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1. WSTEP

Nowotwory odpowiadaja za co szdsta Smieré na $wiecie. Tylko w 2020 roku
odnotowano ok. 19,3 miliona nowych przypadkéw zachorowarn i ok. 10 milionéw zgondéw na
skutek choréb nowotworowych [Debela et al.,, 2021]. Wedtug statystyk Swiatowej Organizacji
Zdrowia, zauwazalnym jest, Ze cho¢ Smiertelno$¢ na skutek choroby niedokrwiennej serca
i udaru wyraznie spada, choroby nowotworowe wcigz znajdujg sie na wysokiej pozycji
[Sung et al., 2021]. Do niedawna leczenie nowotwor6éw opierato sie na chirurgii, radioterapii
i chemioterapii, stosowanej pojedynczo lub w potgczeniu, w zaleznosci od typu nowotworu
i stopnia zaawansowania choroby. Intensywne badania naukowe nad etiologig i rozwojem
nowotworéw pozwolity na wprowadzenie nowych metod walki z rakiem - od celowanych
terapii lekowych poprzez terapie bazujace na wykorzystaniu komoérek macierzystych, po
terapie genowa. Ciggto$¢ badan nad chorobami nowotworowymi zapewnia modyfikacje
obecnie stosowanych metod leczenia kierujgc je ku zredukowaniu efektéw ubocznych terapii.
W literaturze naukowej tematu duzo uwagi poswieca sie substancjom pochodzenia
naturalnego, jednoczesnie wskazujac role diety jako istotnego elementu wspomagajacego
leczenie pacjenta i regeneracje organizmu po wyniszczajgcej chemioterapii.

Badania metabolizmu komoérek nowotworowych wykazaly zwiekszone zuzycie
glukozy przy jednoczesnym utrzymaniu glikolizy na wyzszym poziomie w poréwnaniu do
komérek  prawidtowych. Obserwacja ta  doprowadzita do rozwazan nad
ograniczeniem/wyeliminowaniem glukozy z diety os6b chorych na nowotwér jako
potencjalnej formy terapii wspomagajgcej proces leczenia i zastgpienie weglowodanow
alternatywnym Zrodtem energii - ttuszczami. Przeprogramowanie metaboliczne organizmu
polegajace na wykorzystywaniu tluszczéw, a doktadniej - ciat ketonowych - jako paliwa
komoérkowego mozliwe jest dzieki stosowaniu diety ketogenicznej opartej na restrykcyjnej
podazy weglowodanéw przy jednoczesnej zwiekszonej podazy ttuszczéw. Badania nad
mozliwo$ciami komoérek nowotworowych do metabolizowania ciat ketonowych w celu
produkcji energii wciaz trwaja, prowadzac do pytania: czy leczenie raka dietg jest mozliwe?

Wsrdd dotychczas udokumentowanych skutkéw przeprogramowania metabolicznego
organizmu zauwazalny jest zwykle skrajny efekt zastgpienia weglowodanéw ttuszczami -
hamujgcy lub stymulujgcy rozwdéj nowotworu [Phan et al,, 2014]. W przypadku raka szyjki
macicy, wcigz brakuje informacji na temat potencjalnego przestawienia komdrek
nowotworowych na wykorzystywanie ciat ketonowych jako Zrédta energii. Wydaje sie to by¢
obiecujacy strategia nie tylko wobec samego powrotu do zdrowia, co takze dziataniem
hamujgcym postep mozliwych wspétistniejacych zaburzen metabolicznych u kobiet, jako ze
ich gospodarka hormonalna jest $ciSle zwigzana z poziomem i dystrybucja ttuszczow

w organizmie [Gupta et al,, 2017].



1.1.  Makroskiadniki i produkcja energii
Zbilansowana dieta, sktadajaca sie z odpowiedniej ilosci witamin, mineratéw, biatek,
weglowodandw i lipidéw, jest niezmiernie istotna dla zabezpieczenia substratow dla szlakow
metabolicznych. Wieloletnie badania wykazaly wspomagajaca funkcje diety w leczeniu wielu
zaburzen. Oprocz odzywczych aspektéw danego sposobu zywienia, jedng z jego gtéwnych rol

jest dostarczanie makrosktadnikow do produkcji energii.

1.1.1. Weglowodany

Trawienie weglowodandw prowadzi do rozktadu ich ztozonych form (polisacharydéw
i oligosacharydéw) do prostych monomeréw (monosacharydéw): glukozy, fruktozy, mannozy
i galaktozy. Po resorpcji w jelicie, monosacharydy transportowane s3g przez zyte wrotng do
watroby, gdzie wszystkie cukry proste niebedace glukoza sa w nig przeksztalcane.
Standardowy sposéb produkcji energii opiera sie na wykorzystaniu glukozy w procesie
glikolizy, a nastepnie aktywnym przetransportowaniu przez blone mitochondrialng
powstatego w cytoplazmie pirogronianu. Nastepnie, pirogranian ulega przeksztatceniu do
acetylo-CoA - gléwnego wyzwalacza serii reakcji zwanej cyklem Krebsa [Berg et al.,, 2019].
Przypuszcza sie, iz gtéwnym powodem preferencji organizmu do wykorzystywania glukozy
jako Zrodta energii jest fakt, iz ten szlak metaboliczny byt jednym z pierwszych, ktére wystapity
u prawie wszystkich organizméw [Chandel, 2021]. Z uwagi na mozliwo$¢ produkcji ATP bez
udzialu tlenu, glikoliza uwazana jest za jeden z najbardziej uniwersalnych szlakow
metabolicznych. Ponadto, glukoza jest tatwo dostepnym Zrdodtem energii dzieki bardzo

powszechnemu stosowaniu diety bogatej w weglowodany.

1.1.2. Lipidy

Metabolizm lipidéw rozpoczyna sie, gdy spozyte trdjglicerydy rozktadane s3 do
wolnych kwaséw ttuszczowych i czasteczki monoglicerydu. Kwasy ttuszczowe ulegajac
[-oksydacji transportowane sg do mitochondriéw z pdzniejszym utworzeniem acetylo-CoA
[Berg et al., 2019]. Jak wspomniano, acetylo-CoA wykorzystywany jest dalej w cyklu Krebsa.
Jednakze, jesli wytworzone zostanie zbyt duzo acetylo-CoA i cykl Krebsa ulegnie przecigzeniu,
acetylo-CoA zostanie uzyty do produkcji ciat ketonowych w naturalnie zachodzacym
w komoérkach watroby procesie zwanym ,ketogeneza” [Puchalska et al., 2017].

Ketogeneza (Ryc. 1A) rozpoczynana jest w celu uwolnienia energii przechowywanej
w kwasach ttuszczowych. Acetylo-CoA, ktory transportowany jest do mitochondrium komérek
watroby, ulega odwracalnemu przeksztalceniu do acetoacetylo-CoA, a proces ten katalizowany
jest przez acetylotransferaze acetylo-CoA (ACAT1, ang. acetyl-CoA acetyltransferase I).
Nastepnie, syntaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (HMGCS2, ang. 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA synthase 2)aczy acetylo-CoA z acetoacetylo-CoA, formujac 3-hydroksy-3-
metyloglutarylo-CoA (HMG-CoA, ang. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA). Liaza HMG-CoA

katalizuje formowanie acetooctanu z HMG-CoA. Acetooctan, po transporcie do krwi, moze ulec



spontanicznej degradacji do acetonu wydychanego wraz z powietrzem (Ryc. 1B) lub zostac
odwracalnie przeksztatcony w [3-hydroksymaslan przez dehydrogenaze [3-hydroksymaslanu
(BDH1, ang. f-hydroxybutyrate dehydrogenase) w komorkach watroby (Ryc. 1A). Kwasy
ttuszczowe obecne sa we krwi (Ryc. 1B) na skutek wcze$niejszego rozktadu lipidow
(w procesie lipolizy), stanowigc substrat w procesie [-oksydacji. Po zakonczeniu ketogenezy
w watrobie, ciata ketonowe s3 transportowane do krwi, gdzie [B-hydroksymaslan jako
metabolit sygnatowy moze by¢ dalej transportowany do tkanek pozawatrobowych, w ktorych
zachodzi proces ketolizy. Ketoliza (Ryc. 1C) opiera sie na zdolno$ci gtéwnego ciata ketonowego
- B-hydroksymaslanu - do bycia odwracalnie przeksztatconym do acetooctanu przez BDH1.
Nastepnie, acetooctan jest wigczany do acetoacetylo-CoA w reakcji katalizowanej przez
transferaze bursztynylo-CoA:3-ketokwas-CoA (SCOT, ang. succinyl-CoA:3-ketoacid-CoA
transtferase). Z kolei, acetoacetylo-CoA moze by¢ odwracalnie przeksztatcany przez ACAT1 do

acetylo-CoA wykorzystywanego w cyklu Krebsa.
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Rycina 1. Metabolizm ciat ketonowych.

‘ degradacja

Objasnienie skrotéw: Ac aceton; AcAc acetooctan; ACATI, acetylotransferaza acetylo-CoA; BHB,
B-hydroksymaslan; BDHI, dehydrogenaza B-hydroksymaslanu; FA, kwasy ttuszczowe; HMG-Co4, 3-hydroksy-3-
metyloglutarylo-CoA; HMGCSZ, syntaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA; SCOT, transferaza bursztynylo-CoA:3-
ketokwas-CoA. Legenda schematu: przerywane strzatki sygnalizuja proces zachodzacy w tle; kropkowane strzatki

zaznaczaja kluczowe procesy metaboliczne; ciggte strzatki prezentuja kolejnos¢ zdarzen w danym procesie.

Ciata ketonowe sg endogennie syntetyzowanymi metabolitami, stanowigcymi istotne
czynniki zaopatrujgce organy o duzym zapotrzebowaniu energetycznym, takie jak mozg, serce
czy mieSnie szkieletowe, zwlaszcza w specyficznych warunkach (dtugotrwaty gtod,
kréotkotrwaty post, cigza) lub na skutek przestrzegania diety niskoweglowodanowej
i wysokottuszczowej zarazem (np. diety Kketogenicznej) [Puchalska et al, 2021].
Do najwazniejszych cial ketonowych zalicza sie aceton, kwas acetylooctowy (w formie anionu

- acetooctan) oraz kwas f3-hydroksymastowy (w formie anionu - 3-hydroksymaslan) (Ryc. 2).



B-hydroksymaslan acetooctan aceton

Rycina 2. Wzory strukturalne najwazniejszych ciat ketonowych produkowanych w procesie metabolizmu kwaséw

ttuszczowych.

Fizjologicznie, stezenie ciat ketonowych w surowicy krwi waha sie w zakresie od 1 do
3 mM. Catonocny i 24-godzinny post, a takze stan po zakonczonych ¢wiczeniach fizycznych
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Rycina 3. Stezenie B-hydroksymaslanu w osoczu ok. 6-8 mM poziomu -hydroksymaslanu

w stanach fizjologicznych i patologicznych. we krwi. Powyzej tej skali (nawet do

20 mM) w stanach patologicznych, takich jak nieleczona cukrzyca, moze rozwina¢ sie

zagrazajacy zyciu stan kwasicy ketonowej [Bashir et al., 2021], [Dabek et al., 2020] (Ryc. 3).

1.1.3. Biatka

Biatka same w sobie nie stanowig gléwnego Zrddta energii, cho¢ bedac spozywane
w nadmiernej iloSci, ulegaja rozktadowi i magazynowane sa jako ztogi thuszczu. Obrot biatek,
rozumiany jako ich rozktad i synteza, jest procesem ciggltym, a jego intensywno$¢ zmienia sie
w zalezno$ci od stanow fizjologicznych i patologicznych [Ross et al.,, 2021]. Po spozyciu, biatka
rozktadane sa do aminokwas6w i oligopeptydéw przez enzymy proteolityczne w jelicie.
W komorce, otrzymane w ten spos6b aminokwasy mogg dalej stuzy¢ jako podstawa do budowy
nowych biatek lub syntezy amin biogennych, a takze mocznika i produkcji energii [Chandel,
2021]. Aminokwasy glukogenne dostarczaja wegla do utworzenia glukozy w procesie
glukoneogenezy, za$ aminokwasy ketogenne (leucyna, lizyna) i aminokwasy zaliczajgce sie do
grupy zaréwno gluko-, jak i ketogennych (fenyloalanina, izoleucyna, treonina, tryptofan

i tyrozyna) degradowane sg bezposrednio do acetylo-CoA [Berg et al., 2019].



1.1.4. Makrosktadniki preferowane przez organizm do produkcji energii - weglowodany

czy lipidy?

Zarédwno metabolizm glukozy, jak i cial ketonowych, prowadzi do syntezy acetylo-CoA,
ktéry napedza cykl Krebsa do syntezy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH,
ang. nicotinamide adenine dinucleotide), a nastepnie utleniania w tancuchu transportu
elektrondw i syntezy adenozyno-5'-trifosforanu (ATP, ang. adenosine triphosphate). Jednakze,
tanicuch reakcji biochemicznych zbiegajacych sie w momencie syntezy acetylo-CoA rézni sie
w obu tych przypadkach. Podczas gdy glukoza ulega glikolizie w cytoplazmie dostarczajac
pirogronianu, a nastepnie acetylo-CoA, ktory jest utleniany w mitochondriach, ciata ketonowe
dostarczajg acetylo-CoA poprzez bezposrednie utlenianie wewnatrz tych organelli. Zar6wno
glukoza, jak i ciata ketonowe, dostarczaja 2 czasteczek acetylo-CoA z kazdej czgsteczki glukozy

lub ciata ketonowego [Garcia-Rodriguez et al., 2021] (Tab. 1).

Tabela 1. Poréwnanie dwéch gtéwnych Sciezek produkcji energii.

Makrosktadnik Weglowodany Lipidy
Pelne ziarna, Czerwone mieso, masto,
owoce, straczki, miekki ser, $mietana,
§ Zrédta warzywa bogate w orzechy, olej, oliwki,
N skrobie, nabiat, awokado, nasiona,
Z przekaski thuste ryby
< Dostepno$é gtéwnego
4
; skiadnika Bardzo wysoka Wysoka
o Trawienie Szybkie Powolne
N
2 Przechowywanie energii Dtugoterminowe Krétkoterminowe
Indeks glikemiczny Wyzszy Nizszy
Kcal/g 4 9
Sciezka metaboliczna Glikoliza Ketoliza
Lokalizacja komdrkowa Cytoplazma Mitochondrium
Typ komérek Wszystkie Pozawatrobowe
Tlenowa czy beztlenowa Beztlenowa Tlenowa
E Typ procesu Kataboliczny Kataboliczny
g " Katalizowany Katalizowany
I~ Typ reakcji . g
) enzymatycznie enzymatycznie
E - .
= Ciaglos¢ procesu w warunkach Zachowana Zachowana}, alle z niskg
i glikemicznych wydajnoscia
E Ciagtos¢ procesu w warunkach . Zachowana, z wysoka
= i, Nieprowadzona o
N deprywacji glukozy wydajno$cia
2 Ciata ketonowe: aceton,
Gléwny sktadnik Glukoza acetooctan,
-hydroksymaslan
Produkt koncowy Pirogronian Acetylo-CoA
Liczba czasteczek acetylo-CoA
wygenerowanych 2 2

z pojedynczego substratu



1.2.  Biochemia i fizjologia komdrki nowotworowej

Metabolizm komérek nowotworowych charakteryzuje sie wzmozonym wychwytem
i wykorzystaniem glukozy w celu promowania ich wzrostu, przezycia i proliferacji.
W odréznieniu od komdrek prawidtowych, opierajacych sie na mitochondrialnej fosforylacji
oksydacyjnej, komo6rki nowotworowe do generowania energii wykorzystuja gtéwnie glikolize
tlenowa [Jiang, 2017]. Zjawisko to, nazywane efektem Warburga, jest do$¢ niespodziewane
zZ uwagi na zachodzace w jego ramach przeksztatcenie glukozy do mleczanu poprzez
fermentacje mlekowa. Oznacza to, Ze komorki nowotworowe majg tendencje do
wykorzystywania fermentacji nawet w warunkach tlenowych, a proces ten jest wystarczajaco
efektywny w wytwarzaniu energii potrzebnej do proliferacji [Vander Heiden et al., 2009].
Niemniej, zasadno$¢ wystepowania efektu Warburga jest zastanawiajaca, nie biorac pod
uwage czasu jego trwania i czasu catkowitego utlenienia 1 czasteczki glukozy. Z pozoru
konwersja glukozy do mleczanu prowadzi do powstania zaledwie 2 czasteczek ATP z kazdej
czasteczki glukozy, podczas gdy fosforylacja oksydacyjna generuje do 36 czasteczek ATP na
skutek catkowitego utlenienia 1 czasteczki glukozy [Berg et al., 2019] (Tab. 2). Istotne jest
jednak zwrécenie uwagi na tempo zachodzenia obu tych proceséw. Badania wykazaty, iz na
skutek glikolizy tlenowej przeksztatcenie glukozy do mleczanu zachodzi nawet do 100 razy
szybciej w poréwnaniu z catkowitym utlenianiem mitochondrialnym [Demetrius et al., 2010],
[Vaupel et al.,, 2021]. Oznacza to, iz nawet w obliczu silnego zapotrzebowania energetycznego
przez komoérki nowotworowe, glikoliza tlenowa bedzie zachodzi¢ ze zwiekszona wydajnoscig,
podczas gdy fosforylacja oksydacyjna pozostanie na niemalze tym samym poziomie [Vaupel

etal., 2020].

Tabela 2. Pordwnanie generowania energii przez komérki prawidtowe i nowotworowe.

Typ komérek Komorki prawidtowe Komorki nowotworowe
Glowne zrédto energii Glukoza Glukoza
Rodzaj glikolizy Beztlenowa Tlenowa

Gléwne miejsce

- - Mitochondrium Cytoplazma

produkcji energii

Wydajnos¢ glikolizy
beztlenowej Wysoka Wysoka
Wydajnosé gh.kohzy Niska Wysoka
tlenowej
Liczba czasteczek ATP
wygenerowanych 36 2

z 1 czasteczki glukozy

Pierwotnie podejrzewano, iz glikoliza tlenowa zachodzi w komoérkach
nowotworowych na skutek potencjalnego uszkodzenia mitochondriéw. Na podstawie dalszych
badan zaobserwowano jednak, ze efekt Warburga wystepuje zamiast oddychania
mitochondrialnego nawet w obecnosci prawidtowo funkcjonujacych mitochondriéw [Orang
et al,, 2019]. Obserwacja ta doprowadzita do rozwazan nad metabolicznymi preferencjami
komorek nowotworowych. Jedna z teorii zaktada, iz komoérki te wymagaja ogromnej ilosci

energii w krotkim czasie, w zwigzku z czym korzystniejsze moze wydawac sie przeksztatcenie



glukozy w mleczan w celu szybkiego wytworzenia ATP [Kadochi et al., 2017]. Inna hipoteza
gtosi, ze glikoliza tlenowa jest preferowang Sciezka pozwalajaca na unikniecie nadmiernego
wytwarzania reaktywnych form tlenu podczas fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach,
a nastepnie stresu oksydacyjnego, ktory prowadzi do uszkodzenia komorki [Chen et al.,, 2015],
[Hess et al., 2015].

Podobnie, w trakcie przej$cia epitelialno-mezenchymalnego komérki zaczynajg
wykazywac¢ zwiekszong glikolize tlenowg w celu zredukowania produkcji reaktywnych form
tlenu [Prasad et al, 2022]. Zjawisko to moze tlumaczy¢, dlaczego efekt Warburga jest
zdecydowanie bardziej zauwazalny w komérkach nowotworowych, w szczegélnosci tych
przerzutujacych i o wysokim stopniu ztosliwosci [Kadochi et al,, 2017].

Przejscie epitelialno-mezenchymalne polega na traceniu przez komérke fenotypu
epitelialnego na rzecz fenotypu mezenchymalnego poprzez promowanie utraty polarnosci
i adhezji typu komoérka-komoérka przy jednoczesnym nabywaniu zdolno$ci migracyjnych.
Jestto proces zwigzany ze skomplikowang przemiang metaboliczng, niezbedng do zwiekszonej
proliferacji i motoryki, a takze wzrostu w nieprzyjaznym dla guza Srodowisku [Karvelsson
et al,, 2021]. Z uwagi na stres wynikajacy z mozliwego ograniczenia dostepu do skladnikéw
odzywczych, komdérki nowotworowe modyfikuja swéj metabolizm na wszystkich etapach
przerzutowania [Fedele et al, 2022]. Oprécz tego, zaré6wno przejscie epitelialno-
mezenchymalne, jak i metabolizm sg procesami wielowymiarowymi, obejmujacymi fenotypy
hybrydowe, co oznacza, Ze komoérki nowotworowe moga dopasowywaé rézne aspekty
produkcji i wykorzystywania energii, aby wuzyska¢ mieszany fenotyp metaboliczny
charakteryzujacy sie zaréwno wysokim poziomem glikolizy, jak i fosforylacji oksydacyjnej
[Jia et al.,, 2018], [Jia et al., 2019]. Ponadto, populacje komérek nowotworowych moga dzieli¢
sie na komorki liderowe (ang. leader cells) opierajace metabolizm na fosforylacji oksydacyjnej
oraz komorki zwolennicze (ang. follower cells) korzystajace z glikolizy [Commander et al,
2020]. Taka elastyczno$¢ komoérek nowotworowych jest wiec niezwykle problematyczna dla
projektowania skutecznych terapii, poniewaz nawet w srodowisku o zablokowanych $ciezkach
potencjalnie zaangazowanych w przej$cie epitelialno-mezenchymalne i/lub przemiane
metaboliczng, komdrki te wykazuja duze zdolnosci adaptacyjne do zmieniajgcych sie
warunkow [Jia et al., 2021].

Komoérki nowotworowe zuzywaja duze ilosci tlenu i skitadnikéw odzywczych,
powodujac niedotlenienie, deficyt odzywczy i zwiekszony poziom produktéw ubocznych
metabolizmu w mikro$rodowisku guza [Sahai et al.,, 2020]. Ponadto, charakteryzujg sie one
wolniejszym tempem wzrostu niz odzywiajace je naczynia krwiono$ne, co takze przyczynia sie
do powstawania warunkow hipoksji [Berg et al., 2019]. We wspomnianym stanie, aktywowany
jest czynnik indukowany hipoksja 1a (HIF-1a, ang. Aypoxia-inducible factor 1a) powodujacy
wzrost ekspresji wiekszosci enzymow glikolitycznych oraz transporteréw glukozy 1 (GLUT1,

ang. glucose transporter 1) [Lin et al,, 2018] i 3 (GLUT3, ang. glucose transporter 3) [Gao et al,,



2020], na skutek czego glikoliza w guzach przebiega efektywniej. Co wiecej, HIF-1a zwieksza
ekspresje czynnika wzrostu srdédbtonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial
growth factor), ktéry utatwia wzrost naczyn krwionosnych [Hu et al., 2016]. Ten adaptacyjny
mechanizm komoérek nowotworowych pozwala na ich dalszy wzrost, co z kolei przektada sie
na zwiekszenie ztosliwo$ci i mozliwosci do przerzutowania.

Trwata aktywacja glikolizy tlenowej w komorkach nowotworowych moze by¢
powigzana z aktywacjag onkogenéw lub utratg supresoréw guza, tym samym znacznie
przyspieszajac progresje raka [Marbaniang et al, 2018]. HIF-la wraz z czynnikiem
transkrypcyjnym c-Myc kodowanym przez onkogen zwiekszajg produkcje mleczanu, ktory
dziata jako Zrédio energii bedac transportowanym miedzy réznymi populacjami komérek
[Brown et al., 2020], [Masoud et al., 2015], [Certo et al, 2021]. Co wiecej, nadmiernie
generowany mleczan reguluje odpowiedZ immunologiczng w mikrosrodowisku guza, gdy
ulega transportowi przez transporter monokarboksylanéw 1 (MCT1, ang. monocarboxylate
transporter 1) (ktérego ekspresja indukowana jest przez c-Myc) i 4 (MCT4, ang.
monocarboxylate transporter 4) (ktérego ekspresja indukowana jest przez HIF-1a) do
przestrzeni pozakomérkowej, gdzie powoduje kwasice mleczanowq zwigzana ze zla prognoza
nowotworu [Doherty et al,, 2013], [Certo et al,, 2021], [Sun et al., 2017], [Parks et al., 2017].

Podsumowujgc i nieco upraszczajac, generowanie energii w komoérkach prawidtowych
i nowotworowych zachodzi w innych warunkach, cho¢ punkt wyjscia dla obu typéw komorek
stanowi glikoliza (Ryc. 4). W obecno$ci tlenu, komérki prawidtowe produkuja do 36 czasteczek
ATP na kazda czasteczke glukozy poprzez glikolize, cykl Krebsa i fosforylacje oksydacyjna.
W warunkach hipoksji, zakumulowany pirogronian przeksztatcany jest przez dehydrogenaze
mleczanowg (LDH, ang. /actate dehydrogenase) do mleczanu, w wyniku czego generowane s3
2 czasteczki ATP (Ryc. 4A). Komoérki nowotworowe wykorzystujg gtéwnie glikolize tlenows,
w wyniku ktérej produkowane s3 2 czasteczki ATP z kazdej czasteczki glukozy. Powstaty
mleczan transportowany jest przez MCT do przestrzeni zewnatrzkomorkowej, gdzie poprzez
zwiekszanie pH indukuje kwasice mleczanowa. Progresja nowotworu moze by¢ stymulowana
zaréwno przez nadmiernie produkowany mleczan, jak i przez VEGF, ktérego ekspresja
zwiekszona jest przez HIF-1a. HIF-1a wraz z c-Myc réwniez przyczyniajg sie do zwiekszonej

produkcji mleczanu (Ryc. 4B).
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Rycina 4. Produkcja energii w komérkach prawidtowych i nowotworowych.

Objasnienie skrétéw: GLUT, transporter glukozy; LDH, dehydrogenaza mleczanowa; H/F-1a, czynnik indukowany
hipoksja 1a; VEGF, czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego. Legenda schematu: przerywane strzaltki prezentuja
zachodzenie procesu z obnizong wydajnoscia; ciagte strzatki odnosza sie do procesu zachodzacego ze zwiekszona

wydajnoscia.

Zmniejszanie wydajno$ci glikolitycznej i/lub przerywanie procesu fermentacji
mleczanowej wydaje sie by¢ obiecujaca strategia zapobiegania lub zatrzymywania rozwoju
nowotworu. W tym celu zaproponowano wykorzystanie inhibitoréw biatek odpowiedzialnych
za transport i przeksztatcanie glukozy do dalszych produktéw posrednich, takich jak GLUT4
czy heksokinazy [Akins et al., 2018], a takze inhibitoréw czasteczek transportujgcych mleczan
- MCT1 i MCT4 [Wang et al., 2021]. Innym, obecnie szeroko dyskutowanym sposobem

oddziatywania na fenotyp glikolityczny komoérek nowotworowych jest indukowana ketoza.

13
1.3.1.

Stan wiedzy w zakresie rozwoju raka szyjki macicy

Etiologia raka szyjki macicy

Rak szyjki macicy jest czwartym najcze$ciej wystepujagcym nowotworem u kobiet,
powodujacym rocznie ponad 300 tysiecy zgonéw [dane Cervical Cancer Action for Elimination,
2023]. Jego etiologia zwigzana jest gtéwnie z zakazeniem wirusem brodawczaka ludzkiego
(HPV, ang. human papillomavirus) - niezwykle powszechnym wirusem przenoszonym droga
ptciowa. Szacuje sie, ze do momentu ukonczenia 50. roku zycia, 4 na 5 kobiet bedzie zarazonych
HPV. Wirus ten jest rowniez bardzo powszechny u mezczyzn, lecz zazwyczaj nie powoduje
zadnych objawoéw. Szanse przezycia po zachorowaniu na ten rodzaj nowotworu s3
proporcjonalne do czasu wykrycia - wcze$nie zdiagnozowany rak szyjki macicy, przy

odpowiedniej terapii, jest jednym z najskuteczniej uleczalnych choréb nowotworowych. P6zne
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stadia wymagaja opieki paliatywnej z uwagi na wysoka ztosliwo$¢ tej formy nowotworu [dane
World Health Organization, 2014].

Rak szyjki macicy uwazany jest za problem zdrowia publicznego ze wzgledu na
m.in. stabe metody profilaktyki, ograniczony zasieg badan przesiewowych, zwtaszcza kobiet
z krajow nisko rozwinietych. Globalna Strategia Eliminacji Raka Szyjki Macicy opiera sie na
kompleksowym podejsciu obejmujacym profilaktyke pierwotng poprzez szczepienia przeciw
HPV, profilaktyke wtérna, badania przesiewowe i leczenie zmian przedrakowych oraz
profilaktyke trzeciorzedowa, diagnostyke i leczenie inwazyjnego raka szyjki macicy, a takze
opieke paliatywng [dane World Health Organization, 2022]. Szacuje sie, iz globalnie, tylko 15%
dziewczat w wieku kwalifikujagcym sie do szczepienia przeciwko HPV, zostaje catkowicie
zaszczepionych. Inne statystyki pokazuja, Ze w krajach nisko i $srednio rozwinietych nawet
mniej niz 20% kobiet jest badanych pod katem raka szyjki macicy, podczas gdy w krajach
wysoko rozwinietych wskaznik ten oscyluje w okolicach 60% [dane Cervical Cancer Action for
Elimination, 2023].

Wirusy brodawczaka ludzkiego s3 czesto okreslane jako nieonkogenne (powodujgce
brodawki) i onkogenne (powodujace raka). Prawidtowo funkcjonujacy uktad immunologiczny
zwykle radzi sobie z infekcjag HPV (zar6wno formy onkogennej, jak i nieonkogennej) w ciggu
2 lat [dane Centers for Disease Control and Prevention, 2022]. Ciagta infekcja HPV wysokiego
ryzyka uwazana jest za gtéwny powo6d zachorowania na raka szyjki macicy. Wréd najbardziej
pospolitych genotypéw wyroznia sie HPV typu 16 i 18 (HPV16/18) [Fontham et al.,, 2020],
wyposazone w biatka promujgce transformacje komorek w guza - onkoproteiny E6 i E7, ktore
s3 niezbedne do zaindukowania ztoSliwego fenotypu. Biatka te regulujg cykl komérkowy
poprzez ich interakcje z biatkiem p53 i biatkiem retinoblastomy. Wraz z innymi biatkami
wirusowymi - E5 i E2 - onkoproteiny E6 i E7 sprzyjaja metabolicznej przemianie na glikolize
tlenowa oraz przyczyniajg sie do radio- i chemoopornosci przez zwiekszenie aktywnos$ci
enzyméw glikolitycznych (enolazy A, heksokinazy II, dehydrogenazy mleczanowej A,
fosfofruktokinazy i transporterow glukozy), a takze inhibicje cyklu Krebsa
i taficucha oddechowego. Ogoélnie, wirusy HPV16/18 wykorzystujag maszynerie replikacyjna
komoérek gospodarza do powielania wlasnego zakaznego materiatu genetycznego.
W niektdérych przypadkach interakcje biatek wirusowych z biatkami gospodarza indukuja
ztosliwg transformacje, w ktorej komorki zmuszone sa sprosta¢ wysokiemu zapotrzebowaniu
energetycznemu z powodu wzrostu proliferacji [Martinez-Ramirez et al.,, 2018]. Onkoproteina
E7 reguluje HIF-1a, ktérego celem transkrypcyjnym jest GLUT1, podczas gdy E6 prowadzi do
degradacji biatka p53 skutkujac nadekspresja GLUT1 i zwiekszeniem wychwytu glukozy
w komoérkach nowotworowych [Yu et al.,, 1992].

Czas potrzebny do przejscia od infekcji HPV do zto$liwej formy raka szyjki macicy moze
wynie$¢ do 20 lat [Li etal., 2021]. W miedzyczasie, wirus ten powoduje rearanzacje genetyczne,

delecje, inwersje i translokacje chromosomoéw, aktywacje protoonkogendéw, a takze utrate



heterozygotycznosci, co prowadzi do niestabilno$ci genomu i zwieksza ryzyko transformacji
nowotworowej [Akagi et al., 2014]. Sama infekcja HPV nie jest jednak wystarczajgca do
transformacji zakazonej komorki - duza role odgrywajg tutaj réwniez wszelakie zmiany
w obrebie epigenomu oraz stan zapalny [Fernandes et al, 2015]. Istotnym elementem
w rozwoju stanu zapalnego szyjki macicy sa drobnoustroje wyscietajgce komoérki nabtonkowe
pochwy. W sytuacji, gdy homeostaza mikroflory (eubioza) zostaje naruszona (dysbioza), same
drobnoustroje lub metabolity przez nie wydzielane wywotuja szereg odpowiedzi

immunologicznych w organizmie [Zhou et al., 2021].

1.3.2. Konsekwencje modulacji mikroflory pochwy

Mikroflore pochwy stanowig gtéwnie (90-95% catos$ci) bakterie gatunku Lactobacillus
(przede wszystkim L. crispatus, L. iners, L. jenseniii L. gasseri). Ich gtbwnym zadaniem jest
produkcja kwasu mlekowego, ktory poprzez utrzymywanie kwasnego pH (w granicach od 3,8
do 4,4 w warunkach fizjologicznych) chroni przed infekcjg drobnoustrojami patogennymi
[Tidbury et al, 2021]. Kwas mlekowy moze indukowal wydzielanie przeciwzapalnej
interleukiny IL-10, zmniejsza¢ produkcje prozapalnej interleukiny IL-12 w komoérkach
dendrytycznych i zmniejsza¢ cytotoksyczno$¢ limfocytéw efektorowych znanych jako komorki
NK (ang. natural killer cells) [Sun et al, 2017]. Z drugiej strony, mleczan jest jednym
z gtownych biomarkeréw raka szyjki macicy, obnizajagcym pH mikrosrodowiska guza do
zakresu 6,5-6,0, co sprzyja rozwojowi neoangiogenezy, immunosupresji i metastazy [de la
Cruz-Lépez et al, 2019]. Obserwacja ta $wiadczy o podwdjnej roli mleczanu w stanach
fizjologicznych i patologicznych, a takze istotnos$ci badania jego zwigzku ze stanem zapalnym
narzadow piciowych w konteks$cie nowotworéw ginekologicznych [Ilhan et al., 2019].

