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Streszczenie

Monitorowanie zmian zachodzacych w skfadzie i aktywnosci metabolicznej mikrobiomu
jelitowego w czasie rozwoju nowotworu byto prowadzone na modelu nowotworu prostaty i na
modelach nowotworu jelita grubego MC38 u myszy. Dodatkowo jako czynnik promujgcy
utrzymanie badz przywrdcenie homeostazy mikrobiomu jelitowego wprowadzono pasze z wysoka
zawartoscig skrobi ziemniaczanej badz a-celuloze. Mikrobiom byt badany za pomoca
sekwencjonowania NGS, przez oznaczanie krétkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych (SCFA) i ich
receptorow GPR41, GPR109A i HADC oraz pomiar stezenia 3-hydroksylowych kwaséw
ttuszczowych (3-OH FAs), chemicznych markeréw lipopolisacharydu (endotoksyny) bakterii Gram-
ujemnych.

W przebiegu nowotworu prostaty u myszy na podstawie analizy poziomu metabolitéw
bakteryjnych oraz markeréw LPSu wykazano znaczng zmieniennos¢ mikrobiomu jelitowego w
czasie procesu chorobowego. Stezenie krétkotanicuchowych kwaséw ttuszczowych oznaczane w
kale byto istotnie wyzsze u osobnikdw z nowotworem w odniesieniu do grupy kontrolnej, a
dynamika zmian mikrobiomu byta najwieksza w fazie intensywnego wzrostu guzow.

Na modelu nowotworu jelita grubego myszy MC38 stwierdzono zaburzenia homeostazy
mikrobiomu jelitowego zwigzane z progresja choroby, wykazano takze, Zze czynnikiem
generujgcym najwiekszg zmienno$¢ mikrobiomu jelitowego byto wprowadzenie diety
wysokobtonnikowej (a-celulozy lub skrobi ziemniaczanej). Zwiekszona zawartos$é¢ btonnika (a-
celulozy) w paszy korelowata z obnizonym stezeniem krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych
(za wyjatkiem kwasu mlekowego) i markeréw LPSu; sugeruje to tagodzenie procesu zapalnego i
spowalnienie translokacji LPSu z jelita do krwioobiegu. Obserwowano wzrost poziomu
Bacteroidetes i Verrucomicrobia oraz obnizenie Actinobacteria i Firmicutes. Obecnos¢ a-celulozy
w paszy promowata wzrost Akkermansia muciniphila i hamowata Lactobacillus reuterii.

Zwiekszona zawarto$¢ btonnika (skrobi ziemniaczanej) w paszy korelowata ze wzrostem
stezenia krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych u myszy zdrowych i myszy z nowotwem
MC38, byto takze zwigzane ze wzrostem poziomu Bifidobacterium, Parvibacter, przedstawicieli
Coriobacteriaceae i Ruminococcaceae, Faecalibaculum oraz rodziny Clostridiales vadin BB60 group
i rzedu Rhodospirillales.

Uzyskane korelacje sktadu taksonomicznego, stezenia metabolitéw bakteryjnych oraz
markerdw LPS potwierdzity wartos¢ tych oznaczen jako uzupetniajgcych sekwencjonowanie NGS

w poszukiwaniu interakcji zachodzgcych w mikrobiomie jelitowym podczas rozwoju nowotworu.
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Summary

Monitoring of changes in the composition and metabolic activity of the intestinal
microbiome during tumor development was carried out on a prostate cancer model and on the
MC38 colorectal cancer model in mice. In addition, feed with a high content of potato starch or a-
cellulose was introduced as a factor promoting the maintenance or restoration of intestinal
microbiome homeostasis. The microbiome was studied by NGS sequencing, by assessment of the
short-chain fatty acids (SCFA) and their receptors GPR41, GPR109A and HADC, and by measuring
the concentration of 3-hydroxy fatty acids (3-OH FAs), chemical markers of lipopolysaccharide
(endotoxin) of Gram-negative bacteria.

In the course of prostate cancer in mice, based on the analysis of the level of bacterial
metabolites and LPS markers, significant variability of the intestinal microbiome was shown during
the disease process. The concentration of short-chain fatty acids determined in the feces was
significantly higher in individuals with cancer compared to the control group, and the dynamics of
microbiome changes was the highest in the phase of intensive tumor growth.

In the MC38 mouse colorectal cancer model, disturbances in the homeostasis of the
intestinal microbiome associated with disease progression were found, it was also shown that the
factor generating the greatest variability of the intestinal microbiome was the introduction of a
high-fiber diet (a-cellulose or potato starch). Increased content of fiber (a cellulose) in feed
correlated with reduced concentration of short-chain fatty acids and LPS markers; this suggests
moderation of the inflammatory process and slowing down the translocation of LPS from the
intestine into the bloodstream. There was an increase in Bacteroidetes and Verrucomicrobia and
a decrease in Actinobacteria and Firmicutes observed. The presence of a-cellulose in the feed
promoted the growth of Akkermansia muciniphila and inhibited Lactobacillus reuterii.

The increased content of fiber (potato starch) in the feed correlated with an increase in
the concentration of short-chain fatty acids in healthy mice and mice with tumor MC38, it was
also associated with an increase in the level of Bifidobacterium, Parvibacter, representatives of
the Coriobacteriaceae and Ruminococcaceae, Faecalibaculum and the family Clostridiales vadin
BB60 group, and the order of Rhodospirillales.

The obtained correlations of the taxonomic composition, the concentration of bacterial
metabolites and LPS markers confirmed the value of these features in the microbiome studies as
complementary to NGS sequencing in the search for interactions occurring in the gut microbiome

during the development of cancer.
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1. Wprowadzenie

O krytycznym znaczeniu mikrobioty jelitowej (zespot mikroorganizméw wystepujgcy w
danym srodowisku ekologicznym) dla utrzymania homeostazy uktadu odpornosciowego u ssakéw
zaswiadcza szereg danych eksperymentalnych oraz obserwacji klinicznych. Znaczaca role w
zachowaniu rownowagi mikrobiomu petnig krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA),
metabolity bakteryjne powstajgce w wyniku fermentacji w jelicie grubym pochodzace z diety poli-
oligo- i disacharyddéw, oraz lipopolisacharyd (endotoksyna), sktadnik sciany komadrkowej bakterii
Gram-ujemnych.

Pionierski dla kompleksowych badan ekosystemu bakterii jelitowych projekt opisujgcy
ludzki mikrobiom - Integrative Human Microbiome Project (HMP) otwarty w 2007 roku przez
National Institute of Health wykazat w pierwszej fazie obecnos¢ interakcji miedzy organizmem
gospodarza i jego mikrobiomem, pogtebiona analiza obejmowata odpowiedZ immunologiczng,
metaboliczng oraz dynamiczng aktywnos¢ molekularng. Projekt dostarczyt kilkadziesigt
terabajtéw danych multi-omicznych, ktdre staty sie fundamentem dalszych badan o krytycznym
znaczeniu dla zrozumienia homeostazy uktadu odpornosciowego i kondycji zdrowotnej cztowieka.

Krotkofancuchowe kwasy ttuszczowe stanowia rodzaj komunikatoréw pomiedzy
mikrobiotg a uktadem odpornosciowym gospodarza i odpowiadajg za utrzymanie réwnowagi
reakcji przeciw- i prozapalnej: jako ligandy w mechanizmie regulacyjnym opartym na inhibicji
enzymu deacylazy histonowej (HDAC) oraz na drodze przekazywania sygnatu poprzez zespoét
receptoréw wolnych kwasow ttuszczowych (GPR), w tym GPR43 i GPR109A. Szczegdlng
wtasciwoscig krotkotaricuchowych kwasow ttuszczowych jest indukcja komérek T-regulatorowych
(Treg), ktora odbywa sie poprzez inhibicje deacylazy histonowej, a najwiekszym potencjatem w
tym zakresie charakteryzuje sie kwas mastowy, odpowiedzialny za proliferacje i zwiekszenie
funkcjonalnych mozliwosci komorek Treg.

Rola zmian zachodzacych w mikrobiomie i jego metabolitach u chorych =z
nowotworami jelita grubego jest szczegdlna ze wzgledu na wiasciwosci proapoptotyczne maslanu.
Z drugiej strony, w Srodowisku bogatym w maslan pojawia sie rodzaj opornosci na ten zwigzek, a
subpopulacja komérek nowotworowych unika apoptozy indukowanej maslanem na rzecz formacji
guza. Mechanizmy odpowiadajgce za takie dwutorowe dziatanie maslanu w rozwoju nowotworu
jelita grubego nie sg w petni wyjasnione i dlatego intensywnie badane.

W relacji trzech czynnikdéw: nowotwar - kwas mastowy - indukcja apoptozy zaobserwowano
zmieniong ekspresje HDAC, ale takze receptorow GPR43 i GPR109A, co sugeruje, ze suplementacja
SCFA moze stac sie narzedziem w walce z nowotworem jelita grubego.

Ocene zmiennosci mikrobioty jelitowej prowadzi sie metodami wysokoprzepustowego
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sekwencjonowania DNA (NGS), ktérych dostepnosc i poziom zaawansowania znacznie wzrosty w
ostatnich latach, ponadto stosuje sie klasyczne metody identyfikacji bakterii za pomocg hodowli.
Krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe i chemiczne markery lipopolisacharydu oznaczane sg
metodami analitycznymi za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) i
chromatografii gazowo-cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GLC-MS), wzbogacajac
warsztat metodyczny stuzgcy badaniom mikrobioty.

Koncepcja chemicznych markerédw mikroorganizmoéw wykorzystuje oznaczanie unikalnych
substancji niewystepujgcych w innych strukturach biologicznych w przyrodzie i ze wzgledu na ich
uniwersalny charakter jest szeroko wykorzystywana w diagnostyce i badaniach srodowiskowych.
Chemiczne markery lipopolisacharydu (LPS, endotoksyny) bakterii Gram-ujemnych, czyli 3-
hydroksylowe kwasy ttuszczowe (3-OHFAs) budujg lipid A, konserwatywny fragment LPSu.
Markery te korelowaty ze stanem klinicznym pacjentéw cierpigcych na chorobe Lesniowskiego-
Crohna, wykazywano takze ich warto$¢ w rozpoznaniu fazy aktywnej i remisji wrzodziejgcego
zapalenia jelita grubego. Profil 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych uzupetnia panel
nieinwazyjnych metod diagnozowania przebiegu przewlektych schorzen jelitowych poprzez

monitorowanie mikrobioty w réznych fazach choroby.

Tezy niniejszej pracy obejmowaty wykazanie interakcji kluczowych metabolitéw bakterii
jelitowych — krdétkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych (SCFA) i lipopolisacharydu - stymulatora
procesow zapalnych oraz znaczenia diety wysokobtonnikowej dla tych interakcji w odniesieniu do

zmian zachodzgcych w mikrobiocie jelitowej w przebiegu procesu nowotworowego u myszy.
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2. Wstep

2.1. Rola mikrobiomu w utrzymaniu homeostazy organizmu ludzkiego

2.1.1. Mikrobiom cztowieka

Kompleksowy projekt opisu ludzkiego mikrobiomu - Integrative Human Microbiome Project
(HMP) wprowadzit nowe podejscie do badania homeostazy organizmu i zasiedlajgcych go
zespotdéw drobnoustrojow (Proctor et al. 2019). W pierwszej fazie HMP uzyskano nukleotydowe
sekwencje pojedynczych mikroorganizmdéw, ale przetomem byta kompleksowa analiza
metagenomowa probek katu obejmujaca opracowanie protokotéw izolacji i sekwencjonowania
materiatu genetycznego, generowania danych mikrobiomowych i ich kompleksowej analizy
(Aagaard et al. 2013). Najwazniejszym wnioskiem ptyngcym z pierwszej fazy badan HMP byto
stwierdzenie stabej korelacji sktadu taksonomicznego mikrobiomu z fenotypem gospodarza
(Huttenhower et al. 2012). Druga czes$¢ projektu HMP koncentrowata sie na poznawaniu interakgji
gospodarz-mikrobiom, w uwzglednieniem zwigzkdéw z odpowiedzig immunologiczng, aktywnoscia
metaboliczng oraz ingerencjg drobnoustrojéw w aktywnos$¢ molekularng (enzymatyczng)
organizmu wyzszego. Na fundamencie HMP powstaty nowe projekty i publikacje, diametralnie
zmieniajgc poglad na homeostaze gospodarza i drobnoustrojow, w wielkiej réznorodnosci

zasiedlajacych jego organizm.

W mikrobiomie jelitowym cztowieka dominujg dwa typy taksonomiczne: Firmicutes i
Bacteroidetes, uzupetniane przez mniej liczne Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria,
Fusobacteria i Cyanobacteria. W tych grupach wystepujg m. in. rodzaje Bacteroides, Eubacterium,
Bifidobacterium,  Ruminococcus,  Peptostreptococcus,  Propionibacterium,  Clostridium,
Lactobacillus, Escherichia, Streptococcus (Zeng et al. 2019).

Budowa histologiczna jelita ssakdw sprzyja harmonijnemu wspétistnieniu drobnoustrojow i
gospodarza: pojedyncza warstwa nabtonka oddziela swiatfo jelita od tkanek wtasciwych, a gesta
warstwa $luzu chroni nabtonek przed bezposrednim kontaktem z bakteriami. Bariere Sluzowg
zapewnia produkcja hiperglikozylowanej mucyny (MUC2), ktéra nie tylko tworzy warstwe
ochronng, ale takze ogranicza immunogenno$¢ antygendow jelitowych poprzez dostarczanie
sygnatéw tolerogennych (poprzez komodrki dendrytyczne) (Shan et al. 2013). Potgczenia
zamykajgce (tight junctions) sg kluczowg strukturg jelitowg umozliwiajgcg przepuszczalnosé
transnabtonkowg, zas mikrobiota jelitowa wydzielajgc rézne metabolity (np. pochodne indolu),
poprawia bariere nabtonka poprzez wzmacnianie potaczen zamykajacych (Bansal et al. 2010).

Mikrobiota jelitowa komunikuje sie ze swoim gospodarzem za pomocg neuroprzekaznikow.
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Nalezy do nich kwas y-aminomastowy (GABA), produkowany przez bakterie z rodziny
Lactobacillus, a takze monoaminy: noradrenalina, dopamina i serotonina, rowniez wydzielane
przez bakterie. Mikrobiom jelitowy reguluje dostepnos$é tryptofanu niezbednego do syntezy 5-
hydroksytryptaminy (serotoniny) w uktadzie krazenia gospodarza (Liu et al. 2020).

Mikrobiota jelitowa posiada znaczgcy potencjat destabilizacji zdrowia gospodarza. W
warunkach homeostazy patobionty — zasadniczo drobnoustroje symbiotyczne - nie wptywajg na
zdrowie gospodarza, jednak w sytuacji stresu podobnie jak inne mikroorganizmy zmieniajg swaj
metabolizm, co moze prowadzi¢ do zaburzenia rGwnowagi mikrobioty, rozwoju zapalenia i innych
standw patologicznych. Do patobiontéw zaliczane sg m.in. Clostridium difficile, Clostridium
perfringens, Fusobacterium nucleatum czy enterotoksyczne szczepy Bacteroidetes fragilis
(Ratajczak et al. 2019).

Istotng cechg wykorzystywang do wyznaczania wzorcéw kompozycyjnych zespotdéw bakterii
jelitowych i opracowania regut nimi rzadzacych, jest nieodzownos¢ mikrobioty dla prawidtowego
funkcjonowania uktadu odpornosciowego na styku z uktadem pokarmowym. Juz wczesne badania
wykazaty, ze u myszy pozbawionych bakterii jelitowych (germ free, GF) wystepowaty ubytki tkanki
limfoidalnej oraz defekty uktadu immunologicznego (Bauer et al. 1963), a liczba limfocytéw
Srédbtonkowych af i y6 byta znaczgco zredukowana w poréwnaniu do myszy konwencjonalnych.
Ponadto u myszy GF nieobecne sg komoérki Th17, ale ich produkcje indukowata wtérna kolonizacja
mikrobiotg jelitowa, w szczegdlnosci bakteriami SFB (segmented filamentous bacteria) oraz

innymi mikroorganizmami komensalnymi (Zheng et al. 2020).

2.1.2. Mikrobiom jelitowy a dieta

Kluczowym elementem utrzymujacym odpowiednig kondycje bakterii jelitowych jest
dobrze zbilansowana dieta, a zmiang zwyczajéw zywieniowych mozna modulowa¢ skfad oraz
zrdznicowanie mikrobioty jelitowej.

U osdb stosujgcych typowa diete typu zachodniego masa bakterii zasiedlajacych katnice i
okreznice to 250-750 g (przy zatozeniu 10*°-10'! cfu/g). Biomasa bakteryjna stanowi 40-55% statej
masy stolca. U humanizowanych myszy gnotobiotycznych zmiana diety z niskottuszczowej, bogatej
w roslinne polisacharydy na diete bogatottuszczowg i o wysokiej zawartosci cukru zmieniata
strukture mikrobiomu nawet w ciggu 24 godzin, ale wprowadzenie nowych sktadnikéw
odzywczych zwigzanych np. zwyborem innego rodzaju chleba, nie powodowato znaczgcych zmian
w sktadzie taksonomicznym mikrobioty (Turnbaugh et al. 2009).

Wysokie dzienne spozycie ttuszczy (gtdéwnie nasyconych) jest skorelowane ze zredukowang

iloscig i mniejszym zrdznicowaniem mikrobioty uktadu pokarmowego zaréwno u dorostych, jak i
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dzieci (Wolters et al. 2019). Dominujgcg pozycje zdobywa typ Proteobacteria, w wiekszosci
bakterie Gram-ujemne, zawierajgce w scianie komérkowej lipopolisacharydy, ktére na drodze
translokacji przenikajg do krwioobiegu, co wykazano u myszy (Cani et al. 2007) i ludzi (Zmora et
al. 2019). Poziom wielonienasyconych kwasow ttuszczowych omega-3 (PUFA), ktérych spozycie
przez osoby zdrowe koreluje ze wzrostem bakterii produkujgcych krétkotancuchowe kwasy
ttuszczowe (SCFA), ma dziatanie przeciwnowotworowe i przeciwzapalne (Watson et al. 2018). W
mikrobiocie myszy otrzymujacych olej bogaty w nienasycone kwasy ttuszczowe dominujg bakterie
rodzajow Bifidobacterium, Akkermansia i Lactobacillus (Caesar et al. 2015). Dobér odpowiedniego
Zrédta ttuszczy w diecie nalezy zatem do kluczowych czynnikéw odpowiadajacych za utrzymanie
homeostazy mikrobioty jelitowe;.

Waznym elementem diety ingerujgcym znaczaco w jakosciowy i ilosciowy sktad mikrobioty
jelitowej sg biatka, poniewaz nawet krétkoterminowa dieta zaktadajgca znaczne spozycie biatka
zwierzecego powoduje wzrost liczby bakterii tolerujgcych wysoki poziom kwaséw zétciowych (np.
Alistripes, Bilophila i Bacteroides) oraz spadek w licznosci bakterii sacharolitycznych (np. Roseburia
spp., Eubacterium rectale i Ruminococcus bromii). Z kolei spozywanie biatka pochodzenia
roslinnego promuje wzrost bakterii z rodzajéw Lactobacillus i Bifidobacterium oraz zwiekszong
produkcje SCFA (Swiatecka et al. 2011).

Weglowodany stanowig podstawowy substrat dla wiekszosci bakterii jelitowych. Btonnik
zawarty w diecie moze znaczgco wptywac na mikrobiote, zwiekszajgc wystepowanie bakterii
rodzajéw Bacteroides i Prevotella (Schnorr et al. 2014). U oséb z nadwagg stosujgcych diete bogatg
w weglowodany ztozone obserwuje sie znaczgcy wzrost reprezentacji typu Firmicutes, bakterii
produkujgcych maslan, w tym przedstawicieli Ruminococcus, Roseburia spp. i Eubacterium rectale
(Walker et al. 2011), w przypadku niskiego ich spozycia wystepuje znaczgca redukcja Firmicutes
(Duncan et al. 2007). Na poziomie histologicznym zaobserwowano, ze u myszy deprywacja
btonnika pokarmowego promuje ekspansje bakterii niszczgcych warstwe $luzu nabfonka
jelitowego, ktdre uszkodzajg bariere ochronng jelita (Desai et al. 2016).

Na homeostaze mikrobiomu ma wptyw rytm dobowy gospodarza, tj. czas snu i aktywnosci
oraz jedzenia i postu, ktore sg skorelowane ze zmianami w funkcjach i sktadzie mikrobioty
jelitowej. Obserwuje sie znaczne wahania Bacteroidetes, Firmicutes i Proteobacteria oraz poziomu
ich metabolitéw i markerdw (Zarrinpar et al. 2014). W przedstawicieli rdzennej spotecznos¢ Hadza
w Tanzanii wystepuje sezonowa, cykliczna zmiennos¢ mikrobiomu, co odzwierciedla aktualng
dostepnosé produktdw spozywczych w porze suchej i deszczowej (Proctor et al. 2019).

Podstawowag reakcjg fermentacji bakteryjnej w jelicie grubym jest hydroliza pochodzacych

z diety polisacharyddw, oligosacharyddow i disacharydow do cukréw prostych, ktére stanowia
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substrat dla bakteryjnego aparatu enzymatycznego. Fermentacja weglowodandw w proksymalnej
czesci okreznicy uwalnia krétkotaiicuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA) i wodér (Roberfroid 2007).
Zastosowanie odpowiedniej interwencji zywieniowej moze znaczaco wesprzec prewencje i
terapie niektdrych chordb jelit, w zwigzku z tym opracowano réznorodne strategie dietetyczne,
majgce na celu poprawe kondycji uktadu pokarmowego. Aby mikrobiota jelitowa utrzymana byta
w homeostazie, wymagana jest obecnos¢ trzech kategorii sktadnikéw: prebiotykdw, probiotykéw

i postbiotykow.

Prebiotyki

Prebiotyki zostaty zdefiniowane jako nietrawione sktadniki pozywienia, ktdére selektywnie
stymulujg wzrost i/lub aktywnos$é specyficznych bakterii jelitowych i poprawiajg zdrowie
gospodarza. Nalezg do nich rdéine weglowodany ztozone. Spozycie fermentowalnych form
btonnika w postaci inuliny, oligofruktozy, fruktooligosacharydéw lub galaktooligosacharyddéw
zwieksza m.in. liczno$¢ bakterii rodzajéw Bifidobacterium i Lactobacillus w kale (Meyer and Stasse-
Wolthuis 2009). Zadaniem prebiotykow jest pozyteczne dla gospodarza oddziatywanie na caty jego
mikrobiom, nie za$ promocja wzrostu konkretnego gatunku bakterii czy jego selektywnej
aktywnosci metabolicznej (Gibson et al. 2017).

Spozywanie zwiekszonej ilosci weglowodandw wptywa na zmiane mikrobiomu jelitowego,
np. arabinoksylan w ludzkim jelicie grubym jest degradowany przez bakterie Roseburia,
Bacteroides, Prevotella i Porphyromonas (Grootaert et al. 2009), spozycie inuliny promuje wzrost
Bifidobacterium bifidum, Faecalibacterium prausnitzii, a zmniejsza ilos¢ Enterococcus (Ramirez-
Farias et al. 2009), natomiast zwiekszona konsumpcja B-glukanu prowadzi do wzrostu
wystepowania Bacteroides i obnizenia Firmicutes (Wang Y. et al. 2016). Spozywanie réznych typow
skrobi opornej (resistant starch, RS) ma takze wptyw na mikrobiote jelitowg gospodarza. Zgodnie
z mechanizmem, ktéry zapobiega rozktadowi przez enzymy amylolityczne, skrobie oporng
klasyfikuje sie do czterech podstawowych typéw. Udowodniono, ze zwiekszone spozycie skrobi
opornej typu 4 zwieksza liczebnos¢ Actinobacteria i Bacteroidetes, zmniejsza natomiast Firmicutes

(Cronin et al. 2021).

Probiotyki

Probiotyki to bakterie modyfikujgce sktad mikrobioty jelitowe]. Suplementacja szczepami
bakterii probiotycznych wprowadza korzystne mikroorganizmy komensalne, ktére majg za zadanie
przywrocenie homeostazy przewodu pokarmowego. Najczesciej stosowane probiotyki to bakterie

rodzajow Lactobacillus oraz Bifidobacterium (Martyniak et al. 2021).
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Postbiotyki

Postbiotyki, definiowane jako rozpuszczalne produkty posrednie lub metabolity wydzielane
(albo produkowane) przez bakterie jelitowe, wykazujg aktywnos¢ biologiczng w stosunku do
gospodarza. Najwazniejszymi postbiotykami sg krotkotarnicuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA),
tryptofan i bakteriocyny. Bezposrednie korzysci wynikajg z dziatania postbiotykdw wprost na
komorki gospodarza, zas skutki posrednie to promocja namnazania sie szczepdw konkurujgcych z

patogenami i hamujach ich wzrost (Martyniak et al. 2021).

Synbiotyki

Synbiotyki to preparaty zawierajagce zywe mikroorganizmy i zwigzki selektywnie
wykorzystywane przez mikroorganizmy, przyktadem sg szczepy bakterii o dziataniu probiotycznym
i zwigzki prebiotyczne, np. szczepy Lactobacillus i inulina, czy bakterie z rodzaju Lactobacillus i
Bifidobacterium i krotkotarnicuchowe fruktooligosacharydy (Li T. et al. 2022). Potgczenie
probiotykéw i prebiotykdow jest uwazane za obiecujgce podejscie i intensywnie badane pod katem
skutecznosci i zastosowania, m.in. u oséb z IBD (Martyniak et al. 2021; Skrzydto-Radomanska et

al. 2020).

2.2. Metabolity i markery bakteryjne

2.2.1. Krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe

Kroétkotaicuchowe kwasy ttuszczowe (short-chain fatty acids, SCFA) sg gtéwnymi, a zarazem
korncowymi, produktami metabolizmu bakterii bytujgcych w sSwietle jelita grubego ssakow
(Macfarlane and Macfarlane 2003). Zaledwie okoto 5% wytworzonych w jelicie grubym SCFA jest
wydalanych z katem, poniewaz 95% absorbujg komarki nabtonka jelitowego (Topping and Clifton
2001). Podstawowym substratem do wytwarzania SCFA przez bakterie jelitowe sg polisacharydy
skrobiowe, skrobio-podobne oraz bezskrobiowe, ktdore nie zostaty wczesniej strawione przez
enzymy uktadu pokarmowego. Nalezg do nich kwasy organiczne sktadajgce sie z 1 do 6 atomdw
wegla w fancuchu alifatycznym: kwas octowy, propionowy, mastowy, walerianowy, kapronowy
(Wong et al., 2006, Tan J. et al., 2014).

Stezenie SCFA zmienia sie: w dystalnym odcinku okreznicy jest nizsze (20-70 mM), zas
wyzsze w proksymalnym (70-140 mM), co wynika ze wzrastajgcej dostepnosci weglowodandw i
wody w przebiegu jelita grubego (Macfarlane and Macfarlane 2003). Stosunek molowy octanu,
propionianu i maslanu wytwarzanych w okreznicy wynosi odpowiednio 60:25:15 i zalezy od wielu
czynnikéw, w tym diety, wieku i ewentualnych schorzen (Topping and Clifton 2001). Najbardziej

znaczace zmiany w stezeniu SCFA dotyczg maslanu.
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Szczegdlng role petnig metabolity bakteryjne w dolnych odcinkach uktadu pokarmowego w
interakcjach z komérkami uktadu odpornosciowego i modulacjg wydzielania cytokin przez komaorki
Th, kluczowych dla organizmu gospodarza ze wzgledu na udziat w prawidtowym funkcjonowaniu

uktadu immunologicznego (Geuking et al. 2011; Round and Mazmanian 2009).

2.2.1.1. Fermentacja weglowodandw przez bakterie jelitowe i wytwarzanie SCFA

U ssakdw polisacharydy sg zazwyczaj w catosci trawione w jelicie cienkim, z wytworzeniem
glukozy. Inne cukry ztozone, niestrawione badZ strawione czesciowo, podlegajg fermentacji
bakteryjnej przez bakterie beztlenowe w okreznicy. Zwigzki te, tradycyjnie nazywane
fermentujgcymi, sg klasyfikowane jako polisacharydy bezskrobiowe (non-starch polysaccharides,
NSP), btonnik pokarmowy oraz skrobia oporna.

Skrobia jest polisacharydym ztozonym z tancuchéw reszt glukozy potaczonych wigzaniami
glikozydowymi, a jej struktura ma charakter przestrzenny. Budujg jg dwie frakcje: amyloza -
liniowa, stabo rozgateziona, ze srednim stopniem polimeryzacji, z resztami glukozy potagczonymi
wigzaniami a-1,4-glikozydowymi, oraz amylopektyna - frakcja rozgateziona, w ktdrej wystepuja
wigzania a-1,4-glikozydowe i a-1,6-glikozydowe (Rys. 1).

Proporcja amylozy do amylopektyny w skrobii zalezy od jej pochodzenia. Zwykle zawartos¢
amylozy miesci sie w zakresie 10-35%, ale w skrobii wysokoamylozowej osigga nawet 70%.

Amylopektyna Amyloza

wigzanie a-1,4-glikozydowe 0O-pojedyncza jednostka glukozy

H,COH / H,COH \ H,COH H,COH

Ep By, o

wigzanie a-1,6-glikozydowe

W|qzan|e a-1,4- gllkozydowe

H,COH H,COH HC
N AN AT
HO o o OH

OH OH OH

Rysunek 1 Przestrzenna i chemiczna struktura amylopektyny i amylozy ze skrobii kukurdzianej
(Willfahrt et al. 2019)

Polimorfizm skrobi wynika z réznej dtugosci faricuchéw bocznych amylopektyny oraz ze
stopnia uporzadkowania podwdjnych helis. Na podstawie budowy krystalicznej wyodrebniono
trzy typy skrobi. W skrobi typu A tarncuchy podwdjnych helis zazwyczaj majg dtugosé 10-12 reszt

glukozy, krystalizujgcych w uktadzie heksagonalnym, bardzo upakowanych, z niewielkim udziatem
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czasteczek wody (4 cz. wody na 12 reszt glukozowych). Do typu A zaliczamy skrobie pochodzgce
ze zbA4z (pszenica, kukurydza, owies) i roslin korzeniowych (tapioka, bataty, taro), typ B wystepuje
u roslin korzeniowych, bulwiastych (ziemniaki) i niektérych zbdz (wysokoamylozowe: jeczmien,
kukurydza, ryz), zas typ C wystepuje u roslin strgczkowych. Typ B wystepuje w systemie
pseudoheksagonalnym, z luzno upakowanymi podwdjnymi helisami, sktadajgcymi sie z tancuchéw
glukozowych o dtugosci 13-18 reszt oraz z wiekszg zawartoscig czasteczek wody (36 na 12 reszt

glukozowych). Forma C jest mieszaning typéw A i B (Gernat et al. 1990) (Rys. 2).

Rysunek 2 Krystaliczne upakowanie podwdjnych helis w amylozie typu A i typu B. Rzut konstrukcji
na ptaszczyzne (a, b) (Buléon et al. 1998)

Czes¢ spozywanej skrobi nie jest catkowicie trawiona, posrednie produkty hydrolizy
opuszczajg jelito cienkie i trafiajg do jelita grubego, gdzie sg wykorzystywane przez mikrobiote
gospodarza. Ta cze$¢ skrobi opisywana jest jako skrobia oporna (resistant starch, RS), czyli suma
skrobi i produktow jej degradacji nie zaabsorbowanych w jelicie cienkim. Skrobia oporna
wystepuje w czterech formach (Rys. 3):

- skrobia oporna typu 1, obecna w komdrkach roslin z niezniszczonymi scianami komoérkowymi;
jest niedostepna dla enzymdw amylolitycznych do momentu degradacji Sciany komodrkowej
rosliny, czyli roztozenia celulozy, hemicelulozy, ligniny i innych jej sktadnikow.

- skrobia oporna typu 2, obecna w granulach surowych roslin, np. ziemniakéw lub banandéw. Jej
trawienie wynika ze struktury i duzych rozmiaréw granul, co utrudnia dostepnos$¢ enzymow.
Skrobia ziemniaczana posiada stosunkowo duzo amylopektyny typu B i wykazuje relatywnie
wysoki poziom krystalizacji.

- skrobia oporna typu 3 wytraca sie z pasty lub zelu skrobiowego w procesie retrogradacji, czyli
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przemiany formy spiralnej skrobi w liniowgq i porzgdkowaniu wyprostowanych tancuchéw amylozy
w zwarte micele, ktérych strukture stabilizujg wigzania wodorowe, tworzgce sie miedzy grupami
hydroksylowymi czasteczek skrobi potozonych blisko siebie. Odpornosé produktéw tego procesu
na degradacje przez enzymy amylolityczne jest bardzo duza.

- skrobia oporna typu 4 — to skrobia modyfikowana chemicznie, acetylowana Ilub

hydroksypropylowana.

Rysunek 3 Obrazy SEM (a) natywnej skrobi ziemniaczanej, (b) natywnej skrobi kukurydzianej, (c)
natywnej woskowej skrobi kukurydzianej, (d) natywnej skrobi pszennej, (e) utlenionej skrobi
ziemniaczanej i (f) utlenionej skrobi kukurydzianej (Borchert et al. 2021).

Ludzki genom koduje ograniczong liczbe hydrolaz glikozydowych i Zzadnych liaz
polisacharydow (enzymoéw trawiennych weglowodany, inaczej CAZymoéw) (Cantarel et al. 2012).
Pierwszorzedowa degradacja glikandw uwalnia glukoze i inne drugorzedowe produkty
fermentacji, inicjujgc powstanie sieci pofgczenn metabolicznych (cross-feeding). Skrobia oporna,
inulina, lignina, pektyna, celuloza i fruktooligosachardy znajdujg sie w jelicie grubym w
niestrawionej formie. Dzieki aktywnosci bakteryjnych CAZymdéw powstajg krétkotancuchowe
kwasy ttuszczowe. CAZymy formujg kompleksy w celu przeksztatcenia ztozonych weglowodanéw
w cukry proste (Kim, 2018; Shoham et al., 1999).

SCFA o rdznej dtugosci tancucha alifatycznego powstajg z réznych polisacharydéw, np.
skrobia oporna dostarcza najwiecej kwasu mastowego (Tan J. et al. 2014), a najbardziej wydajnym
zrédtem kwasu propionowego jest skrobia oporna (Al-Lahham et al. 2010).

Wykazano, ze podawanie prebiotykdéw, np. inuliny, wptywa na zmiane stezenia SCFA w kale
(Macfarlane et al. 2006). Dodatek prebiotykéw ma wptyw na zmiane sktadu mikrobioty jelita u

ludzi, a podawanie inuliny stymulowato wzrost bakterii rodzajow Bacteroides, Lactobacillus,
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Bifidobacteria oraz niektérych szczepdw Clostridium w wiekszym stopniu niz celuloza. W
badaniach in vitro wykazano, Ze suplementacja celulozg znaczaco stymulowata wzrost
enterobakterii, w tym Escherichia coli, w poréwnaniu do suplementacji inuling (Jung et al. 2015).

Bakteryjny rozktad wczesniej niestrawionych produktow biatkowych pochodzgcych z diety
prowadzi do powstania toksycznych metabolitéw, np. amoniaku, amin biogennych, siarkowodoru,
indoli lub zwigzkdéw fenolowych. Niektdre z nich uszkadzajg integralnos¢ nabtonka jelit i wywotujg

reakcje zapalne.

2.2.1.2. Metabolizm SCFA u bakterii konsorcjum jelitowego

W jelicie grubym octan stanowi ponad potowe wszystkich SCFA wykrywanych w kale. Za
wytwarzanie octanu przez mikrobiote jelitowg odpowiadaja dwie S$ciezki metaboliczne:
fermentacja weglowodandw przez bakterie jelitowe oraz poprzez szlak Wooda-Ljungdahla -
syntezy wodoru i dwutlenku wegla lub kwasu mrowkowego, ktérg przeprowadzajg bakterie
octowe (Koh et al., 2016) (Rys. 4, Tab. 1).

Synteza propionianu przez bakterie jelitowe odbywa sie na drodze trzech szlakéw
biochemicznych: bursztynianowego, akrylanowego i propanodiolowego. Dominuje s$ciezka
bursztynianowa ze wzgledu na obecnos¢ Bacteroidetes, korelujgca ze stezeniem propionianu
katowego (Koh et al., 2016).

Maslan jest syntezowany w szlaku kinazowym, angazujgcym transbutyrylaze fosforanowsy i
kinaze maslanowa w celu przeksztatcenia butyrylo-CoA do maslanu, lub w wyniku przeksztatcania
butyrylo-CoA do maslanu przez pojedynczg reakcje enzymatyczng (Koh et al., 2016).

W konsorcjum jelitowym czesto wystepuje zjawisko ,cross-feeding”, w ktérym produkt
metabolizmu jednej grupy bakterii jest substratem do wytwarzania innego metabolitu przez
kolejng grupe bakterii. Cross-feeding w przypadku SCFA najczesciej przebiega od octanu do
maslanu, w mniejszym stopniu miedzy propionianem i maslanem, i prawie nie istnieje w

przypadku propionianu i octanu (Louis et al. 2014) (Tab. 2, Tab. 3).
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Rysunek 4 Metabolizm jelitowy weglowodandw (Rowland et al. 2018)
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Maslan jest wytwarzany przez bakterie rodzajow Clostridium, Eubacterium i Fusobacterium
(np. Clostridium butyricum, Eubacterium limosum) (Bourriaud et al. 2005). Szczegdlnie
efektywnymi producentami kwasu mastowego sg Clostridium leptum, Roseburia spp.,
Faecalibacterium prausnitzii i Coprococcus spp. (Guilloteau et al. 2010).

Szlak biochemiczny prowadzgcy do powstania SCFA jest procesem dynamicznym, w ktorym
wytworzone wczedniej maslan i propionian mogg by¢ degradowane do octanu przez
Acetobacterium, Acetogenium, Eubacterium i Clostridium. Proces ten moze zosta¢ odwrdcony,
jezeli wzrosnie liczba bakterii wytwarzajacych maslan, jak Faecalibacterium prausnitzii czy
Roseburia spp. (Duncan et al. 2004).

Uwaza sie, ze w konsorcjum bakteryjnym pozostajagcym w homeostazie kwas octowy
wytwarzany przez Bacteroidetes moze by¢ wykorzystany przez przedstawicieli Firmicutes do
wytwarzania kwasu mastowego i propionowego (Mahowald et al. 2009).

Degradacja powstatych w procesie fermentacji bakteryjnej krétkotancuchowych kwaséw
ttuszczowych odbywa sie w trzech lokalizacjach: w komdrkach nabtonka okreznicy, gdzie gtéwnym
substratem jest maslan, stanowigcy dla kolonocytéw podstawowe Zrddto energii, w komdrkach
watroby, ktére metabolizujg wiekszo$¢ octanu oraz maslan i propionian (pozostate po procesie
glukoneogenezy), i w miesniach, ktére generujg energie przez utlenienie pozostatego octanu
(Roberfroid 2007).

Absorbcja SCFA przez komdrki nabtonka nastepuje w wyniku dyfuzji uprotonowanych
kwasOw oraz przez wymiane aniondw. Aktywny transport SCFA przez btone $luzowg odbywa sie
za posrednictwem izoformy 1 transportera kwaséw monokarboksylowych (monocarboxylate
transporter 1, MCT-1) oraz izoformy 1 transportera kwaséw monokarboksylowych zwigzanego z
sodem (sodium-coupled monocarboxylate transporter 1, SMCT-1). Oba transportery s3
ekspresjonowane na kolonocytach (lwanaga et al. 2006), a MCT-1 takze na limfocytach, co

umozliwia transport SCFA do wnetrza tych komérek (Halestrap 2012).
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Tabela 1 Biosynteza krétkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych w jelitach (Ratajczak et al. 2019)

Biosynteza Mikroorganizmy Referencje
Octan Z pirogronianu w szlaku Akkermansia muciniphila, Bacteroides (Koh et al.
acetylo-CoA spp., Bifidobacterium spp., Prevotella spp., 2016)
Ruminococcus spp.
Redukcyjny szlak acetylo- Blautia hydrogenotrophica, Clostridium
CoA ($ciezke Wood- spp., Streptococcus spp.
Ljungdahla)
Propionian  Szlak bursztynianowy Bacteroidetes spp., Roseburia spp., (Reichardt
Firmicutes, Roseburia inulinivorans, et al. 2014)

Ruminococcus spp., Clostridium spp.,
Clostridiales bactrium, Eubacterium spp.,
Coprococcus spp., Dialister succinatiphilus,
Phascolarctobacterium succinatutens,
Akkermansia muciniphila

Szlak akrylanowy Clostridium spp., Clostridiales bacterium,
Coproccocus catus, Clostridium spp.
Szlak propandiolowy Roseburia insulinivorans, Ruminococcus
spp., Eubacterium halli, Clostridium spp.
Maslan Szlak wykorzystujgcy Roseburia intestinalis, Eubacterium rectale, (Reichardt
transferaze butyrylo- Roseburia insulinivorans, Clostridiales et al. 2014)
CoA:octanowo-CoA bacterium, Anaerostripes hadrus,

Caprococcus spp., Clostridium symbiosum,
Faecalibacterium prausnitzii
Szlak kinazy maslanowe;j Bacteroidetes spp., Caprococcus spp.

Tabela 2 Stezenie SCFAs w organizmie czfowieka (Parada Venegas et al. 2019)

stezenie populacja referencje
SCFA katnica (mmol/kg) 13149 Anglia (Cummings et al.
okreznica zstepujaca (mmol/kg) 80+11 1987)
jelito krete (mmol/kg) 1316
krew wrotna (mM) 0,375+0,07
watroba (mM) 0,148+0,42
krew obwodowa (mM) 0,079+0,02

Tabela 3 Stezenie SCFA w rdznych lokalizacjach (Parada Venegas et al. 2019)

octan propionian maslan populacja referencje
stosunek molowyw 60 20 20 Anglia (Cummings et
okreinicy al. 1987)
stezenie w kale 209,7+14,0 93,3+5,3 176,0+16,0 Malezja (Huda-Faujan
(umol/g=mmol/kg) et al. 2010)
stezenie w kale 87 21,6 14,7 Belgia (Machiels et al.
(mM) (58,4-114,9)  (16,5+27,2)  (10,3+24,6) 2014)
stezenie w kale 39,9-56,1 12,8-23,6 12,2-19,0 Japonia, Chiny, (Topping and
(mM) Australia Clifton 2001)
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2.2.1.3. Badania mikrobiomu oraz SCFA na modelach zwierzecych

W badaniach mikrobiomu jako modele eksperymentalne wykorzystuje sie na ogét gryzonie,
w szczegdblnosci myszy, nalezy jednak pamietac o réznicach w budowie i funkcji poszczegdlinych
elementdéw uktadu pokarmowego. Fermentacja niestrawionych skfadnikéw pozywienia u myszy
odbywa sie w jelicie slepym, natomiast u ludzi odcinek ten jest proporcjonalnie znacznie krotszy,
a fermentacja przebiega w jelicie grubym (Nguyen et al. 2015). Komoérki kubkowe i komorki
Panetha, majace udziat w utrzymaniu homeostazy jelitowej, sg u myszy zlokalizowane w jelicie
cienkim, natomiast u cztowieka w jelicie slepym i proksymalnej czesci jelita grubego. Te
rozbieznosci wptywajg na rdznice w strukturze mikrobiomu jelita grubego oraz stezenie SCFA w
organizmie myszy i cztowieka.

Oszacowanie wielkosci produkcji krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych moze byc
problematyczne z powodu szybkiego ich wychwytu przez kolonocyty oraz wykorzystywanie przez
drobnoustroje jelitowe do wtasnego metabolizmu jako Zrddta energii. Najtatwiej dostepnym
materiatem do badani jest surowica i kat, z zastrzezeniem, ze w Swietle jelita grubego z
poczgtkowej ilosci SCFA zaledwie okoto 5% jest wydalanych z katem, a wiekszo$¢ absorbujg

kolonocyty.

2.2.1.4. SCFA w uktadzie immunologicznym i procesach przeciwzapalnych

Krétkotaicuchowe kwasy ttuszczowe hamujg aktywnosc deacetylazy histonowej (HDAC) i
uczestniczg w przekazywaniu sygnatu przez zespot receptoréw wolnych kwaséw ttuszczowych,
czyli receptory sprzezone z biatkami G (GPRs, G Protein-Coupled Receptors) (Tab. 4)( Tan J. et al.
2014).

HDAC - deacetylaza histonowa

Ekspresja DNA jest regulowana przez acetylacje i deacetylacje histonéw. Deacetylaza
histonowa jest enzymem odpowiedzialnym za usuniecie grupy acetylowej z e-N-acetylolizyny, co
umozliwia lepsze owiniecie histondw przez DNA. Jest to wazny proces wplywajgcy na ekspresje
gendw, poniewaz jedynie hiperacetylowana chromatyna jest transkrypcyjnie aktywna.

Inhibicja HDAC przez krotkotaricuchowe kwasy ttuszczowe zalezy od typu SCFA oraz od
rodzaju komadrek i tkanek, w ktorych proces ten zachodzi. Najsilniejszym inhibitorem HDAC jest
kwas mastowy, ktéry, mimo ze obecny w niewielkich stezeniach, odgrywa najwazniejszg role w
regulacji aktywnosci deacetylazy histonowej. Mniejszym wptywem na HDAC charakteryzujg sie
kwas propionowy i kwas octowy. Hamowanie deacetylazy histonowej odbywa sie bezposrednio w

wyniku wigzania dwdch czgsteczek kwasu mastowego w hydrofobowej kieszeni enzymu (Cousens
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et al. 1979) lub posrednio przez receptory GPR41, GPR43 i GPR109 (Tan J. et al. 2014).
Szczegdlng wihasciwoscig krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych jest indukcja komérek
T-regulatorowych (Treg) z naiwnych prekursoréw komorek T CD4+ przez inhibicje HDAC (Arpaia et
al. 2013). Kwas mastowy hamuje aktywno$¢ HDAC9, co wywotuje wzrost ekspresji czynnika
transkrypcyjnego FOXP3, proliferacje i zwiekszenie funkcjonalnych mozliwosci komoérek Treg (Tao

et al. 2007).

Zespot receptoréw wolnych kwaséw ttuszczowych (GPRs)

Receptor wolnych kwasdw ttuszczowych 2 sprzezony z biatkami G - FFAR2/GPR43

Receptor wolnych kwaséw ttuszczowych 2 (FFAR2/GPR43) sprzezony z biatkami G jest
kodowany przez gen FFAR2 i odpowiada za wigzanie SCFA, tj. octanu, propionianu, maslanu,
kapronianu i walerianianu. Najsilniejszym aktywatorem GPR43 jest propionian, natomiast octan
jest aktywatorem najbardziej selektywnym. GPR43 jest ekspresjonowany w catym przewodzie
pokarmowym, a takze na komérkach uktadu odpornosciowego i uktadu nerwowego ( Tolhurst et
al. 2012).

Receptory GPR43 wystepujag na powierzchni komodrek immunokompetentnych, s3
ekspresjonowane na eozynofilach, bazofilach, neutrofilach, monocytach, komdrkach
dendrytycznych i komérkach tucznych sluzéwki (Kasubuchi et al., 2015; Tan et al., 2014). Znaczna
ekspresja GPR43 jest obserwowana w tkankach krwiotwdrczych, szczegdlnie komérki nabtonka
posredniczace w tej reakcji intensywnie ekspresjoniujg GPR43, sg wiec efektywnie stymulowane
przez SCFA ( Kim M. H. et al. 2013).

Myszy pozbawione receptorow GRP43 wykazujg wadliwg odpowiedZz immunologiczng i
rozwijajg chroniczne zapalenie prowadzace do uszkodzen nabtonka jelitowego. W komérkach
nowotworowych ekspresja GPR43 jest obnizona, a obecno$¢ receptorow GPR43 koreluje z
supresjg rozwoju nowotworu jelita. Wzrost podazy btonnika oraz SCFA w paszy hamuje proces
zapalny w jelicie oraz karcynogeneze zaréwno za posrednictwem receptoréw GPR, jak i enzymu

HDAC ( Kim M. et al. 2018).

Receptor wolnych kwaséw ttuszczowych 3 sprzezony z biatkami G - FFAR3/GPR41

Receptor wolnych kwaséw ttuszczowych 3 (FFAR3/GPR41) jest rowniez receptorem
sprzezonym z biatkami G, kodowanym przez gen FFAR3. GPR41 wykazuje szczegdlne
powinowactwo do kwaséw octowego i propionowego, mniejsze do kwasu mastowego oraz w
niewielkim stopniu do kwaséw kapronowego i walerianowego (Tan J. et al. 2014).

Receptory GPR41 sg bardzo aktywne podczas reakcji na ostry stan zapalny przebiegajacy z

uszkodzeniem nabtonka jelitowego, biorg udziat takze w jego odbudowie, a ich obecnos¢
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zmniejsza prawdopodobienistwo wystgpienia sepsy (Kim M. H. et al. 2013).

Receptor GPR41 jest obecny w tkance ttuszczowej i w obwodowym ukfadzie nerwowym, w
komadrkach enterocytdow i komérkach endokrynnych nabtonka okreznicy zawierajgcych PYY (ale
nie serotonine i GPR43). W miesniach gtadkich okreznicy obecnos$¢ SCFA indukuje fazowy skurcz
miesni w sposdb zalezny od GPR41 (z powinowactwem propionian>maslan>octan) i w ten sposob
posrednio bierze udziat w prawidtowym funkcjonowaniu jelita (Tan J. et al. 2014; Tazoe et al.
2009).

