z &d@ami kontrolnymi. Podobnie,
odnotowano obnenie poziomu transkryptu geADS1(Rycina 29A) we wszystkich CAA.
Wykazano rownie nieznaczny spadek poziomu bia ka FASN w adipod¢ytacdowanych
z komérkami CRC pochodezymi z ogniska pierwotnego (AD/LS180 i AD/HCT116),
wzgl dem warunkéw kontrolnych. W przypadku komoérek ADJVIoo otrzymano

niejednoznaczny wynik (Rycina 29B).
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Rycina 29. Poziom ekspresji wybranych genow i biakezaanga owanych w metabolizm lipidéw.
A) Wyniki gRT-PCR iloci mMRNA SC4MOL(monooksygenaza metylosterolowa Q5BPL9(bia ko
wi  ce oksysterole 9) oraEADS1 (desaturaza kwaséw t uszczowych 1). Wyniki noremaliano
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