Zmiany w mikroflorze pochwy zwigzane sg ze zwiekszonym ryzykiem nabycia
wirusowej choroby przenoszonej droga ptciowg, w tym zakazenia HPV [Valenti et al., 2018].
Bakterie gatunku Lactobacillus sa zalezne od zeniskich hormonéw, w szczego6lnosci estrogenu,
ktéry sprzyja zachowaniu eubiozy pochwy poprzez stymulacje dojrzewania i proliferacji
komoérek nabtonka pochwy oraz gromadzenie glikogenu. Bogate w glikogen $rodowisko
pochwy tworzy idealne warunki do namnazania sie bakterii kwasu mlekowego, co wptywa na
produkcje kwasu mlekowego i obnizone pH [Amabebe et al, 2018]. ObniZzony poziom
estrogenu, natomiast, zmniejsza dostepnos$¢ glikogenu, co w konsekwencji prowadzi do
spadku liczby Lactobacillus w pochwie [Brotman et al., 2014].

Innymi czynnikami wplywajacymi na zmiany mikroflory pochwy jest stosowanie
antybiotykow, probiotykéw oraz zywnosSci wysoko przetworzonej [Noormohammadi et al,,
2022]. Badania wykazaty, ze diety wysokottuszczowe o wysokim indeksie glikemicznym
i niskiej gestosci odzywczej wptywajg na rozwdj dysbiozy pochwy, podczas gdy diety bogate
w sktadniki odzywecze, takie jak kwas foliowy, witamina E czy wapn, wzmagajg utrzymywanie

eubiozy [Barrientos-Duran et al, 2020]. Dodatkowo, w celach prewencji infekcjom HPV,



proponuje sie stosowanie diety Srodziemnomorskiej opartej na warzywach, produktach
pelnoziarnistych, straczkach, orzechach i owocach [Barchitta et al., 2018]. Klasyczna dieta
zachodnia bogata w czerwone mieso, ziarna rafinowane, produkty smazone
i wysokottuszczowe produkty nabialowe jest mocno zwigzana z zakazeniem HPV i stanami
zapalnymi [Koshiyama, 2019]. W przypadku diet eliminacyjnych, takich jak dieta ketogeniczna,
brakuje danych, ktére pozwolityby okres$li¢, jaki doktadnie moze mie¢ ona wptyw na

zapobieganie i/lub juz obecng infekcje HPV.

1.3.3. Wplyw przeprogramowania metabolicznego na rozwdj raka szyjki macicy

Pacjentki chore na raka szyjki macicy wykazuja opornosc¢ na radio- i chemioterapie, co
czeSciowo spowodowane jest mikrosrodowiskiem guza charakteryzujacym sie deficytem
tlenowym. W oparciu o przeprowadzone badania stwierdzono, ze blokujagc mechanizmy
obejmujace hipoksje i glikolize, mozna uwrazliwi¢ komé6rki nowotworowe na konwencjonalne
leki i radioterapie, co stanowi potencjalng strategie leczenia [Granja et al., 2015]. W tym celu
skupiono sie na receptorach ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu (HER, ang. Auman
epidermal growth factor receptor), ktore z powodu wysokiej ekspresji w raku szyjki macicy
stanowig teranostyczny biomarker tej choroby i posredni cel terapeutyczny zarazem. Badania
przeprowadzone z wykorzystaniem komorek raka szyjki macicy SiHa wykazaty stabg
odpowiedZ na inhibitory HER (lapatynib i AST1306), co zwigzane jest ze zwiekszeniem
produkcji mleczanu. Inhibitory HER promuja glikolize w komérkach HPV-pozytywnych, co jest
ciekawym zjawiskiem, gdyz do tej pory nie zaobserwowano takiej aktywnosci w komoérkach
HPV-negatywnych. Co  wiecej, potaczenie lapatynibu z  inhibitorami  HER
i niemetabolizowanym analogiem glukozy - 2-deoksyglukoza (2-DG, ang. 2-deoxyglucose) -
poskutkowato zmniejszeniem poziomu mleczanu i obnizong ekspresja HIF-1a, prowadzac do
spadku zywotno$ci komoérek i inhibicji wzrostu guza, podobnie jak i ograniczeniem
neoangiogenezy w poroéwnaniu do efektdw cytotoksycznych uzyskanych wylgcznie przez
oddziatywanie lapatynibu. Obserwacja ta sugeruje, Ze zastosowanie blokeréw metabolizmu
glukozy moze by¢ forma terapii uzupelniajacej w celu zwiekszenia cytotoksycznosci
konwencjonalnej chemioterapii w komérkach nowotworowych [Martinho et al.,, 2017].

Badania przeprowadzone na 78 pacjentkach cierpigcych na raka szyjki macicy lub
posiadajacych zmiany nowotworowe wykazaly, ze metabolity lipidowe, w tym
B-hydroksymaslan, prowadzg do zwiekszenia stanu zapalnego szyjki macicy [Ilhan et al,,
2019]. Zauwazono, ze zwiekszenie poziomu lipidow z plazmalogendéw i wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych nie tylko powoduje nieprawidtowosci w metabolizmie komdérkowym,
ale réwniez podkre$la znaczenie lipidow w rozwoju nowotworu z uwagi na ich role jako
prekursoréw prozapalnych cytokin, wywotywaczy nieprawidtowej ekspresji gendw [Wallner
etal., 2018]. Co ciekawe, fosfatydylocholiny, stanowigce inng grupe lipidéw, sg znane ze swoich
antyzapalnych wtasciwosci, wplywajac zarazem na proliferacje komoérek i zaprogramowana

$mier¢ komorki [Ridgway et al.,, 2013].
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Rycina 5. Schematyczny proces rozwoju raka szyjki macicy z poziomu komérkowego.

Objasnienie skrotéw: ER, receptor estrogenowy; GLUTI, transporter glukozy 1; HER, receptor ludzkiego
naskorkowego czynnika wzrostu; H/F-1a, czynnik indukowany hipoksja 1a; APV, wirus brodawczaka ludzkiego.
Legenda schematu: przerywane strzatki prezentujg zachodzenie procesu z obnizong wydajnoscia; ciagte strzatki

odnoszg sie do procesu zachodzacego ze zwiekszong wydajnoscia.

Podsumowujgc, na rozwoj raka szyjki macicy ma wplyw szereg czynnikow -
poczawszy od infekcji HPV, poprzez zaindukowany stan zapalny, na mikroflorze pochwy
konczac (Ryc. 5). Wymienione elementy wplywaja na siebie wzajemnie obnazajac
dwukierunkowe dziatanie mleczanu. Bakterie kwasu mlekowego Lactobacillus sp. sa zalezne
od poziomu estrogenu regulowanego przez receptor estrogenowy (ER, ang. estrogen
receptor). Kwas mlekowy produkowany przez bakterie zakwasza $§rodowisko zewnetrzne
komoérek szyjki macicy, utrzymujac pH na poziomie optymalnym dla zachowania przyjazne;j
mikroflory. Infekcja HPV prowadzi do ekspresji genéw kodujacych onkoproteiny E6 i E7, ktore
wptywaja na zahamowanie cyklu Krebsa. Onkoproteina E6 degraduje biatko p53, co prowadzi
do ekspresji GLUT1. Czynnik HIF-1a regulowany jest przez receptor HER i E7, wptywajac na
transkrypcje GLUT1, ktérego aktywacja jest niezbedna do przeprowadzenia glikolizy.
Wilaczenie materiatu genetycznego HPV do genomu gospodarza wraz z zachodzacymi
zmianami epigenetycznymi i stanem zapalnym zwieksza prawdopodobienistwo zajscia
transformacji nowotworowej. W tej sytuacji, konwersja pirogronianu do acetylo-CoA
i pozniejszy cykl Krebsa zachodzi z mniejsza wydajno$ciag. Komérka preferuje glikolize
tlenowg, w wyniku ktérej powstaly z pirogronianu mleczan transportowany jest do

przestrzeni pozakomdrkowej, zwiekszajac zakwaszenie srodowiska.

1.4.  Dieta ketogeniczna jako srodek terapeutyczny
Obecnie jednym z najczeSciej dyskutowanych modeli zywieniowych jest dieta
ketogeniczna oparta na minimalnej podazy weglowodandw (mniej niz 5% dostarczanej energii
z pozywienia) i optymalnej pod wzgledem odzywczym ilosci biatka (10-20% energii) przy
jednoczesnej wysokiej podazy ttuszczéw (ok. 75-85% energii). Ograniczenie weglowodanéw

do mniej niz 50 g dziennie powoduje utrate glikogenu i produkcje ciat ketonowych z ttuszczu



zmagazynowanego w tkance tluszczowej [Dabek et al, 2020]. Tak zaindukowane
przeprogramowanie metaboliczne zyskato popularnos$¢ jako niezwykle skuteczne podejscie
terapeutyczne w leczeniu lekoopornej epilepsji u dzieci. W ciggu ostatniej dekady dieta
ketogeniczna przyciggneta uwage naukowcéw dzieki pojawiajacym sie dowodom na jej
obiecujacy potencjat leczniczy w zaburzeniach metabolicznych i immunologicznych, a nawet

w terapii nowotworowej [Zhu et al., 2022].

1.4.1. Geneza i ograniczenia stosowania diety ketogenicznej w celach leczniczych

Historia wprowadzenia diety ketogenicznej jako czynnika wspomagajacego leczenie
siega lat 20-tych XX wieku, kiedy po raz pierwszy zastosowano ten model Zywieniowy
u dzieci chorujacych na lekooporng epilepsje, co poskutkowato znaczacym ograniczeniem
wystepowania napadéw padaczkowych [Rogovik et al., 2010]. Do lat 70-tych XX wieku opisano
ponad 1000 przypadkoéow, wsrdd ktorych 27% dzieci uzyskato zwiekszong kontrole, a 52% -
peina kontrole nad napadami padaczkowymi w trakcie stosowania tej diety [Wheless, 2008].
Ogdlnie, wylaczajac pacjentdw cierpigcych na epilepsje, niewiele jest dostepnych informacji na
temat dtugoterminowego wptywu przestrzegania diety ketogenicznej, co prawdopodobnie ma
zwigzek z czesto wystepujacymi efektami ubocznymi, takimi jak nudno$ci, zaparcia, wymioty,
bol i zawroty glowy, zmeczenie, bezsennos$¢ oraz trudnosci w podejmowaniu wysitku
fizycznego, czasami zbiorczo okreslanymi jako ,grypa ketonowa” [Masood et al, 2022].
Cho¢ wymienione objawy zazwyczaj ustepuja w ciggu kilku tygodni od chwili rozpoczecia
stosowania diety ketogenicznej (okres nazywany ,inicjacja”), potrafia one skutecznie
zniecheci¢ do kontynuowania tego sposobu zZywienia. Dlugoterminowe dziatania niepozgdane
obejmuja sttuszczenie watroby, hipoproteinemie, kamienie nerkowe oraz niedobory witamin
i mineratow - skutki te zostaty zaobserwowane u chorujacych na epilepsje dzieci stosujgcych
diete ketogeniczng przez ponad 6 lat [Groesbeck et al., 2006]. Badania przeprowadzone na
276 chorujacych na epilepsje lekooporna dzieciach wykazaty, ze po zaprzestaniu stosowania
tej diety (Srednio po uptywie 5 lat), u 24% pacjentéw nie zaobserwowano nawrotu napadéw
padaczkowych przez co najmniej 1 miesigc. Jednak po uptywie ok. 3 miesiecy, napady
padaczkowe powrdcity u 82% pacjentéw [Taub et al.,, 2014].

1.4.2. Wplyw diety ketogenicznej na mikrobiom

Sktadniki diety sg gtdwnym czynnikiem decydujacym o sktadzie mikroflory jelitowe;j.
Badania wykazaly, Ze stosowanie diety ketogenicznej przyczynia sie do zwiekszenia wzglednej
liczebnosci Akkermansia muciniphila, ktorych obecnos¢ zwigzana jest z poprawg metabolizmu
i ogoélnego zdrowia [Macchione et al, 2019]. Bakterie te sa gltéwnym producentem
krotkotancuchowych kwasow  tluszczowych wytwarzanych na skutek fermentacji
nietrawiennych polisacharydéw (btonnika pokarmowego i skrobi opornej) [Blaak et al., 2020].
Podwyzszony poziom krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych jest powigzany z nizszym

poziomem otytosci i wyzszym poziomem wrazliwo$ci na insuline. Wariant bardzo



niskoweglowodanowej diety ketogenicznej, natomiast, obniza poziom A. muciniphila.
Prawdopodobna przyczyna tego zjawiska jest bardzo niska podaz weglowodandéw ztozonych
(np. btonnika), ktére stanowig paliwo komoérkowe dla tych bakterii. Dlatego tez istotne jest
okreslenie doktadnych ilosci weglowodanéw (ztoZonych) podawanych w trakcie stosowania
diety ketogenicznej [Attaye et al., 2021].

Dysbioza przyczynia sie do rozwoju réznych stanéw patologicznych, w tym otylosci
[Sun et al., 2018], cukrzycy [Livanos et al., 2016], chor6b neurodegeneracyjnych [Rekdal
et al,, 2019] czy nowotwordw [Tilg et al., 2018]. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
progresja nowotworu okreznicy jest SciSle skorelowana z obecno$ciag bakterii Bacteroides
fragilis, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas asaccharolytica, Parvimonas micra,
Prevotella intermedia, Alistipes finegoldii czy Thermanaerovibrio acidaminovorans, ktére
moga by¢ potencjalnymi markerami diagnostycznymi [Cheng et al., 2020]. Mikroorganizmy te
zaangazowane s3 w takie szlaki metaboliczne jak biosynteza lipopolisacharydéw, katabolizm
bialek i mucyny, degradacja weglowodanow [Wirbel et al,, 2019] oraz produkcja energii
[Dai et al., 2018]. Ponadto, drobnoustroje komensalne modulujg odpowiedZ immunologiczng
zaindukowang przez terapie [Cheng et al., 2020]. Bakterie rodzaju Bifidobacterium wykazuja
szereg wlasciwosci terapeutycznych wobec takich choroéb jak rak jelita grubego, martwicze
zapalenie jelit czy nieswoiste zapalenie jelit [0'Callaghan et al., 2016]. Bifidobacterium sp.
(np. B. adolescentis) peli role w aktywacji Th17 - klasy prozapalnych komorek
odpornos$ciowych. Zauwazono, Ze zwiekszony poziom ciat ketonowych na skutek stosowania
diety ketogenicznej selektywnie hamowat wzrost Bifidobacterium, prowadzac do
zmniejszenia ich liczby w jelicie [Ang et al., 2020], a tym samym - obniZenia poziomu komérek
Th17 [Endo et al., 2017]. Zjawisko to sugeruje, ze modulacja aktywacji komérek Th17 poprzez
diete ketogeniczng moze by¢ obiecujacym podejsciem terapeutycznym do tagodzenia

zaburzen immunologicznych, neurologicznych oraz choréb metabolicznych [Lim et al., 2022].

1.4.3. Potencjat diety ketogenicznej jako terapii uzupetniajacej w leczeniu nowotworow

W  prébie klinicznej, 11 pacjentéw z zaawansowanym lub przerzutujgcym
nowotworem rdznego typu (nowotwor ptuc, okreznicy, trzustki, mézgu, prostaty, watroby,
tarczycy i skory) zostato poddanych diecie ketogenicznej polegajacej na dostarczeniu 20-40 g
weglowodandw dziennie. Po uplywie 4 tygodni, u 54,5% pacjentéw zauwazono cze$ciowe
zatrzymanie choroby lub jej ustabilizowanie. Wéréd pacjentéw wytypowanych do badania,
zaden z nich nie byt poddawany chemioterapii [Tan-Shalaby et al, 2016]. Inne badanie
przeprowadzono na 28 pacjentach chorujagcych na raka szyi i glowy, wsréd ktérych
7 pacjentéw stosowato diete ketogeniczng, a 21 pacjentéw - standardowa diete. Wyniki
wykazaly, Zze u pacjentdw otrzymujacych chemioterapie, $rednie tygodniowe zmniejszenie
masy ciata i masy mie$ni szkieletowych wyniosto odpowiednio 0,9 kg i 0,31 kg w grupie
stosujacej diete ketogeniczna, a w grupie stosujacej standardowa diete - odpowiednio 1,2 kg

i 0,57 kg. Pacjenci z grupy stosujacej diete ketogeniczng nieotrzymujacy chemioterapii




osiagneli sredni przyrost 0,04 kg masy ciata i 0,12 kg masy mies$ni szkieletowych na tydzien.
Po medianie czasu obserwacji wynoszacej 42 miesigce (zakres 6,7-78 miesiecy) nie
stwierdzono istotnych réznic w czasie przezycia wolnego od progresji choroby lub przezycia
catkowitego miedzy grupami [Klement et al., 2022].

Zauwazalny pozytywny efekt stosowania diety ketogenicznej u niektérych pacjentow
onkologicznych jest prawdopodobnie zwigzany z ogélnym polepszeniem stanu organizmu
poprzez poprawe profilu lipidowego, w tym zmniejszenie catkowitego cholesterolu LDL oraz
zwiekszenie poziomu HDL [Weber et al., 2020]. Ponadto, dieta ketogeniczna znaczaco obniza
poziom insuliny [Cohen et al., 2018] i hemoglobiny [Dowis et al., 2021], a takze utatwia
zredukowanie wagi u oséb z otytoscig [Ciaffi et al., 2021]. Otytos¢ jest szczegdlnie istotnym
aspektem w kontek$cie choroby nowotworowej, gdyz uznawana jest za ogo6lnoustrojowa
chorobe zapalng niskiego stopnia. Permanentny stan zapalny organizmu zwigzany jest
z wydzielaniem prozapalnych cytokin, chemokin i innych czynnikéw transkrypcyjnych
bezposrednio zwigzanych z nowotworzeniem [Pahwa et al., 2022]. Podczas gdy stany zapalne
zauwazalne s3 jeszcze przed zto$liwymi zmianami w niektérych typach nowotworéw,
przewrotnie, niektére rodzaje stanéw zapalnych moga stymulowac progresje nowotworu
i przerzuty, a takze zmniejszac skutecznos¢ leczenia. Stosowanie diety ketogenicznej w takich
przypadkach wykazato zmniejszong ekspresje cytokin prozapalnych - czynnika martwicy guza
(TNF-q, ang. tumor necrosis factor a), interleukiny 1B (IL-1B, ang. interleukin 1f) i interferonu
vy (IFN-y, ang. interferon y) - sugerujac, ze taki model Zywienia moze wzmacnia¢ odpowiedz na
leczenie i profilaktyke raka [Lu et al, 2018]. Zmniejszenie dostepnosci glukozy przy
réwnoczesnym dostarczeniu ciat ketonowych jako alternatywnego Zrédta energii dla komorek
prawidlowych wydaje sie by¢ obiecujagcg dodatkowa strategig terapeutyczng u pacjentow
chorujacych na nowotwdr [Seyfried et al,, 2014]. Z zatozenia, dieta ketogeniczna powinna
prowadzi¢ do selektywnego zaglodzenia komoérek nowotworowych, niezdolnych do

zaadaptowania metabolizmu ciat ketonowych [Aminzadeh-Gohari et al., 2017].

1.4.4. Rola cial ketonowych w progresji nowotworu

Ketoza jest stanem metabolicznym charakteryzujacym sie zwiekszonym poziomem ciat
ketonowych we krwi i moczu. Ze wzgledu na tendencje do hamowania szlakéw sygnatowych
glukozy i insuliny, indukowana ketoza brana jest pod uwage jako potencjalna terapia
przeciwnowotworowa. Jednakze, w przeciwienistwie do wiekszosci strategii ukierunkowanych
na pojedynczy cel w komorece, stan ketozy wywotuje rozleglte zmiany metaboliczne, genetyczne
i immunologiczne [Woolfetal.,, 2015], [Sheck et al., 2012]. Pierwotnie zaktadano, iZ deprywacja
glukozy z jednoczesnym zwiekszeniem stezenia ciat ketonowych wywrze bezposredni wptyw
na zahamowanie progresji nowotworu, lecz wyniki badan sugerujag wiele innych
mechanizmoéw poprzez ktore ketoza moze wywotywac efekty antynowotworowe. Zalicza sie
do nich zredukowanie poziomu glukozy, insuliny i stanu zapalnego, zmniejszenie skali stresu

oksydacyjnego, wzmocnienie odpornosSci przeciwnowotworowej, zmiany w ekspresji genow




oraz uwrazliwienie guzéw na leczenie standardowe i terapie uzupelniajgce (Ryc. 6). Obecnie
uwaza sie, ze wiele z tych mechanizméw indukowanych jest przez same ciata ketonowe, ktére
oprocz dziatania jako substrat energetyczny wykazuja rowniez wtasciwosci sygnalizacyjne
[Newman et al., 2014].

redukcja poziomu glukozy i insuliny
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Rycina 6. Efekty antynowotworowe stanu ketozy.

Bezpos$rednie dziatanie przeciwnowotworowe ciat ketonowych, a doktadnie
B-hydroksymaslanu, zostato zauwazone juz w 1979 roku w hamowaniu proliferacji ludzkich
komorek chioniaka (linia komérkowa Raji) i raka szyjki macicy (HeLa), a takze mysiego
czerniaka (B16). Ten sam zesp6t badaczy zaobserwowal réwniez znaczne zmniejszenie
rozprzestrzeniania sie przerzutéw w mysim modelu CS7BL/6 czerniaka B16 w zalezno$ci od
dostarczonej dawki BHB [Magee et al., 1979]. Podobnie wykazano, Ze acetooctan w spos6b
zalezny od dawki hamuje produkcje ATP i proliferacje komorek raka okreznicy (linie
komoérkowe LoVo, RKO, Caco-2, SW48, SW480) i raka piersi (MDA-MB-231, MCF7),
jednocze$nie nie wywotujac wspomnianych efektéw w kontrolnych liniach komorek
fibroblastow (RFP3, MCH 064, MCH 065) [Fine et al., 2009]. W innym doniesieniu wykazano,
ze zarowno [(-hydroksymaslan, jak i acetooctan, hamuja zZywotnos$¢ i indukujg apoptoze
komoérek neuroblastomy SK-N-AS bez wplywu na kontrolne fibroblasty ludzkiego napletka
[Skinner et al, 2009]. Fizjologiczne stezenia (-hydroksymaslanu natomiast, zmniejszaty
zywotnos¢ i proliferacje mysich komoérek glejaka VM-M3 /Fluc w warunkach /n vitro pomimo
obecnos$ci wysokoglukozowej pozywki hodowlanej [Poff et al., 2014].

Stopien, w jakim zaobserwowane efekty ketozy w warunkach in vitro przyczyniajg sie
do zaktadanych efektow przeciwnowotworowych in vivo nie jest znany, cho¢ w wiekszosci
modeli przedklinicznych zauwaza sie korzystne dziatanie [Klement et al.,, 2016]. Otrzymane
dotychczas informacje sugeruja, ze zaréwno korzysci, jak i potencjalne ryzyko, mogg by¢
specyficzne dla typu nowotworu, poniewaz niektére analizy wykazaty, ze ciata ketonowe
dostarczane bez jednoczesnej deprywacji weglowodanéw mogg stuzy¢ jako substrat
napedzajacy wzrost guza lub przerzutowanie nowotworu. Zostato to zauwazone w trakcie
badan nad nowotworem piersi (ludzka tkanka MDA-MB-231/GFP+ wprowadzona do myszy
NCr), gdzie traktowanie f3-hydroksymaslanem poskutkowato 2,5-krotnym wzrostem objetosci
guza bez jednoczesnego zwiekszenia poziomu neoangiogenezy [Bonuccelli et al., 2010]. Z kolei,

badania przeprowadzone z wykorzystaniem komorek raka okreznicy HT-29 wykazaty



antyproliferacyjny efekt f-hydroksymaslanu (w odréznieniu od komoérek HCT116, Caco-2
i RKO nie wykazujacych zadnej odpowiedzi) [Dmitrieva-Posocco et al., 2022].

1.4.5. Wnplyw cial ketonowych na epigenom

Acetylo-CoA jest istotnym donorem grupy acetylowej w procesie acetylacji histondw -
jednej z gtbwnych modyfikacji epigenetycznych - regulujac w ten sposéb ekspresje onkogenéw
i supresor6w nowotworu. Posrednia modulacja poziomu acetylo-CoA zachodzaca poprzez
ograniczanie/zwiekszanie dostepnosci gléwnych prekursoréw tego metabolitu - glukozy,
mleczanu, -hydroksymaslanu i acetooctanu - moze prowadzi¢ zatem do zmian w obrebie
epigenomu [Hao et al., 2022].

Regulacja epigenetyczna obejmuje szereg proceséw kluczowych z punktu widzenia
komorki, takich jak metylacje DNA, modyfikacje potranslacyjne histonéw czy remodelowanie
nukleosomow [Dawson et al., 201]. Reanranzacja epigenomu poprzez wprowadzenie zmian we
wzorze metylacji DNA i modyfikacji histonéw prowadzi do konwersji strukturalnych
chromatyny, a tym samym zniszczenia prawidlowych wzorcéw ekspresji genéw na rzecz
nieprawidtowych modeli transkrypcyjnych, ktére sprzyjaja powstawaniu i progres;ji
nowotworu [Bennett et al.,, 2018].

Do najpowszechniej badanych modyfikacji histonéw nalezy acetylacja (przytaczenie
grupy acetylowej do lizyny) i metylacja lizyny oraz argininy polegajaca na przytaczeniu grupy
metylowej do odpowiedniego aminokwasu. Acetylacja histonéw jest procesem odwracalnym,
regulowanym przez acetylotransferazy (HAT) i deacetylazy histonéw (HDAC). Przytgczenie
grupy acetylowej do lizyny histonu promuje ekspresje genéw poprzez zmiane struktury
przestrzennej nukleosomu, tym samym indukujgc rozluZnienie chromatyny i zwiekszenie
intensywnos$ci proceséw transkrypcji dzieki umozliwieniu przytgczenia sie czynnikéw
transkrypcyjnych do DNA. Odtaczenie grupy acetylowej, natomiast, powoduje zahamowanie
transkrypcji na skutek zwiekszonej kondensacji chromatyny [Liu et al., 2019].

Istnieje réwniez szereg innych modyfikacji histonéw (Ryc. 7), nazwanych zbiorczo
acylacjg, ktore obejmuja m.in. fosforylacje, ubikwitynacje, deiminacje, propionylacje,
krotonylacje, malonylacje, benzoilacje, a takze - potencjalnie majaca najwiekszy zwigzek

z acetylacjg - B-hydroksybutyrylacje [Balcerczyk et al., 2019], [Nitsch et al., 2021].
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Rycina 7. Wybrane modyfikacje potranslacyjne histonéw.
Schematyczne przedstawienie modyfikacji wybranych reszt ogonéw aminokwasowych, tj. lizyn (K), arginin (R)
i seryn (S) histonéw rdzeniowych H2A, H2B, H3, H4, ktére w podwdjnej kopii (oktamer), oplecione DNA

i ustabilizowane histonem H1, stanowig podstawowg jednostke chromatyny - nukleosom.

Beta-hydroksybutyrylacja lizyny histonu zachodzi dzieki zwiekszonej obecnosci
B-hydroksymaslanu oraz aktywnej formie tioestru (-hydroksybutyrylo-CoA. Proces ten
katalizowany jest przez biatko p300 (HAT) [Huang et al, 2021], natomiast
de-B-hydroksybutyrylacja nastepuje dzieki sirtuinom 1, 2 i 3 [Huang et al., 2021], [Zhang et al.,
2019] (SIRT1, SIRT2, SIRT3) oraz deacetylazom histonéw 1, 2,1 3 (HDAC1, HDACZ i HDAC3)
[Huang et al, 2021]. Badania wykazaty, Ze na skutek 48-godzinnego gtodzenia myszy,
podwyzszony poziom [-hydroksymaslanu prowadzi do B-hydroksybutyrylacji na wielu
resztach lizyny histonu 3 i 4 w komoérkach watroby [Xie et al,, 2016]. Co ciekawe, przylaczenie
B-hydroksymaslanu do lizyny 9 histonu 3 (H3K9bhb) powigzane jest z genami odpowiedzi na
gtod réznigcymi sie od gendw zwigzanych z acetylacja na tej samej reszcie H3K9 (H3K9ac)
[Koronowski et al., 2021]. Z kolei, badania przeprowadzone na nerkach myszy wykazaty, ze
zwiekszony poziom [-hydroksybutyrylacji lizyny (Kbhb) hamuje stres oksydacyjny,
jednocze$nie zwiekszajac poziom acetylacji (Kac) [Sabari et al.,, 2017].

Do tej pory zidentyfikowano co najmniej 31 miejsc modyfikacji histonéw, w obrebie
ktérych zachodzi B-hydroksybutyrylacja, jednak w wiekszo$ci badania skupiaty sie na
H3K9bhb. Przyktadowo, aktywacja neurotroficznego czynnika pochodzenia médzgowego
(BDNF) zwigzana jest z H3K9bhb, wptywajac na dziatanie lekéw przeciwdepresyjnych [Chen
et al, 2017]. Podobnie, zwiekszenie poziomu H3K9bhb w VEGF antagonizuje uszkodzenie
komorek srédbtonka aorty na skutek cukrzycy [Wu et al.,, 2020]. Innymi miejscami ulegajacymi
B-hydroksybutyrylacji w obrebie histonéw jest H4K14, H3K4, H3K79 i H3K56, ktérych
acetylacja i metylacja sg niezbedne dla prawidtowego funkcjonowania chromatyny [Bannister
etal,, 2011]. Badania wykazaty, Ze wywotana przez gt6d H3K9bhb zwigzana jest z jednoczesng
trimetylacja histonu 3 lizyny 4 (H3K4me3) i acetylacja histonu 3 lizyny 27 (H3K27ac),

skutkujgc aktywnym statusem chromatyny [Terranova et al., 2021]. Co wiecej, na podstawie
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wynikéw badan nad -hydroksybutyrylacjg biatka p53 mozna wnioskowad, iz modyfikacja ta
na lizynach K120, K319 i K370 moze prowadzi¢ do inaktywacji p53 w komérkach
nowotworowych traktowanych B-hydroksymaslanem, skutkujgc zmniejszong acetylacja p53
i ekspresja genow p21 i PUMA, ulatwiajac w ten sposob wzrost komoérek [Liu et al., 2019].
Obserwacja ta silnie sugeruje, Ze ciata ketonowe mogg zachowywac¢ sie jak onkometabolity
[Fu et al,, 2022]. Cho¢ pierwotnie pojecie ,onkometabolitéw” odnosito sie do metabolitow
akumulowanych w nadmiarze na skutek zakléconego cyklu Krebsa, obecnie tym terminem
coraz czesSciej opisuje sie metabolity nadprodukowane przez enzymy metaboliczne
zawierajace mutacje, wpltywajace bezposrednio na progresje nowotworu poprzez zmiane
sygnalizacji komorkowej [Gill et al., 2022].

Modyfikacje potranslacyjne histonéw zalezne s3 réwniez od dziatania kluczowych
enzyméw metabolizmu cial ketonowych - syntazy HMG-CoA (HMGCS2) oraz BDHI.
Zauwazono, zZe utrata jelitowego HMGCS2 upos$ledza agregacje B-hydroksymaslanu i wptywa
na ekspresje genéw metabolicznych zwigzanych z H3K9bhb. Z kolei, inhibicja BDH1 skutkuje
agregacja [B-hydroksymaslanu i wzrostem H3K9bhb, sprzyjajac progresji komoérek raka
watrobowo-komoérkowego HepG2, SNU387, Hep3B i PLC-PRF-5 poprzez indukowanie biatka
zwigzanego z metastazg 2 (MAT2) [Zhang et al., 2021], [Zhang et al,, 2019]. Inne badania,
natomiast, jednoznacznie przedstawily geny kodujgce HMGCS2 i BDH1 jako metaboliczne
onkogeny, ktére nadeksprymowane w komorkach raka piersi MDA-MB-231 zwiekszajg wzrost

guza i metastaze [Martinez-Outschoorn et al.,, 2012].

1.4.6. Gen OXCTIitransferaza bursztynylo-CoA:3-ketokwas-CoA jako kluczowe czynniki

metabolizmu ciat ketonowych i potencjalne narzedzia diagnostyczne
Gen OXCT1 koduje transferaze bursztynylo-CoA:3-ketokwas-CoA (SCOT).

W komoérkach prawidtowych, gen OXCT1 w duzym stopniu wystepuje w sercu, mozgu
i nerkach, a ponadto jest wykrywalny we wszystkich komérkach pozawatrobowych. Nie jest
natomiast eksprymowany w hepatocytach, czego powodem jest inhibicja aktywnosci jego
promotora przez miRNA-122 podczas przejscia ptéd-noworodek oraz trimetylacja lizyny 27
histonu 3 (H3K27me3) [Huang et al, 2016], [Hwang et al, 2022]. Z tego powoduy,
w prawidtowych komoérkach watroby SCOT nie jest aktywny, co przeszkadza
w wykorzystywaniu ciat ketonowych jako Zrédta energii.