Inng funkcja GPR41 jest indukcja glukoneogenezy jelitowej poprzez os$ jelito-mozg:

nastepuje aktywacja GPR41 przez SCFA, co poprawia tolerancje glukozy.

Receptor niacynowy NIACR1/GPR109A

Receptor GPR109A wykazuje bardzo duze powinowactwo do niacyny, ale takze do maslanu
w stezeniu milimolarnym (Tan J. et al. 2014). Receptor ten jest ekspresjonowany na adipocytach
(Thangaraju et al. 2009) oraz na powierzchni komérek uktadu odpornosciowego: na skérnych
komérkach dendrytycznych, na monocytach, makrofagach i neutrofilach (Wanders et al. 2012).
Kwas mastowy wigze sie swoiscie do GPR109A obecnego na limfocytach sréddbtonka jelitowego
(IEC) w okreznicy (Ganapathy et al. 2013). Oddziatywanie miedzy GPR109A a kwasem mastowym
promuje wydzielanie IL-10 i dehydrogenazy aldehydowej przez makrofagi i komérki dendrytyczne,
istotnie wptywajgc na proces réznicowania komérek Treg, ktére moga regulowaé homeostaze
obwodowag oraz homeostaze bton sluzowych (Singh et al. 2014).

U myszy gnotobiotycznych ekspresja gendéw dla jelitowych komodrek Treg i IL-10 jest
znaczgco zredukowana w poréwnaniu do myszy konwencjonalnych (Atarashi et al. 2013; Geuking
et al. 2011).

Na zasadniczg role mikrobiomu w regulacji odpowiedzi immunologicznej wskazuje szereg
cech obserwowanych u myszy gnotobiotycznych, np. zredukowana liczba komérek T CD4+ w
blaszce witasciwej (Macpherson et al. 2002), limfocytach srédbtonkowych (IELs) (Imaoka et al.
1996) i okrezniczych Treg (Galipeau and Verdu 2014; Round and Mazmanian 2010). Potwierdzajg
to wyniki otrzymane dla szczepdw komensalnych, np. Bifidobacterium infantis 35624, ktérego
podanie osobom zdrowym powodowato indukcje komodrek Treg, a nastepnie redukcje
wytwarzania cytokin prozapalnych i proliferacje komdrek T, zmniejszong ekspresje czgsteczek
kostymulujgcych komérki dendrytyczne i obnizenie aktywnosci NF-kB (Konieczna et al. 2012).

Ekstrakty katowe z duzg zawartoscig SCFA i oczyszczone zwigzki octanu, maslanu i
propionianu podane in vitro do Srodowiska komarek nabtonkowych jelita na podobnym poziomie
indukowaty TGF-B1 (Atarashi et al. 2011; 2013; Arpaia and Rudensky 2014).

Poziom SCFA w Swietle jelita uzyskany za pomocg analiz metabolomicznych korelowat z
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liczbg komorek Treg w okreznicy (Furusawa et al. 2013), co potwierdza znaczacy potencjat
przeciwzapalny SCFA oraz ich zdolno$é¢ do zahamowania odpowiedzi prozapalnej, realizowanej
przez makrofagi jelitowe (Arpaia and Rudensky 2014). U myszy gnotobiotycznych juz po trzech
tygodniach podawania wody z dodatkiem SCFA uzyskiwano wzrost liczby komodrek Treg w
okreznicy, ale nie w komodrkach sledziony, krezki, weztéw chtonnych czy grasicy. Jednoczesnie
poziom SCFA korelowat z liczbg komérek T CD4+, ale nie miat wptywu na poziom komdrek Th1l i
Th17 w okreznicy (Smith P. M.et al. 2013).

Podsumowujac, SCFA posredniczg miedzy mikrobiotg jelitowa a uktadem odpornosciowym
gospodarza: w srodowisku jelita wptyw krétkotancuchowych kwasdéw ttuszczowych na komoérki T
jest posrednio zalezny od GPR41 i GPR43, ale bezposrednio zalezy od inhibicji deacetylazy
histonowej (HDAC) (Rys. 5). W ten sposéb SCFA stymulujg réznicowanie komérek T zaréwno do
komérek efektorowych, jak i regulatorowych, promujgc odpowiedZ prozapalng lub

przeciwzapalng w zaleznosci od srodowiska cytokinowego (Park et al. 2015).
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Tabela 4 Transportery i receptory SCFAs (Parada Venegas et al. 2019)

ligandy tkanka lub komoérki, w ktdérych sg ekspresjonowane gatunki referencje
RECEPTORY GPR
GPR41 propionian=pentanian=maslan>octan> tkanka ttuszczowa>PBMCs, trzustka watroba i tozysko cztowiek (Brown et al. 2003)
mréwczan monocyty, neutrofile i komadrki dendrytyczne pochodzace z cztowiek (Nastasi et al. 2015)
monocytow
GPR43 octan=propionian=maslan>pentanian> nabftonek jelitowy cztowiek (Agus et al. 2016)
heksanian>mdwczan mysz
monocyty, neutrofile, PMBCs i limfocyty B/T cztowiek (Agus et al. 2016)
Treg (okreznica>$ledziona i MLN) i komérki macierzyste cztowiek ( Smith P. M. et al.
okreznicy 2013)
GPR109A d-beta-hydroksymaslan, maslan i kwas tkanka ttuszczowa (>ptuca, nadnercza i $Sledziona) cztowiek (Tunaru et al. 2003)
nikotynowy mysz
okreznica (>jelito krete, jelito czcze i dwunastnica) cztowiek (Thangaraju et al.
mysz 2009)
monocyty, komoérki dendrytyczne pochodzgce z monocytdw, cztowiek (Nastasi et al. 2015)
komorki dendrytyczne (krew, Sledziona, okreznica), makrofagi mysz

(sledziona i okreznica) i BMDM

PBMCs - komorki jednojadrzaste krwi obwodowej
BMDM - makrofagi pochodzace ze szpiku kostnego
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Rysunek 5 Rola SCFAs w regulacji jelitowego uktadu odpornosci

SCFAs regulujg homeostaze jelitowa wptywajgc na komorki uktadu odpornosciowego: i. SCFA regulujg integralnos¢ bariery nabtonka poprzez indukcje wydzielania IL-18,
peptyddw antybakteryjnych, mucyny oraz zwiekszajgc ekspresje potagczen miedzykomadrkowych (tight junction); ii. SCFA indukujg migracje neutrofili do miejsca zapalenia i
zwiekszajg ich zdolnos¢ do fagocytozy; iii. SCFA regulujg funkcje limfocytow T, na Sciezce posrednej poprzez GPR oraz poprzez inhibicje HDAC. Réznicowanie limfocytow T
odbywa sie przez regulacje komadrek dendrytycznych przez SCFA oraz przez bezposredni wptyw SCFA na komorki T; iv. SCFA regulujg populacje komoérek Thl, Th17 i Treg w
zaleznosci od Srodowiska cytokinowego; v. SCFA hamuijg jelitowg produkcje cytokin prozapalnych przez makrofagi poprzez inhibicje HDAC i prawdopodobnie indukujg jelitowa
produkcje IgA za posrednictwem limfocytéw B; vi. SCFA hamujg karcynogeneze poprzez promowanie apoptozy oraz supresje proliferacji komodrek guza (Sun et al. 2017;
Slizewska, et al. 2020).
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Udziat SCFA w utrzymywaniu homeostazy gospodarza

W aspekcie prowadzonych w niniejszej pracy badan szczegdlne znaczenie miato
przeciwzapalne dziatanie SCFA i ich zdolnos¢ do pobudzania ukfadu immunologicznego
gospadarza.

Kwas octowy ma kluczowe znaczenie w utrzymywaniu réwnowagi miedzy konsorcjum
jelitowym i uktadem immunologicznym gospodarza. Jest wigzany przez GPR41 i przez GPR43 i w
warunkach zapalenia octan moze hamowac migracje neutrofili (Vinolo et al. 2011), promuje
wydzielanie wolnych rodnikéw tlenowych poprzez aktywacje GPR43 (Maslowski et al. 2009; Tan
J. et al. 2014). Octan akumuluje sie w podwzgdrzu aktywujac karboksylaze acetylo-koenzymu A i
zmiane profilu ekspresji neuropeptydéw regulatorowych w kierunku zmniejszenia apetytu, zatem
odpowiednie wykorzystanie tego mechanizmu moze by¢ przydatne w leczeniu otytosci (Frost et
al. 2014).

Kwas propionowy moze by¢ wigzany przez receptory GPR43 i GPR41. W$réd SCFA jedynie
propionian wptywa na regulatory cisnienia krwi dzieki zdolnosci do silnego wigzania sie do
receptorow (Pluznick 2014).

Kwas mastowy moze dziataé przez GPR41 i GPR43, ale najczesciej wchodzi w interakcje z
receptorem niacynowym GPR109A, wykazuje réwniez silne wtasciwosci inhibicji deacetylazy
histonowej (HDAC). W pordwnaniu z pozostatymi SCFA maslan ma najsilniejszy wptyw
immunomodulujacy.

W ludzkich monocytach maslan dziata przeciwzapalnie przez inhibicje wytwarzania IL-12 i
zwiekszenie wytwarzania IL-10, represje wytwarzania czasteczek prozapalnych (tlenki azotu, IL-1b,
TNF-a) oraz redukcje aktywnosci NF-«B (Ni et al., 2010). Makrofagi w obecnosci maslanu redukuja
wydzielanie prozapalnych mediatoréw indukowanych przez LPS (IL-6 i IL-12), ale nie majg wptywu
na aktywnos¢ wydzielniczg TNF-a i MCP-1. Kluczowa jest inhibicja deacetylazy histonowej i nie ma
tu znaczenia obecnos¢ receptoréow Toll-podobnych (TLR) i receptoréw GPR (Chang P. V. et al.
2014).

Maslan stymuluje adipogeneze i akumulacje lipidéw przez zwiekszone pobieranie glukozy,
lipogeneze de novo, moze takie hamowac lipolize na sciezce zaleinej od receptora GPR41.
Adipocyty sg zdolne do utylizacji maslanu powodujgc wzrost ekspresji adiponektyny w celu
wychwytu glukozy i poprawy wrazliwosci insulinowej, co sugeruje jego potencjalng role w

zapobieganiu lub odwracaniu hiperglikemii i hiperlipidemi (Yan and Ajuwon 2015).
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2.2.2. Lipopolisacharyd (endotoksyna, LPS)

Btony komérkowe bakterii Gram-ujemnych sktadajg sie z dwéch membran: wewnetrznej i
zewnetrznej, oddzielonych periplazmg, czyli hydrofilowg przerwg zbudowang z warstwy
peptydoglikanu. Zewnetrzna btona komérkowa bakterii Gram-ujemnych jest asymetrycznag
dwuwarstwa z czgsteczkami lipopolisacharydu (LPS) po zewnetrznej stronie oraz fosfolipidami po
wewnetrznej. LPS zapewnia podstawowg funkcje bariery przepuszczalnosci oraz ochrone przed
srodowiskowymi czynnikami stresu i stanowi jedng z najbardziej konserwatywnych makroczastek
bakteryjnych, co sprawia, ze zalicza sie go do grupy wzorcéw molekularnych zwigzanych z
patogenami (PAMP). U kregowcdw rozpoznawany jest przez wrodzony uktad odpornosciowy
oparty na receptorach Toll-podobnych (TLR4) i pozwala zainicjowac reakcje przeciw patogenom
bakteryjnym. Prawidtowa odpowiedZ uktadu odpornosciowego zapobiega niekontrolowanemu
namnazaniu bakterii i gromadzeniu sie wolnych, niezwigzanych z btong czasteczek LPSu,
potencjalnie grozgcych rozwinieciem zapalenia i szoku septycznego (Stearns-Kurosawa et al.
2011).

Lipopolisacharydy sg to glikokoniugaty zbudowane z domeny lipidowej zwigzane] z
rdzeniem oligosacharydowym oraz dystalnego polisacharydu. Podjednostki lipopolisacharydu to:
- lipid A: domena hydrofobowa zbudowana z 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych (3-OH FAs),
ktora nalezy do gtéwnych czynnikdédw wirulencji bakterii Gram-ujemnych. Podjednostka ta jest
acylowana i fosforylowana w réznych konfiguracjach; jest zakotwiczona w zewnetrznej btonie
bakteryjnej;

- rdzen oligosacharydowy zwigzany za pomocg kwasu 3-deoksy-D-manno-oktulozonowego (Kdo)
z lipidem A;

- fancuch O-swoisty (O-antygen) powtarzajacy sie hydrofilowy oligosacharyd, ktéry skierowany
jest do srodowiska wodnego, czyli na zewnatrz btony komérkowej.

Cechg charakterystyczng LPS-u jest termostabilnos¢ i zdolno$¢ do generowania silnej reakcji

zapalnej u ssakow.

2.2.2.1. Lipopolisacharyd a mikrobiom jelitowy

Catkowity LPS produkowany przez mikrobiom nie jest immunogenny i generalnie hamuje
wydzielanie cytokin produkowanych w szlaku zaleznym od TLR4, utrzymujgc wyciszenie
immunologiczne organizmu (d’Hennezel et al. 2017).

Jelitowy LPS pochodzacy od bakterii rzedu Bacteroidales stanowi od 79% do 92,4%,
Proteobacteria odpowiadajg za 5,2% do 14% catkowitego jelitowego LPSu, zatem srednia

proporcja LPS Bacteroidetes vs. Proteobacteria wynosi okofo 6:1 do 18:1.
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LPS u przedstawicieli Bacteroidales (Bacteroides, Prevotella, Alistipes spp.) nie stymuluje
efektorow wrodzonego uktadu odpornosciowego, tj. receptoréw typu TLR4, a co za tym idzie,
hamuje produkcje cytokin IL-1pB, IL-6, TNFa. Brak zdolnosci do wywofania reakcji zapalnej wigze
sie ze strukturg chemiczna lipidu A i liczbg tancuchdéw acylowanych. U Bacteroidales lipid A posiada
struktury tetra- i penta-acylowane, dodatkowo rozgatezione, ktére nie sg rozpoznawane jako
PAMP przez receptory TLR4. Dtugo panowat poglad, ze potencjat zapalny i immunologiczny
mikrobioty jelitowej jest wysoki, jak sie jednak okazato, byt przeceniany wtasnie ze wzgledu na
znaczay heterogennosé LPSu (d’Hennezel et al. 2017).

Struktura lipidu A ma kluczowe znaczenie dla potencjatu zapalnego, czego przyktadem s3
szczepy Pseudomonas aeruginosa posiadajgce penta-acylowany LPS. Nie kolonizujg one bfon
$luzowych gospodarza, ale w $rodowisku wodnym adaptuja sie do wytwarzania heksa-
acylowanego LPSu zyskujagc w ten sposdb zdolno$¢ do kolonizacji ptuc u chorych na
mukowiscydoze (Huszczynski et al. 2019; Pier 2007). W warunkach homeostazy mechanizm
dopasowania heksa-acylowanych taricuchdw lipidu A do kompleksu TLR4-MD2-CD14 jest kluczowy
dla szlaku sygnatowego inicjujgcego reakcje zapalng gospodarza. Z uwagi na brak ekspresji TLR4 w
komdrkach nabtonka jelitowego od strony swiatta jelita, nie nastepuje reakcja na LPS znajdujacy
sie w masie katowej (Rakoff-Nahoum et al. 2004), z kolei srédbtonkowe receptory TLR4 chronig
uszkodzone jelito i reagujg na bakterie, ktére pokonaty bariere nabtonka, i uruchamiajgc lokalny
system odpowiedzi zapalnej chronig gospodarza (Collier-Hyams and Neish 2005).

Ta wiasciwos¢ LPSu jest wykorzystwana do oceny potencjatu zapalnego mikrobioty,
zaleznego od obecnosci prozapalnych struktur bedgcych agonistami receptoréw TLR4, najsilniej

mediujacych cytokinowg reakcje zapalna.

2.2.2.2. Budowa lipopolisacharydu

Lipid A jest najbardziej aktywng biologicznie czescig lipopolisacharydu, dlatego znajduje
zastosowanie we wczesnej detekcji zapalenia badZ nowotworzenia ze wzgledu na indukcje
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej poprzez receptory Toll-podobne (TLR). Mimo lizy
komarki bakteryjnej, lipid A w krwioobiegu zachowuje wiasciwosci toksyczne i moze prowadzi¢ do
goraczki, biegunki, a w szczegdlnie w niekorzystnych okolicznosciach do sepsy.

Struktura lipidu A obejmuje rdzen - dwie czasteczek glukozaminy potgczone wigzaniem
B(1->6) glikozydowym, fosforylowane w pozycji 1i4’ oraz acylowane w pozycji 2 i 3 obu czasteczek
(Steimle et al. 2016).

Ze wzgledu na witasciwosci patogenne istotny jest sposoéb acylacji lipidu A. Heksa-acylowany

LPS, zawiera szes$¢ fancuchéw acylowych (o zmiennej dtugosci), potaczonych z rdzeniem
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disacharydowym wigzaniem estrowym (Rys. 6). Pierwszorzedowe tancuchy acylowe s3
bezposrednio potgczone z resztg cukrowg, natomiast drugorzedowe tancuchy cukrowe tworzg
wigzania z grupa hydroksylowag pierwszorzedowych taficuchéw acylowych. Symetrycznie
acylowany lipid A to taki, w ktéorym kazda podjednostka glukozaminy zwigzana jest z takg sama
iloscig tancuchéw acylowych. Model takiego typu wystepuje u Escherichia coli, gdzie
niesymetrycznie acetylowany lipid A posiada 4 fafdcuchy acylowe zwigzane z pierwszg
glukozaming, a pozostate dwa - z drugg. Grupy hydroksylowe w pozycji 2 i 3 kazdego
monosacharydu sg zestryfikowane hydroksymirystynianem (C14) pierwszorzedowym taricuchem
acylowym, natomiast dwa drugorzedowe tariuchy acylowe: laurowy (C12) i mirystynowy (C14) sg

zwigzane do hydroksymirystynianéw w pozycji 2’ i 3’ (Steimle et al. 2016).

Grupa migjsce  ——pn OH Dwie czgsteczki glukozaminy potaczone
fosforanowa /(/) wigzania rdzenia wigzaniem B(1-+6)glikozydowym Grupa
p o] fosforanowa
HO— 0
OH I
o—FP ~—OH
OH
Pie
t
HsC
Hydroksymirystynian H;C HiC e
HaC 4 2
H3C Laurynian Hydroksymirystynian

Mirystynian

Hydroksymirystynian

Rysunek 6 Struktura lipidu A z E. coli (Steimle et al. 2016)

Struktura lipidu A jest specyficzna dla réznych bakterii, ale ogdlny schemat budowy jest
konserwatywny. Najwazniejsze rdznice dotyczg liczby, pozycji i dtugosci tarncuchéw acylowych
(Raetz et al. 2007). Prototyp lipidu A pochodzacy z E. coli zawiera 6 takich taricuchdéw, ale lipid Au
Helicobacter pylori jest tetra-acylowany (Mattsby-Baltzer et al. 1992; Moran et al. 1997), zas u
Acenitobacter spp. hepta-acetylowany (Leone S. et al. 2006).

Rdzen i O-antygen stanowig hydrofilowy fragment lipopolisacharydu. Podjednostka rdzenia
oligosacharydowego zawiera przynajmniej jedng reszte kwasu 3-deoksy-D-manno-
oktulozonowego (Kdo), ktéry jest zwigzany z czeScig cukrowa lipidu A. Rdzen zapewnia wtasciwosci

antygenowe w przypadku braku O-antygenu (w LPS-ach typu R) (Caroff and Karibian 2003). O-
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antygen (polisacharyd O-swoisty) zbudowany jest z powtarzajgcych sie podjednostek cukrowych i

stanowi o zmiennosci antygenowej lipopolisacharydéw typu S-LPS (Raetz and Whitfield 2002).

2.2.2.3. Zewngtrz- i wewngtrzkomorkowe wykrywanie LPS-u

Zewnatrzkomdrkowe wykrywanie LPS-u opiera sie na kompleksie MD-2/TLR4, przy czym
aby LPS mdgt by¢ rozpoznany przez uktad immunologiczny gospodarza musi by¢ uwolniony z bfony
komédrkowej, co nastepuje posrednio przez Smieré i dezintegracje komérki bakteryjnej i
bezposrednio przez dziatanie biatka wigzacego LPS (LBP, lipid A-binding protein). W zachowaniu
rownowagi pomiedzy mikroorganizmami symbiotycznymi a patobiontami bytujgcymi w jelitach
kluczowa role odgrywaja biatka LBP, poniewaz transportujg czasteczke LPSu do receptora CD14,
ktory jest zakotwiczony w btonie bgdZ wystepuje w stanie wolnym jako biatko rozpuszczalne.
Kompleks LPS-CD14 jest nastepnie przekazywany do MD-2 (Kim H. M. et al. 2007), w formie wolnej
lub jako biatko zwigzane z monomerem TLR4 za pomocg wigzan wodorowych. Konsekwencjg jest
powstanie hetero-oligomerycznego kompleksu biatkowego ztozonego z dwdch czasteczek MD-2
oraz dwdch TLR4. Te zewngtrzkomdrkowe interakcje biatko-biatko powodujg dimeryzacje domen
TIR zawierajgcych wewnatrzkomérkowe, cytozolowe czesci receptoréw TLR4 prowadzac do
pierwotnej odpowiedzi réznicowania mieloidalnego 88 (MyD88) lub aktywujgc alternatywna
Sciezke TRIF-zalezng (od ang. TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-B) (Molinaro et
al. 2015). Potaczenie lipidu A do MD-2 jest kluczowe, poniewaz powoduje zmiane konformacji MD-
2, a w konsekwencji powstanie kompleksu z receptorami TLR4, co prowadzi do aktywacji ponad

tysigca gendw i promuje wydzielanie cytokin prozapalnych TNFa, IL-6, IL-1B (Ohto et al. 2007).

2.2.2.4. Immunogennos¢ lipopolisacharydéw

Liczba acylowanych fancuchéw w lipidzie A bezposrednio koreluje ze zdolnoscig indukcji
produkcji cytokin. Heksa-acylowany lipid A promuje najsilniejszg reakcje immunologiczng po
zwigzaniu z TLR4 (Munford and Varley 2006), poniewaz pierwsze pie¢ tancuchdw chowa sie w
kieszeni czgsteczki adaptorowej dla TLR4-MD-2, natomiast szésty taricuch posredniczy w wigzaniu
TLR4, co jest warunkiem wstepnym w sygnalizacji wewnatrzkomérkowej za posrednictwem TLR4

(Maeshima and Fernandez 2013).

2.2.2.5. Zastosowanie 3-hydroksylowych kwasow ttuszczowych, sktadnikow lipidu A, jako
markerdw chemicznych lipopolisacharydu i bakterii Gram-ujemnych
Struktura lipidu A, a w szczegdlnosci zawarto$¢ pierwszo- i drugorzedowych fanicuchéw

acylowych, czyli 2- i 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych (2-OHFAs, 3-OHFAs) jest
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charakterystyczna dla bakterii Gram-ujemnych na poziomie rodzin, rodzajow, a nawet gatunkéw.
Techniki GC-MS i UHPLC-MS pozwalajg na oznaczenie i kwalifikacje hydroksylowych kwaséw
ttuszczowych pochodzacych z LPSu znajdujgcego sie w probkach srodowiskowych i biologicznych
(Giannakou et al., 2019; Szponar et al., 2002).

Technika wykorzystujgca spektrometrie mas sprzezong z chromatografia gazowa lub
cieczowg do pomiaru zawartosci hydroksylowych kwaséw ttuszczowych stosuje 3-OH-C14:0, jako
standard gtéwnego hydroksylowanego kwasu ttuszczowego tworzgcego LPS Enterobacteriaceae
(Giannakou et al. 2019; Szponar et al. 2002). Poréwnanie wykrywalnosci LPSu za pomocg dwéch
technik: testu LAL (ang. Limulus Amebocyte Lysate Test) oraz GC-MS wykazato pozytywnie
skorelowane wyniki (Pais de Barros et al. 2015). Zastosowanie techniki GC-MS dostarcza informacji
o budowie lipidowej LPSu obecnego w prébkach katu, a ocena markerdéw LPS-u odzwierciedla jego

cechy zaréwno w zakresie bakterii Gram-ujemnych i potencjalnego czynnika zapalenia (Tab. 5).

Tabelo 5 Rodzaje i sktad procentowy 3-hydroksylowych kwasow ttuszczowych w
lipopolisacharydach (Ratledge and Wilkinson, 1988)

Rzad Rodzina Kwasy 3-hydroksylowe
Enterobacteriales Enterobacteriaceae 3-OH nC14:0 (~60%)
Yersiniaceae 3-OH nC14:0 (~58%)
Aeromondales Aeromonadaceae 3-OH nC14:0 (~50%)
Pasteurellales Pasteurellaceae 3-OH nC14:0 (~70%)
Neisseriales Neisseriaceae 3-OH nC12:0 (~30%),
3-OH nC10:0 (~30%)
Pseudomondales Pseudomonadaceae 3-OH nC12:0 (~30%),

3-OH nC13:0 (~20%),
3-OH nC14:0 (~25%)

Moraxellaceae 3-OH nC12:0 (~40%),
3-OH nC14:0 (~30%)
Xanthomonadales Xanthomonadaceae 3-OH iC13:0 (~17%),

3-OH nC12:0 (~33%),
3-OH iC11:0 (~13%),
3-OH nC10:0 (~3%)
Hyphomicrobiales Rhizobiaceae 3-OH nC18:0 (~10%),
3-OH nC16:0 (~20%),
3-OH nC14:0 (~60%)

Methylocystaceae 3-OH nC18:0,

3-OH nC16:0

Methylobacteriaceae 3-OH nC18:0,

3-OH nC14:0
Brucellaceae 3-OH nC16:0 (~4%),
3-OH nC14:0 (~27%)

Methylococcales Methylococcaceae 3-OH nC16:0
Rhodospirillales Acetobacteraceae 3-OH nC14:0 (~12%)
Azospirillaceae 3-OH nC16:0 (~40%),
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3-OH nC14:0 (~40%)

Rhodobacteriales

Rhodobacteriaceae

3-OH nC14:0 (~60%),
3-OH nC10:0 (~20%)

Neisseriales

Neisseriaceae

3-OH nC12:0 (~40%),
3-OH nC14:0 (~20%)

Burkholderiales

Alcaligenaceae

3-OH nC14:0 (~35%),
3-OH nC10:0 (~10%)

Actinomycetales

Micrococcaceae

3-OH nC12:0 (~60%),
3-OH nC14:0 (~26%)

Campylobacterales

Campylobacteraceae

3-OH nC14:0 (~50%)

Bdellovibrionales

Bdellovibrionaceae

3-OHn C14:0 (~2%)

Bacteroidales

Bacteroidaceae

3-OHiC15:0 (?),

3-OH nC15:0 (~15%),
3-OH nC16:0 (~15%),
3-OH iC17:0 (~20%),
3-OH nC17:0 (~10%)

Fusobacteriales

Fusobacteriaceae

3-OH nC14:0 (~65%),
3-OH nC16:0 (~20%)

Selenomonadales

Selenomonadaceae

3-OH nC13:0 (~30%)

Veillonellales

Veillonellaceae

3-OH nC13:0 (~50%),
3-OH nC15:0 (~5%)

Cytophagales

Cytophagaceae

3-OH iC17:0 (~20%),
3-OH nC16:0 (~15%),
3-OH iC15:0 (~20%)

Flexibacteraceae

3-OHiC17:0 (~35%),
3-OH nC16:0 (~5%),
3-OH iC15:0 (~15%)

Myxococcales

Myxococcaceae

3-OHiC17:0 (~40%),
3-OH nC16:0 (~5%),
3-OH iC15:0 (~15%)

Cystobacterineae

3-OHiC17:0 (~30%),
3-OH nC16:0 (~10%),
3-OH iC15:0 (~15%)

Oznaczanie stezenia lipopolisacharydu (LPS)

Stezenie lipopolisacharydu (LPS) za pomocg jego markeréw oznaczane jest przez pomiar ilosciowy
3-hydroksylowych kwasow ttuszczowych (3-OHFAs), ktére sg sg zakotwiczone w fosforylowanym
disacharydzie glukozaminy. Stosowang technikg jest spektrometria mas sprzezona z ciektg lub
gazowa chromatografig (np. UHPLC-MS, LC-MS) (Giannakou et al. 2019).

W naszych doswiadczeniach oznaczaliSmy kwasy 3-hydroksylowe o dtugosci tancucha 10-18
atoméw wegla; catkowitg zawartos¢ LPS w probce obliczano jako sume liczby nanomoli
poszczegdlnych 3-OHFAs podzielong przez 4, co uwzglednia cztery miejsca podstawienia lipidu A

przez 3-OHFA, ktdre sg obecne w czgsteczce LPS (Rys. 6).
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2.3. Zaburzenia homeostazy mikrobiomu jelitowego gospodarza i produktow
metabolizmu bakterii jelitowych w patomechanizmie wybranych chorob

Rola mikrobiomu jelitowego jest krytyczna dla utrzymania homeostazy ukfadu
immunologicznego u ssakéw. Ekosystem jelitowy zmienia sie w zaleznosci od czynnikéw
srodowiskowych, takich jak dieta lub styl zycia, a zaktécenia w jego funkcjonowaniu mogg wptywa¢é
na ryzyko powstania nowotworu (Akaza 2012). Koncepcja, w ktorej koreluje sie wystepowanie
nowotworu ze sktadem mikrobiomu jest znana i stosowana (Peek and Blaser 2002; Moore and
Chang 2010), w zwigzku z tym postuluje sie, aby proces karcynogenenny rozpatrywac jako
kompleks mikrobiom-(epi)genom-srodowisko (Genua et al. 2021). Uwaza sie, ze mikrobiota
zasiedlajgca ludzki organizm odgrywa kluczowa role w powstawaniu i progresji nowotwordw,
moze rowniez byé uzytecznym biomarkerem w ocenie ryzyka powstania nowotworu, w
diagnostyce oraz ocenie rokowan (Poore et al. 2020). Jako mozliwe podtoze tych interakcji
wymienia sie dysbioze inicjujagcg przewlekte zapalenie, zahamowanie apoptozy komoérek i
modulacje miejscowej odpowiedzi przeciwnowotworowej i Srodowiska nowotworu (Oliva et al.
2021).

Kroétkotannicuchowe kwasy ttuszczowe, ktdre biorg udziat w mechanizmach regulatorowych
gospodarza, sg swego rodzaju posrednikami pomiedzy mikrobiomem jelitowym a ukfadem
odpornosciowym (Geuking et al. 2011). Waznym zadaniem SCFAs jest utrzymanie réwnowagi
pomiedzy reakcjg pro- i przeciwzapalng w jelicie (Maslowski et al. 2009; Hu Zeng and Chi 2015).
W rzeczywistosci SCFA majg dwa oblicza w zapaleniu i w karcynogenezie, poniewaz z jednej strony
dziatajg przeciwzapalnie, lecz w pewnych przypadkach mogg promowad rozwdj nowotworu (Liu P.
et al. 2021). SCFA przekazujg sygnat za pomocg receptoréw GPR lub poprzez inhibicje deacetylazy
histonowej (HDAC); w wielu nowotworach zauwazono nieodpowiednig (zwiekszong) ekspresje

HDAC m.in. w nowotworach prostaty, jelita grubego i nowotworach piersi (Fraga et al. 2005).

2.3.1. Nowotwor prostaty

Nowotwér prostaty nalezy do najczesciej wystepujgcych nowotwordw u mezczyzn na
Swiecie. Amerykanskie Towarzystwo Onkologiczne odnotowato ok. 250 tysiecy nowych
przypadkdw nowotworu prostaty oraz ponad 34 tysigce zgondw w Stanach Zjednoczonych w 2021
rok. Podaje sie, ze na Swiecie w 2018 roku zostato zdjagnozowanych prawie 1,2 miliona nowych
przypadkdéw, a niemal 360 tysiecy mezczyzn zmarto z powodu tego nowotworu (Ferlay et al. 2019).

Ryzyko nowotworu prostaty wigze sie z czynnikami genetycznymi oraz Srodowiskowymi.

Istniejg produkty, ktdrych spozywanie w istotny sposéb zmienia (zmniejsza badz zwieksza)
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prawdopodobienistwo wystgpienia nowotworu prostaty, np. czerwone mieso (Major et al., 2011),
produkty mleczne (Aune et al., 2015), jajka (Richman et al. 2012), zielona herbata (Kumar et al.,
2015), likopen (Graff et al., 2016), selen (Chan et al., 2016), wapn (Brandstedt et al., 2016) czy olej
rybi (Li et al., 2014).

Zapalenie jest niezwykle waznym elementem w procesie karcynogenezy, szczegdlnie
chroniczne zapalenie uwazane jest za wyzwalacz procesu chorobowego, o czym Swiadczy
obecnos$¢ komorek zapalnych w Srodowisku prostaty (Strasner and Karin 2015); gruczot krokowy i
drogi moczowe s dogodng niszg dla bakterii odpowiedzialnych za nawracajgce stany zapalne
prowadzgce do atrofii zapalnej - zmian znanych jako prekursorowe dla nowotworu prostaty (Cai
et al. 2019).

Autorzy badania prowadzonego na mysim modelu nowotworu prostaty skupili sie na
wyjasnieniu roli LPSu w patogenezie tej choroby (Jain et al. 2019). Jak wiadomo, LPS promuje
niespecyficzny stan prozapalny poprzez wigzanie TLR4, co skutkuje uwalnianiem NF-kB i produkcja
cytokin prozapalnych. Zwiekszona aktywnos¢ sciezki sygnatowej NF-kB zostata zaobserwowana w
badaniach nad nowotworem prostaty, a LPS i/lub zapalenie indukowane przez LPS moga

prowadzi¢ do czestszych przerzutéw w nowotworze prostaty (Javier-DesLoges et al. 2021).

2.3.2. Nowotwor jelita grubego

2.3.2.1. Mikrobiota jelitowa w przebiegu nowotworu jelita grubego

Przyjeto dwa modele udziatu mikrobiomu jelitowego w patogenezie nowotworu jelita
grubego: w pierwszym mikrobiota jelitowa jest swego rodzaju ,kierowcg” o prokarcynogennych
cechach, ktéry moze inicjowac rozwéj nowotworu jelita grubego poprzez indukcje uszkodzers DNA
nabtonka. Mikrobiota , kierowca” moze by¢ nastepnie zastgpiony ,pasazerem”, czyli bakteriami,
ktére mogg promowac badz utrudniaé karcynogeneze majgc przewage rozwojowa w Srodowisku
nowotworu (Tjalsma et al. 2012). Drugi model zaktada, ze dysbioza mikrobiomu jelitowego w
catosci skutkuje odpowiedzig prozapalng i transformacjag komodrek nabtonka, co moze
doprowadzi¢ do nowotworu (Gagniere et al. 2016). Najbardziej rozpowszechnionym
mikroorganizmem w przebiegu nowotworu jelita grubego jest Fusobacterium nucleatum, Gram-
ujemna bakteria beztlenowa (Castellarin et al. 2012; Kostic et al. 2012). Podanie antybiotyku
myszom z nowotworem jelita grubego skutkowato zmniejszeniem populacji Fusobacterium, ale
réowniez redukcjg proliferacji komdrek nowotworowych i mniejszym rozmiarem guza (Bullman et
al. 2017). Fusobacterium nucleatum zostat zaproponowany jako biomarker prognostyczny w
przypadku nowotworu jelita grubego, poniewaz jego wysoki poziom w tkankach zajetych tym
nowotworem koreluje z krétszym czasem przezycia pacjenta (Oh et al. 2019). Obecosc
enterotoksycznego LPS u Bacteroides fragilis (ETBF), takze upatrywanego na marker nowotworu
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jelita grubego, jest skorelowana z wystepowaniem tego nowotworu u pacjenéw (Purcell et al.
2017; Dejea et al. 2018).

Oprécz Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis oraz (niekiedy) Escherichia coli,
uwage skupiajg Porphyromonas, Peptostreptococcus oraz Parvimonas micra, wystepujgce w
chorobach przyzebia. Wykazano, ze bakterie te licznie pojawiajg sie w srodowisku guzow jelita
grubego oraz w kale pacjentéw, co sugeruje korelacje pomiedzy schorzeniami przyzebia a
ryzykiem nowotworu jelita grubego (Momen-Heravi et al., 2017; Shah et al., 2018).

Charakterystycznym objawem towarzyszacym nowotworom jelita grubego jest dysfunkcja
nabtonka i zwiekszona przepuszczalnosé potaczen zamykajacych (tight junction), co prowadzi do
translokacji bakteryjnej do krwioobiegu i w konsekwencji do bakteriemii, a w skrajnych
przypadkach do sepsy. W przebiegu nowotworu jelita grubego utrata biatek tworzgcych
potaczenia zamykajace zwigzana jest réwniez z indukcja procesu nazywanego przejSciem
nabtonkowo-mezynchemalnym (EMT), w wyniku ktérego komérki nabtonkowe tracq polarnosc i
adhezje miedzykomadrkowg, a zyskujg wtasciwosci migracyjne i inwazyjne (Ahmad et al. 2017).
Niektére bakterie probiotyczne (Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Escherichia
coli Nissle 1917) wptywajq na integralnos$¢ jelita poprzez ekspresje biatek tworzgcych potgczenia
zamykajgce oraz stymulacje produkcji mucyny. W ten sposdb proces zapalny jest zahamowany, co
pozwala na odbudowe bariery nabtonka (Martin et al., 2019).

U pacjentdw z nowotworem jelita grubego odnotowano trzykrotny wzrost liczby bakterii
typu Proteobacteria, 60-krotny wzrost Fusobacteria oraz niewielki (0,5) spadek w ilosci Firmicutes

w poréwnaniu do oséb zdrowych (Yang et al. 2019).

2.3.2.2. Relacja dieta-nowotwdr-mikrobiota

W oparciu o dane o niskiej zachorowalnosci na nowotwodr jelita grubego u ludnosci
afrykanskiej, u ktérej wysokobtonnikowa dieta jest standardem, w latach 70-tych XX. wieku
powstata hipoteza zaktadajgca, ze wyisze spozycie btonnika pokarmowego chroni przed
zachorowaniem na ten typ nowotworu (Song M. et al. 2020). Przez kolejne lata prowadzono wiele
badann epidemiologicznych w celu udowowdnienia tej tezy, ostatnio jednak na podstawie
metaanalizy wynikéw uzyskanych z 21 eksperymentéw stwierdzono, ze nie istnieje liniowy
zwigzek pomiedzy spozyciem btonnika a ryzykiem zachorowalnosci na ten typ nowotworu (Clinton
et al. 2020). Dyskusja jednak trwa nadal: wiekszos¢ amerykanskich doswiadczen potwierdza brak
zwigzku miedzy wspomnianymi wyzej czynnikami (He et al. 2019), natomiast grupa prowadzaca
,Europejski plan walki z rakiem” (Murphy et al. 2012) potwierdzita zwigzek pomiedzy

przyjmowaniem btonnika a zredukowanym ryzykiem zachorowalnosci na nowotwor jelita
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grubego, podkreslajgc przy tym rdznice w zrédtach btonnika (zboza versus owoce i warzywa).

2.3.2.3. Suplementacja

Znaczne zainteresowanie zdobyta tez koncepcja suplementacji btfonnikiem, ktéra pozwala
zwiekszy¢ poziom Bifidobacterium spp. i Lactobacillus spp., nie stwierdzono jednak podobnej
zaleznosci dla gtéwnych producentéw SCFA za wyjatkiem Roseburia spp. i F. prausnitzii (So et al.
2018). Wydaje sie, ze suplementacja btonnikiem moze by¢ zasadna, tym bardziej, ze w wielu
badaniach dotyczgcych nowotoworu jelita grubego zauwazono niskg liczebnos¢ bakterii
Bifidobacterium i Lactobacillus spp. Ponadto wysoki poziom btonnika reguluje odpowied?
immunologiczng (poprzez maslan) oraz wystepowanie F. nucleatum, cenne z punktu widzenia
mozliwosci redukcji efektu karcynogennego poprzez ponowne uzyskanie odpowiedniego
,nhadzoru immunologicznego” (Mehta et al. 2018). Spozycie zwiekszonej ilosci weglowodanow
ztozonych prowadzi do wzrostu ilosci bakterii produkujgcych SCFA, takich jak Clostridium i

Roseburia, rodzina Lachnospiraceae czy F. prausnitzii (Shah et al. 2018).

2.3.2.4. Rola maslanu w przebiegu nowotworu jelita grubego

Witasciwosci  proapoptotyczne maslanu  wykazane w analizach proteomicznych i
transkryptomicznych sg interesujgcg obserwacjg, szczegdlnie w aspekcie obnizenia proliferacji i
promocji bardziej zréznicowanego fenotypu w transformowanych komérkach nabtonka jelita
grubego (Tan et al., 2008; Xiao et al., 2014).

Komodrki nowotworu jelita grubego s silnie glikolityczne (efekt Warburga) i posiadajg
zdolnos¢ adaptacji do wykorzystania maslanu jako zrddta energii (Donohoe et al. 2012). Zdolnos¢
do metabolizowania zaréwno glukozy, jak i maslanu przez komadrki nowotworowe jelita grubego
jest wspierana poprzez wzrost ekspresji rozpuszczalnych transporteréw posiadajgcych wysokie
powinowactwo do obu substratéw. Sg to MCT1, SLC16A1i GLT typu 1, ktdrych stezenie wzrasta w
tkankach nowotworu jelita grubego (Koukourakis et al. 2006; Pinheiro et al. 2008). Komorki
nowotworowe oporne na proapoptotyczne dziatanie maslanu, ale posiadajgce zdolnosé jego
metabolizowania sg fenotypowo bardziej agresywne (Serpa et al. 2010).

Mechanizmy dziatania maslanu na komérki nowotworowe oraz sposdb, w jaki nastepuje
indukcja apoptozy przy jego udziale, wykazaty niewtasciwg ekspresje HDAC w przypadku wielu
nowotwordow, m.in. jelita grubego, zotgdka, prostaty oraz gruczotu sutkowego (Zhang et al. 2005;
Fraga et al. 2005). Wydaje sie zatem, ze pierwszorzedowym mechanizmem odpowiedzialnym
obnizenie proliferacji komérek nowotworowych w obecnosci maslanu jest regulacja ekspresji

gendw poprzez inhibicje aktywnosci HDAC, w ktérym maslan za pomocy transportera SCL5A8
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sprzezonego z Na* jest przenoszony do komadrek, gdzie nastepuje inhibicja HDAC, a nastepnie
supresja nowotworu (Ganapathy et al. 2008; Gopal et al. 2007). Warto jednak pamietaé, ze SCL5A8
zostat zidentyfikowany jako supresor nowotworowy w okreznicy, a jego ekspresja jest wyraznie
wyciszana w nowotworze jelita grubego (Thangaraju et al. 2008). Nizszy poziom ekspresji SLC5A8
w komdrkach nowotworowych jelita grubego byt powigzany ze spadkiem apoptozy tych komadrek,
poniewaz wymagata ona inhibicji HDAC oraz aktywacji kaskady kaspazowej poprzez maslan
(Thangaraju et al. 2008).

Istnieje drugi mechanizm, niezalezny od inhibicji HDAC, angazujgcy receptory GPR. Polega
on na regulacji poprzez receptory GPR, w tym GPR43 i GPR109A. Spadek ekspresji GPR43
wystepuje w nowotworach okreznicy oraz w przeroscie jelita grubego, jak réwniez w
poczatkowych fazach chordb jelita grubego. Na dziewie¢ badanych linii komodrkowych
nowotworow jelita grubego tylko w linii HT29 zaobserwowano ekspresje receptora GPR43 (Tang
etal. 2011).

Taka dysregulacja dotyczy takze ekspresji receptora GPR109A w komodrkach
nowotworowych jelita grubego (Thangaraju et al. 2009). Wiadomo, ze receptor GPR109A jest
ekspresjonowany na komérkach epitelialnych jelita i ligandem dla niego jest maslan, tymczasem
zaréwno u ludzi, jak u myszy z nowotworem jelita grubego, a takze w linii komérkowej nowotworu
jelita grubego ekspresja GPR109A jest wyciszona. (Greten et al. 2004). Zasadniczo poprzez
receptor GPR109A maslan hamuje aktywacje NF-kB, przy czym aktywacja tego receptora w
komérkach zdrowych nie prowadzi do ich Smierci, kiedy jednak w komérkach nowotworowych
jelita grubego GPR109A jest ektopowo ekspresjonowany, prowadzi do ich apoptozy. Taki proces
wigze sie z zahamowaniem metylacji DNA, ktéra w komdrkach nowotorowych jelita grubego
indukuje ekspresje receptoréw GPR109A i w konsekwencji apoptoze nowotworowo-specyficzng,
stad zastosowanie w leczeniu maslanu jako ligandu moze by¢ skutecznym narzedziem w
hamowaniu metylacji DNA i skutecznej walce z nowotworem jelita grubego.

Receptor GPR109A uczestniczy nie tylko w supresji nowotworu, ale rowniez w hamowaniu
aktywacji NF-kB w odpowiedzi indukowanej LPSem (Thangaraju et al. 2009), zatem maslan w
komérkach nabtonka jelitowego moduluje zapalenie na drodze redukcji ekspresji IL-8 i
zahamowania ekspresji indukowanej syntazy tlenku azotu (Stempelj et al. 2007).

Interwencja prebiotyczna i suplementacja SCFA moze by¢ przydatnym narzedziem w
zapobieganiu i wspomaganiu leczenia nowotworu jelita grubego, jednak mechanizm dziatania
SCFA wydaje sie dwutorowy: w randomizowanych badaniach prowadzonych w celu okreslenia
poziomu produkcji maslanu ze skrobi opornej u oséb zdrowych zauwazono interesujgcg zaleznos¢:

u wiekszosci uczestnikdw badania zanotowano wzrost stezenia maslanu w kale, ale w przypadkach
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bardzo wysokiego spozycia skrobi opornej nastepowat spadek stezenia. Odpowiedz na pytanie o
znaczenie maslanu w nowotworze jelita grubego pozostaje zatem otwarta (McOrist et al. 2011).
Nietrawione weglowodany o wtasciwosciach prebiotycznych mogg by¢ elementem strategii
modulacji jelitowe] flory bakteryjnej w zapobieganiu rozwojowi nowotworu i walce z jego
objawami. Krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe w surowicy moglyby takze spetniaé role

mediatoréw w kontroli proliferacji linii nowotworowej (Bindels et al. 2015).

2.4. Metody badania mikrobiomu

Kompleksowe informacje o sSrodowisku mikrobiologicznym jelita dostarczaja metody
wykorzystujace sekwencjonowanie RNA matej podjednostki rybosomlanej (16S rRNA).
Identyfikacja mikroorganizméw pozwala na zastosowanie danych taksonomicznych do oceny
zarowno jakosciowej, jak i iloSciowej réznorodnosci mikrobioty (Rezasoltani et al. 2020). Do
technik, ktdérych burzliwy rozwdj otworzyt nowe mozliwosci badan nalezg sekwencjonowanie
nowej generacji (NGS), techniki oparte na wykorzystaniu elektroforezy, PCR, hybrydyzacja
fluorescencyjnej in situ oraz techniki wykorzystujagce spektrometrie mas. Wyzwaniem jest
ograniczona powtarzalno$s¢ tych metod, w szczegdlnosci technik sekwencjonowania, i
nierutynowe opracowywanie bioinformatyczne wynikow. Wsréd badaczy mikrobiomu istnieje
potrzeba stworzenia ,ztotego standardu” obejmujacego kolejne etapy: pobieranie prébki,
transport i przechowywanie, nastepnie protokdt oczyszczania bakteryjnego DNA,
sekwencjonowanie amplikonu rybosomalnego 16S DNA, amplifikacja regionu zmiennego 16S,
rodzaj polimerazy i warunki reakcji PCR oraz poszczegdlnych wzorcéw przetwarzania sekwencji in
silico i eksploracji danych (Zmora et al., 2019).

Bez watpienia najlepszym materiatem do badan mikrobiomu jelitowego, jego markeréw i
metabolitdw jest kat, poniewaz probki sg tatwe do pobrania, charakteryzujg sie duzym
zageszczeniem mikrobiologicznym i mogg by¢ analizowane z zastosowaniem rdznych technik

analitycznych i molekularnych.

2.4.1. Metody hodowli bakterii

Hodowla mikrobiologiczna, najstarsza technika stosowana do oceny mikrobiomu
jelitowego, jest stale udoskonalona. Przy zachowaniu odpowiednich warunkéw mozliwe jest
uzyskanie wielu taksondw, w tym izolatdw o duzych wymaganiach $rodowiskowych. Metoda
posiada jednak wiele ograniczen, a ogromna grupa mikroorganizmdéw, o ktérych obecnosci
Swiadczy baza metagenomowa, nie jest mozliwa do wyhodowania w warunkach laboratoryjnych.
Badanie ztozonych konsorcjéw bakteryjnych tg metodg stanowi kolejny problem. Skomplikowane

45



jest analizowanie biofilmu - mikrobiomu $luzéwki, a pomocnym narzedziem sg bioreaktory i
symulatory, ktére pozwalajg na badanie zaréwno konkretnych drobnoustrojéw, jak i catej
mikrobioty.

Obiecujacym podejsciem badawczym jest stosowanie urzadzen symulujgcych prace jelita -
symulatora ludzkiego jelitowego ekosystemu mikrobiologicznego (SHIME), modelu jelita cienkiego
i grubego, ktéry zawiera stabilng i funkcjonalng mikrobiote, np. do badan oddziatywania bakterii
z btong Sluzowg stosuje sie symulator M-SHIME (mucosal SHIME) (Joly et al., 2012).

