“Analiza metabolomiki wplywu czasu i tlenu na linie

komorek fibrosarkomy (HT1080) - badania modelowe”

Streszczenie

Wplyw tlenu molekularnego na metabolizm komorek nowotworowych
jest przedmiotem zainteresowania od kilku dziesigcioleci, poczawszy od eksperymentow
Louisaa Pasteura i jego rozumienia fermentacji glukozy. W latach 30 XX wieku Otto Warburg
przyszedl z nowym zrozumieniem biologii nowotwordéw, wprowadzajac zmiany
metabolizmu komorek nowotworowych w obecnosci lub braku czasteczek tlenu, poprzez
zwigkszenie przyswajania glukozy i produkcje mleczanu na drodze glikolizy aerobowej (efekt
Warburga). Od ponad 100 lat naukowcy publikuja rézne badania, prébujac petniej zrozumiec
efekt Warburga i efekt reprogramowania metabolicznego hipoksji na postepowanie komoérek
nowotworowych. Jednak do tej pory wiele pytan pozostaje bez odpowiedzi. Na przykiad,
dlaczego komorki wybieraja mniej wydajny sposob produkgji ATP i traca atomy wegiela
w postaci mleczanu, ktory jest potrzebny do proceséw biosyntetycznych. Jakie sa doktadne

proporcje dziatalnosci komorek nowotworowych miedzy glikoliza a cyklem TCA?

A najciekawsze pytania brzmia jaka jest rola skladnikéw stromalnych
w  mikrosrodowisku. Czy istnieja najnowoczesniej technologie, aby odpowiedzie¢
na te wszystkie pytania? Dzigki platformie metabolomika, w tym spektrometrii masowej (MS),
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) i metodom chemometrii,
analizujac duza liczbe metabolitow obecnych w probkach linii komoérek nowotworowych,
mozna uzyska¢ wiecej informacji dotyczacych identyfikacji patologicznych $ciezek

biochemicznych.
Rozdziat 1

Rozpoczyna si¢ od przedstawienia aktualnego stanu wiedzy o biologii nowotwordéw,
metabolizmie oraz procesie progresji nowotwordéw, najnowszych rozwazan na temat efektu
Warburga zwiazanych z reprogramowaniem metabolizmu i progresja nowotwordéw. Ponadto

podkresla role niektérych aminokwasow niezbednych w metabolizmie komorek



nowotworowych. Dodatkowo opisano wazno$¢ czasteczek tlenu dla metabolizmu komorek
nowotworowych oraz ich stezenia w terminologii in vitro i in vivo. Krotki wstep obejmuje
rowniez wklad spektroskopii NMR w analize metabolomu in vitro wraz z analiza
chemometryczng jako nieoceniona technologia badania metabolomu linii komorek

hodowanych in vitro.
Rozdziat 2

W tym fragmencie pracy skupiono si¢ na badaniach z wykorzystaniem metody
1D '"HNMR w badaniach metabolomu in vitro linii komoérek HT1080, przy wybranych
stezeniach tlenu jako hipoksja 1%, normoksja 6% i hiperoksja 21% na podstawie ekstraktow
komdrek (metabolomu wewnatrzkomorkowego) oraz ptynéw pohodowlanych (metabolomu
zewnatrzkomdrkowego), wlacznie z probkowaniem w czasie inkubacji w odstepach
czasowych. Ostatnie doniesienia literaturowe sugeruja, Zze w réznych typach nowotworéw
po ocenie ich stopnia hipoksji za pomoca zestawu genetycznych markeréow hipoks;ji
stwierdzono duza roznorodnos¢ miedzy nimi. Ponadto termin normoksja jest uzywany
wzgledem 21% stezenia tlenu w badaniach in vitro. SteZenie to jest znacznie wyzsze niz
fizjologiczne stezenie tlenu. Z tego wzgledu istnieje potrzeba opracowania nowej metodologii
do symulowania fizjologicznego cisnienia tlenu w tkankach, ktére mogloby wskazac réznice
miedzy nasyceniem $rodowiska tlenem (hipoksja < 1 i normoksja 6% i hiperoksja 21%).
Dlatego tez, przeprowadzono badania profilu metabolicznego linii komodrek fibrosarcomy
za pomocy spektroskopii 1D '"H NMR z uwzglednieniem interwaléw czasowych inkubagji
(12h, 24, i 36h w odniesieniu do probek kontrolnych), wiacznie z analiza metabolitow
wewnatrzkomoérkowych i zewnatrzkomorkowych. Zastosowano analizy chemometryczne,
aby okresli¢ , potencjal metabolitéw” do celéw dyskryminacji miedzy interwatami inkubagji.
Poza tym, zwigkszajac zawarto$¢ tlenu, a przez to mozliwosci zmian w szlakach
biochemicznych mozna bylo przeprowadzi¢ badania metabolomiczne w warunkach hipoksji

przy 1% Oz, normoksji przy 6% O:i hiperoksji przy 21% Os.
Rozdziat 3

To zastosowanie nowego podejscia do indukgji in vitro modeli typu hipoksja-
reoksygenacja i normoksja-deoksygenacja, z zastosowaniem linii komdérek HT1080 oraz

analiza metabolomu ekstracellularnego i intracellularnego. Zgodnie z obowiazujaca



koncepcja, hipoksja nowotworu wynika z szybkiej i niekontrolowanej proliferacji komodrek
nowotworowych, prowadzac do zwigkszonego pozyskiwania skfadnikow odzywczych i tlenu
w celu wypelnienia wymagan energetycznych procesow kancerogenzy. Jednak szybka
proliferacje komdrek nowotworowych powoduje utrudniony dostep do zaopatrzenia w tlen
i skfadniki odzywcze. Oznacza to, ze dochodzi do przejScia komodrek z dostatecznym
dostarczaniem tlenu i sktadnikéw odzywczych do warunkow hipoksji z niedostatecznym
dostarczaniem tlenu i sktadnikéw odzywczych (normoksja-deoksygenacja). Z drugiej strony,
region hipoksyczny wewnatrz guzéw generuje rozne strategie pozyskiwania odpowiedniej
ilosci tlenu i skltadnikéw odzywczych dla progresji nowotworu. Na przyklad, indukuje
produkcje biatek angiogennych, aby budowa¢ nowe naczynia dla przeptywu krwi i ruchu
komorek nowotworowych poprzez przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT) i metastaze.
W ten sposob komorki nowotworu staja sie komdrkami normoksycznymi z dostatecznym
dostarczaniem tlenu i skladnikéw odzywczych (hipoksja-reoksygenacja). Oba te pojecia
rozwijaja roézne fenotypy metaboliczne komorek nowotworu. W zwigzku z tym zostato
przeprowadzone  pofaczenie  analiz = metabolitbw  wewnatrzkomorkowych i
zewnatrzkomdrkowych, w tym komoérek normoksycznych i denormoksycznych (DNC) oraz
komorek hipoksycznych i reoksygenowanych hipoksycznych (RHC) przez przeprowadzenie

eksperymenty w czasie.