Gen OXCT1 gra istotng role nie tylko w metabolizmie ciat ketonowych, ale posrednio
takze w rozwoju opornos$ci na niektore leki, progresji nowotworzenia i sygnalizowaniu
miedzykomoérkowym. Przeprowadzone dotychczas badania sugeruja, ze OXCTI moze by¢
potencjalnym celem terapeutycznym w leczeniu nowotwordw z uwagi na jego wysoka
ekspresje negatywnie skorelowang z przezyciem wolnym od nawrotéw. W chemioterapii
skierowanej przeciwko gruczakolakowi przewodowemu trzustki najczesciej wykorzystuje sie
gemcytabine. Analizy bioinformatyczne wykazaty, ze gen OXCT1 jest kluczowym czynnikiem

prowadzacym do opornosci na ten lek. Pacjenci z wysokg ekspresja OXCT1 wykazujg krotkie




przezycie wolne od nawrotéw po leczeniu gemcytabing, za$ obniZenie poziomu OXCT1 daje
odwrotny skutek [Ding et al., 2021]. Z kolei badania przeprowadzone na kostniakomiesaku
wykazaty, ze zaindukowanie opornosci na ifosfamid powoduje supresje OXCT1. Powszechnie,
gen OXCT1 w kostniakomiesaku jest nie tylko wysoce eksprymowany, ale takze zachodzace
w jego obrebie delecje sg zjawiskiem charakterystycznym dla tego typu nowotworu [de
Oliveira Rodrigues et al., 2022].

Analizy ekspresji OXCT1 na poziomie transkrypcyjnym wykazaty, Ze wspomniany gen
jest zdecydowanie najbardziej eksprymowany w komorkach raka szyjki macicy, co moze miec
zwigzek z wysokim stopniem ztosliwosci tego typu nowotworu [dane The Human Protein
Atlas, 2023]. Réwnie zauwazalny jest wysoki poziom ekspresji OXCT1 w przerzutujgcych
nowotworach okreznicy [Lee et al,, 2016], a takze prostaty [Saraon et al.,, 2013]. Ponadto,
badania wykazaty, ze nadekspresja genu OXCT1 w komoérkach raka piersi jest istotnym
czynnikiem promujgcym wzrost guza i przerzutowanie do ptuc. Z tego powodu OXCT? -
podobnie jak geny kodujgce ACAT1 [Ozsvari et al., 2017], HMGCS2 i BDH1 - zostal nazwany
przez niektérych badaczy ,metabolicznym onkogenem” [Martinez-Outschoorn et al., 2012].
PowyZsze obserwacje sugerujg, iz gen OXCT1 moze by¢ potencjalnym markerem péznych
stadiéw nowotworow.

Podczas ekspresji genu OXCTI dochodzi do utworzenia kolistego RNA (circRNA)
stanowigcego matryce dla biatka SCOT (circ-OXCT1). Ogélnie, circRNA dziata jako regulator
transkrypcji, grajac istotng role w procesie nowotworzenia i stuzac jako potencjalny biomarker
[Zhang et al,, 2021], [Zeng et al., 2021]. Jest to stabilna i licznie wystepujgca forma RNA,
generowana przez pre-mRNA w wyniku splicingu wstecznego [Chen et al, 2023],
[Zeng et al.,, 2021]. W modelu ludzkim zostata odkryta po raz pierwszy w komoérkach raka
szyjki macicy HeLa [Hsu et al., 1979].

Badania skupione na circ-OXCT1 wykazaly jego plejotropowe dziatanie. W raku
zotadka, wykazano, Ze obnizony poziom circ-OXCT1 stanowi wskaznik ztej prognozy, bedac
mocno skorelowanym z przerzutowaniem do weztéw chlonnych. Nadekspresja circ-OXCT1,
natomiast, znacznie zahamowata migracje komoérek, cho¢ nie powstrzymata ich proliferacji
[Liu et al., 2020]. W przypadku niedrobnokomoérkowego raka ptuc, obnizenie poziomu circ-
OXCT1 hamowato zaréwno migracje, jak i proliferacje komoérek, przy jednoczesnym
promowaniu apoptozy in vitro. Jednakze, w badaniach in vivo, wyciszenie circ-OXCT1
catkowicie powstrzymywato tworzenie sie guza [Luo et al.,, 2023].

Ekspresja genu OXCT1 stabilizowana jest podczas regulacji transkrypcyjnej, natomiast
aktywno$¢ SCOT - podczas modyfikacji potranslacyjnych. Do modulatoréw OXCT1 nalezy
surowica (gtodzenie komorek w hodowli in vitro poprzez deprywacje surowicy wplywa na
mTORC2 - kompleks biatkowy dzialajacy jako sensor energetyczny kontrolujacy synteze
biatek), stres oksydacyjny, stan ketozy, modyfikacje histonéw (gtéwnie H3K27me3) oraz
miRNA-122.Z kolei, do modulatoréw aktywnosci SCOT nalezy SIRT3. Zmiany aktywno$ci SCOT



obserwowano pod wptywem stanu zapalnego, m.in. w przebiegu cukrzycy, a takze - wraz

z wiekiem - w procesie starzenia sie [Hwang et al., 2022] (Ryc. 8).
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Rycina 8. Regulacja ekspresji OXCT1 i aktywno$ci SCOT.
Objasnienie skrotéow: H3K27me3, trimetylowana lizyna 27 histonu 3; m7TORCZ, kompleks biatkowy utworzony
przez kinaze serynowo-treoninowa; PPARa, receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomoéow a; SCOT,

transferaza bursztynylo-CoA:3-ketokwas-CoA; S/RT3, sirtuina 3

W komorkach raka watrobowo-komdérkowego HepG2, Hep3B, PLC, HEK293, THLE-3
i HEK293T glodzenie surowica zwieksza ekspresje genu OXC71 poprzez aktywacje szlaku
mTORC1 [Huang et al,, 2016]. Trwata ketoza zapobiega zuzyciu ciat ketonowych przez supresje
mRNA OXCT1w sercu i miesniach, prawdopodobnie dzieki receptorowi aktywowanemu przez
proliferatory peroksysoméw o (PPARa, ang. peroxisome proliferator-activated receptor a)
[Wentz et al.,, 2010], [Puchalska et al.,, 2017]. W innych badaniach wykazano, ze ekspresja
mRNA OXCT1 i biatka SCOT jest obnizona w niewydolnym mie$niu sercowym
i kardiomiocytach na skutek stresu oksydacyjnego [Nagao etal., 2016]. Co wiecej, stwierdzono,
ze SCOT jest hiperacetylowany w moézgu myszy z nokautem genu SIRT3, przyczyniajac sie do
zmniejszonej zdolnosci ketolitycznej biatka [Dittenhafer-Reed et al., 2015], [Puchalska et al,,
2021].

ObnizZona, a nawet catkowicie wyciszona ekspresja SCOT zwigzana jest z jednostka
chorobowa zwang niedoborem SCOT. Niedobdér SCOT jest rzadka dziedziczng choroba
metaboliczng, uposledzajacg zdolnos$¢ organizmu do rozktadu cial ketonowych na skutek
zmian w obrebie genu OXCT1. Choroba ta dziedziczona jest w sposéb autosomalny recesywny
[Alghamdi et al., 2021], wystepujac u mniej niz 1 osoby na milion [dane Orphanet, 2023].
Jednym z gtéwnych objawdw tego zaburzenia jest kwasica ketonowa charakteryzujaca sie
problemami z oddychaniem, brakiem apetytu, wymiotami i letargiem. W niektérych
przypadkach, kwasica ketonowa moze prowadzi¢ do utraty przytomnosci, a nawet $pigczki.
Pomiedzy epizodami chorobowymi, cierpigcy na niedob6r SCOT moga nie doswiadczac
zadnych objaw6w [dane Genetic and Rare Diseases Information Center, 2023]. Wiekszos$¢
opisanych przypadkow pacjentéw zmagajacych sie z niedoborem SCOT to dzieci w okresie
niemowlectwa. Zaburzenie to nie jest wykrywane w trakcie badan przesiewowych
u noworodkéw, gdyz odbiegajace od normy wyniki laboratoryjne nie wskazujg jednoznacznie
na problem o podtozu genetycznym. Dopiero wysoki poziom ciat ketonowych we krwi i moczu

moze stanowi¢ przestanke do dalszej diagnostyki pod katem niedoboru SCOT. PdZniejsze



objawy, takie jak epizodyczna kwasica ketonowa lub wysoka luka anionowa kwasicy
metabolicznej u niemowlat moga by¢ dodatkowymi wskazéwkami do rozpoznania
dziedzicznego zaburzenia metabolizmu ciat ketonowych [Kim et al,, 2019].

U pacjentéw z ostrymi epizodami kwasicy ketonowej zaleca sie podawanie glukozy
w ilo$ci wystarczajacej do zahamowania ketogenezy. Gdy stan pacjentow jest stabilny, zaleca
sie unikanie dtugotrwatego postu, nadmiernego spozycia ttuszczéw i tagodne ograniczenie
spozycia biatka (2 g/kg/dzien), a takze suplementowanie karnityny (100 mg/kg/dzien)
[Fukao et al., 2014], [Kim et al., 2019]. Ponadto, niezbedne jest systematyczne wykonywanie
testu paskowego w celu monitorowania poziomu ketonéw, aby méc zapobiec zagrazajacemu
Zyciu stanowi.

Dotychczas opisano co najmniej 40 ré6znych mutacji nonsensownych w obrebie genu
OXCT1 odpowiadajace za uposledzenie produkcji SCOT [Griinert et al, 2021], [dane The
Human Gene Mutation Database, 2023]. Obecnie na rynku sg juz dostepne testy diagnostyczne,
umozliwiajgce zidentyfikowanie potencjalnej podstawy genetycznej choroby. Wspomniany
test moze informowac o rokowaniu lub by¢ wykorzystany do badan przesiewowych pacjentow
zdrowych (w tym cztonkéw rodziny) pod katem zwiekszonego genetycznego ryzyka
niedoboru SCOT. Niemniej, w przypadku choréb nowotworowych zastosowanie genu OXC7'1
jako swoistego narzedzia diagnostycznego, a takze jego potencjal jako nowego celu

terapeutycznego wciaz stojg pod znakiem zapytania.



2. CELE PRACY
Gtownym celem pracy doktorskiej bylo sprawdzenie roli genu OXCT1
i produkowanego przez niego biatka - SCOT - w regulacji potencjalu metastatycznego

komorek raka szyjki macicy HeLa.

Cele szczegdétowe pracy doktorskiej:

e Scharakteryzowanie komorek Hela z wyciszong monoallelicznie i biallelicznie
ekspresja i nadekspresja genu OXCT1 w aspekcie potencjatu proliferacyjnego,
zdolno$ci migracyjnych i inwazyjnych oraz przejscia epitelialno-mezenchymalnego;

e Podjecie proby przestawienia komoérek HeLa na wykorzystywanie ciat ketonowych
(B-hydroksymaslanu i acetooctanu) zamiast glukozy jako Zrddia energii oraz analiza
wptywu ciat ketonowych na komoérki HeLa w zmiennych warunkach glikemicznych;

e Analiza wplywu ciat ketonowych na wybrane modyfikacje potranslacyjne komérek

Hela.



3. PRZYGOTOWANIE MODELI BADAWCZYCH

Badania prowadzono na trzech modelach badawczych: komérkach HeLa
z (1) wyciszong monoallelicznie i biallelicznie ekspresja genu OXCT1 i (2) nadekspresja genu
OXCT1 oraz (3) na komorkach HeLa hodowanych w zmiennych warunkach glikemicznych.

Komoérki HelLa z wyciszong monoallelicznie i biallelicznie ekspresja genu OXCT1
i nadekspresja genu OXCT1 zostaly przygotowane przez mgr. Macieja Studziana (Katedra
Biologii Nowotworéw i Epigenetyki, UL), a prezentowane wyniki sg cze$cig manuskryptu
przygotowywanego do publikacji. Umieszczenie procedury przygotowania transfektantéw ma

na celu utatwienie dyskusji zwigzanej z charakterystyka otrzymanych modeli badawczych.

3.1.  Przygotowanie komorek Hela z wyciszona monoallelicznie i biallelicznie ekspresjg
genu OXCT1 (HeLa OXCT1 KO)

Do transfekcji komoérek Hela wykorzystano mieszanke 3 plazmidéw SCOT
CRISPR/Cas9 KO (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA; Ryc. 9A) kodujacych
nukleaze Cas9 (ang. caspase 9) i miejscowo-specyficzny 20-nukleotydowy odcinek gRNA
(ang. guide RNA). Ponadto, kazdy z plazmidéw posiadat region kodujacy biatko zielonej
fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent protein). Do ko-transfekcji uzyto mieszanki
2-3 plazmidéw SCOT HDR (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA; Ryc. 9B)
posiadajacych matryce do naprawy DNA na drodze homologii (HDR, ang. homology-directed
repair), odpowiadajacej miejscom ciecia stworzonym przez plazmidy SCOT CRISPR/Cas9 KO.
Kazda matryca HDR posiadata dwa ramiona homologiczne o dlugosci 800 par zasad,
zaprojektowane do taczenia sie w sposéb specyficzny z genomowym DNA otaczajacym
odpowiednie miejsce pekniecia podwdjnej nici DNA zaindukowane przez Cas9. Plazmidy
naprawcze HDR posiadaly rowniez sekwencje kodujace biatko czerwonej fluorescencji
(RFP, ang. red fluorescent protein) oraz gen oporno$ci na puromycyne.
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Rycina 9. Plazmidy wykorzystane do przeprowadzenia wyciszenia genu OXCTI metodg CRISPR/Cas9.
(A) Mieszanka 3 plazmidéw SCOT CRISPR/Cas9 KO zawierajacych sekwencje kodujaca nukleaze Cas9, odcinek
gRNA oraz biatko GFP. (B) Mieszanka plazmidéw SCOT HDR zawierajacych matryce do naprawy DNA na drodze
homologii oraz gen opornosci na puromycyne i biatko RFP. (C) Zmodyfikowany plazmid SCOT HDR - nazwany SCOT
HDR2 - zawierajacy gen opornosci na blastycydyne i biatko BFP.

Do przeprowadzenia wyciszenia (KO, ang. knock-out) OXCT1 w komorkach HelLa,
kaseta z sekwencjg kodujaca Cas9 zostata wprowadzona do egzonu 2 genu OXCT71 (Ryc. 10),

a ciecie restrykcyjne nastgpito na miejscu 5’ sekwencji docelowej. Zastosowanie testu Surveyor



(Integrated DNA Technologies, Inc.) potwierdzito, Ze wszystkie mutacje wystapity doktadnie
w egzonie 2 sekwencji OXCT1.

T_ gRNA+  Cas9

Rycina 10. Schematyczne przedstawienie fragmentu genu OXCT7 wskazujgce na miejsce wprowadzenia kasety
Cas9.

W celu uzyskania stabilnych klonéw, przez 10 dni prowadzono selekcje antybiotykowa
puromycyng (10 pg/ml). Podtoze hodowlane zmieniano co 2-3 dni. Metodg klonowania przez
rozcienczanie graniczne (ang. cloning by limiting dilution method) uzyskano komérki
wywodzgce sie z jednego klonu. Wybrane kolonie poddano analizie przerwania ciagtosci
sekwencji kodujacej genu OXCT1. Oprocz poziomu ekspresji OXCT1 zbadanego metoda qPCR,
zaprojektowano zestaw diagnostycznych starteréw PCR (OXCT1_ex2_for i OXCT1_intr2_rev;
Tab. 3) do amplifikacji fragmentu genomowego DNA wokdt miejsca docelowego ciecia CRISPR
w egzonie 2 genu OXCT1. Dodatkowo, starter specyficzny dla integracji RFP w kasecie HDR
(RFP_rev) zostat uzyty razem ze starterem OXCT1_ex2_for, aby przetestowac integracje kasety
z locus genu OXCTI1 (Ryc. 11A). Poczatkowo, we wszystkich otrzymanych komoérkach
wywodzacych sie z jednego klonu, kaseta opornosci antybiotykowej zostata zintegrowana
z genem OXCT1 w tylko jednym allelu. Mimo to, przerwanie ciggto$ci genu doprowadzito do

znacznego obnizZenia poziomu ekspresji OXCT1 (Ryc. 13).

Tabela 3. Sekwencje starteréw wykorzystanych w celu diagnostyki i analizy gPCR.
Nazwa starteru Sekwencja starteru (5'—3’)
OXCT1_intrl_for | AGGACTTGACACATGGTGGG
OXCT1_intr2_rev | ACGGGGTCTCTGAAGGTGTAA
OXCT1_ex2_for GTGCTCATCGCCATACCAAGT
RFP_S_rev CCAGTCTGTGGTCCACGAAG
BFP_S_rev TTCAGGGCCATGTCGTTTCT
HPRT1_for TGACACTGGCAAAACAATGCA
HPRT1_rev GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
OXCT1_gqPCR_for | ACGGTTTTGGTTGGTGGTTTT
OXCT1_qPCR_rev | GCGTTTTATCTGCTTGGACCG

W celu wymuszenia integracji biallelicznej, zmodyfikowano plazmid SCOT HDR (Santa
Cruz Biotechnology, Inc.,, Dallas, TX, USA; Ryc. 9C). W obrebie kasety integracyjnej, gen
opornosci na puromycyne zostal zamieniony na gen oporno$ci na blastycydyne
(zamplifikowano z plazmidu pcDNA6.2-DEST; Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
a gen RFP zostat zamieniony na gen TagBFP (zamplifikowano z plazmidu pTagBFP-actin;
Evrogen, Moskwa, Rosja). Zmodyfikowany plazmid nazwano SCOT HDR2, a otrzymano go

poprzez klonowanie niezalezne od ligacji (metoda SLICE) przy uzyciu wektora i fragmentow



wstawek otrzymanych przez amplifikacje PCR z uzyciem polimerazy o wysokiej wiernosci
Phusion (Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

W celu przygotowania komdrek HelLa z biallelicznym wyciszeniem genu OXCTJ,
przeprowadzono przejSciowa ko-transfekcje komorek z mieszaning plazmidéw (Ryc. 9):
SCOT CRISPR/Cas9 KO (powodujacych dwuniciowe pekniecia DNA w obrebie egzonu 2 genu
OXCT1; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA), SCOT HDR (posiadajacego gen
opornosci na puromycyne; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA) i SCOT HDR2
(posiadajacego gen opornosci na blastycydyne). Obie kasety opornosci na antybiotyki byty
otoczone tymi samymi ramionami sekwencji homologicznych dookota miejsca docelowego
CRISPR w egzonie 2 genu OXCT1, wymuszajgc integracje bialleliczng w komorkach opornych
na te antybiotyki. Przez 10 dni prowadzono selekcje antybiotykowa puromycyna (10 ug/ml)
i blastycydyna (10 pg/ml). Metoda klonowania przez rozcieficzanie graniczne (ang. cloning by
limiting dilution method) uzyskano komoérki wywodzace sie z jednego klonu. Nastepnie, tak
jak w poprzednim wariancie metody, wybrane kolonie poddano analizie przerwania ciggtosci
sekwencji kodujacej genu OXCT1. Aby potwierdzi¢ prawidtowg insercje obu kaset HDR w obu
allelach OXCT1, zbadano genomowe DNA przy uzyciu starteréw diagnostycznych (Tab. 3).
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Rycina 11. Analiza integracji kaset oporno$ci na antybiotyki w obrebie genu OXCTZ w komérkach Hela.
(A) Schematyczne przedstawienie sekwencji genomowych loci genu OXC77 w niemodyfikowanych komérkach
HeLa (a. oba allele), komérkach HeLa OXCT1+/- (a. jeden allel, b. drugi allel) i komérkach HeLa OXCT1-/- (b. jeden
allel, c. drugi allel). (B) Wyniki diagnostycznej analizy PCR na matrycy genomowego DNA komoérek HeLa. Startery
wykorzystane do kazdej amplifikacji zostaty opisane w panelu (A).



Wybrano 3 klony komoérek HeLa z monoallelicznie wyciszona ekspresja genu OXCT1
i 2 klony komérek HeLa z biallelicznie wyciszong ekspresja genu OXCT1. W obrebie swoich
grup tempo wzrostu klondw byto identyczne, tzn. komorki HeLa OXCT1+/- dzielity sie wolniej
od komdrek HeLa WT, a komérki HeLa OXCT1-/- dzielity sie szybciej wzgledem komorek HeLa
WT. Do dalszych badan wybrano po 1 Klonie z obu wariantéw komoérek HeLa.

Zestaw komorek HeLa analizowanych pod wzgledem wptywu wyciszenia genu OXC7T1
zostat nazwany HeLa OXCT1 KO i obejmowat komérki HeLa WT (ang. wild-type, stosowane
jako kontrola), HeLa OXCT1+/- (komoérki z monoallelicznym wyciszeniem genu OXCTI)

i HeLa OXCT1-/- (komérki z biallelicznym wyciszeniem genu OXCT1).

3.2, Przygotowanie komdrek HelLa z nadekspresja genu OXCT1 (HelLa OXCT1 0X)

Sekwencje kodujaca izoformy 1 genu OXCT1 (GenBank ID: NG_011823.2)
zamplifikowano za pomoca reakcji PCR przy uzyciu polimerazy o wysokiej wiernosci Phusion
(Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Wektor ekspresyjny pIRES (Takara, Japonia)
zlinearyzowano réwniez za pomocg reakcji PCR, a nastepnie wprowadzono do niego
zamplifikowana sekwencje kodujaca przez klonowanie niezalezne od ligacji (metoda SLICE).
Startery uzyte do reakcji PCR przedstawiono w Tabeli 4. Otrzymany wektor pIRES_OXCT1
poddano analizie przez mapowanie restrykcyjne w celu potwierdzenia prawidtowej insercji

petnej dtugosci sekwencji genu OXCT1.

Tabela 4. Sekwencje starteréw wykorzystanych do klonowania.

Nazwa starteru Sekwencja starteru (5" — 3")
pIRES-hyg for GCGGCCGCACTAGAGGAATTC
pIRES-hyg rev GGATCCGAGCTCGGTACC

0XCT1_cloning_for ACCGAGCTCGGATCCATCGCCATGGCGGCTCTC
OXCT1_cloning_rev | CTCTAGTGCGGCCGCTCAATTTGCGATCTGCTGCATTG

HDR _vector_1_for AATCAACCTCTGGATTACAAAATTTG
HDR _vector_1_rev AGGGCCGGGATTCTCCTC
blast_for GAGAATCCCGGCCCTATGGCCAAGCCTTTGTCTC
blast_rev GTAATCCAGAGGTTGATTTTAGCCCTCCCACACATAAC
HDR _vector_2_for GAGGGCAGAGGAAGTCTTC
HDR _vector_2_rev GGTGGCGTCTAGCGTAGG
BFP_for ACGCTAGACGCCACCATGAGCGAGCTGATTAAGG
BFP_rev ACTTCCTCTGCCCTCATTAAGCTTGTGCCCCAG

Transfekcje komoérek Hela z wektorami pIRES i pIRES_OXCT1 przeprowadzono za
pomoca odczynnika Fugene HD (Promega, Madison, WI, USA) zgodnie z zaleceniami
producenta. W celu uzyskania klonéw stabilnie eksprymujacych wprowadzong kasete z genem
OXCT1, przez 10 dni prowadzono selekcje antybiotykowa higromycyna (200 pg/ml). Podtoze
hodowlane zmieniano co 2-3 dni. Stabilne komoérki ulegte transfekcji nazwano HeLa pIRES

(kontrolne komorki oporne na higromycyne) i HeLa pIRES_OXCT1 (komorki oporne na



higromycyne i wykazujace nadekspresje genu OXCT7). Nadekspresja (0X, ang.
overexpression) OXCT1 zostala potwierdzona za pomoca RT-qPCR, immunofluorescencji oraz
techniki Western blotting (Ryc. 22).

Zestaw komorek Hela analizowanych pod wzgledem wptywu nadekspresji genu
OXCT1 zostat nazwany HeLa OXCT1 OX i obejmowat komérki HeLa pIRES (stosowane jako
kontrola) oraz HeLa pIRES_OXCT1 (komoérki wykazujace nadekspresje genu OXCT1).

3.3, Hodowla komdrek HelLa w zmiennych warunkach glikemicznych

Komoérki HeLa hodowane byly w podiozu hodowlanym DMEM z dodatkiem
10% surowicy ptodow bydlecych (FBS, ang. fetal bovine serum), 1% v/v roztworu penicyliny-
streptomycyny i 5 mM L-glutaminy w warunkach wysokoglikemicznych (25 mM glukozy),
niskoglikemicznych (1 mM) oraz catkowitej deprywacji glukozy (0 mM) z dodatkiem soli
sodowej -hydroksymaslanu (BHB; stezenie konicowe: 0,3 mM lub 10 mM; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) lub soli sodowej acetooctanu (AcAc; 0,3 mM lub 3 mM; Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI, USA). Hodowla komérkowa prowadzona byta w warunkach

standardowych (37 °C, 5% CO.).

Aby sprawdzi¢ efektywnos¢ wyciszenia genu OXCT1 w komoérkach HeLla technikg
CRISPR/Cas9, przeprowadzono analizy ekspresji OXC71 na poziomie transkryptu i biatka
(Ryc. 13). Poprzez subiektywng ocene sygnatu immunofluorescencji SCOT, dokonang
w oparciu o fotografie mikroskopowe (Ryc. 13D), oszacowano ekspresje tego biatka na
poziomie 5% na z uwagi na niewielka, lecz zauwazalna, obecno$¢ poswiaty przeciwciat
identyfikujgcych SCOT. Zwazywszy na fakt, iZ wyciszenie gendéw uzyskiwane za pomocg takich
technik jak siRNA lub shRNA nigdy nie jest w 100% efektywne, podjeto decyzje
o przeprowadzeniu testu Surveyor, ktory wykazat integracje kasety opornosci antybiotykowej
z genem OXCT1 w tylko 1 allelu (Ryc. 11B). Na podstawie tej obserwacji zadecydowano
o wymuszeniu biallelicznego wyciszenia OXCT1 w komérkach Hela poprzez wykorzystanie

kolejnego plazmidu - SCOT HDR2 (Ryc. 9C).



4. MATERIAL BIOLOGICZNY WYKORZYSTANY W BADANIACH
4.1.  Hodowla komorkowa

Komorki raka szyjki macicy - HeLa - zakupione z kolekcji American Type Culture
Collection (ATCC) (Manassas, VA, USA) to powstate na skutek transfekcji wirusem
brodawczaka ludzkiego 18 (HPV18) komérki nabtonkowe, pobrane w 1951 roku od Henrietty
Lacks (1920-1951). Swojg nazwe zawdzieczajg dwém pierwszym literom imienia i nazwiska
pacjentki. Komoérki HeLa uwazane sg za najstarsza i najczesciej wykorzystywana do badan linie
komoérkowa, zapoczatkowang przez George’a Otto Gey’a - biologa komdrkowego pracujacego
podczas hospitalizacji Lacks w The Johns Hopkins Hospital w Baltimore, Maryland, USA [dane
The Embryo Project Encyclopedia, 2020].

Komérki hodowane byly w wysokoglukozowym podtozu hodowlanym DMEM
(Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, Wroctaw, Polska) suplementowanym
10% inaktywowang termicznie ptodowa surowicg bydleca (FBS) (EurX, Gdansk, Polska), 1%
v/v roztworu penicyliny-streptomycyny (Gibco™, Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) i 10 mM L-glutaming (Corning Life Sciences, NY, USA). Komorki byly pasazowane co
3 dni w stosunku 1:9 za pomoca 0,25% roztworu trypsyna-EDTA z czerwienig fenolowg
(Gibco™, Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Ciala ketonowe pod postacig soli sodowej B-hydroksymaslanu (BHB; stezenie
koncowe: 0,3 mM, 1 mM oraz 10 mM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) lub soli sodowej
acetooctanu (AcAc; stezenie konicowe: 0,3 mM oraz 3 mM; Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, MI, USA) byly dodawane do odpowiednich podtozy hodowlanych w zalezno$ci od
przeprowadzanej analizy.

Hodowla komoérkowa prowadzona byta w warunkach standardowych (37 °C, 5% CO3).

4.2.  Hodowla komorek bakteryjnych Escherichia coli
Chemicznie kompetentne komorki pateczki okreznicy Escherichia coli szczep TOP 10
(Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hodowane byty w podtozu hodowlanym LB
(10 g/l peptonu, 5 g/l ekstraktu drozdzowego, 5 g/l NaCl) w temperaturze 37 °C.
Wykorzystane zostaly w celu przeprowadzenia transfekcji komérek HeLa metodg SLICE

[Zhang et al., 2014].



5. METODY BADAWCZE ZASTOSOWANE W PRACY

5.1 Ocena szybkosci proliferacji komdrek testem redukcji resazuryny

Szybko$¢ podzialu komoérek oceniano testem redukcji resazuryny. Komorki byty
wysiewane w gestosci 500 komorek/dotek ptytki 96-dotkowej. Inkubacja prowadzona byta
w standardowych warunkach hodowli przez 24, 48, 72 i 96 godzin. Roztwor soli sodowej
resazuryny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) byt dodawany do kazdego dotka do koncowego
stezenia 0,0125 mg/ml. Fluorescencja byta mierzona w odstepach czasowych (0, 30, 60, 90
i 120 minut) przy dtugosciach fali Aex = 530 nm i Aem = 590 nm korzystajac z czytnika
Fluoroscan Ascent Microplate Reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Wyniki
przedstawiono jako procent kontroli (24 godzina pomiaru) usrednionych wartos$ci nachylenia

wykresu regresji liniowej fluorescencji.

5.2. Ocena wrazliwosci komorek na wybrane cytostatyki testem MTT

Cytotoksyczno$¢ doksorubicyny, cisplatyny, wodoronadtlenku tert-butylu (t-BOOH)
oraz nadtlenku wodoru (H202) na komorki oceniano za pomocg testu MTT. Komorki
wysiewano w gestosci 1000 komdrek/dotek na ptytki 96-dotkowe. Po 24-godzinnej inkubacji
komoérek w standardowych warunkach hodowlanych, dodawano cytostatyki w wybranych
zakresach stezen (doksorubicyna: 5-500 nM; cisplatyna: 0,05-10 uM; H20>: 0,5-30 uM; t-BOOH:
0,1-20 uM). Komérki byty inkubowane z badanymi zwigzkami przez 72 godziny. Po tym czasie,
do podtoza dodawano roztwdér MTT (konicowe stezenie: 333 pg/ul; MedChemExpress, NJ, US)
i kontynuowano inkubacje w warunkach hodowlanych przez kolejne 2 godziny. Nastepnie,
roztwor znad komorek usuwano i dodawano DMSO w celu rozpuszczenia fioletowych
krysztaléw formazanu. Odczyt absorbancji wykonywano przy dtugosci fali A = 570 nm na
spektrofotometrze BioTek Eon™ Microplate Spectrophotometer (Winooski, VT, USA)
korzystajac z programu Gen5 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Wyniki pomiaru

absorbancji zostaty usrednione i przedstawione jako procent kontroli.

5.3.  Analiza cyklu komdrkowego technika cytometrii przeplywowej (FACS)

Zdolnosci proliferacyjne komoérek oceniano dokonujac analizy rozkitadu faz cyklu
komoérkowego technika cytometrii przeptywowej. Komoérki byty utrwalane w 70% etanolu
i inkubowane przez 24 godziny w 4 °C. Nastepnego dnia, zawiesina komédrek byta
odwirowywana (10 000 obr/min, 7 minut), a osad byt ponownie zawieszany w roztworze PBS.
Przed analizg cytometryczng, zawiesina komdrek w roztworze byta inkubowana przez
30 minut w 37°C z RNAz3 A (konicowe stezenie: 0,1 mg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
i jodkiem propidyny (konicowe stezenie: 40 pg/ml; Gibco™ Invitrogen™, Merelbeke, Belgia)
Zawarto$¢ jadrowego DNA byla mierzona za pomoca cytometru przeptywowego LSRII
i oprogramowania FACS Diva Software 6.2 (Becton Dickinson, NJ, USA).

Otrzymane dane poddano analizie za pomoca oprogramowania Flow]o Single Cell

Analysis Software 10 (Becton Dickinson, NJ, USA). Do identyfikacji subpopulacji komorek



w roznych fazach cyklu komérkowego wykorzystano przednie (FSC) i boczne kanaty
rozpraszajace (SSC). W pierwszym etapie analizy usunieto zanieczyszczenia, wykonujac
wykres SSC-A wzgledem FSC-A. Nastepnie uzyto wykresu FSC-H wzgledem FSC-A,
aby wykluczy¢ skupiska i dublety komérek. Aby pozby¢ sie pozostato$ci komoérek i niektérych
komoérek apoptotycznych, uzyto wykresu SSC-H wzgledem SSC-A. W ostatnim etapie
»Zbramkowano” komoérki zabarwione jodkiem propidyny (PE-A wzgledem PE-W). Konhcowy
wykres histogramu zostat wygenerowany przy uzyciu Count wzgledem PE-A. Bramkowanie
komorek zostato zweryfikowane w prébce kontrolnej, a przyjete parametry bramkowania
zastosowano do innych prébek. Dalsza analiza identyfikacji subpopulacji komérek w réznych
fazach cyklu komérkowego zostata przeprowadzona za pomoca algorytmu matematycznego
i oprogramowania Flow Jo (Flow]o, Williamson Way Ashland, USA), ktéry dopasowuje krzywe

Gaussa do kazdej z faz cyklu.

54.  Immunofluorescencyjna analiza cyklu komorkowego
Oznaczenie ilosciowe komoérek w trakcie mitozy okre§lono przez barwienie
kontrastowe 4',6-diamidyno-2-fenyloindolem (DAPI; koncowe stezenie: 1 mg/ml; Sigma-
Aldrich, Saint Quentin, Francja) przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Komoérki w fazie M
obserwowano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego wyposazonego w filtr UV-2A
($wiatto UV; dtugos¢ fali A = 518 nm) oraz kamere CCD AxioCam MRc5 (Carl Zeiss AG, Jena,
Niemcy). Indeks mitotyczny obliczono jako procentowy stosunek liczby dzielgcych sie

komoérek do catej populacji.