Zaawansowane metody hodowli posiadajg wiele zalet, do ktérych nalezy obserwacja
bezposrednia drobnoustrojow, ich metabolitéw, chemicznych transformacji, i kinetyki, chociaz
zatozone oddziatywania syntroficzne sg trudne do odtworzenia, a szczepy w bioreaktorach rzadko
przyjmuja fizyczng postaé biofilmu lub innych struktur mikrobiologicznych, w obecnych warunkach

naturalnych.

2.4.2. Metody detekcji i ocenie iloSciowej metabolitéw niskoczgsteczkowych

Analiza metabolitow w prébkach katu dostarcza wielu informacji dotyczacych zaburzen
homeostazy mikrobioty jelitowej. Istnieje wiele markeréw wskazujgcych na kondycje mikrobiomu
jelitowego np. pH katu, pozwalajgcych oceni¢ zawartos¢ kwaséw ttuszczowych, zaburzone
trawienie i wchfanianie weglowodanéw oraz wykryé nietolerancje laktozy; obecnos¢ toksyn
bakteryjnych (np. Clostridium difficile, Helicobacter pylori), pozwalajgcych okresli¢ przyczyne
uciazliwych schorzen, np. dtugotrwatych biegunek (Vaira et al. 1999; Bartlett and Gerding 2008)
oraz wykrywanie niektdrych biatek, np. kalprotektyny, w celu monitorowania choroby zapalne;j
jelit (IBD) (Langhorst et al. 2008).

Ze wzgledu na chemiczng réznorodnosé niskoczgsteczkowych metabolitéw bakteryjnych
niezbedne jest zastosowanie wszechstronnych technik, w tym chromatografii, spektrometrii mas
i NMR. Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig mas (GC-MS) znakomicie sprawdza sie
w wykrywaniu lotnych zwigzkéw organicznych, natomiast NMR i chromatografia ciekfa sprzezona

ze spektrometrig mas (LC-MS) sg odpowiednie dla zwigzkdw bardzo polarnych i hydrofilowych.

2.4.2.1. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR)

NMR charakteryzuje wysoka powtarzalnosé, niezawodna identyfikacja zwigzku, krotki
protokot przygotowywania prébki (bez derywatyzacji chemicznej) i mozliwos¢ wykrycia zwigzkéw
niejonowych (jak cukry i alkohole) bez niszczenia ich struktury. Wadg tej techniki jest stosunkowa
niska czuto$¢ w poréwnaniu do spektrometrii mas (do 1000 razy na poziomie molarnym) (Deda et

al. 2015; Cajka and Fiehn 2016).
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NMR jest stosowany do detekcji aminokwasow, kwaséw karboksylowych, w tym krétko- i
Srednio-faricuchowych kwaséw ttuszczowych i ich pochodnych, a takze do wykrywania cukréw i

kwasow zétciowych.

2.4.2.2. Techniki wykorzystujgce spektrometrie mas

Spektrometria mas ma na celu oznaczenie konkretnych klas metabolitéw, np.
aminokwaséw, lipidow, weglowodanéw lub kwasoéw zdétciowych, i stuzy uzyskaniu profilu
metabolicznego, czyli zebraniu informacji o metabolicznym zréznicowaniu prébki (Melnik et al.
2017). Ukierunkowana analiza pozwala na uzyskanie wynikéw ilosciowych i umozliwia korelacje z
danymi metagenomowymi z sekwencjonowania NGS, pokazujac relacje pomiedzy bakteriamiiich
metabolitami.

Chromatografia gazowa lub cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas jest powszechnie
stosowang metodg analizy metabolitéw bakteryjnych. GC-MS jest metoda z wyboru dla detekcji
szerokiego zakresu zwigzkdéw, jak tez z powodu wysokiej czutosci i relatywnie prostej identyfikacji.
Analiza przy uzyciu technik chromoatograficznych wymaga etapu przygotowania probki katu
poprzez filtracje, wirowanie, destylacje prézniowa lub rozcienczenie badanych materiatéw i
przeprowadzenia w pochodne w zaleznosci od stosowanej detekcji.

Ztotym standardem do analizy szczegdlnie waznych metabolitédw: krétkotaricuchowych
kwasow ttuszczowych (SCFA) jest chromatografia gazowa, bedgca w zastosowaniu od 1952 roku

(Primec et al. 2017).

2.4.3. Metody biologii molekularnej w badaniu mikrobiomu

W ostatnich dwidziestu latach analiza bakteryjnego materiatu genetycznego zdominowata
badania nad mikrobiomem, a ograniczenia typowe dla metod hodowli bakteryjnych spowodowaty
radykalne obnizenie kosztéw oraz wzrost dostepnosci technik  wykorzystujgcych

sekwencjonowanie nukleotydéw na podstawie sekwencji genéw 16S rRNA (Tab. 6, Tab. 7).

2.4.3.1. Sekwencjonowanie typu shotgun i metagenomika (sekwencjonowanie DNA

pierwszej generacji)

Metagenomika stanowi metode analizy genomu ztozonego z ogétu mikroorganizmoéw
zasiedlajgcych dany mikrobiom. Metoda polega na sekwencjonowaniu wszystkich fragmentéw
DNA w prdbce, co obrazuje sktad i zréznicowanie mikrobiomu jelitowego (Sekirov et al. 2010;
Wang W-L. et al. 2015). Zaletg tej techniki jest mozliwos¢ identyfikacji nowych (funkcjonalnych)

gendw, z drugiej strony jednak nie pozwala uzyskac profilu ich ekspresji ani badaé¢ warunkéw
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regulacji procesdw zachodzacych w mikrobiomie (Teeling and Glockner 2012).

Sekwencjonowanie catego genomu metodg shotgun jest narzedziem czesto stosowanym
dla charakterystyki metagenomicznej mikrobiomu jelitowego. Dane uzyskane przy uzyciu tej
techniki zawierajg informacje na poziomie gendw, ktére moga by¢ zachetg do analizy milionéw
bakteryjnych mikrobiomdw. Technika ta polega na losowej fragmentacji DNA, sekwencjonowaniu
uzyskanych fragmentdw DNA i rekonstrukcji naktadajgcych sie fragmentéw w celu uzyskania
ciggtej sekwencji. Metoda jest nastawiona na zobrazowanie genetycznej rdznorodnosci
mikrobioty jelitowe] oraz jej sktadu taksonomicznego i pozwala na analize mikrobiomu z
chorobami w odniesieniu do innych czynnikdw np. zmienne Srodowisko, choroby itp. (De Vos
2009; Ranjan et al. 2016).

2.4.3.2. Sekwencjonowanie Nastepnej Generacji (NGS)

Podstawowg zasadg techniki NGS jest prowadzenie reakcji sekwencjonowania w jednym
czasie na wielu fragmentach, uzyskujgc naktadajgce i pokrywajgce sie odcinki nukleotydowe, ktére
w procesie analizy bioinformatycznej sktada sie do jednej, wypadkowej sekwencji. Bakteryjne 16S
rRNA stanowi na ogoét wystarczajagcy marker taksonomiczny, poniewaz zawiera regiony
konserwatywne oraz zmienne, charakterystyczne dla danych mikroorganizmoéw. Pierwszym
etapem jest uzyskanie profilu amplikonéw, ktére nastepnie sg sekwencjonowanie i analizowane
bioinformatycznie w celu uzyskania danych o relatywnym zréznicowaniu taksonomicznym
mikrobioty znajdujacej sie w badanej probce. W oparciu o podobieAstwo sekwencji
nukleotydowych, dane sg grupowane w odpowiednich operacyjnych jednostkach
taksonomicznych (ang. OTU - operational taxonomic unit). OTU sg pordwnywane do sekwencji
zdeponowanych w bazach danych, co pozwala identyfikowa¢ mikroorganizmy obecne w
mikrobiomie.

Wykorzystanie platformy NGS w sekwencjonowaniu 16S rRNA zwiekszyto mozliwosci
identyfikacji cztonkéw bakteryjnej spotecznosci o kilka rzedéw w stosunku do metody Sangera.
Poprzez sekwencjonowanie krétszego amplikonu uzyskuje sie znacznie wieksze pokrycie prébki, a
takze znacznie obniza koszty analizy.

Do najwiekszych zalet sekwencjonowania 16S rRNA nalezy dostepnos¢ wielu narzedzi
bioinformatycznych, pozwalajgcych na opracowanie uzyskanych danych. Programy te sa
bezptatne i stosunkowo tatwe w obstudze, m.in. QIIME (Quantitative Insights into Microbial
Ecology), mothur i USEARCH (ultra-fast sequence analysis).

Z powodu krétszych odczytéw uzyskanych z protokotdw NGS, (a szczegdlnie na platformie
Illumina), bakteryjna klasyfikacja wykorzystujagca sekwencjonowanie 16S rRNA niekiedy nie

pozwala na identyfikacje taksonomiczng ponad poziom rodzaju, pewnym dylematem jest takze
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wybér regiondw hiperzmiennych V1-V9, sktadajgcych sie na gen 16S rRNA, ktére majg by¢ brane
pod uwage w analizie NGS. Preferowanymi zestawami regiondéw do analizy NGS sg: V1/V2/V4,
V2/V3/V4, V2/V4 i V2/V3, ale systematyczne badanie efektywnosci pozwolito ustalié, ze region
V4/V5 generuje najmniejszg ilos¢ bteddw wynikajgcych ze ztej amplifikacji w poréwnaniu do
standardowo wykorzystywanych regiondw V3/V4. Okazato sie, ze fragmenty amplikonu PCR tak
krétkie jak 82 pz, skierowane na region zmienny 16S rDNA V5, majg wystarczajgcg dtugosé do
klasyfikacji bakterii na poziomie typu, a dtuzszy fragment amplikonu o wielkosci 100 pz w
potaczeniu z odpowiednio zaprojektowanym starterem i dalszg analizg dawat w rezultacie te same
informacje o klastrach, co krdtsza sekwencja 16S rRNA.

Obnizajace sie koszty tej techniki, jej duza czutos$¢ i przepustowos$é powoduja, ze jest

obecnie najczesciej stosowang metodg badania mikrobiomu jelitowego.
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Tabela 6 Techniki konwencjonalnej analizy mikrobiomu (Rezasoltani et al. 2020)

technika

hodowla bakteryjna

opis
hodowla wybranych bakterii
na podtozach selektywnych

zalety
niedroga metoda
pétilosciowa

wady
wyhodowana zostata
niewielkia czes¢
mikrobiomu
jelitowego, metoda
pracochtonna

ilosciowa reakcja
taricuchowa
polimerazy (qPCR)

kwantyfikacja 16S rRNA.
mieszanina reakcyjna
zawiera zwigzek, ktory
fluoryzuje, gdy wigze sie z
dwuniciowym DNA

szybka
charakterystyka
filogenetyczna,
metoda ilosciowa

zafatszowania PCR
(PCR bias), nie
charakteryzuje
nieznanych
gatunkdéw

elektroforeza w
gradiencie czynnika
denaturujgcego
(DGGE)

zelowa separacja amlikonéw
16S rRNA przy zastosowaniu
czynnika
denaturujacego/temperatury

pétilosciowa, mozna
zastosowacé
prazki/pasma do
dalszej analizy,
szybka

zafatszowania PCR
(PCR bias), brak
charakterystyki
filogenetycznej

polimorfizm dfugosci

startery znakowane
fluorescencyjnie oznacza sie
ilosciowo, nastepnie stosuje

niedroga, szybka,
metoda pétilosciowa

zafatszowania PCR
(PCR bias), brak
charakterystyki

terminalnych . . . .

i sie enzymy restrykcyjne w filogenetycznej, niska
fragmentow . . . y
restrykcyjnych (t- celu strawienia amplikonu rozdzielczo$¢

TyKeymny 16S rRNA. Strawione
RFLP) )
fragmenty rozdzielane sg
przez elektroforeze zelowa
znakowane fluorescencyjnie  brak zafatszowan PCR  zwigzana z
sondy oligonukleotydowe (PCR bias), sekwencjami sond —
hybrydyzujg charakterystyka nie charakteryzuje
fluorescencyjna komplementarnie z filogenetyczna, nieznanych
hybrydyzacja in situ docelowymi sekwencjami metoda pdtilosciowa  gatunkdéw
(FISH) 16S rRNA. Gdy zachodzi
hybrydyzacja, fluorescencje
mozna oznaczy¢ za pomoca
cytometrii przeptywowej.
sekwencjonowanie metoda charakterystyka droga, zafatszowania
. , Sangera, elektoforeza filogenetyczna, PCR (PCR bias),
sekwencjonowanie kapilarna, klonowanie petnej metoda ilosciowa racochtonna
genu 16S rRNA oparte P ! petne) P ’

na klonowaniu

dtugosci amplikonu 16S rRNA

zafatszowania
klonowania (cloning
bias)

duze rownolegte szybka, zafatszowania PCR
. . sekwencjonowanie charakterystyka (PCR bias), droga,
bezposrednie , . . .
. , frgmentéw amplikonédw 16S  filogenetyczna, pracochtonna
sekwencjonowanie e s
amplikonéw 165 rRNA T NA mozliwost
P identyfikacji
nieznanych bakterii

sekwencjonowanie masowe sekwencjonowanie droga, analiza danych
shotgun rownolegte catego genomu jest bardzo ztozona
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Tabela 7 Techniki "omiczne" stosowane w analizie mikrobiomu (Rezasoltani et al. 2020)

opis
badanie genomdéw mikroflory
jelitowej profilowane w

zalety
obszerne dane sekwencyjne,
dane dotyczace

wady
nie jest generowana
funkcja mikroflory

meta- wysokiej rozdzielczosci, funkcjonalnego wkfadu jelitowej
genomika charakterystyka struktur genéw  mikrobioty, niepotrzebne do
mikroorganizmow nie klonowania okreslonych
poddajacych sie hodowli genow
sekwencjonowanie wysoka przepustowosc, brak unikalnego
MRNA/cDNA w celu wysoka czutos¢, metoda protokotu, niska
profilowania ekspresji gendw w  kwantyfikacji, stabilnos¢
meta- wysokiej rozdzielczosci, charakterystyka znanej i drobnoustrojowego
. réznicowanie ekspresji gendw nieznanej mikroflory mMRNA,
transkryptomika -, .- - . . . .
drobnoustrojéw w réznych jelitowej, ocena interakcji reprezentatywnie
sytuacjach drobnoustrojow nieznane/potrzebne
fizjologicznych/srodowiskowych wielokrotne etapy
oczyszczania
biatka/peptydy sg zlokalizowanie i brak unikalnego
identyfikowane w celu monitorowanie nowych protokotu, nieznane
monitorowania i profilowania funkcjonalnych gendéw biatka w bazach
meta- biafek.wwy,sc_Jkiej“ _ _ danych, .
proteomika rozdzielczosci, zréznicowanej heterogeniczna
produkcji biatek stabilnos¢
drobnoustrojowych w réznych
warunkach fizjologicznych i
srodowiskowych
metabolomy sg analizowane szybka i tatwa analiza matej  brak
pod katem profilowania ilosci probki, w tym uniwersanelnego
metabolicznego katu/surowicy/moczu, protokotu,
drobnoustrojéw gospodarza efektywna czasowo, metabolity nieznane
informacja o wptywie w bazach danych,
mikroflory jelitowej na szczegdtowa
metabolomika zdrowie i choroby charakterystyka
zwigzku jest
pracochtonna,
wystepuje
kombinacja
czasteczek

gospodarza i bakterii
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3. Cel pracy

Celem pracy doktorskiej byto wykazanie interakcji kluczowych metabolitéw bakterii
jelitowych — krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych (SCFA) i lipopolisacharydu - stymulatora
proceséw zapalnych oraz znaczenia diety wysokobtonnikowej dla tych interakcji w odniesieniu do

zmian zachodzgcych w mikrobiocie jelitowej w przebiegu procesu nowotworowego u myszy.

Cel pracy realizowany byt z wykorzystaniem chemicznych markeréw endotoksyny i bakterii
Gram-ujemnych jako waznego wyznacznika destabilizacji homeostazy mikrobiomu jelitowego,
ktore wspdlnie z markerami metabolizmu bakteryjnego — krétkotancuchowymi kwasami
ttuszczowymi oraz sekwencjonowaniem DNA stanowi¢ moga uniwersalng platforme laboratoryjna

do badan translacyjnych mikrobiomu jelitowego na réznych modelach doswiadczalnych.
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4. Materiaty i metody

4.1. Zwierzeta doswiadczalne

W modelu nowotworu prostaty wykorzystano samce myszy C57BL6/J/cmdb (8-12 tygodni);
do modelu nowotworu jelita grubego uzyte zostaty samice myszy C57BL6/J/cmdb (6-9 tygodni).
Zwierzeta pozyskano z Centrum Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku. Uzyskano zgody Komisji Etycznej: 14/2014 oraz 04/2016 i 02/2018 (Lokalna Komisja
Etyczna do spraw doswiadczen na zwierzetach we Wroctawiu).

4.2. Linie komérkowe

W mysim modelu prostaty wykorzystano linie nowotworowe pochodzace z kolekcji ATCC:
TRAMP-C1 (CRL-2730) oraz TRAMP-C2 (CRL-2731). Hodowle prowadzono na podtozu Dulbecco
(Corning) z dodatkiem 5% FBS, L-glutaminy, surowicy, insuliny, trans-dehydroandrosteronu i
antybiotykéw (Foster et al. 1997).

W mysim modelu nowotworu jelita grubego wykorzystano dwie linie nowotworowe:
podstawowg MC38/0 oraz znakowang MC38/EGFP (Green Fluorescent Protein). Linie komérkowe
pochodzity z kolekcji IITD PAN, hodowle prowadzono na podtozu RPMI 1640 (Gibco) z dodatkiem
5% FBS (Sigma). Linie nowotworowe MC38 otrzymano w wyniku naprzemiennych pasazy in vivo/in
vitro. Wyprowadzony nowotwoér okreznicy mysiej MC38 jest gruczolakorakiem stopnia Ill, ktory
zostat chemicznie wywotany u samicy myszy C57BL/6 w 1975 r. przez Corbett i wsp. i od tego czasu
stosowany jest jako przeszczepialny model mysiego nowotworu (Corbett et al. 1975; Pajtasz-

Piasecka et al. 2004).

4.3. Pasza

Zwierzeta otrzymywaty pasze AIN-93G dla gryzoni (Zoolab) o skfadzie zamieszczonym w
tabeli 8 (sktad rekomendowany dla gryzoni przez Amerykanski Instytut Zywienia). Pasze
standardowa lub wysokobtonnikowg wprowadzano 30 dni przed rozpoczeciem wtasciwego
eksperymentu. Profil zywieniowy obejmowat rdéine sktadniki, w tym biatka, ttuszcze,
weglowodany, mineraty i witaminy w stezeniach odpowiednio dobranych dla prawidtowego
funkcjonowania gryzoni. Jako zrddto btonnika w eksperymentach zastosowano o-celuloze i

skrobie ziemniaczana.
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Tabela 8 Sktadniki zywieniowe w paszy standardowej i ze zwiekszonq zawartosciq bfonnika
(ZoolLab)

AIN-93G AIN-93G+btonnik

[%] [%]
skrobia kukurydziana 39,7486 24,7486
kazeina (>85% biatka) 20,0 20,0
maltodekstryna 13,2 13,2
sacharoza 10,0 10,0
olej sojowy 7,0 7,0
mieszanka mineralna (AIN-93g-MX) 3,5 3,5
witamina mix (AIN-93-VX) 1,0 1,0
L-cystyna 0,3 0,3
wodorowinian choliny 0,25 0,25
tert-butylohydrochinon (TBHQ) 0,0014 0,0014
a-celuloza / skrobia ziemniaczana (BLONNIK) 5,0 20,0
zawartos¢ weglowodandw ztozonych 44,7486 44,7486

4.4. Modele doswiadczalne

4.4.1. Model nhowotworu prostaty myszy

Do przeszczepiania komdrek nowotworowych zastosowano zawiesine komérek pochodzacych z
hodowli in vitro. Komérki w objetosci 0,05 ml zawieszone w soli fizjologicznej wszczepiano
ortotopowo myszom szczepu C57BL/6 w ilosci 2x10° komdrek/mysz. Przed zabiegiem myszy
znieczulono przy uzyciu buprenorfiny oraz izofuranu. Miejsce naciecia dezynfekowano jodyng,
nacinano skalpelem, a komorki wszczepiano w gruczot krokowy przy uzyciu igty 0,3 x 1,3 mm, po
czym zaktadano szwy. Stan zdrowia myszy kontrolowano codziennie, pomiary wielkosci guza
dokonywano przy uzyciu USG raz w tygodniu. Myszy z grupy kontrolnej poddano identycznemu
zabiegowi operacyjnemu, jednak zamiast komérek myszom do prostaty podano roztwér soli
fizjologicznej (Rys. 7).

Eksperymenty  byty prowadzone w  Laboratorium  Doswiadczalnej Terapii
Przeciwnowotworowej IITD PAN.

W eksperymencie badano trzy grupy myszy:

- grupa kontrolna — KONTROLA

- grupa z wszczepionymi komoérkami TRAMP-C1 — TRAMP-C1

- grupa z wszczepionymi komérkami TRAMP-C2 — TRAMP-C2

Grupa kontrolna sktadata sie z 5 osobnikéw, natomiast grupy badane z 7-10 osobnikow.
Prébki katu analizowano za pomocy: a. hodowli bezposredniej z identyfikacjg z zastosowaniem
spektrometrii MALDI-TOF, b. analizy SCFAs z zastosowaniem HPLC z detekcjg UV/Vis oraz c. analizy

3-0OH FAs z zastosowaniem GC-MS. Materiat pobierano kolejno od podania komdrek hodowlanych
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Rysunek 7 Schemat eksperymentu dla modelu nowotworu prostaty

4.4.2. Model nowotwordw jelita grubego myszy MC38

4.4.2.1. Model podskérny MC38/EGFP

Do przeszczepiania komodrek nowotworowych MC38/EGFP drogg podskdrng zastosowano
zawiesine pochodzgcg z hodowli in vitro. Komorki w objetosci 0,2 ml byty wstrzyknietwe pod skére
prawego boku (5x10° komérek MC38/EGFP/200 pl soli fizjologicznej strzykawka z igtg 0,5x25 mm).

W doswiadczeniu wykorzystano dwie grupy myszy otrzymujgcych pasze AIN-93G:

- grupa | utrzymywana na diecie standardowej, z 5%-zawartoscia a-celulozy

- grupa Il na diecie wysokobtonnikowej, z 20%-zawartoscia a-celulozy.

Modyfikacje wprowadzono w podstawowej paszy dla myszy AIN-93G (Zoolab) o skfadzie
zamieszczonym w tabeli 8. Pasza zostata wprowadzona jako jedyna karma 30 dni przed
rozpoczeciem wtasciwego eksperymentu (Rys. 8).

64 osobniki (16 osobnikdw w grupie) myszy szczepu C57BL6/J/cmdb (samice 6-9
tygodniowe, masa ciata 20-25g, pozyskane z Centrum Medycyny Doswiadczalnej Unwersytetu
Medycznego w Biatymstoku) podzielono na grupy:

- grupa kontrolna (K) na diecie standardowej (DS) (5% a-celulozy) — K-DS

- grupa kontrolna (K) na diecie wysokobtonnikowej (DW) (20% a-celulozy) — K-DW

- grupa z podanymi podskérnie (P) komdrkami MC38/EGFP na diecie standardowej
(DS) (5% a-celulozy) — MC38/P-DS

- grupa z podanymi podskérnie (P) komdrkami MC38/EGFP na diecie
wysokobtonnikowej (DW) (20% a-celulozy) — MC38/P-DW

Prébki katu oraz surowicy poddano testom: i. bakteryjnej hodowli bezposredniej z
identyfikacjg proteomiczng (spektrometria MALDI-TOF), ii. analizie SCFA (HPLC z detekcjg UV/Vis),
iii. analizie markeréw 3-OHFAs (GC-MS) oraz iv. sekwencjonowaniu NGS.

Materiat pobierano kolejno: w dniu podania komadrek nowotworowych (dzier 0.) oraz w 15.,
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Rysunek 8 Schemat eksperymentu dla modelu podskérnego nowotworu jelita grubego MC38/EGFP

4.4.2.2. Modele podskérny (P) i dojelitowy (DJ) MC38/0

Do przeszczepienia komérek nowotworowych drogg podskérng zastosowano zawiesine
pochodzacy z hodowli in vitro. Komérki zawieszone w soli fizjologicznej podawane byty pod skére
prawego boku (1x10° komdérek MC38/0 w 200 pl soli fizjologicznej, strzykawkg z igtg 0,5%25 mm).

W celu przeprowadzenia przeszczepu ortotopowego (dojelitowego) podskdrny guz MC38/0
o objetosci ok. 200 mm?3 zostat wypreparowany z myszy (wczesniej poddanej eutanazji). Guz zostat
umieszczony na szklanej szalce w ptynie Hanksa (PChO, IITD PAN) i za pomocg sterylnego skalpela
podzielony na fragmenty wielkosci 2-3 mm. Przygotowane skrawki zostaty wszyte w $ciany jelita
Slepego.

W badaniu myszy ktére otrzymywaty pasze o rdznej zawartosci btonnika; w badaniach
wykorzystaliSmy skrobie oporng typu 2, czyli surowa skrobie ziemniaczang, w znacznym stopniu
odporng na trawienie przez amylazy ssakéw. Jedna grupa otrzymywata pasze standardowg z 5%.
zawartoscig skrobi ziemniaczanej, druga grupa pasze wysokobtonnikowa z 20%. zawartoscig skrobi
ziemniaczanej. Modyfikacje wprowadzono w paszy dla gryzoni AIN-93G (Zoolab) o skfadzie
zamieszczonym w tabeli 8. Odpowiednie zywienie wprowadzono 30 dni przed rozpoczeciem
wiasciwego eksperymentu (Rys. 9, Rys. 10).

95 osobnikéw (15 osobnikdéw w grupie) myszy C57BL6/J/cmdb samice (6-9 tygodni, masa
ciata 20-25 g, Centrum Medycyny Doswiadczalnej Unwersytetu Medycznego w Biatymstoku)
podzielono na grupy:

- grupa kontrola (K) na diecie standardowej (DS) (5% skrobi ziemniaczanej) — K-DS

- grupa kontrola (K) na diecie wysokobtonnikowej (DW) (20% skrobi ziemniaczanej) — K-
DW

- grupa z podanymi podskornie (P) komdrkami MC38/0 na diecie standardowej (DS) (5%
skrobi ziemniaczanej) — MC38/P-DS

- grupa z podanymi podskérnie (P) komdrkami MC38/0 na diecie wysokobtonnikowej
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(DW) (20% skrobi ziemniacznej) — MC38/P-DW

- grupa z wszytymi dojelitowo (DJ) guzami nowotworowymi MC38/0 na diecie
standardowej (DS) (5% skrobi ziemniaczanej) — MC38/DJ-DS

- grupa z wszytymi dojelitowo (DJ) guzami nowotworowymi MC38/0 na diecie

wysokobtonnikowej (DW) (20% skrobi ziemniaczanej) — MC38/DJ-DW.

Prébki katu oraz surowicy poddano testom: i. analizie SCFA (HPLC z detekcjg UV/Vis), ii.
analizie markerow 3-OHFAs (GC-MS) oraz iii. sekwencjonowaniu NGS. W probkach tkanek jelita
grubego oznaczano poziom receptordow wigzacych krotkotaicuchowe kwasy ttuszczowe: GRP43
oraz GPR109A, oraz deacetylowanych produktéw. W modelu podskdérnym materiat pobierano w
dniu podania komoérek nowotworowych (dzier 0.) oraz w 9., 20. i 35. dniu eksperymentu. W
modelu dojelitowym materiat pobierano w dniu podania tkanki nowotworowej (dzier 0.) oraz w

20., 35.i 45. dniu eksperymentu.

Model podskérny MC38/0

,\
y\ eutanazaja
&

¥

Dzien -30 Dzien 0 Dzien 9 Dzien 20 Dzien 35
+ probka katu + probka katu + probka katu + probka katu
+ probka krwi + probka krwi + probka krwi + probka krwi
+ tkanka jelita grubego + tkanka jelita grubego + tkanka jelita grubego + tkanka jelita grubego

Rysunek 9 Schemat eksperymentu dla modelu podskérnego nowotworu jelita grubego MC38/0

Model dojelitowy MC38/0

\,\
y eutanazaja
&

Dzierr -30 Dzien 0 Dzien 20 Dzien 35 Dzien 45
+ probka katfu + probka kafu + probka kafu + probka kafu
+ probka krwi + probka krwi + probka krwi + probka krwi
+ tkanka jelita grubego + tkanka jelita grubego + tkanka jelita grubego + tkanka jelita grubego

Rysunek 10 Schemat eksperymentu dla modelu dojelitowego nowotworu jelita grubego MC38/0

4.5. Izolacja i hodowla bakterii z katu myszy
Probki katu sterylnie umieszczono w 5 ml bulionie cukrowym (PChO, [ITD) byty

57



transportowane w warunkach tlenowych i beztlenowych. Hodowle i izolacje prowadzono pod
komorg laminarng Il klasy bezpieczenstwa do hodowli bakteryjnych (Safeflow 1.2, Bioair). Po
rozdrobnieniu materiat zawieszono w ptynie hodowlanym za pomoca ezy i worteksu (Vortex-
Genie™ 2, Scientific Industries SI™), po czym wykonano posiewy redukcyjne na réznych podtozach
mikrobiologicznych (Tab. 9).

Bakterie poddano inkubacji w warunkach tlenowych, beztlenowych i mikroaerofilnych.
Hodowle beztlenowe przeoprowadzoino w pojemnikach GasPak Jars (BD BBL) z saszetkami GasPak
EZ (Anaerobic Container System). Hodowle mikroaerofilne prowadzono w inkubatorze 0,/CO,,

MCO-19M (Panasonic).

Tabela 9 Warunki inkubacji podfozy mikrobiologicznych

Warunki tlenowe Warunki mikroaerofilne Warunki beztlenowe
0, 5% 02, 10% COz, 85% N, < 1-0.5% O,
48 godz., 37°C 48 godz., 37°C 7 dni, 37°C
agar z krwig agar z krwig agar z krwig
agar macconkeya agar macconkeya X
agar SS agar ss X
X agar MRS agar MRS
« agar tioglikolanowy z sojg agar tioglikolanowy z soja
(TG+S) (TG+S)
X X agar Wilson-Blaira

Bakterie identyfikowano za pomocg analizy widm proteomicznych w aparacie MALDI-TOF

MS, z identyfikatorem bakterii MALDI Biotyper (Bruker).

4.6. Identyfikacja bakterii z zastosowaniem spektrometrii mas MALDI-TOF MS

Identyfikacje mikroorganizméw przeprowadzono za pomocg identyfikacji widma
proteomicznego MS (MALDI-TOF MS):

Metoda bezposrednia - przygotowanie prébki polegato na bezposrednim przeniesieniu z

podtoza agarowego pojedynczej kolonii bakteryjnej na ptytke do analizy MALDI (384-punktowa
ptytka MTP 384 target plate polished steel TF Bruker). Probe przykryto matrycg (1ul) do pomiaréw
na MALDI Biotyper (kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy (HCCA), 476870-2G, Sigma-Aldrich).

W metodzie posredniej pierwszym etapem byto przygotowanie roztworu matrycy kwasu a-

cyjano-4-hydroksycynamonowego (HCCA, 10 mg/ml mieszaniny (475 pl wody klasy MiliQ, 500 pl

acetonitrylu (HPLC grade)) i kwasu trifluoroctowego (25 ul) (Sigma-Aldrich), ktéry wymieszano
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przy uzyciu worteksu (Vortex-Genie™ 2, Scientific Industries SI™). Materiat byt ekstrahowany przy
uzyciu kwasu mrowkowego (Sigma-Aldrich): porcje komérek- pojedyncza kolonie przeniesiono za
pomocy ezy do 300 pl wody klasy MiliQ i wytrzgsano na worteksie przez okoto 1 min., po czym
dodano 900 pl etanolu (bezwodny do HPLC, WITKO) i ponownie wymieszano okoto 1 min. Komorki
wirowano (Centrifuge MiniSpin®, Eppendorf) w 13 000 rpm przez 2min., supernatant usunieto,
dodano 1 ml etanolu i powtdrzono ekstrakcje. Po usunieciu supernatantu osad komorek
zawieszono w 50ul 70% kwasu mréwkowego i dodano 50ul acetonitrylu, wymieszano za pomoca
pipety. Materiat wirowano w 13000 rpm przez 2 min. Przeniesiono 1ul supernatantu na ptytke do
MALDI (MTP 384 target plate polished steel TF, Brucker) i pozostawiono do wyschniecia, po czym

naniesiono 1ul matrycy.

Analiza MALDI-TOF MS

Analizy proteomiczne bakterii przeprowadzono z zastosowaniem aparatu oraz
oprogramowania i baz danych Biotyper 3.0 (Bruker). Przed pomiarem przeprowadzono kalibracje
aparatu rekomendowang przez producenta.

Widma proteomiczne rejestrowano w liniowym trybie dodatnim przy czestotliwosci lasera
200 Hz, w zakresie mas od 2000 do 20 000 Da.

Sumaryczne widma z okoto tysigca uderzen laserowych uzyskano w seriach po dwiescie z
pieciu pozycji punktowych, przy 40% intensywnosci lasera. W analizie zastosowano kryteria

identyfikacji sformutowane przez producenta. Wartosci punktowe:

ponizej 1,699 - identyfikacja niewiarygodna;

od 1,700 do 1,999; prawdopodobna identyfikacja rodzaju;

od 2,000 do 2,299; wiarygodna identyfikacja rodzaju, prawdopodobna identyfikacja gatunku;

od 2,300 do 3,000; wysoce prawdopodobna identyfikacja gatunkow.

4.7. Oznaczanie  krotkotancuchowych  kwaséw  tluszczowych  (SCFA) z
zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem
UV/Vis (HPLC UV/Vis)

Swiezo pobrane, zwazone prébki katu (0,2-0,5 g), zawieszone w 70% etanolu (HPLC)
rozdrobniono szklang bagietkg i wytrzasano przez minute. nastepnie wirowano w 4000 obr/min
przez 5 minut (Heraeus Biofuge Stratos). Wolne kwasy ttuszczowe obecne w prébie
przeprowadzono w pochodne hydrazynowe (Rys. 11).

Do 200-500 pl supernatantu dodawano 50 pl 200 mM standardu wewnetrznego (kwas 2-
etylomastowy, Sigma-Aldrich) w 50% metanolu (metanol do HPLC, POCH), 300 pl 3% v/v pirydyny

(SeccoSolv, Supelco, Merck) w etanolu (etanol bezwodny do HPLC, WITKO) oraz 300 ul 250 mM
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chlorowodorku N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimidu w etanolu (1-EDC, Sigma-

Aldrich) i 300 pl 20 mM chlorowodorku 2-nitrofenylohydrazyny w etanolu (2-NPH, Sigma-Aldrich).

CH, N CH; ON
H/_H\ N"""('iii;l\< E \; HNW'(’;H,,‘N/ 2NPH “ 3 H T >=\
| it CH; S O E \“'-‘- e HC—C—N E mhmﬁm{\\ )
N ‘*‘/TF H, N ‘H H, iti'——————vt/ So i \_/
N—C—CH, {l N—C—CH, HLC. !
R EDC i Intermediate N CHoNH
Acid H.

oN

T a0

HC = R/ SR ‘}\\_‘({/

N NH Derivative
HiC

Rysunek 11 Schemat reakcji derywatyzacji krotkotaricuchowych kwasoéw ttuszczowych do
pochodnych hydrazynowych

Prébki inkubowano w 60°C przez 20 minut (AccuBlock DigitalDry Bath, Labnet) po czym
zatrzymano reakcje poprzez dodanie 200 pl 15% NaOH (POCH) w metanolu (80:20 v/v). Prébki
inkubowano ponownie w 60°C przez 20 minut, po czym schtodzono do temperatury pokojowej.

Kolejnym etapem byta ekstrakcja w 2 ml 0,5 M H3PO, (Sigma-Aldrich) i z 2 ml eteru
dietylowego (Sigma-Aldrich) przez 3 minuty. Prébki wirowano w 4000 obr/min przez 5 minut
(Heraeus Biofuge Stratos), warstwe organiczng (gérng warstwe eterowg) przeniesiono do nowych
probowek i ekstrakcje powtdrzono.

Do potaczonych supernatantéw dodano 2 ml wody MilliQ, wytrzgsano przez 3 minuty, po
czym odwirowano w 4000 obr/min przez 5 minut. Warstwe organiczng (gérng warstwe eterowg)
przeniesiono do nowych probdwek i wysuszono pod azotem. Uzyskane pochodne po

rozpuszczeniu w 100 pl metanolu nanoszono na kolumne (20 ul).

Analiza pochodnych hydrazynowych SCFA za pomocg aparatu HPLC Waters 1525 z detektorem
Waters 2489 UV/Vis:

Kolumna C18: Kolumna Gemini-NX 5U C18 110A df: 250, srednica wew.:4,6 mm (Phenomenex)
Aparat HPLC Waters HPLC system (Waters 1525)

Temperatura kolumny: 50°C

Eluent: acetonitryl — metanol — woda (30: 16 : 54 v/v/v), pH=4,5, 1ml/min

Detektor: UV/Vis (A=400 nm) (Waters 2489)
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4.8. Oznaczanie 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych (3-OHFAs), markeréw
lipopolisacharydu (LPS) z zastosowaniem chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (GC-MS)

Badany materiat: surowice (100-200 pl) lub kat (0,2-0,5 g) poddano metanolizie w celu
uzyskania estrow metylowych kwasdw ttuszczowych. Do badanego materiatu dodawano 2 ml 2M
metanolowego roztworu HCl (22 ml metanolu na lodzie + kroplami 5 ml chlorku acetylu (Sigma-
Aldrich) i poddawano metanolizie w 85°C przez 18 godzin (AccuBlock DigitalDry Bath, Labnet), a
nastepnie schtodzono do temperatury pokojowej. Dodano standard wewnetrzny - 10 pg estru
metylowego deuterowanego kwasu 3-hydroksytetradekanowego (deu 3-OHC14:0, Sigma-
Aldrich).

Ekstrahowano estry kwaséw ttuszczowych przez dodanie do préobek 2 ml wody miliQ i 2ml
n-heksanu (Supelco) przez 3 min, wirowano w 4000 obr/min przez 5 min (Heraeus Biofuge
Stratos). Faze organiczng (gorng) przeniesiono do nowych probowek, ekstrakcje powtdrzono.
Potgczone fazy organiczne osuszono pod azotem (Rys. 12).

Pochodne hydroksylowanych kwasdéw ttuszczowych odzyskano za pomoca ekstrakcji fazy
statej (SPE): w pierwszym etapie kondycjonowano kolumny SPE (Strata® SI-1 Silica (55 pm, 70 A),
100 mg/1 mL, Phenomenex) przez naniesienie 2 ml eteru dietylowego (Sigma-Aldrich), a nastepnie
2 ml mieszaniny heksan:dichlorometan (Sigma-Aldrich). Prébki rozpuszczono w 1 ml mieszaniny
heksan:dichlorometan (1:1) i naniesiono na kolumny SPE. Kolumny SPE eluowano 2 ml mieszaning
heksan:dichlorometan (1:1), nastepnie kolumny SPE przeniesiono do nowych probdwek i
eluowano 2 ml eterem dietylowym dwukrotnie (2x2ml). Uzyskany materiat zawierat oczyszczone
estry metylowe 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych. Prébki osuszono pod azotem.

Estry metylowe kwaséw 3-OHFAs poddano derywatyzacji w celu uzyskania pochodnych
sililowanych: do osuszonych prébek dodano 50 pul bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamidu (Supelco,
Merck) oraz 5 pl pirydyny (Supelco, Merck), reakcje prowadzono w 60°C przez 20 minut. Dodano

50 ul heksanu, na kolumne z nanoszono 1 pul materiatu.

CH3, GHg CHa ForBSTFA,

CHg 5+ )( o )
. . K= CF3— C = N —Si(CHals
Sample —O: * CHy —si—x —> [Sample —O—Si—X] —> Sample—Cl—Sli—CHg + Hx |
|

[
CHg H CHj CH3 0

Rysunek 12 Schemat sililacji
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Pochodne 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych byty analizowane za pomocg GC-MS w
aparacie ITQ700 (Thermo Scientific), wyposazonego w detektor mas typu putapki jonowej oraz w
aparacie GC 7890B (Agilent), wyposazonego w detektor mas typu potréjnego kwadrupola.
GC-MS, aparat ITQ700 (Thermo Scientific). Zastosowano kolumne kapilarng Zebron Inferno ZB-

5HT, dt=30 m, $rednia wew.:0,25 mm, Srednica ziarna: 0,25 um (Phenomenex) (Tab.10).

Tabela 10 Warunki analizy pochodnych 3-OHFAs na GC-MS firmy Thermo Scientific

Chromatografia gazowa (GC)

Tempo wzrostu Temperatura [°C] Czas [min]
temperatury [°C/min.]
Warunki wyjsciowe - 150 3,00
Rampa/Skok 1 18,0 280 6,00

Temperatura nastrzyku (zaworu wlotowego): 250°C
Nosnik: staty przeptyw 1,0 ml/min.

MS Transfer Line: 280°C

Spektrometria aparat ITQ700 (Thermo Scientific)
Tryb skanu: Full scan

Zakres mas: 50-650

Zrédto jonéw: 220°C

GC-MS, aparat GC 7890B (Agilent)

Kolumna kapilarna DB-5ms Columns, df: 30 m, srednia wew.: 0,25 mm, $rednica ziarna: 0,25um
(Agilent)

Temperatura nastrzyku (zaworu wlotowego): 250°C

Nosnik: staty przeptyw 1,0 ml/min.

MS Transfer Line: 280°C

Spektrometr mas, aparat 700D (Agilent)

Tryb skanu: Full scan, MRM
Zakres mas: 50-650
Zrédto jonéw: 180°C

Oznaczanie stezenia lipopolisacharydu (LPS)

Stezenie lipopolisacharydu (LPS) za pomocg jego markerow okreslono przez oznaczenie
ilosciowe 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych (3-OHFAs), ktére sg zakotwiczone w
fosforylowanym disacharydzie glukozaminy, wspdlnie budujac lipid A. OznaczaliSmy kwasy 3-
hydroksylowe o dtugosci taricucha 10-18 atomdéw wegla; catkowitg zawarto$¢ LPS w probce
obliczano jako sume liczby nanomoli poszczegdlnych 3-OHFAs podzielong przez 4, co uwzglednia

cztery miejsca podstawienia lipidu A przez 3-OHFAs.
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3-OHFAs zebrano w grupy reprezentujace rzedy bakterii:

Rzad Enterobacteriales: 3-OH nC14:0

Rzad Bacteroidales: 3-OH iC15:0, 3-OH nC15:0, 3-OH nC16:0, 3-OH iC17:0, 3-OH nC17:0
Rzad Fusobacteriales: 3-OH nC14:0, 3-OH nC16:0

4.9. Oznaczanie poziomu receptoré6w GPR43 oraz GPR109A z zastosowaniem
testow immunoenzymatycznych ELISA

Prébki tkanek jelita grubego myszy (30 mg) rozcierano w mozdzierzu na suchym lodzie. Do
probek dodano 1000 pl schtodzonego buforu do lizy tkanek (40 mM Tris/HCI, pH 7,6; 8 M mocznik)
oraz zestaw inhibitoréw proteaz (1 tab. na 10 ml, Pierce Protease Inhibitor Tablets, Thermo
Scientific).

Prébki poddano homogenizacji (35 000 rpm przez 2 min.) na lodzie w aparacie TH-02 (OMNI
International). Materiat wirowano w 4°C przez 10 min. w 20 000 g (Centrifuge Z 36 HK, Hermle
Labotechnik), uzyskane supernatanty przeniesiono do nowych probéwek. Préobki przechowywano
w -70°C do czasu oznaczania poziomu receptoréow GPR43 i GPR109A z zastosowaniem testéw
immunoenzymatycznych.

Do oznaczania poziomu receptoréw GPR43 zastosowano test immunoenzymatyczny Mouse

Free Fatty Acid Receptor 2 (FFAR2) ELISA Kit (MyBioSource). Ptytke optaszczono przeciwciatami
specyficznymi dla GPR43 na ktdrg naniesiono standardy (10 ng/ml, 5 ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml,
0,625 ng/ml, 0,312n g/ml, 0,156 ng/ml, 0 ng/ml), probe Slepg oraz probki badane i supernatanty
uzyskane po homogenizacji tkanek jelita grubego. Ptytke zabezpieczono folig ochronng i
inkubowano w 37°C przez 2 godziny. Po tym czasie supernatanty usunieto, a na ptytke naniesiono
biotynylowane przeciwciata drugorzedowe i ponownie inkubowano w 37°C przez godzine.
Supernatant usunieto, a ptytke ptukano trzykrotnie, kazdorazowo pozostawiajgc odczynniki na 2
min. w dotkach. Dodano roztwér awidyny sprzezonej z peroksydazg chrzanowg (100 pl, Detection
Reagent B) po inkubacji w 37°C przez godzing, supernatant usunieto, a ptytke ponownie ptukano
pieciokrotnie roztworem do ptukania (300 pl, Wash Solution), kazdorazowo pozostawiajac
odczynniki na 2 min. w dotkach. Do studzienek naniesiono tetrametylobenzydyne (TMB),
inkubowano w 37°C przez 25 min, po czym reakcje zatrzymano przez dodanie roztworu kwasu
siarkowego. Pomiar absorbancji (A= 450 nm), prowadzono bezposrednio po zatrzymaniu reakgji,
w czytniku PowerWave™ XS Microplate Reader (BioTek).

Oznaczanie poziomu receptoréw GPR109A przeprowadzono za pomocy testu ELISA Mouse

G-Protein Coupled Receptor 109A (GPR109) ELISA Kit (MyBioSource). Ptytka zostata wczesniej

optaszczona przeciwciatami specyficznymi dla GPR109A.
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Wykonano krzywg standardowg wg instrukcji producenta (0 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 20
ng/ml, 40 ng/ml, 80 ng/ml). Materiat badanu- supernatanty uzyskane z homogenizacji tkanek jelita
grubego naniesiono do studzienek ptytki 96-dotkowej, dodano przeciwciato drugorzedowe
skoniugowane z peroksydazg chrzanowa, ptytke zabezpieczono i inkubowano (1h w 37°C) z
wytrzgsaniem na kotysce laboratoryjnej (3013, GFL). Ptytke pieciokrotnie ptukano roztworem do
ptukania, kazdorazowo pozostawiajagc odczynniki na 1 min. w studzienkach, nastepnie dodano
roztwor zawierajacy tetrametylobenzydyne (TMB), a nastepnie roztwér Chromogen Solution B, po
czym ptytke inkubowano w ciemnosci w 37°C przez 15 minut z wytrzgsaniem. Dodano roztwor
zatrzymujacy reakcje i prowadzono pomiar absorbancji (A= 450 nm) bezposrednio od zatrzymania

reakgji, przy uzyciu czytnika PowerWave™ XS Microplate Reader (BioTek).

4.10. Oznaczanie poziomu uzyskanych produktow deacetylowych przez HDAC (test
immunoenzymatyczny ELISA)

Oznaczanie poziomu uzyskanych produktéw deacetylowych przez HDAC przeprowadzono
w dwdch etapach: 1. przygotowanie ekstraktu jgdrowego z zastosowaniem zestawu CelLytic™
NuCLEAR™ Extraction Kit (NXTRACT, Sigma-Aldrich) oraz 2. oznaczenie w nim poziomu uzyskanych
produktow deacetylowych przez HDAC produktdw przy uzyciu zestawu kolorymetrycznego
Epigenase HDAC Activity/Inhibition Direct Assay Kit (Colorimetric) (Epigentek).

Przygotowano ekstrakt jgdrowy: do 0,1 M roztworu ditiotreitolu (DTT, 10 ul) dodano bufor
do lizy (1x Lysis Buffer, 1000 ul) oraz mieszanine inhibitoréow proteaz (10 pl). Fragmenty tkanek
dwukrotnie przemyto buforem PBS i dodano mieszanine buforu do lizy (1000 ul), inhibitoréw
proteaz i roztworu DTT. Wedtug instrukcji producenta tkanki jelita myszy homogenizowano
(35 000 rpm) aparatem TH-02 (OMNI International) do osiggniecia jednorodnej zawiesiny (ok.
2min.), a nastepnie wirowano w 11 000 g przez 20 min. (Centrifuge MiniSpin® plus, Eppendorf).
Supernatanty przeniesiono do nowych probéwek.

Przygotowano mieszanine roztworu 0,1 M DTT (1,5 ul), inhibitoréw proteaz (1,5 ul) oraz
buforu do ekstrakcji (147 ul, Extraction Buffer). Do kazdej prébki dodano 140 ul mieszaniny i
delikatnie wytrzgsano przez 30 min. na kotysce laboratoryjnej (MR-12 Rocker—Shaker, Biosan).
Prébki wirowano przez 5 min. w 20 000 g (Centrifuge Z 36 HK, Hermle Labotechnik), supernatanty
przeniesiono do nowych probowek. Tak uzyskany materiat przechowywano w temp. -70°C do
oznaczenia poziomu deacetylowanych produktéw w mieszaninie.

Poziom uzyskanych produktow deacetylowych przez HDAC oznaczano za pomoca
komercyjnego testu immunoenzymatycznego ELISA. Wykonano krzywg standardowg wg.

instrukcji (5 ng/ul, 2,0n g/ul, 1,0 ng/ul, 0,5 ng/ul oraz 0,2 ng/ul). Préby kontrolne zawierajgce po
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49 ul roztworu buforu testowego/blokujgcego (HDAC Assay Buffer, HO1) oraz 1 pl odczynnika
substratu dla HDAC (HDAC Substrate, HO2), standardy (49 pul roztworu buforu
testowego/blokujgcego (HDAC Assay Buffer, HO1) oraz 1 ul prébki standardu o odpowiednim
rozciericzeniu) oraz materiat badany (45 pl roztworu buforu testowego/blokujgcego (HDAC Assay
Buffer, HO1), odczynnika substratu dla HDAC (HDAC Substrate, HO2) oraz 4 pl badanego ekstraktu
jadrowego) naniesiono na ptytke do ELISA. Ptytke zabezpieczono i inkubowano w 37°C przez 90
minut.