5.5. Immunocytofluorescencyjna analiza antygenow zwigzanych z cyklem komdrkowym
Oceny proliferacji komoérek dokonywano poprzez detekcje catkowitej

i ufosforylowanej formy Chk1 i Chk2 (Chk1/Chk1 S317ph i Chk2/Chk2 S345ph), a takze ATR
i ATRIP oraz ufosforylowanego H2AX (H2AX S139ph). Komoérki wysiewano na ptytkach
8-dotkowych zawierajacych szkietka nakrywkowe. Utrwalanie prowadzono przez 45 minut za
pomoca 4% paraformaldehydu buforowanego PBS. Komoérki wstepnie traktowano buforem
blokujagcym (10% surowica konska, 1% albumina surowicy bydlecej (BSA), 0,02% NaNs,
1X PBS) przez 1 godzine w temperaturze pokojowej w celu zminimalizowania niespecyficznej
adsorpcji przeciwcial do szkietek. Nastepnie, komoérki inkubowano z przeciwciatami
pierwszorzedowymi przez noc w 4°C. Komorki przeptukiwano 3-krotnie PBT (PBS, 0,2%
Triton X-100). Inkubacje =z przeciwcialami drugorzedowymi prowadzono przez
1 godzine w 37°C w ciemnos$ci. Komérki ponownie przeptukiwano 3-krotnie w PBT,
a nastepnie w PBS. Dodawano podtoza Vectashield mounting medium (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) zawierajacego 4',6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI). Obserwacji
mikroskopowych dokonywano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Axiolmager Al

(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Niemcy) wyposazonego w filtr DAPI, biatko zielonej fluorescencji



(GFP) i tetrametyloindo(di)-karbocyjanine 3 (Cy3). Zdjecia mikroskopowe byly wykonywane
korzystajac z kamery AxioCam MRc5 CCD (Carl Zeiss, Oberkochen, Niemcy).

5.6,  Barwienie immunofluorescencyjne

Komérki wysiewano w gestosci 1 X 104 komorek/dotek na ptytce 96-dotkowej
o cienkim dnie. Po 24 godzinach, komérki przemywano PBS i utrwalano w 4% formaldehydzie
przez 15 minut. Nastepnie, komo6rki ponowne przemywano PBS i inkubowano przez 1 godzine
w buforze blokujagcym (10% surowica kozia, 0,1% Triton X-100, PBS o pH 7,4). Dalej, komorki
inkubowano przez 1 godzine z przeciwciatami pierwszorzedowymi. Komérki przemywano
3-krotnie buforem blokujgcym i inkubowano przez 1 godzine z przeciwciatami
drugorzedowymi. Po inkubacji, komérki ponownie przemywano 3-krotnie buforem
blokujacym, a jadra komoérkowe wybarwiano kontrastowo barwnikiem 5 uM Hoechst 3334 2.
Zdjecia wykonywano na mikroskopie konfokalnym 780 LSM (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Niemcy) z obiektywem Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC M27 za pomocg oprogramowania
ZEN2012 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Niemcy).

5.7.  Ocena zdolnoSci do tworzenia sferoidow technika wiszacej kropli
Zdolnos¢ komoérek do tworzenia struktur 3D (sferoidéw) oceniano metoda wiszacej
kropli. W pierwszym etapie przygotowywano zawiesine komoérek (1 x 104 komoérek/30 pl
rowne 1 kropli), z ktérej nanoszono po 16 kropel na wieczko szalki o Srednicy 10 cm. Dno szalki
wypelniano roztworem PBS, aby zapobiec parowaniu. Komérki inkubowano w standardowych
warunkach hodowlanych przez 7 dni. Po tym czasie dokonywano obserwacji mikroskopowych
i pomiaru $rednicy sferoidéw korzystajac z mikroskopu Nikon Eclipse TE200 (Minato, Japonia)

za pomocga oprogramowania ZEN 3.3 software (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Niemcy).

5.8.  Analiza potencjatu migracyjnego i inwazyjnego

Potencjat migracyjny i inwazyjny komoérek oceniano za pomoca testu migracji i inwazji
przeprowadzanej w komorach Boydena (SPLInsert™ Hanging, SPL Life Sciences, Pochon,
Kyonggi-do, Korea Potudniowa) zawierajacych membrany polikarbonowe. Dotek ptytki
24-dotkowej pokrywano 0,4 ml podtoza hodowlanego DMEM z dodatkiem: kolagenu I
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; test migracji) lub 20% FBS (EurX, Gdansk,
Polska; test inwazji) jako chemoatraktant. Komérki byly zawieszane w DMEM bez dodatku
surowicy i nanoszone na nieoptaszczong komore Boydena (1 X 106 komoérek; test migracji) lub
komore Boydena optaszczong wcze$niej warstwg preparatu Matrigel® (Corning Life Sciences,
NY, USA; test inwazji). W tak stworzonych warunkach komoérki inkubowano przez 8 godzin
(test migracji) lub 10 godzin (test inwazji). Nastepnie, géorng powierzchnie membrany
przecierano aplikatorem z bawetniang koncéwka, aby usung¢ wszelkie komorki, ktére nie
ulegty migracji. Utrwalanie komérek ulegtych migracji prowadzono przez 20 minut za pomocg
4% paraformaldehydu. Barwienie trwato 15 minut korzystajac z 1% fioletu krystalicznego.

Komdrki ulegte migracji fotografowano na mikroskopie Leica DM2000LED (Wetzlar, Niemcy)




przy powiekszeniu 200x i kazdorazowo zliczano z pieciu po6l widzenia za pomoca
oprogramowania Image] (National Institutes of Health, Laboratory for Optical and

Computational Instrumentation, University of Wisconsin; USA).

5.9. Ocena zdolnosci do tworzenia kolonii testem klonogennym

Zdolnos$¢ komoérek do tworzenia kolonii oceniano testem klonogennym. Komorki
wysiewano na ptytke 6-dotkowa w gestosci 300 komoérek/dotek i inkubowano przez 1 tydzien.
W tym czasie podtoze hodowlane zmieniano co 2-3 dni. Po 1 tygodniu, podioZe usuwano,
a komorki przeptukiwano roztworem PBS i dokonywano ich utrwalenia przy uzyciu 100%
metanolu. Po 10 minutach inkubacji w metanolu, komdrki ponownie przeptukiwano PBS,
a nastepnie barwiono uzywajgc 0,5% roztworu fioletu krystalicznego (inkubacja: 15 minut
w temperaturze pokojowej). Komorki przeptukiwano 3-krotnie PBS. Zliczenia kolonii
dokonywano na mikroskopie Nikon Eclipse TE200 (Minato, Japonia) za pomoca
oprogramowania ZEN 3.3 software (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Niemcy). Obliczano warto$¢
CFE (ang. colony forming efficiency) jako procent liczby utworzonych kolonii w stosunku do
liczby komérek wysianych, zgodnie ze wzorem: CFE (%) = (kolonie zliczone/komorki

wysiane) x 100.

5.10. [Izolacja RNA, synteza cDNA, Real-Time PCR
5.10.1. Izolacja RNA i synteza cDNA

Catkowite RNA byto izolowane i oczyszczane za pomocg zestawu Total RNA Mini (A&A
Biotechnology, Gdansk, Polska) zgodnie z protokotem producenta. Do izolacji i oczyszczania
RNA byly wykorzystywane =zalgczone do zestawu minikolumny. Liza komoérek
przeprowadzana byta za pomoca fenozolu - mieszaniny soli chaotropowych oraz fenolu.
Do otrzymanego lizatu dodawany byt chloroform. Nastepnie, po rozdziale frakcji, zbierano
gorna frakcje i dodawano do niej izopropanol. Roztwér elucyjny stanowita ultraczysta woda.

Synteza cDNA byta przeprowadzana za pomocg PrimeScript™ RT Reagent Kit (Perfect

Real Time, Takara, Japonia) zgodnie z instrukcjg zataczong do produktu.

5.10.2. Real-time PCR

Analiza ekspresji gendw na poziomie transkryptu byta oceniana technikg PCR w czasie
rzeczywistym (Real-Time PCR) na Eco Real-Time PCR (Illumina; San Diego, CA, USA). Koricowa
objetosc reakcji (10 pl) obejmowata 0,2 nM startery 5’ — 3’ (Genomed, 1.6dZ, Polska), matryce
cDNA, SYBR Green (Perfect Real Time, Takara, Japonia) oraz wode wolng od DNAz i RNAz
(Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Profil temperaturowy reakcji: etap poczatkowy
w temperaturze 95°C przez 30 sekund, nastepnie 40 cykli w temperaturze 95°C przez
5 sekund, 60°C przez 15 sekund.

W celu normalizacji ekspresji genéw na poziomie transkrypcyjnym, gen metabolizmu
podstawowego (HPRT1) zostat wykorzystywany jako referencyjny, a obliczen dokonywano
metoda Livaka (2-24ct),



Tabela 5. Sekwencje starteréw wykorzystanych w badaniach.

Gen Sekwencja starteru 1 (5’ — 3’) Sekwencja starteru 2 (5’ - 3’)
HPRT1 AGCCCTGGCGTCGTGATTAG AGCCCTGGCGTCGTGATTAG
p21 CCAGACCAGCATGACAGATTC GCTTCCTCTTGGAGCAGATCAG
p53 TCTGGGACTTAGTGCCTTTTATGG | CAGTCAGAAACTGTCAAATCACCA
CCNA ATCAACCCGGAAAAGGCAGC GTGCAACCCGTCTCGTCTTC
CCNB ACCTGTGTCAGGCTTTCTCTG ACTGCTTGCTCTTCCTCAAGT
CCND GACCGGGTGCTGCGG GTTCCTCGCAGACCTCCAG
CCNE TGGCGTTTAAGTCCCCTGAC ACAGAGATCCAACAGCTCTGC
CCNY GTTTCATCACGGGCCCTCTC GCGTTTTTCTCTCACGTCCG
0XCT1 GCTTTGGTGAAAGCCTGGAAGG GCTTTGGTGAAAGCCTGGAAGG
0XCT2 ACCGCATCATCACCGAGAAG TTGATGTCGTCCACCGTCAG
BDH1 CTGCCAGCTAAGAACCACCG TGGGCGTCTTGCTCCATTTT
BDH2 TTCCAGCGTCAAAGGAGTTGT TTCCTGGGCACACACAGTTG
SNAI1 CTATGCCGCGCTCTTTCCTC GCTGCTGGAAGGTAAACTCTGGA
SNAI2 | CGAACTGGACACACATACAGTGAT ACAGTGATGGGGCTGTATGC
CDH1 ATGCTGATGCCCCCAATACC CCTCAAAATCCAAGCCCTTTGC
CDH2 GCGTCTGTAGAGGCTTCTGG TGCAGTTGCTAAACTTCACATTGAG
VIM AGGCGAGGAGAGCAGGATTT GGGTATCAACCAGAGGGAGTGA
MUC1 | CTCACAGTGCTTACAGTTGTTACG TTCTCAGTAGAGCTGGGCACT

5.11. Analiza poziomu biatek technika Western blotting

5.11.1. Przygotowanie catkowitych lizatéw komoérkowych

Komérki byly wysiewane w odpowiedniej gestosci na szalkach o $rednicy 6 cm.
Inkubacja prowadzona byla w standardowych warunkach hodowli. Catkowite ekstrakty
komérkowe przygotowywano za pomocg odczynnika M-PER (Thermo-Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) oraz inhibitoréw proteaz Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100X)

(Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) postepujac zgodnie z instrukcjg producenta.

5.11.2. Izolacja frakcji biatek kwasorozpuszczalnych metoda kwasowej ekstrakcji

Komoérki byty wysiewane w gesto$ci 5 milionéw na szalkach o $rednicy 10 cm.
Inkubacja prowadzona byta w standardowych warunkach hodowli. Frakcje biatek
kwasorozpuszczalnych uzyskiwano za pomocg buforu ekstrakcyjnego (1 M HEPES, 1 M MgCl,,
3 M KCl, 1 M DTT, 0,5 M PMSF) z dodatkiem 18 M H,SO.. Dalej, inkubowano ekstrakty
z dodatkiem acetonu przez 2 godziny w temperaturze -20 °C. Otrzymany osad zawieszano
w buforze o sktadzie: 20 mM Tris o pH 8,0, 100 mM KCl, 0,1% Tween 20, 10% C,HsNO,,

1 mM DTT, 0,5 mM PMSF, 0,2 mM EDTA.

5.11.3. Oznaczenie stezenia biatka

Biatka oznaczano ilo$ciowo stosujac odczynnik Pierce™ 660 nm Protein Assay Reagent
(Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Pomiaru absorbancji przy dtugosci fali A = 660

nm dokonywano na spektrofotometrze BioTek Eon™ Microplate Spectrophotometer



(Winooski, VT, USA) korzystajac z programu Gen5 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA).

5.11.4. Przygotowanie préb

Prébki do analizy przygotowywane byty poprzez zmieszanie ekstraktéw z roztworem
obcigzajacym (1X buforem Laemmli’ego; Bio-Rad, Hercules, CA, USA; z dodatkiem

[B-merkaptoetanolu w stosunku 1:9) i ogrzewane przez 5 minut w 85 °C w termobloku.

5.11.5. Elektroforeza i transfer bialek na membrane

Przygotowane prébki naniesiono na zZel poliakryloamidowy (3% zel zageszczajacy:
30% roztwor akrylamid:N,N-metylenobisakrylamid (37,5:1), 0,5 M bufor Tris-HCl o pH 6,8,
10% SDS, 10% APS, TEMED; 10% zel rozdzielajacy: 30% roztwoér akrylamid:N,N-
metylenobisakrylamid (37,5:1), 1,12 M bufor Tris-HCl o pH 8,8, 10% SDS, 10% APS, TEMED)
wraz ze standardem mas (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo-Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Etap rozdzialu biatek (SDS-PAGE) przeprowadzano w 1X buforze
elektrodowym (250 mM Tris, 1,92 M C,HsNO,, 10% SDS) w warunkach: 120 V przez
1,5 godziny.

Transfer biatek na membrane PVDF (Merck, Rahway, NJ, USA) odbywat sie w buforze
do transferu (250 mM Tris, 1,92 M C,HsNO,, 20% v/v CH30H) w warunkach: 370 mA przez
1,5 godziny.

5.11.6. Inkubacja membran z przeciwcialami

Membrany przeptukiwano 3-krotnie 1X buforem TBST (1 M Tris, 3 M NaCl, pH 7,9,

0,5% Tween 20), a nastepnie inkubowano w 5% beztluszczowym mleku w 1X buforze TBST
przez 1 godzine. Inkubacje z przeciwciatami pierwszorzedowymi przeprowadzano przez noc
w 4°C na kotysce laboratoryjnej. Nastepnego dnia, po 3-krotnym przeptukaniu membran
1X buforem TBST, przeprowadzano 2-godzinng inkubacje membran z przeciwciatami
drugorzedowymi skonjugowanymi z peroksydaza chrzanowa. Jako kontrola uzywano
przeciwciat skierowanych przeciwko B-aktynie (dla catkowitych lizatéw komoérkowych) lub

przeciwko catkowitemu histonowi H3 (dla frakcji biatek kwasorozpuszczalnych).

5.11.7. Detekcja biatek

Sygnat byt wizualizowany chemiluminescencyjnie za pomocg SuperSignal™ West Pico
PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) na
chemiluminometrze Azure 300 (Azure Biosystems, Dublin, CA, USA). W celu normalizacji
sygnatu ekspresji na poziomie biatka, przeprowadzano densytometrie korzystajac z programu
Image] (National Institutes of Health, Laboratory for Optical and Computational

Instrumentation, University of Wisconsin; USA).



Tabela 6. Przeciwciata pierwszorzedowe wykorzystane w badaniach.

Analiza . AT Rozcieficzenie | Pochodzenie Producent Numer
pierwszorzedowe katalogowy
. ) 1 Proteintech Group,
IF Anti-SCOT 1:500 Kroélik Rosemont, IL, USA 12175-1-AP
Anti-Chk1 1:750 Krolik | AAbcam. Cambridge, Wielka | = 1767,
Brytania
Cell Signaling Technology,
Phospho-Chi1 1:750 Krélik Danvers, Massachusetts, 2348
(Ser345)
USA
Cell Signaling Technology,
Phospho-Chi1 1:750 Krélik Danvers, Massachusetts, 12302
(Ser317)
USA
Anti-Chk2 1:750 Krolik | AAbcam. Cambridge, Wielka | = 1755
Brytania
Cell Signaling Technology,
Icc Phospho-Chk?2 1:750 Krélik Danvers, Massachusetts, 2197
(Thr68)
USA
T Cell Signaling Technology,
Phospho-Histone 1:750 Krolik Danvers, Massachusetts, 9718
H2AX (Ser139)
USA
Cell Signaling Technology,
ATR 1:750 Krolik Danvers, Massachusetts, 2790
USA
Cell Signaling Technology,
ATRIP 1:750 Krolik Danvers, Massachusetts, 2737
USA
Anti-SCOT 1:1000 Krolk | Abcam. Cambridge, Wielka | 547155
Brytania
Cell Signaling Technology,
Anti-ACAT1 1:1000 Krolik Danvers, Massachusetts, 44276
USA
. ) Santa Cruz Biotechnology,
Anti-BDH1 1:500 Mysz Dallas, Teksas, USA sc-514413
. . . - Affinity Biosciences,
Anti-E-cadherin 1:1000 Kroélik Cincinnati, Ohio, USA AF0131
. . . - Affinity Biosciences,
Anti-N-cadherin 1:1000 Kroélik Cincinnati, Ohio, USA AF5239
Cell Signaling Technology,
Anti-vimentin 1:1000 Kroélik Danvers, Massachusetts, 5741
USA
Cell Signaling Technology,
WB Anti-SNAIL 1:1000 Kroélik Danvers, Massachusetts, 3879
USA
Cell Signaling Technology,
Anti-SLUG 1:1000 Krélik Danvers, Massachusetts, 9585
USA
. . ) Santa Cruz Biotechnology, .
Anti-Beta-actin 1:1000 Mysz Dallas, Teksas, USA sc-47778
Anti-H3K4me3 1:1000 Krolik | Active Motif, Tegernheim, 39159
Niemcy
Anti-H3K9mes3 1:1000 Krolik | Active Motif, Tegernheim, 39161
Niemcy
Cell Signaling Technology,
Anti-H3K9/K14ac 1:1000 Krélik Danvers, Massachusetts, 9677
USA
Cell Signaling Technology,
Anti-H3 1:1000 Krélik Danvers, Massachusetts, 4499
USA
Anti-H3K4bhb 1:1000 Krolik PTM B‘Olagss':h‘cago' L | prM-1258

Objasnienie skrotéw: /CC- immunocytochemia; /F- immunofluorescencja; WB - Western blotting




Tabela 7. Przeciwciata drugorzedowe wykorzystane w badaniach.

Analiza el Rozcienczenie | Pochodzenie Producent DT
drugorzedowe katalogowy
(H+L) Highly Cross-
Adsorbed Secondary . Thermo-Fisher Scientific,
IF | Antibody, Alexa Fluor™ 1:500 Koza Waltham, MA, USA A11034
488
(H+L), F(ab")2 Cell Signaling Technology,
ICC Fragment (Alexa Fluor® 1:1000 Koza Danvers, Massachusetts, 4412
488 Conjugate) USA
Jackson ImmunoResearch 111-007-
Anti-rabbit 1:20 000 Koza Europe Ltd, Cambridge, 003
Wielka Brytania
WB
Jackson ImmunoResearch 115-006-
Anti-mouse 1:20 000 Koza Europe Ltd, Cambridge,
. . 003
Wielka Brytania

Objasnienie skrotéw: /CC - immunocytochemia; /F- immunofluorescencja; WB- Western blotting

5.12.  Analiza uszkodzen DNA przy uZyciu alkalicznego testu kometowego

Uszkodzenia DNA komdrek oceniano za pomocg testu kometowego. Szkietka
mikroskopowe pokrywano 1% roztworem agarozy i suszono w 37°C. Komdrki w gestosci
1x105 komérek/ml po inkubacji ze zwigzkami (H20: o stezeniu koncowym 20 uM i t-BOOH
o stezeniu koncowym 5 uM) nanoszono na pokryte agarozg szkietko podstawowe
i przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Komérki inkubowano przez 15 minut w 4°C w celu
unieruchomienia komoérek w agarozie. Nastepnie, przez 1 godzine przeprowadzano lize
komoérek w 4°C za pomocg roztworu lizujgcego (2,5 M NaCl, 0,1 M EDTA, 10 mM Tris-HCl
o pH 10) z dodatkiem schtodzonego Triton X-100, aby spowodowaé uwolnienie DNA z jadra
komérkowego i dysocjacje biatek od DNA. Po zakonczeniu etapu lizy komoérek, szkietka
przeptukiwano buforem enzymatycznym (10 mM HEPES, 0,1 M KC], 0,5 mM EDTA, 0,2 mg/ml
BSA; pH 8,0) i dodawano enzymy (FPG i NTH, aktywno$¢ koricowa: 1 U/ml). Preparaty
inkubowano w wilgotnej komorze w 37°C przez 30 minut, po czym szkietka umieszczano
w buforze rozwijajacym (30 mM NaOH, 1 mM EDTA) na 20 minut w 4°C. Dalej, prowadzono
elektroforeze agarozowg w warunkach: 29 V przez 20 minut. Szkietka z komérkami
przeptukiwano 3-krotnie wodg i wykonywano barwienie za pomocg DAPI (stezenie koricowe:
1 pg/ml). W kazdym z przeprowadzanych eksperymentéw analizie poddawano 100 komoérek.
Pomiary i zdjecia wykonywano na mikroskopie Nikon Eclipse TE200 (Minato, Japonia) za

pomoca oprogramowania ZEN 3.3 software (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Niemcy).

5.13.  Statystyka

Eksperymenty byly przeprowadzane w co najmniej trzech niezaleznych
powtorzeniach. Aby zweryfikowac istotnos¢ statystyczng, uzyto programu GraphPad Prism
8.3.0 Software, LLC (Insightful Science, California, US) wykorzystujac test t-Studenta
(dla komorek HelLa z nadekspresjg genu OXCT1) oraz jednoczynnikowg analize wariancji
(one-way ANOVA), a nastepnie test post-hoc Dunnetta (dla komdrek Hela z wyciszong
monoallelicznie i biallelicznie ekspresjag genu OXCTZI oraz komérek HelLa hodowanych
w zmiennych warunkach glikemicznych). Prawdopodobienistwo p < 0,05 uznano za istotne

statystycznie *.



6. WYNIKI
6.1.  Analiza ekspresji genu OXCT1 w wybranych liniach komdrkowych

Badania rozpoczeto od wybrania nowotworowe;j linii komdrkowej charakteryzujacej
sie wysoka ekspresja genu OXCT1. W tym celu, analizie poddano 10 wybranych linii
komoérkowych, gtéwnie nowotworowych, zréznicowanych pod wzgledem pochodzenia
tkankowego, jak i potencjatu nowotworowego, tj. agresywnosci, zdolnos$ci do przerzutowania.
W analizowanej grupie komérek znalazty sie linie nowotworu ptuc (komérki A549), okreznicy
(LS180, LoVo, HCT116, HT29), szyjki macicy (HeLa), piersi (MCF7) i jelita grubego (Caco-2),
a takze unie$miertelniona linia komoérkowa wywodzaca sie z embrionalnej komorki nerki
cztowieka (HEK293) i immortalizowane komérki sSrédbtonka mikronaczyniowego (HMEC-1).

Wyniki uzyskane za pomoca techniki RT-qPCR wykazaty, iz sposréod wszystkich
analizowanych linii komo6rkowych, komoérki raka szyjki macicy HeLa wyro6zniajg sie najwyzsza
ekspresja genu OXCT1 (Ryc. 12). Ten model komérkowy zostal wybrany do dalszych badan
wptywu wyciszenia/nadekspresji OXC71 na regulacje metabolizmu, a takze potencjatu
nowotworowego. Poprowadzona ocena poziomu ekspresji OXC71 na poziomie transkryptu
wstepnie wykazata, Ze ekspresja genu jest zréznicowana w obrebie analizowanych linii
komoérkowych, i poziom OCXTI1 nie koreluje z poziomem agresywnos$ci. Ekspresja OXCT1
w komoérkach HeLa byta ponad 20-krotnie wyZsza od poziomu zarejestrowanego dla HCT116

czy Caco-2, ktore prezentujg czwarty stopien réznicowania w skali CMS (CMS4).
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Rycina 12. Ekspresja genu OXCT7 w wybranych liniach komdrkowych.

Wyniki przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe z 3 niezaleznych powtérzen (n = 3).



6.2. Analiza komorek Hela z wyciszong monoallelicznie i biallelicznie ekspresja genu
OXCT1 (Hela OXCT1 KO)
6.2.1. Ekspresja OXCT1/SCOT na poziomie transkryptu i biatka

Efektywnos$¢ wyciszenia OXCT1 technika CRISPR/Cas9 oceniono poprzez analize
ekspresji genu metoda RT-qPCR oraz analize poziomu kodowanego przez OXCT1 biatka SCOT
za pomoca techniki Western blotting i barwienia immunofluorescencyjnego. Stwierdzono, iz
ekspresja OXCT1 na poziomie transkryptu byta znaczaco obniZzona (o ponad 80% wzgledem
kontroli), zar6wno w komorkach HeLa biallelicznie wyciszonych (HeLa OXCT1-+-), jak
i monoallelicznie wyciszonych (HeLa OXCT1+/-) (Ryc. 13A). Przeprowadzone analizy poziomu
biatka metodg Western blotting (Ryc. 13B, 13C) i mikroskopii fluorescencyjnej (Ryc. 13D)
potwierdzity wyciszenie ekspresji OXCT1. W przypadku komérek HeLa OXCT1-/- nie
zarejestrowano zadnego sygnatu ze strony przeciwciat rozpoznajacych antygen SCOT, za$
w przypadku HeLa OXCT1+/- w analizach identyfikacji SCOT technikg Western blotting, sygnat
byt na granicy detekcji, czasem niewykrywalny (w zaleznosci od powtoérzenia). Niemniej,
wykonane barwienie immunofluorescencyjne, ktore jest znacznie czulsza technika,
zwizualizowato, ze redukcja sygnatu (w domysle: poziomu SCOT) jest znaczaca, ale nie
catkowita. Obserwacja ta réwniez prowadzi do wniosku o monoallelicznym wyciszeniu OXCT1

przy zastosowaniu transfekcji z uzyciem jednego plazmidu (Ryc. 13D).
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Rycina 13. Ekspresja OXCT1 na poziomie transkryptu i biatka; (A) Zmiany w poziomie ekspresji OXCT1 na
poziomie transkryptu w komdérkach HeLa OXCT1 KO; (B) Reprezentatywny blot; (C) Kalkulacja intensywnosci
sygnalu chemiluminescencji; (D) Zdjecia immunofluorescencyjne. Wyniki przedstawiono jako $rednig
+ odchylenie standardowe z 3 niezaleznych powtdrzen. Réznice w ekspresji OXCT1 na poziomie transkryptu
i na poziomie biatka w komérkach HeLa OXCT1 KO identyfikowano w stosunku do kontroli (komérki HeLa WT)
za pomoc3 jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA), a nastepnie testu post-hoc Dunnetta

(*** p < 0,0001).



6.2.2. Proliferacjai wzrost komérek HeL.a OXCT1 KO

Charakterystyke otrzymanych komdérek HeLa z monoallelicznym (HeLa OXCT1+/-)
i biallelicznym wyciszeniem genu OXCT1 (HeLa OXCT1-/-) rozpoczeto od analizy proliferacji
komorek. W tym celu przeprowadzono fluorymetryczny test oparty na redukcji resazuryny,
ktéra metabolizowana jest przez zywe komorki do fluoryzujacej rezorufiny. Wykonane krzywe
wzrostu, opierajace sie na zarejestrowanej intensywnosci fluorescencji rezorufiny mierzonej
w odstepach 24-godzinnych, wykazaty, iZ komérki HeLa OXCT1+/- proliferuja zdecydowanie
wolniej od komoérek HeLa WT, podczas gdy komoérki HeLa OXCT1-/- dzielg sie szybciej
(Ryc. 14A). Réznice byty szczegoélnie widoczne po 96 godzinach od momentu rozpoczecia
eksperymentu, ukazujac (odpowiednio) wzrost i spadek szybkosci proliferacji o ok. 50%
w komorkach HeLa OXCT1+/- i HeLa OXCT1+/- wzgledem komoérek HeLa WT. Wynik ten

potwierdzit obserwacje poczynione podczas pracy z komérkami i standardowego ich

pasazowania.
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Rycina 14. Proliferacja komérek HeLa OXCT1 KO. (A) Krzywe wzrostu komérek HeLa WT, HeLa OXCT1 KO.
(B) Analiza ekspresji wybranych genéw zaangazowanych w regulacje cyklu komdrkowego. (C), (D) Analiza
rozktadu faz cyklu komoérkowego. Wyniki przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe
z 3 niezaleznych powtérzen (n = 3). Réznice w proliferacji komérek HeLa OXCT1 KO poréwnano do kontroli
HeLa WT za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA), a nastepnie testu post-hoc Dunnetta
(****p <0,0001; ***p < 0,001; *p < 0,01; * p <0,05).

Zidentyfikowane rdznice w szybkosci proliferacji komorek zasugerowaly, iz
wyciszenie genu OXCTI moze mie¢ wpltyw na cykl komorkowy. Aby to sprawdzic,
przeprowadzono analize rozktadu faz cyklu komoérkowego komoérek za pomoca cytometrii
przeptywowej (Ryc. 14C, 14D). Otrzymane wyniki wykazaty o ok. 50% zmniejszony poziom
populacji komérek w fazie G2/M w komérkach HeLa OXCT1+/- i HeLa OXCT1~/- wzgledem
komoérek HeLa WT. Dodatkowo, zauwazono zwiekszong o ok. 5% dystrybucje populacji

komorek HeLa OXCT1+/- w fazie Go/G1 (Ryc. 14C, 14D).



W celu uzyskania petniejszego obrazu potencjalnych réznic w cyklu komérkowym
badanych komoérek, przeprowadzono analize ekspresji genéw zaangazowanych w cykl
komérkowy metoda RT-qPCR. Zaobserwowano, iz poziom ekspresji genéw CCNA1 i CCNB1
kodujacych cykliny CCNA i CCNB, odpowiednio, regulujace faze G,/M cyklu komérkowego byt
nizszy w komdrkach HeLa OXCT1+/-i HeLa OXCT1-/- w poréwnaniu do HeLa WT (ekspresja
genu CCNA1 o ok. 30% i 70%, odpowiednio, natomiast ekspresja CCNB1 o prawie 50% w obu
typach komorek). Ponadto, ekspresja genu CCNET kodujacego cykline CCNE zaangazowang
w regulacje fazy Go/G1 cyklu komoérkowego jest zwiekszona niemalze 2,5-krotnie w komdrkach
HeLa OXCT1+/. W komoérkach HeLa OXCT1+/- i HeLa OXCT1/- zauwazono réwniez ponad
2-krotny wzrost ekspresji genu CDKN1A kodujacego biatko p21 i ok. 1,5-krotny wzrost
ekspresji genu CCNY kodujacego cykline CCNY regulujaca faze G2/M cyklu komérkowego.
W przeciwienistwie do komérek HelLa OXCT1+/-, komorki HeLa OXCT1-/- wykazaty takze
zwiekszona o ok. 50% ekspresje genu 7P53kodujacego biatko p53 w poréwnaniu do komoérek
HeLa WT (Ryc. 14B).

W kolejnym etapie poddano ocenie zdolnos¢ komérek HeLa OXCT1+/- i HeLa OXCT1-/-
do tworzenia kolonii. Wyniki testu klonogennego wykazaty, Ze monoalleliczne wyciszenie genu
OXCT1 spowodowato 5-krotnie mniej efektywne formowanie kolonii przez komérki HeLa
OXCT1+/,, w przeciwienstwie do komoérek HeLa OXCT1-/-, ktére formujg kolonie z ponad
2-krotnie zwiekszona wydajno$cia w poréwnaniu do komoérek HelLa WT (Ryc. 15A).
Obserwacje mikroskopowe (Ryc. 15B) dostarczyty informacji o réznicach morfologicznych
komorek HeLa OXCT1 KO, a takze sposobie formowania kolonii. Komérki HeLa OXCT1+/
utworzyty niewielkie kolonie, czeSciowo skladajgce sie z minimalnej liczby komorek
pozwalajacej na zaakceptowanie skupiska jako pojedynczej kolonii (< 50 komoérek). Komorki
HeLa OXCT1-/- tworzyty mniej koliste kolonie w porownaniu do komoérek HeLa WT. Ponadto,
mocniejsze zabarwienie komorek HeLa OXCT1/- po wybarwieniu fioletem krystalicznym
zasugerowato, iz kolonie zostaly utworzone z wiekszej liczby komoérek w poréwnaniu do

komoérek HeLa WT, co potwierdzatoby zwiekszong proliferacje [Rundén-Pran et al., 2022].
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Rycina 15. Analiza zdolnosci komoérek HeLa OXCT1 KO do tworzenia kolonii. (A) Wydajno$¢ tworzenia kolonii
wraz z (B) obserwacjami mikroskopowymi (powiekszenie 40x). Wyniki przedstawiono jako S$rednia
+ odchylenie standardowe z 3 niezaleznych powtérzen (n = 3). Réznice w proliferacji komdrek HeLa OXCT1 KO
poréwnano do kontroli HeLa WT za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA), a nastepnie

testu post-hoc Dunnetta (*** p < 0,001; **p < 0,01).

Nastepnie, analiza zdolnosci komoérek HeLa OXCT1 KO do tworzenia struktur 3D
wykazala, iz wyciszenie genu OXCTI nie wplywa na potencjat komoérek do formowania
sferoidow (Ryc. 16). Podobnie jak w przypadku tworzenia kolonii, komoérki HeLa OXCT1+/-
wykazaly tendencje do formowania sfer z nieco rozproszonymi komérkami na brzegach.
Komérki HeLa OXCT1-/-utworzyty wieksze sferoidy. Mocne zaciemnienie obrazu w ich obrebie
sugeruje, iz mogty one zosta¢ utworzone z wiekszej liczby komoérek w poréwnaniu do komoérek

HeLa WT.
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Rycina 16. Sferoidy utworzone przez komérki HeLa OXCT1 KO (powiekszenie 100x). Wyniki przedstawiono jako
$rednig + odchylenie standardowe z 3 niezaleznych powtdrzen (n = 3). Réznice w $rednicy sferoidéw HeLa
0XCT1 KO poréwnano do kontroli HeLa WT za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA),

a nastepnie testu post-hoc Dunnetta (** p < 0,01).
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6.2.3. Wrazliwo$¢ komérek HeLa OXCT1 KO na wybrane cytostatyki

Chcac sprawdzi¢ potencjalne réznice we wrazliwosci komoérek HeLa OXCT1 KO na
dziatanie powszechnie stosowanych w terapii raka szyjki macicy lekéw (doksorubicyny
i cisplatyny) oraz czynnikéw utleniajacych (nadtlenku wodoru i wodoronadtlenku tert-
butylu), przeprowadzono kolorymetryczny test do oceny aktywnos$ci metabolicznej komoérek
za pomoca soli tetrazolowej (MTT). Test ten bazowat na sprawdzeniu aktywnos$ci enzymow
mitochondrialnych w komérkach poprzez ich inkubacje z roztworem MTT o zo6ttym
zabarwieniu, a nastepnie zredukowaniu tego barwnika przez NAD(P)H-zalezne
oksydoreduktazy do fioletowego formazanu zauwazalnego pod postacig krysztatkéw.
Wyniki wykazaty, iz komdrki HeLa OXCT1-/-sg najmniej wrazliwe na dziatanie doksorubicyny
(CIS) (zywotno$¢ na poziomie 40% w najwyzszym stezeniu - 500 nM) i cisplatyny (CIS)
(zywotno$¢ na poziomie 60% w najwyzszym stezeniu - 10 pM). Inkubacja komorek
z czynnikami utleniajgcymi - nadtlenkiem wodoru (H202) i wodoronadtlenkiem tert-butylu
(t-BOOH) - wykazata, iz najbardziej opornymi na ich dziatanie sg komo6rki HeLa WT w zakresie
stezen niepowodujgcym 100% umieralnos$ci komorek, tj. 0,5-20 uM H»0,1i 0,1-15 pM t-BOOH.
Komérki HeLa OXCT1+/- wykazaly najwieksza wrazliwo$¢ na wszystkie zastosowane
cytostatyki - ich Zywotno$¢ na skutek dziatania danym stezeniem zwigzku byta Srednio
3-krotnie nizsza w poréwnaniu do komérek HeLa OXCT1+/- i ok. 1,5-krotnie nizsza wzgledem

komorek HeLa WT.
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Rycina 17. Wplyw wybranych cytostatykéw na zywotno$¢ komérek HeLa OXCT1 KO. Wyniki przedstawiono jako

$rednia + odchylenie standardowe z 3 niezaleznych powtérzen (n = 3). Rdznice we wrazliwosci komérek HeLa

OXCT1 KO poréwnano do kontroli HeLa WT za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA),

a nastepnie testu post-hoc Dunnetta (** p < 0,01).



Nastepnie, zbadano potencjalny poziom uszkodzenia DNA przeprowadzajac test
kometowy. W pierwszym modelu testu, komoérki inkubowane byty z byty H.0, i t-BOOH.
Modyfikacja testu obejmowata inkubacje komoérek z czynnikami utleniajagcymi wraz
z enzymami - endonukleaza III (NTH) i N-glikozylazg formamidopirymidyny (FPG) - a takze
bez nich. FPG identyfikuje i usuwa 8-oksoguanine i puryny z otwartym pierScieniem
(formamidopirymidyny) z DNA, prowadzac do powstania miejsc apurynowych/
apirymidynowych. Natomiast NTH jest specyficzng dla stanéw patologicznych endonukleaza
restrykcyjng, odpowiedzialng za identyfikacje utlenionych pirymidyn i ich transformacje
w podwoéjne pekniecia nici DNA. Na skutek przeprowadzonej analizy, zaobserwowano, Ze
komoérki OXCT1+/- sg prawie o 50% bardziej podatne na uszkodzenia DNA w poréwnaniu do
komorek HeLa WT (Ryc. 18A, komdrki nietraktowane, bez dodatku enzyméw). W modyfikacji
testu obejmujacej indukcje stresu oksydacyjnego na skutek inkubacji komoérek z H,0, i t-BOOH,
zauwazalne byto ok. 2-krotnie (po traktowaniu komoérek HeL.a OXCT1+/-i HeLa OXCT1/- H20,)
i ok. 30% (po inkubacji komoérek HeLa OXCT1~- z t-BOOH) zwiekszone uszkodzenie DNA
w poréwnaniu do komdrek HeLa WT (Ryc. 18B, 18C, bez dodatku enzymdw). Ponadto,
dziatanie t-BOOH zaindukowato utlenienie puryn i pirymidyn, co potwierdzit prawie
2,5-krotnie zwiekszony poziom uszkodzeni DNA po dodaniu enzymu FPG w komoérkach HeLa
OXCT1+/-i HeLa OXCT1-/- (Ryc. 18C). Zauwazono rowniez wiekszy poziom uszkodzen DNA na
skutek dziatania t-BOOH w komorkach HeLa OXCT1 KO w poréwnaniu do inkubacji tych
samych komoérek z H,0, tj. wzrost poziomu uszkodzen DNA o 40% w komoérkach HeLa WT bez
dodatku enzyméw oraz 2-krotny wzrost w tych samych komoérkach z dodatkiem FPG, wzrost
uszkodzen o 20% w komdrkach HeLa OXCT1+/- z dodatkiem FPG i o 75% po dodaniu enzymu
NTH, a takze wzrost poziomu uszkodzen DNA o 30% w komérkach HeLa OXCT1-/- po dodaniu
FPG i 2-krotny wzrost uszkodzen po dodaniu NTH do tych samych komoérek (Ryc. 18B,
Ryc. 18C). W przypadku dodania enzymu NTH do komérek inkubowanych z H20;, zauwazono
mniejsze o ok. 30% uszkodzenie DNA w poréwnaniu do komdrek bez dodatku enzymu
(Ryc. 18B). Roznice w poziomie uszkodzen miedzy komdrkami HeLa OXCT1 KO inkubowanych
z H202z dodanym enzymem NTH nie sg zauwazalne (Ryc. 18B) w przeciwienstwie do komoérek
traktowanych t-BOOH z dodatkiem tego samego enzymu (ok. 50% wzrost uszkodzenn DNA
w komorkach HeL.a OXCT1+/-i 2-krotny wzrost w komérkach HeL.a OXCT1/- w poréwnaniu do
komoérek HeLa WT) (Ryc. 18C).
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Rycina 18. Analiza uszkodzen DNA. Wyniki przedstawiono jako $rednig + SEM z 3 niezaleznych powtdrzen
(n = 3). Réznice we wrazliwoéci komérek HeLa OXCT1 KO poréwnano do kontroli HeLa WT za pomoca
jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA), a nastepnie testu post-hoc Dunnetta (**** p < 0,0001;

%% 5 < 0,001; ** p < 0,01; *p < 0,05).

6.2.4. Mozliwo$ci migracyjne i inwazyjne komérek HeLa OXCT1 KO

Kolejny etap badan polegat na sprawdzeniu zdolno$ci migracyjnych i inwazyjnych
komoérek HeLa OXCT1 KO przy wykorzystaniu komory Boydena, a takze na ocenie ekspres;ji
genow zaangazowanych w EMT technikg RT-qPCR i poziomu kodowanych przez nich biatek za
pomoca techniki Western blotting. Analiza migracji i inwazji dostarczyta informacji
o zwiekszonym potencjale do zajscia obu tych proceséw (o 40% do migracji i o prawie 120%
do inwazji) w komoérkach HeL.a OXCT1-/- w poréwnaniu do komérek HeL.a WT. Komérki Hela
OXCT1+/,, natomiast, wykazaty ok. 30% mniejszg tendencje do migracji i inwazji zarazem

(Ryc. 19A).
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Rycina 19. Mozliwo$ci migracyjne i inwazyjne komérek HeLa OXCT1 KO. (A) Ocena potencjatu (A”) migracyjnego
i (A”) inwazyjnego (obserwacje mikroskopowe przeprowadzone pod powiekszeniem 100x). Analiza ekspresji
(C) biatka;

(D) Reprezentatywny blot. Wyniki przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe z 3 niezaleznych

markeréw przejscia epitelialno-mezenchymalnego na poziomie (B) transkrypcyjnym i

powtérzen (n = 3). Réznice w potencjale migracyjnym i inwazyjnym komoérek HeLa OXCT1 KO poréwnano do
kontroli HeLa WT za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA), a nastepnie testu post-hoc

Dunnetta (**** p < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,01; * p < 0,05).

Wyniki analizy ekspresji genéw zaangazowanych w EMT zasugerowaty, iz komorki
HeLa OXCT1+/- moga wykazywaé¢ hybrydowy charakter epitelialno-mezenchymalny [Sinha
et al.,, 2020] z uwagi na zwiekszong o Srednio 30% ekspresje zaréwno markeréw epitelialnych

(CDH1, MUC1), jak i markera mezenchymalnego CDHZ, w poréwnaniu do komérek Hel.a WT.
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Poziom ekspresji marker6w mezenchymalnych SNA/7 i SNAIZ w komoérkach HeLa OXCT1+/-
byt zwiekszony 2,5-krotnie wzgledem komérek HeLa WT. W komoérkach HeLa OXCT1+/- analiza
wykazata 3-krotny wzrost ekspresji CDHZ, ponad 2-krotny wzrost ekspresji SNAI1 i SNAIZ
oraz o ponad 50% zwiekszong ekspresje MUCI. Ekspresja VIM dla komoérek HeLa OXCT1+/-
i HeLa OXCT1+/- byta (odpowiednio) o 50% i 30% obnizona wzgledem komoérek HeLa WT
(Ryc. 19B). Analiza poziomu biatek zaangazowanych w EMT dostarczyta informacji o prawie
40% wzroscie ekspresji E-kadheryny w komorkach HeLa OXCT1/- wzgledem komorek HeLa
WT, przy jednoczesnym obnizeniu poziomu SLUG i wimentyny o ok. 10% oraz N-kadheryny
0 20%. Poziom SNAIL w komoérkach HelLa OXCT1+/- byt na tym samym poziomie, co
w komoérkach HeLa WT. W przypadku komoérek HeLa OXCT1+/-, natomiast, odnotowano wzrost
poziomu E-kadheryny o 30%, SNAIL, SLUG i wimentyny o prawie 50% oraz N-kadheryny
o ok. 10% w poréwnaniu do komérek HeLa WT (Ryc. 19C). Przedstawione wyniki sugeruja, ze
zaré6wno komorki HeLa OXCT1+/, jak i HeLa OXCT1-/-, oprdcz niejednoznacznego charakteru
$Swiadczacego najprawdopodobniej o fenotypie hybrydowym, moga mieé potencjat do zmian

w kierunku mezenchymalnym.

6.2.5. Metabolizm ciat ketonowych komérek Hel.a OXCT1 KO

W celu sprawdzenia potencjalnego wptywu wyciszenia genu OXCT7I na pozostate
czynniki zaangazowane w metabolizm ciat ketonowych, przeprowadzono analizy tychze
czynnikéw na poziomie transkryptu i biatka. Na podstawie przeprowadzonej analizy RT-qPCR
zauwazono spadek poziomu ekspresji gen6w zaangazowanych w metabolizm ciat ketonowych
w komorkach HeLa OXCT1+/- (spadek OXCT1 o 80%, OXCTZ2 ponizej 5%, BDH1 o 20%, BDHZ2
oponad 50% i ACAT10 25%) i HeLa OXCT1-/- (spadek OXCT1 o ok. 95%, OXCTZ2 o ponad 50%,
BDH1 o 20%, BDHZ o prawie 50% i ACAT1 30%) w poréwnaniu do komdrek HeLa WT.
Geny ACAT1, OXCT1, OXCTZ2i BDHI koduja enzymy mitochondrialne, a ich ekspresja jest
wieksza o ok. 30% w poréwnaniu do genu BDHZ kodujacego enzym cytozolowy,
w szczegdlnos$ci w komoérkach HeLa OXCT1+/- (Ryc. 20A). Analizy poziomu biatek wykazaty,
ze acetylotransferaza acetylo-CoA (ACAT1) oraz forma dojrzata dehydrogenazy
B-hydroksymaslanu (BDH1) sg na podobnym poziomie we wszystkich badanych komérkach
HeLa OXCT1 KO (wzrost poziomu o 5% dla biatka ACAT1 w komoérkach HeLa OXCT1+/- oraz -
odpowiednio - wzrost 0 5% i 10% dla dojrzatej formy BDH1 w komoérkach HeLa OXCT1-/-
i HeLa OXCT1+/"). Prekursor BDH1, natomiast, jest na najwyzszym poziomie w komoérkach
HeLa OXCT1+/- (wzrost o ok. 30% wzgledem kontroli), podczas gdy w komoérkach HeLa
OXCT1+- jest nizszy o prawie 50% w poréwnaniu do komdérek HeLa WT (Ryc. 20B).
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Rycina 20. Ekspresja czynnikéw zaangazowanych w metabolizm ciat ketonowych na poziomie (A) transkryptu
i (B) biatka; (C) Reprezentatywny blot. Wyniki przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe
z 3 niezaleznych powtdrzen (n = 3). Réznice w ekspresji badanych czynnikéw w komérkach HeLa OXCT1 KO
poréwnano do kontroli HeLa WT za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA), a nastepnie

testu post-hoc Dunnetta (**** p < 0,0001; *** p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05).

6.2.6. Wplyw cial ketonowych na poziom modyfikacji potranslacyjnych w komorkach
HeLa OXCT1 KO

Potencjalng zdolno$¢ ciat ketonowych do regulacji transkrypcji zbadano na dwoch
modelach: (i) komoérkach Hela z wyciszonym monoallelicznie i biallelicznie genem OXCT7?
oraz (ii) tychze komoérkach dodatkowo suplementowanych solg sodowa B-hydroksymaslanu
(BHB) w stezeniu imitujgcym fizjologiczng (1 mM) oraz gteboka ketoze (10 mM) in vivo. Analiz
poziomu markeréw modyfikacji potranslacyjnych biatek histonowych zwigzanych z aktywacja
(H3K9/K14ac i H3K4me3) oraz wyciszeniem (H3K9me3) procesu transkrypcji dokonano za
pomoca techniki Western blotting. Ponadto, zaktadajac, iz zwiekszony poziom ciat ketonowych
(w  szczeg6lno$ci  [-hydroksymaslanu) doprowadzi do zwiekszenia poziomu
B-hydroksybutyrylacji histonéw, zbadano poziom tejze modyfikacji lizyny 4 histonu 3
(H3K4bhb).
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Rycina 21. Poziom markeréw modyfikacji potranslacyjnych biatek histonowych zwigzanych z aktywacja oraz
wyciszeniem procesu transkrypcji w komoérkach HeLa OXCT1 KO; (A) Reprezentatywny blot; (B) Kalkulacja

intensywnosci sygnatu chemiluminescencji. Wyniki przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe

z 3 niezaleznych powtérzen (n = 3). Réznice w ekspresji badanych czynnikéw w komdrkach HeLa OXCT1 KO
poréwnano do kontroli HeLa WT za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA), a nastepnie

testu post-hoc Dunnetta (*** p < 0,001; **p < 0,01).

Analiza wykazata $rednio 2,5-krotnie zwiekszony poziom H3K9me3 w komoérkach
HeLa OXCT1+/- i HeLa OXCT1+/, samych oraz z dodatkiem -hydroksymaslanu, w poréwnaniu
do komoérek HeLa WT. W komoérkach HeLa OXCT1+/-i HeLa OXCT1-/-, samych oraz z dodatkiem
1 mM i 10 mM BHB, odnotowano spadek poziomu acetylacji histonéw o ok. 15%. Wzrost
(w komorkach HeLa OXCT1+/- z dodatkiem 10 mM BHB) i obnizenie (w komdrkach HeLa
OXCT1+/-z dodatkiem 1 mM BHB) poziomu (3-hydroksybutyrylacji nie wynosito wiecej niz 5%
wzgledem komorek HelLa WT. W komoérkach HelLa OXCT1/- spadek poziomu
B-hydroksybutyrylacji histonéw wynidst ok. 30% bez suplementacji B-hydroksymaslanem
i z dodatkiem 1 mM BHB. Dodatek 10 mM BHB do komoérek HeLa OXCT1-/- spowodowat
obnizenie poziomu [(-hydroksybutyrylacji o potowe wzgledem komoérek HelLa WT.



W przypadku poziomu H3K4me3 w komérkach HeLa OXCT1-/- odnotowano ok. 20% wzrost
w samych komoérkach i z dodatkiem 1 mM BHB, podczas gdy po dodaniu 10 mM BHB poziom
wzrost o ok. 5%. W komérkach HeLa OXCT1-/- zauwazalny by}, natomiast, spadek poziomu
H3K4me3 o ok. 10% w komorkach nietraktowanych i z dodatkiem 1 mM BHB. Dodatek 10 mM
BHB do komérek HeLa OXCT1-/-nie spowodowat zmian. Suplementacja 1 mM BHB komorek
HeLa WT poskutkowata wzrostem o 20% poziomu H3K4me3, acetylacji
i B-hydroksybutyrylacji histonow, a takze 40% wzrostem poziomu H3K9me3 w poréwnaniu
do komoérek HeLa WT nietraktowanych. Co ciekawe, zwiekszenie stezenia -hydroksymaslanu
do 10 mM w komoérkach HeLa WT dato rezultat pod postaciag obnizenia o ok. 10% poziomu

acetylacji i B-hydroksybutyrylacji, a takze wzrostu o 50% poziomu H3K9me3 przy braku zmian

w poziomie H3K4me3 (Ryc. 21B).

6.2.7. Podsumowanie charakterystyki komérek Hela z wyciszeniem monoallelicznym

i biallelicznym genu OXCT1 wzgledem kontroli

Z zatozenia, zachowanie komoérek HeLa OXCT1-/- miato potwierdzi¢ wcze$niej

zaobserwowane zmiany w komoérkach HeLa OXCT1+t/,, jednak przeprowadzone analizy

wykazaly znaczne rdznice miedzy badanymi komérkami z wyciszeniem genu OXCTI.

Zauwazone rozbieznosci zostaty przedstawione w Tabeli 8.

Tabela 8. Poréwnanie komérek HeLa OXCT1+/- i HeLa OXCT1-/-. Wyniki dla obu typéw komérek przedstawione sg

wzgledem kontroli - komérek HeLa WT.

. Komérki Komérki
Analiza / badany parametr Test HeLa OXCT1+/- HeLa OXCT1-/
Szybkos¢ proliferacji Test redukdji - ++
resazuryny
Wydajno$¢ tworzenia kolonii Test klonogenny - +++
Zdolno$¢ do tworzenia sferoidow Test wiszacej kropli ++
++ (DOX) - (DOX)
Y . - (CIS) + (CIS)
Wrazliwo$¢ na cytostatyki MTT ++ (H202) + (H207)
++ (t-BOOH) + (t-BOOH)
bz (H202 + FPG) - (H202+ FPG)
Podatno$¢ na uszkodzenia bz (H202+ NTH) bz (H202+ NTH)
Test kometowy

oksydacyjne

++ (t-BOOH + FPG)
+ (t-BOOH + NTH)

+++ (t-BOOH + FPG)
++(t-BOOH + NTH)

Potencjat migracyjny i inwazyjny

Test migracji i inwazji

+++

Objasnienia skrotéw: bz — bez zmian; CIS - cisplatyna; DOX - doksorubicyna.

Legenda: ,+”, ,++", ,+++",,-", ,--", ,---” — intensywno$¢ zmian




6.3.  Analiza komdrek z nadekspresja genu OXCT1 (HelLa OXCT1 OX)
6.3.1. Ekspresja OXCT1/SCOT na poziomie transkryptu i biatka

Nadekspresje genu OXCT1 w komoérkach HeLa poczatkowo stwierdzono za pomocg
metody RT-qPCR (Ryc. 22A). Nastepnie, przeprowadzono analize poziomu biatka technika
Western blotting (Ryc. 22B) i za pomoca barwienia immunofluorescencyjnego (Ryc. 22D)
potwierdzajac, iz komorki HeLa pIRES_OXCT1 charakteryzuja sie zwiekszong ekspresjg SCOT.
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Rycina 22. Ekspresja OXCT1 na poziomie transkryptu i biatka; (A) Zmiany w poziomie ekspresji OXCT?I na
poziomie transkryptu w komdrkach HeLa OXCT1 OX; (B) Reprezentatywny blot; (C) Kalkulacja intensywno$ci
sygnatu chemiluminescencji; (D) Zdjecia immunofluorescencyjne. Wyniki przedstawiono jako $rednig
+ odchylenie standardowe z 3 niezaleznych powtérzen (n = 3). Réznice w ekspresji OXCT1 na poziomie
transkryptu i na poziomie biatka w komérkach HeLa pIRES_OXCT1 identyfikowano w stosunku do kontroli HeLa
PIRES za pomoca testu t-Studenta (** p < 0,01; *p < 0,05).).

6.3.2. Proliferacja i wzrost komdérek HeLa OXCT1 OX

Rozpoczynajac charakterystyke komoérek HelLa OXCT1 OX (HeLa pIRES i HeLa
pIRES_OXCT1), przeprowadzono analize szybkoSci proliferacji za pomoca testu redukcji
resazuryny. Otrzymane wyniki wykazaty, iz komoérki HeLa pIRES_OXCT1 od 72 godziny
inkubacji proliferuja o 20% szybciej od komoérek HeLa pIRES (Ryc. 23A), natomiast wyniki
analizy indeksu mitotycznego wykazaly 2-krotnie szybsze podzialy komoérkowe (Ryc. 24).
Obserwacja ta doprowadzita do sprawdzenia potencjalnych réznic w cyklu komdérkowym
komoérek HeLa OXCT1 OX. W tym celu, poddano komoérki analizie rozktadu faz cyklu
komoérkowego na cytometrze przeptywowym, wykazujac, iz w komoérkach HeLa pIRES_OXCT1
zauwazalny jest zmniejszony o 30% poziom populacji komoérek w fazie Gz/M przy zwiekszonej
0 40% dystrybucji populacji komérek w fazie S w poréwnaniu do komoérek HeLa pIRES

(Ryc. 23C). Nastepnie, zbadano ekspresje gendéw zaangazowanych w przebieg cyklu




komorkowego. Zaobserwowano, iz ekspresja genéw CCNA1i CCNB1 kodujacych cykliny CCNA
i CCNB zaangazowane w regulacje fazy G;/M cyklu komérkowego jest nizsza, a ekspresja
CCND1 oraz CCNET kodujacych cykliny CCND i CCNE zaangazowanych w regulacje fazy Go/G1
cyklu komorkowego jest zwiekszona o ok. 25% w komoérkach HelLa pIRES_OXCT1
w poréwnaniu do HeLa pIRES, odpowiednio. Ponadto, zauwazono zwiekszong o0 40% ekspresje
genu CDKN1A kodujacego biatko p21 oraz genu CCNY przy jednoczesnym obniZeniu o 20%
ekspresji genu 7P53 produkujacego biatko p53 w komoérkach HeLa pIRES_OXCT1 (Ryc. 23B).
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Rycina 23. Proliferacja komérek HeLa OXCT1 OX. (A) Réznice w szybkosci proliferacji. (B) Ekspresja genéw
zaangazowanych w przebieg cyklu komérkowego. (C), (D) Rozktad faz cyklu komoérkowego. Wyniki
przedstawiono jako $redniag + odchylenie standardowe z 3 niezaleznych powtérzen (n = 3). Roznice
w proliferacji komérek HeLa pIRES_OXCT1 poréwnano do kontroli HeLa pIRES za pomoca testu t-Studenta
(**p<0,01;*p <0,05).
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Rycina 24. Indeks mitotyczny komdrek (skala na zdjeciach réwna 10 pm, komoérki mitotyczne wskazano biata

strzatka). Wyniki przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe z 3 niezaleznych powtdrzen (n = 3).



Réznice w indeksie mitotycznym komoérek HeLa pIRES_OXCT1 poréwnano do kontroli HeLa pIRES za pomoca
testu t-Studenta (* p < 0,05).

Ze wzgledu na odnotowane réznice w rozktadzie faz cyklu komérkowego komoérek
HeLa OXCT1 OX, dokonano analizy aktywacji kinazy punktu kontrolnego 1 (Chk1) i 2 (Chk2)
zaangazowanych w naprawe uszkodzen DNA i odpowiedZ punktéw kontrolnych cyklu
komérkowego [Zhang et al, 2014], [van Jaarsveld et al, 2020] (Ryc. 25). Barwienie
immunofluorescencyjne wykazato ponad 7-krotnie zwiekszony poziom ufosforylowanych
form Chk1 (Chk1S317ph i Chk1S345ph) w komdrkach HeLa pIRES_OXCT1 w poréwnaniu do
komoérek HeLa pIRES (Ryc. 25C). Silniejszg o ok. 15% odpowiedZ odnotowano dla Chk1
w poréwnaniu do Chk2 (Ryc. 254, 25B), a takze dla formy Chk1S317ph wzgledem Chk1S345ph
(Ryc. 25A). Podobnie w przypadku ufosforylowanej formy Chk2 (Chk2T68ph),
zaobserwowano 3-krotny wzrost poziomu tej formy biatka w komérkach HeLa pIRES_OXCT1
wzgledem HeLa pIRES (Ryc. 25D). Ponadto, w przypadku Chk1S317ph, Chk1S345ph
i Chk2T68ph analizowanych w komérkach HelLa pIRES_OXCT1 na fotografiach
mikroskopowych tatwo zauwazalne s3 komorki bedace w trakcie podziatu, a same formy
analizowanych biatek wykazujg lokalizacje jadrowa pod postacig Swiecacych foci (Ryc. 25C,
25D). Fosforylacja Chk1 regulowana jest dziataniem kompleksu ATR-ATRIP, ktérego poziom
biatek ATR i jego jednostki regulatorowej ATRIP jest 2-krotnie i ponad 7-krotnie zwiekszony
w komoérkach HeLa pIRES_OXCT1, odpowiednio (Ryc. 26A). Podobnie, kinaza ATP
odpowiedzialna jest za fosforylacje histonu H2AX (H2AXS139ph, znanej takze jako yH2AX) na
skutek pojawienia sie dwuniciowych peknie¢ DNA. Pottorakrotnie zwiekszony poziom
H2AXS139ph zauwazalny jest rowniez dla komorek HeLa pIRES_OXCT1 w poréwnaniu do
HeLa pIRES (Ryc. 26A).
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Rycina 25. Poziom (aktywacji) kinaz punktéw kontrolnych cyklu komérkowego (skala na zdjeciach réwna

10 um). Wyniki analizy przedstawiono jako Srednig + odchylenie standardowe z 3 niezaleznych powtérzen
(n = 3). Réznice w proliferacji komérek HeLa pIRES_OXCT1 poréwnano do kontroli HeLa pIRES za pomocg testu
t-Studenta (**** p < 0,0001).
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Rycina 26. Analiza poziomu markerdw uszkodzen DNA (skala na zdjeciach réwna 10 pm). Strzatki wskazujg na
foci. Wyniki przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe z 3 niezaleznych powtérzen (n = 3). R6znice
we wrazliwos$ci komdrek HeLa pIRES_OXCT1 poréwnano do kontroli HeLa pIRES za pomoca testu t-Studenta
(****p <0,0001; *p < 0,05).



W kolejnym etapie badan sprawdzono potencjalne réznice we wzroscie komdérek HeLa
OXCT1 OX. Na podstawie testu klonogennego, wykazano, iz komorki HelLa pIRES_OXCT1
efektywniej tworza kolonie w poréwnaniu do komoérek HeLa pIRES (wzrost wydajnosci
0 15%) (Ryc. 27A). Obserwacje mikroskopowe (Ryc. 27A”) dostarczyty informacji o wielko$ci
tworzonych kolonii. Kolonie utworzone przez komorki HeLa pIRES_OXCT1 byty niewiele
wieksze od HeLa pIRES, a delikatnie mocniejsza barwa na skutek barwienia fioletem
krystalicznym sugerowata, iz kolonie HeLa pIRES_OXCT1 s3g nieco liczniejsze w komorki.
Obserwacja potwierdza zwiekszone tempo proliferacji komdrek HeLa pIRES_OXCT1 [Rundén-
Pran et al.,, 2022]. Nastepnie, sprawdzono zdolno$¢ komdrek HeLa OXCT1 OX do tworzenia
struktur 3D. Wykazano, ze nadekspresja genu OXCT'1 nie ma wptywu na potencjat komoérek do
formowania sferoidéw. Ponadto, sferoidy utworzone przez komorki HeLa OXCT1 OX

praktycznie nie réznity sie wielkos$cig (Ryc. 27B).
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Rycina 27. Proliferacja i wzrost komérek HeLa OXCT1 OX. (A) Zdolno$¢ komoérek do tworzenia kolonii wraz

z (A") obserwacjami mikroskopowymi. (B) Sferoidy utworzone przez komoérki (powiekszenie 100x).
Wyniki przedstawiono jako $redniag + odchylenie standardowe z 3 niezaleznych powtérzen (n = 3).
Réznice w proliferacji i wzros$cie komoérek HeLa pIRES_OXCT1 poréwnano do kontroli HeLa pIRES za pomoca

testu t-Studenta (** p < 0,01).
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6.3.3. Wrazliwo$¢ komoérek HeLa OXCT1 OX na wybrane cytostatyki

Potencjalne roéznice we wrazliwosci komoérek HeLa OXCT1 OX na dziatanie
powszechnie stosowanych w terapii raka szyjki macicy lekéw (doksorubicyny [DOX]
i cisplatyny [CIS]) oraz czynnikéw utleniajacych (H2021it-BOOH) poddano analizie testem MTT.
Wykazano, iz komdrki HeLa pIRES wykazuja nieznacznie wieksza wytrzymato$¢ ($rednio
o ok. 10% dla danego stezenia zwigzku) na dziatanie wszystkich zbadanych cytostatykéw
w przedstawionym zakresie stezen w pordwnaniu do komérek HeLa pIRES_OXCT1
(za wyjatkiem doksorubicyny, gdzie w przedziale stezen 5-200 nM réznica zywotnosci

komorek HeLa OXCT1 OX wynosita Srednio 50%).

150 150

& HELA pIRES & HELA pIRES
= HELA pIRES_OXCT1 = HELA pIRES_OXCT1
[-] o
= T 10010
5 100 5 10 -!
SR W 2 %
::j-;’ [ 'Y - T ﬁ \
=] - B N o e T ® - o
£ 50 I - £ 50 * —3 -4
£ 3 3
- — -
—8
0 T T T T 1 0 T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 25 5 75 10
DOX [nM] CIS [uM]
150 o HELAGRES 150 @& HELA pIRES
P HELA pIRES_OXCT1
_ HELA pIRES_OXCT1 —
s 3
- —
§ 1uo-nﬂ'_. 5 100 .
s LN L 2 Bl
= N | )
“wy -
: . g *
£ 50 ;'i so
H z
. - .
0 T . 5 4 0=t T T ' -
0 10 20 30 0 5 10 15 20
Hz0; [uM] t-BOOH [uM]

Rycina 28. Wptyw wybranych cytostatykéw na zywotnos$¢ komoérek. Wyniki przedstawiono jako $rednig

+ odchylenie standardowe z 3 niezaleznych powtérzen (n = 3).

Za pomoca testu kometowego z dodatkiem enzymoéw - endonukleazg III (NTH)
i N-glikozylazg formamidopirymidyny (FPG) - a takze bez nich, poddano analizie potencjalny
poziom uszkodzenia DNA. Zaobserwowano, ze komoérki HeL.a pIRES_OXCT1 s3 mniej podatne
na uszkodzenia DNA w poréwnaniu do komérek HelLa pIRES (prawie 3-krotny spadek
uszkodzen DNA) (Ryc. 29A, komorki nietraktowane, bez dodatku enzymoéw). Dalej,
zaindukowano stres oksydacyjny inkubujgc komérki z H;0, i t-BOOH. Na skutek tego,
zauwazalne jest zmniejszenie 0 40% i ok. 30%, odpowiednio, uszkodzenia DNA w komdrkach
HeLa pIRES_OXCT1 w poréwnaniu do komoérek HeLa pIRES (Ryc. 29B, 29C, bez dodatku
enzyméw). Ponadto, dziatanie czynnikami utleniajacymi zaindukowato utlenienie puryn
i pirymidyn, co potwierdza zwiekszony poziom uszkodzen DNA po dodaniu enzymu FPG

w komorkach HeLa pIRES (7-krotnie zwiekszone uszkodzenia DNA po inkubacji z t-BOOH)



i komorkach HeLa pIRES_OXCT1 (prawie 6-krotnie zwiekszone uszkodzenia DNA po inkubacji
z H202). W przypadku dodania enzymu NTH, w komérkach inkubowanych z H,0,, zauwazono
2-krotnie zwiekszone uszkodzenie DNA w komorkach HeLa pIRES przy jednoczesnym braku

réznic w komérkach inkubowanych z t-BOOH (Ryc. 29B, 290C).
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Rycina 29. Analiza uszkodzen DNA. Wyniki przedstawiono jako $rednig + SEM z 3 niezaleznych powtérzen
(n = 3). Réznice we wrazliwosci komdrek HeLa pIRES_OXCT1 poréwnano do kontroli HeLa pIRES za pomoca

testu t-Studenta (**** p < 0,0001; ***p < 0,001; * p < 0,05).