Supernatant usunieto, a ptytke trzykrotnie przemyto (150 pl, 1x Wash Buffer), nastepnie
naniesiono przeciwciata (50 pl, Capture Antibody) i inkubowano w temperaturze 25°C przez 60
minut. Supernatant usunieto, ptytke przemyto (150 pul, 1x Wash Buffer), i dodano przeciwciata
detekcyjne (50 pl, Detection Antibody), ptytke poddano inkubacji przez 30 minut w temperaturze
25°C. Supernatant usunieto, ptytke przemyto (150 upl 1x Wash Buffer), i dodano roztworu
wywotujgcego reakcje(100ul Developer Solution) i inkubowano w temperaturze pokojowej, w
ciemnosci po 10min, reakcje zatrzymano (100 pl, Stop Solution), prowadzono pomiar absorbancji
(A= 450 nm), bezposrednio od zatrzymania reakcji, przy uzyciu czytnika PowerWave™ XS

Microplate Reader (BioTek).

4.11. Oznaczanie poziomu cytokin pro- i przeciwzapalnych, z zastosowaniem testow
immunoenzymatycznych ELISA

Do okreslenia stezenia cytokin w surowicy myszy wykorzystano testy immunoenzymatyczne
ELISA MAX Deluxe Set (BioLegend). Oznaczono poziom szesciu cytokin: TNF-a, IL-10, IFN-y, IL-6,
IL-12/1L-23 (p40), IL-17A.

Krzywe standardowe przygotowano wedtug instrukcji producenta: IL-6 (500 pg/ml), TNF-a
(500 pg/ml), IL-10 (2 000 pg/ml), IFN-y (1 000 pg/ml), IL-12/IL-23 (p40) (500 pg/ml) oraz IL-17A
(1 000 pg/ml).

Ptytki optaszczono odpowiednim przeciwciatem (100 pl Capture Antibody) i inkubowano w
temperaturze 2-8°C przez noc, nastepnie supernatant usunieto, ptytki przemyto roztworem do
ptukania (300 ul, Wash Buffer), po czym naniesiono roztwér blokujgcy (200 ul, 1xAssay Dilluent) i
inkubowano w temperaturze pokojowej przez godzine wykorzystujgc kotyske laboratoryjng (MR-
12, Biosan). Po usunieciu supernatantu, a ptytki przemyto roztworem do ptukania (300 pl, Wash
Buffer), po czym nasniesiono surowice badane (4-krotnie rozciericzone, 100 ul). Ptytki
zabezpieczono i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 godziny z wytrzgsaniem, po czym
ptytki ptukano roztworem do ptukania (300 pl, Wash Buffer). Naniesiono przeciwciata (100 pl,

Detection Antibody) i inkubowano przez godzine temperaturze pokojowej z wytrzgsaniem, po
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czym supernatant usunieto, ptytki przemyto i dodano roztwér awidyny-HRP (100 ul) i inkubowacije
powielono w temperaturze pokojowej przez 30 min. z wytrzgsaniem. Supernatant usunieto, a
ptytki przemyto i dodano roztwdr wywotujgcy reakcje (TMB Solution: rowne objetosci Substrat A
Solution oraz Substrat B Solution) i inkubowano przez 15 minut w ciemnosci. Nastepnie do
wszystkich studzienek dodano roztwér zatrzymujacy reakcje (100 ul, Stop Solution) i prowadzono
pomiar absorbancji (A= 450 nm), bezposrednio od zatrzymania reakcji, przy uzyciu czytnika ptytek

PowerWave™ XS Microplate Reader (BioTek).

4.12. Sekwencjonowanie NGS
Zestaw Stool DNA Purification Kit (EURx Molecular Biology Products) zostat uzyty do izolacji
materiatu DNA bakteryjnego z katu. Izolacja, oczyszczanie i analiza DNA zostaty przeprowadzone

w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej i Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki IITD PAN.

4.12.1. Izolacja DNA bakteryjnego

Izolacja DNA ) )
PCR | z adapterami Oczyszczanie DNA
(Met. 3.12.1.1,, — —>
(Met. 3.12.1.2) (Met. 3.12.1.3.) (Met. 3.12.1.4.)
et. 3.12.1.2.

v

Oczyszczanie
N produktu BN
(Met. 3.12.1.6.)

PCR Il zindeksami
(Met. 3.12.1.5.)

Walidacja
(Met. 3.12.1.7.)

\

taczenie prébek i
sekwencjonowanie

(Met. 3.12.1.8.)

Rysunek 13 Schemat izolacji bakteryjnego DNA

Izolacja DNA przebiegata etapami: izolacja DNA, PCR | z adapterami, oczyszczanie |, PCR Il z
indeksami, oczyszczanie Il, walidacja i taczenie prébek z sekwencjonowaniem. Pierwszym etapem

byto uzyskanie z prébek katu oczyszczonego materiatu DNA bakteryjnego (Rys. 13).

Izolacja DNA 1 (FastDNA™ Spin Kit)

Materiat DNA izolowano z katu myszy za pomocg zestawu FastDNA Spin Kit for Feces (MP
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Biomedicals), wedtug wskazan producenta. 500 mg katu przeniesiono do probdéwek (Lysing Matrix
E), dodano 825 pl buforu fosforanowego (PBS) oraz 275 ul roztworu PLS. Zawiesine uzyskano przez
wytrzgsanie (10-15 sekund, Vortex-Genie™ 2, Scientific Industries Sl), nastepnie prébke wirowano
w 14 000 g przez 5 min. (Centrifuge MiniSpin® plus, Eppendorf) i zebrano supernatant. Dodano
978 ul PBS i 122 pl buforu MT, i ponownie wytrzgsano.

Homogenizacje materiatu prowadzono przez 40 sekund z predkoscig 6 m/s (FastPrep-24
Classic Instrument, MP Biomedicals), po czym prébki wirowano w 14000 g przez 10 min.
Supernatant przeniesiono do nowych probdéwek (2,0 ml), dodano 250 ul roztworu PBS,
intensywnie mieszano, i poddano inkubcji w 4°C przez 10 minut. Materiat ponownie wirowano w
14 000 g przez 2 min. i supernatant przeniesiono do probdowek typu Falcon (15 ml) i dodano do
nich po 1 ml roztworu wigzgcego matryce (Binding Matric Solution), delikatnie wymieszano i
umieszczono na 3-5 minut na kotysce laboratoryjnej (MR-12 Rocker—Shaker, Biosan). Prébki
wirowano w 14000 g przez 2 min. (Heraeus Biofuge Stratos), supernatant usunieto, osad
zawieszono w 1 ml buforu (Wash Buffer #1).

600 pl zawiesiny pobrano do probéwek SPIN Filter i wirowano w 14 000 g przez 1 min.
(Centrifuge MiniSpin® plus, Eppendorf), po czym oprdzniono probowki znajdujgce sie pod filtrem
(odbierajace). Proces powtdrzono dla pozostatego materiatu, a nastepnie do probdwek z filtrem
dodano 500 pl buforu Wash Buffer #2, delikatnie wymieszano pipetg i ponownie wirowano w
14 000 g przez 2 min. Oprézniono probdéwki odbierajace, proces powtdrzono. Probowki z filtrem
zawierajgcym badany materiat pozostawiono do wyschniecia.

Osuszony materiat w probdéwkach SPIN Filter przeniesiono do probéwek odbierajgcych o
pojemnosci 1,9 ml i dodano 70 ul TES (2-[Tris(hydroxymethyl)methylamino]-1-ethanesulfonic
acid). Materiat zawieszono po czym wirowano w 14 000 g przez 2 min. w celu elucji oczyszczonego
DNA do probowek odbierajacych. Tak przygotowane prébki byly gotowe do reakcji PCR,
zamrazane w -20°C lub przechowywane w 4°C, jesli analiza byta kontynuowana.

Izolowane bakteryjne DNA byto przekazane do analizy w Laboratorium Genetyki Medycznej
w Centrum Badan DNA, gdzie przeprowadzono kolejne etapy oczyszczania oraz
sekwencjonowania DNA z zastosowaniem sekwenatora genomowego MiSeq (lllumina).
Opracowanie bioinformatyczne zostato zlecone w ramach analizy. Przygotowane zostaty biblioteki
(region V3-V4, 460 bp), i przeprowadzono sekwencjonowanie (~ 150 tys. sparowanych

odczytow/probke).

Izolacja DNA 2 (Stool DNA Purification Kit, EURXx)

Ekstrakcje prébek prowadzono zgodnie z protokotem zestawu. Bufor aktywacyjny (30 pl,

Buffer ST) naniesiono na minikolumny wigzgce DNA (DNA binding spin-column), pozostawiono w
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temperaturze pokojowej (nie wirowano) do czasu naniesienia lizatow na minikolumny.

Okoto 200 mg materiatu badanego (katu) przenoszono do probowek wypetnionych kulkami
szklanymi (Bead Tube) z buforem, zawieszono i prowadzono poprzez energiczne mieszanie.
Nastepnie dodano 60 pl buforu Lyse ST i wytrzgsano przez minute (Vortex-Genie 2, Scientific
Industries Sl), po czym prébki inkubowano przez 5 min w 70°C w bloku grzejnym (TS-100C, Biosan).
Probdéwki z materiatem przymocowano do worteksu w pozycji horyzontalnej i wytrzgsano przez
10 min., nastepnie wirowano w 12 000 g przez 2 min. 400 pl supernatantu przeniesiono do nowych
probéwek typu Eppendorf (2 ml) i dodano 400 pl buforu PR. Préobki wytrzgsano przez 5 sekund i
inkubowano przez 5 min na lodzie (0-4°C). Materiaty odwirowano w 12 000 g przez 2 min.,
supernatanty (550 pul) przeniesiono do nowych probéwek typu Eppendorf (2 ml). Dodano 650 pl
buforu Sol ST i 400 pl 96% etanolu. Prébki doktadnie wymieszano, a nastepnie wirowano przez
kilka sekund z predkoscig 11 000 g. 700 ul supernatantu przeniesiono na minikolumny wigzace
DNA. Prébki wirowano 1 min., 11000 g, supernatanty odrzucono, a ptukanie i wirowanie
powtdrzono celem przefiltrowania pozostatosci lizatu przez ztoze.

Minikolumny zawierajace badany materiat ponownie umieszczono w probdéwkach
odbierajgcych. 500 pl buforu ptuczacego (Wash STX) naniesiono na minikolumny i wirowano przez
1 min., 11000 g. Przesacze odrzucono, ptukanie i wirowanie powtdérzono, wydtuzajgc czas
wirowania do 2 min. Minikolumny umieszczono w nowych probdwkach typu Eppendorf (2 ml) i
naniesiono 70 pl buforu do elucji na powierzchnie membrany, pozostawiono na 2 min. w
temperaturze pokojowej, nastepnie wirowano przez 1 min., 11 000 g. Materiat w przesaczach
zawiera oczyszczone DNA. Materiat przechowywano w -20°C (dtugie przechowywanie) lub w 4°C,

jesli analiza byta kontynuowana.

PCR | z adapterami

W tym etapie za pomoca reakcji PCR multiplikowano fragmenty bakteryjnego DNA. Startery
z sekwencjami adapteréow uzyte w reakcji powodowaty dotfgczenie tych sekwencji do finalnego
produktu. W reakcji PCR zastosowano matryce (5 ng/ul), startery oraz enzymy (NEBnext Q5
HotStart HiFi PCR Master Mix, New England Biolabs). Reakcje przeprowadzono przy uzyciu
termocyklera (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad), w warunkach prezentowanych w tabelach 11, 12,
13. Po potaczeniu wszystkich sktadnikow reakcji probéwki szczelnie zamknieto i wytrzgsano 5-10
sekund (V-1 plus, Biosan), a nastepnie krdtko wirowano (mySpin12, Thermo Scientific). Otrzymany

materiat byt oczyszczany wedtug Met. 3.12.1.4.

Tabela 11 Sekwencje starterow
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Sekwencje starteréw

Starter Sekwencja 5’ — 3’
Forward TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
Reverse GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

Tabela 12 Sktadniki reakcji PCR
Skfadniki reakgcji

Skfadnik Objetos¢
Matryca 5ng/ul 2,50 pl
Forward pirmer 5,00 pl
Reverse primer 5,00 pl
Enzym NebNext 12,5 pl
Objetosé koricowa 25,0 ul

Tabela 13 Warunki reakcji PCR

Etap Temperatura Czas Cykle
| 98°C 30 sekund 25 razy
Il 98°C 10 sekund
55°C 30 sekund
72°C 30 sekund
1} 72°C 2 minuty
v 4°C oo

Oczyszczanie produktow PCR

Produkty PCR oczyszczono z pozostatosci starterdow i innych niepotrzebnych fragmentéw
DNA, ktére mogty znajdowac sie w prébce.

Do oczyszczania wykorzystano cate prébki po reakcji PCR | (25 ul). Kulki magnetyczne
(AMPure XP beads, Beckman Coulter) doprowadzono do temperatury pokojowej oraz zawieszono
w buforze. Prébki wyjeto z termocyklera (Met. 3.12.1.3.), wirowano 3-5 sekund w celu usuniecia
kondensatu na wieczkach probdwek. Do studzienek ptytki 96-dotkowej (Agilent 4200 TapeStation
system, Agilent) przenoszono catg probke po reakcji PCR | (25 ul) oraz 20 ul kulek magnetycznych.
Materiat mieszano i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Ptytke z naniesionym
materiatem wstawiono do statywu magnetycznego (BILATEST™ magnetic separator, Sigma-
Aldrich) na 2 minuty, po czym zebrano i uwaznie usunieto supernatant, pozostawiajgc ptytke na
statywie magnetycznym.

W kolejnym etapie materiat ptukano 80% etanolem (200 pl) na statywie magnetycznym,
po 30 sekundach ponownie ostroznie zebrano supernatant. Ptukanie powtérzono i przy uzyciu

najmniejszej koncéwki pipety usunieto reszte etanolu z prébek. Prébki na ptytce w statywie
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magnetycznym pozostawiono do osuszenia przez 3 minuty, nastepnie ptytke zdjeto ze statywu
magnetycznego. Do probek dodano 52,5 pl buforu Tris 10 mM (pH 8,5), wymieszano pipetg, i
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 minuty (bez wirowania i mieszania), po czym
wstawiono do statywu magnetycznego i ponownie inkubowano przez 2 min. Uzyskane

supernatanty (50 ul) przeniesiono do nowych probdwek do dalszych analiz.

PCR Il z indeksami

Na tym etapie do prébek zostaty przytaczone indywidualne indeksy, pozwalajgce na
identyfikacje bakterii pochodzacych z konkretnej prébki. Prébki przeniesiono do opisanych
stripdw do PCR (reszte — 45 pl — zamrozono). Utworzono niepowtarzalne pary indeksow,
przypisujac kazdej prébce jeden starter N7XX i jeden starter S5XX (Nextera™ DNA CD Indexes, 24
indexes — 24 samples, lllumina), co pozwolito na ich pdziniejszg identyfikacje. Pary indeksow
sprawdzono na sekwenatorze MiSeq (lllumina), tworzgc arkusz z prébkami. Dobrane pary
indeksdw nie powtarzaty sie. Nastepnie do podpisanych stripdw z prébkami dodano 5 ul
wybranych indekséw. Do probédwek dodano enzym (25 pl, NEBnext Q5 HotStart HiFi PCR Master
Mix, New England Biolabs) oraz 10 pl wody MilliQ. Zamkniete szczelnie prébki wytrzgsano przez
5-10 sekund na worteksie, i krétko zwirowano. Analize PCR Il przeprowadzono na termocyklerze

(T100 Thermal Cycler, Bio-Rad) wedtug schemnatu zawartego w Tab. 14 i 15.

Tabela 14 Sktadniki reakcji PCR Il

Sktadniki reakcji

Sktadnik Objetos¢
Matryca 5,00 pl
Starter Nextera XT N7XX 5,00 pl
Starter Nextera XT N5XX 5,00 pl

Enzym NebNext 25,0 pul
Woda MiliQ 10,0 pl
Objetosc koricowa 50,0 pl

Tabela 15 Warunki reakcji PCR 11

Warunki reakcji PCR

Etap Temperatura Czas Cykle
| 95°C 3 minuty 8 razy
Il 95°C 30 sekund
55°C 30 sekund
72°C 30 sekund
1 72°C 5 minut
v 4°C oo
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Oczyszczanie produktow PCR Il

Ten etap prowadzit do oczyszczenia produktu PCR z pozostatosci starteréw i innych
niepotrzebnych fragmentéw DNA, ktére mogty znajdowaé sie w prébce. Reakcji oczyszczania
poddano catg probke po reakcji PCR 11 (50 pl).

Procedura byta analogiczna do met. 3.12.1.4 do etapu dwukrotnego ptukania etanolem i
usuniecia go z prébek.

Probki na ptytce w statywie magnetycznym byty inkubowane z otwartymi wieczkami przez
3 minuty w celu odparowania pozostatosci etanolu. Nastepnie plytke zdjeto ze statywu
magnetycznego i do kazdej probki dodano 27,5 ul buforu Tris 10 mM, pH 8,5. Probki wymieszano
przy uzyciu pipety i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 minuty (bez wirowania i
mieszania), po czym wstawiono do statywu magnetycznego i ponownie inkubowano przez 2

minuty. Uzyskane supernatanty (25 pl) przeniesiono do nowych probdéwek do dalszych analiz.

Walidacja

Materiat przed analiza sekwencji DNA na aparacie MiSeq byt normalizowany, czyli
rozciedczany w celu uzyskania takiego samego stezenia DNA we wszystkich prébkach. Poprawna
normalizacja zapewnia jednakowe pokrycie wszystkich prébek np. w przypadku o$miu prébek
kazda z nich bedzie reprezentowana w przyblizeniu przez 12,5 % wszystkich sekwencji.

Stezenie dsDNA ustalono w kazdej z prébek na aparacie Quantus Fluorometer (Promega)
z zastosowaniem zestawu QuantiFluor dsDNA System zgodnie z procedurg producenta (Promega).
Przygotowano rozcieficzony bufor TE (z 20 x TE Buffer), a nastepnie barwnik (Working Solutions,
barwnik 1:400 QuantiFluor dsDNA Dye w buforze TE). Przygotowano kontrole: 100 ng/ul standard
DNA (Standard Sample) dodano do 200 pl buforu (Working Solution). Do nowych probdéwek do
PCR-u (0,5 ml) naniesiono 200 ul roztworu Working Solution, a nastepnie 2 ul préobki poddano
analizie we fluorymetrze.

Wszystkie probki doprowadzono do stezenia 4 nM przy uzyciu buforu Tris 10 mM, pH 8,5.

Analize jakosciowg rozktadu produktéw reakcji PCR przeprowadzono z zastosowaniem
systemu do automatycznej elektroforezy zelowej DNA i RNA (System Tapestation 4200, Agilent).
Do probdéwek dodano 2 ul prébki i 2 pl buforu High Sensitivity D1000 Sample Buffer oraz markery
masy. Przygotowano standard: 2 pl High Sensitivity D1000 Ladder dodano do 2 ul buforu High
Sensitivity D1000 Sample Buffer, worteksowano przez 1 minute (IKA® MS 3 Vortexer, IKA), a
nastepnie wirowano 5-10 sekund (mySpin12, Thermo Scientific). Tak uzyskany materiat
analizowano przy uzyciu aparatu do automatycznej elektroforezy zelowej DNA i RNA (System

Tapestation 4200, Agilent). Oczekiwana dtugos¢ produktu po reakcji PCR to okoto 550-600 par
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zasad.

tgczenie probek i sekwencjonowanie

Z materiatu przygotowanego na etapie walidacji (stezenie 4nM) pobrano 5 pl i potgczono w
jednej probdwce. Przygotowano kartridz (MiSeq Reagent Kit v2, 500-cycles, lllumina) (odwracajac
go kilkakrotnie, w celu wymieszania buforow) w temperaturze pokojowej, pozostate odczynniki
po rozmrozeniu przechowywano w lodowce w +4°C (na schtodzonym statywie lub w tfazni z
lodem).

Do probdéwki (1,5 ml) przeniesiono mieszanine prébek (5 ul) oraz 0,2 N wodorotlenek sodu
(5 ul). Do drugiej probéwki (1,5 ml) przeniesiono kontrole PhiX (5 ul) oraz 0,2 N wodorotlenek
sodu (5 pl), obie probéwki umieszczono na 5-10 sekund na worteksie, a nastepnie wirowano przez
1 minute w 280 g. Prébki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut, po czym dodano
990 pl buforu HT1. W wyniku rozcienczenia buforem HT1 powstaty biblioteki oraz kontrola PhiX o
koncowym stezeniu biblioteki 20 pM. Biblioteke oraz prébki kontrolne ponownie rozciericzono
buforem HT1 do otrzymania stezenia 6 pM (180 pl biblioteki/kontroli PhiX o stezeniu 20 pM oraz
420 pl schtodzonego buforu HT1). Wymieszano przez kilkukrotne obrdcenie probowek i
pozostawiono w tazni lodowe;j.

W nowej probdwce (1,5 ml) potgczono 30 pl kontroli PhiX o stezeniu 6 pM oraz 570 ul
biblioteki o stezeniu 6 pM. Cato$é przeniesiono na 16d i inkubowano do etapu denaturacji.
Przygotowano arkusz pracy w sekwenatorze MiSeq — wprowadzono dane o eksperymencie i
arkusz z probkami, oprdézniono butle z odpadami, wstawiono nowy bufor oraz komore
przeptywowa (flow cell). Gotowa biblioteke poddano denaturacji poprzez inkubacje przez 2
minuty w 96°C w termobloku (TS-100C, Biosan). Nastepnie prébke krétko wymieszano przez
odwracanie i inkubowano na lodzie przez 5 minut.

Gotowa biblioteke zatadowano na kartridz. W tym celu przebito czystym tipsem membrane
i natozono catg objetos¢ przygotowanego roztworu z bibliotekg (600 pl i przeprowadzono analize

za pomocg sekwenatora MiSeq.

4.12.2. Analiza danych sekwencjonowania DNA

W eksperymencie, w ktdrym analizowano wptyw diety o zwiekszonej zawartosci celulozy na
mikrobiom i przebieg procesu zapalnego wywotanego nowotworem MC38/EGFP.
Sekwencjonowanie zostato zlecone firmie zewnetrznej (Centrum Badan DNA Sp. z o0.0. w
Poznaniu). Analize przeprowadzono z zastosowaniem bazy danych GreenGenes. Biblioteki zostaty
przygotowane dla regionéw V3-V4 (460 bp). Sekwencjonowanie prowadzono w trybie ~ 150 tys.

sparowanych odczytow/prébke. Uzyskane dane dla probek wyjsciowych:
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Number of pairs of reads 1009782

Number of quality filtered reads 864096

Percentage of quality filtered reads 85,57%

Dla uzyskanych danych sporzadzono réwniez analizy B-diversity (wykresy analizy gtéwnych
sktadowych PCoA).

W eksperymencie dotyczacym analizy wptywu diety o zwiekszonej zawartosci skrobi
kukurydzianej na mikrobiom oraz przebieg procesu zapalnego wywotanego nowotworem MC38/0
podanym podskdrnie badZz dojelitowo. Sekwencjonowanie zostato w catosci wykonane w
Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN,
wraz z analizg bioinformatyczng (ktdrg przeprowadzit dr hab. tukasz taczmanski, prof. IITD PAN).
Wyniki byly zanalizowane z zastosowaniem bazy danych GreenGenes oraz Silva. Biblioteki zostaty
przygotowane dla regionéw V3-V4 (460 bp). Dane byty analizowane na internetowej platformie

QIIME II.

4.12.3. Analiza statystyczna

Analize statystyczng prowadzono za pomocg programu STATISTICA, wer. 13 (StatSoft, Inc.,
USA), z zastosowaniem testéw nieparametrycznych U Mann’a-Whitney’a, Kruskala-Wallisa oraz

korelacji rang Spearmana. Za istotne statystycznie uznano wartosci P mniejsze niz 0,05.
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5. Aparatura
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1. Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

- Waters 1525 Binary HPLC Pump;

- Waters 2489 UV/Visible Detector.

2. Chromatografia gazowa ze spektrometrig mas (GC-MS) firmy Thermo Scientific

- Spektrometr masowy ITQ 700;

- Chromatograf gazowy FOCUS GC;

- Autosampler TriPlus.

3. Chromatografia gazowa ze spektrometrig mas (GC-MS) firmy Agilent

Agilent GC 7890B GC System 700D

4. Spektrometr mas MALDI-TOF MS ultrafleXtreme firmy Brucker.

5. Wiréwka do probéwek Eppendorf:

Centrifuge MiniSpin® plus, bez chtodzenia, zawiera Rotor F-45-12-11, 230 V/50 — 60 Hz
6. Komora laminarna Il klasy bezpieczeristwa do hodowli bakteryjnych serii Safeflow 1.2
firmy Bioair.

7. Wiréwka wysokiej predkosci, w lodéwce, Heraeus ™ Biofuge ™ Stratos ™.

8. taznia wodna Grant JB Aqua 5 Plus.

9. Wytrzasarka kotyskowa MR-12 Rocker—Shaker firmy Biosan.

10.pH-metr stacjonarny FiveEasy™ F20/ FiveEasy Plus™ FP20 firmy METTLER-TOLEDO.
11.Mieszadto magnetyczne ES21 firmy WIGO.

12.Inkubator 0,/C0O,, MCO-19M firmy Panasonic.

13.Termomikser (grzanie i chtodzenie) TS-100C firmy Biosan.

14.Miniwiréwka mySpinl2 firmy Thermo Scientific, przystosowana do wirowania 12
probéwek o poj. 1,5/2 ml o maks. $r. 11 mm oraz 32 probéwek PCR 0,2 ml.
15.Worteks V-1 plus firmy Biosan.

16.System Tapestation 4200 firmy Agilent, do automatycznej elektroforezy zelowej DNA i
RNA.

17.T100 Thermal Cycler firmy Bio-Rad.

18.Sekwenator nowej generacji MiSeq firmy Illumina.

19.Reacti-Therm™ | #18822 Heating and Stirring Modules firmy Thermo Scientific.
20.Vortex-Genie™ 2 firmy Scientific Industries SI™.

21.Waga analityczna AX205 DeltaRange firmy METTLER-TOLEDO.

22.Termoblok, AccuBlock DigitalDry Bath, firmy Labnet.

23.Homogenizator FastPrep-24™ Classic Instrument, firmy MP Biomedicals.

24.Aparat Quantus™ Fluorometer (nr katalogowy: E6150, firma Promega).

25.Worteks IKA® MS 3 Vortexer (nr katalogowy: 0003617000, firma IKA).

26.Czytnik ptytek PowerWave™ XS Microplate Reader, firmy BioTek.
27.Homogenizator TH-02, firmy OMNI International.

28.Wytrzasarka kotyskowa MR-12 firmy Biosan



6. Wyniki
6.1. Model nowotworu prostaty u myszy (TRAMP-C1, TRAMP-C2)

W celu wstepnej weryfikacji tezy o mozliwosci monitorowania zmian zachodzgcych w
sktadzie i aktywnosci metabolicznej mikrobiomu jelitowego w czasie rozwoju nowotworu na
pierwszym etapie badan przyjelismy model nowotworu prostaty indukowanego u myszy. W
eksperymencie wykorzystano samce C57BL6/J/cmdb, ktérym zaaplikowano komaérki TRAMP-C1 (o
nizszej inwazyjnosc¢) lub komarki TRAMP-C2 (o wyzszej inwazyjnosci) bezposrednio do prostaty, z
odpowiednig grupa kontrolng. Poddalismy analizie prébki katu w kierunku badania sktadu
bakteryjnego (za pomoca klasycznej hodowli i identyfikacji w spektrometrze MALDI-TOF),
poziomu metabolitéow bakteryjnych - krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych (SCFA) oraz
markeréow lipopolisachrydu (LPSu) - 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych 3-OHFAs. Wyniki

zestawiono w odniesieniu do czasu trwania eksperymentu i stopnia rozwoju nowotworu.

6.1.1. Bakterie w mikrobiomie jelitowym myszy z nowotworem prostaty

Zastosowanie réznych warunkéw hodowli bezposrednej oraz spektrometrii MALDI-TOF
pozwolito na identyfikacje bakterii, ktdre wystepowaty w wszystkich prébach katu (niezaleznie od
typu nowotworu i etapu doswiadczenia) lub byly ograniczone do jednej grupy (Tab. 16). Szczepy
zidentyfikowane w systemie Biotyper osiggnety wartosci punktowe od 2,000 do 2,299, wymagane

do wiarygodnego rozpoznania rodzaju i prawdopodobnej identyfikacji na poziomie gatunku.

Tabela 16 Bakterie w mikrobiomie jelitowym myszy z nowotworem prostaty (hodowla
bezposrednia, identyfikacja MALDI-TOF).

Enterobacter hormaechei, Enterobacter cloacae, Enterobacter ludwigii, Enterobacter asburiae,

Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter pitti, Staphyloccocus xylosus, Lactobacillus murinus,

grupach

Lactobacillus johnsonii, Enterococcus faecalis, Enterococcus gallinarum

we wszystkich

Kocuria kristinae

v
g
i
<
§, =1 Pseudomonas monteilii Staphyloccocus hominis . .
S 5 . . . . » Staphyloccocus epidermidis
& Bacillus vallismortis Acinetobacter Iwoffii . .
SS . Acinetobacter calcoaceticus
2§ Arthrobacter castelli Pseudomonas monteilii

N
& | Filifactor villosum
2o
ER 1
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6.1.2. Profil krétkotaricuchowych kwasdéw ttuszczowych (SCFAs) w modelu nowotworu prostaty

Krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe: kwas octowy, propionowy i mastowy, zostaty
oznaczone w prébkach katu z zastosowaniem HPLC z detektorem UV/Vis (Tab. 17).

Krétko po zabiegu podania komoérek nowotworowych (5. dzied) nastgpit silny wzrost
stezenia SCFAs (w stosunku do stanu przed zabiegiem), prawdopodobnie jako skutek reakcji
organizmu na operacje. Zwiekszona produkcja SCFAs nie byfa zwigzana z wystgpieniem biegunki,
prébki katu posiadaty jednolitg strukture.

Stezenie kwasu octowego w prébkach katu byto podobne we wszystkich grupach (Rys. 14).
W 21. dniu poziom kwasu octowego byt istotnie wyzszy u myszy z nowotworem prostaty TRAMP-
C1 (indukowanym komadrkami o mniejszej inwazyjnosci) w odnienieniu do kontroli, natomiast dla
grupy TRAMP-C2 zaleznos$¢ ta wystgpita w 40. dniu.

Stezenie kwasu propionowego bylo zréinicowane, myszy z nowotworem prostaty
charakteryzowato ogdlnie wyisze stezenie kwasu propionowego w odniesieniu do grupy
kontrolnej, istotne w 40. dniu w grupie z nowotworem prostaty TRAMP-C2; dla grupy TRAMP-C1
istnieje podobna zaleznos$¢, jednak nieistotna statystycznie (Rys. 15).

Stezenie kwasu mastowego réwniez nie réznito sie znaczgco pomiedzy grupami, jedynie w
grupie myszy z nowotworem prostaty TRAMP-C2 wykazano nizsze stezenie tego zwigzku w kale w
porownaniu do grupy kontrolnej (dzien 0. i 57.). W trzecim tygodniu eksperymentu (dzien 21.)
poziom kwasu mastowego wzrdst u myszy z nowotworem prostaty o fagodniejszym przebiegu
TRAMP-C1 w pordwnaniu do zwierzat kontrolnych. Zaleznos$¢ taka obserwowano w grupie
TRAMP-C2 dopiero w pigtym tygodniu eksperymentu (dzien 40.) i nie byta ona istotna
statystycznie (Rys. 16).

Podsumowujac, w modelu nowotworu prostaty podczas rozwoju nowotworu wzrastat
poziom krétkotanicuchowych kwaséw ttuszczowych, przy czym dla modelu indukowanego
komérkami mniej agresywnymi TRAMP-C1 od 21. dnia, natomiast dla modelu nowotworu bardziej

inwazyjnego TRAMP-C2 - od 40. dnia eksperymentu.

76



Kwas octowy

300
270
240

210
150 I
120

% D

T

log(umol zwigzku/1g prébki katu)
g
*
HiBH

30

KONTROLA TRAMP-C2 TRAMP-C1
T Dzien 0 @ Dzien 5 @ Dzien 21 M Dzien 40 @ Dzien 57 ----- Mediana dla grupy

Rysunek 14 Stezenie kwasu octowego w probkach kafu w modelu nowotworu prostaty
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Rysunek 15 Stezenie kwasu propionowego w probkach katu w modelu nowotworu prostaty
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Rysunek 16 Stezenie kwasu mastowego w probkach katu w modelu nowotworu prostaty
* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem kontroli
** test U Manna-Whitneya, p<0.05 TRAMP-C2 vs. TRAMP-C1
Analiza wynikéw wykazata, ze pomiedzy 3. a 5. tygodniem eksperymentu wystgpity
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najwieksze istotne zmiany stezenia SCFAs (Tab. 17); w tym czasie zachodzity znaczne zmiany w
sktadzie mikrobioty jelitowej. W warunkach aktywnosci nowotworu dominacje zdobyty inne

bakterie, co odzwierciedlajg zmiany stezenia produktéw metabolizmu.

Tabela 17 Profil SCFAs w modelu nowotworu prostaty

SCFA [umol /1g katu]
0. dzien 5.dzien | 21.dzien | 40. dzien | 57. dzien
kontrola 83,51 129,65 39,75 38,45 50,93

Kwas octowy TRAMP-C2 82,39 39,04 55,88"
TRAMP-C1 70,76 50,28** 37,68 39,27
kontrola 23,35

Kwas propionowy TRAMP-C2 16,71
TRAMP-C1 18,81

kontrola 13,83
Kwas mastowy TRAMP-C2 | 11,13°

TRAMP-C1 12,90

* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem kontroli
** test U Manna-Whitneya, p<0.05 TRAMP-C2 vs. TRAMP-C1

16,81 22,99
20,53 10,43"
13,35 16,05

6.1.3. Profil 3-hydroksylowych kwasow ttuszczowych (3-OH FAs) w modelu nowotworu prostaty

3-hydroksylowe kwasy ttuszczowe, markery LPS, przyporzagdkowano do taksonéw (zgodnie
z Tab. 5, rozdz. 2.3.2.5, rozdz. 3.8).

3-0OHFAs zebrano w grupy reprezentujace rzedy bakterii:

Rzad Enterobacteriales: 3-OH nC14:0

Rzad Bacteroidales: 3-OH iC15:0, 3-OH nC15:0, 3-OH nC16:0, 3-OH iC17:0, 3-OH nC17:0

Rzad Fusobacteriales: 3-OH nC14:0, 3-OH nC16:0

Najwieksze zmiany odnotowano pomiedzy 3. a 5. tygodniem: poczgtkowo (21. dzienr)
nastgpit spadek obecnosci przedstawicieli Bacteroidales i Fusobacteriales w grupie myszy z
nowotworem prostaty indukowanym komarkami mniej inwazyjnymi (TRAMP-C1) w porédwnaniu
do kontroli i grupy TRAMP-C2 (Rys. 17). W pdinej fazie choroby obserwowalismy spadek
markerdw Bacteroidales i Fusobacteriales w obu grupach myszy z nowotworem (w odniesieniu do
grupy kontrolnej). W grupie TRAMP-C1 z nowotworem prostaty indukowanym komaérkami mniej

zjadliwymi taka sytuacja utrzymywata sie do 8. tygodnia eksperymentu. Nie obserwowano
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znaczacych zmian poziomu 3-OH nC14:0, markera rzedu Enterobacteriales, zwigzanych z

przebiegem procesu zapalnego (Rys. 17, Tab. 18).

79



Tabela 18 Stezenie 3-hydroksylowych kwasoéw ttuszczowych (3-OH FAs), markeréw LPSu, w probkach katu w modelu nowotworu prostaty

3-OH FAs [nmol/1g katu]

* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem kontroli
** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 TRAMP-C2 vs. TRAMP-C1

80

Grupa nC10:0 | nC11:0 | nC12:0 | iC13:0 | nC13:0 | iC14:0 | nC14:0 | iC15:0 | aC15:0 | nC15:0 | iC16:0 | nC16:0 | iC17:0 | aC17:0 | nC17:0 | iC18:0 | nC18:0
oS | KONTROLA | 0,28 0,24 0,51 0,10 0,26 0,45 9,32 5,34 1,72 | 1492 | 12,43 | 415,60 | 83,83 | 18,58 | 36,66 | 1,24 5,25
j§ TRAMP-C2 0,33 0,41 0,60 0,11 0,35 0,556 | 11,71 | 7,48* | 2,37 | 17,24 | 15,25 | 357,84 | 93,57 | 21,76 | 41,58 | 1,43 5,81
Q | TRAMP-C1 0,28 0,26 0,63 0,09 0,33 0,66 | 11,45 | 6,49 1,89 | 19,55* | 18,18 | 419,86 | 86,11 | 22,21* | 48,21* | 1,64 5,85
" KONTROLA | 0,23 0,21 0,69 0,14 0,32 0,79 | 10,48 | 6,76 2,30 | 12,17 | 14,54 | 966,49 | 163,61 | 39,49 | 30,56 | 3,39 7,97
'S | TRAMP-C2 0,25 0,22 0,73 | 0,04* | 0,29 0,72 | 12,07 | 9,15 2,33 | 19,44 | 14,38 | 659,65 | 157,14 | 32,87 | 38,95 | 2,95 9,79
q TRAMP-C1 0,17 0,18 0,69 0,14 0,34 1,42 | 10,21 | 6,80** | 2,05 12*'56 12,23 | 904,30 | 137,38 | 36,13 | 30,27 | 2,38 9,38
- KONTROLA | 0,16 0,15 0,85 0,24 0,34 1,49 | 13,28 | 9,38 2,63 | 17,04 | 15,93 | 471,66 | 115,99 | 27,73 | 47,79 | 2,76 8,98
'Q;J TRAMP-C2 0,38 0,28 0,95 0,12 0,34 | 0,35* | 10,54 | 6,29 2,44 | 13,27 | 14,60 | 552,70 | 129,89 | 28,83 | 53,11 | 3,92 6,74
S TRAMP-C1 0,08 | 0,07* | 0,45 0,13 0,25 0,55 9,00 5,15 1,79 | 7,35*% | 7,16* |244,84* | 62,49* | 13,78* | 25,62* | 1,41* | 5,39
- KONTROLA | 0,34 0,25 0,90 0,13 0,50 0,63 | 11,29 | 8,30 2,46 | 15,85 | 13,44 | 561,61 | 112,51 | 27,97 | 44,20 | 2,40 8,02
'Q;J TRAMP-C2 0,32 | 0,08* | 0,66 0,10 | 0,24* | 0,87 | 7,22* | 4,86 | 1,18* | 6,24* | 4,59* |163,60* | 33,36* | 8,48* | 18,85* | 1,43 3,51
S TRAMP-C1 0,40 0,12 0,83 0,09 | 0,20* | 0,75 9,07 543 | 1,44* | 6,93* | 6,83 |203,60*|50,56* | 11,20* | 23,77* | 1,43 4,90
~ | KONTROLA | 0,35 0,45 1,10 0,15 0,41 0,64 | 12,68 | 6,39 1,51 | 14,73 | 12,46 | 597,01 | 89,30 | 22,12 | 47,18 | 2,79 9,85
% TRAMP-C2 0,84 0,49 1,21 0,26 0,64 1,24 | 11,68 | 6,30 1,97 | 13,45 | 9,16 |254,89*| 61,49 | 16,21 | 69,46 | 2,34 | 14,48
E‘ TRAMP-C1 0,51 0,16 1,04 2’85 0,54 0,44 9,38 5,35 1,37 | 10,15 | 7,77 |276,20*| 67,74 | 15,41 | 44,33 | 2,66 | 13,85
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Rysunek 17 Stezenie 3-hydroksylowych kwasow ttuszczowych (3-OH FAs) w probkach katu w modelu nowotworu prostaty. Markery reprezentujg rzedy: a.

Bacteroidales; b. Fusobacteriales; c. Enterobacteriales
* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem kontroli; ** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 TRAMP-C2 vs. TRAMP-C
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Tabela 19 Stezenie 3-hydroksylowych kwasow ttuszczowych (3-OH FAs) w probkach katu w modelu

nowotworu prostaty, z wyrdznieniem odpowiadajgcych im rzeddw.

3-OH FAs [nmol/g katu]
Enterobacteriales | Bacteroidales | Fusobacteriales

'S kontrola 9,32 529,96 411,91
l§ TRAMP-C2 11,8 504,71 359,51
S | TRAMP-C1 11,69 624,62 472,26
S kontrola 10,41 795,61 629,26
l§ TRAMP-C2 10,77 750,18 554,13
'S kontrola 12,73 646,84 459,83
%_ TRAMP-C2 10,02 812,19 593,38
~ | TRAMP-C1 8,63 337,92 238,2
jg kontrola 10,99 633,6 491,9
%_ TRAMP-C2

S TRAMP-C1 8,99 318,5 239,52
%_ TRAMP-C2 10,2 377,8 261,28
B TRAMP-C1 9,4 392,05 287,64

* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem kontroli
** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 TRAMP-C2 vs. TRAMP-C1

Poréwnanie stezenia markerdw LPS na poziomie rzeddw wykazato, ze myszy z nowotworem
w obu grupach (TRAMP-C1 i TRAMP-C2) charakteryzowato istotnie nizsze stezenie markeréw
Fusobacteriales w kale. Podobng zalezno$¢ obserwowano dla rzedu Bacteroidales, ale tylko dla

grupy TRAMP-C1 (Rys. 18, Tab.19).
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Rysunek 18 Stezenie 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych (3-OH FAs) w probkach katu w
modelu nowotworu prostaty, z wyrdznieniem odpowiadajgcych im rzedow.
* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem kontroli
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Rysunek 19 Relacja miedzy rzedami Enterobacteriales (marker:3-OH nC14) i Bacteroidales
(markery: 3-OH (iC15+nC15+nC16+iC17+nC17) w probkach katu w modelu nowotworu prostaty

Zaleznos¢ pomiedzy markerami LPSu charakterystycznymi dla rzedow Enterobacteriales i
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Bacteroidales wykazata, ze tylko w grupie z silnie inwazyjnym nowotworem prostaty TRAMP-C2
wystapito przesuniecie rownowagi mikrobioty w kierunku Enterobacteriales (za sprawa wzrostu
stezenia 3-OH nC14) (Rys. 19c). Wynik ten wskazuje na znaczenie obecnosci nowotworu dla
modyfikacji mikrobiomu jelitowego i wywotany stan zapalny, prawdopodobnie z uwagi na
obecnos¢ LPSu zawierajgcego 3-OH nC14 - struktury wchodzacej u licznych Enterobacteriales w

sktad makroczasteczki bedacej ligandem dla receptora TLR4 (Rys. 19).

6.1.4. Zaleznosci pomiedzy metabolitami bakteryjnymi (SCFAs) a markerami LPSu w modelu

nowotworu prostaty

W modelu nowotworu prostaty o tagodniejszym przebiegu TRAMP-C1 poziom 3-OH iC16:0,
iC17 i aC17, charakterystycznych dla rzedu Bacteroidales, dodatnio korelowat ze stezeniem kwasu
octowego i propionowego, co potwierdza, ze przedstawiciele tego rzedu wydajnie produkujg

zarowno kwasu propionowy, jak i octowy (Tab. 20).

Tabela 20 Korelacje pomiedzy metabolitami bakteryjnymi (SCFAs) a markerami LPSu w modelu
nowotworu prostaty. Korelacja rangowa Spearmana, p<0.05

R p
S
e .
£ | Kwas propionowy vs. 3-OH nC12:0 -0,51 0,039
L
'C'IJ Kwas octowy vs. 3-OH nC12:0 -0,56 0,015
% Kwas propionowy vs. 3-OH nC12:0 -0,6 0,009
& |Kwas propionowy vs. 3-OH nC13:0 -0,48 0,043
Kwas octowy vs, 3-OH iC16:0 0,51 0,033
8. Kwas octowy vs. 3-OH iC17:0 0,54 0,021
S |Kwas octowy vs. 3-OH aC17:0 0,57 0,013
<
& | Kwas propionowy vs. 3-OH iC16:0 0,49 0,038
Kwas propionowy vs. 3-OH aC17:0 0,55 0,019

W oparciu o analize markeréw LPS zaobserwowano korelacje pomiedzy rzedami bakterii i
stezeniem SCFAs w grupie kontrolnej (zdrowych myszy), w tym ujemng korelacje kwasu
propionowego i rzedu Enterobacteriales. W grupie myszy z nowotworem prostaty indukowanym
komdérkami TRAMP-C2 zaobserowano liczne korelacje w zakresie SCFAs oraz dodatnie korelacje
bakterii rzedu Enterobacteriales, Bacteroidales i Fusobacteriales. W grupie z nowotworem

prostaty indukowanym komdrkami mniej inwazyjnymi TRAMP-C1 wystgpita korelacja poziomu

84



kwasoéw octowego, mastowego i propionowym oraz dodatnia korelacja z rzedéw Bacteroidales i

Fusobacteriales z kwasem octowym (Tab. 21).

Tabela 21 Korelacje pomiedzy metabolitami bakteryjnymi (SCFAs) a bakteriami wybranych rzedow.
Korelacja rangowa Spearmana, p<0.05

R t(N-2) p

Enterobacteriales & Bacteroidales 0,63 3,16 0,007
% Enterobacteriales & Fusobacteriales 0,60 2,91 0,011
E Enterobacteriales & Kwas propionowy -0,49 -2,18 0,046
£ | Bacteroidales & Fusobacteriales 0,99 24,51 0,000

Kwas octowy & Kwas propionowy 0,77 4,81 0,000

Enterobacteriales & Bacteroidales 0,66 3,62 0,002
N Enterobacteriales & Fusobacteriales 0,57 2,89 0,010
a |Bacteroidales & Fusobacteriales 0,97 15,57 0,000
g Kwas octowy & Kwas propionowy 0,87 6,92 0,000
= | Kwas octowy & Kwas mastowy 0,82 5,74 0,000

Kwas propionowy & Kwas mastowy 0,77 4,84 0,000
3 Bacteroidales & Fusobacteriales 0,97 16,28 0,000
a. | Bacteroidales & Kwas octowy 0,56 2,59 0,020
% Kwas octowy & Kwas mastowy 0,53 2,61 0,018
= | Kwas propionowy & Kwas octowy 0,89 8,02 0,000

Podsumowanie

Wyniki tego eksperymentu wykazaty znaczng zmieniennosé mikrobiomu jelitowego u myszy
z nowotworem prostaty w trakcie procesu chorobowego. Takie zaburzenie homeostazy
ekosystemu jelitowego moze wynikac z ucisku guzéw nowotworowych prostaty na jelita badz, co
bardziej prawdopodobne, z postepujacego procesu zapalnego. Nalezy zauwazy¢, ze w omawianym
eksperymencie nowotwor prostaty nie byt bezposrednio zwigzany z uktadem pokarmowym.

Analiza markeréw LPS oraz metabolitdw bakteryjnych pokazata, ze szczegdlnie intensywne
zmiany mikrobiomu zachodzity w srodkowej fazie badan, gdy przyrost guzéw prostaty byt
najwiekszy. Stezenie krétkotancuchowych kwasdéw ttuszczowych oznaczane w kale byto wtedy
istotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej; w przypadku nowotworu prostaty indukowanego
komdrkami o bardziej inwazyjnym charakterze TRAMP-C2 wzrost stezenia SCFA nastepowat
wczesniej niz w przypadku modelu TRAMP-C1.

Populacja bakterii produkujgcych SCFA w tych warunkach zwiekaszata sie, nasilat sie takze
proces zapalny, co wptyneto na absorpcje ich metabolitow przez kolonocyty i wzrost wydalania

SCFA z katem. Jednoczesnie miat miejsce znaczny spadek stezenia markeréw Bacteroidales w
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grupach myszy TRAMP-C1 i TRAMP-C2.

Wyniki wstepnych doswiadczen obejmujace dane na temat stezenia metabolitéw i
markerdw bakterii potwierdzity mozliwo$¢ wprowadzenia tych oznaczen do badania ekosystemu
jelitowego. Uznane zostaty za dobre uzupetnienie planowanego sekwencjonowania NGS,
prowadzgce do celu, tj. wyjasnienia zaleznosci w mikrobiomie jelitowym podczas rozwijajgcego
sie procesu nowotworowego i réwnolegle wystepujgcego zapalenia. Obserwacje te zostaty

wykorzystane w kolejnych eksperymentach.

6.2. Model nowotworu jelita grubego MC38/EGFP - model podskérny

W doswiadczeniu na modelu nowotworu jelita grubego MC38/EGFP komérki nowotworowe
byly podane podskdrnie, wprowadzona zostata pasza z wysokg zawarto$cig a-celulozy (pasza
wysokobtonnikowa), w zwigzku z tym wydzielono cztery grupy myszy: pod wzgledem podania lub
niepodania komérek MC38/EGFP oraz diety (paszy) wysokobtonnikowej (DW) i diety (paszy)
standardowej (DS).

6.2.1. Bakterie mikrobiomu jelitowego myszy w modelu howotworu jelita grubego MC38-EGFP -
sekwencjonowanie NGS

Profil mikrobioty jelitowej w grupach myszy otrzymujgcych diete z wysoka zawartoscig a-
celulozy (20%) w istotny sposdb réznig sie od grup utrzymywanych na paszy standardowej (5% a.-
celulozy): zaréwno grupa z nowotworem (MC38/EGFP-DS), jak i kontrolna (K-DS)
charakteryzowaty sie wiekszym udziatem Actinobacteria oraz Firmicutes (gtdwnie bakterie Gram-
dodatnie), a mniejszg Verrucomicrobia i Bacteroidetes (bakterie Gram-ujemne) (Rys. 20).
Sekwencjonowanie prébek katu przeprowadzono interwatach czasowych, w dniu 0., 15., 30. i 45.

Grupy z nowotworem charakteryzowaty sie mniejszym udziatem Actinobacteria i
Verrucomicrobia w poréwnaniu do grupy kontrolnej, natomiast w mikrobiomie myszy
otrzymujgcych pasze wysokobtonnikowg (MC38/EGFP-DW) odnotowano wzrost udziatu
Verrucomicrobia na niekorzy$¢ Bacteroidetes (w poréwnaniu do grupy kontrolnej). Dieta
wysokobfonnikowa istotnie wptywata na sktad mikrobiomu jelitowego, poniewaz u myszy
otrzymujacych pasze o zwiekszonej zawartosci a-celulozy wzrastat udziat Bacteroidetes oraz
Verrucomicrobia, a obnizat Actinobacteria i Firmicutes. Zmiany te dotyczyly myszy zdrowych
otrzymujacych diete wysokobtonnikows, jak tez zwierzat chorych, chociaz w mniejszym stopniu
(Rys. 21).

Ogdlna zaleznos¢ w mikrobiomie myszy zdrowych wzgledem myszy z nowotworem

86



dotyczyta dominacji Verrucomicrobia nad Firmicutes, ktérych poziom wzrastat w obecnosci
rozwijajgcego sie guza (Rys. 21).

Pasza wzbogacona a-celulozg znaczgco zmieniata proporcje bakterii w mikrobiocie,
stymulujac preferencyjny rozwdj Bacteroidetes, Tenericutes oraz Verrucomicrobia i redukujac
poziom Actinobacteria, Cyanobacteria oraz Firmicutes. Rdznice pomiedzy grupami kontrolnymi a
grupami z nowotworem nie byty statystycznie istotne, wydaje sie wiec, ze to dieta byta kluczowa
zmienng wplywajgca na sktad mikrobioty, a nie toczacy sie proces chorobowy (Rys. 21, 22).

Obecnos¢ nowotworu miata wptyw na preferencyjny wzrost bakterii z rodzaju
Bacteroides, Dehalobacterium i Ruminococcus oraz rodziny Christensenellacea. Przewlekty stan
chorobowy wigzat sie ze spadkiem poziomu bakterii rodziny Rhodospirillaceae, ale rozwijajacy sie
nowotwdr miat mniejszy wptyw na mikrobiom jelitowy niz wzrost zawartosci btonnika
pokarmowego w paszy. W tabelach (Tab. 22, 23, 24) wykazano istotne statystycznie réznice

pomiedzy rodzajami bakterii.
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K-DS: Dzieri O K-DS: Dzier 15 K-DS: Dzieri 30 K-DS: Dzieri 45
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w Bacteroidetes

w Cyanobacteria
Fimicutes

M Proteabacteria

) _

B Tenericutes

B Verrucomicrobia

Rysunek 20 Wykresy schematycznie ukazujgce proporcje typow bakterii w badanych probkach
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Rysunek 21 Udziat procentowy bakterii na poziomie taksonomicznym typu. K — grupa kontrolna; MC38 — grupa z nowotworem; DS — dieta standardowa; DW
— dieta wzbogacona btonnikiem — a-celulozg
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Rysunek 22 Udziat procentowy bakterii w kale na poziomie taksonomicznym typu. K — grupa kontrolna; MC38 — grupa z nowotworem; DS — dieta
standardowa,; DW — dieta wzbogacona bfonnikiem — a-celulozg * Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS




W przypadku zwiekszonej podazy a-celulozy (5% vs. 20%) w mikrobiomie jelitowym myszy
nastepowat spadek licznosSci Propionibacterium, Bifidobacterium, Adlercreutzia, Lactobacillus,
Allobaculum i Ralstonia oraz bakterii rodzin  Coriobacteriaceae, Clostridiaceae,
Peptostreptococcaceae i Mogibacteriaceae. Pasza z wysokg zawartoscig btonnika sprzyjata
wzrostowi obecnosci Parabacteroides, Coprobacillus, Anaeroplasma oraz Akkermansia (Tab. 23,
24§ 25).

Réznorodnos¢ B mikrobiomdéw zobrazowano na wykresie PCoA (analiza gtéwnych

sktadowych) na podstawie metryki UniFrac unweighted i weighted (Rys. 23).

[ Koa
C2 (18.31 %) ’. .Kﬁd
\ N ¥ o PC2 (1096 %) ¢ = :z
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a4 . . [l K304
o o _ [ Kpasa
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© [l Mcsssod
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Rysunek 23 Rdéznorodnos¢ 8 mikrobiomdw zobrazowana na wykresie PCoA (analiza gtdwnych
sktadowych) na podstawie metryki UniFrac unweighted i weighted; gfdwne osie zmiennosci zostaty
wyodrebnione z macierzy odlegfosci. Obecnosc btonnika (a-celulozy) wptywa na sktad mikrobioty.
Kazdy punkt reprezentuje grupe badang. a. unweighted PCoA; b. weighted PCoA
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Tabela 22 Mediana ilosci odczytéw sekwencji DNA (NGS) w grupach, na poziomie rodzaju; K — kontrona, MC38 — nowotwar jelita grubego (rdznie istotnie

statystycznie); Test Kruskalla-Wallisa, p<0,05

MC38/EGFP- | MC38/EGFP-
Rodzaj K-DS K-DW D/S D(N
[mediana odczytow]

k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Propionibacteriaceae;g__Propionibacterium 9 4 234 20
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f _Bifidobacteriaceae;g__Bifidobacterium 685 (1N 193¢ 3
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;,f _Coriobacteriaceae;g__ 5827 1J 1394, (1N
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f _Coriobacteriaceae;g__Adlercreutzia 584 1824 632 199
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f ;g 0 0 11831 0
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f _Bacteroidaceae;g _Bacteroides 16 1 40314 11734
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f _Rikenellaceae;g 295 6355 211149 41651
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f S24-7,g 10446 7781 7894 33661
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f _Lactobacillaceae;g__Lactobacillus 5940 2933, 8491 29624,
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;Other;Other 3 od 4 od
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f ;g 3004 65071 5767 4906
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f _Christensenellaceae;g 3 2 o1t 4
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f _Clostridiaceae;g__ 259 50 6251 87
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f _Dehalobacteriaceae;g __Dehalobacterium 30 50 68 841
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f _Lachnospiraceae;Other 2 0 141 2
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f _[Mogibacteriaceae];g__ 9 4 16 20
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f _Erysipelotrichaceae;g 147 3934 93 51719
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f _Erysipelotrichaceae;g__Allobaculum 13612 2 66964 6504,
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o_ RF32;f ;g 13 ol 34 11
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f _Oxalobacteraceae;g__Ralstonia 38 17 39 20
k__Bacteria;p__Tenericutes;,c__Mollicutes;o__Anaeroplasmatales;f _Anaeroplasmataceae;g__Anaeroplasma 55 3051 93 136
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Verrucomicrobiae;o__Verrucomicrobiales;f _Verrucomicrobiaceae;g__Akkermansia 8526 141091 9469 177517
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Tabela 23 Rodzaje bakterii uzyskane w wyniku sekwencjonowania NGS préobek katu z podziatem na zwierzeta zdrowe i chore (réznigce sie istotnie statystycznie),
Test Mann’a-Whitney’a, p<0,05

. Kontrola ‘ MC38/EGFP

Rodzaj
[mediana odczytéw]

k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f ;g 0 9661
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f _Bacteroidaceae;g__Bacteroides 1 10891
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f _Christensenellaceae;g__ 3 VAN
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f _Dehalobacteriaceae;g__Dehalobacterium 35 751
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f _Ruminococcaceae;g__Ruminococcus 149 2161
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o__Rhodospirillales;f _Rhodospirillaceae;g__ 2 od
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Tabela 24 Rodzaje bakterii uzyskane w wyniku sekwencjonowania NGS probek katu z podziatem na stosowangq diete (réznigce sie istotnie statystycznie), Test

Mann’a-Whitney’a, p<0,05

Dieta standardowa

Dieta wysokobtonnikowa

Rodzaj

[mediana odczytéw]
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Actinomycetales;f _Propionibacteriaceae;g__Propionibacterium 12 2)
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Actinobacteria;o__Bifidobacteriales;f _Bifidobacteriaceae;g__Bifidobacterium 378 od
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f _Coriobacteriaceae;g__ 2765 1J
k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f _Coriobacteriaceae;g__Adlercreutzia 588 1990
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f _Porphyromonadaceae;g__Parabacteroides 1304 651219
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Bacteroidia;o__Bacteroidales;f _Rikenellaceae;g__ 631 60621
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__Chloroplast;o__Streptophyta;f ;g 3 ol
k__Bacteria;p__Cyanobacteria;c__ML635J-21;,0__;f ;g 18 6¢
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Bacilli;o__Lactobacillales;f _Lactobacillaceae;g__Lactobacillus 6970 29624,
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;Other;Other 3 o
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f _Clostridiaceae;g__ 267 624,
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f _Peptostreptococcaceae;g__ 3329 13154
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f _[Mogibacteriaceae];g__ 12 3J
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f _Erysipelotrichaceae;q__ 123 4921
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f _Erysipelotrichaceae;g__Allobaculum 10098 414
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f _Erysipelotrichaceae;g__Coprobacillus 1 771
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;o _RF32;f ;g 13 od
k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o__Burkholderiales;f _Oxalobacteraceae;g__Ralstonia 39 104
k__Bacteria;p__Tenericutes;c__Mollicutes;o__Anaeroplasmatales;f _Anaeroplasmataceae;g__Anaeroplasma 73 2201
k__Bacteria;p__Verrucomicrobia;c__Verrucomicrobiae;o__Verrucomicrobiales;f _Verrucomicrobiaceae;g__Akkermansia 9401 158771
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6.2.2. Profil markerdéw lipopolisacharydow

U myszy otrzymujgcych pasze wysokobtonnikowg (20% a-celulozy) wystepowata zmieniona
proporcja Firmicutes do Bacteroidetes oraz obnizone stezenie 3-OH FAs, markerédw LPSu, w
porédwnaniu do myszy otrzymujgcych pasze standardowg. Dieta wysokobtonnikowa sprzyjata
spadkowi poziomu Firmicutes, a wzrostowi Bacteroidetes. Mozna zauwazy¢, ze u zwierzat
spozywajgcych pasze o zwiekszonej zawartosci o-celulozy, pomimo wzrostu poziomu
Bacteroidetes (bakterie Gram-ujemne) i spadkiem Firmicutes (gtéwnie bakterie Gram-dodatnie),
ogolne stezenie markeréw LPSu w kale myszy obnizato sie (Rys. 24, 25, 26).

Sekwencjonowanie NGS wykazato, ze myszy z nowotworem MC38/EGFP charakteryzowaty
sie zwiekszong zawartoscia bakterii rodzaju Bacteroides, co potwierdzita analiza profilu 3-OH FAs:
u tych myszy wystepuje wzrost stezenia 3-OH FAs charakterystycznych dla Bacteroides.

Stezenie SCFA u tej grupy byto obnizone w stosunku do stezenia SCFA w grupach

otrzymujgcych pasze z 5%-zawartoscig a-celulozy (wyjatkiem jest kwas mlekowy).

Tabela 25 Udziat bakterii typu Firmicutes i Bacteroidetes w mikrobiomie jelitowym myszy w modelu
nowotworu jelita grubego MC38/EGFP, na podstawie markerow 3-OH FAs; K-kontrola;
MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta standardowa; DW-dieta wysokobtonnikowa (a-

celuloza)

O.dzien | 15.dzier | 30.dzien | 45.dzien |

Firmicutes 46,19% 43,79% 59,03% 62,87%

K-DS Bacteroidetes 21,97% 31,75% 18,21% 16,57%

Firmicutes: Bacteroidetes 2,1 1,38 3,24 3,79

Firmicutes 30,60% 30,91% 34,34% 27,94%

K-DW Bacteroidetes 35,01% 43,89% 39,78% 42,53%
Firmicutes: Bacteroidetes 0,874 ‘ 0,863

Firmicutes 50,31% 59,88% 52,97%

MC38/EGFP-DS Bacteroidetes 28,85% 14,19% 24,72%

Firmicutes: Bacteroidetes 1,74 4,22 2,14

Firmicutes 34,27% 28,39% 32,60%

MC38/EGFP-DW Bacteroidetes 36,18% 36,02% 34,26%

Firmicutes: Bacteroidetes 0,947 0,788 0,952
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Rysunek 24 Udziat bakterii typu Firmicutes w mikrobiomie jelitowym myszy w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/EGFP na podstawie markerow 3-OH FAs; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-
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Rysunek 25 Udziat bakterii typu Bacteroidetes w mikrobiomie jelitowym myszy w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/EGFP na podstawie markerow 3-OH FAs; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-
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Rysunek 26 Proporcja Firmicutes i Bacteroidetes w mikrobiomie jelitowym myszy w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/EGFP na podstawie markerow 3-OH FAs; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-

dieta standardowa; DW-dieta wysokobfonnikowa (a-celuloza)
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Myszy otrzymujace pasze z wyzszg zawartoscig a-celulozy charakteryzowaty sie nizszym

stosunkiem Firmicutes:Bacteroidetes w poréwnaniu do grup kontrolnych (Rys. 27).

a. b.
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35 35
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25

Stosunek bakterii
N
»
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Firmicutes:Bacteroidetes Dieta standardowa Dieta wysokobtonnikowa

Test Kruskala-Wallisa, p=0,0157 Firmicutes:Bacteroidetes

Rysunek 27 Proporcja Firmicutes i Bacteroidetes w mikrobiomie jelitowym myszy w modelu
nowotworu jelita grubego MC38/EGFP na podstawie markerdw 3-OH FAs, a. wzgledem grup myszy
z nowotworem; b. wzgledem otrzymywanej paszy. K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem;
DS-dieta standardowa; DW-dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza)

6.2.2.1. Analiza wybranych taksondw w mikrobiomie jelitowym - Akkermansia muciniphila

Obecnos¢ bakterii Gram-ujemnych Akkermansia muciniphila, znakomitych producentow
SCFA (szczegdlnie kwasu octowego) w istotny sposdb zwiekszyta sie u myszy otrzymujgcych pasze

wysokobtonnikowg (Tab. 26), takze w grupach myszy z nowotworem MC38/EGFP (Rys. 28).

Tabela 26 Udziat Akkermansia muciniphila w mikrobiomie myszy w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/EGFP na podstawie sekwencjonowania NGS; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z
nowotworem; DS-dieta standardowa; DW-dieta wysokobfonnikowa (a-celuloza)

Akkermansia muciniphila [% bakterii w mikrobiomie]
O.dzien | 15.dzien |  30.dzien |  45.dzien
K-DS 1687% | 1021% |  12,73% 13,38%
K-DW 32,41% 24,29% 24,62% 28,50%
MC38/EGFP-DS 16,87% 14,71% 22,64% 17,76%
MC38/EGFP-DW 32,41% 28,62% 34,68% 32,47%
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Rysunek 28 Udziat Akkermansia muciniphila w mikrobiomie myszy w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/EGFP na podstawie sekwencjonowania NGS; K-kontrola, MC38/EGFP-grupa z
nowotworem; DS.-dieta standardowa,; DW-dieta wysokobfonnikowa (a-celuloza)

Dostep myszy do paszy o zwiekszonej zawartosci a-celulozy ma kluczowe znaczenie dla

wystepowania bakterii Akkermansia muciniphila (Rys 29).
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K-DS K-DW MC38/EGFP-DS MC38/EGFP-DW

Akkermansia muciniphila Dieta standardowa Dieta wysokobtonnikowa

Test Kruskalla-Wallisa, p=0,0095 Akkermansia muciniphila

Rysunek 29 Udziat Akkermansia muciniphilia w mikrobiomie jelitowym myszy w modelu
nowotworu jelita grubego MC38/EGFP na podstawie NGS; a. wzgledem grup myszy z
nowotworem; b. wzgledem otrzymywanej paszy. K-kontrola, MC38/EGFP-grupa z nowotworem;
DS-dieta standardowa; DW-dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza)

6.2.2.2. Analiza wybranych taksonéw w mikrobiomie jelitowym - rodzaj Lactobacillus

Obecnos¢ rodzaju Lactobacillus w mikrobiomie jelitowym byta obnizona w grupach
otrzymujacych pasze wysokobtonnikowg w stosunku do grupy z pasza standardowg, tak na

poziomie rodzaju (Tab. 27, Rys. 30), jak i poziomie gatunku L. reuteri (Tab. 28, Rys. 31, 32)

98



Tabela 27 Udziat Lactobacillus spp. w mikrobiomie myszy w modelu nowotworu jelita grubego
MC38/EGFP na podstawie sekwencjonowania NGS; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem;
DS-dieta standardowa; DW-dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza)

Lactobacillus spp. [% bakterii]

0. dziert 15.dzien |  30.dzien |  45.dzien

K-DS 7,22% 6,91% 9,68%

K-DW 6,95%
MC38/EGFP-DS 8,68% 14,78% 14,11%
MC38/EGFP-DW 5,77% 8,13%
30%
25%
20%
= m K-DS
Q
< 15% MC38/EGFP-DS
o)
X m K-DW
10%  mMC38/EGFP-DW
5% -
0% -
Dzien 0 Dzien 15 Dzien 30 Dzien 45

Rysunek 30 Udziat Lactobacillus spp. w mikrobiomie myszy w modelu nowotworu jelita grubego
MC38/EGFP na podstawie sekwencjonowania NGS; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem;
DS-dieta standardowa; DW-dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza)

Tabela 28 Procentowy udziat bakterii Lactobacillus reuteri w modelu nowotworu jelita grubego

Lactobacillus reuteri [% bakterii]

0. dziert 15.dzien |  30.dzied |  45.dzien
K-DS 1,27% 1,09% 1,33% 1,40%
K-DW 0,68%
MC38/EGFP-DS 1,07%

MC38/EGFP-DW
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Rysunek 31 Udziat Lactobacillus reuteri w mikrobiomie myszy w modelu nowotworu jelita grubego
MC38/EGFP na podstawie sekwencjonowania NGS; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem;
DS-dieta standardowa; DW-dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza)
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Rysunek 32 Udziat Lactobacillus reuteri w mikrobiomie jelitowym myszy w modelu nowotworu
jelita grubego MC38/EGFP na podstawie NGS; a. wzgledem grup myszy z nowotworem; b.
wzgledem otrzymywanej paszy. K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta
standardowa,; DW-dieta wysokobfonnikowa (a-celuloza)

Dieta standardowa Dieta wysokobtonnikowa

Podsumowujac, podawanie paszy z wysokg zawartoscig a-celulozy miato wieksze znaczenie

dla sktadu mikrobiomu jelitowego myszy niz postepujacy proces nowotworowy.
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Dieta wysokobtonnikowa

MC38/EGFP
CELULOZA

Porphyromonadaceae
Rikenellaceae
Anaeroplasmataceae
Verrucomicrobiaceae

Bacteroidaceae
Bifidodacieriaceag Christensenellaceae
Coriobscterisceae
Lactobacillaceae Dehalobacteriaceae
Clostridiaceae
Peptostreptococcaceae
Mogibacteriaceae
Erysipelotrichaceae

Oxalobacteraceae

6.2.3. Metabolity bakterii jelitowych — krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA) w _modelu

nowotworu jelita grubego MC38/EGFP

6.2.3.1. Profil SCFA w prébkach katu

Stezenie kwasu mlekowego oznaczane w kale bylo zmienne w zaleznosci od etapu
eksperymentu oraz w zaleznosci od grupy myszy badanych. Wzrost stezenia SCFA wystepowat w
zaawansowanej fazie nowotworu; zaréwno dla grupy kontrolnej otrzymujacej pasze o zwiekszonej
zawartosci a-celulozy (K-DW), jak tez dla grup nowotworowych (MC38/EGFP-DW), stezenie kwasu
mlekowego w kale byto wyisze w poréwnaniu do grupy kontrolnej otrzymujgcej diete
standardowa (Rys. 33a).

Poziom kwasu mlekowego byt najwyzszy w grupach nowotworowych (MC38/EGFP-DS oraz
MC38/EGFP-DW), bez znaczacych rdznic stezenia kwasu mlekowego w odniesieniu do zwartosci
a-celulozy w paszy.

Stezenie kwasu octowego w kale zmienia sie w grupach z nowotworem, szczegdlnie od 30.
dnia eksperymentu: ilos¢ kwasu octowego byta istotnie nizsza w grupach z nowotworem
(MC38/EGFP-DS, MC38/EGFP-DW) i kontrolnej (K-DW) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (K-DS).
Myszy otrzymujgce pasze ze zwiekszong zawartoscig a-celulozy charakteryzowaty sie nizszym
stezeniem kwasu octowego w kale w poréwnaniu do paszy standardowej (Rys. 33b).

Dla kwasu propionowego obserwowali$my podobne zaleznosci, tj. najwieksze zmiany byty
widoczne po 30. dniu eksperymentu, gdy odnotowano istotny spadek stezenia kwasu

propionowego w kale w grupie z nowotworem MC38/EGFP-DS i w grupie kontrolnej K-DW w
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odniesieniu do grupy kontrolnej K-DS. Poziom kwasu propionowego byt wyziszy w grupach
otrzymujacych pasze standardowg w odniesieniu do paszy ze zwiekszong zawartoscig a-celulozy
(Rys. 33c).

Poziom kwasu mastowego w kale byt zmienny podczas eksperymentu. Zwraca uwage
konsekwentny spadek stezenia kwasu mastowego w grupach kontrolnych bez wzgledu na typ
paszy, natomiast w grupach z nowotworem zwiekszona zawartos¢ a-celulozy silnie korelowata ze
wzrostem tego metabolitu w kale (Rys. 33d).

Podsumowujac, dla grupy MC38/EGFP-DW, w 15. dniu eksperymentu, stezenia wszystkich
badanych krétkotaricuchowych kwasow ttuszczowych byty istotnie nizsze niz w grupach K-DS, K-
DW i MC38/EGFP-DS. Efekt taki zaobserwowano tylko na tym etapie, co moze sugerowac
znaczenie wzbogacenia paszy w a-celuloze. Nalezy zauwazy¢ takze, ze obok produkcji
krétkotaricuchowych kwasoéw ttuszczowych przez mikrobiom jelitowy stale odbywa sie absorbcja
SCFAs przez nabtonek, proces obnizajgcy ostateczne stezenie tych zwigzkéw w kale.

W 30. dniu eksperymentu stezenie kwasu mlekowego we wszystkich grupach w
odniesieniu do grupy kontrolnej K-DS istotnie wzrosto (szczegélnie znaczaco w grupach z
nowotworem). W przypadku kwasu octowego i propionowego wystgpita odwrotna tendencja,
utrzymana do korica eksperymentu.

W odniesieniu do stezenia SCFAs w kale myszy (Tab. 29), najwiekszg zmiane
zaobserwowano w 15. dniu eksperymentu, podczas intensywnego wzrostu guzéw
nowotworowych u myszy z grupy MC38/EGFP, otrzymujacych pasze o zwiekszonej zawartosci a-
celulozy (DW). Grupe charakteryzowato istotnie nizsze stezenie wszystkich SCFA, w odniesieniu do
innych grup badanych.

Po 30. dniu eksperymentu myszy z grupy z nowotworem MC38/EGFP otrzymujgce pasze
standardowa (DS) charakteryzowaty sie istotnie wyzszym stezeniem kwasu mlekowego i nizszym
stezeniem kwasu octowego wobec do obu grup kontrolnych K-DS i K-DW. Stezenie kwasu
propionowego osiggneto nizszy poziom w odnisieniu do grupy kontrolnej K-DS, a stezenie kwasu
mastowego istotnie wyzszy w odniesieniu do grupy kontrolnej K-DW. W grupie myszy MC38/EGFP
otrzymujacej pasze wysokobtonnikowg (DW) wykazano wyzsze stezenie kwasu mlekowego w
porownaniu do grupy kontrolnej (K-DS). Spozywanie paszy z wysokg zawartoscig btonnika (a-
celulozy) przez myszy MC38-EGFP-DW byto zwigzane z wyzszym stezeniem kwasu octowego w
odnienieniu do grupy myszy z nowotworem otrzymujgcych pasze standardowg (MC38/EGFP-DS);

od 45. dnia eksperymentu tendencja ta byta obecna réwniez w grupie MC38/EGFP-DS.
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Rysunek 33 Stezenie SCFAs w prébkach katu w modelu nowotworu jelita grubego MC38/EGFP; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta
standardowa; DW-dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza); (* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS.; ** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW;
*** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38/EGFP-DS wzgledem MC38/EGFP-DW)
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Zestawienie stezenia kwasu mlekowego, octowego i propionowego wykazato istotne
statystycznie réznice pomiedzy grupami: stezenie kwasu mlekowego (Rys. 34) byto istotnie wyzsze
u myszy z nowotworem MC38/EGFP w pordwnaniu do grup kontrolnych przez caty okres trwania
eksperymentu, natomiast stezenie kwasu octowego i propionowego (Rys. 35 i 36) byto istotnie

nizsze w grupach myszy otrzymujacych pasze ze zwiekszong zawartoscia a-celulozy.

Tabela 29 Profil SCFA w prébkach katu w modelu nowotworu jelita grubego MC38/EGFP; K-
kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta standardowa; DW-dieta wysokobtonnikowa
(a-celuloza)

SCFA [umol/1g katu]
Kwas mlekowy | Kwas octowy K.Was Kwas mastowy
propionowy
K-DS 0,37 3,87 0,78 0,39
-y
2 | K-DW 0,39 3,21 0,61
Re
o | MC38/EGFP-DS 0,31 5,67 1,04
MC38/EGFP-DW 0,43™" 3,64 0,8
o |KDS 0,34 0,4
§ K-DW 0,27 3,52" 0,86" 0,22
% MC38/EGFP-DS 0,35 4,52 0,83 0,13
MC38/EGFP-DW 0,12
K-DS 4,59 0,91 0,29
\: * *
2 | K-DW 0,13 0,39 0,15
t * Kk * kok * * %
S MC38/EGFP-DS 0,21 1,81 0,59 0,38
MC38/EGFP-DW 0,23" 2,12" 0,56 0,28
K-DS 0,18 4,1 0,75 0,1
\: * *
2 | K-DW 0,17 1,83 0,44 0,13
b * Kk * * * kk
9 MC38/EGFP-DS 0,23 1,91 0,5 0,18"

* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW
*** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38/EGFP-DS wzgledem MC38/EGFP-DW
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Rysunek 34 Stezenie kwasu mlekowego w prébkach katu w modelu nowotworu jelita grubego
MC38/EGFP; * Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
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Rysunek 35 Stezenie kwasu octowego i propionowego w probkach katu w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/EGFP; * Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
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Rysunek 36 Stezenie kwasu octowego i propionowego w probkach katu w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/EGFP; * Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
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Podsumowujgc, rodzaj paszy wydaje sie gtéwnym czynnikiem stanowigcym o stezeniu
krétkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych w badanym modelu nowotworu jelita grubego

oznaczanych w prébkach katu.

6.2.3.2. Profil SCFA w surowicy

Oznaczenie stezenia SCFAs w prdbkach surowicy myszy w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/EGFP wykazato znaczgce zmiany tego parametru od 15. dnia eksperymentu,
podczas wzrostu guzéw nowotworowych (Tab. 30).

Poziom kwasu mlekowego w grupach kontrolnych (K) byt na statym poziomie, natomiast w
grupach myszy z nowotworem zmieniat sie i byt istotnie zalezny od obecnosci zwiekszonej
zawartosci a-celulozy w paszy (Rys. 37a). Podobne obserwacje dotyczyty stezenia kwasu
octowego, przy czym istotne réznice poziomu tego zwigzku zaznaczyty sie w grupie myszy z
nowotworem otrzymujacg pasze bogatg w a-celuloze, odwrotnie niz w przypadku wynikéw SCFA
w kale. Podobnie w przypadku kwasu mlekowego, grupe MC38/EGFP-DW charakteryzowaty
najwieksze zmiany stezenia kwasu octowego w odniesieniu do grupy kontrolnej (Rys. 37b).

U myszy z nowotworem MC38/EGFP-DS i MC38/EGFP-DW stezenie kwasu propionowego
byto znaczgco zaburzone przez rozwdj guzéw, podobnie jak stezenie kwasu mastowego (Rys. 37c

i 37d).
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Rysunek 37 Stezenie SCFA w prébkach surowicy w modelu nowotworu jelita grubego MC8/EGFP;K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta
standardowa,; DW-dieta wysokobfonnikowa (a-celuloza); (* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS.; ** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW;
*** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38/EGFP-DS wzgledem MC38/EGFP-DW)
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Podsumowujgc, wykazano, ze w pierwszych dniach eksperymentu stezenia SCFA w
surowicy byly istotnie rézne dla grup otrzymujgcych pasze z wysokg zawartoscig a-celulozy w
porownaniu do grup kontrolnych (wyiszy poziom kwaséw mlekowego, propionowego i
mastowego, a nizszy kwasu octowego), co pokazuje, ze zwiekszona zawartos¢ a-celulozy w paszy

moze modulowaé stezenie SCFA.

Tabela 30 Profil SCFAs w probkach surowicy w modelu nowotworu jelita grubego MC38/EGFP; K-
kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta standardowa; DW-dieta wysokobtonnikowa
(a-celuloza)

SCFAs [mmol/ml surowicy]
Kwas mlekowy Kwas octowy |Kwas propionowy‘ Kwas mastowy
K-DS 3534,2 70,9 6,1 144,7
§ K-DW 4159,1° 62,1" 15,0" 155,1
o | MC38/EGFP-DS 3534,2 70,9 6,1 144,7
MC38/EGFP-DW 4159,1 62,1° 15,0° 155,1
< | K-DS 2813,0 52,1 10,9 96,9
§ K-DW 3003,0" 43,9° 7,0" 112,2°
% MC38/EGFP-DS 3845,2 46,8 6,7 138,22
MC38/EGFP-DW | 2034,67 |15 5 6,5 100,5"
K-DS
=
§ K-DW
S | MC38/EGFP-DS
MC38/EGFP-DW | 5389,4""™" 210,37
K-DS
8 [ k-DW 3447,4° 52,8' 7,9° 93,2
E MC38/EGFP-DS 2321,3° 48,1 11,8 126,8"
MC38/EGFP-DW 2733,0° 47,9 15,3 112,6°

* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW
*** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38/EGFP-DS wzgledem MC38/EGFP-DW

Nie obserwowano takiej prawidtowosci w prébkach katu, co moze ttumaczy¢ absorbcja
wiekszosci (90-95%) SCFAs przez nabtonek jelitowy, zjawisko wystepujgce u zdrowych myszy bez
wzgledu na modyfikacje paszy i zawartosci a-celulozy; dopiero dysfunkcje uktadu pokarmowego
pojawiajace sie w wyniku nowotworzenia znajdujg odbicie w zaburzonym profilu SCFA w kale.

Wydaje sie, ze zmiennos$¢ stezenia SCFA w surowicy obserwowana w tym eksperymencie

odpowiada postepujgcemu procesowi nowotworowemu, poczawszy od pierwszego punktu
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pomiarowego w 15. dniu przez kolejne (30. i 45.). Znaczny wzrost wartosci dla poszczegdlnych
metabolitdw bakteryjnych wskazuje na osobniczg i niejednakowg reakcje mikrobiomu jelitowego
na rozwijajacy sie nowotwor.

Mimo ze wyniki te nie sg tatwe do interpretacji, mozna na ich podstawie stwierdzi¢, ze
pomiar stezenia krdtkotancuchowych kwaséw ttuszczowych w kale jest bardziej stabilnym i
wiarygodnym wskaznikiem kondycji mikrobiomu jelitowego, szczegdlnie u osobnikéw chorych.
Poziom SCFA w surowicy byt dynamiczny, szybko sie zmieniat i zasadniczo w mniejszym stopniu
odpowiadat relacjom wystepujgcym w réwnolegle pobieranych prébkach katu, co, jak
wspomniano wyzej, prawdopodobnie wynika z zaburze metabolizmu SCFA oraz ich absorbcji ze

Swiatta jelita do tkanek.

6.2.4. Profil 3-hydroksylowych kwasdw ttuszczowych (3-OH FAs) w modelu nowotworu jelita

grubego MC38/EGFP

6.2.4.1. Profil 3-OH FAs w prdbkach katu

W pierwszych dniach eksperymentu (dzien 0.) wszystkie osobniki otrzymujace pasze z
wysoky zawartoscig a-celulozy charakteryzowaty sie nizszym stezeniem katowych 3-OH FAs,
markeréw LPSu, w kale w pordwnaniu do grup otrzymujgcych pasze standardowg. Efekt ten

zanikat w trakcie trwania eksperymentu, takze w grupach myszy kontrolnych (Tab. 31).
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Tabela 31 Profil 3-OH FAs, markeréw LPS, w prébkach katu w modelu nowotworu jelita grubego MC38/EGFP; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem;
DS-dieta standardowa; DW-dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza)

3-OH FAs [nmol/g katu]
nC14:0 | ic15:0 | ac15:0 | nc15:0 | ic16:0 | nci6:0 | ic17:0 | ac17:0 | nc17:0 | nc18:0
K-DS 15,6 13,2 63,7 23,3 318,2 136,0 30,7 48,2 3,4
8 | k-DW 64" 11,3° 19,3" 12"
S | MC38/EGFP-DS 9,0 16,6° 32,8" 2,2
MC38/EGFP-DW
__|K-Ds 2,2
S [k-DW 11
3
w5 | MC38/EGFP-DS
MC38/EGFP-DW 172,60 2,3
__|K-Ds 19,8 275,8 123,0 24,3 44,8 1,2
S [kow 173,8"
3
S | MC38/EGFP-DS
MC38/EGFP-DW | 11,4 169,5%""
< |KDS 12,2 13,0 2,4 45,8 20,9 268,6 128,2 33,8 50,0
< | K-DW 82" 13,5 2,0 7,2 1,2
s MC38/EGFP-DS 13,2 17,2 41,3" 19,6” 244,77 153,9™ 35,77 54,0 4,0""
MC38/EGFP-DW | 11,5 17,0 2,8 78,7 102" | 146,277 | 55,1 | 14,37 32,8™ 2,077

* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW
*** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38/EGFP-DS wzgledem MC38/EGFP-DW
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Analiza stezenia markerdw LPSu charakterystycznych dla rzedu Enterobacteriales (3-OH
nC14), do Bacteroidales (3-OH iC15, 3-OH nC15, 3-OH nC16, 3-OH iC17, 3-OH nC17), w wiekszosci
komensalnych, nalezgcych do bakterii najliczniej zasiedlajacych jelito grube u ssakow, wykazata,
Ze u myszy otrzymujgcych pasze standardowa (DS) wzrostowi stezenia markeréw Bacteroidales
towarzyszy wzrost stezenia markeréw Enterobacteriales, natomiast w grupach otrzymujacych
pasze z wyzszg zawartoscig a-celulozy (DW) zaleznosci tej nie obserwowano (Rys. 38a), co wiecej,
wystepowat wzrost stezenia markerdw Bacteroidales, gdy markery Enterobacteriales pozostawaty
na tym samym poziomie (Rys. 38b). W grupach z nowotworem obserwowaliSmy podobng

zaleznos$¢, chociaz bez istotnosci statystycznej (Ryc. 38ci 37d).
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24 f T 2 ]
5 22 ¢ X 22 ]
‘g_ 20 ‘g_ 20 1
18 18 1
o 16} o 16 ]
S5 2 14 32 14 ]
SE€ 12} SE 12 ]
o [
-7 10} =7 10 5 ]
o 8¢t o 8 I 09 y
m o
z e 2 6 & 8 ]
€ 4t € 4 o ]
c 2t c 2 L1 o
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
nmol 30H iC15+30H nC15+30H nC16+30H iC17 30H iC15+30H nC15+30H nC16+30H iC17
+30H nC17/1 g prébki katu +30H nC17/1 g prébki katu
c. MC38/EGFP-DS d.  Mc38/EGFP-DW
— 24 o -
v L
s 18} >
o 16} 2
32 14y I3
Q8 12¢ of
T 10t T
S ey 3
5 O 5 ©
I 4 r IS 4
c 2 L c 2
0 — ob_ .
200 300 400 500 600 700 800 900 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
nmol 30H iC15+30H nC15+30H nC16+30H iC17 nmol 30H iC15+30H nC15+30H nC16+30H iC17
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Rysunek 38 Stosunek stezenia 3-OH nCl4 (Enterobacteriales) do sumy 3-OH
(iC15+nC15+nC16+iC17+nC17) (Bacteroidales) w probkach katu w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/EGFP; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta standardowa; DW-
dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza)

111



6.2.4.2. Markery LPSu z podziatem na rzedy w prébkach katu

Myszy otrzymujgce pasze wysokobtonnikowg charakteryzowaty sie istotnie nizszym
stezeniem 3-OH FAs, co Swiadczy o mniejszg obecnosci bakterii rzedéw Enterobacteriales,
Bacteroidales i Fusobacteriales w odniesieniu do zwierzat otrzymujgcych pasze standardowa.

Myszy otrzymujace pasze ze zwiekszong zawartoscig a-celulozy charakteryzowato nizsze
stezenie markeréw Enterobacteriales, przy czym w grupie z nowotworem (MC38/EGFP-DS i
MC38/EGP-DW) w pdznej fazie eksperymentu, gdy guzy nowotworowe byty juz rozwiniete,
nastgpit wzrost stezenia markeréw Enterobateriales w probkach katu, nizszy u myszy MC38/EGFP-
DW w poréwnaniu do grupy MC38/EGFP-DS (Rys. 39a).

Stezenie markerdw Bacteroidales i Fusobacteriales byto nizsze w grupach otrzymujacych
pasze wysokobtonnikowg w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rys. 39b i 39c).

Zwiekszona podaz a-celulozy ma istotny wptyw na sktad mikrobiomu jelitowego obnizajac
ilos¢ bakterii Gram-ujemnych w dolnych odcinkach przewodu pokarmowego. Za pomocg pomiaru
stezenia markeréw LPSu mozna monitorowac zmienno$¢ mikrobiomu w grupach z nowotworem

w zakresie barterii Gram-ujemnych, w tym Enterobacteriales, Bacteroidales i Fusobacteriales.

Stezenie 3-hydroksylowych kwasoéw ttuszczowych, markeréw LPSu, obnizato sie w prébkach
katu po zastosowaniu paszy wzbogaconej a-celulozg, co pozwala na wniosek, ze pasza -
ograniczajac wzrost bakterii Gram ujemnych - promowata wzrost bakterii Gram-dodatnich (Tab.
32).

Stezenie markeréw bakterii typdw Bacteroidales i Fusobacteriales byto zaleine od
zawartosci a-celulozy w paszy i rozwoju nowotworu: myszy z grupy z nhowotworem
charakteryzowaty sie wyzszym stezeniem markerdw Bacteroidales i Fusobacteriales w
porownaniu do grup kontrolnych, a zastosowanie paszy ze zwiekszong zawartoscig a-celulozy

osfabiato ten efekt i wyrdwnywato poziom Bacteroidales, ale nie Fusobacteriales (Tab. 32).
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Zwiekszona podaz a-celulozy w diecie ogranicza dominacje bakterii Gram-ujemnych, przez

co w istotny sposdb moduluje sktad mikrobiomu jelitowego.

Tabela 32 Profil bakteryjny (wedtug 3-OH FAs) prébkach katu w modelu nowotworu jelita grubego
MC38/EGFP; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta standardowa; DW-dieta
wysokobfonnikowa (a-celuloza)

3-OH FAs [nmol/g katu]
Enterobacteriales | Bacteroidales ‘ Fusobacteriales

K-DS 15,6 576,0 333,6
T |K-DW 6,4 131,4 73,2
N
g MC38/EGFP-DS 9,0 310,5 170,1

wess/ecrr-ow [ECTEE

K-DS 332,2 208,4
=
-g K-DW 163,4 82,1
:?; MC38/EGFP-DS 6,0 601,5
~

MC38/EGFP-DW 5,6 356,0 178,2

K-DS 515,8 287,8
§ K-DW 290,2 178,2
§ MC38/EGFP-DS

MC38/EGFP-DW 11,4 469,1

K-DS 12,2 505,5 280,8
o
-g K-DW 8,2 141,7 84,3
E MC38/EGFP-DS 13,2 526,1 257,9
<t

MC38/EGFP-DW 11,5 296,5 154,7

* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW
*** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38/EGFP-DS wzgledem MC38/EGFP-DW

Analiza wykazata, ze najwieksze réznice poziomu markeréw LPSu w grupach wprowadzata
zawartos¢ a-celulozy w paszy, bez wzgledu na wystepowanie (bgdz nie) nowotworu. Zwiekszone

spozycie bftonnika powodowato obnizenie stezenia markerow LPSu Bacteroidales,

Enterobacteriales i Fusobacteriales. W wartosciach bezwzglednych dominowaty markery

Bacteroidales (ok. 500 nmol/1g) wobec Enterobacteriales i innych (6-12 nmol/1g) (Rys. 40, 41).
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Rysunek 40 Profil markeréw bakteryjny z podziatem na rzedy w prébkach katu w modelu nowotworu jelita grubego MC38/EGFP; a. Bacteroidetes; b.

Enterobacteriales; c. Fusobacteriales; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta standardowa,; DW-dieta wysokobfonnikowa (a-celuloza).
* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS.
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Rysunek 41 Profil markeréw bakteryjnych z podziatem na rzedy w probkach katu i diete zawierajgcq a-celuloze; a. Bacteroidetes; b. Enterobacteriales; c.
Fusobacteriales; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta standardowa; DW-dieta wysokobfonnikowa (a-celuloza)
* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
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6.2.4.3. Profil 3-OH FAs w prébkach surowicy

W pierwszych dniach eksperymentu stezenie 3-OH FAs, markerédw LPS, w surowicy byto
nizsze u zwierzat otrzymujgcych pasze ze zwiekszong zawartoscig a-celulozy, przy czym zmiany
istotne statystycznie dotyczyty 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych o dtugosci tancucha nC14,
iC15, iC16, nC16. Po 15. dniach nastgpit spadek stezenia w surowicy kwaséw 3-OH FAs o dfugosci
tancucha nC14, iC15, iC16, nC16, iC17, aCl17, nC17, nC18, charakterystycznych dla rzedéow
Bacteroidales i Enterobacteriales. W 30. dniu najwieksze zmiany wystgpity w grupie MC38/EGFP-
DW dla 3-OH iC15, aC15, nC15, iC16, nC16, nC18, ktérych stezenie byto nizsze w poréwnaniu z
grupg kontrolng, natomiast w dniu 45. nizsze stezenie w surowicy kwaséw 3-OH nC16, iC17,aC17
oraz nC18, ktére koresponduja z rzedem Bacteroidales, dotyczyto wszystkich grup z nowotworem

(w odniesieniu do myszy z grupy kontrolnej) (Tab. 33, Rys. 42).
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Tabela 33 Profil 3-OH FAs, markeréw LPS, w surowicy myszy w modelu nowotworu jelita grubego MC38/EGFP; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem;
DS-dieta standardowa; DW-dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza)

3-OH FAs [pmol/ml surowicy]

nC14:0 | ic15:0 | ac15:0 | nc15:0 | ic16:0 | nc16:0 | ic17:0 | ac17:0 | nC17:0 | nc18:0

S |K-DS 1366,0 257,3 2458,7 288,5 433,6
S |K-DW 947,5" 155,9" 2198,5° 1329,4° 297,1 18481,4" | 662,6°
K-DS 310,9 139,2 17950,6
§ koW 1513 | 492" |
« | MC38/EGFP-DS | 846,8"" | 1904"" | 1294” [ 1239,5"" | 746 | 11294"" 12390,5° | 201,2"
MC38/EGFP-DW | 706,5"" | 172,17 | 82,4 | 10235 75,7 987,9"" | 11294,2°
K-DS 454,1 189,9 129,2 1400,7 74,6 909,3 126,3 156,0 213,3
g K-DW 627,5 197,6 99,3 1654,5 101,5 1135,6 151,2 71,8" | 14161,2° | 4386
S | MC38/EGFP-DS | 465,8 163,5 92,4 1548,6 83,5 1098,4 283,4 148,6 15934,5 314,3
™
MC38/EGFP-DW | 6544 | 1435 [ 6757 [ 10902 | 544" [[7684°" | 1646 784"
K-DS 596,3 155,3 22913,1 586,6
g K-DW 576,0 89,8" 2020,0 109,2" 1297,6" 128,2" | 19052,7° | 2825
v | MC38/EGFP-DS | 690,7 60,0 1557,2 62,8"" 902,3" | 2014"" 619" [13726,3""| 2335
MC38/EGFP-DW |  733,0 733" | 14454" | 70,577 | 1166,9° | 1270 | 60,0° |215864 " | 288,00

* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS

** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW
*** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38/EGFP-DS wzgledem MC38/EGFP-DW
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Rysunek 42 3-OH FAs, markery LPS, w surowicy myszy w modelu nowotworu jelita grubego MC38/EGFP; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-
dieta standardowa; DW-dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza); (* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS.; ** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-
DW; *** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38/EGFP-DS wzgledem MC38/EGFP-DW)
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Analiza korelacji markerédw LPS Enterobacteriales i Bacteroidales, w wiekszosci bakterii
komensalnych, najliczniej zasiedlajgcych jelito grube u ssakédw wykazano, ze w obu grupach myszy
zdrowych (DS i DW) wzrost stezenia markerdw Bacteroidales jest zwigzany ze wzrostem stezenia
markeréw Enterobacteriales (Rys. 43a i 43b). W grupach myszy z nowotworem MC38,
otrzymujacych pasze ze zwiekszong zawartoscig a-celulozy wystgpit wzrost stezenia markeréw
Bacteroidales (Rys. 43d), natomiast markery charakterystyczne dla (patogennych)
Enterobacteriales utrzymywaty sie na statym poziomie, co sugeruje brak translokacji tych bakterii
do krwi.

Wysoki poziom markeréw Enterobacteriales w surowicy myszy z nowotworem MC38
otrzymujacych pasze standardowgq (DS) wigzat sie z niskim poziomem markeréw Bacteroidales
(Rys. 43c). Wydaje sie, ze translokacja bakterii patogennych ze Swiatta jelita do krwioobiegu u

zwierzat chorych byta znacznie zwiekszona podczas stosowania paszy standardowej, ale proces

ten zatrzymywato podanie paszy wzbogaconej 20%. dodatkiem a-celulozy (Rys 43d).
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Rysunek 43 Stosunek stezenia 3-OH nCl4 (Enterobacteriales) do sumy 3-OH

(iC15+nC15+nC16+iC17+nC17) (Bacteroidales) w surowicy myszy w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/EGFP; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta standardowa; DW-

dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza)

119



6.2.4.4. Profil bakteryjny rzedéow w préobkach surowicy

Stezenie markerdw Enterobacteriales w surowicy myszy z nowotworem MC38, ktére
otrzymywaty pasze z wysokg zawartoscig a-celulozy, bylo nizsze w pordownaniu do myszy
otrzymujacych pasze standardowg, natomiast stezenie markerdw Bacteroidales byto nizsze w
grupach otrzymujgcych pasze z wysokg zawartoscig a-celulozy w poréwnaniu do paszy
standardowej(Tab. 34).

Dieta wysokobtonnikowa isotnie wptywata na obnizenie poziomu markeréw
Fusobacteriales w surowicy; zanotowano nizsze stezenie w grupach z nowotworem w poréwnaniu
do grup kontrolnych. Znaczna zmiennos¢ profilu markeréw bakterii Gram-ujemnych utrzymywata
sie w ciggu catego eksperymentu (Rys. 44c).

Nalezy podkresli¢, ze rodzaj materiatu: kat bgdZ surowica wykazujg te same zaleznosci, jednak
w surowicy sg one mniej wyrazne. Odpowiednim materiatem do badania mikrobiomu jelitowego
i jego zmian wynikajgcych ze stosowania paszy z wysoka zawartoscig btonnika badZ procesu
nowotworzenia, sg prébki katu.

Oznaczanie markeréw bakterii Gram-ujemnych dostarczyto interesujgcych informacji o
stosunku markerdw Enterobacteriales do Bacteroidales, poniewaz w grupie myszy chorych
przebywajgcych na paszy standardowej, translokacja LPSu dla Enterobacteriales zwigzana byfa z
nizszg translokacjg markerdw Bacteroidales, przy czym pasza z wysokg zawartoscig a-celulozy
niwelowata ten efekt.