6.3.4. Mozliwo$ci migracyjne i inwazyjne komoérek Hel.a OXCT1 OX
Korzystajac z komory Boydena sprawdzono zdolno$¢ komérek HeLa OXCT1 OX do

migracji i inwazji. Na podstawie przeprowadzonych analiz zauwazono, ze komoérki Hela
pIRES_OXCT1 wykazuja znacznie wiekszy potencjat migracyjny (wzrost komorek ulegtych
migracji o 60%) i inwazyjny (wzrost o ponad 100%) w poréwnaniu do komoérek HeLa pIRES

(Ryc. 30A). Obserwacja ta zasugerowata, iz komdrki z nadekspresja OXC7T1 moga wykazywac



zwiekszong ekspresje genéw zaangazowanych w EMT. Aby to sprawdzié, przeprowadzono
analize na poziomie transkryptu metodg RT-qPCR. Na skutek tych badan, zauwazono, iz
poziom ekspresji markeréw epitelialnego charakteru komérek (CDH1, MUCT), podobnie jak
jednego z markeréw mezenchymalnego charakteru (CDHZ) byl zwiekszony w komdrkach
HeLa pIRES_OXCT1 (2,5-krotny wzrost poziomu CDH1, wzrost CDHZ 0 40% oraz wzrost MUC1
0 15%). Pozostale markery EMT w komoérkach HelLa pIRES_OXCT1 byly obnizone
w poréwnaniu do kontroli - HelLa pIRES (SNA/Z1 o 10%, SNAIZ o 30% oraz VIM o 40%)
(Ryc. 30B).
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Rycina 30. Mozliwo$ci migracyjne i inwazyjne komérek HeLa OXCT1 OX. (A) Ocena potencjatu (A") migracyjnego
i (A”) inwazyjnego (obserwacje mikroskopowe przeprowadzone pod powiekszeniem 100x). Analiza ekspresji
markeréw przejScia epitelialno-mezenchymalnego na poziomie (B) transkrypcyjnym i (C) biatka;
(D) reprezentatywny blot. Wyniki przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe z 3 niezaleznych
powtérzen (n = 3). Réznice w potencjale migracyjnym i inwazyjnym komdrek HeLa pIRES_OXCT1 poréwnano

do kontroli HeLa pIRES za pomoca testu t-Studenta (*** p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05).
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Analizy poziomu biatek regulujacych EMT przeprowadzone za pomoca techniki
Western blotting, przedstawity nieco odmienny charakter komoérek HeLa pIRES_OXCT1. Biatka
SNAIL i SLUG kodowane odpowiednio przez geny SNAI/1i SNAIZ zostaly zaobserwowane na
wyzszym poziomie w poréwnaniu do komérek HelLa pIRES (oba wykazaly wzrost poziomu
ekspresji o ok. 50%, podobnie jak E-kadheryna). Ponadto, wykazano 2-krotny wzrost poziomu
N-kadheryny oraz 30% spadek poziomu wimentyny w komoérkach HelLa pIRES_OXCT1
wzgledem HeLa pIRES. Obserwacje te sugerujg, iz komorki HelLa pIRES_OXCT1 moga
wykazywac¢ hybrydowy charakter epitelialno-mezenchymalny, z potencjatem na zwiekszony

charakter mezenchymalny [Sinha et al., 2020] (Ryc. 30C).

6.3.5. Metabolizm ciat ketonowych komdérek Hel.a OXCT1 OX
Aby zbada¢ potencjalny wptyw nadekspresji genu OXCT1 na czynniki zaangazowane

w metabolizm cial ketonowych, przeprowadzono analizy na poziomie transkryptu metoda

RT-qPCR oraz na poziomie biatka metodg Western blotting.
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Rycina 31. Ekspresja czynnikéw zaangazowanych w metabolizm ciat ketonowych na poziomie (A) transkryptu
i (B) biatka; (C) reprezentatywny blot. Wyniki przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe
z 3 niezaleznych powtérzen (n = 3). Réznice w ekspresji badanych czynnikéw w komérkach HeLa pIRES_OXCT1

poréwnano do kontroli HeLa pIRES za pomoca testu t-Studenta (** p < 0,01; * p < 0,05).

Zaobserwowano, iz ekspresja genéw kodujgcych zaréwno biatka mitochondrialne
(OXCT1, OXCTZ, ACAT1, BDHI), jak i cytozolowe (BDH?Z) jest zwiekszona w komoérkach HeLa
pIRES_OXCT1 (OXCT1, BDHZ2i ACAT ok. 2,5-krotnie, OXCT2 0 60%, BDHI1 0 50%) (Ryc. 31A).
Zbadany poziom biatek rowniez okazat sie by¢ zwiekszony w komérkach HeLa pIRES_OXCT1

(SCOT i ACAT1 o 30%, dojrzata forma BDH1 i jego prekursor o ok. 50%) (Ryc. 31B).
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Obserwacja ta potwierdza, iz nadekspresja OXC71 w komoérkach HelLa moze prowadzi¢ do
zwiekszonej ekspresji gendéw i zwiekszonego poziomu kodowanych przez nich biatek

metabolizmu ciat ketonowych.



6.4.  Analiza komdrek HeLa hodowanych w zmiennych warunkach glikemicznych

Chcac sprawdzi¢, czy zmienne warunki glikemiczne wraz z dodatkiem ciat ketonowych
- B-hydroksymaslanu (BHB) i acetooctanu (AcAc) - wptyna na szybkos$¢ proliferacji komérek
Hela, przeprowadzono 72-godzinng inkubacje komérek w podiozu hodowlanym
wysokoglukozowym (25 mM Glc), niskoglukozowym (1 mM Glc) i pozbawionym glukozy
(0 mM Glc). Poczatkowo, dodane stezenia ciat ketonowych odwzorowywaty stan optymalne;j
(0,3 mM BHB i AcAc) ketozy in vivo. W kolejnym etapie zwiekszono stezenia ciatl ketonowych,
aby zimitowa¢ stan glebokiej ketozy in vivo w naturalnie wystepujacym stosunku 1:3
(3 mM AcAc i 10 mM BHB). Na podstawie testu redukcji resazuryny (Ryc. 32) i obserwacji
mikroskopowych (Ryc. 33), zauwazono, iz komoérki HeLa reaguja wzmozong (Ryc. 32A) lub
zahamowana (Ryc. 32B, 32C) proliferacja w zaleznosci od zastosowanych warunkéw
hodowlanych. Ogoélnie, zmniejszenie stezenia glukozy w podtozu hodowlanym znacznie
wptywa na obnizenie szybkosci proliferacji komorek, nawet podczas dodatkowej
suplementacji ciatami ketonowymi. Jedynie w warunkach niskoglikemicznych (1 mM Glc)
z dodatkiem 3 mM AcAc (Ryc. 32B), komérki HeLa kontynuowaty podzial komérkowy
(zaobserwowany 60-procentowy i 4-krotny wzrost intensywnosci fluorescencji
w 48 i 72 godzinie inkubacji, odpowiednio). Podobnie w warunkach catkowitej deprywacji
glukozy (Ryc. 32C), gdzie komoérki wydawaty sie by¢ zastymulowane do podziatu miedzy
48 a 72 godzing inkubacji dzieki suplementacji 3 mM AcAc (odnotowany 3-krotny wzrost

intensywnosci fluorescencji w 72 godzinie).
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Rycina 32. Szybkos$¢ proliferacji komdrek HeLa hodowanych z dodatkiem soli sodowej B-hydroksymaslanu

(BHB) lub soli sodowej acetooctanu (AcAc) w warunkach (A) wysokoglikemicznych, (B) niskoglikemicznych

oraz (C) deprywacji glukozy. Wyniki przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe z 3 niezaleznych



powtérzen (n = 3). Réznice w proliferacji komérek HeLa inkubowanych z ciatami ketonowymi poréwnano do
kontroli stanowiacej nietraktowane komorki HeLa za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way

ANOVA), a nastepnie testu post-hoc Dunnetta (**** p < 0,0001; **p < 0,01).
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Rycina 33. Obserwacje mikroskopowe (powiekszenie 100x) komérek HeLa hodowanych z dodatkiem soli
sodowej f-hydroksymaslanu (BHB) lub soli sodowej acetooctanu (AcAc) w warunkach wysokoglikemicznych

(25 mM Glc), niskoglikemicznych (1 mM Glc) oraz deprywacji glukozy (0 mM Glc).



7.  DYSKUSJA

Ostatnimi  czasy, dieta ketogeniczna -  wysokotluszczowa i zarazem
niskoweglowodanowa, z odpowiednig podaza biatka - zostata zaproponowana jako forma
terapii wspomagajacej leczenie nowotwordéw. Zatozeniem ograniczenia weglowodanéw
w diecie jest ostabienie efektu Warburga, zjawiska biochemicznego wykorzystujacego gtéwnie
glikolize zamiast fosforylacji oksydacyjnej do produkcji ATP przez komoérki nowotworowe.
Z uwagi na poddawang w watpliwo$¢ zdolnos¢ komérek nowotworowych (w zaleznos$ci od
réznego pochodzenia i stopnia agresywnos$ci) do efektywnego metabolizowania ciat
ketonowych na drodze ketolizy, wprowadzenie pacjentow onkologicznych w stan
podwyzszonego poziomu ciat ketonowych, zwanego stanem ketozy, wydaje sie by¢ kluczowym
dla pozbawienia komdrek rakowych energii przy jednoczesnym przestawieniu komorek
prawidtowych na wykorzystywanie ketolizy jako gléwnego procesu wytwarzania energii.
W katabolizmie ciat ketonowych istotng role odgrywa transferaza bursztynylo-CoA:3-
ketokwas-CoA (SCOT, ang. succinyl-CoA:3-ketoacid-CoA transferase), enzym kodowany przez
gen OXCT1, ktérego wyciszenie potencjalnie prowadzi do zwiekszenia poziomu ciat
ketonowych na skutek zahamowanego ich dalszego rozktadu. Aby sprawdzi¢, czy
podwyzszony poziom ciat ketonowych doprowadzi do spowolnienia proliferacji komoérek
nowotworowych, przeprowadzono szereg analiz z wykorzystaniem komdrek raka szyjki
macicy HelLa z wyciszong monoallelicznie i biallelicznie ekspresja genu OXCTI oraz
nadekspresja genu OXCT7, a ponadto dokonano inkubacji niemodyfikowanych komérek HeLa
w zmiennych warunkach glikemicznych z dodatkiem ciat ketonowych - -hydroksymaslanu
i acetooctanu.

Otrzymane rezultaty badan podkreslajg istotno$¢ ostroznej interpretacji wynikow
analiz z wykorzystaniem komo6rek manipulowanych genetycznie. Prace nad rola genu OXCT?
w regulacji potencjatu nowotworowego komoérek HeLa rozpoczeto od charakterystyki tychze
komoérek z monoallelicznie wyciszong ekspresja OXCT1. Zaobserwowane na skutek
przeprowadzonego testu redukcji resazuryny znaczne spowolnienie proliferacji (spadek
o ok. 50% w 96 godzinie inkubacji) komérek HeLa OXCT1+/- wzgledem komoérek HeLa WT
(Ryc. 14A) poczatkowo zdawato sie potwierdza¢ hipoteze o spowolnieniu proliferacji komoérek
HeLa na skutek zwiekszonego poziomu ciat ketonowych. Przeprowadzenie tej samej analizy
z wykorzystaniem komoérek Hela z nadekspresjg genu OXCT1 dodatkowo potwierdzito te
hipoteze, gdyz wyniki przedstawily zwiekszona o 20% proliferacje komoérek Hela
pIRES_OXCT1 w poréwnaniu do komdrek HeLa pIRES (Ryc. 23A) (wyniki korelujace
z p6Zniejsza analizg indeksu mitotycznego [Ryc. 24]). Obserwacje te wstepnie zasugerowaty,
iz akumulacja ciat ketonowych na skutek zahamowanego ich rozktadu w komérkach HelLa
OXCT1+/- prowadzi do zmniejszenia podziatdw komdrkowych, podczas gdy zwiekszony
katabolizm ciat ketonowych dzieki nadekspresji OXCT? skutkuje przyspieszeniem proliferacji

komorek. Jednakze, rownoczes$nie otrzymane rezultaty oceny efektywnos$ci wyciszenia



i nadekspresji genu OXCT71 w komoérkach HelLa (a doktadnie: odnotowany staby sygnat
immunofluorescencji biatka SCOT w komoérkach HeLa OXCT1+/) poprowadzily ku
rozwazaniom nad skuteczno$cig zastosowanej metody CRISPR/Cas9. Pamietajgc, iz inne
powszechnie stosowane techniki manipulacji genowej, takie jak siRNA czy shRNA, nie skutkujg
100% wydajnoscia, zadecydowano o przeprowadzeniu testu Surveyor. Uzyskane wyniki dla
komorek HeLa WT i HeLa OXCT1+/- wykazaty, iz wyciszenie nastgpito w 1 allelu genu OXC7T1
(Ryc. 11B). Zaktadajgc, iz bialleliczne wyciszenie OXCT1 jedynie potwierdzi dotychczasowe
obserwacje, przeprowadzono transfekcje komdrek HeLa plazmidem SCOT HDR2 (Ryc. 9C).
Zaskakujaco, analiza szybkos$ci proliferacji otrzymanych komérek HeLa OXCT1-/- wykazata
zwiekszone o 50% podziaty komoérkowe w poréwnaniu do komoérek HeLa WT (Ryc. 14A).
Zauwazone roznice miedzy komérkami HeLa OXCT1+/- i HeLa OXCT1-/- sg zastanawiajace —
podejrzewa sie, ze zjawisko spowolnionych podziatéw komoérkowych HeLa OXCT1+/-
najprawdopodobniej jest konsekwencjg tzw. ,off-targetu” polegajgcego na wyciszeniu oprocz
OXCT1 jeszcze innego, blizej nieokre$lonego genu, co dalszej perspektywie badan bedzie
analizowane technikg sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. next-generation
sequencing) - RNAseq.

Na skutek zauwazalnych réznic w szybkosci proliferacji komoérek HeLa OXCT1 KO
(HeLa WT, HeLa OXCT1+/- i HeLa OXCT1+/-), przeprowadzono analize rozktadu faz cyklu
komoérkowego. Eksperymenty z wykorzystaniem cytometru przeptywowego wykazaty nieco
zwiekszong (o ok. 5%) liczebno$¢ komérek HeLa OXCT1+/- w fazie Go/G1, co wskazuje na
niewielkie zatrzymanie komoérek w tej fazie na skutek mozliwych uszkodzen DNA i/lub
zaktocen w szlakach sygnatowych wywotanych zmniejszong dostepnoscia czynnikéw wzrostu
i/albo sktadnikéw odzywczych. Brak réznic miedzy dystrybucja komdrek HelLa OXCT1+/-
i OXCT1/- w fazie S sugeruje, iz zaburzenia w fazie Go/G1 komorek HeLa OXCT1-/- zostaty
sprawnie naprawione. Zauwazalny spadek (o ok. 50%) liczebnos$ci komoérek HeLa OXCT1+/-
i HeLa OXCT1/- wzgledem HeLa WT w fazie G/M $wiadczy o pozytywnym przej$ciu przez
punkt kontroli zduplikowanego DNA i pozwoleniu komoérce na podziat (Ryc. 14C).
W przypadku komdrek HeLa OXCT1 OX, otrzymane wyniki dostarczyly informacji
o przesunieciu komdrek HeLa pIRES_OXCT1 z fazy Go/G1 do fazy S. Zmniejszony o 30% poziom
populacji komérek HeLa pIRES_OXCT1 w fazie G/M wzgledem komoérek HeLa pIRES sugeruje
sprawniejsze przejscie komorek przez punkty kontrolne i dopuszczenie komoérek do podziatu
(Ryc. 230).

Ocena ekspresji genéw zaangazowanych w cykl komérkowy umozliwita uzyskanie
pelniejszego obrazu réznic w obrebie HeLa OXCT1 KO i HeLa OXCT1 OX. Ponad dwukrotnie
zwiekszona ekspresja genu CDKN1A wraz z prawie 2,5-krotnie zwiekszong ekspresja CCNE1
w komorkach HeLa OXCT1-/- moze potwierdza¢ ich zatrzymanie w fazie Go/Gi. Blisko
1,5-krotnie zwiekszony poziom ekspresji genu CCNY w komdrkach moze $wiadczyé
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i HeLa OXCT1+/, a ponadto o zwiekszaniu ekspresji CCNE1, a zatem cykliny CCNE, jak
dotychczas udokumentowano w komoérkach raka krtani Hep2 [Zhao et al.,, 2020]. ObniZony
(odpowiednio: 0 30% i prawie 50%) poziom ekspresji CCNA1i CCNB1 w komoérkach HeLa
OXCT1+/-i HeLa OXCT1~-w poréwnaniu do HeLa WT koresponduje z ich obniZzonag liczebnoscia
w fazie G2/M (Ryc. 14B, 14C). Analizujac ekspresje gendw zaangazowanych w przebieg cyklu
komoérkowego komoérek HeLa OXCT1 OX, zaobserwowano obnizenie ekspresji genu 7P53
0 20% w komoérkach HeLa pIRES_OXCT1. Moze to mie¢ zwigzek z nieco obnizong (ponizej 5%)
liczebnos$cig komérek w fazie Go/G1 na rzecz fazy S, w ktérej to standardowa zwiekszona
(w niniejszej pracy: o ok. 20%) ekspresja CCNEI potwierdzona jest przez otrzymane wyniki.
Podobnie jak w komoérkach HeLa OXCT1 KO, zwiekszona o 40% ekspresja CCNYw komorkach
HeLa pIRES_OXCT1 wzgledem komoérek HeLa pIRES moze $wiadczy¢ o funkcjonowaniu tego
biatka jako czynnik wzrostu, a na dodatek modulator ekspresji genu CCNE. Obnizona o 25%
ekspresja CCNA1i CCNB1w komorkach HeLa pIRES_OXCT1 pokrywa sie z zaobserwowanym
obnizeniem o ok. 30% poziomu populacji komérek w fazie Gz/M (Ryc. 23B, 23C).

Wyciszenie genu OXCT1 w komdrkach HeLa bezsprzecznie zaburzyto ich maszynerie
cyklu komérkowego, jednakze przeprowadzona analiza rozktadu faz cyklu komoérkowego za
pomoca cytometru przeptywowego, jak i analiza ekspresji gendw zaangazowanych w cykl
komérkowy przeprowadzona metoda RT-qPCR, nie wykazaly jednoznacznie, aby
ktérykolwiek z badanych czynnikow miat decydujacy wpltyw na obserwowane réznice
w szybkoSci proliferacji komérek HeLa OXCT1+/- i HeLa OXCT1/-. Najprawdopodobniej,
odpowiedzialny za wspomniane zmiany jest inny mechanizm, ktéry nie zostal zbadany
w niniejszej pracy. Cho¢ zmiany na poziomie molekularnym nie tlumacza rozbieznosci
w szybkosci podzialéw komdrkowych HeLa OXCT1+/- i HeLa OXCT1/-, byly one mocno
zauwazalne podczas codziennej pracy z komérkami.

Kontynuujgc analize proliferacji komoérek HeL.a OXCT1 KO i HeLa OXCT1 OX, skupiono
sie na ocenie ich zdolnosci do tworzenia kolonii. Test klonogenny wykazat, Ze monoalleliczne
wyciszenie genu OXCT1 znaczaco zmniejszyto (o 80%) zdolno$¢ komérek HeLa OXCT1+/-do
formowania kolonii w poréwnaniu do komoérek HeLa WT. Kolonie utworzone przez komorki
HeLa OXCT1+/- sktadaly sie czeSciowo z minimalnej liczby komorek pozwalajacej na
zaakceptowanie danego skupiska jako pojedynczej kolonii (< 50 komoérek). W przypadku
komorek HeLa OXCT1+/- zauwazono, natomiast, znacznie zwiekszong wydajno$¢ tworzenia
kolonii (Ryc. 15A). Dzieki obserwacjom mikroskopowym, zaobserwowano réwniez rdéznice
morfologiczne miedzy komoérkami HeLa OXCT1 KO. Komoérki HeLa OXCT1/- sg wieksze,
bardziej wydtuzone, w poréwnaniu do HeLa WT. Przeciwny obraz jest zauwazalny dla
komoérek HeLa OXCT1+/, ktore wydaja sie by¢ skurczone (Ryc. 15B). W komérkach
z nadekspresjg genu OXCT1 zaobserwowano, iz komorki HeLa pIRES_OXCT1 o 15% wydajniej
tworza kolonie niz komoérki HeLa pIRES (Ryc. 27A). Dodatkowo, obrazowanie mikroskopowe
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tworzyty kolonie z nieco wiekszej liczby komérek w poréwnaniu do komérek HeLa pIRES
(Ryc. 27A").

Komoérki HeLa sg modelowa linig komdrkowa stuzaca do badania zdolnosci do
tworzenia kolonii - to wtasnie na nich opracowano pierwszy test klonogenny w 1956 roku
[Puck et al, 1956]. Komorki HeLa WT efektywnie tworza kolonie w przeciwienstwie do
komoérek HelLa OXCT1+/-, ktére dodatkowo stabo zabarwiajg sie fioletem krystalicznym.
Fiolet krystaliczny jest barwnikiem wnikajagcym do jader komdérkowych skutkujac gteboka
fioletowa barwa. Zaobserwowane delikatne zabarwienie komoérek HelLa OXCT1+/- moze
sugerowac uszkodzenie jader, sprawdzenie tej hipotezy wymagatoby jednak bardziej
doktadnych analiz immunocytochemicznych. Komérki HeLa OXCT1-/+, natomiast, zabarwione
byty na gleboki fioletowy kolor, sugerujac, iz kolonie zostaty utworzone z wiekszej liczby
komoérek w poréwnaniu do komoérek HeLa WT [Rundén-Pran et al, 2022]. Obserwacja ta
potwierdzataby zwiekszong proliferacje zauwazong we wcze$niejszych analizach. Dodatkowo,
przypuszcza sie, iz zauwazone réznice morfologiczne komoérek zwigzane sg z momentem fazy
cyklu komorkowego, w ktérym sie znajdujg. Intensywniejsze zabarwienie fioletem
krystalicznym komorek HeLa OXCT1-/- moze wskazywa¢ na moment podzialu komérek,
w ktérym posrednio obserwowane jest zwiekszenie liczby jader komérkowych. Cho¢ komérki
HeLa pIRES_OXCT1 tworzyty liczniejsze w komdrki kolonie w poré6wnaniu do HeLa pIRES, nie
znalazto to silnego przeloZenia na intensywno$¢ zabarwienia fioletem krystalicznym
(Ryc. 27A).

Obserwacje zebrane na skutek przeprowadzonych analiz proliferacji oraz rozktadu faz
cyklu komoérkowego komoérek HeLa OXCT1 KO sugerujg, iz gen OXCT1 moze by¢ zaangazowany
w szlaki sygnatowe kontrolujgce podziaty komérkowe w raku szyjki macicy. W literaturze
naukowej tematu informacje odnoszace sie do potencjalnej roli OXCT1 w progresji nowotworu
sg do$¢ ubogie. Udokumentowano, ze wyciszenie OXC71 w komdrkach raka
watrobowokomoérkowego HepG2 znacznie ostabito wzrost guza in vivo [Maldonado et al,
2021]. Podobnie, wykazano, Ze wyciszenie ekspresji OXC71 antysensownego RNA 1 (OXCT1-
AS1) znaczaco obniza proliferacje komorek glejaka wielopostaciowego (linie komérkowe
A172,LN229,U87, U251 i U373) [Zhong et al,, 2021]. Badania przeprowadzone na tkankach
drobnokomoérkowego raka ptuc wykazaty, Ze obnizenie poziomu Kkolistego OXCT?
(circ-OXCT1) roéwniez zahamowato proliferacje i formowanie guza [Luo et al, 2023].
Przedstawione przyklady s3 sprzeczne =z wynikami otrzymanymi na skutek
przeprowadzonych analiz w niniejszej pracy, co dowodzi, iZ wplyw wyciszenia OXCT1 na
proliferacje i wzrost komoérek rakowych jest zalezny od rodzaju nowotworu. Doktadne
mechanizmy bedace u podstaw tego zjawiska pozostajg niejasne.

Badajac zdolno$¢ komoérek HeLa OXCT1 KO do tworzenia struktur 3D, zauwazono, iz
komorki HeLa OXCT1-/- tworza wieksze sferoidy (~200 um $rednicy) w poréwnaniu do
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WT (~150 pm S$rednicy) z nieco rozproszonymi pojedynczymi komoérkami na brzegach
(Ryc. 16). Otrzymane wielkoSci sfer utworzonych przez komoérki HeLa OXCT1 KO znajduja sie
w zakresie wskazanym w literaturze naukowej tematu [Roy et al., 2023], [Pereira et al., 2017].
Dotychczas nie przedstawiono wynikéw badan obejmujacych wptyw wyciszenia genu OXCT1
na zdolno$c¢ tworzenia sferoidow przez komarki ludzkie. Formowanie sie sferoidow obejmuje
kilka etapow, wsrod ktérych wyréznia sie (i) agregacje rozproszonych komérek przez widkna
macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM, ang. extracellular matrix) prowadzac do zwiekszonej
produkcji kadheryny, (ii) akumulacje kadheryny na powierzchni komoérki oraz (iii) tworzenie
polaczen typu kadheryna-kadheryna miedzy sasiadujacymi komoérkami pozwalajac na
zacie$nienie polgczen miedzy tymi komérkami [Biatkowska et al., 2020]. Zauwazona dyspersja
komorek na brzegach sferoidéw utworzonych przez komoérki HeLa OXCT1+/- moze sugerowac,
ze wraz z czasem trwania hodowli komérki tracg potaczenia typu kadheryna-kadheryna.
Jednymi z gtéwnych kadheryn odpowiadajacych za potaczenia miedzykomoérkowe jest
E-kadheryna i N-kadheryna, ktorych poziom ekspresji jest istotny dla zaindukowania EMT.
Ogdlnie, formowanie sferoidéw moze by¢ zwigzane z EMT. Miedzy sferoidami utworzonymi
przez komoérki HeLa OXCT1 OX nie zaobserwowano réznic w Srednicy (Ryc. 27B). Otrzymane
wyniki sugerujg, iz cho¢ komdrki HeLa pIRES_OXCT1 charakteryzuja sie szybsza proliferacja
wzgledem komorek HeLa pIRES, ich wzrost nie jest zwigzany z nadekspresja genu OXCT1.

Ogodlnie, analizy ekspresji genéw zebrane w atlasie The Cancer Genome Atlas (TCGA,
PanCancer Atlas) i Breast Invasive Carcinoma (TCGA, PanCancer Atlas) przedstawiajg
zwiekszona tendencje do przezycia u pacjentéw chorujacych na raka piersi charakteryzujacych
sie nadekspresjg OXCT1 [dane cBioPortal for Cancer Genomics, 2023]. Jednocze$nie, analizy
wzrostu guza przeprowadzone in vitroi in vivo na komoérkach raka watrobowokomorkowego
(linie komérkowe HepG2, Hep3B, PLC, HEK293 i HEK293T) wykazaty, ze nadekspresja OXCT1
promuje progresje nowotworu [Huang et al,, 2016]. Jest to ciekawa obserwacja biorac pod
uwage, ze zaréwno ekspresja genu OXCT1, jak i caly proces ketolizy, sg nieobecne
w prawidtowych komoérkach watroby, co czyni OXCT7 potencjalnym celem terapeutycznym
w leczeniu raka watrobowokomoérkowego.

Ze wzgledu na zaobserwowane réznice w rozktadzie faz cyklu komoérkowego miedzy
komoérkami HeLa OXCT1 OX, dokonano immunocytofluorescencyjnej analizy poziomu kinazy
punktu kontrolnego (Chk, ang. checkpoint kinase) 1 i 2. Przeprowadzone eksperymenty
wykazaty 7-krotnie zwiekszony poziom ufosforylowanych form Chkl (Chk1S317ph
i Chk1S345ph), jak i 3-krotny wzrost poziomu ufosforylowanej formy Chk2 (Chk2T68ph)
w komorkach HeLa pIRES_OXCT1 w kontroli (HeLa pIRES), jak i do nieaktywnych form
analizowanych kinaz (nieufosforylowanych) komoérek HeLa pIRES_OXCT1 (Ryc. 25A, 25B).
Nieufosforylowane Chkl i Chk2 w komoérkach HeLa OXCT1 OX sg na poziomie
konstytutywnym. Silniejsza odpowiedZz Chk1l w poréwnaniu do Chk2 zdaje sie potwierdzac
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kontrolnych intra-S i G2/M, podczas gdy Chk2 pei raczej role wspomagajaca, wywierajac
czeSciowy wptyw na punkty kontrolne intra-SiG1/S [Stracker et al., 2009]. Podobnie, silniejsza
odpowiedz dla Chk1S317ph w poréwnaniu do Chk1S345ph potwierdzataby role Chk1S317ph
w fosforylacji seryny 345 (S345ph) tego samego biatka [Wang et al., 2012]. Z kolei, fosforylacja
obu kinaz (Chk1S317ph, Chk1S345ph, Chk2T68ph) jako ,kontroleréw” punktéw kontrolnych
moze by¢ zwigzana z zatrzymaniem komérek HeLa pIRES_OXCT1 w fazie S na skutek
prawdopodobnych uszkodzen. Warto zauwazy¢, iz fosforylacja Chk1 i Chk2 odgrywa réwniez
role w aktywacji biatek uczestniczacych w szlakach naprawy DNA [Dai et al.,, 2010], [Patil et al,,
2013] - obserwacja ta moze by¢ zwigzana ze zmniejszong liczbg komérek HeLa pIRES_OXCT1
w fazie G2/M, sugerujac, iz potencjalne uszkodzenia zostaly sprawnie naprawione, a komorki
weszly w mitoze szybciej w poréwnaniu do komdrek HeLa pIRES (Ryc. 23C). Szybsza
proliferacje komo6rek HeLa pIRES_OXCT1 wzgledem komorek HeLa pIRES zaobserwowano juz
wczesniej (Ryc. 23A, 24), a obserwacje mikroskopowe wybarwionych immuno-
fluorescencyjnie ufosforylowanych kinaz Chkl i Chk2 (zauwazalne komoérki w trakcie
podziatu) silnie podkreslajg zwiekszong zdolno$¢ komoérek Hela z nadekspresjg genu OXCT?
do podzialéw komérkowych. Podobnie, zwiekszona fosforylacja histonu H2AX skutkujaca
formga H2AXS139ph (YH2AX) na 1,5-krotnie wyZszym poziomie od formy nieufosforylowanej
w komoérkach HeLa pIRES_OXCT1 wzgledem HeLa pIRES (Ryc. 26A) moze by¢ zwigzana
z blokiem komoérek w fazie S, a nastepnie naprawg prawdopodobnych uszkodzen lub
odpowiada¢ wytacznie na stres replikacyjny [Dhuppar et al., 2020].

Réznice w szybkosci proliferacji komoérek HeLa OXCT1 KO doprowadzity do pytania,
czy komorki na skutek wyciszenia genu OXCT? staty sie uposledzone (HeLa OXCT1+/-) czy
wrecz w pewien sposdb usprawnione (HeLa OXCT1+/-). Podobnie w przypadku komoérek HeLa
OXCT1 OX, gdzie zwiekszona szybkos¢ proliferacji komérek HeLa pIRES_OXCT1 mogtaby
sugerowac lepsze mechanizmy adaptacyjne wobec warunkéw $rodowiska, a tym samym
zwiekszong oporno$¢ na cytostatyki. Aby to sprawdzié, przeprowadzono analize wrazliwosci
komorek HeLa OXCT1 KO i HeLa OXCT1 OX na zwiazki powszechnie stosowane u pacjentek
poddanych terapii raka szyjki macicy, tj. doksorubicyny i cisplatyny. Dodatkowo, komérki
poddane byly inkubacji z czynnikami utleniajacymi - wodoronadtlenkiem tert-butylu
(t-BOOH) oraz nadtlenkiem wodoru (H:02). Przeprowadzony test badajacy aktywnos¢
mitochondriéw z wykorzystaniem soli tetrazolowej wykazal, iz komoérki HeLa OXCT1-/- sg
najbardziej oporne na dziatanie cisplatyny i doksorubicyny w wybranym zakresie stezen.
W przypadku czynnikéw utleniajacych, komoérki HeLa WT okazaty sie by¢ bardziej wytrzymate
na dziatanie tych zwigzkéw od komoérek HeLa OXCT1-/-. Komoérki HeLa OXCT1+/- w obu
przypadkach za$ cechowaty sie najmniejsza opornoscig (Ryc. 17). Otrzymane wyniki dla
komorek HeLa OXCT1 OX wskazuja na wieksza wrazliwo$¢ komdrek HeLa pIRES_OXCT1 na
dziatanie wszystkich zwigzkéw (Ryc. 28).