Analiza markeréw LPSu w surowicy z podziatem na rzedy bakteryjne wykazata, ze stezenie
markerdw charakterystycznych dla Fusobacteriales i Bacteroidales byto istotnie rozne w grupach;
myszy otrzymujgce pasze ze zwiekszong iloscig a-celulozy charakteryzowaty sie nizszym stezeniem

markerdw Fusobacteriales i Bacteroidales w surowicy (Rys. 44).
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Tabela 34 Profil bakteryjny (wedfug 3-OH FAs) w surowicy myszy w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/EGFP; K-kontrola; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta standardowa; DW-
dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza)

3-OH FAs [nmol/ml surowicy]

Enterobacteriales | Bacteroidales ‘ Fusobacteriales
K-DS 1,33 3,8
8 | K-DW 0,95 2,28
g MC38/EGFP-DS 1,34 3,8
MC38/EGFP-DW 0,95 2,28
K-DS
S | kpw
S
L‘Q‘ MC38/EGFP-DS
MC38/EGFP-DW
K-DS 0,45 1,36
8 [k-Dw 0,63 17,3 1,76
;; MC38/EGFP-DS 0,47 19,03 1,56
MC38/EGFP-DW 0,65 | 1052 | 1,42
K-DS 0,6 27,66 2,64
8 [k-Dw 0,58 22,68 1,87
3 MC38/EGFP-DS 0,69 20,13 1,88
MC38/EGFP-DW 0,73 24,5 1,79

* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW

*** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38/EGFP-DS wzgledem MC38/EGFP-DW
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Rysunek 44 Profil markerow bakteryjnych w modelu nowotworu jelita grubego MC38/EGFP, w
surowicy, z podziatem na rzedy oraz pasze zawierajgcq a-celuloze; a. Bacteroidetes; b.
Enterobacteriales; c. Fusobacteriales; MC38/EGFP-grupa z nowotworem; DS-dieta standardowa;
DW-dieta wysokobtonnikowa (a-celuloza)

* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS

6.2.5. Zaleznosci pomiedzy metabolitami bakteryjnymi (SCFAs) a markerami LPSu (3-OH FAs) w

modelu nowotworu jelita grubego MC38/EGFP

Uzyskane wyniki zestawiliémy znajdujgc nastepujgce korelacje:
W grupie kontrolnej otrzymujacej pasze standardowg (K-DS) wystgpita silna dodatnia korelacja
pomiedzy wszystkimi badanymi markerami bakterii Gram-ujemnych w prébkach katu;
- markery Bacteroidales w surowicy silnie ujemnie korelowaty ze stezeniem kwasu octowego i
propionowego w kale; dodatnia korelacja odtyczyta stezenia kwasu mlekowego, octowego i
mastowego w surowicy; stezenie kwasu octowego w kale ujemnie korelowato ze stezeniem kwasu

mlekowego i mastowego w surowicy (Tab. 35).
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Tabela 35 Korelacje dla bakterii wybranych rzeddw i SCFAs w surowicy i probkach katu dla grupy
kontrolnej (K) otrzymujgcej pasze standardowgq (DS). Korelacja rangowa Spearmana, p<0.05

K-DS
R | unN2) | p
Enterobacteriales (kat) & Bacteroidales (kat) 0,80 4,58 0,0006
Enterobacteriales (kat) & Fusobacteriales (kat) 0,79 4,45 0,0008
Bacteroidales (kat) & Fusobacteriales (kat) 1,00 36,82 0,0000
Enterobacteriales (surowica) & Fusobacteriales (surowica) 0,95 9,73 0,0000
Enterobacteriales (surowica) & Kwas mlekowy (kat) 0,69 3,03 0,0126
Bacteroidales (surowica) & Kwas octowy (kat) -0,80 -4,18 0,0019
Bacteroidales (surowica) & Kwas propionowy (kat) -0,58 -2,25 0,0479
Bacteroidales (surowica) & Kwas mlekowy (surowica) 0,74 3,49 0,0058
Bacteroidales (surowica) & Kwas octowy (surowica) 0,74 3,49 0,0058
Bacteroidales (surowica) & Kwas mastowy (surowica) 0,73 3,35 0,0074
Fusobacteriales (surowica) & Kwas mlekowy (kat) 0,79 4,08 0,0022
Kwas octowy (kat) & Kwas propionowy (kat) 0,75 3,79 0,0030
Kwas octowy (kat) & Kwas mlekowy (surowica) -0,58 -2,25 0,0479
Kwas octowy (kat) & Kwas mastowy (surowica) -0,61 -2,42 0,0358
Kwas propionowy (kat) & Kwas mlekowy (surowica) -0,66 -2,76 0,0202
Kwas propionowy (kat) & Kwas mastowy (surowica) -0,63 -2,56 0,0283
Kwas mlekowy (surowica) & Kwas octowy (surowica) 0,94 9,05 0,0000
Kwas mlekowy (surowica) & Kwas propionowy (surowica) 0,59 2,30 0,0446
Kwas mlekowy (surowica) & Kwas mastowy (surowica) 0,94 9,05 0,0000
Kwas octowy (surowica) & Kwas propionowy (surowica) 0,62 2,47 0,0332
Kwas octowy (surowica) & Kwas mastowy (surowica) 0,94 9,05 0,0000

W grupie kontrolnej otrzymujacej pasze ze zwiekszong zawartoscig a-celulozy (K-DW)
wystgpity silne ujemne korelacje pomiedzy poziomem Fusobacteriales i Bacteroidales w kale a
stezeniem kwasu octowego w kale i kwasu mastowego w surowicy, rowniez wystepowanie
Fusobacteriales i Bacteroidales w kale byto skorelowane dodatnio
- stezenie markerow Enterobacteriales w surowicy dodatnio korelowato z markerami
Fusobcteriales i Bacteroidales oraz ze stezeniem kwasu octowego, propionowego i mastowego w
surowicy
- stezenia badanych SCFAs w kale byty wzajemnie skorelowane, w surowicy takg korelacje

wystgpita jedynie dla kwasu mlekowego i octowego oraz propionowego (Tab. 36).
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Tabela 36 Korelacje dla bakterii wybranych rzeddw i SCFAs w surowicy i probkach katu dla grupy
kontrolnej (K) otrzymujqcej pasze z wysokq zawartosciq a-celulozy (DW). Korelacja rangowa
Spearmana, p<0,05

K-DW
| R Jun2) | p
Bacteroidales (kat) & Fusobacteriales (kat) 1,00 | 36,82 |0,0000
Bacteroidales (kat) & Kwas octowy (kat) -0,59 | -2,41 |0,0346
Bacteroidales (kat) & Kwas mlekowy (surowica) -0,68 | -2,92 |0,0153
Fusobacteriales (kat) & Kwas octowy (kat) -0,63 | -2,70 |0,0205
Fusobacteriales (kat) & Kwas mlekowy (surowica) -0,69 | -3,03 |0,0126
Enterobacteriales (surowica) & Bacteroidales (surowica) 0,71 3,22 |0,0092
Enterobacteriales (surowica) & Fusobacteriales (surowica) 0,96 | 10,57 |0,0000
Enterobacteriales (surowica) & Kwas octowy (surowica) 0,66 2,79 |0,0190
Enterobacteriales (surowica) & Kwas propionowy (surowica) | 0,62 2,51 |0,0307
Enterobacteriales (surowica) & Kwas mastowy (surowica) 0,59 2,34 |0,0415
Bacteroidales (surowica) & Fusobacteriales (surowica) 0,85 5,02 |0,0005
Bacteroidales (surowica) & Kwas octowy (surowica) 0,63 2,57 (10,0280
Fusobacteriales (surowica) & Kwas octowy (surowica) 0,72 3,30 |0,0081
Fusobacteriales (surowica) & Kwas propionowy (surowica) 0,66 2,76 |0,0202
Kwas mlekowy (kat) & Kwas octowy (kaft) 0,81 4,71 |0,0005
Kwas mlekowy (kat) & Kwas propionowy (kat) 0,79 4,43 |0,0008
Kwas mlekowy (kat) & Kwas mastowy (kat) 0,75 3,88 |0,0022
Kwas mlekowy (kat) & Kwas mlekowy (surowica) 0,62 2,50 |0,0315
Kwas octowy (kat) & Kwas propionowy (kat) 0,94 9,41 |0,0000
Kwas octowy (kat) & Kwas mastowy (kat) 0,79 4,52 |0,0007
Kwas octowy (kat) & Kwas mlekowy (surowica) 0,60 2,38 |0,0386
‘ Kwas propionowy (kat) & Kwas mastowy (kat) | 0,76 ‘ 4,03 ‘ 0,0017 ‘
‘ Kwas mastowy (kat) & Kwas mastowy (surowica) | 0,76 ‘ 3,72 ‘ 0,004 ‘
Kwas mlekowy (surowica) & Kwas octowy (surowica) 0,79 4,05 |0,0023
Kwas mlekowy (surowica) & Kwas propionowy (surowica) 0,63 2,56 |0,0283
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W grupie myszy z postepujgcym procesem nowotworowym (MC38-EGFP)
otrzymujacych pasze standardowg (DS) wystepuje ujemna korelacja pomiedzy markerami
wszystkich rzedow w kale, a stezeniem markerédw Enterobacteriales, oraz Fusobacteriales w
surowicy
- stezenie Enterobacteriales w kale ujemnie korelowato ze stezeniem kwasu octowego i
propionowego w kale oraz ze stezeniem kwasu mlekowego w surowicy
- Bacteroidales i Fusobacteriales ujemnie korelowaty ze stezeniem kwasu octowego, zaréwno w
kale, jak i w surowicy
- stezenie markerdéw Enterobacteriales oraz Fusobacteriales dodatnio korelowato ze stezeniem
kwasu octowego i propionowego w kale oraz ze stezeniem kwasu mlekowego i octowego w
surowicy
- wystapita dodatnia korelacja pomiedzy stezeniem kwasu octowego w kale a stezeniem kwasu

propionowego w kale oraz kwasu mlekowego i octowego w surowicy (Tab. 37).

Tabela 37 Korelacje dla bakterii wybranych rzeddéw i SCFAs w surowicy i prébkach katu dla grupy z
nowotworem (MC38/EGFP) otrzymujgcej pasze standardowq (DS). Korelacja rangowa
Spearmana, p<0.05)

MC38-DS
| R |tN-2) | p
Enterobacteriales (kat) & Enterobacteriales (surowica) -0,63 | -2,56 |0,0283
Enterobacteriales (kat) & Fusobacteriales (surowica) -0,67 | -2,86 |0,0168
Enterobacteriales (kat) & Kwas octowy (kat) -0,86 | -6,20 |0,0000
Enterobacteriales (kat) & Kwas propionowy (kat) -0,71 | -3,64 | 0,003
Enterobacteriales (kat) & Kwas mlekowy (surowica) -0,78 | -3,98 |0,0026
Bacteroidales (kat) & Fusobacteriales (kat) 0,96 | 13,13 |0,0000
Bacteroidales (kat) & Enterobacteriales (surowica) -0,74 | -3,49 |0,0058
Bacteroidales (kat) & Fusobacteriales (surowica) -0,81 | -4,39 |0,0014
Bacteroidales (kat) & Kwas mlekowy (kat) -0,52 | -2,20 | 0,0462
Bacteroidales (kat) & Kwas octowy (kat) -0,64 | -3,03 |0,0097
Bacteroidales (kat) & Kwas octowy (surowica) -0,71 | -3,16 | 0,0102
Fusobacteriales (kat) & Enterobacteriales (surowica) -0,78 | -3,98 | 0,0026
Fusobacteriales (kat) & Fusobacteriales (surowica) -0,84 | -4,88 | 0,0006
Fusobacteriales (kat) & Kwas octowy (kat) -0,60 | -2,68 |0,0189
Fusobacteriales (kat) & Kwas octowy (surowica) -0,72 | -3,28 | 0,0082
Enterobacteriales (surowica) & Fusobacteriales (surowica) 0,93 8,01 |0,0000
Enterobacteriales (surowica) & Kwas octowy (kat) 0,85 5,17 |0,0004
Enterobacteriales (surowica) & Kwas propionowy (kat) 0,64 2,61 |0,0261
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a-celulozy wystgpita dodatnia korelacja pomiedzy stezeniem markerdw Enterobacteriales, a
markerami Bacteroidales i Fusobacteriales oraz kwasem mastowym w kale

- markery Fusobacteriales i Bacteroidales w kale ujemnie korelowaty ze stezeniem markeréw
Fusobacteriales w surowicy oraz stezeniem kwasdw octowego, propionowego i mastowego w kale
- markery Fusobacteriales w surowicy ujemnie korelowaty ze stezeniem kwasu mastowego w kale

- wystgpity liczne dodatnie korelacje stezenia krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych (SCFA)

Enterobacteriales (surowica) & Kwas mlekowy (surowica) 0,69 3,03 |0,0126
Enterobacteriales (surowica) & Kwas octowy (surowica) 0,80 4,18 |0,0019
Enterobacteriales (surowica) & Kwas propionowy (surowica) | -0,62 | -2,52 | 0,0303
Bacteroidales (surowica) & Kwas mastowy (kat) 0,64 2,61 ‘ 0,0261 ‘
Fusobacteriales (surowica) & Kwas octowy (kat) 0,84 4,88 |0,0006
Fusobacteriales (surowica) & Kwas propionowy (kat) 0,66 2,76 10,0202
Fusobacteriales (surowica) & Kwas mlekowy (surowica) 0,69 3,03 |0,0126
Fusobacteriales (surowica) & Kwas octowy (surowica) 0,66 2,76 10,0202
Kwas octowy (kat) & Kwas propionowy (kat) 0,81 4,99 |0,0002
Kwas octowy (kat) & Kwas mlekowy (surowica) 0,78 3,98 |0,0026
Kwas octowy (kat) & Kwas octowy (surowica) 0,71 3,16 |0,0102
Kwas propionowy (kat) & Kwas mlekowy (surowica) 0,63 2,56 ‘ 0,0283 ‘
Kwas mlekowy (surowica) & Kwas propionowy (surowica) -0,62 | -2,52 |0,0303
Kwas mlekowy (surowica) & Kwas mastowy (surowica) 0,63 2,56 |0,0283
Kwas octowy (surowica) & Kwas propionowy (surowica) -0,66 ‘ -2,79 ‘ 0,019 ‘

W grupie myszy myszy z nowotworem jelita grubego otrzymujgcych pasze ze zwiekszong

(Tab. 38).
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Tabela 38 Korelacje dla bakterii wybranych rzeddéw i SCFAs w surowicy i prébkach katu dla grupy z
nowotworem (MC38/EGFP) otrzymujqcej pasze z wysokq zawartoscig a-celulozy (DW). Korelacja
rangowa Spearmana, p<0,05

MC38-DW
| R N2 | b
Enterobacteriales (kat) & Bacteroidales (kat) 0,73 3,84 0,0021
Enterobacteriales (kat) & Fusobacteriales (kat) 0,68 3,30 0,0058
Enterobacteriales (kat) & Kwas mastowy (kat) 0,69 3,29 0,0064
Bacteroidales (kat) & Fusobacteriales (kat) 0,98 15,82 | 0,0000
Bacteroidales (kat) & Fusobacteriales (surowica) -0,59 -2,34 | 0,0415
Bacteroidales (kat) & Kwas mlekowy (kat) -0,67 -3,13 | 0,0087
Bacteroidales (kat) & Kwas octowy (kat) -0,73 -3,72 | 0,0029
Bacteroidales (kat) & Kwas propionowy (kat) -0,59 -2,51 0,0274
Fusobacteriales (kat) & Fusobacteriales (surowica) -0,59 -2,34 | 0,0415
Fusobacteriales (kat) & Kwas mlekowy (kat) -0,69 -3,28 0,0065
Fusobacteriales (kat) & Kwas octowy (kat) -0,74 -3,77 0,0027
Fusobacteriales (kat) & Kwas propionowy (kat) -0,62 -2,72 0,0186
Enterobacteriales (surowica) & Kwas mastowy (kat) -0,60 -2,36 0,0397
Bacteroidales (surowica) & Kwas mlekowy (kat) 0,69 3,03 0,0126
Bacteroidales (surowica) & Kwas propionowy (surowica) | 0,73 3,35 0,0074
Fusobacteriales (surowica) & Kwas mastowy (kat) ‘ -0,69 -3,02 0,0130
Kwas mlekowy (kat) & Kwas propionowy (kat) 0,52 2,39 0,0307
Kwas mlekowy (kat) & Kwas octowy (surowica) 0,59 2,45 0,0325
Kwas mlekowy (kat) & Kwas propionowy (surowica) 0,62 2,59 0,0252
Kwas octowy (kat) & Kwas propionowy (kat) 0,84 5,90 0,0000
Kwas octowy (kat) & Kwas mlekowy (surowica) 0,63 2,67 0,022
Kwas octowy (kat) & Kwas octowy (surowica) 0,63 2,70 0,0205
Kwas octowy (kat) & Kwas mastowy (surowica) 0,60 2,48 0,0306
Kwas propionowy (kat) & Kwas octowy (surowica) | 0,61 ‘ 2,55 ‘ 0,0269 ‘
Kwas mlekowy (surowica) & Kwas octowy (surowica) 0,89 6,48 0,0000
Kwas mlekowy (surowica) & Kwas mastowy (surowica) 0,96 10,81 | 0,0000
Kwas octowy (surowica) & Kwas mastowy (surowica) | 0,83 ‘ 4,93 ‘ 0,0005 ‘
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6.2.6. Bakterie w_mikrobiomie jelitowym myszy z nowotworem jelita grubego MC38-EGFP -

hodowla bezposrednia i identyfikacja z zastosowaniem MALDI-TOF

W wyniku hodowli bezposredniej prébek katu myszy uzyskano 23 izolaty, ktdre
wystepowaty w wszystkich prébach katu (niezaleznie od typu nowotworu, rodzaju paszy i etapu
doswiadczenia) lub byty ograniczone do jednej grupy (Tab. 39). Szczepy zidentyfikowane w
systemie Biotyper osiggnety wartosci punktowe od 2,000 do 2,299, wymagane do wiarygodnego
rozpoznania rodzaju i prawdopodobnej identyfikacji na poziomie gatunku. U osobnikow
otrzymujacych pasze z wysokag zawartoscig a-celulozy wykazano najwiekszg liczbe taksondéw

bakteryjnych, co Swiadczy o zwigzku réznorodnosci mikrobiomu z wiekszg podazg btonnika.
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Tabela 39 Bakterie w mikrobiomie jelitowym myszy z nowotworem jelita grubego MC38-EGFP
(hodowla bezposrednia, identyfikacja MALDI-TOF)

DW K-DS

MC38/EGFP-DS

MC38/EGFP-DW

0. dzien
Staphylococcus xylosus
Enterococcus faecalis
Lactobacillus murinus
Lactobacillus johnsonii
Enterococcus gallinarum

Staphylococcus xylosus

Enterococcus gallinarum
Lactobacillus murinus
Lactobacillus johnsonii
Staphylococcus xylosus
Lactobacillus gasseri

Enterococcus faecalis

Enterococcus gallinarum
Enterococcus faecalis
Lactobacillus murinus
Acinetobacter johnsonii
Staphylococcus xylosus

Lactobacillus gasseri

Enterococcus faecalis

Staphylococcus xylosus
Staphylococcus cohnii

Lactobacillus murinus

Enterococcus gallinarum

Staphylococcus capitis
Corynebacterium xerosis

Propionibacterium acnes

15. dzien
Enterococcus gallinarum
Enterococcus faecalis
Lactobacillus gasseri
Staphylococcus xylosus
Lactobacillus murinus
Lactobacillus johnsonii
Delftia acidovorans

Staphylococcus cohnii

Enterococcus gallinarum
Enterococcus faecalis
Acinetobacter johnsonii
Lactobacillus johnsonii
Acinetobacter pitti
Delftia acidovorans
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus murinus
Staphylococcus lentus
Acinetobacter ursingii

Staphylococcus warneri

Enterococcus gallinarum
Enterococcus faecalis
Acinetobacter johnsonii
Lactobacillus murinus
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus johnsonii

Staphylococcus xylosus

Enterococcus gallinarum

Acinetobacter
calcoaceticus
Lactobacillus gasseri

Acinetobacter pitti

Lactobacillus murinus

Enterococcus faecalis
Acinetobacter johnsonii
Lactobacillus johnsonii

Pseudomonas sp.

30. dzien
Lactobacillus murinus
Staphylococcus xylosus

Enterococcus gallinarum

Staphylococcus epidermis

Enterococcus faecalis

Enterococcus gallinarum
Acinetobacter johnsonii
Lactobacillus murinus
Staphylococcus xylosus

Lactobacillus murinus

Enterococcus gallinarum
Acinetobacter johnsonii
Staphylococcus xylosus
Lactobacillus murinus
Enterococcus faecalis
Lactobacillus gasseri

Enterococcus gallinarum

Enterococcus faecalis

Acinetobacter pitti

Acinetobacter
calcoaceticus
Lactobacillus murinus

Acinetobacter
calcoaceticus
Acinetobacter schindleri

Staphylococcus xylosus
Staphylococcus warneri
Clostridium perfringens
Hydrogenophaga flava
Acinetobacter johnsonii
Staphylococcus pasteuri

Delftia acidovorans

45. dzien
Enterococcus gallinarum
Staphylococcus xylosus

Lactobacillus murinus

Enterococcus gallinarum
Staphylococcus xylosus

Lactobacillus murinus

Enterococcus faecalis
Acinetobacter johnsonii
Staphylococcus xylosus
Enterococcus gallinarum
Lactobacillus murinus

Acinetobacter schindleri

Acinetobacter pitti

Lactobacillus gasseri
Lactobacillus murinus

Acinetobacter pitti

Enterococcus gallinarum

Enterococcus faecalis
Acinetobacter johnsonii
Delftia acidovorans

Staphylococcus xylosus
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6.3. Model nowotworu jelita grubego MC38/0 - model podskérny (P) i dojelitowy
(DJ)

W doswiadczeniu na modelu nowotworu jelita grubego MC38/0 po podskérnym (P) i

dojelitowym (DJ) podaniu komdrek nowotworowych grupy myszy otrzymywaty pasze

standardowg (dieta standardowa, DS) lub z wysokg zawartoscig skrobi ziemniaczanej (btonnika)

(dieta wysokobtonnikowa, DW).

6.3.1. Wyniki sekwencjonowania NGS w modelu nhowotworu jelita grubego

Eksperyment podzielono na etapy ze wzgledu na czas pobierania materiatu:
Etap 0: 0 dzief, rozpoczegcie eksperymentu
Etap I: 0-20 dzien eksperymentu
Etap Il: 20-45 dzien eksperymentu.
We wszystkich grupach myszy dominowaty typy Firmicutes i Bacteroidetes, nastepnie
Verrucomicrobia i Proteobacteria (Rys. 45).

Analiza wynikéw NGS wykazata, ze udziat Actinobacteria i Proteobacteria jest w istotny
sposdb wyzszy w grupach myszy otrzymujgcych pasze z wysokg zawartoscig skrobi i istotnie nizszy
dla Tenericutes. Najistotniejszg zmienng wptywajaca na sktad mikrobiomu jelitowego byta 20-
procentowa zawartos$¢ skrobi ziemniaczanej w paszy (Rys. 46).

Wyniki sekwencjonowania NGS zestawiono na poziomie taksonomicznym rodzaju z
uwzglednieniem grup z nowowtworem wszczepionym dojelitowo (DJ) wobec grup myszy
kontrolnych - bez nowotworu (K) (Tab. 40) oraz ze wzgledu na pasze standardowg (dieta
standardowa, DS) badZ wzbogacong w skrobie ziemniaczang (dieta wysokobtonnikowa, DW) (Tab.
41, Rys. 47-48).

Odnotowano istotny wzrost ilosci bakterii rzedu Corynebacteriales i rodzajow
Streptococcus, Romboutsia, GCA-900066225 (rodzina Ruminococcaceae) i Pseudomonas, oraz
spadek UCG-014 (rodzina Ruminococcaceae).

Najwieksze zmiany w sktadzie mikrobiomu jelitowego wprowadzita obecnos¢ 20%-dodatku
skrobi zimniaczanej (bfonnika). Istotny wzrost podczas zastosowania paszy wysokobtonnikowej
odnotowano dla Bifidobacterium, UCG-002 (Coriobacteriaceae), Parvibacter, Faecalibacterium sp.
UBA1819 (rodzina Ruminococcaceae), Faecalibaculum oraz rodziny Clostridiales vadinBB60 group
i rzedu Rhodospirillales. Odnotowano spadek ilosci rodzaju Blautia, Peptococcus, Ruminococcus

UCG-010i Anaeroplasma oraz rodziny Erysipelotrichaceae.
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Etap O Etap | Etap Il
K-DS K-DS K-DS
4 4 4
b.
Etap O Etap | Etap Il
K-DW K-DW K-DW
C.
Etap | Etap Il
MC38/P-DS MC38/DJ-DS
| 4
—
d.
Etap | Etap Il = Actinobacteria
MC38/P-DW |\/|C38/D_]—DW = Bacteroidetes

Cyanobacteria

’ Firmicutes
= Proteobacteria

= Tenericutes

= Verrucomicrobia

Rysunek 45. Schematyczne zestawienie udziatu typow bakterii w grupach myszy kontrolnych (K) i
z nowotworem MC38/0 podanym podskdrnie (P) lub dojelitowo (DJ); pasza (dieta) standardowa
(DS) lub z wysokg zawrtosciqg skrobi (btonnika, DW).a. grupa kontrolna, pasza standardowa, b.
grupa kontrolna, pasza z wysokq zawartosciqg skrobi, c. poréwnanie modelu podskornie i
dojelitowo podanych komdrek MC38/0, pasza standardowa; d. poréwnanie modelu podskdrnie i
dojelitowo podanych komérek MC38/0, pasza z wysokq zawartosciq skrobi.
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Rysunek 46 Udziat procentowy bakterii na poziomie taksonomicznym typu w mikrobiomiejelita
grubego, z uwzglednieniem zawartosci skrobi w paszy, a. Actinobacteria; b. Proteobacteria; c.
Tenericutes. (*) Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
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Tabela 40 Mediana statystycznie istotnych ilosci odczytow sekwencji DNA (NGS) w grupach, na poziomie rodzaju; K — kontrola, MC38 — nowotwor jelita grubego

wszczepiony dojelitowo (DJ); test Manna-Whitneya, p<0,05

Kontrola ‘ MC38/DJ

Rodzaj

[mediana odczytéw]
D_0__Bacteria;,D_1__Actinobacteria;,D_2__Actinobacteria;D_3__Corynebacteriales; _; 0 1,00
D_0__Bacteria;,D_1__Firmicutes;D_2__Bacilli;D_3__Lactobacillales;D_4__Streptococcaceae;D_5__Streptococcus 0 3,01
D_0__Bacteria;,D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Peptostreptococcaceae;D_5 _Romboutsia 0 1180,51
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;,D_3__Clostridiales;D_4 _Ruminococcaceae;D_5 GCA-900066225 0 1,00
D_0__Bacteria;,D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Ruminococcaceae;D_5 _Ruminococcaceae UCG-014 193,0 13,54
D_0__Bacteria;,D_1__Proteobacteria;D_2__Gammaproteobacteria;D_3__Pseudomonadales;D_4__Pseudomonadaceae;D_5 _Pseudomonas 0 2,0

Tabela 41 Mediana statystycznie istotnych ilosci odczytow sekwencji DNA (NGS) w grupach, na poziomie rodzaju; pasza standardowa (DS), pasza z wysokg

zawartosciq skrobi (wysokobfonnikowa); test Manna-Whitneya, p<0,05

Dieta Dieta

Rodzaj standardowa wysokobtonnikowa
[mediana odczytow]

D_0__Bacteria;D_1__Actinobacteria;D_2 _Actinobacteria;D_3__Bifidobacteriales;D_4__Bifidobacteriaceae;D_5__Bifidobacterium 10,0 1018,01
D_0__Bacteria;,D_1__Actinobacteria;D_2 __Coriobacteriia;D_3__Coriobacteriales;D_4__Atopobiaceae;D_5 _Coriobacteriaceae UCG-002 103,0 617,51
D_0__Bacteria;,D_1__Actinobacteria;D_2 __Coriobacteriia;D_3__Coriobacteriales;D_4__Eggerthellaceae;D_5__Parvibacter 0 37,51
D_0__Bacteria;,D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Clostridiales vadinBB60 group;D_5 _uncultured bacterium 0 57,0
D_0__Bacteria;,D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Lachnospiraceae;D_5 _Blautia 545,0 120,54
D_0__Bacteria;,D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Peptococcaceae;D_5 Peptococcus 7,0 0,04
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__ Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4 _Ruminococcaceae;D_5 _Oscillibacter 85,0 220,01
D _0_Bacteria;D_1__ Firmicutes;D_2 __Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4 _Ruminococcaceae;D_5 _Ruminococcaceae UCG-010 32,0 3,04
D _0_Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4 __Ruminococcaceae;D_5 Faecalibacterium sp. UBA1819 30,0 180,01
D_0__Bacteria;,D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia;D_3__Clostridiales; _; 64,0 7,54
D_0_Bacteria;,D_1__Firmicutes;D_2__Erysipelotrichia;D_3__Erysipelotrichales;D_4__Erysipelotrichaceae;D_5 _Faecalibaculum 1810,0 4328,51
D_0__Bacteria;,D_1__Firmicutes;D_2__Erysipelotrichia;D_3__Erysipelotrichales;D_4__Erysipelotrichaceae, _ 9,0 od
D_0_Bacteria;,D_1__Proteobacteria;D_2 __Alphaproteobacteria;D_3__Rhodospirillales;D_4 _uncultured; _ 28,0 201,01
D_0_Bacteria;,D_1__Tenericutes;D_2__Mollicutes;D_3__Anaeroplasmatales;D_4__Anaeroplasmataceae;D_5 Anaeroplasma 389,0 26,04

133



0,022 6
0,020
0,018 5
0,016
4 []
0,014
= 0012 z 3
g g
% 0010 ° ]
Qo Qo
R 0,008 ® 2
0,006
1
0,004
0,002 0 o —_—
0,000 —a— —e—
-0,002 -1
Kontrola MC38/P MC38/DJ Kontrola Mmc38/p MC38/DJ
Streptococcus Romboutsia
Test Kruskala-Wallisa, p=0,0235 Test Kruskala-Wallisa, p=0,0157
0,007 0,016
0,006 0,014
0,012
0,005
0,010
0,004
: § o
« 0,003 X o
Qo Qo
® x 0006
0,002
0,004
1
000 0,002
0,000 — — 0,000 —a— —a—
-0,001 -0,002
Kontrola MC38/P MC38/DJ Kontrola mc38/p MC38/DJ
GCA-900066225 Pseudomonas
Test Kruskala-Wallisa, p=0,0235 Test Kruskala-Wallisa, p=0,0235

Rysunek 47 Udziat procentowy bakterii na poziomie taksonomicznym rodzaju. K—grupa kontrolna;
MC38 — grupa z nowotworem; DS — dieta standardowa; DW — dieta wysokobtonnikowa —
wzbogacona skrobig oporng; P-model podskdrny,; DJ- model dojelitowy
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Rysunek 48 Udziat procentowy bakterii na poziomie taksonomicznym rodzaju w zaleznosci od
stosowanej diety; DS — dieta standardowa,; DW — dieta wysokobfonnikowa — wzbogacona skrobig
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Rysunek 49 Udziat procentowy bakterii na poziomie taksonomicznym rodzaju w zaleznosci od
stosowanej diety; DS — dieta standardowa,; DW — dieta wysokobfonnikowa — wzbogacona skrobig
oporng; (*) test Manna-Whitneya, p<0,0
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W wiekszosci przypadkéw proporcja bakterii typow Firmicutes i Bacteroidetes byta wyzsza
w grupach myszy otrzymujgcych pasze standardowg; wyjgtkiem byty myszy z dojelitowo
wszczepinego nowotworu MC38, w ktorej przy paszy z wysokg zawartoscig skrobi wspotczynnik

Firmicutes:Bacteroidetes byt wyzszy i wigzat sie z dominacjg Firmicutes (Tab. 42, Rys. 50-52).

Tabela 42 Procentowa zawartosc przedstawicieli Firmicutes i Bacteroidetes w mikrobiomie oraz
stosunek w modelu nowotworu jelita grubego MC38/0; grupy myszy: kontrola (K); podanie
nowotworu MC38/0 podskdrnie (MC39/P) i dojelitowo (DJ); pasza standardowa (DS), pasza z
wysokq zawartosciq skrobi opornej (DW)

Etap 0 Etap | Etap Il

Firmicutes 39,05 35,43 38,47
K-DS
Firmicutes: Bacteroidetes 1,09 0,91 1,33
Firmicutes 35,74 41,15 36,95
K-DW
Firmicutes: Bacteroidetes 0,92 0,95 1,10
Firmicutes
MC38/P-DS

Firmicutes: Bacteroidetes

Firmicutes

Firmicutes: Bacteroidetes

Firmicutes
MC38/DJ-DS |
Firmicutes: Bacteroidetes

Firmicutes
MC38/DJ-DW |

Firmicutes: Bacteroidetes
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Rysunek 50 Poréwnanie ilosci bakterii typu Firmicutes w prébkach katu w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/0
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Rysunek 51 Poréwnanie ilosci bakterii typu Bacteroidetes w prébkach katu w modelu nowotworu
jelita grubego MC38/0
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Rysunek 52 Stosunek Firmicutes:Bacteroidetes w probkach kaftu w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/0
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6.3.2. Krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe (SCFAs) w grupach myszy z nowotworem jelita

grubego MC38/0

Myszy otrzymujace pasze z wysokg zawartoscig skrobi opornej charakteryzowato nizsze
stezenie kwasu mlekowego w kale w poréwnaniu do osobnikdéw otrzymujacych pasza
standardowa. Istotne rdéznice obserwowano w 20. dniu eksperymentu u myszy chorych, zaréwno
w modelu podskdrnym, jak dojelitowym (Rys. 53a).

Stezenie kwasu octowego w kale nie odznaczato sie zmiennoscig. Odnotowac nalezy wzrost
mediany stezenia kwasu octowego w grupach z nowotworem w 20. i 35. dniu eksperymentu,
wyzszy w grupie z nowotworem w modelu dojelitowym otrzymujacej pasze z wysokg zawartoscig
skrobi opornej (Rys. 53b).

Stezenie kwasu propionowego w kale byto wyzsze we grupach otrzymujacych pasze z 20%
dodatkiem skrobi opornej (w porownaniu myszy otrzymujacych diete standardowsg). Istotne
zmiany wystgpity w 20. i 35. dniu eksperymentu, gdy rozmiar guzéw nowotworowych byt
najwiekszy. Myszy w grupach z nowotworem podanym podskérnie charakteryzowato wyisze
stezenie kwasu propionowego w poréwnaniu do modelu dojelitowego (Rys. 53c).

Podobne zaleznosci wykazano dla kwasu izomastowego (Rys. 53d) i kwasu mastowego:
wyisze stezenia wystepuja w grupach otrzymujgcych pasze z wysokg zawartoscig skrobi opornej
(w poréwnaniu grup otrzymujacych pasze standardowg) za wyjatkiem grupy o dojelitowym
modelu podania nowotworu (Rys. 534).

Stezenie kwasu izowalerianowego w kale powtarza zaleznosci obserwowane w innych
SCFA, i jest wyzsze w w grupach otrzymujgcych pasze z wysoka zawartoscig skrobi opornej,
najwieksze zmiany zaobserwowano w 20 i 35 dniu eksperymentu (Rys. 54b).

Stezenie kwasu walerianowego w kale zmieniato sie w trakcie eksperymentu. Mediana
stezenia kwasu walerianowego jest najnizsza u myszy w modelu dojelitowym, a najwyzsza u myszy

grup kontrolnych. (Rys. 54c).
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U myszy z rozwijajgcym sie nowotworem, zaréwno w modelu podskérnym, jak dojelitowym,
profil krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych réznit sie od profilu u myszy zdrowych. Juz od 9.
dnia eksperymentu w grupach myszy z nowotworem MC38/P otrzymujgcych pasze standardowg
istotnie wzrosto stezenie kwasu mlekowego w kale oraz stezenie kwasu izomastowego w grupie
otrzymujacych pasze z wysoka zawartoscig skrobi oprnej w poréwnaniu do grup kontrolnych (Tab.
43).

W 20. dniu eksperymentu pojawity sie zmiany w profilu SCFAs: poziom kwaséw mlekowego,
octowego i propionowego w kale w grupach MC38/P otrzymujgcych pasze z wysokg zawartoscig
skrobi opornej byt istotnie wyiszy w porédwaniu do grup kontrolnych. Podobng zaleznos¢
obserwowano dla wszystkich badanych SCFA w grupie MC38/DJ (model dojelitowy)
otrzymujgcych pasze o zwiekszonej zawartosci skrobi oporej.

W 35. dniu eksperymentu obserwowano podobng zaleznos¢: grupy myszy z podskérnie
podanymi komdrkami nowotworowymi (MC38/P), otrzymujace pasze z wyska zawartoscig skrobi
opornej wykazywaty istotnie wyzsze stezenie wszystkich SCFAs (oprocz kwasu mlekowego) w
poréwnaniu do grup kontrolnych, natomiast u myszy z grupy MC38/DJ-DW wykazano wyzszy
poziom kwaséw mlekowego i propionowego. Grupy otrzymujace pasze standardowg
charakteryzowaty sie nizym stezeniem SCFAs w kale, co szczegdlnie dotyczyto grupy MC38/DJ, w
ktorej stezenia kwasdw octowego, propionowego, izomastowego i mastowego sg istotnie nizsze
w poréwaniu do grup kontrolnych (Tab. 43).

W 45. dniu eksperymentu u myszy zdrowych otrzymujacych pasze z wysokg zawartosciag
skrobi opornej obserwowalismy istotnie wyzsze stezenie SCFAs w pordéwnaniu do zwierzat
otrzymujacych pasze standardowa. Grupy z rozwinietym nowotworem jelita grubego,
otrzymujace pasze standardowgq, wykazywaty wyzsze stezenie SCFAs, w poréwnaniu do zwierzat

kontrolnych (Tab. 43).

Podsumowujac, profil krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych zmieniat sie w czasie
trwania eksperymentu: dodatek skrobi opornej powodowat istotne zmiany profilu SCFAs i w
przypadku wiekszosci badanych kwaséw (oprdocz kwasu mlekowego i w ograniczonym stopniu
kwasu octowego) byt zwigzany ze wzrostem ich stezenia w kale. W grupach z nowotworowych
myszy otrzymujgce pasze ze zwigkszong zawartoscig skrobi opornej charakteryzowat wyiszy
poziom badanych SCFAs (oprdcz kwasu mlekowego i w ograniczonym stopniu kwasu octowego)
za wyjatkiem grupy modelu dojelitowego, w ktérej poziom kwasu mastowego byt nizszy w
porowaniu do grup kontrolnych, a takze modelu podskdrnego bez wzgledu na sktad paszy.

Najwieksza zmiennosc¢ stezenia SCFAs wystgpita miedzy 20. a 35. dniem eksperymentu (Tab. 43).
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Tabela 43 Profil SCFAs w prébkach katu w modelach nowotworu jelita grubego

SCFA [umol/g katu]
Kw. Kw. Kw. izo- Kw. Kw. izo- Kw.
mlekowy Kw. octowy propionowy | mastowy mastowy | walerianowy | walerianowy
0. |K-DS 1,38 0,47 0,32 1,63 0,12
dzien | K-DW 0,23 0,21 0,86 0,17 0,56
K-DS 7,41 0,27 1,66 0,12 0,38
9, |K-DW 0,19 0,15 1,44 0,19 0,25
dzier | MC38/P-DS 0,41%* 2,74 0,65 0,13 1,78 0,42
MC38/P-DW 1,69 0,5 1,83 0,11
K-DS 0,01 0,45 0,46
K-DW 0,02 0,1 0,18
20. | MC38/P-DS 0,07 0,07 0,14"
dzien | MC38/P-DW | 0,08"* 1,36™ 0,29 0,09 0,06
MC38/DJ-DS 3,52%" 0,17 0,06 0,08
MC38/DJ-DW | 0,33 3,4% 0,28 0,297 0,19
K-DS 51 0,29 0,08 0,44 0,14 0,09
K-DW 9,98 0,93 0,14° 1,15 0,18 0,1
35. | MC38/P-DS 6,79 0,36™ 0,16 0,75
dziern | MC38/P-DW 0,14 0,21*****
MC38/DJ-DS 0,11 2,13 0,18" 0,11
MC38/DJ-DW | 0,42%*%*** 3,98" 0,5 0,26 0,56 0,23
K-DS 2,19 0,14 0,06
45. | K-DW 6,7" 1,01* 01" 1,65 0,14 0,09
dzien | MC38/DJ-DS 4,29° 0,59"" 0,32 1,05 0,15 0,1"
MC38/DJ-DW| 041 1,88 0,21 0,15 0,41 0,14 H

* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
** test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW
*** test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38-DS wzgledem MC38-DW

Wykazano istotne statystycznie réznice: stezenie kwasu mastowego i walerianowego w kale
byto nizsze w grupach z dojelitowo wszczepionym nowotworem MC38/0, natomiast stezenie
kwasu mlekowego byto w tych grupach wyzsze (Rys. 55).

U myszy zdrowych wykazano istotnie statystycznie nizsze stezenie kwasu mlekowego i
nizsze kwasu walerianowego w kale. Zwiekszona zawartosc¢ skrobi opornej w paszy byta zwigzana

ze wzrostem stezenia kwasow izomastowego i izowalerianowego (Rys. 56).
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6.3.3. Poziom receptordow krdtkotancuchowych kwaséw ttuszczowych GPR43 w prdbkach tkanek

jelita w modelach nowotworu jelita grubego MC38/0

Stezenie receptorow GPR43 w jelicie byto zmienne w zaleznosci od grupy i czasu trwania
eksperymentu. Grupy otrzymujgce diete z wysoka zawartoscig skrobi opornej charakteryzowaty
sie wyzszym stezeniem receptorow GPR43 w pordwnaniu do paszy standardowej (Rys. 57),
szczegblnie w grupach myszy z nowotworem, u ktorych byt istotnie wyzszy, gdy otrzymywaty pasze
o zwiekszonej ilosci skrobi opornej. Miedzy 25. i 35. dniem eksperymentu, gdy trwat rownoczesnie
proces zapalny i nowotworowy poziom GPR43 byt najwyzszy, po 45. dniu eksperymentu réznice
miedzy grupami zmniejszaty sie (Tab. 44).

Obserwacja grupy modelu dojelitowo podanego nowotworu MC38/0 (DJ) wykazata
znaczenie obecnosci skrobi opornej w paszy, poniewaz u osobnikdw otrzymujacych wersje
standardowa stezenie jelitowe receptordw GPR43 byto istotnie nizsze; dla modelu podskérnego
(P) nowotworu tendencja byta podobna. W grupach kontrolnych réznice w poziomie receprora

GPR43 byly nieznaczne (Rys. 57, Tab. 44).
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0
0 5 o 15 20 25 30 35 40 45

Dzien

Rysunek 57 Stezenie receptorow GPR43 w modelach nowotworu jelita grubego MC38/0. Kolor
zielony — pasza ze zwiekszonqg (20%) zawrtosciq skrobi opornej; kolor czerwony — pasza
standardowa (5%). K-kontrola; P-model nowotworu MC38/0 podany podskdrnie; DJ-model
nowotworu MC38/0 podany dojelitowo; DS-pasza standardowa; DW-pasza z wysokq zawrtosciqg
skrobi opornej
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Tabela 44 Stezenie jelitowych receptorow GPR43 w probkach jelita w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/0. K-kontrola; P-model nowotworu MC38/0 podany podskdrnie; DJ-model
nowotworu MC38/0 podany dojelitowo; DS-pasza standardowa; DW-pasza z wysokq zawrtoscig
skrobi opornej

Grupa GPR43 [ng/ml]
K-DW
K-DS _
~ |k-DW 0,69
Sdzien I\ \c38/p-Ds 0,51
MC38/P-DW
K-DS
K-DW
MC38/P-DS
20.dzien MC38/P-DW
MC38/DJ-DS
MC38/DJ-DW 0,56
K-DS 0,55
K-DW 0,51
MC38/P-DS 0,87
35.dzien NVIC38/P-DW ee
MC38/DJ-DS
MC38/DJ-DW -
K-DS
. |k-DW
45.dzien MC38/DJ-DS
MC38/DJ-DW

* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
** test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW
*** test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38-DS wzgledem MC38-DW
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6.3.4. Poziom receptoréw krotkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych GPR109A w probkach

tkanek jelita w modelach nowotworu jelita grubego MC38/0

Stezenie receptoréw GPR109A w jelicie byto zmienne w trakcie trwania eksperymentu.:
miedzy 9. a 25. dniem eksperymentu, podczas intensywnego wzrostu guzéw, u myszy
otrzymujacych pasze standardowg wystepowato wyisze stezenie receptoréw GPR109A w
pordwnaniu do grupy otrzymujacej pasze z wysokg zawartoscig skrobi opornej; w miare
postepowania eksperymentu (i pogarszania sie stanu myszy) poziomu receptorow wyréwnywat
sie w obu grup (Rys. 58, Tab. 45).

Wykazalismy, ze amplituda poziomu receptoréw GPR109A miedzy grupami otrzymujgcymi
pasze z rdézng zawartoscig skrobi opornej jest podobna dla grup kontrolnych (K) i w modelu
nowotworu podanego podskérnie (P), a mniejsza dla modelu nowotworu podanego dojelitowo

(DJ) (Rys. 58, Tab. 45).
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Rysunek 58 Stezenie receptoréw GPR109A w modelach nowotworu jelita grubego MC38/0; Kolor
zielony — pasza ze zwiekszonqg (20%) zawrtosciq skrobi opornej; kolor czerwony — pasza
standardowa (5%). K-kontrola; P-model nowotworu MC38/0 podany podskdrnie; DJ-model
nowotworu MC38/0 podany dojelitowo; DS-pasza standardowa; DW-pasza z wysokq zawrtosciqg
skrobi opornej
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Tabela 45 Stezenie jelitowe receptorow GPR109A w probkach jelita w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/0. K-kontrola; P-model nowotworu MC38/0 podany podskdrnie; DJ-model
nowotworu MC38/0 podany dojelitowo; DS-pasza standardowa; DW-pasza z wysokq zawrtoscig
skrobi opornej

Grupa GPR109A [ng/ml]
K-DW
K-DS |
9.dzien K-DW
MC38/P-DS
MC38/P-DW 11,85
K-DS 12,49
K-DW 12,57
20.dzien
MC38/P-DW
MC38/DJ-DS 12,034
MC38/DJ-DW 13,95
K-DS
K-DW
| Mc38/P-DS 14,57
35.dzien 0 2e/p oW 14,29"
MC38/DJ-DS 15,33"
MC38/DJ-DW 12,4777
K-DS 12,39
.. |k-DW
45.dzien MC38/DJDS
MC38/DJ-DW

* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
** test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW
*** test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38-DS wzgledem MC38-DW

Myszy z nowotworem MC38/0 charakteryzowaty sie wyziszym stezeniem receptoréw

GPR109A, zas utrzymywnie na paszy o wyzszej zawartosci skrobii opornej byto zwigzane z

obnizeniem poziomu receptoréw GPR109A w tkankach jelita grubego (Rys. 59).
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Rysunek 59 Poziom receptorow GPR109A w tkankach jelita grubego dla modeli nowotworu jelita grubego
MC38/0. a. grupy z nowotworem MC38/0 wszczepionym podskdrnie (P) i dojelitowo (DJ), kontrola (K) —
myszy zdrowe; b. poréwnanie wzgledem otrzymywanej paszy standardowej (DS) i z wyzszq zawartoscig
skrobi opornej (DW).

* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS.

6.3.5. Poziom deacetylowanych produktow, markeréw aktywnosci deacetylazy histondéw, w

tkankach jelita na modelu nowotworu jelita grubego MC38/0

Stezenie deacetylowanych produktéw, odnosi sie do aktywnosci deacetylazy histonow. W
grupach z nowotworem podanym podskdrnie (P) wystgpit istotny wzrost stezenia
deacetylowanych produktéw w grupach otrzymujgcych pasze standardowg, natomiast w modelu
dojelitowym - w grupie myszy otrzymujgcych pasze z wysokg zawartoscia skrobi opornej.

Wzrost aktywnosci deacetylazy histondw oznacza stabszg inhibicje przez SCFAs; poziom
deacetylowanych produktéw malat w miare postepu doswiadczenia, co sugeruje stabngca

aktywnos¢ enzymu (Rys. 60, Tab. 46).

K-DS

K-DW

- — = MC38/P-DS
- — = MC38/P-DW
--------- MC38/DJ-DS.
--------- MC38/DJ-DW

Deacetylowane produkty [ng/ml]

Dzien

Rysunek 60 Stezenie deacetylowanych produktéw w modelach nowotworu jelita grubego MC38/0; Kolor
zielony — pasza ze zwiekszong (20%) zawrtoscig skrobi opornej; kolor czerwony — pasza standardowa (5%).
K-kontrola; P-model nowotworu MC38/0 podany podskdrnie; DJ-model nowotworu MC38/0 podany
dojelitowo; DS-pasza standardowa; DW-pasza z wysokq zawrtosciq skrobi opornej
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Tabela 46 Poziom deacetylowanych produktow w probkach jelita w modelu nowotworu jelita
grubego MC38/0; K-kontrola; P-model nowotworu MC38/0 podany podskdrnie; DJ-model
nowotworu MC38/0 podany dojelitowo,; DS-pasza standardowa; DW-pasza z wysokq zawrtoscig

skrobi opornej

Produkty
Grupa deacetylowane
[ng/ml]
K-DS
0.dzien
K-DW
K-DS 2,85
_ . |K-DW 1,24"
9.dzien
MC38/P-DS
MC38/P-DW
K-DS 1,35
K-DW
_ . | MC38/pP-DS
20.dzien
MC38/P-DW
MC38/DJ-DS
MC38/DJ-DW 2,29
K-DS
K-DW 1,44
. . | MC38/P-DS 0,81
35.dzien
MC38/P-DW
MC38/DJ-DS 0,93
MC38/DJ-DW 1,87
K-DS
. . |K-DW 1,07"
45.dzien =
MC38/DJ-DS 0,52
MC38/DJ-DW

* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
** test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW
*** test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38-DS wzgledem MC38-DW

W poczatkowej fazie eksperymentu (0. dzien), zwierzeta otrzymujgce pasze standardowg
wykazaty nizsze stezenie jelitowe receptorow GPR43, a wyzsze GPR109A oraz deacetylowanych
produktow, w poréwnaniu do stosowania paszy wysokobtonnikowej (Tab. 47).

W 9. dniu u myszy w modelu podskérnym nowotworu jelita grubego stezenie GPR43 byto
nizsze, a GPR109A wyzsze w odniesieniu do grup kontrolnych. W przypadku deacetylowanych

produktéw w grupach z nowotworem otrzymujgcych pasze standardowa stezenie byto wyzsze, zas
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W grupie z paszg z wysokg zawartoscig skrobi nizsze (w odniesieniu do grup kontrolnych).

W 20. dniu (intensywny wzrost guzéw) w obu modelach grup myszy z nowotworem stezenie
GPR43 byto nizsze (wyjatek: MC38/P-DS) w odniesieniu do grup kontrolnych. Poziom receptoréw
GPR109A oraz deacetylowanych produktow w grupach MC38/P-DS oraz MC38/DJ-DW byt wyzszy
w odniesieniu do kontroli. W grupach MC38/P-DW i MC38/DJ-DS relacja ta jest odwrotna.

W 35. dniu eksperymentu guzy nowotworowe osiggnety znaczne rozmiary; w grupach z
nowotworem stezenie receptorow GPR43 byto wyzisze, a receptoréw GPR109A oraz
deacetylowanych produktéw nizsze w odnieseniu do kontroli, co stanowito odwrdcenie tendencji
obserwowanej we wczesniejszych etapach. Z kolei w 45. dniu nastgpit spadek stezenia receptora
GPR43 oraz wzrost receptora GPR109A i deacetylowanych produktéw w grupie z nowotworem w
modelu dojelitowym, w odniesieniu do grupy kontrolnej.

Podsumowujac, poziom badanych receptoréw i deacetylowanych produktéw byt zmienny
w trakcie trawania eksperymentu, w wiekszosci przypadkdw osobniki z nowotworem
charakteryzowato nizsze stezenie GPR43, a wyzsze GPR109A i deacetylowanych produktow w
odniesieniu do grup kontrolnych. 35. dzied eksperymentu, stanowit punkt eksperymentu, w
ktérym tendencja zmienita sie, co mozna wigzac z znacznie rozwinietg chorobg nowotworowa

(Tab. 47).

151



Tabela 47 Zestawienie receptorow GPR oraz produktow deacetylowanych w prébkach jelita w
modeluh nowotworu jelita grubego MC38/0; K-kontrola; P-model nowotworu MC38/0 podany
podskdrnie; DJ-model nowotworu MC38/0 podany dojelitowo; DS-pasza standardowa; DW-pasza
z wysokq zawrtosciq skrobi opornej

Poziom receptorow GPR oraz produktow
deacetylowanych [ng/ml]

Deacetylowane
produkty

GPR43 GPR109A

K-DS
K-DW

0.dzien

K-DW
MC38/P-DS 0,51

9.dzien

MC38/P-DW

K-DS 0,61 12,49 1,34

K-DW
20.dzien E30 b

MC38/P-DW

MC38/DJ-DS

MC38/DJ-DW 0,56 13,95 2,29

K-DS 0,55

K-DW 0,51°

., |Mc38/pP-Ds 0,877 14,57 0,81

35.dzien B OO 00 =

MC38/P-DW 0,96""" 14,29

MC38/DJ-DS 15,33" 0,93

MC38/DJ-DW 12,477 1,87""

K-DS 12,39
K-DW
MC38/DJ-DS

MC38/DJ-DW
* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS

** test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW

*** test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38-DS wzgledem MC38-DW

45.dzien

6.3.6. Poziom cytokin prozapalnych w surowicy myszy w _modelu nowotworu jelita grubego

MC38/0

Istotne statystycznie wyniki badania stezenia cytokin prozapalnych w surowicy myszy

dotyczyto interleukiny 17 i interleukiny 12/23 w grupach z nowotworem wszczepionym dojelitowo
w 20 i 35. dniu eksperymentu, podobnie u osobnikéw karmionych paszg standardowsg, jak i z
wysokg zawartoscia skrobi opornej. W przypadku innych oznaczanych cytokin nie odnotowano

istotnych zmian miedzy grupami (Tab. 48). Nalezy zauwazy¢, ze interleukina 12/23 jest szczegdlnie
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istotna podczas ekspansji i funkcjonalnej aktywnosci komérek Th17, poniewaz jej wydzielanie
prowadzi do stymulacji produkcji IL-17. Obie cytokiny majg cechy prozapalne i wydzielane sg

podczas przewlektego procesu zapalnego.

Tabela 48 Poziom cytokin w surowicy myszy w modelu nowotworu jelita grubego MC38/0; K-
kontrola; P-model nowotworu MC38/0 podany podskdrnie; DJ-model nowotworu MC38/0 podany
dojelitowo; DS-pasza standardowa; DW-pasza z wysokq zawrtosciq skrobi opornej

interleukina [pg/ml surowicy] ‘

L6 | 10 | 117 | -12/23 | TNFa | INFy |

K-DS
K-DW

0.dzien

K-DS
K-DW

2N cageos | 9

MC38/P-DW

K-DS
K-DW
20.dzie | MC38/P-DS

n MC38/P-DW
MC38/DJ-DS
MC38/DJ-DW

K-DS
K-DW
35.dzie | MC38/P-DS

n MC38/P-DW
MC38/DJ-DS
MC38/DJ-DW

K-DS
45.dzie | K-DW

n MC38/DJ-DS
MC38/DJ-DW

* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
** test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW
*** test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38-DS wzgledem MC38-DW

153



6.3.7. Profil 3-hydroksylowych kwasdow ttuszczowych (3-OH FAs) w prdébkach katu w modelach

nowotworu jelita grubego MC38/0

W grupach myszy otrzymujacych pasze z wysokg zawartoscig skrobi opornej
obserwowalismy wyzisze stezenie 3-OH FAs w prébkach katu w poréwnaniu do osobnikow
otrzymujacych pasze standardowg, zaréwno w grupach myszy z nowotworem, jak i zdrowych.
Intensywny wzrost stezenia markeréw LPSu wystgpit od 20. do 35. dnia eksperymentu w grupach
z nowotworem, co wize sie z przerwlektym stanem zapalnymspowodowanym translokacjg bakterii
i LPSu do krwioobiegu (Tab. 49).

Od 20. dnia eksperymentu wzrost stezenia wszystkich markeréw LPSu dotyczyt zaréwno
grupy myszy z nowotworem wszczepionym podskdrnie (MC38/P), jak i dojelitowo (MC38/DJ, w
mniejszym stopniu). Nalezy nadmieni¢, ze rozwéj nowotworu w modelu podskérnym byt szybszy
i na tym etapie guzy byty wieksze niz w modelu podskdrnym.

W 35. dniu myszy z nowotworem podanym podskdrnie charakteryzowato wyzsze stezenie
3-0OH FAs w poréwnaniu do grup kontrolnych, przy czym w grupie otrzymujacej pasze standardowg
nastgpit wzrost stezenia markeréw bakterii rzedu Bacteroidetes (3-OH iC15, 3-OH- aC15, 3-OH
nC16, 3-OH iC17, 3-OH aC17, 3-OH nC17), natomiast w grupach otrzymujacych pasze z wysoka
zawartoscia skrobi opornej nastgpit wzrost w pozimu markeréw bakterii rzedu Enterobacteriales
(3-OH nC14). zwierzat zdrowych karmionych paszg wysokobtonnikowsa.

W grupach myszy z nowotworem podanym dojelitowo otrzymujgcych pasze standardowa
w 35. dniu obserwowalismy spadek poziomu wszystkich markeréw LPSu (z wyjatkiem 3-OH iC15,
niewielki wzrost), podczas gdy w grupach otrzymujacych pasze ze zwiekszong zawartoscig skrobi
opornej nastgpit wzrost markerdow LPSu (z wyjatek 3-OH nC15).

W 45. dniu eksperymentu profil 3-OH FAs ustabilizowat sie; osobniki z nowotworem
charakteryzowato wyzsze stezenie markeréw bakterii Gram-ujemnych i LPSu w stosunku do grup
kontrolnych (Tab. 49).

Podsumowujac, najwiekszy wptyw na stezenie markerdw LPSu w kale miata stosowana
pasza, poniewaz zwiekszone spozycie skrobi opornej wigzato sie ze wzrostem stezenia 3-OH FAs,

w grupach myszy kontrolnych i z nowotworem.
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Tabela 49 Profil bakteryjny (wedtug markerow) w prébkach katu w modelu nowotworu jelita grubego z suplementacjqg skrobig

3-OH FAs [nmol prébki/1g prébki katu] |
nC13:0 | nC14:0 | ic15:0 | aC15:0 | nC15:0 | ic16:0 | nC16:0 | iC17:0 | aC17:0 | nC17:0 iC18:0 nC18:0 |
odgier DS 744 6396 29980 24108 5319 8145 823 357
K-DW 505 4628 3278 4679 17873 15683 47656 29456 14733 17168 998 651
K-DS 242 4043 11130 984 335
odrer L<OW 6156 4832 24095 14713 68686 43610 19183 20559 1085 747
MC38/P-DS 355 6878 11127 30494 1497 377
MC38/P-DW 705 7179 4221 29999 13815 54820 38197 18518 21732 1101 725
K-DS 390
K-DW 405 4805 3012 19745 9051 30543 23812 13446 13890 543
. | mc38/p-ps 623 2244 11129 6922 59493 37203 7002 8822
20.dzieri — y;c38/p-DW 450 11079 5279 389
MC38/DJ-DS 469 7974 1423 400
MC38/DJ-DW 1030 8066 5050 4946 25401 13476 53848 37374 19134 19090 819 671
K-DS 810 34216 25761
102493 | 75765
. | mc3s/p-bs 65564 41787
35.dziert
MC38/P-DW 738 5793 48950 35721
MC38/DJ-DS 809 2581 30388 22843
MC38/DJ-DW 785 4880 78084 46704
K-DS 611 39840 32731 5922 9094
. |xbw 866 79071 64910 27781 23550
45.dzier
MC38/DJ-DS 53257 43510 7304 15139
MC38/DJ-DW 6478 8902 2679 23678 8273 59804 34920 8256 13476

* Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW
*** Test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38-DS wzgledem MC38-DW
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Zaleznosci miedzy markerami LPSu rzedéw Enterobacteriales i Bacteroidales byty podobne
w grupie kontrolnej otrzymujgcej pasze standardowg oraz w grupach z nowotworem w modelu
podskérnym (K-DS, MC38/P-DS, MC38/P-DW), poniewaz wystepowanie obu taksondéw byto
dodatnio skorelowane (Rys. 61).

Z kolei w grupach kontrolnych myszy otrzymujacych pasze z wysoka zawartoscig skrobi
opornej oraz w grupach z nowotworem w modelu dojelitowym (K-DW, MC38/DJ-DS, MC38/DJ-
DW) obserwowalismy wiekszg dynamike wzrostu populacji Enterobacteriales, podczas gdy poziom
Bacteroidales zmieniat sie nieznacznie. Wskazuje to na intensywniejsze namnazanie patogennych
Enterobacteriales w stosunku do wstrzymanego wzrostu Bacteroidales, typowych dla mikrobiomu
jelitowego w jego homeostazie, co mozna wigza¢ z rozwojem nowotworu i towarzyszagcym mu

stanom zapalnym (Rys. 61).
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Rysunek 61 Relacja miedzy rzedami Enterobacteriales (marker:3-OH nC14) i Bacteroidales
(markery: 3-OH (iC15+nC15+nC16+iC17+nC17) w probkach katu w grupach kontrolnych (K) i z
nowotworem (MC38)
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6.3.8. Profil 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych (3-OH FAs) w prébkach katu w modelach

nowotworu jelita grubego MC38/0

Poziom markerow LPSu charakterystycznych dla Enterobacteriales zmieniat sie w trakcie
trwania eksperymentu, zwtaszcza w 20. — 35. dniu eksperymentu. W grupie z nowotworem MC38
w modelu podskérnym poziom markeréw LPSu nie odbiegat od poziomu w grupach kontrolnych,
natomiast w modelu dojelitowym wyzsze stezenie markeréw Enterobacteriales wykazywaty myszy
otrzymujgce pasze standardowg (DS) w odniesieniu do grupy kontrolnej K-DS, natomiast myszy
otrzymujgce pasze z wysoka zawartoscig skrobi opornej (DW) wykazywaty nizszy poziom
markeréw Enterobacteriales w poréwnaniu do grupy kontrolnej DW. Wydaje sie, ze dieta w
modelu dojelitowym miata mniejszy wptyw na poziom markeréw charakterystycznych dla

patogennych Enterobacteriales (Rys. 62a).

Stezenie markerdw Fusobacteriales byto wyzsze w grupach otrzymujgcych pasze z wysoka
zawartoscig skrobi opornej (DW), a toczacy sie procesu nowotworzenia na sktad bakteryjny prébek
nie miat znaczenia dla mikrobiomu za wyjgtkiem nowotworu w modelu podskdérnym, gdzie
zarowno dla myszy spozywajgcych stadardowe ilosci btonnika (DS), jak i zwiekszone (DW), wystgpit
istotnie wyzszy poziom Fusobacteriales w poréwnaniu do zwierzat zdrowych otrzymujacych pasze

standardowa (DS) (Rys. 62b).

Stezenie markeréw Bacteroidales byto istotnie wyzsze we wsystkich grupach otrzymujgcych
pasze wysokobtonnikowg (DW) za wyjatkiem grupy myszy z nowowtworem podanuym
podskéwnie, u ktorych poziom markerdw Bacteroidales jest wyiszy w przypadku paszy

standardowej (MC38/P-DS) (Rys. 62c).

Podsumowujac, wystepowanie Enterobacteriales, Bacteroidales, Fusobacteriales w jelicie u
myszy z nowotworem MC38 podanym podskdérnie lub dojelitowo byto zalezne od obecnosci skrobi

opornej (btonnika) w paszy.
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Rysunek 62 Stezenie 3-hydroksylowych kwasow ttuszczowych (3-OH FAs) w probkach katu w
modelu nowotworu jelita grubego MC38/0. Markery reprezentujq rzedy: a. Enterobacteriales; b.
Fusobacteriales; c. Bacteroidales

* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS

** test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DW

*** test U Manna-Whitneya, p<0.05 MC38-DS wzgledem MC38-DW
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W grupach myszy otrzymujgcych pasze z wysokg zawartoscia skrobi opornej wzrasta poziom

markeréw LPSu rzeddw Enterobacteriales, Bacteroidales i Fusobacteriales (Tab. 50).

Tabela 50 Stezenie 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych (3-OH FAs) w prébkach katu w modelu
nowotworu jelita grubego, z wyrdznieniem odpowiadajgcych im rzeddéw

3-OH FAs [nmol/g katu]

Enterobacteriales | Bacteroidales ‘ Fusobacteriales
_ |K-DS
0.dzien = " m
K-DW 4628 115430 52284
K-DS |
| K-DW 6156" 159737" 75204"
9.dzien
MC38/P-DS |
MC38/P-DW 7179 1447465 61999
K-DS |
K-DW 4805" 89723"
| MC38/P-DS 125974" 62864
20.dzien
MC38/P-DW |
MC38/DJ-DS |
MC38/DJ-DW 8066 1418425 61914
K-DS 8066 141842 61914
K-DW 279279 115570
| MC38/P-DS 3082 139901" 70509
35.dzien " - -~
MC38/P-DW 5793 133472 54742
MC38/DJ-DS 83264
MC38/DJ-DW 4880 165384 82965
K-DW 9957" 208198" 88591"
45.dzien - : o
MC38/DJ-DS 8548 160950 61806
MC38/DJ-DW 6478" 140781 66283

* test U Manna-Whitneya, p<0.05 wzgledem K-DS
** test U Manna-Whitneya , p<0.05 wzgledem K-DW
*** test U Manna-Whitneya , p<0.05 MC38-DS wzgledem MC38-DW
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6.3.9. Zaleznosci pomiedzy metabolitami bakteryjnymi (SCFAs), markerami LPSu (3-OH FAs),

poziomem receptoréw GPR43 i GPR109A oraz cytokinami w modelu nowotworu jelita

grubego MC38/0

Uzyskane wyniki zestawiliSmy znajdujac nastepujgce korelacje:

W grupie myszy kontrolnych otrzymujacych pasze standardowa (K-DS) wystgpita ujemna
korelacja pomiedzy stezeniem kwaséw mlekowego i octowego oraz dodatnia pomiedzy kwasem
octowym a propionowym i izomastowym, pomiedzy kwasem propionowym a izomastowym i
mastowym, pomiedzy kwasem mastowym a izowalerianowym i walerianowym

- stezenie kwasu mlekowego ujemnie korelowato z poziomem Enterobacteriales i
Bacteroidetes

- stezenie kwasu octowego dodatnio korelowato z poziomem Bacteroidetes (jeden z
gtéwnych producentéw octanu) i Fusobacteriales

- stezenie kwasu walerianowego ujemnie koreluje ze stezeniem wszystkich badanych rodzin
bakteryjnych

- poziom Bacteridetes i Fusobacteriales dodatnio korelowat ze stezeniem IL-6, cytokiny
prozapalnej

- poziom receptoréw GPR43 korelowat ujemnie ze stezeniem receptoréow GPR109A oraz IL-
6; nalezy zauwazy¢, ze receptor GPR43 wigze gtdwnie octan i propionian, natomiast receptor

GPR109A wigze gtéwnie maslan (Tab. 51).
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Tabela 51 Korelacje dla grupy K-DS w modelu nowotworu jelita grubego MC38/0. Korelacja
porzqgdku rang Spearmana

K-DS
R [ N2 ] p
Kwas mlekowy & Kwas octowy -0,52 -2,20 0,047
Kwas mlekowy & Enterobacteriales -0,57 -2,50 0,027
Kwas mlekowy & Bacteroidetes -0,55 -2,37 0,034
Kwas octowy & Kwas propionowy 0,66 3,14 0,008
Kwas octowy & Kwas izomastowy 0,62 2,85 0,014
Kwas octowy & Bacteroidetes 0,54 2,31 0,038
Kwas octowy & Fusobacteriales 0,53 2,22 0,045
Kwas propionowy & Kwas izomastowy 0,90 7,59 0,000
Kwas propionowy & Kwas mastowy 0,83 5,34 0,000
Kwas propionowy & Kwas izowalerianowy 0,58 2,53 0,025
Kwas izomastowy & Kwas mastowy 0,64 2,99 0,011
Kwas mastowy & Kwas izowalerianowy 0,54 2,31 0,038
Kwas mastowy & Kwas walerianowy 0,55 2,37 0,034
Kwas walerianowy & Enterobacteriales -0,53 -2,27 0,041
Kwas walerianowy & Bacteroidetes -0,64 -3,00 0,010
Kwas walerianowy & Fusobacteriales -0,55 -2,35 0,035
Enterobacteriales & Bacteroidetes 0,86 6,00 0,000
Enterobacteriales & Fusobacteriales 0,75 4,09 0,001
Bacteroidetes & Fusobacteriales 0,96 13,13 0,000
Bacteroidetes & IL-6 0,59 2,61 0,022
Fusobacteriales & |L-6 0,68 3,31 0,006
GPR43 & GPR109A -0,73 -3,80 0,002
GPR43 & IL-6 -0,59 -2,66 0,020

W grupie kontrolnej myszy otrzymujacych pasze z wysoka zawartoscig skrobi opornej
(DW) stezenie kwasu mlekowego korelowato dodatnio ze stezeniem receptoréw GPR109A oraz
ujemnie ze stezeniem cytokiny prozapalnej IL-6

- korelacje dodatnie wystepowaty pomiedzy kwasem octowym a kwasami propionowym,
mastowym i izowalerianowym, pomiedzy kwasem propionowym a izowalerianowym i mastowym
oraz pomiedzy kwasem mastowym, izowalerianowym

- stezenie kwasu octowego i propionowego dodatnio korelowato ze poziomem
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Enterobacteriales, Bacteroidetes i wszystkimi badanym rodzinami bakteryjnymi

- poziom kwasu walerianowego ujemnie korelowat z Enterobacteriales

- stezenie deacetylowanych produktéw, czyli aktywnos¢ deacetylazy histondw, korelowata
ujemnie ze stezeniem kwasu octowego i propionowego oraz z poziomem Enterobacteriales

- wystgpita ujemna korelacja pomiedzy stezeniem receptora GPR109A i IL-6 (Tab. 52).

Tabela 52 Korelacje dla grupy K-DW w modelu nowotworu jelita grubego MC38/0. Korelacja
porzqdku rang Spearmana

K-DW
R | tn2) | p
Kwas mlekowy & GPR109A 0,85 5,84 0,000
Kwas mlekowy & il-6 -0,59 -2,61 0,022
Kwas octowy & Kwas propionowy 0,91 7,95 0,000
Kwas octowy & Kwas mastowy 0,68 3,36 0,005
Kwas octowy & Kwas izowalerianowy 0,55 2,35 0,035
Kwas octowy & Enterobacteriales 0,84 5,49 0,000
Kwas octowy & Bacteroidetes 0,75 4,04 0,001
Kwas octowy & Fusobacteriales 0,75 4,13 0,001
Kwas octowy & Deacetylowane produkty -0,54 -2,29 0,040
Kwas propionowy & Kwas mastowy 0,83 5,26 0,000
Kwas propionowy & Kwas izowalerianowy 0,64 2,97 0,011
Kwas propionowy & Enterobacteriales 0,66 3,14 0,008
Kwas propionowy & Bacteroidetes 0,57 2,51 0,026
Kwas propionowy & Fusobacteriales 0,59 2,65 0,020
Kwas propionowy & Deacetylowane 0,53 2,25 0,043
produkty
| Kwas izomastowy & GPR109A | 052 | 219 | o048 |
‘ Kwas mastowy & Kwas izowalerianowy | 0,80 | 4,81 ‘ 0,000 ‘

Kwas walerianowy & Enterobacteriales -0,60 -2,70 0,018
Kwas walerianowy & IL-6 0,80 4,79 0,000
Enterobacteriales & Bacteroidetes 0,96 12,48 0,000
Enterobacteriales & Fusobacteriales 0,96 13,13 0,000
Enterobacteriales & Deacetylowane produkty -0,52 -2,20 0,046
Bacteroidetes & Fusobacteriales 1,00 42,55 0,000
GPR109A & IL-6 -0,63 -2,94 0,012
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W grupie myszy z nowotworem MC38/0 w modelu podskérnym otrzymujacych pasze
standardowg (MC38/P-DS) wystgpity dodatnie korelacje kwasu mlekowego z kwasami
izowalerianowym i walerianowym oraz deacetylowanymi produktami i INF-y

- wystgpity ujemne korelacje pomiedzy stezeniem kwasu propionowego w kale a poziomem
Enterobacteriales, Bacteroidetes i Fusobacteriales

- wystgpity ujemne korelacje kwasu mastowego z Bacteroidetes i Fusobacteriales

- wystgpity ujemne korelacje poziomu receptora GPR109A ze stezeniem kwasu mastowego,

izowalerianowego oraz ze stezeniem IL-6 i INF-y (Tab. 53).

Tabela 53 Korelacje dla grupy MC38/P-DS w modelu nowotworu jelita grubego MC38/0. Korelacja
porzqdku rang Spearmana

MC38/P-DS
R | N2 | p
Kwas mlekowy & Kwas izowalerianowy 0,78 3,25 0,014
Kwas mlekowy & Kwas walerianowy 0,73 2,82 0,026
Kwas mlekowy & Deacetylowane produkty 0,71 2,68 0,031
Kwas mlekowy & TNF-a 0,74 2,94 0,022
Kwas octowy & Kwas izomastowy 0,82 3,74 0,007
Kwas octowy & Kwas walerianowy -0,78 -3,33 0,013
Kwas octowy & GPR43 0,78 3,33 0,013
Kwas propionowy & Kwas mastowy 0,73 2,85 0,025
Kwas propionowy & Kwas izowalerianowy 0,78 3,30 0,013
Kwas propionowy & Enterobacteriales -0,80 -3,53 0,010
Kwas propionowy & Bacteroidetes -0,70 -2,59 0,036
Kwas propionowy & Fusobacteriales -0,75 -3,00 0,020
Kwas mastowy & Bacteroidetes -0,80 -3,53 0,010
Kwas mastowy & Fusobacteriales -0,70 -2,59 0,036
Kwas mastowy & GPR109A -0,70 -2,59 0,036
Kwas mastowy & INF-y 0,76 3,07 0,018
Kwas izowalerianowy & GPR109A -0,68 -2,44 0,045
Enterobacteriales & Bacteroidetes 0,80 3,53 0,010
Enterobacteriales & Fusobacteriales 0,90 5,46 0,001
Bacteroidetes & Fusobacteriales 0,93 6,38 0,000
GPR43 & Deacetylowane produkty -0,73 -2,85 0,025
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GPR109A & IL-6 -0,71 -2,66 0,032
GPR109A & INF-y -0,89 -5,27 0,001

IL-6 & INF-y | o086 4,38 0,003

W grupie myszy z nowotworem MC38/0 w modelu podskérnym otrzymujacych pasze z
wysoka zawartoscia skrobi opornej (MC38/P-DW) zaobserwowano liczne korelacje:

- stezenie kwasu mlekowego korelowato dodanio z poziomem Fusobacteriales i Bacteroides

- stezenie kwasdw octowego, propionowego, mastowego oraz izowalerianowego
korelowato ujemnie z poziomem Enterobacteriales, Bacteroides i Fusobacteriales

- stezenia kwasdw octowego, propionowego, mastowego korelowaty dodatnio miedzy sobg

- stezenie kwaséw octowego, propionowego, mastowego i izowalerianowego dodatnio
korelowaty ze stezeniem receptorow GPR43 i GPR109A oraz ujemnie ze stezeniem
deacetylowanych produktow

- Enterobacteriales, Bacteroides i Fusobacteriales dodatnio korelowat ze stezeniem
deacetylowanych produktow

- poziom Enterobacteriales ujemnie korelowat ze stezeniem receptorow GPR43 i GR109A

Warto zauwazyé, ze liczba korelacji znacznie wzrosta w grupie myszy otrzymujgcych pasze z
wysoka zawartoscig skrobi opornej, szczegdlnie w zakresie SCFA. Wydaje sie, ze ta obserwacja ma
kluczowe znaczenie dla mozliwosci kontrolowania procesu zapalnego za pomoca diety bogatej w

btonnik (Tab. 54).

Tabela 54 Korelacje dla grupy MC38/P-DW w modelu nowotworu jelita grubego MC38/0. Korelacja
porzqdku rang Spearmana

MC38/P-DW
R | tN-2) | p
Kwas mlekowy & Kwas walerianowy -0,78 -3,32 0,013
Kwas mlekowy & Bacteroidetes 0,67 2,41 0,047
Kwas mlekowy & Fusobacteriales 0,67 2,41 0,047
Kwas mlekowy & Deacetylowane produkty 0,79 3,36 0,012
Kwas octowy & Kwas mastowy 0,93 6,88 0,000
Kwas octowy & Kwas izowalerianowy 0,78 3,33 0,013
Kwas octowy & Enterobacteriales -0,85 -4,27 0,004
Kwas octowy & Bacteroidetes -0,75 -3,00 0,020
Kwas octowy & Fusobacteriales -0,80 -3,53 0,010
Kwas octowy & GPR43 0,78 3,33 0,013
Kwas octowy & GPR109A 0,72 2,74 0,029
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Kwas octowy & Deacetylowane produkty -0,76 -3,11 0,017

Kwas propionowy & Kwas mastowy 0,93 6,88 0,000
Kwas propionowy & Kwas izowalerianowy 0,78 3,33 0,013
Kwas propionowy & Enterobacteriales -0,85 -4,27 0,004
Kwas propionowy & Bacteroidetes -0,75 -3,00 0,020
Kwas propionowy & Fusobacteriales -0,80 -3,53 0,010
Kwas propionowy & GPR43 0,78 3,33 0,013
Kwas propionowy & GPR109A 0,72 2,74 0,029
Kwas propionowy & Deacetylowane produkty -0,76 -3,11 0,017
Kwas mastowy & Kwas izowalerianowy 0,87 4,60 0,003
Kwas mastowy & Enterobacteriales -0,92 -6,07 0,001
Kwas mastowy & Bacteroidetes -0,87 -4,60 0,003
Kwas mastowy & Fusobacteriales -0,90 -5,46 0,001
Kwas mastowy & GPR109A 0,80 3,57 0,009
Kwas mastowy & Deacetylowane produkty -0,90 -5,32 0,001
Kwas izowalerianowy & Enterobacteriales -0,88 -4,99 0,002
Kwas izowalerianowy & Bacteroidetes -0,77 -3,16 0,016
Kwas izowalerianowy & Fusobacteriales -0,78 -3,33 0,013
Kwas izowalerianowy & GPR43 0,67 2,37 0,050
Kwas izowalerianowy & GPR109A 0,76 3,11 0,017
E\r/\éZSUktljowalerlanowy & Deacetylowane 0,73 2,81 0,026
Enterobacteriales & Bacteroidetes 0,93 6,88 0,000
Enterobacteriales & Fusobacteriales 0,97 9,99 0,000
Enterobacteriales & GPR43 -0,67 -2,37 0,050
Enterobacteriales & GPR109A -0,69 -2,50 0,041
Enterobacteriales & Deacetylowane produkty 0,82 3,79 0,007
Bacteroidetes & Fusobacteriales 0,98 14,31 0,000
Bacteroidetes & Deacetylowane produkty 0,80 3,57 0,009
Fusobacteriales & Deacetylowane produkty 0,83 3,91 0,006
GPR109A & Deacetylowane produkty -0,86 -4,40 0,003
GPR109A & IL-6 0,67 2,41 0,047

W grupie myszy z nowotworem MC38/0 w modelu dojelitowym otrzymujgcych pasze
standardowg (MC38/DJ-DS) wystgpity wzajemne dodatnie korelacje pomiedzy SCFAs

- stezenie kwasow mlekowego, propionowego, mastowego i walerianowego dodatnio
korelowato z poziomem Enterobacteriales, Bacteroides i Fusobacteriales

- stezenie deacetylowanych produktéw ujemnie korelowato ze stezeniem kwasow
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mlekowego, propionowego, izomastowego, izowalerianowego i walerianowego oraz z poziomem
Enterobacteriales, Bacteroides i Fusobacteriales
- stezenie prozapalnej I1L-12/23 korelowato ujemnie z poziomem Enterobacteriales,

Bacteroides i Fusobacteriales oraz dodanio ze stezeniem receptoréw GPR43 (Tab. 55).

Tabela 55 Korelacje dla grupy MC38/DJ-DS w modelu nowotworu jelita grubego MC38/0. Korelacja
porzqgdku rang Spearmana

MC38/DJ-DS

R | wn2) | p
Kwas mlekowy & Kwas propionowy 0,67 2,39 0,048
Kwas mlekowy & Kwas izomastowy 0,81 3,65 0,008
Kwas mlekowy & Kwas mastowy 0,80 3,54 0,010
Kwas mlekowy & Kwas walerianowy 0,77 3,24 0,014
Kwas mlekowy & Enterobacteriales 0,80 3,54 0,010
Kwas mlekowy & Bacteroidetes 0,80 3,54 0,010
Kwas mlekowy & Fusobacteriales 0,80 3,54 0,010
Kwas mlekowy & Deacetylowane produkty -0,73 -2,84 0,025
Kwas mlekowy & IL-12/23 -0,70 -2,58 0,037
Kwas octowy & Kwas propionowy 0,73 2,85 0,025
Kwas octowy & Kwas walerianowy 0,68 2,48 0,042
Kwas octowy & IL-10 0,75 2,99 0,020
Kwas octowy & IL-17 0,75 2,99 0,020
Kwas propionowy & Kwas izomastowy 0,75 3,00 0,020
Kwas propionowy & Kwas mastowy 0,83 3,99 0,005
Kwas propionowy & Kwas izowalerianowy 0,73 2,85 0,025
Kwas propionowy & Kwas walerianowy 0,95 8,05 0,000
Kwas propionowy & Enterobacteriales 0,85 4,27 0,004
Kwas propionowy & Bacteroidetes 0,85 4,27 0,004
Kwas propionowy & Fusobacteriales 0,85 4,27 0,004
Kwas propionowy & Deacetylowane produkty -0,80 -3,53 0,010
Kwas izomastowy & Kwas mastowy 0,85 4,27 0,004
Kwas izomastowy & Kwas walerianowy 0,83 3,99 0,005
Kwas izomastowy & Deacetylowane produkty -0,73 -2,85 0,025
Kwas mastowy & Kwas walerianowy 0,95 8,05 0,000
Kwas mastowy & Enterobacteriales 0,85 4,27 0,004
Kwas mastowy & Bacteroidetes 0,85 4,27 0,004
Kwas mastowy & Fusobacteriales 0,85 4,27 0,004
Kwas izowalerianowy & Kwas walerianowy 0,72 2,72 0,030
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Kwas izowalerianowy & Deacetylowane produkty -0,67 -2,37 0,050

Kwas walerianowy & Enterobacteriales 0,87 4,60 0,003
Kwas walerianowy & Bacteroidetes 0,87 4,60 0,003
Kwas walerianowy & Fusobacteriales 0,87 4,60 0,003
Kwas walerianowy & Deacetylowane produkty -0,72 -2,72 0,030
Enterobacteriales & Deacetylowane produkty -0,77 -3,16 0,016
Enterobacteriales & 1L.-12/23 -0,84 -4,12 0,004
Bacteroidetes & Deacetylowane produkty -0,77 -3,16 0,016
Bacteroidetes & IL-12/23 -0,84 -4,12 0,004
Fusobacteriales & Deacetylowane produkty -0,77 -3,16 0,016
Fusobacteriales & IL.-12/23 -0,84 -4,12 0,004
GPR43 & GPR109A -0,77 -3,16 0,016
GPR43 & I1L.-12/23 0,78 3,32 0,013
Deacetylowane produkty & IL-6 0,69 2,54 0,038

W grupie myszy z nowotworem MC38/0 w modelu dojelitowym otrzymujacych pasze z
wysoka zawartoscig skrobi opornej (MC38/DJ-DW) zaobserwowano dodatnie korelacje
pomiedzy stezeniem kwasu octowego, propionowego, mastowego i izowalerianowego, a
stezeniem kwasu walerianowego.

- stezenie kwasu octowego i propionowego dodatnio korelowato ze stezeniem kwasu
izomastowego i izowalerianowego

- wystgpita ujemna korelacja pomiedzy stezeniem kwasu propionowego, mastowego,
izowalerianowego, a poziomem Enterobacteriales

- stezenie receptoréw GPR43 dodatnio korelowato ze stezeniem kwasu mastowego i
poziomem Fusobacteriales, oraz ujemnie ze stezeniem receptroréw GPR109A i IL-6

- wystgpita ujemna korelacja pomiedzy stezeniem 1L-12/23, a IL-10 i IL-17 oraz dodatnia z
INF-y (Tab. 56).
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Tabela 56 Korelacje dla grupy MC38/DJ-DW w modelu nowotworu jelita grubego MC38/0.
Korelacja porzgdku rang Spearmana

MC38/DJ-DW
R | tN-2) | o
Kwas mlekowy & Kwas mastowy 077 | 316 | 0016
Kwas octowy & Kwas propionowy 0,93 6,88 0,000
Kwas octowy & Kwas izomastowy 0,88 4,99 0,002
Kwas octowy & Kwas izowalerianowy 0,90 5,46 0,001
Kwas octowy & Kwas walerianowy 0,92 6,07 0,001
Kwas propionowy & Kwas izomastowy 0,83 3,99 0,005
Kwas propionowy & Kwas izowalerianowy 0,93 6,88 0,000
Kwas propionowy & Kwas walerianowy 0,85 4,27 0,004
Kwas propionowy & Enterobacteriales -0,67 -2,37 0,050
Kwas izomastowy & Kwas izowalerianowy 0,82 3,74 0,007
Kwas izomastowy & Kwas walerianowy 0,80 3,53 0,010
Kwas mastowy & Kwas walerianowy 0,67 2,37 0,050
Kwas mastowy & Enterobacteriales -0,67 -2,37 0,050
Kwas mastowy & GPR43 0,68 2,48 0,042
Kwas izowalerianowy & Kwas walerianowy 0,83 3,99 0,005
Kwas izowalerianowy & Enterobacteriales -0,67 -2,37 0,050
Bacteroidetes & Fusobacteriales 0,98 14,31 0,000
Fusobacteriales & Bacteroidetes 0,98 14,31 0,000
Fusobacteriales & GPR43 0,70 2,59 0,036
Fusobacteriales & GPR109A -0,72 -2,72 0,030
GPR43 & GPR109A -0,73 -2,85 0,025
GPR43 & IL-6 -0,77 -3,23 0,015
Deacetylowane produkty & INF-y 0,73 2,83 0,026
IL-10 & 1L-12/23 -0,67 -2,38 0,049
IL-17 & 1L-12/23 -0,67 -2,38 0,049
IL-12/23 & INF-y 0,80 3,53 0,010
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7. Dyskusja

Nowotwor prostaty

Wstepne badania skfadu i aktywnos$ci metabolicznej mikrobioty jelitowej w warunkach
rozwijajacego sie nowotworu prowadzilismy na modelu mysiego indukowanego nowotworu
prostaty. Homeostaza ekosystemu jelita byta monitorowana za pomocg markeréw chemicznych
metabolitow bakteryjnych - krdtkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych (SCFA) i markerdw
bakterii Gram-ujemnych i lipopolisacharydu - 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych (3-OHFAs)

oraz z zastosowaniem tradycyjnej hodowli mikroorganizmaéw.

Dla rutynowo dzi$ stosowanych technik metagenomowych w badaniach mikrobioty
jelitowym uzupetnieniem jest tradycyjna hodowla bakterii uzyskanych w wyniku izolacji z katu.
Kulturomika, ktéra odgrywa wazing role w badaniach patofizjologii licznych choréb i ma
potencjalne znaczenie terapeutyczne (Diakite et al. 2020; Dubourg et al. 2018; Lagier et al. 2016),
zastosowana w naszych badaniach nie wniosta istotnych informacji, poniewaz ilos¢ uzyskanych
szczepdw bakteryjnych byfa niewielka mimo prowadzenia hodowli w réznych warunkach
Srodowiska, a rdznice pomiedzy grupami okazaty sie nieistotne statystycznie. Przyjecie innych
metod pozwolito na lepsze zobrazowanie dynamicznych zmian zachodzgcych w obrebie
mikrobiomu jelitowego, poniewaz wartoSciowe dane uzyskano analizujgc profil markeréw
lipopolisacharydu i metabolitéw bakteryjnych, jak réwniez (w kolejnych modelach nowotwordéw)

wyniki sekwencjonowania NGS.

Analiza metabolitéw bakteryjnych - krétkotaricuchowych kwasdéw ttuszczowych (SCFA)
jako wyznacznika aktywnosci mikrobioty jelitowej na modelu mysiego nowotworu prostaty
wykazata gwattowny wzrost stezenia w kale w pierwszych dniach po operacji podania komdrek
nowotworowych (Tab. 53). Najprawdopodobniej byt to obraz reakcji organizmu — i mikrobioty
jelitowej - na stres spowodowany podaniem komadrek nowotworowych (badz roztworu soli).
Zwiekszona produkcja krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych nie byta zwigzana z

wystepowaniem innych objawdéw, np. biegunki.

Intensywnemu wzrostowi guzéw nowotworowych prostaty w 3. do 5. tygodnia
eksperymentu towarzyszyty zmiany stezenia SCFA w kale: istotny statystycznie wzrost poziomu
kwasu octowego i mastowego u myszy z nieprzerzutujgcym typem nowotworu prostaty (TRAMP-
C1) (w porownaniu do zwierzat kontrolnych) oraz kwasu propionowego (ktéry jednak nie byt
istotny statystycznie). Podobng reakcje obserwowano u myszy z przerzutujgcym typem

nowotworu prostaty (TRAMP-C2), chociaz nieco pdzniej (5. tydzien).

Matsushita i wsp. (2021) podajg, ze u mezczyzn o wysokim prawdopodobienstwie
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zachorowania na nowotwor prostaty (dodatnie biopsje) wzgledna ilos¢ Rikenellaceae, Alistipes i
Lachnospira oraz bakterii produkujacych SCFA byfa znaczgco wyzsza. Jest to zgodne z naszg
obserwacjg istotnego statystycznie wzrostu stezenia SCFA w kale, w szczegdlnosci kwasu
octowego i propionowego. Jak wskazujg Hayashi i wsp. (2018), profil mikrobioty jelitowej oraz jej
metabolity moglyby sta¢ sie markerem wykrywania nowotworu prostaty wysokiego ryzyka,
poniewaz w badaniach na modelu zwierzecym dieta wysokottuszczowa i otytos¢ sprzyjaty
miejscowemu zapaleniu, a nastepnie rozwojowi nowotworu prostaty (Hayashi et al. 2018; 2019;
Fujita et al. 2019; Hatano et. al. 2020). SCFA promowaty wzrost nowotworu prostaty poprzez szlak
sygnatowy |IGF-1, poniewaz wytwarzanie IGF-1 stymulowane przez SCFA, metabolitéw
drobnoustrojow jelitowych, wptywa na wzrost raka prostaty poprzez aktywacje lokalnej
sygnalizacji MAPK i PI3K. Wskazuje to na istnienie osi mikrobita jelitowa-IGF-1-prostata

(Matsushita et al. 2021).

W naszych badaniach u myszy po 21. dniu od podania komdérek nowotworowych o
charakterze nieprzerzutujgcym TRAMP-C1 odnotowano zmiany stezenia 3-hydroksylowych
kwaséw ttuszczowych, markeréw LPS. Poziom LPSu zmieniat sie szybciej niz poziom SCFA: w 40.
dniu nastgpit gwattowny, istotny statystycznie spadek stezenia 3-OH FAs w kale, obejmujacy
markery bakterii rzedu Bacteroidales, zaréwno w przerzutujgcym, jak i nieprzerzutujgcym modelu

nowotworu prostaty.

Pomiedzy 3. i 5. tygodniem od podania komdrek nowotworowych wystgpity najwieksze
istotne statystycznie zmiany dotyczace stezenia markeréw rzedéw Bacteroidales i Fusobacteriales
w prébkach katu dla grupy myszy z nowotworem prostaty. Wewnetrzne korelacje dotyczyty
roznych rzedow bakterii i ich metabolitéw: stezenie kwasu octowego dodatnio korelowato ze
stezeniem kwasu propionowego, a kwas propionowy ujemnie korelowat z bakteriami z rodziny

Enterobacteriales.

Na przyktadzie przerzutujgcego i nieprzerzutujgcego nowotworu prostaty myszy
wykazaliSmy korelacje SCFA i markerdow bakterii rodziny Enterobacteriales, Bacteroidales i
Fusobacteriales. W grupie TRAMP-C1 wystgpita dodatnia korelacje miedzy bakteriami z rodziny

Bacteroidales a Fusobacteriales i kwasem octowym.

Zwigzek zaburzen homeostazy mikrobioty jelitowej potwierdzili Poutahidis i wsp. in vivo
obserwacjg nasilenia sSrdédnabtonkowej neoplazji prostaty i rozwojem mikroinwazyjnego
nowotworu prostaty (Poutahidis et al. 2013). Indukcja nowotworu byfa zniesiona przez
neutralizacje mediatora zapalenia (TNF-a), co wskazuje na znaczenie, jakie odgrywa zapalenie

indukowane przez drobnoustroje przewodu pokarmowego w powstawaniu i progresji
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nowotworu. Znaczny wzrost prozapalnych gatunkdw Streptococcus spp. i Bacteroides spp.
odnotowano w wymazach u mezczyzn, u ktérych za pomocg biopsji przezodbytniczych

zdiagnozowano raka prostaty (Liss et al. 2018).

Zapalenie jest zwigzane z nowotworem, poniewaz powoduje uszkodzenia komodrkowe i
genomowe oraz uruchamia kaskade naprawy komodrek, angiogenezy i dalszej naprawy tkanek

(Nakai and Nonomura 2013).

Podsumowujgc obserwacje mysiego modelu raka prostaty stwierdziliémy, ze markery
lipopolisacharydu, w szczegdlnosci charakterystyczne dla rzedéw Bacteroidales i Fusobacteriales,
wystepowaty w nizszym, statystycznie istotnym, stezeniu u zwierzat chorych w poréwnaniu z

grupa zwierzat zdrowych.

Nowotwor jelita grubego MC38/EGFP

Zwigzek bakterii zasiedlajacych przewdd pokarmowy z wystepowaniem nowotworu jelita
grubego dostrzezono w latach 70. ubiegtego wieku obserwujgc szybszy rozwdj gruczolaka
okreznicy u szczuréw pozbawionych mikrobioty jelitowej w pordéwnaniu do zwierzat
konwencjonalnych (Weisburger et al. 1975). Z biegiem lat powstata hipoteza postulujgca znaczaca
role btonnika pokarmowego w ochronie przed nowotworem jelita grubego oraz zwigzek
mikrobioty jelitowej ze stanem zapalnym poprzedzajacym neoplazje (Song M. et al 2020). Pojawito
sie kluczowe pytanie o sposéb wsparcia mikrobioty jelitowej przez podaz btonnika i wybdr

najodpowiedniejszych polisacharydéw modulujgcych jej sktad.

Genom ssakdw nie koduje wiekszosci enzymow niezbednych do degradacji struktury
polisacharydéw pochodzgcych z materii roslinnej, rozwinat sie zatem kompleks mutualistycznych
zaleznosci pomiedzy gospodarzem - ssakiem, a mikroorganizmami symbiotycznymi, ktéry pozwolit
na wykorzystanie niestrawionych polisacharydow jako Zrddto energii dla bakterii (Flint et al. 2012).
Pozwolito to na uzyskanie okoto 10% energii niezbednej gospodarzowi za posrednictwem

aktywnosci mikrobioty jelitowe].

Jednym z zadan niniejszej pracy byta ocena wptywu suplementacji a-celulozg na sktad
mikrobioty jelitowej w warunkach toczgcego sie procesu zapalnego, zwigzanego z obecnoscia
komédrek nowotworowych. Sciana komdrkowa roélin jest gtéwnym Zrédtem nierozpuszczalnego
btonnika w diecie, z najwazniejszym sktadnikiem - celulozg, polimerem zbudowanym jest z
liniowego taricucha glukozowego potaczonego wigzaniami 3(1—4). Dtugie, ptaskie tancuchy moga

ze sobg oddziatywaé za pomocg wigzan wodorowych, tworzgc prawie krystaliczny,
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nierozpuszczalny materiat. Celuloza jest nierozpuszczalnym widknem, odpornym na dziatanie
enzymow trawiennych ssakéw (poza przezuwaczami), ale skraca czas tranzytu jelitowego i
redukuje czas fermentacji przez bakterie jelitowe. Wysokokrystaliczna celuloza jest szczegdlnie
oporna na degradacje enzymatyczng przez bakterie jelitowe, podczas gdy formy amorficzne sg

bardziej dostepne (Flint et al. 2012).

Dla drobnoustrojoéw zasiedlajgcych jelito zrodtem energii sg te sktadniki diety, ktére nie
ulegty dziataniu enzyméw gospodarza. Nalezg do nich przede wszystkim polisacharydy.
Najwazniejsze z nich to skrobia oporna i polisacharydy nieskrobiowe: celuloza, pektyna, ksylan i
inulina. Szczepy celulolityczne, ktére udato sie wyizolowaé z ludzkiego katu to Ruminococcus spp.,
Clostridium spp., Eubacterium spp. i Bacteroides spp. (Robert and Bernalier-Donadille 2003;
Chassard et al. 2010). Uwaza sie, ze struktura i aktywnos¢ mikroorganizmoéow degradujacych
celuloze jest uzalezniona od stanu metagennego gospodarza, zatem wsrdd szczepdw
celulolitycznych rodzaju Ruminococcus bedacych gtéwnymi producentami metanu (methane
excretors) degradacja celulozy jest najwieksza, natomiast rodzaj Bacteroides nie uwalnia go wcale
(non-methane excretor), wiec degradacja celulozy jest mniejsza. Podejrzewa sie, ze ta rdznica
moze by¢ powigzana z transferem wodoru pomiedzy bakteriami celulolitycznymi produkujgcymi

wododr (Ruminococcus spp.) a metanogennymi archeonami (Chassard et al. 2010).

Wiele badan epidemiologicznych omawia zwigzek pomiedzy zwiekszonym spozyciem
btonnika a zachorowalnoscig i przebiegiem nowotwordw jelita grubego, np. metaanaliza, w ktdrej
stwierdzono, ze nie ma liniowego zwigzku pomiedzy spozyciem btonnika a ryzykiem
zachorowalnosci na CRC (Clinton et al. 2020). W naszym eksperymencie na modelu nowotworu
jelita wszczepionego podskérnie suplementacja a-celulozg podang w paszy nie odgrywata
wiekszej roli, poniewaz wzrost guzéw nowotworowych byt podobny bez wzgledu na ilos¢
dostarczanej celulozy. Jak sie wydaje, pozajelitowy rozwéj guza przyczyniat sie do braku obecnosci

reakcji zwigzanych z nim zmian mikrobioty jelitowej.

Nasze badania pozostajg w zgodzie z wnioskami Clinton i wsp. (2020), poniewaz obecnos¢
a-celulozy w paszy miata wptyw na wzrost stezenia krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych w
kale, z wyjatkiem kwasu mlekowego, ktérego stezenie wzrosto u osobnikéw otrzymujacych pasze
wysokobtonnikowa oraz u zwierzat z intensywnie postepujgcym procesem nowotworowym po
dwdch tygodniach od rozpoczecia eksperymentu. Stezenie kwasu octowego, propionowego i (w
mniejszym stopniu) mastowego w kale byto obnizone u zwierzat ze zwiekszong podazg a-celulozy,
natomiast w surowicy stezenie SCFA byto istotnie rézne u osobnikéw otrzymujgcych diete
wysokobtonnikowg w poréwnaniu do diety standardowe] (wyzszy poziom kwaséw mlekowego,

propionowego i mastowego, a nizszy kwasu octowego). Wyniki te potwierdzajg, ze podaz btonnika
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w postaci a-celulozy w diecie jest czynnikiem modulujgcym stezenie SCFA w surowicy.
Prawidtowosci tej nie obserwowalismy w probkach katu, prawdopodobnie z powodu
wykorzystywania tych zwigzkéw przez bakterie jelitowe jako zZrédta energii. Stezenie
krotkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych w kale jest stosunkowo stabilnym i wiarygodnym

miernikiem kondycji mikrobioty jelitowej, szczegdlnie u osobnikéw chorych.