Cisplatyna jest najskuteczniejszym lekiem stosowanym w terapii raka szyjki macicy,
zar6wno zaawansowanego miejscowo, jak i przerzutujacego, a opornos¢ na ten zwiazek jest
gtbwna przyczyng nawrotéw choroby i $miertelno$ci [dane American Cancer Society].
Mechanizm dziatania cisplatyny opiera sie na przytaczeniu tego zwigzku do reszt purynowych
w strukturze DNA generujac uszkodzenia skutkujace zablokowaniem podziatow
komoérkowych i Smiercig apoptotyczng komoérek [Dasari et al, 2014]. W komoérkach raka
jajnika cechujacych sie opornoscia na cisplatyne (linie komérkowe OVCAR-3, OV-90 i SK-OV-
3), ekspresja OXCT1 na poziomie transkryptu byla znacznie obnizona w poréwnaniu do
komoérek wrazliwych na cisplatyne (linie komérkowe PA-1, TOV-21G, TOV-112D, Caov-3
i A2780). Jednoczesnie wykazano, ze nadekspresja genu OXCT1 zwieksza wrazliwo$¢ komorek
na ten zwigzek [Yang et al., 2018]. Na skutek tych obserwacji mozna by wysnu¢ hipoteze, iz
wyciszenie ekspresji OXCT1 spowoduje zwiekszenie opornosci na cisplatyne w komoérkach
raka szyjki macicy. Wspomniane rezultaty badan cze$ciowo koreluja z wynikami otrzymanymi
w niniejszej pracy. Komérki HeLa OXCT1-/- faktycznie cechujg sie zaré6wno najnizsza ekspresja
OXCT1 na poziomie transkryptu (Ryc. 13A), jak i wykazuja najwieksza opornos¢ na cisplatyne
(Ryc. 17). Jednakze, komdrki HeLa OXCT1+/- pomimo znacznie obniZonej ekspresji OXCT1
wzgledem komorek HeLa WT (Ryc. 13A) okazaly sie najbardziej wrazliwe na dziatanie
cisplatyny (Ryc. 17). Moze by¢ to spowodowane ogélnym obnizeniem proliferacji komoérek na
skutek monoallelicznego wyciszenia OXCT1.

Doksorubicyna prowadzi do zatrzymania cyklu komdérkowego poprzez wigzanie sie
z topoizomerazg Il i hamowanie replikacji DNA [Paskeh et al., 2022]. W literaturze naukowej
tematu obecnie brak jest informacji tgczacych wyciszenie genu OXC7T1 w komoérkach
nowotworowych z wrazliwoscig na doksorubicyne. Zaobserwowany efekt dziatania tego
zwigzku na komorki HeLa OXCT1 KO pokrywa sie z opisanym powyzej efektem wywotanym
przez cisplatyne.

Uwaza sie, ze t-BOOH silnie oddzialuje na mitochondria, skutkujgc obnizeniem
poziomu syntezy ATP i wzrostem przepuszczalnosci bton mitochondrialnych [Bartoli et al,,
1994]. Ponadto, zwigzek ten prowadzi do peroksydacji lipidéw - tancucha reakcji oksydacyjnej
degradacji lipidow, skutkujacej Smierciag komorki [Perez et al., 2022]. Dochodzi do tego na
skutek generowanych przez t-BOOH rodnikéw uszkadzajacych zasady w obrebie DNA oraz
poprzez utlenianie grupy tiolowej biatek, prowadzac do zahamowania ich aktywnoS$ci
enzymatycznej [Ferrer-Sueta et al,, 2011]. Podobnie, ostatnie doniesienia wskazujg na role
H20, w utlenianiu grupy tiolowej biatek, skutkujac progresjg cyklu komdrkowego, choc
zwigzek ten byt dotychczas znany gléwnie jako indukujacy uszkodzenia komoérkowe
i powodujacy zatrzymanie cyklu komérkowego [Heo et al., 2020].

Potencjalny poziom uszkodzenia DNA zbadano za pomoca testu kometowego w dwoch
modelach: (i) komoérki HeLa OXCT1 KO i HeLa OXCT1 OX inkubowane z H»0; i t-BOOH bez
dodatku enzymow oraz (ii) komoérki HeLa OXCT1 KO i HeLa OXCT1 OX inkubowane z H;0-



i t-BOOH wraz z enzymami stanowigcymi cze$¢ maszynerii naprawczej komérek (FPG i NTH).
W pierwszym modelu testu zaobserwowano zwiekszone uszkodzenie DNA w komérkach HeLa
OXCT1/- w poréwnaniu do komérek HeLa WT (Ryc. 18). Poziom uszkodzen byt wiekszy
w komoérkach inkubowanych z H20; i t-BOOH w poréwnaniu do komérek nietraktowanych.
Na skutek modyfikacji testu, w komorkach inkubowanych z czynnikami utleniajgcymi
zauwazono wzrost uszkodzen we wszystkich komérkach HeLa OXCT1 KO, szczegdlnie po
dodaniu enzymu FPG (Ryc. 18B, 18C). Obserwacja ta potwierdza, iz stres oksydacyjny
zaindukowany przez H;0; i t-BOOH spowodowat utlenienie puryn i pirymidyn. Poréwnujac
wptyw obu czynnikéw utleniajacych na komérki HeLa OXCT1 KO, mozna zauwazy¢, iz t-BOOH
silniej uszkadza DNA w pordéwnaniu do H;0.. Analizujagc komdrki HeLa OXCT1 OX,
zaobserwowano, ze komorki HeLa pIRES_OXCT1 s3 bardziej odporne na uszkodzenia DNA
spowodowane stresem oksydacyjnym od komoérek HeLa pIRES (Ryc. 29). Podobnie jak
w komorkach z wyciszong monoallelicznie i biallelicznie ekspresja genu OXCT7, dziatanie H,0-
i t-BOOH zaindukowato utlenienie puryn i pirymidyn, na skutek czego zaobserwowany zostat
zwiekszony poziom uszkodzen DNA po dodaniu enzymu FPG (Ryc. 29B, 29C). Badany wptyw
czynnikéw utleniajgcych wydaje sie by¢ zalezny od poziomu genu OXCT7 - zwiekszony poziom
uszkodzenia DNA zaindukowany przez H;0, zauwazalny jest w komdrkach Hela
pIRES_OXCT1, podczas gdy niemal 2-krotnie silniejsze dzialanie t-BOOH pod tym katem
dostrzegalne jest w komoérkach HeLa pIRES (w obu przypadkach po dodaniu enzymu FPG).
Dodatek enzymu NTH, natomiast, wykazat zwiekszone utlenienie puryn i pirymidyn
w komérkach HeLa pIRES wzgledem komdrek HeLa pIRES_OXCT1 po inkubacji z H20; (Ryc.
29B).

Zwiekszona oporno$¢ na dziatanie cisplatyny i doksorubicyny, a takze szybsza
proliferacja komdrek HeLa OXCT1-/- doprowadzita do rozwazan, czy bialleliczne wyciszenie
genu OXCT1 ma zwigzek z metastazg, gdyz komoérki nowotworowe zdolne do przerzutowania
charakteryzuja sie niekontrolowang proliferacja oraz znacznie obnizong wrazliwoscig na
dziatanie chemioterapeutykow. Celem potwierdzenia lub zaprzeczenia tej hipotezie, dokonano
analizy zdolno$ci migracyjnych i inwazyjnych komérek HeLa OXCT1 KO. Wykazano, ze
komorki HeLa OXCT1-/- charakteryzuja sie zwiekszonym potencjatem migracyjnym (o 40%)
i inwazyjnym (o prawie 120%) od komoérek HeLa WT, w przeciwienistwie do komérek HeLa
OXCT1+/- (Ryc. 19A). W przypadku komérek HeLa OXCT1 OX, gdzie wcze$niej zaobserwowano
szybsza proliferacje przy jednoczesnej zwiekszonej wrazliwo$ci na badane cytostatyki
komoérek Hela pIRES_OXCT1, otrzymano wyniki wskazujace na znacznie zwiekszone
mozliwos$ci migracyjne (o 60%) i inwazyjne (o ponad 100%) komoérek z nadekspresja genu
OXCT1 (Ryc. 30A).

Wsrod dostepnych informacji na temat wptywu wyciszenia genu OXCT7 na zdolno$ci
migracyjne i inwazyjne komoérek nowotworowych, zauwazalny jest skrajny efekt. Komérki
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skutek wyciszenia kolistego OXCT1 (circ-OXCT1) [Luo et al, 2023], co stanowi wynik
przeciwny do zaprezentowanego w niniejszej pracy. Podobnie, analizy przeprowadzone na
tkankach raka pecherza moczowego zademonstrowaty zmniejszenie potencjatu inwazyjnego
komorek, a tym samym ich przerzutowanie do weztéw chlonnych, na skutek obnizenia
ekspresji JAK1 promowanego przez wyciszenie OXCT1-AS1. Jednakze, nadekspresja OXCT1
w tych samych tkankach skutkowala zwiekszonym potencjatem inwazyjnym komorek,
a w rezultacie przerzutowaniem do weztéw chlonnych [Chen et al., 2019]. Warto zauwazy¢, iz
zjawisko to wskazuje na sposéb oddziatywania OXCTI na szlak sygnatowy, w ktory
zaangazowane  jest  biatko JAK1l. Wyciszenie = OXCT1-AS1 w  komdrkach
niedrobnokomérkowego raka ptuc (A549, H1299, H23 i HCC827) [Li et al, 2021]
i w komdrkach glejaka wielopostaciowego (A172, LN229, U87, U251 i U373) [Zhong et al,,
2021] réwniez doprowadzito do supresji migracji i inwazji. Natomiast, badania nad rakiem
zotadka, przedstawity ujemng korelacje miedzy ekspresja circ-OXCT1 a zdolno$cig do migracji
iinwazji [Liu etal, 2020]. Udokumentowano takze, ze nadekspresja OXC71 w komorkach raka
piersi MCF7 promuje rozwéj nowotworu, a nawet przerzutowanie do ptuc [Ozsvari et al,
2017]. Na podstawie powyzszych rezultatéw analiz wptywu wyciszenia OXCTZ na potencjat
migracyjny i inwazyjny komorek nowotworowych, mozna wysnu¢ wniosek, iz OXCT1 moze
dziata¢ jako metaboliczny promotor guza, a efekt zalezny jest od rodzaju raka.
Zaobserwowany zwiekszony potencjat migracyjny i inwazyjny komorek
z biallelicznym wyciszeniem i nadekspresja genu OXCTI w polaczeniu z wcze$niejszymi
obserwacjami doprowadzit do rozwazan nad mozliwg zmiang ekspresji markeréw
epitelialnych i mezenchymalnych EMT na skutek modyfikacji genetycznej komérek HeLa
[Nantajit et al,, 2015]. Tym samym, przeprowadzono analize ekspresji gendw oraz poziomu
kodowanych przez nie biatek zaangazowanych w ten proces. Otrzymane wyniki sugeruja
hybrydowy epitelialno-mezenchymalny komérek HeLa OXCT1+/- i HeLa OXCT1~/- oraz HelLa
pIRES_OXCT1 z uwagi na zwiekszong ekspresje zaréwno markeréw epitelialnych (CDHI,
MUCT), jak i mezenchymalnych (CDHZ, SNAI1, SNAIZ) w poréwnaniu do - odpowiednio -
komorek HeLa WT oraz komdrek HeLa pIRES (Ryc. 19B, 19C, 30B, 30C). W trakcie EMT
komorki tracg potaczenia typu komoérka-komoérka oraz zdolnos¢ do interakcji z btong
podstawng, zmieniajgc swojg biegunowo$¢. Z morfologicznego punktu widzenia, komorki
zaczynaja bardziej przypomina¢ fibroblasty [Yang et al., 2020]. Cho¢ dzieki obserwacjom
mikroskopowym (Ryc. 15B) zaobserwowano zmiany morfologiczne komdrek HeLa OXCT1-/,
nie jest to typowy obraz komoérek o charakterze mezenchymalnym. Ponadto, w przypadku
pierwotnych komoérek gruczolakoraka trzustki izolowanych z myszy, wykazano, iz EMT nie jest
procesem niezbednym do metastazy, aczkolwiek indukuje chemooporno$¢ na gemcytabine
[Zheng et al.,, 2015]. Jest to ciekawa obserwacja, gdyz przeprowadzone wcze$niej analizy
wykazaly zwiekszong opornos$¢ komoérek HeLa OXCT1/- na doksorubicyne i cisplatyne, co
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z hybrydowym charakterem epitelialno-mezenchymalnym. PowyzZsze spostrzezenie zostato
réwniez poczynione na skutek badan nad niedrobnokomérkowym rakiem ptuc (linie
komérkowe HCC827 i HCC4006), gdzie wykazano, ze hybrydowy fenotyp EMT ma zwigzek ze
zwiekszona opornoscia na erlotynib [Fustaino et al., 2017]. Wedtug niektérych doniesien, juz
samo zwiekszenie zdolno$ci migracyjnych i inwazyjnych komérek swiadczy o hybrydowym
charakterze EMT, jak stwierdzono w badaniach nad rakiem piersi (linie komdérkowe FC-IBC-
02, MDA-IBC-3, SUM 190, FC-IBC-02 i SUM149) [Jolly et al., 2017]. Skupiajac sie na wpltywie
poziomu genu OXCT1 na EMT, wykazano, iZ wyciszenie kolistego OXCTZ? (circ-OXCT1)
w tkankach raka Zotadka zmniejszytlo ekspresje biatka sygnatowego SMAD4 regulujacego
ekspresje E-kadheryny, N-kadheryny i wimentyny, skutkujgc zwiekszeniem EMT, migracji,
inwazji i przerzutowania do ptuc. Nadekspresja circ-OXCT1 data odwrotny do wspomnianego
efekt [Liu et al,, 2020].

Ekspresja wimentyny, zaré6wno na poziomie transkryptu, jak i biatka, jest obnizona
w komorkach HeLa OXCT1+/-i HeLa OXCT1+/- oraz HeLa pIRES_OXCT1 $rednio o ok. 20-30%.
Jako marker mezenchymalny EMT, wimentyna gra istotng role w ukierunkowanej migracji
komoérek, ktéra wymaga interakcji ze skladnikami cytoszkieletu - aktyng i tubulina.
Migracja kierunkowa polega na polaryzacji komoérki w oparciu o jej reakcje na sygnaty
zewnatrzkomdrkowe, co jest wazne dla skutecznego rozprzestrzeniania sie komoérek
nowotworowych w kierunku naczyn krwiono$nych. Ponadto, wimentyna moze utatwiac
przezycie komoérek nowotworowych dzieki zwiekszeniu ich sztywnosci, co wptywa na
obnizenie stresu zwigzanego z migracja w skupiskach [Kuburich et al.,, 2022]. Zestawiajac te
informacje z otrzymanymi wynikami badan, mozna zaobserwowaé brak spoéjnosci, gdyz
komorki HeLa OXCT1+/- oraz HeLa pIRES_OXCT1 wykazuja zwiekszong zdolno$¢ do migracji
i inwazji pomimo obnizZonej ekspresji wimentyny. Ponadto, doniesienia literaturowe wskazujg,
iz wimentyna moze odgrywaé¢ role w opornoSci na chemioterapeutyki - badania
przeprowadzone na komérkach HeLa wykazaty ich zwiekszong oporno$¢ na kwas gambogowy
[Yue et al, 2016], ktory jest obecnie jednym z kandydatéw do stosowania w terapii
nowotworowej [Liu et al., 2020]. W przypadku komoérek HeL.a OXCT1+/-, nie zaobserwowano
jednak powigzania miedzy obniZeniem ekspresji wimentyny i obniZeniem opornosci na
dotychczas stosowane cytostatyki - doksorubicyne czy cisplatyne.

Ogdlnie, komdrki HeLa silnie eksprymuja wimentyne i w stanie bazowym,
niemodyfikowanym, wykazujg raczej charakter mezenchymalny [Komura et al., 2012]. Zmiany
w ekspresji wimentyny na skutek wyciszenia i nadekspresji genu OXCT1 sugeruja, iz
modyfikacje te mogg w blizej nieokre$lony sposéb zaburzaé ekspresje wimentyny, jednak bez
dalszego wptywu na zdolno$ci migracyjne i proliferacyjne.

Przejscie epitelialno-mezenchymalne jest skomplikowanym procesem obejmujacym
wiele etapéw, ktére zachodza w kazdej komoérce w swoisty dla niej sposdb. Szczegdlnie
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dwie odrebne populacje, tj. komoérki liderowe (ang. /eader cells) i zwolennicze (ang. follower
cells), ktérych podziat wynika z eksponowanej przez nie kinetyki przemian polaryzacji [Qin
et al.,, 2021]. Ponadto, ekspresja czynnikéw zaangazowanych w EMT jest rdzna, zalezna od
badanej populacji komarek [Xin et al.,, 2022]. Otrzymane niejednoznaczne wyniki na skutek
przeprowadzonych analiz w niniejszej pracy moga by¢ spowodowane badaniem mieszanej
populacji komérek.

Jak wspomniano wczes$niej, oprocz zauwazalnego zwigzku potencjatu migracyjnego
i inwazyjnego komoérek z EMT, obserwowane jest rowniez potaczenie tego zjawiska ze
zdolnos$cig do tworzenia sferoidéw. Badajac komérki niedrobnokomérkowego raka ptuc H460,
wykazano, ze w warunkach in vitro, nadekspresja E-kadheryny wplywa na zwiekszonag
wydajnos$¢ tworzenia sferoiddow [Powan et al, 2017]. Przeciwnie, obnizenie poziomu
E-kadheryny w komoérkach raka jezyka CALC33 zostalo powigzane z tworzeniem sferoidow
o luznej budowie, z wieloma rozsianymi pojedynczymi komdrkami wokot [Essid et al., 2018].
Jest to obserwacja podobna do poczynionej wobec komoérek HeLa OXCT1+/- (Ryc. 16). Cho¢
w przedstawionych wynikach badan nad komoérkami CALC33, zauwazalny jest réwniez
rosnacy poziom wimentyny wraz z formowaniem sie nowych sfer, analizy nad rakiem piersi
(linie komérkowe T47D i 4T1) podkreslity, iZ oprécz wimentyny za sposéb tworzenia
i upakowania sferoidéw odpowiedzialne sg réwniez aktyna i tubulina, ktére nie byty
analizowane w niniejszej pracy doktorskiej. Ponadto, we wspomnianych wynikach badan nad
rakiem piersi udowodniono, iz nie wszystkie sferoidy produkuja macierz
zewnatrzkomoérkowa, co réwniez ma wpltyw na sposéb adhezji, agregacji i upakowania
komorek [Smyrek et al., 2019].

Z uwagi na dane literaturowe wymieniajagce obok OXCT? réowniez OXCTZ, ACATI,
BDH1 oraz BDHZ jako geny nie tylko zaangazowane w metabolizm cial ketonowych, ale
rowniez potencjalne onkogeny [Martinez-Outschoorn et al.,, 2012], sprawdzono ich poziom
oraz kodowanych przez nie biatek. Zgodnie z przewidywaniami, w komoérkach HeLa OXCT1+/-
i HeLa OXCT1-/- zaobserwowano spadek ekspresji genéw oraz produkowanych przez nie
enzymow zaangazowanych w metabolizm ciat ketonowych (Ryc. 20), w przeciwienistwie do
komoérek HeLa pIRES_OXCT1 (Ryc. 31).

Nieco zaskakujgce okazaly sie, natomiast, wyniki poziomu markeréw modyfikacji
potranslacyjnych biatek histonowych zwigzanych z aktywacja i wyciszeniem procesu
transkrypcji w komorkach HeLa OXCT1 KO (Ryc. 21). Cho¢ zaktadano, iz zwiekszony poziom
ciat ketonowych (w szczegélnosci B-hydroksymaslanu) na skutek wyciszenia genu OXCT?
poskutkuje zwiekszonym poziomem [(-hydroksybutyrylacji histonéw, otrzymane wyniki
zaprzeczyty tej hipotezie. Podobnie, poziom acetylacji nie ulegt zmianie w badanych
komoérkach (Ryc. 21B). Biorac pod uwage potencjalny cross-talk miedzy analizowanymi
modyfikacjami potranslacyjnymi, na podstawie badan przeprowadzonych z wykorzystaniem
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(a doktadnie H3K9bhb, H3K18bhb i H3K4bhb) oraz histonu 4 (H4K8bhb) z poziomem
acetylacji histonéw (H3K9ac, H3K18ac i H4K8ac) [Xie et al.,, 2016]. Jednakze, analizy dokonane
na szczurach wykazaty, iz f-hydroksymaslan jest w stanie indukowac acetylacje H3K14
poprzez inhibicje deacetylazy histonéw 3 (HDAC3) [Li et al., 2021]. Obserwacje te sugerujg, iz
B-hydroksymaslan prowadzi do B-hydroksybutyrylacji i indukcji acetylacji histonéw w sposéb
wybidrczy, a poznanie doktadnego mechanizmu dziatania tego zwigzku wymaga dalszych
badan. Co wiecej, B-hydroksybutyrylacja histondw moze by¢ negatywnie skorelowana
z metylacjg histonéw (doktadnie H3K9me3) - warto jednak zauwazy¢, iz ta obserwacja
z danych literaturowych odnosi sie do modyfikacji H3K9bhb, a nie badanej w niniejszej pracy
H3K4bhb [Xie et al,, 2016].

Zaobserwowany zwiekszony (Srednio 2,5-krotnie) poziom markera wyciszonej
chromatyny - H3K9me3 - w komérkach HelLa OXCT1+/- oraz HelLa OXCT1-/- (wraz
z suplementacjg solg sodowg B-hydroksymaslanu i bez) moze podkresla¢ niedawno odkryta
role tej modyfikacji w progresji komoérek nowotworowych. Analizy immunohistochemiczne
z wykorzystaniem tkanek raka okreznicy wykazaty, iz H3K9me3 jest na znacznie wyzszym
poziomie w komdrkach ztosliwych z uwagi na nadekspresje metylotransferazy SUV39H1
posredniczacej w trimetylacji lizyny 9 histonu 3 (H3K9me3), majacej zdolnos¢ aktywacji
migracji komoérek nowotworowych w sposéb niezalezny od transkrypcji [Hieda et al., 2015].
PodwyzZszony poziom H3K9me3 zauwazono takze w komorkach raka piersi (linie komérkowe
MDA-MB-231 i ZR75-30) i przerzutach do weztéw chtonnych nowotworu okreznicy
[Yokoyama et al.,, 2013] oraz nowotworu jamy ustnej [Tanaka et al.,, 2023].

Otrzymane wyniki analiz poziomu przedstawionych modyfikacji potranslacyjnych
biatek histonowych stanowig punkt wyjsciowy do dalszych badan nad wplywem
wyciszenia/nadekspresji genu OXCT11iroli f-hydroksymaslanu w regulacji stanu chromatyny.
Brak spodziewanego wzrostu poziomu -hydroksybutyrylacji oraz acetylacji w komoérkach
HeLa OXCT1 KO (samych i suplementowanych [(-hydroksymaslanem) jest wysoce
zastanawiajacy, gdyz B-hydroksymaslan stanowi substrat dla acetylo-CoA, a zatem powinna
by¢ zaobserwowana chociazby zwiekszona acetylacja histonéw (jeSli nie wraz
z rownoczesnym zwiekszeniem poziomu B-hydroksybutyrylacji). Tymczasem, odnotowany
zostal spadek poziomu oby tych modyfikacji potranslacyjnych histonéw wszystkich komoérek
HeLa OXCT1 KO we wszystkich badanych wariantach suplementacji, za wyjatkiem komérek
HeLa WT =z dodatkiem 1 mM BHB. Obserwacja ta rodzi pytanie, czy nadmiar
B-hydroksymaslanu moze by¢ inhibitorem acetylotransferaz histonéw (HAT)? Literatura
naukowa tematu cze$ciej wspomina o potencjalnych mozliwosciach -hydroksymaslanu do
funkcjonowania jako inhibitor HDAC [Li et al., 2020], jednakze w $§wietle zaprezentowanych
wynikéw w niniejszej pracy, powyzsze rozwazanie wydaje sie by¢ catkowicie bezzasadne,
przynajmniej w analizowanych komdrkach HeLa. Z drugiej strony, nie nalezy zapomina¢, iz
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lizyny i argininy) histonéw, a ich cross-talk jest niezwykle obszerna, a przez to takze
skomplikowana, siecig potaczen regulujacych proces transkrypcji. Przeprowadzone analizy
poziomu modyfikacji potranslacyjnych w ramach prezentowanej tematyki badan byty na zbyt
matg skale, aby méc przedstawié szerszy obraz epigenetyczny dla komérek HeLa OXCT1 KO.
Tym samym, omawiany obszar badan wymaga bardziej szczegétowych analiz.

Zaprezentowane rezultaty badan doprowadzily takze do rozwazan, czy na skutek
zwiekszonego poziomu ciat ketonowych w komérkach HeLa OXCT1 KO (samych
i suplementowanych f-hydroksymaslanem) moze dochodzi¢ do lokalnego zwiekszenia
kondensacji chromatyny. Jednakze, przeprowadzone analizy poziomu biatek bioracych udziat
w remodelowaniu chromatyny - HP1a oraz HP1y (ang. heterochromatin proteins a, y), a takze
CAF1 (ang. chromatin assembly factor 1) metodg Western blotting (wyniki nieprzedstawione
w niniejszej pracy) nie wykazaty zmian miedzy komérkami HeLa OXCT1 KO. By¢ moze analiza
immunofluorescencyjna dostarczytaby informacji w aspekcie lokalizacji podejrzewane;j
miejscowej kondensacji chromatyny (réwniez z uwagi na fakt, iz jest to znacznie czulsza
metoda nizZ immunoblotting).

Aby sprawdzi¢, jak zwiekszony poziom ciat ketonowych wplywa na proliferacje
niemodyfikowanych komérek HeLa, przeprowadzono ich 72-godzinng inkubacje w podtozu
hodowlanym wysokoglukozowym (25 mM glukozy), niskoglukozowym (1 mM glukozy)
i pozbawionym glukozy wraz z solg sodowa -hydroksymaslanu (BHB) i acetooctanu (AcAc)
w stezeniach imitujgcych optymalna ketoze - 0,3 mM BHB i AcAc - oraz gteboka ketoze - 3 mM
AcAci 10 mM BHB - in vivo (Ryc. 32). Wykazano, ze dodatek B-hydroksymaslanu do podtoza
hodowlanego nie wptywa na proliferacje komoérek Hela, co koreluje z dostepnymi danymi
literaturowymi - tj. brakiem wptywu suplementacji 10 mM BHB komoérek HeLa hodowanych
w podlozu wysokoglukozowym [Zhang et al, 2018] oraz brakiem wplywu dodatku BHB
w szeregu stezen siegajagcym az do 25 mM do komoérek raka piersi MCF7 hodowanych
w zmiennych warunkach glikemicznych, w tym w warunkach deprywacji glukozy [Maldonado
et al.,, 2021]. Zaskakujgco, acetooctan w stezeniu odpowiadajgcym gtebokiej ketozie in vivo -
3 mM - utrzymat proliferacje komoérek w warunkach niskoglukozowych (tj. 1 mM Glc)
i pozbawionych glukozy. Ogolnie, zahamowana proliferacja komérek HeLa w warunkach
obnizonej glukozy i braku glukozy z jednoczesng suplementacja ciatami ketonowymi wskazuje
na uposledzona zdolno$¢ komérek nowotworowych do wykorzystywania tychze zwigzkéw
jako zrédto energii. Niemniej, prowadzenie dtuzszej hodowli komoérkowej w przedstawionych
warunkach pozwolitoby na dokonanie bardziej dogtebnych analiz.

Zastosowane warunki hodowlane do podjecia proby przestawienia komoérek HeLa na
wykorzystywanie ciat ketonowych zamiast glukozy w celu produkcji energii byty bardzo
teoretyczne z uwagi na dostarczanie komoérkom egzogennych cial ketonowych (badania
opieraty sie catkowicie na modelu in vitro,a wiec wytaczone jest w tym uktadzie produkowanie
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hormonalnej na zachowanie komoérek nowotworowych). Organizm ludzki w warunkach
ograniczonego dostepu do glukozy korzysta z przechowywanego w watrobie i mie$niach
szkieletowych glikogenu, a dopiero po wykorzystaniu jego rezerwuaréow, korzysta z lipidow
nagromadzonych w tkance ttuszczowej. W zastosowanym modelu in vitrokomoérki HeLa miaty
trwaty dostep do L-glutaminy obecnej w poditozu hodowlanym, bez wzgledu na stosowane
warunki glikemiczne. Mimo to, obniZona obecno$¢ glukozy w §rodowisku komoérek wydaje sie
by¢ czynnikiem decydujacym w zauwazonym znacznym zahamowaniu proliferacji komoérek
wraz z czasem trwania hodowli. Suplementacja acetooctanem w stezeniu odpowiadajgcym
gtebokiej ketozie in vivo, tj. 3 mM, poskutkowata kontynuacja proliferacji komdrek, co z jednej
strony sugeruje, iz zwigzek ten moze by¢ istotniejszym Zrédtem energii niz 3-hydroksymaslan
dla komoérek HelLa przy obniZonym dostepie lub catkowitej deprywacji glukozy. Z drugiej
strony, zjawisko to obserwowane jest przez krotki czas (nieprzekraczajacy 72 godzin, gdyz tyle
trwat eksperyment), a sam stan glebokiej ketozy oczywiscie nie jest stanem optymalnym
i prawdopodobnie nawet przy zauwazonym potencjale do diugotrwatego przestawienia
komoérek nowotworowych na wykorzystywanie ciat ketonowych, utrzymanie gtebokiej ketozy
bytoby problematyczne dla cztowieka z uwagi na szereg skutkdéw ubocznych i/lub
restrykcyjno$¢ diety ketogenicznej, ktora jest gtownym czynnikiem indukujgcym wzrost
poziomu ciat ketonowych. Niemniej, cho¢ na podstawie przedstawionych wynikéw mozna
wnioskowa¢, iz komoérki HeLa nie s3 w stanie efektywnie metabolizowac¢ ciat ketonowych
w celu produkcji energii, potencjalne wprowadzenie pacjentow onkologicznych w stan ketozy
pozostaje kwestig mocno kontrowersyjna.

Kliniczne zastosowanie diety ketogenicznej jako terapii wspomagajacej u pacjentow
chorujacych na raka wymaga zbadania podwyzszonego poziomu ciat ketonowych pod katem
jego potencjalnego dziatania antynowotworowego dla kazdego typu nowotworu w warunkach
przedklinicznych, poniewaz bezpieczenistwo i skuteczno$¢ tej diety silnie zalezy od
pochodzenia i fenotypu nowotworu. W oparciu o wyniki badan przedklinicznych
przeprowadzonych do tej pory, dieta ketogeniczna wydaje sie by¢ obiecujaca forma terapii
uzupelniajacej w szeregu nowotwordw. Niemniej istotne jest rowniez zbadanie doktadnej roli
enzyméw zaangazowanych w metabolizm ciat ketonowych, o ktérych niejednokrotnie
wypowiadano sie w literaturze naukowej tematu jako ,metabolicznych onkogenach”.

Badania nad enzymami zaangazowanymi w metabolizm ciat ketonowych majg duzy
potencjal w odniesieniu do projektowania zwigzkéw specyficznie ukierunkowanych na
zwiekszenie lub zatrzymanie dziatania tychze enzymow, czego przyktadem sa zaproponowane
przez Michaela P. Lisanti i Federice Sotgia z zespotem tzw. ,mitoketoscyny”. Wspomniani
badacze wykazali, Ze inhibicja OXCT1 i ACAT1 w komoérkach raka piersi MCF7 skutkuje
zatrzymaniem wzrostu guza i zdolnos$ci do przerzutowania tego typu nowotworu. Za pomocg
przewidywania bioinformatycznego, zaproponowali 8 zwigzkdéw, ktore przylaczajgc sie do

OXCT1 i/lub ACATI1 efektywnie blokuja produkcje ATP w mitochondrium. Zgtoszenie



patentowe obejmujace zaprojektowane zwiazki zostato opublikowane w 2020 roku i obecnie
oczekuje na akceptacje [dane Google Patents, 2023]. Przyktad ten podkresla istotno$¢ pracy
nad enzymami uczestniczacymi w metabolizmie ciat ketonowych z uwagi na ich silne

Zaangazowanie w procesy zwigzane z progresja nowotworzenia.



8. PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI

W niniejszej pracy zaprezentowano bardzo szeroki przekr6j modeli badawczych - od
komoérek raka szyjki macicy HeLa z monoallelicznym i biallelicznym wyciszeniem genu OXCT1,
poprzez komdrki HeLa z nadekspresja genu OXCT7, na niemodyfikowanych komoérkach HeLa
hodowanych w zmiennych warunkach glikemicznych z réwnoczesng suplementacjg ciatami
ketonowymi korniczgc. Otrzymane wyniki, cho¢ momentami niejednoznaczne, w potaczeniu
Z poczynionymi obserwacjami w trakcie wykonywanych eksperymentéw kreuja jednak ogélny
obraz komoérek HeLa OXCT1/- i HeLa pIRES_OXCT1 jako szybciej proliferujacych,
o zwiekszonym potencjale migracyjnym i inwazyjnym w poréwnaniu do kontroli (HeLa WT
i HeLa pIRES, odpowiednio). Dodatkowo, bialleliczne wyciszenie genu OXC7T7 w komoérkach
HeLa zdaje sie zwieksza¢ opornos¢ komdrek na klasyczne chemioterapeutyki stosowane
w terapii raka szyjki macicy, tj. doksorubicyne, cisplatyne. Odwrotnie, nadekspresja genu
OXCT1 w komérkach HeLa miata wplyw na zwiekszenie wrazliwo$ci komorek na dziatanie
tych samych zwigzkow. Fenotyp komdrek HeLa OXCT1-/- i HeLa pIRES_OXCT1 zdaje sie by¢
raczej hybrydowy z uwagi na brak jednoznacznego ukierunkowania wzgledem strony
epitelialnej lub mezenchymalnej w badaniach nad EMT, aczkolwiek potencjat do nabywania
przez te komorki cech mezenchymalnych byl dostrzegalny. Préba przestawienia
niemodyfikowanych komoérek HeLa na wykorzystywanie ciat ketonowych jako Zrédia energii
w warunkach obnizonego dostepu glukozy i catkowitej deprywacji glukozy nie zakonczyta sie
powodzeniem, cho¢ odnotowana zostala zdolno$¢ acetooctanu w warunkach imitujgcych

gteboka ketoze do krotkoterminowej (< 72 godziny) stymulacji proliferacji komoérek HelLa.