Celuloza podlega fermentacji bakteryjnej w jelicie grubym, ale drugorzedowa produkcja
SCFA w tym odcinku jelita jest ograniczona. Badajgc poziom SCFA podczas stosowania wysoko- i
niskocelulozowej diety Kim i wsp. stwierdzili, ze poziom SCFA byt w obu przypadkach
poréwnywalny (Kim Y. et al. 2020), a zwiekszone spozycie celulozy nie wptywato znaczgco na profil
SCFA, w kazdym razie nie rosto stezenie kwasu mastowego. Wydaje sie jednak, ze mimo niewielkiej
zdolnosci mikrobiomu do fermentacji celulozy, pojawiajg sie zmiany w sktadzie mikrobiomu
jelitowego (Cummings 1983), co uzasadnia potencjalne stosowanie celulozy jako prebiotyku w

celu modulacji mikrobioty i poziomu jej metabolitow.

Badanie stezenia markeréw LPSu w pozajelitowym modelu wszczepionych guzéw
nowotworowych MC38 dostarczyto wielu cennych informacji o zmiennosci mikrobiomu
jelitowego. Dieta z wysokg zawartoscig celulozy sprzyjata obnizeniu ilosci LPSu w kale, co wskazuje
na zmniejszenie licznosci jelitowych bakterii Gram-ujemnych w poréwnaniu do grupy pozostajacej
na diecie standardowej; jak wiadomo, dominacja bakterii Gram-dodatnich w jelicie grubym jest

efektem zwiekszonej podazy btonnika pokarmowego.

Spozycie btonnika w postaci a-celulozy sprzyjato obnizeniu stezenia markeréw bakterii
Gram-ujemnych w kale, rzedéw Bacteroidales oraz Enterobacteriales, natomiast w diecie
wysokocelulozowej nawet nieznaczny wzrost stezenia Bacteroidales w kale nie wigzat sie ze
wzrostem obecnosci Enterobacteriales. Wykazalismy, ze wraz ze zwiekszong podazg btonnika w
koicowych odcinkach przewodu pokarmowego myszy zdrowych zmniejsza sie wystepowanie
bakterii Gram-ujemnych: Enterobacteriales, Bacteroidales i Fusobacteriales. Ten efekt, cho¢ o
mniejszej intensywnosci, widoczny jest u myszy z wszczepionym nowotworem MC38. Podobne
zaleznosci obserwujemy w stezeniu markeréw LPSu w surowicy zwierzat utrzymywanych na diecie
wysokobfonnikowej, przy czym w tym przypadku istotne statystycznie zmiany dotyczyty kwaséw

3-0OH nC14 do 3-OH nC16 (markeréw Enterobacteriales).

Na ciekawg zalezno$¢ swiadczacg o translokacji bakteryjnej wskazuje analiza stosunku
markeréw bakterii rzedow Enterobacteriales i Bacteroidales w surowicy: w grupie myszy z
rozwijajgcym sie nowotworem otrzymujgcych diete standardowg, zwiekszato sie stezenia kwaséw

3-hydroksylowych w surowicy, co Swiadczy o translokacji (patogennych) przedstawicieli

173



Enterobacteriales; zastosowanie diety wysokobtonnikowej u myszy chorych niwelowato ten efekt.
Wskazuje to na uzytecznos¢ markeréw w obserwacji poziomu LPSu w surowicy, bo informuje o
dysfunkcji bariery ochronnej nabtonka jelitowego, dysbiozie w obszarze jelit i w konsekwencji
translokacji bakterii oraz czynnikdw prozapalnych. Taki stan promuje proces nowotworowy w
jelicie grubym, poniewaz zwiekszona przepuszczalno$é jelita moze prowadzi¢ do systemowego
zapalenia i przedostania sie komérek i metabolitow bakteryjnych do krwioobiegu. Nalezy
zauwazyé, ze nawet niewielki wzrost stezenia czynnikéw prozapalnych, w tym LPSu, we krwi
wyzwala cytokiny prozapalne i biatka ostrej fazy (Kell and Pretorius 2018; de Waal et al. 2018).
Poziom LPSu krazacego we krwi jest znaczgco podwyzszony w populacji chorych z CRC, a markery
zapalenia i hiperkoagulacji réwniez byty istotnie wyzsze w tej grupie, powodujgc chroniczny stan

zapalny i indukcje wzrostu guza (de Waal et al. 2020).

Potencjalne zwigzki pomiedzy mikrobiotg jelitowg a chorobami metabolicznymi byty
intensywnie badane z wykorzystaniem markeréw (Delzenne i Cani 2011). Poziom
lipopolisacharydu w surowicy jest podwyzszony u oséb cierpigcych na otytos¢, cukrzyce czy
przebywajgcych na diecie wysokottuszczowej, a utrzymujace sie wysokie stezenie LPSu, gdy
podawana jest insulina, prowadzito do insulinoopornosci u zwierzat (Cani et al. 2007). Wzrost
stezenia LPS jest spowodowany utratg funkcjonalnosci bariery jelitowej; podawanie
fruktooligosacharyddéw jako prebiotykdw poprawiato funkcjonalnos¢ bariery jelitowej i byto silnie
skorelowane z redukcjg stezenia LPSu w surowicy. Podobny efekt wystgpit w naszych badaniach,

poniewaz dieta wzbogacona celulozg korelowata z nizszym stezeniem markeréw LPSu.

W analizie mikrobioty jelitowej za pomocg sekwencjonowania NGS wykazalismy, ze grupa
myszy zdrowych otrzymujacych pasze o zwiekszonej zawartosci a-celulozy charakteryzowata sie
wiekszg obecnoscig Bacteroidetes oraz Verrucomicrobia oraz obnizong zawartoscig Actinobacteria

i Firmicutes. Obserwacja ta powtdérzyta sie u zwierzat chorych, cho¢ w nieco mniejszym stopniu.

Zwiekszone (20%) spozycie celulozy w paszy korelowato z obnizong iloscig bakterii
rodzajéw Propionibacterium, Bifidobacterium, Adlercreutzia, Lactobacillus, Allobaculum i
Ralstonia oraz bakterii z rodziny Coriobacteriaceae, Clostridiaceae, Peptostreptococcaceae i
Mogibacteriaceae, natomiast dieta bogata w celuloze sprzyjata wzrostowi bakterii rodzajéw

Parabacteroides, Coprobacillus, Anaeroplasma oraz Akkermansia.

W efekcie zastosowania przejsciowej suplementacji celulozg w zapaleniu okreznicy
wywotanym siarczanem dekstranu sodu u myszy (Nagy-Szakal et al. 2013) nastepowata znaczna
zmiana sktadu mikrobioty: obecnos¢ niektdrych taksondéw bakteryjnych istotnie spadata, np.

Coriobacteriaceae (nalezgce do Actinobacteria), a innych rosta, np. Peptostreptococcaceae i
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Clostridiaceae. Podobne obserwacje w naszym eksperymencie byty zwigzane z przejsciowymi
efektami troficznymi 10 dni po zaprzestaniu suplementacji celuloza, jednak ten efekt zmniejszyt

sie po uptywie 40 dni po powrocie do diety niskocelulozowe;.

Wysokobtonnikowa dieta u myszy miata wptyw na stosunek Firmicutes: Bacteroidetes. W
grupach suplementowanych 20% a-celulozg dominowaty Firmicutes (Firmicutes: Bacteroidetes
<1), a w grupach z 5% podazg celulozy dominowaty Bacteroidetes (Firmicutes:Bacteroidetes
1,3<x<4,2). Dieta wysokobtonnikowa sprzyjata spadkowi poziomu Firmicutes i wzrostowi
Bacteroidetes. Trend ten potwierdzajag badania u ludzi, poniewaz zdrowe osoby w
spoteczenstwach  zachodnich  charakteryzuja  sie  stosunkiem  bakterii  (Srednio)
Firmicutes:Bacteroidetes 1:1, za$ skrajne proporcje (np. 20:1) silnie korelujg z wystepowaniem

otytosci (Arumugam et al. 2011; Costello et al. 2009).

Spozycie diety wzbogaconej o a-celuloze wigzato sie z trzykrotnym wzrostem obecnosci w
kale bakterii rodzaju Anaeroplasma, o ktérych wiadomo, ze podnoszg poziom $luzéwkowego IgA.
Transfer Anaeroplasma zwieksza liczbe komérek B w kepkach Peyera oraz liczbe komérek
plazmatycznych wydzielajgcych IgA w blaszce wtasciwej jelita cienkiego, co prowadzi do znacznego
wzrostu poziomu IgA w btonie sluzowej. Anaeroplasma kontroluje ekspresje IgA, przypuszczalnie
ma takze zdolnos$¢ do indukcji ekspresji regulatorowej cytokiny TGF-B w komérkach T (Beller et al.

2019; 2020).

W naszych badaniach wykazalismy, ze stosowanie diety wysokobtonnikowej w istotny
sposdb zwieksza wystepowanie bakterii Akkermansia muciniphila. Myszy z nowotworem
charakteryzowaty sie wyzszym poziomem A. muciniphila w poréwnaniu do myszy kontrolnych
mimo otrzymywania takiej samej paszy. Akkermansia muciniphila moze stanowic ogniwo faczace
otytosé z CRC, jednak jej rola w karcynogenezie nowotworu jelita grubego nie jest dobrze poznana.
Spadek masy ciata pacjentéw korelowany byt ze wzrostem poziomu A. muciniphila, ktérych
obecnos¢ wigzano z prawidtowymi parametrami metabolicznymi, w tym ze stezeniem glukozy i

triglicerydéw w surowicy oraz z lepszg odpowiedzig na insuline (Shah et al. 2018; Louis et al. 2014).

Utrzymanie integralnosci nabtonka jelitowego (zalezne od odpowiedniego sktadu mucyny)
jest kluczowe, poniewaz anomalie w tym zakresie mogg prowadzi¢ do rozwoju zapalenia. Biatko
MUC2 obecne w przewodzie pokarmowym to glikoproteina tworzgca zel (Cockburn i Koropatkin
2016), ktérego brak u myszy transgenicznych z nokautem genu kodujgcego MUC2 predysponowat
do zapalenia okreznicy (Petersson et al. 2011; Sluis et al. 2006), za$ u ludzi anomalie O-glikozylacji
biatka MUC2 s3 skorelowane z ryzykiem wystgpienia wrzodziejgcego zapalenia okreznicy (Larsson

et al. 2011). Akkermansia muciniphila jest pozgdanym skfadnikiem prawidtowej mikrobioty
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jelitowej, poniewaz degraduje mucyne, a powstate metabolity stymulujg ekspansje komodrek
kubkowych wydzielajgcych mucyne w jelitach (Shin et al. 2014). Wystepowanie A. muciniphila byto
niskie u osdb otytych i z cukrzycg typu 2 (Larsen et al. 2010), zas u myszy otrzymujgcych
oligofruktoze rosta populacja jelitowa A. muciniphila, jednoczesnie poprawiata sie funkcjonalnos¢
bariery jelitowe] i nastepowata redukcja stanu zapalnego (Everard et al. 2013). Uzyskalismy

podobne wyniki dla myszy otrzymujgcych diete wzbogacong w dodatek a-celulozy.

Dieta niskocelulozowa nie wptyneta na réznorodnos¢ mikrobiologiczng, ale obserwowano
wiekszg obecnosé Oscillibacter i mniejszg Akkermansia. Obecnos¢ Akkermansia w kale osobnikow
utrzymywanych na diecie wysokocelulozowej byta znacznie wyzsza w poréwnaniu do osobnikow
na diecie niskocelulozowej i wynosita odpowiednio 39% i 19% po miesigcu stosowania
suplementacji (Kim Y. et al. 2020), co pozostaje w zgodzie z naszymi wynikami: 30% i 15%. Badacze
ci obserwowali poréwnywalny poziom SCFA w obu przypadkach (Kim Y. et al. 2020) oraz wyisze
stezenie niacyny u myszy spozywajacych zwiekszone ilo$¢ celulozy; niacyna poprzez réznicowanie
komérek Treg i wydzielanie IL-18 na drodze zaleznej od GPR109A zapobiega zapaleniu okreznicy

(Singh et al. 2014; Kim Y. et al. 2020).

W naszych badaniach ilos¢ bakterii rodzaju Lactobacillus, szczegdlnie L. reuteri, byta
obnizona u osobnikéw otrzymujgcych diete wysokobtonnikowa. Jak wykazali Arora i
wspotpracownicy, przyjmowanie niektdrych prebiotykéw, np. suplementacja btonnikiem z
siemienia Inianego, wzmagato wzrost Lactobacillus w ukfadzie pokarmowym, a podawanie
celulozy obnizato zawartosé L. reuteri w kale. W naszych badaniach spozycie paszy zw zwiekszong
iloscig a-celulozy powodowato zahamowanie wzrostu Lactobacillus spp. Arora i wsp. wigzali ten

efekt z metabolizmem btonnika pokarmowego w jelitach (Arora et al. 2019; 2012).

Stosowanie u myszy diety wzbogaconej w celuloze wigzato sie z istotnymi zmianami w
mikrobiomie jelitowym, nie miato jednak wptywu na tempo wzrostu podskérnie rozwijajgcego sie
nowotworu MC38. Zwiekszona obecnos¢ celulozy w diecie obniza stezenie krétkotaricuchowych
kwaséw ttuszczowych (za wyjatkiem kwasu mlekowego) i markeréw LPSu, zatem tagodzi rozwdj

procesu zapalnego i spowalnia translokacje LPSu z jelita do krwioobiegu.

Zwiekszone spozycie celulozy zwigzane byto ze zmianami w skfadzie mikrobioty jelitowe],
w tym wzrostem poziomu Bacteroidetes i Verrucomicrobia oraz obnizeniem Actinobacteria i
Firmicutes w kale. Obecno$¢ a-celulozy w paszy promowata wzrost Akkermansia muciniphila i
hamowata Lactobacillus reuterii. Stosunek Firmicutes:Bacteroidetes w kale byt zblizony do 1 u
osobnikéw utrzymywanych na diecie ze zwiekszong iloScig celulozy, zas nizsze spozycie btonnika

promowato rozwaj Firmicutes.
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Nowotwor jelita grubego MC38/0

Liczne badania epidemiologiczne badaty teze o wyzszym spozyciu btonnika pokarmowego
jako ochronie przed zachorowaniem na nowotwodr jelita grubego. W metaanalizie 21
eksperymentdéw (Clinton et al. 2020) autorzy stwierdzili, Ze nie ma liniowego zwigzu pomiedzy
spozyciem btonnika a ryzykiem zachorowalnosci na CRC, jednak opinie w tym zakresie sg bardzo
zréznicowane: wiekszo$¢é amerykanskich doniesien wskazuje na brak zwigzku miedzy
wspomnianymi czynnikami (Kunzmann et al. 2015; He et al. 2019), natomiast grupa prowadzaca
,Europejski plan walki z rakiem” potwierdza zwigzek pomiedzy przyjmowaniem btonnika a
mnejszym ryzykiem zachorowania na nowotwor jelita grubego (Parracho et al. 2005; Murphy et
al. 2012). Prawdopodobnie kluczem do wtasciwej oceny tego problemu jest pogtebiona analiza

zrédet btonnika w diecie Europejczykéw (gtéwnie zboza) i Amerykandw (owoce i warzywa).

Znaczenie spozycia btonnika pokarmowego w zapobieganiu CRC polega na skrdceniu
tranzytu przez jelito oraz zwiekszaniu masy katowej, zmniejszajgc prawdopodobienstwo interakcji
pomiedzy nabtonkiem jelitowym i mikrobiomem a karcynogenami (Gensollen et al. 2016). Skrobia
oporna rozktadana przez bakterie do krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych, zwtaszcza do
maslanu, obniza pH w jelicie grubym i powoduje zahamowanie wzrostu wielu mikroorganizmow
patogennych, pojawianie sie uszkodzen DNA, zwieksza apoptoze i zapobiega proliferacji komdrek
nowotworowych (Hm et al. 2008). Stosowana dtugoterminowo dieta bogata w bfonnik
pokarmowy preferencyjnie wptywa na wzrost ilosci Firmicutes o witasciwosciach

immunomodulacyjnych i przeciwzapalnych (Fung et al. 2012; Neish 2009).

W naszym kolejnym eksperymencie zastosowalismy suplementacje paszy skrobig oporng
typu 2, czyli surowg skrobie ziemniaczang, w znacznym stopniu odporng na trawienie przez
amylazy ssakéw. Zwierzeta z grupy kontrolnej otrzymywaty pasze standardowg, natomiast pasza
wysokobtonnikowa zawierata 20-procentowy dodatek skrobi ziemniaczanej. Negatywng kontrolg
w naszych badaniach byta skrobia kukurydziana, catkowicie trawiona przez a-amylaze w jelicie
cienkim, zatem nie wptywajgca na mikrobiom jelita grubego. Trzy grupy myszy: kontrolna, z
komérkami nowotworowymi MC38/0 podanymi podskdrnie w zawiesinie oraz z guzami MC38/0
wszytymi w jelito slepe (gdyz u myszy jest to pierwszy odcinek jelita grubego, w ktérym nastepuje
fermentacja niestrawionych sktadnikdw pozywienia; u ludzi jelito Slepe jest znacznie mniejsze, a
fermentacja ta przebiega w dalszych czesciach jelita grubego) (Nguyen et al. 2015). Ze wzgledu na
réznice w tempie rozwoju nowotworu w zaleznosci od umiejscowienia w jelicie grubym umownie
podzielono je na prawg (jelito Slepe, okreznica wstepujgca oraz poprzeczna) i lewg strone (zagiecie

Sledzionowe okreznicy, okreznica zstepujgca, okreznica esowata, odbytnica). Metaanaliza 66
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badan, obejmujaca ponad 1,4 miliona pacjentéw wykazata, ze prawa strona jelita grubego jest
zwigzana z wyzszym ryzykiem smierci, niezaleznie od roku badania, liczby uczestnikdw badania,
stadium nowotworu czy stosowanej chemioterapii (Petrelli et al. 2017). Korzystajac z tej
wskazowki w naszych badaniach wykorzystalismy wszczepienie guzéw nowotworowych MC38/0

w prawa strone jelita grubego, czyli generujgca stabsze rokowania co do przezycia.

Analiza profilu SCFA wykazata, ze myszy na diecie wzbogaconej skrobig ziemniaczang
charakteryzowaty sie nizszym stezeniem kwasu mlekowego w kale w poréwnaniu do myszy
otrzymujacych pasze standardowa. Najwieksze rdznice wystapity w grupach z nowotworem,
zarowno w modelu podskdrnym, jak dojelitowym. Profil krétkotancuchowych kwaséw
ttuszczowych byt zmienny w trakcie trwania catego eksperymentu. Skrobia ziemniaczana
wprowadzata istotne zmiany, poniewaz poziom wiekszosci badanych SCFA w kale wzrastat (oprécz
kwasu mlekowego i w mniejszym stopniu kwasu octowego) w grupach z nowotworem. Wyjgtkiem
byta grupa z modelem nowotworu podanego dojelitowo, u ktérej wykazano obnizony poziom
kwasu mastowego, oraz grupy z modelem podskérnym, utrzymywane na diecie standardowej oraz
diecie wzbogaconej skrobig ziemniaczang, w ktérych obserwowali$my zmienne wyniki,
szczegblnie pomiedzy 20. a 35. dniem eksperymentu, gdy przyrost guzow nowotworowych byt
najwiekszy. Zwiekszone spozycie skrobi ziemniaczanej miato wptyw na wzrost stezenia
krétkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych u myszy zdrowych i chorych, co potwierdza ich

znaczenie w utrzymaniu homeostazy nabtonka jelita grubego.

SCFA odpowiadajg za utrzymanie réwnowagi odpowiedzi przeciw- i prozapalnej,
stanowigc swoiste komunikatory miedzy komensalnym konsorcjum jelitowym a uktadem
odpornosciowym gospodarza. Metabolity te mogg bezposrednio promowac réznicowanie
komérek T wytwarzajgcych IL-17, IFN-y i IL-10 w zalezno$ci od srodowiska cytokinowego. Wptyw
krétkotaricuchowych kwasow ttuszczowych na komorki T jest posrednio zalezny od ekspresji
receptorow GPR41 i GPR43, ale bezposrednio zalezy od inhibicji aktywnosci deacetylazy
histonowej (HDAC), co stymuluje rdéznicowanie komodrek T do komodrek efektorowych i
regulatorowych, promujgc w zaleznosci od sSrodowiska immunologicznego odpowiedz prozapalng

lub przeciwzapalng (Park et al. 2015).

Maslan indukuje produkcje IL-18 w obrebie jelitowych komoérek nabtonka poprzez
aktywacje receptora GPR109A. IL-18 stymuluje naprawe nabtonka poprzez regulacje produkcji i
dostepnosci 1L-22 (Salcedo et al. 2010). U myszy nieobecnos$¢ IL-18 wigze sie z dysbiozg, ze
zmianami w odpowiedzi zapalnej oraz z deregulacjg homeostazy i odbudowy nabtonka jelitowego
(Vaishnava et al. 2009; Dupaul-Chicoine et al. 2010), co w konsekwencji zwieksza podatnos¢ na

rozwdéj nowotworu. W niektérych eksperymentach niezdolnos$é odpowiedzi na IL-18 zwiekszata u
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myszy przypadki dysbiozy i prawdopodobienstwo wystgpienia (chemicznie indukowanego)

nowotworu (Salcedo i in. 2010; Elinav i in. 2011).

Na podstawie badan wykazaliSmy na modelu nowotworu MC38/0 liczne istotne
statystycznie rdéznice dotyczgce stezenia krétkotaricuchowych kwasow ttuszczowych. Stezenie
kwasu mlekowego byto wyzsze u myszy z nowotworem jelita grubego wszczepionym dojelitowo.
Uwaza sie, ze mleczan jest jednym z onkometabolitow, czyli produktem przejsciowym
podlegajgcym akumulacji w $rodowisku guza, zazwyczaj nadprodukowanym przed (L-2-
hydroksyglutaran, bursztynian, fumaran) lub po (D-2-hydroksyglutaran, mleczan) wystgpieniu
defektéw metaboliczynych (Collins et al. 2017). Wykazano takze, ze kwas mlekowy moze stanowié

zrédto energii dla komorek nowotworowych (de la Cruz-Lopez et al. 2019).

Stezenie kwasu mastowego i walerianowego byto znaczaco niisze u zwierzat z
nowotworem MC38/0 wszczepionym dojelitowo. Gomes i wsp. (2020) wykazali, ze wzrost stezenia
SCFA w przebiegu nowotworu jelita grubego zwykle wigze sie z lepszym rokowaniem, co
potwierdzili Wu i wspét. (2018) doniesieniem o hamowaniu rozwoju guzéw nowotworowych przez
mikroorganizmy produkujgce maslan (Wu et al. 2018; Gomes et al. 2020). Mechanizm tego
dziatania polega na hamowaniu przez maslan gendéw prozapalnych oraz czynnikéw wzrostu przez
inhibicje deacetylazy histonéw, co ostabia onkogenne $ciezki sygnatowe (Wu et al. 2018). Zaleznie
od stezenia in situ maslan moze takze brac udziat we wzroscie nowotworu hamujac proliferacje

zdrowych progenitorowych komérek jelitowych (Kaiko et al. 2016).

Poréwnanie wynikéw uzyskanych dla myszy zdrowych z grupami z nowotworem wykazato
wyzsze, istotnie statystycznie stezenie kwasu mlekowego, a nizsze kwasu walerianowego w kale.
Zwiekszenie spozycia skrobi opornej wigzato sie ze wzrostem poziomu kwasu izomastowego i

izowalerianowego.

Na podstawie powyzszych wynikéw i doniesien mozna uznaé, ze suplementacja SCFA jest
przydatnym narzedziem w walce z nowotworem jelita grubego. Mechanizm korzystnego dziatania
SCFA w przypadku chorych z nowotworami jelita grubego, ale takze u oséb zdrowych, wydaje sie
dwutorowy, gdyz w badaniach z wykorzystaniem metod proteomicznych i transkryptomicznych
wykazano witasciwosci proapoptotyczne maslanu. W aspekcie spadku proliferacji komérek w
przypadku nowotworu jelita grubego oraz promocji zréinicowanego fenotypu w
transformowanych komadrkach nabtonka jelita grubego jest to obiecujgca obserwacja (Fung K. Y.
C. et al. 2011; Tan H. T. et al. 2008; Xiao et al. 2014). Z drugiej strony, w Srodowisku bardzo
bogatym w maslan pojawia sie rodzaj odpornosci na jego dziatanie, a subpopulacja komodrek

nowotworowych omija proces apoptozy indukowanej maslanem na rzecz formowania guza (Fung
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K.Y.C. etal. 2011; Olmo et al. 2007).

W randomizowanych badaniach prowadzonych w celu poréwnania produkcji maslanu ze
skrobi opornej u oséb zdrowych uzyskano interesujgcg zaleznos$¢: u wiekszosci uczestnikéw
zanotowano wzrost stezenia maslanu w kale, ale w przypadkach bardzo wysokiego spozycia skrobi
opornej nastepowat jego spadek, pytanie o role maslanu w promowaniu nowotworu jelita
grubego pozostaje zatem otwarte. Przyktadem niejednoznacznej roli maslanu jest zaobserwowana
proliferacja komoérek, wzrost rozszczepienia krypt jelitowych oraz wzrost catkowitego obcigzenia
nowotworem w modelu raka jelita myszy u osobnikéw karmionych paszg bogata w skrobie oporna
(otreby pszenne, wyttoki z jabtek) (Mandir et al. 2008). Wydaje sie, ze kluczowe jest odpowiednie
dobranie 7Zrédfa btonnika do sktadu oznaczonego, wyjsciowego mikrobiomu jelitowego

gospodarza.

Badajgc mechanizmy dziatania maslanu na komérki nowotworowe oraz sposéb, w jaki
nastepuje indukcja apoptozy przy jego udziale, wykazano zmieniong ekspresje HDAC w przypadku
nowotworow jelita grubego, zotgdka, prostaty oraz gruczotu sutkowego (Zhu et al. 2004; Song J.et
al. 2005; Fraga et al. 2005), co wskazuje na pierwszorzedowy mechanizm odpowiedzialny za
obnizenie proliferacji komérek nowotworowych - regulacje ekspresji genéw poprzez inhibicje
aktywnosci HDAC spowodowang obecnoscia maslanu. Za pomocg transportera SCL5A8
sprzezonego z Na* maslan jest transportowany do komorek, gdzie nastepuje inhibicja HDAC, a

nastepnie supresja nowotworu (Paroder i in. 2006; Ganapathy i in. 2008).

W naszych badaniach na modelu podskdrnym nowotworu MC38 zanotowaliSmy wyzszy,
statystycznie istotny poziom deacetylowanych produktéw u myszy karmionych pasza
standardowg, natomiast w przypadku modelu dojelitowego poziom ten byt wyiszy u myszy
otrzymujacych pasze wysokobtonnikowg, co sugeruje wyzszg aktywnos$¢ deacetylazy histondéw, a
co za tym idzie stabszg inhibicje przez SCFA. Wydaje sie, ze zastosowanie diety bogatej w bfonnik
nie zawsze wigze sie z silniejszg inhibicjg HDAC. Inng przyczyng jest istotnie nizsze niz w grupie
kontrolnej stezenie kwasu mastowego w kale myszy z grupy MC38/DJ. W konsekwencji poziom
zablokowania enzymu HDAC przez maslan byt znacznie mniejszy, zas dieta w tym przypadku nie

miata znaczenia.

Nalezy zauwazyg, ze istnieje mechanizm odziatywania SCFA niezalezny od inhibicji HDAC,
polegajacy na jego regulacji przez receptory GPR, w tym GPR43 i GPR109A. Spadek ekspresji
GPR43 wystepuje w nowotworach okreznicy oraz w przeroscie jelita grubego, jak réwniez w
poczatkowych fazach choréb jelita grubego (polipy), jednak na dziewie¢ badanych linii

komérkowych nowotwordw jelita grubego tylko dla jednej zaobserwowano ekspresje receptora
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GPR43 (linia HT29) (Tang et al. 2011). Taka dysregulacja dotyczy takze ekspresji receptora

GPR109a w komérkach nowotworowych jelita grubego (Thangaraju et al. 2009).

Znaczenie receptorow GPR potwierdzity obserwacje pozbawionych receptoréw GRP43
myszy, ktére wykazywaty wadliwg odpowiedz ukfadu odpornosciowego i rozwijaty
niekontrolowane, chroniczne zapalenie prowadzgce do uszkodzen nabtonka jelitowego.
Karcynogeneza w obrebie jelita byfa silniejsza u myszy z deficytem receptoréw GPR43, a jego
ekspresja byta obnizona w komodrkach nowotworowych. Prawidtowe funkcjonowanie GPR43
zapewniato supresje nowotworu. Podaz btonnika pokarmowego i SCFA hamowata jelitowy proces
zapalny oraz karcynogeneze posrednio i bezposrednio (Kim M. et al. 2018; Sivaprakasam et al.

2016).

W naszych badaniach myszy otrzymujace pasze z wysoka zawartoscia btonnika
wykazywaty wyziszg ekspresje receptorow GPR43 w pordwnaniu do grup otrzymujgcych pasze
standardowa, szczegdlnie w grupach myszy chorych, u ktérych jelitowy poziom receptoréw GPR43
jest istotnie wyzszy. Tendencja ta byta widoczna w okresie najwiekszego przyrostu guza, gdy

zachodzg zmiany immunologiczne, zaréwno na modelu podskérnym, jak i dojelitowym.

Drugi receptor wigzgcy maslan to GPR109A. Greten i wsp. (2004) stwierdzili, ze u ludzi i u
myszy z nowotworem jelita grubego, a takze in vitro w linii komdérkowej nowotworu jelita grubego
ekspresja genu GPR109A byta wyciszona. Aktywacja NF-kB nalezy do niezbednych czynnikéw
odpowiedzi zapalnej zwigzanej z karcynogenezg i w warunkach chronicznego zapalenia, w tym w
przebiegu wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego (Greten et al. 2004), a maslan poprzez
GPR109A hamuje aktywacje NF-kB w komédrkach zdrowych i w komdrkach nowotworowych jelita
grubego. Aktywacja tego receptora w komdrkach zdrowych nie prowadzi do ich apoptozy, kiedy
jednak ma miejsce taka sama aktywacja za pomocg maslanu, receptor jest ektopowo

ekspresjonowany w komérkach nowotworowych jelita grubego, co prowadzi do ich apoptozy.

Za ten mechanizm odpowiada prawdopodobnie zatrzymanie metylacji DNA, ktére w
komadrkach nowotworowych jelita grubego indukuje ekspresje receptoréw GPR109A i apoptoze
tych komoérek. Zastosowanie GPR109A skojarzone z maslanem jako ligandem moze okaza¢ sie
skutecznym narzedziem w leczeniu nowotworu jelita grubego przez hamowanie metylacji DNA.
Oprodcz udziatu w supresji nowotworu, receptor ten uczestniczy w hamowaniu aktywacji NF-kB w
odpowiedzi indukowanej przez LPS (Thangaraju et al. 2009). W komdrkach nabtonka jelitowego
maslan moze modulowaé zapalenie poprzez redukcje ekspresji IL-8 (Huang et al. 1997) i

hamowanie ekspresji indukowanej syntazy NO (Stempelj et al. 2007).

W naszych badaniach stezenie receptoréow GPR109A w jelicie byto zmienne. Inaczej niz w
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przypadku receptoréw GPR43, w okresie najwiekszego przyrostu guzéw zwierzeta z nowotworem
otrzymujace pasze standardowg charakteryzowaty sie wyzszym stezeniem receptoréw GPR109A
niz grupy karmione paszg wysokobftonnikowa. W miare pogarszania sie stanu zdrowia myszy

nastepowato wyréwnanie poziomu receptoréw w obu grupach myszy.

Analizujgc caty eksperyment wykazalismy, ze myszy z nowotworem jelita grubego
charakteryzowaty sie wyzszym stezeniem jelitowym receptoréw GPR109A, szczegdlnie grupa z
nowotworem wszczepionym dojelitowo. Przyjmowanie diety o zwiekszonej zawartosci skrobi
ziemniaczanej byto zwigzane z nizszym poziomem receptoréw GPR109A, co sugeruje, ze stan
zapalny obejmujacy jelito grube wyraza sie istotnym statystycznie wzrostem stezenia GPR109A,

ktory obniza sie podczas zastosowania diety wysokobtonnikowej.

Krétkotanicuchowe kwasy ttuszczowe jako metabolity bakteryjne maja wptyw na
utrzymanie homeostazy w obrebie jelita grubego, gdy dziatajg jako czynniki przeciwzapalne, a w
szczegolnych przypadkach prozapalne. Z tego powodu stanowia swego rodzaju marker, ktéry w
powigzaniu z danymi metagenomowymi moze dostarczac informacji o stanie zdrowia gospodarza.
Markerem uzupetniajgcym charakterystyke homeostazy jelitowej, a w szczegdlnosci dysbioze
spowodowang stanem zapalnym w $rodowisku uktadu pokarmowego, jest lipopolisacharyd. Za
pomocg unikalnych kwasdéw 3-hydroksylowych - jego sktadnikéw, mozna opisaé zmieniajacy sie
ekosystem bakterii Gram-ujemnych w przebiegu procesu zapalnego. W naszych badaniach

wykorzystywalismy oznaczanie markerédw LPSu (kwaséw 3-hydroksylowych, 3-OHFAs).

Catkowity LPS pochodzacy z mikrobiomu jelitowego w olbrzymiej wiekszosci nie jest
immunogenny i zasadniczo hamuje produkcje cytokin w szklaku zaleznym od TLR4. Najbardziej
immunogenny jest lipid A w formie heksaacylowanej, promujacy najsilniejsza reakcje poprzez
zwigzanie z TLR4 (Munford and Varley 2006). Antagonistyczne formy LPSu pochodzace z
mikrobioty jelitowej wyciszajg odpowiedZ prozapalng wobec catego konsorcjum jelitowego
(d’'Hennezel et al. 2017). Jelitowy LPS pochodzi gtdwnie z bakterii rzedu Bacteroidales i stanowi az
79% (zdrowi wolontariusze) do 92,4% (probki w projekcie HMP1) catego LPSu. Dla porédwnania,
Proteobacteria (doktadnie E. coli) odpowiadajg za 5,2% (probki w projekcie HMP1) do 14% (zdrowi
wolontariusze) catkowitego jelitowego LPSu. Sredni stosunek LPSu pochodzacego od
Bacteroidetes w stosunku do E. coli wynosi 6:1 (zdrowi wolontariusze) i 18:1 (prébki w projekcie

HMP1) (d’Hennezel et al. 2017).

Zwiekszona obecnos$é LPS w surowicy moze by¢ spowodowane utratg funkcjonalnosci
bariery jelitowej. Cani i wspodt. wykazali, ze podawanie prebiotykéw (fruktooligosacharyddow)

poprawiato funkcjonalnos¢ bariery jelitowej, co korelowato z redukcjg poziomu LPS w surowicy w
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zwigzku z aktywacjg jelitowego peptydu glukagonopodobnego typu 2 (Cani et al. 2007).

W naszych badaniach profil 3-hydroksylowych kwaséw ttuszczowych umozliwit
obserwacje zmiany mikrobioty w zakresie typu LPS indukujgcego badz wyciszajgcego odpowiedz
prozapalng. Najwieksze zmiany pojawiaty sie w okresie najszybszego przyrostu guzéw
nowotworowych (dzien 20.-35.), znaczny wpltyw na stezenie markeréw LPSu w kale miata takze
dieta, poniewaz zwiekszone spozycie skrobi wigzato sie ze wzrostem catkowitego poziomu 3-

OHFAs, zarowno u myszy chorych, szczegdélnie dla modelu podskdérnego, jak i zdrowych.

W modelu nowotworu wszczepionego dojelitowo u myszy otrzymujgcych diete
wysokobfonnikowg zwieksza sie stezenie markerédw 3-OH nC14 charakterystycznych dla bakterii
patogennych (rzad Enterobacteriales) i znacznie wzrasta w ilosci markeréw 3-OH nC17i 3-OH nC16
charakterystycznych dla bakterii komensalnych (rzad Bacteroidales). Zmiany zalezg od rodzaju
stosowanej diety: im wyzsze byto spozycie skrobi, tym wieksze byto stezenie markeréw LPSu
charakterystycznych dla rzedéw Enterobacteriales, Bacteroidales, Fusobacteriales. Istotne réznice
dotyczg bakterii Enterobacteriales i Fusobacteriales. Zastanawiajacy jest wzrost stezenia LPSu (i
bakterii Gram-ujemnych) u zwierzat pozostajgcych na diecie z wysokg zawartoscig skrobi.
Obserwacja ta jest tym bardziej zaskakujaca, ze w odniesieniu do badan Klingbeil i wspét. nad dietg
wysokottuszczowaq, w ktdérej zastosowano suplementacje skrobig oporng (uzyskang z ziemniakéw)
autorzy obserwowali poprawe funkcji bariery nabtonkowej przewodu pokarmowego oraz nizszy
poziom markerdw stanu zapalnego, a poziom LPSu w surowicy byt nizszy u zwierzat spozywajgcych
zwiekszone ilosci btonnika w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. Suplementacja skrobig oporng

zapobiegata dysbiozie i ogdlnoustrojowemu zapaleniu (Klingbeil et al. 2019).

Stezenie LPSu w kale jest elementem wigzgcym mikrobiom jelitowy z progresjg innych
chordb, w tym chordb uktadu krgzenia. W analizie danych 92 pacjentéw (Yoshida et al. 2020)
stwierdzono, ze wystepowanie bakterii rodzaju Bacteroides byto znaczaco negatywnie
skorelowane z poziomem LPSu w kale (mierzonego za pomocy testu LAL). W grupie kontrolnej
odnotowano zwiekszong obecnosé Bacteroides. Poziom LPS charakterystycznego dla Bacteroides
byt znaczaco nizszy od LPSu charakterystycznego dla Escherichia coli. Warto przypomnieé, ze w
przeciwienstwie do Enterobacteriales, LPS pochodzacy od Bacteroidetes indukuje stabg
odpowiedz uktadu immunologicznego i nie stymuluje znacznej produkcji cytokin prozapalnych u

myszy.

Jest wiele mikroorganizmow zwigzanych z promowaniem wystepowania nowotworu jelita
grubego, wliczajgc w to niektére gatunki Bacteroides (B. vulgatus i B. sterocoris), Bifidobacterium

spp. (B. longum i B. angulatum), Eubacterium spp. (E. rectale 1i 2, E. elignes 1 2 i E. cylindroides),
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Ruminococcus spp. (R. torques, R. albus i R. gnavus), Streptococcus hansenii, Fusobacterium

prausnitzi i Peptostreptococcus products 1 (Genua et al. 2021).

Oberwowano zwiekszong ilo$¢ Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis i Escherichia
coli oraz Porphyromonas, Peptostreptococcus oraz Parvimonas micra, charakterystycznch dla
choréb przyzebia w srodowisku guza jelita grubego, co sugeruje zwigzek pomiedzy chorobami
przyzebia a ryzykiem powstania nowotworu jelita grubego (Vogtmann et al. 2016; Momen-Heravi

et al. 2017; Shah et al. 2018)

Analizujagc dane metagenomowe uzyskane za pomocg sekwencjonowania NGS
wykazaliémy, ze na sktad mikrobiomu gtéwnie wptywa model nowotworu, poniewaz w naszym
eksperymencie na modelu guzéw podanych dojelitowo odnotowalismy wzrost ilosci bakterii rzedu
Corynebacteriales oraz rodzajéw Streptococcus, Romboutsia, GCA-900066225 (rodzina
Ruminococcaceae) i Pseudomonas. Wystepowaniu nowotworu towarzyszyt spadek ilosci bakterii

rodzaju Ruminococcaceae UCG-014.

Srodowisko mikrobiologiczne jelita jest dynamiczne, zmienia sie pod wptywem diety,
chordb i innych czynnikéw srodowiskowych, w tym stresu. Toczacy sie stan zapalny w obrebie
uktadu pokarmowego negatywnie wptywa na homeostaze mikrobiomu. Mangifest i wspét.
wykazali, ze mikrobiologiczne s$rodowisko polipow jelitowych koreluje z wystepowaniem
Faecalibacterium, Bacteroides i Rombustia, takze w polipach gruczolakowatych, z tego wzgledu
taksony te uznane zostaty za biomarkery drobnoustrojowe zwigzane z wczesnym powstawaniem
guza (Mangifesta et al. 2018). W naszych badaniach wystepowanie rodzaju Romboutsia byto
istotnie statystycznie wyzsze w przypadku zwierzat z dojelitowo wszczepionymi guzami
nowotworowymi, nie byt on wiec markerem zwigzanym z wczesnym stadium powstawania

polipéw/nowotworu, ale pojawiat sie w petnym stadium choroby.

Najwiekszg zmiennos¢ mikrobiomu jelitowego generowata zmiana diety, tj. zwiekszone
spozycie skrobi. Istotny wzrost poziomu bakterii zwigzany z zastosowaniem diety
wysokobtonnikowej odnotowano dla Bifidobacterium, Coriobacteriaceae UCG-002, Parvibacter,
UBA1819 (rodzina Ruminococcaceae), Faecalibaculum oraz rodziny Clostridiales vadin BB60 group
i rzedu Rhodospirillales. Odnotowano spadek liczebnosci rodzajow Blautia, Peptococcus,

Ruminococcus UCG-010 i Anaeroplasma oraz rodziny Erysipelotrichaceae.

W naszych badaniach wzrost ilosci Bifidobacterium przy zastosowaniu diety wzbogaconej
o skrobie byt wynikiem oczekiwanym, poniewaz bakterie te majg zdolnos$¢ rozktadu skrobi o
wysokiej zawartosci amylozy (Leitch et al. 2007), co wyjasnia zwiekszone wystepowanie

przedstawicieli Bifidobacterium w prébkach katu zwierzat otrzymujgcych pasze bogatg w skrobie.
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Rozwojowi bifidobakterii w grupie zwierzat z dietg wysokobtonnikowg sprzyja zdolnos¢ do
degradacji i fermentacji skrobi opornej in vitro stwierdzona u B. adolescentis (Belenguer et al.

2006).

Obecnosé pewnych gatunkdw bakterii jelitowych wigze sie z efektywng degradacjg skrobi
opornej. Nalezg do nich Bifidobacterium adolescentis i Ruminococcus bromii (typ Firmicutes) (Ze
et al. 2015) oraz Eubacterium rectale, ktore réwniez posiadajg zdolnos¢ wzrostu na pozywkach
zwierajacych skrobie oporng, ale ich wzrost jest lepszy, gdy hodowane sg w towarzystwie R. bromii
(Cockburn et al. 2018). Zaréwno B. adolescentis, jak i R. bromii dysponuja aparatem
enzymatycznym odpowiednim do degradacji skrobi. W przypadku R. bromii jest on zorganizowany
w multienzymatyczny kompleks nazywany amylosomem (Mukhopadhya et al. 2018), analogicznie
do celulosomu przetwarzajgcego celuloze u bakterii beztlenowych. B. adolescentis produkuje
octan, mleczan i etanol (Amaretti et al. 2007), za$ R. bromii wytwarza octan, etanol i mréwczan

(Crost et al. 2018).

Baxter i wspot. (2019) obserwowali wzrost produkcji maslanu u 174 zdrowych oséb
stosujgcych przez okres 2 tygodni diete zawierajaca skrobie oporng z ziemniakdw badz kukurydzy
o wysokiej zawartosci amylozy lub inuliny z korzenia cykorii, dietg kontrolng byta skrobia
kukurydziana. U oséb otrzymujgcych skrobie oporng wystepowat wzrost wzglednej ilosci
bifidobakterii podobnie jak w naszych badaniach, natomiast wzrostowi poziomu Ruminococcus
bromii lub Clostridium chartatabidum towarzyszyto wyisze stezenie maslanu, zapewne zwigzane
z obecnoscig Eubacterium rectale (Baxter et al. 2019). Bifidobakterie promujg produkcje maslanu
poprzez unikalng Sciezke fermentacji nazywang Bifid shunt (Sciezka fruktoza-6-fosforanowa)
(Scardovi 1965), podczas ktérej powstaje zarowno mleczan, jak i octan, przetwarzane nastepnie
przez inne bakterie (Eubacterium hallii, Anaerostipes caccae i Anaerostipes hadrus) do maslanu

(Allen-Vercoe et al. 2012; Duncan et al. 2004).

Karcynogenezie towarzyszg zmiany mikrobioty oraz skfadu s$luzu wytwarzanego przez
komarki nabtonka jelitowego. Zagato i wsp. (2020) wykazali, ze poziom Faecalibaculum rodentium
(u myszy) i Holdemanella bioformis (u ludzi) podczas karcynogenezy silnie sie obniza, a podanie F.
rodentium lub jego metabolitéw myszom Apc™™* lub AOM/DSS powodowato redukcje poziomu
czynnikéw wzrostu guza. Nasze badania potwierdzity te obserwacje, dieta wysokobtonnikowa
wigzata sie ze wzrostem poziomu bakterii rodzaju Faecalibaculum. F. rodentium wytwarza
znaczace ilosci SCFA, co przyczynia sie do kontroli acetylacji biatek (inhibicja HDAC) oraz
zahamowania proliferacji komodrek nowotworowych poprzez inhibicje  aktywacji
klacyneuryny/NFATc3 (Zagato et al. 2020). Obecno$¢ mleczanu w Srodowisku guzéow

nowotworowych potwierdzity takze nasze badania, w szczegdlnosci w grupie z nowotworem
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wszczepionym dojelitowo.

Zespdt Zagato i wsp. obserwowat redukcje stezenia mleczanu w kale myszy, ktérym
podawano Faecalibaculum rodentium (Zagato et al. 2020). Wyniki te nie byty zaskakujgce,
poniewaz F. rodentium w warunkach in vitro produkuje znaczne ilosci mleczanu
wykorzystywanego nastepnie przez komérki nowotworowe (San-Millan and Brooks 2017; Faubert
et al. 2017). Redukcja stezenia mleczanu mimo suplementacji F. rodentium mogta byc
spowodowana przez stabszg proliferacje komérek guza badz przez zwiekszone jego wykorzystanie
przez inne bakterie jako substratu i Zzrdodta energii (Duncan et.al. 2004). Dodanie supernatantu
hodowli bakteryjnej F. rodentium, jak tez podanie innych bakterii produkujacych maslan (L. lactis)
lub samego maslanu komérkom nowotworu jelita grubego in vitro wywotywato efekt
antyproliferacyjny, co wskazuje na metabolity bakteryjne jako kluczowe dla redukcji wzrostu guza

na drodze inhibicji HDAC (Zagato et al. 2020).
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8. Whnioski

1. Najwiekszg zmiennos¢ mikrobiomu jelitowego generowata zmiana diety, tj. zwiekszone
spozycie skrobi opornej bgdz a-celulozy.

2. Najwieksze zmiany mikrobiomu jelitowego w zakresie sktadu taksonomicznego, poziomu
metabolitéw SCFA, markerow 3-OH FAs i receptorow GPR43 oraz GPR109A miaty miejsce
podczas etapu ekspansywnego wzrostu guzéw we wszystkich zastosowanych modelach
nowotworow.

3. W modelu nowotworu prostaty stezenie krotkofaricuchowych kwasdéw ttuszczowych
oznaczane w kale byfo istotnie wyzsze w grupie z nowotworem w poréwnaniu do grupy
kontrolnej.

4. Zwiekszona zawarto$¢ btonnika (a-celulozy) w paszy korelowata z obnizonym stezeniem
krotkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych i markeréw LPSu; sugeruje to tagodzenie
procesu zapalnego i spowalnienie translokacji LPSu z jelita do krwioobiegu. Zwiekszone
spozycie a-celulozy byto zwigzane ze zmianami w sktadzie mikrobioty jelitowej, m. in.
wzrostem poziomu Bacteroidetes i Verrucomicrobia oraz obnizeniem Actinobacteria i
Firmicutes.

5. Obecnosé a-celulozy w paszy promowata wzrost Akkermansia muciniphila i hamowata
Lactobacillus reuterii.

6. Zwiekszona zawartos¢ btonnika (skrobi ziemniaczanej) w paszy korelowata ze wzrostem
stezenia krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych u myszy zdrowych i myszy z
nowotwem MC38, wskazujgc na ich znaczenie w utrzymaniu homeostazy jelita grubego.
Spozycie paszy wysokobtonnikowej byto zwigzane ze wzrostem poziomu Bifidobacterium,
Parvibacter, przedstawicieli Coriobacteriaceae i Ruminococcaceae, Faecalibaculum oraz
rodziny Clostridiales vadin BB60 group i rzedu Rhodospirillales.

7. Zwiekszona zawartos¢ btonnika (skrobi ziemniaczanej) w paszy korelowata ze wzrostem
catkowitego stezenia 3-OHFAs u myszy z nowotworem, szczegdlnie w modelu
podskérnym, jak tez u myszy zdrowych.

8. Otrzymane korelacje sktadu taksonomicznego, stezenia metabolitéw bakteryjnych i
markerdw LPSu potwierdzity wartos¢ tych oznaczen w badaniach mikrobiomu jelitowego
jako uzupetnienie sekwencjonowania NGS w badaniu interakcji zachodzgcych w

mikrobiomie jelitowym podczas rozwijajgcego sie procesu nowotworowego.
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