Whioski z przeprowadzonych badan:

e Nadekspresja genu OXCT1 wptywa stymulujaco na proliferacje, a takze zdolnosci
migracyjne i inwazyjne komoérek Hela, sugerujac, iz gen OXCTI moze by¢
zaangazowany w szlaki sygnatowe kontrolujace podziaty komérkowe w raku szyjki
macicy i/lub dziata¢ jako metaboliczny promotor guza;

e Nadekspresja genu OXCT7 wptywa na ekspresje genéw i kodowanych przez nie biatek
zaangazowanych w przejscie epitelialno-mezenchymalne, natomiast zaobserwowany
fenotyp jest raczej o charakterze hybrydowym;

e Obnizona zawarto$¢ glukozy i catkowita deprywacja glukozy w hodowli komérek HeLa
hamuje ich proliferacje pomimo suplementacji cialami ketonowymi, sugerujac
upos$ledzong zdolno$¢ komoérek nowotworowych do wykorzystywania ciat

ketonowych jako gtéwne Zrédto energii.

Whiosek konicowy:

Gen OXCT1 moze stanowic potencjalne narzedzie do rozwoju nowych terapii raka

szyjKki macicy.




0.

UWAGI PODSUMOWUJACE

Analiza wynikéw przeprowadzonych badan pozwolita na poczynienie kilku uwag.

Niniejsze komentarze do prezentowanej pracy moga by¢ przedmiotem rozwazan i punktem

zaczepienia w przyszlych eksperymentach nad omawiang tematyka.

Z uwagi na rozbiezno$¢ w zachowaniu komérek z Hela z monoallelicznym
i biallelicznym wyciszeniem genu OXCT1, istnieje wyraZna potrzeba wykonania analizy
kariotypu. Otrzymane wyniki analizy mogtyby rowniez dostarczy¢ informacji istotnych
z punktu widzenia tak wysokiej ekspresji genu OXCT1 w poréwnaniu do innych linii
komorkowych.

Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS, ang. next-generation sequencing),
a doktadnie RNA-seq, komoérek HeLa OXCT1+/- i HeLa OXCT1~/- pozwoliloby na
zidentyfikowanie mozliwego ,off-targetu”.

W niniejszej pracy komorki poddawano inkubacji z ciatami ketonowymi: acetooctanem
i B-hydroksymaslanem. Wydaje sie, ze zasadnym bytoby wykonanie eksperymentéw
z alternatywnym sposobem zwiekszenia stezenia ciat ketonowych w komoérkach, jakim
mogtoby by¢ glodzenie komoérek poprzez prowadzenie hodowli w podiozu
hodowlanym pozbawionym surowicy i/lub L-glutaminy przez okreS$lony czas.
Jak dotad, w literaturze naukowej tematu przedstawiono stosunkowo niewiele
wynikéw badan opierajacych sie na analizie wplywu glodzenia komorek na ich
wrazliwo$¢ cytotoksyczng, niemniej, z dotychczas opisanych wytania sie obraz
kréotkoterminowej ochrony komorek przed czynnikami chemioterapeutycznymi
(doktadnie etopozydem) [Shi et al, 2023]. Co wiecej, badania wykazaty, ze stres
wynikajacy z gtodzenia komoérek prowadzi do zwiekszonej absorpcji sktadnikow
odzywczych poprzez zwiekszenie ilosci mikrokosmkow. Zjawisko to dodatkowo
pokazuje, iz gtodzenie wptywa na zmiany morfologiczne komoérek HeLa [Liu et al.,
2019]. Inni badacze wysnuli hipoteze, iz obnizenie dostepnosci sktadnikow
odzywczych (doktadnie deprywacja glukozy) komdrek HelLa zaindukuje przesytanie
sygnatow miedzy jedng komoérka a drugg, prowadzac do uwolnienia cytokin i chemokin
[Piischel et al., 2020]. Sa to ciekawe obserwacje, ktére warto wzia¢ pod uwage przy
planowaniu dalszych badan w obrebie przedstawianej tematyki.

Zastosowany test klonogenny mogtby by¢ rozbudowany o analize cytotoksycznosci.
Inkubacja komorek z wybranymi zwigzkami w odpowiednim szeregu stezen
dostarczytaby dodatkowych informacji na temat wptywu cytostatykéw na zdolnosci
proliferacyjne komorek charakteryzujacych sie wyciszeniem/nadekspresja genu
OXCT1. Ciekawym byloby rowniez przeprowadzenie modyfikacji testu klonogennego
w miekkim agarze w celu pomiaru zdolnosci komérek do wzrostu w sposob niezalezny

od zakotwiczenia.



10. STRESZCZENIE

Choroby nowotworowe od lat znajdujag sie w czotéwce $miertelnych schorzen,
odpowiadajgc za co szdsty zgon na Swiecie. Obecnie, oprdcz standardowych terapii
onkologicznych opierajacych sie na chirurgii, radioterapii i chemioterapii, stosowanych
pojedynczo lub w potaczeniu, dostepne s3 nowoczesne metody walki z rakiem - od celowanych
terapii lekowych, poprzez terapie bazujace na wykorzystaniu komoérek macierzystych, po
terapie genowa. Prowadzenie intensywnych badan nad nowotworami prowadzi do stworzenia
nowych podej$¢ terapeutycznych, a takze modyfikacji juz istniejacych, gtéwnie w celu
zredukowania wystepujacych efektéw ubocznych. Coraz wieksza uwage zwraca sie takze na
potencjat antynowotworowy substancji pochodzenia naturalnego, podkreslajac role diety jako
istotnego czynnika wspomagajgcego leczenie pacjenta i regeneracje organizmu po
wyniszczajacej chemioterapii.

Badania metabolizmu komoérek nowotworowych wykazaly zwiekszone zuzycie
glukozy przy ré6wnoczesnym utrzymywaniu glikolizy na wyzszym poziomie w poréwnaniu do
komorek prawidtowych. Na podstawie tej obserwacji rozpoczeto rozwazania nad mozliwym
ograniczeniem, a nawet catkowitym wyeliminowaniem glukozy z diety pacjentéw
onkologicznych jako potencjalnej formy terapii wspomagajacej, i zastapienie weglowodanéw
alternatywnym zrodtem energii - ttuszczami. Przeprogramowanie metaboliczne organizmu
oparte na wykorzystywaniu ttuszczow, a doktadniej - ciat ketonowych - jako paliwa
komoérkowego jest osiggalne dzieki stosowaniu diety ketogenicznej polegajacej na
restrykcyjnej podazy weglowodanéw wraz ze zwiekszong podaza tluszczéw. Badania nad
mozliwo$ciami komorek nowotworowych do metabolizowania ciat ketonowych w celu
produkcji energii wciagz trwaja, prowadzac do pytania, czy leczenie raka dietg jest mozliwe.

W5srdd dotychczas udokumentowanych skutkéw przeprogramowania metabolicznego
organizmu zauwazalny jest zwykle skrajny efekt zastapienia weglowodanéw ttuszczami -
hamujgcy lub stymulujacy rozwo6j nowotworu. W przypadku raka szyjki macicy, brak jest
informacji dotyczacych potencjalnego przestawienia komérek nowotworowych na
wykorzystywanie ciat ketonowych jako zZrdodta energii. Przedstawione podejscie wydaje sie by¢
obiecujace, cho¢ kontrowersyjne, nie tyle wobec samego powrotu do zdrowia, co wobec
hamowania postepujacych mozliwych wspétistniejacych zaburzen metabolicznych,
w szczegblnosci u kobiet z uwagi na $ciste powigzanie ich gospodarki hormonalnej z poziomem
i dystrybucja ttuszczé6w w organizmie.

Metabolizm lipidéw prowadzi do utworzenia acetylo-CoA wykorzystywanego w cyklu
Krebsa. Na skutek wyprodukowania acetylo-CoA w nadmiernej ilosci, dochodzi do
przecigzenia cyklu Krebsa, a acetylo-CoA zostaje uzyty do produkcji cial ketonowych
w naturalnie zachodzacym w komoérkach watroby procesie zwanym ,ketogeneza”.
Ciata ketonowe, natomiast, stanowiag grupe metabolitéw wykorzystywanych przez organy

o duzym zapotrzebowaniu energetycznym, takie jak modzg, serce czy mie$nie szkieletowe.



Do najwazniejszych cial ketonowych zalicza sie aceton, kwas acetylooctowy (w formie anionu
- acetooctan) oraz kwas [-hydroksymastowy (w formie anionu - [-hydroksymaslan).
Katabolizm ciat ketonowych scentralizowany jest wokét transferazy bursztynylo-CoA:3-
ketokwas-CoA (SCOT, ang. succinyl-CoA:3-ketoacid-CoA transterase) produkowanej przez gen
OXCT1i ograniczajacej predkos¢ ketolizy.

Gtownym celem badan w niniejszej pracy doktorskiej byta analiza roli genu OXC7T1 oraz
produkowanego przez niego biatka - SCOT - w regulacji potencjatu metastatycznego komorek
raka szyjki macicy HeLa. Dokonano tego poprzez charakterystyke komdrek HeLa z wyciszong
monoallelicznie i biallelicznie ekspresja genu OXCT? i nadekspresja genu OXCT1 w aspekcie
potencjatu proliferacyjnego, zdolnos$ci migracyjnych i inwazyjnych oraz przejscia epitelialno-
mezenchymalnego. Ponadto, podjeto probe przestawienia niemodyfikowanych komoérek HeLa
na wykorzystywanie cial ketonowych zamiast glukozy jako Zrédla energii oraz
przeprowadzono analize wplywu cial ketonowych (B-hydroksymaslanu i acetooctanu) na
komoérki HeLa w zmiennych warunkach glikemicznych. Dodatkowo, zbadano wplyw ciat
ketonowych na wybrane modyfikacje potranslacyjne komdrek HeLa.

Badania zostaty przeprowadzone na trzech modelach badawczych: komérkach HeLa
z (1) wyciszong monoallelicznie i biallelicznie ekspresja genu OXCT1 i (2) nadekspresjg genu
OXCT1, a takze (3) na komoérkach HeLa hodowanych w zmiennych warunkach glikemicznych,
dodatkowo suplementowanych cialami ketonowymi. W ramach przygotowania komoérek HeLa
z wyciszong monoallelicznie i biallelicznie ekspresja genu OXC71, zastosowano innowacyjng
metode edytowania genomowego CRISPR/Cas9. Otrzymany zestaw komoérek (HeLa OXCT1
KO) obejmowat komdrki HeLa WT (zastosowane jako kontrola), HeLa OXCT1+/- (komorki
z monoallelicznym wyciszeniem genu OXCT7) i HeLa OXCT1/- (komorki z biallelicznym
wyciszeniem genu OXCTI). Drugi model badawczy - komérki HeLa z nadekspresja genu
OXCT1 (HeLa OXCT1 OX) - uzyskano poprzez transfekcje komoérek HelLa wektorem
ekspresyjnym pIRES (HelLa pIRES) oraz wektorem ekspresyjnym pIRES_OXCT1
z wprowadzong zamplifikowang sekwencjg kodujacg genu OXCT1 (HeLa pIRES_OXCT1).
Niemodyfikowane komoérki HelLa hodowano w podtozu hodowlanym w warunkach
wysokoglikemicznych (25 mM glukozy), niskoglikemicznych (1 mM) oraz catkowitej
deprywacji glukozy (0 mM) z dodatkiem B-hydroksymaslanu lub acetooctanu w odpowiednich
stezeniach odwzorowujgcych stan optymalne;j i gtebokiej ketozy in vivo.

Efektywno$¢ przeprowadzonego wyciszenia genu OXC71 w komédrkach Hela, a takze
transfekcji tychze komdérek wspomnianymi wektorami ekspresyjnymi oceniono za pomoca
analizy ekspresji genu OXCTZ? (metodga RT-qPCR) i poziomu biatka SCOT (technikg Western
blotting i barwienia immunofluorescencyjnego). Po potwierdzeniu monoallelicznego
i biallelicznego wyciszenia oraz nadekspresji genu OXC71 w komorkach HeLa, przystapiono do

charakterystyki komérek.



Pierwszy etap charakterystyki komérek HeLa OXCT1 KO i HeLa OXCT1 OX skupiony
byt wokoét analiz proliferacji obejmujacych ocene szybkosci proliferacji komoérek testem
redukcji resazuryny, analize cyklu komérkowego technika cytometrii przeptywowej wraz
z analizg ekspresji genéw zaangazowanych w przebieg cyklu komérkowego (CDKN1A, TP53
oraz szeregu cyklin), immunocytofluorescencyjng analize antygenéw zwiazanych z cyklem
komoérkowym (catkowitej oraz ufosforylowanej formy Chk1, Chk2, ATR i ATRIP oraz
ufosforylowanego H2AX) i iloSciowe oznaczenie komérek mitotycznych za pomoca
immunofluorescencji, a takze ocene zdolno$ci do tworzenia kolonii testem klonogennym.
Nastepnie, w ramach analizy wzrostu, oceniono zdolno$¢ komoérek do tworzenia struktur 3D -
sferoidow — metoda wiszacej kropli.

W kolejnym etapie badan, sprawdzono réznice we wrazliwosci komoérek na
powszechnie stosowane w terapii raka szyjki macicy cytostatyki, tj. doksorubicyne i cisplatyne,
a takze czynniki utleniajace - nadtlenek wodoru i wodoronadtlenek tert-butylu - za pomoca
testu MTT oraz testu kometowego. Analiza uszkodzenn DNA przy uzyciu alkalicznego testu
kometowego zostata przeprowadzona w dwoch modelach: (i) w obecno$ci oraz
(ii) nieobecnosci enzymoéw FPG i NTH. Nastepnie, poddano ocenie zdolno$ci migracyjne
i inwazyjne komorek za pomoca testu migracji i inwazji przeprowadzanego z wykorzystaniem
komory Boydena. Dodatkowo, sprawdzono ekspresje genéw i poziom produkowanych przez
nie biatek zaangazowanych w przejScie epitelialno-mezenchymalne, technikg RT-qPCR
i Western blotting, odpowiednio.

W koncowym etapie charakterystyki komdrek HeLa OXCT1 KO i HeLa OXCT1 OX,
sprawdzono ekspresje genéw zaangazowanych w metabolizm cial ketonowych (metoda
RT-qPCR) oraz kodowanych przez nie biatek (technika Western blotting). Komorki
z wyciszong monoallelicznie i biallelicznie ekspresjg genu OXC71 (HeLa OXCT1 KO) poddano
suplementacji -hydroksymaslanem w stezeniu odwzorowujacym fizjologiczng (1 mM)
i gteboka ketoze (10 mM) in vivo, a nastepnie oceniono wptyw ciat ketonowych na poziom
modyfikacji potranslacyjnych - -hydroksybutyrylacji lizyny 4 histonu 3 (H3K4bhb), acetylacji
lizyny 9 i 14 histonu 3 (H3K9/14ac) oraz trimetylacji lizyny 4 i 9 histonu 3 (H3K4me3,
H3K9me) za pomocy techniki Western blotting. Szybko$¢ proliferacji niemodyfikowanych
komoérek HelLa hodowanych w zmiennych warunkach glikemicznych z dodatkiem ciat
ketonowych oceniono testem redukcji resazuryny. Morfologie komérek HeLa we wszystkich
stosowanych modelach badawczych opisano na podstawie obserwacji mikroskopowych.

Zatozeniem przygotowywania komoérek HeLa OXCT1 KO i HeLa OXCT1 OX byto
uzyskanie dwoch przeciwstawnych modeli badawczych. Jednakze, wykonane analizy komoérek
HeLa OXCT1 KO wykazaly, iZ komoérki z monoallelicznie wyciszong ekspresja genu OXCT?
(HeLa OXCT1t/) zachowujg sie w sposoéb odmienny wzgledem komoérek z biallelicznie
wyciszong ekspresja OXCT1 (HeLa OXCT1-/-) biorac pod uwage wiekszo$¢ badanych

parametréw. Najprawdopodobniej jest to konsekwencjg tzw. ,off-targetu” powstatego



w trakcie przeprowadzanego wyciszenia genu OXC7T1 metoda CRISPR/Cas9. Podejrzenie to
moze by¢ potwierdzone poprzez analize transkryptomu za pomocg sekwencjonowania nowej
generacji, ktéra jest w trakcie realizacji. Przeprowadzone analizy proliferacji komérek HeLa
OXCT1 OX wykazaty, iz nadekspresja OXCT1 wptywa stymulujagco na podzialy komoérkowe.
Otrzymane rezultaty tych samych analiz wykonanych na komérkach HeLa OXCT1 KO nie s3 tak
jednoznaczne w aspekcie monoallelicznego i biallelicznego wyciszenia OXCT71 z uwagi na
zauwazone do$¢ skrajne wyniki miedzy komdrkami HeLa OXCT1+/- i HelLa OXCT1-/-.
Zaskakujaco wzgledem zatozenia, iZ monoalleliczne i bialleliczne wyciszenie genu OXCT?
w komérkach HeLa spowoduje zahamowanie proliferacji, komérki HeLa OXCT1-/- wykazaty
wzmozone podzialy komdrkowe. Obserwacja ta, wraz z odnotowanym zwiekszeniem
opornosci na doksorubicyne i cisplatyne komoérek HeLa OXCT1-/-, doprowadzita do rozwazan
nad mozliwym zwigzkiem biallelicznego wyciszenia genu OXCT1 z metastaza. Celem
sprawdzenia tej teorii, dokonano analizy potencjatu migracyjnego i inwazyjnego komoérek
HeLa OXCT1 KO, wykazujagc zwiekszone zdolnos$ci do migracji i inwazji komorek HeLa
OXCT1-/-od komoérek HeLa WT, w przeciwienstwie do komoérek HeLa OXCT1+/-. Komérki HeLa
pIRES_OXCT1, pomimo zaobserwowanej zwiekszonej wrazliwosci na badane cytostatyki,
réwniez wykazaty wieksze mozliwos$ci migracyjne i inwazyjne niz komorki kontrolne - HeLa
pIRES.

Zidentyfikowany zwiekszony potencjat migracyjny i inwazyjny komérek HeLa
OXCT1/-i HeLa pIRES_OXCT1 w potaczeniu z wczes$niejszymi obserwacjami doprowadzit do
rozwazan nad mozliwg zmiang ekspresji markerow epitelialnych i mezenchymalnych przejscia
epitelialno-mezenchymalnego na skutek modyfikacji genetycznej komoérek HeLa. Tym samym,
przeprowadzono analize ekspresji gendéw oraz poziomu kodowanych przez nie biatek
zaangazowanych w ten proces. Otrzymane wyniki zasugerowaty hybrydowy charakter
epitelialno-mezenchymalny komdérek HeLa OXCT1+/-i HeLa OXCT1-/- oraz HeLa pIRES_OXCT1
z uwagi na zwiekszong ekspresje zaré6wno markeréw epitelialnych (CDH1, MUCI), jak
i mezenchymalnych (CDHZ, SNAI1, SNAIZ) w poréwnaniu do odpowiednich kontroli.
Analizujgc zwigzek miedzy przej$ciem epitelialno-mezenchymalnym a zdolnoscig komoérek
HeLa OXCT1 KO i HeLa OXCT1 OX do tworzenia sferoidéw, znaleziono mozliwe powigzanie
miedzy obnizonym poziomem E-kadheryny w komoérkach HelLa OXCT1+/- a formowaniem
przez nie sferoidow o luznej budowie.

Zgodnie z przewidywaniami, w komoérkach HelLa z wyciszong monoallelicznie
i biallelicznie ekspresja genu OXCTI zaobserwowano spadek ekspresji genéw oraz
produkowanych przez nie enzyméw zaangazowanych w metabolizm ciat ketonowych, podczas
gdy w komorkach Hela z nadekspresja OXCT1 zaobserwowano wzrost badanych czynnikéw.
Dzieki otrzymanym wynikom analizy poziomu markeréw modyfikacji potranslacyjnych biatek
histonowych zwigzanych z aktywacjg oraz wyciszeniem procesu transkrypcji w komérkach

HeLa OXCT1 KO, zaprzeczono hipotezie, iz wyciszenie genu OXCTI doprowadzi do



zwiekszonego poziomu -hydroksybutyrylacji histonéw. Podobnie, poziom acetylacji nie ulegt
zmianie w badanych komérkach. Zaobserwowany, natomiast, zwiekszony poziom markera
wyciszonej chromatyny - H3K9me3 - w komoérkach HeLa OXCT1+/- oraz HeLa OXCT1-/- (wraz
z dodatkiem (-hydroksymaslanu i bez) moze podkresla¢ niedawno odkrytg role tej
modyfikacji w progresji komérek nowotworowych.

Zahamowana proliferacja niemodyfikowanych komérek HelLa w warunkach
obnizonego dostepu glukozy i braku glukozy z jednoczesng suplementacja ciatami ketonowymi
sugeruje obnizenie zdolnos$ci komdrek nowotworowych do wydajnego wykorzystywania
tychze zwigzkow jako Zrodto energii.

Podsumowujac, otrzymane wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej
pracy doktorskiej pozwolily na sformutowanie wniosku, iz gen OXC7T1 moze stanowic
potencjalne narzedzie do rozwoju nowych terapii raka szyjki macicy.

Na podstawie analizy wynikéw przeprowadzonych badan poczyniono kilku uwag,
ktére moga stanowi¢ przedmiot rozwazan i punkt wyjSciowy w przyszitych eksperymentach
nad omawiang tematyka. Przedstawiono sposoby modyfikacji zastosowanych w niniejszej
pracy testow, podkreslajac, jak wykorzystanie ich mogtoby sie przyczyni¢ do poszerzenia

wiedzy w obrebie rozpatrywanego zagadnienia.



11. ABSTRACT

Cancer has been one of the leading deadly diseases for years, accounting for every sixth
death worldwide. Currently, in addition to standard cancer therapies based on surgery,
radiotherapy, and chemotherapy, used alone or in combination, modern methods of combating
cancer - from targeted drug therapies, through stem cells-based therapies, to gene therapy -
are available. Conducting intensive research on cancer leads to the creation of new therapeutic
approaches, as well as modifications to existing ones, mainly in order to reduce the side effects.
More and more attention is also paid to the anti-cancer potential of substances of natural
origin, emphasizing the role of diet as an important factor supporting the treatment of the
patient and its regeneration after devastating chemotherapy.

Studies on the metabolism of cancer cells have shown its increased glucose
consumption while maintaining glycolysis at a higher level compared to normal cells.
On the basis of this observation, considerations on the possible reduction or even complete
elimination of glucose from the diet of cancer patients as a potential form of supportive therapy
and the replacement of carbohydrates with an alternative source of energy - fats - began.
Metabolic reprogramming of the body based on the use of fats, or more precisely - ketone
bodies - as cellular fuel is achievable through the use of a ketogenic diet consisting of
a restrictive supply of carbohydrates with an increased supply of fats. Research on the ability
of cancer cells to metabolize ketone bodies for energy production is still ongoing, leading to the
question of whether it is possible to treat cancer with diet.

Among the documented effects of metabolic reprogramming of the body so far, there is
usually an extreme effect of replacing carbohydrates with fats - inhibiting or stimulating the
development of cancer. In the case of cervical cancer, there is no information regarding the
potential of cancer cells to switch to using ketone bodies as an energy source. The presented
approach seems to be promising, although controversial, not so much in terms of the recovery
itself, but in terms of inhibiting the progressive possible metabolic comorbidities, especially in
women due to the close connection of their hormonal balance with the level and distribution
of fats in the body.

Lipid metabolism leads to the formation of acetyl-CoA used in the Krebs cycle.
As aresult of the production of acetyl-CoA in excessive amounts, the Krebs cycle is overloaded,
and acetyl-CoA is used to produce ketone bodies in a naturally occurring process in the liver
cells called "ketogenesis". Ketone bodies, on the other hand, are a group of metabolites used by
high energy-demanding organs such as the brain, heart, and skeletal muscles. The most
important ketone bodies include acetone, acetoacetic acid (in the form of an anion -
acetoacetate) and [-hydroxybutyric acid (in the form of anion - B-hydroxybutyrate).
The catabolism of ketone bodies is centralized around the ketolytic rate-limiting succinyl-

CoA:3-ketoacid-CoA transferase (SCOT) produced by the OXCT1 gene.



The main aim of the research in this doctoral thesis was to analyze the role of the OXCT?
gene and the protein encoded by it - SCOT - in the regulation of the metastatic potential of
HeLa cervical cancer cells. This was done by characterizing HeLa cells with a monoallelic and
biallelic knockout of the OXCT1 gene and HelLa cells with overexpressed OXCT1 gene in terms
of proliferative potential, migration and invasive abilities, and epithelial-mesenchymal
transition. In addition, an attempt to switch unmodified HeLa cells to use ketone bodies instead
of glucose as an energy source was made, and an analysis of the effect of ketone bodies
(B-hydroxybutyrate and acetoacetate) on HeLa cells under variable glycemic conditions was
performed. In addition, the effect of ketone bodies on selected post-translational modifications
of HeLa cells was investigated.

The research was carried out using three research models: HelLa cells with
(1) a monoallelic and biallelic knockout of the OXCT1 gene and (2) overexpression of the
OXCT1 gene, and (3) HelLa cells cultured under variable glycemic conditions, supplemented
with ketone bodies, additionally. As part of the preparation of HeLa cells with monoallelic and
biallelic knockout of the OXCT1 gene, an innovative CRISPR/Cas9 genomic editing method was
used. The obtained set of cells (HeLa OXCT1 KO) consisted of HeLa WT cells (used as control),
HeLa OXCT1+/- cells (with monoallelic OXC7? knockout), and HeLa OXCT1+/- cells (with
biallelic OXCT7 knockout). The second research model - HeLa cells overexpressing the OXCT?
gene (HeLa OXCT1 OX) - was obtained by transfecting HeLa cells with the pIRES expression
vector (HeLa pIRES) and the pIRES_OXCT1 expression vector with the inserted amplified
OXCT1 gene coding sequence (HeLa pIRES_OXCT1). Unmodified HeLa cells were cultured in
culture medium under high glycemic (25 mM glucose), low glycemic (1 mM), and total glucose
deprivation (0 mM) conditions with the addition of -hydroxybutyrate or acetoacetate
at appropriate concentrations mimicking the state of optimal and deep ketosis in vivo.

The effectiveness of the OXCT7 gene silencing in HelLa cells, as well as the transfection
of these cells with the aforementioned expression vectors, was assessed by analyzing the
expression of the OXCT7 gene (using RT-qPCR) and the SCOT protein level (Western blotting
and immunofluorescence staining). After confirmation of monoallelic and biallelic silencing
and overexpression of the OXCT1 gene in HeLa cells, the characterization of the cells was
started.

The first stage of the characterization of HeLa OXCT1 KO and HeLa OXCT1 OX cells was
focused on proliferation analyzes including the assessment of cell proliferation rate using the
resazurin reduction test, cell cycle analysis using flow cytometry together with the analysis of
the expression of genes involved in the cell cycle (CDKN14, TP53 and a number of cyclins),
immunocytofluorescent analysis of antigens related to the cell cycle (total and phosphorylated
forms of Chkl, Chk2, ATR and ATRIP and phosphorylated H2AX) and quantitative

determination of mitotic cells by immunofluorescence, as well as evaluation of colony-forming



efficiency by a clonogenic assay. Then, as part of the growth analysis, the ability of the cells to
form 3D structures - spheroids - using the hanging drop technique was assessed.

In the next stage of the research, the differences in the sensitivity of cells to commonly
used drugs in the treatment of cervical cancer, i.e. doxorubicin and cisplatin, as well as
oxidizing agents - hydrogen peroxide and tert-butyl hydroperoxide - were checked using the
MTT test and the comet assay. DNA damage analysis using the alkaline comet assay was
performed in two models: (i) in the presence of and (ii) absence of FPG and NTH enzymes.
Then, the migration and invasion ability of cells was assessed using the Boyden chamber
(migration and invasion assay). In addition, the expression of genes and the level of proteins
produced by them involved in the epithelial-mesenchymal transition were checked using the
RT-gPCR technique and Western blotting, respectively.

In the final stage of the characterization of HeLa OXCT1 KO and HeLa OXCT1 OX cells,
the expression of genes involved in the metabolism of ketone bodies and the proteins encoded
by them was checked by RT-qPCR and Western blotting, accordingly. Cells containing the
monoallelic and biallelic knockout of the OXCT1 gene (HeLa OXCT1 KO) were supplemented
with B-hydroxybutyrate at a concentration that mimics physiological (1 mM) and deep ketosis
(10 mM) in vivo, and then the effect of ketone bodies on the level of post-translational
modifications - $-hydroxybutyrylation of histone 3 lysine 4 (H3K4bhb), acetylation of histone
3 lysine 9 and 14 (H3K9/14ac), and trimethylation of histone 3 lysine 4 and 9 (H3K4me3,
H3K9me) - was assessed by Western blotting. The rate of proliferation of unmodified HeLa
cells cultured in variable glycemic conditions with the supplement of ketone bodies was
assessed by the resazurin reduction test. The morphology of HeLa cells in all research models
used was described on the basis of microscopic observations.

The assumption of the preparation of HeLa OXCT1 KO and HeLa OXCT1 OX cells was to
obtain two opposing research models. However, analyzes of HeLa OXCT1 KO cells showed that
cells containing monoallelic knockout of the OXCT7 gene (HeLa OXCT1+/-) behaved differently
from cells possessing biallelic knockout of OXC7T1 (HeLa OXCT1-/-), taking into account most of
the parameters tested. This is probably a consequence of the off-target created during the
silencing of the OXCT1 gene by the CRISPR/Cas9 method. This speculation can be confirmed
by analysis of the transcriptome using next-generation sequencing, which is in progress. The
analyzes of HeLa OXCT1 OX cell proliferation showed that overexpression of OXCT? stimulates
cell division. The results of the same analyzes performed on HeLa OXCT1 KO cells are quite
ambiguous in terms of monoallelic and biallelic OXCT77 silencing due to the observed quite
extreme results between HeLa OXCT1+/- and HeLa OXCT1-/- cells. Surprisingly, given the
assumption that monoallelic and biallelic silencing of the OXC77 in HeLa cells will inhibit
proliferation, HeLa OXCT1-/- cells showed enhanced cell division. This observation, together
with the reported increase in resistance to doxorubicin and cisplatin of HeLa OXCT1-/-cells, has

led to consideration of the possible association between biallelic silencing of the OXCT1 gene



and metastasis. In order to test this theory, the migration and invasion potential of HeLa OXCT1
KO cells was analyzed, showing an increased migration and invasion ability of HeLa cells
OXCT1-/- in comparison to HeLa WT cells as opposed to HeLa OXCT1+/- cells. HeLa
pIRES_OXCT1 cells, despite the observed increased sensitivity to the tested drugs, also showed
greater migration and invasive abilities than control cells - HeLa pIRES.

The identified increased migration and invasive potential of HeLa OXCT1-/- and HeLa
pIRES_OXCT1 cells, in conjunction with previous observations, led to the consideration of
a possible alteration in the epithelial and mesenchymal markers expression of the epithelial-
mesenchymal transition due to genetic modification of HeLa cells. Thus, an analysis of gene
expression and the level of proteins encoded by them involved in this process was carried out.
The obtained results suggested a hybrid epithelial-mesenchymal character of HeLa OXCT1+/,
HeLa OXCT1--, and HeLa pIRES_OXCT1 due to the increased expression of both epithelial
(CDH1, MUCT) and mesenchymal markers (CDHZ, SNA/1, SNAIZ) compared to the respective
controls. By analyzing the relationship between the epithelial-mesenchymal transition and the
ability of HeLa OXCT1 KO and HeLa OXCT1 OX cells to form spheroids, a possible link between
reduced levels of E-cadherin in HeLa OXCT1+/- cells and their formation of loose spheroids was
found.

As expected, HeLa cells containing monoallelic and biallelic knockout of the OXCT1
gene showed a decrease in the expression of genes and enzymes encoded by them involved in
ketone body metabolism, while OXC77-overexpressed HeLa cells showed an increase in the
factors tested. Based on the obtained results of the analysis of post-translational modifications
markers levels of histone proteins associated with the activation and silencing of the
transcription process in HeLa OXCT1 KO cells, the hypothesis that silencing the OXCT? gene
will lead to an increased histone B-hydroxybutyrylation, was denied. Similarly, the level of
acetylation did not change in the tested cells. However, the observed increased level of the
silenced chromatin marker - H3K9me3 - in HeLa OXCT1+/- and HeLa OXCT1-/- cells (with the
supplementation of f-hydroxybutyrate and without) may underline the recently discovered
role of this modification in cancer cell progression.

The inhibited proliferation of unmodified HeLa cells in the conditions of reduced
glucose access and no glucose with simultaneous supplementation with ketone bodies
suggests a decrease in the ability of cancer cells to efficiently use these compounds as an energy
source.

To sum up, the results of the research conducted allowed us to formulate the conclusion
that the OXCT1 gene may be a potential tool for the development of new therapies for cervical
cancer.

On the basis of the results of the conducted research, several remarks were made,
which may be the subject of consideration and a starting point for future experiments on the

discussed topic. The ways of modifying the tests used in this work were presented,



emphasizing how their use could contribute to the expansion of knowledge in the area of the

considered issue.
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