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WYKAZ SKRÓTÓW I SYMBOLI 

APC (ang. antigen presenting cells) – komórki prezentujące antygen 

Arg-1 (ang. arginase-1) – arginaza 1 

AS (ang. Adenosarcoma) – gruczolakomięsak 

ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) – kinaza serynowo-treoninowa 

aktywowana przez przerwania obu nici DNA 

ATRX (ang. ATP-dependent chromatin-remodeling complex) – zależny od ATP 

kompleks przebudowujący chromatynę 

BAMs (ang. CNS border-associated macrophages) – makrofagi okołonaczyniowe 

bFGF (ang. basic fibroblast growth factor) – zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów 

BM-MΦ (ang. bone marrow-derived macrophages) – makrofagi pochodzące ze 

szpiku 

BrdU – bromodeoksyurydyna 

BSA (ang. bovine serum albumin) – surowicza albumina bydlęca 

CAR-T (ang. chimeric antigen T cells receptors) – komórki T z receptorem antygenu 

chimerowego  

CCR2 (ang. C-C motif receptor 2) – receptor chemokin typu CC 2 

CD (ang. cluster of differentiation) – antygen różnicowania komórkowego 

CDKs (ang. cyclin-dependent kinases) – kinazy cyklinozależne 

cDNA (ang. complementary DNA) – komplementarny DNA 

CITE-seq (ang. Cellular Indexing of Transcriptomes and Epitopes by Sequencing) – 

scRNA-seq z jednoczesnym oznaczeniem panelu białek powierzchniowych 

COX2 (ang. cyclooxygenase-2) – cyklooksygenaza 2  

CSF-1R (ang. colony stimulating factor 1 receptor) – receptor czynnika 

stymulującego kolonie makrofagów  

CSF-2R (ang. colony stimulating factor 2 receptor) – receptor czynnika 

stymulującego kolonie granulocytów i makrofagów  

CT (ang. treshold cycle) – cykl progowy 

CTLA-4 (ang. cytotoxic T lymphocyte antigen-4) – Antygen 4 cytotoksycznych 

limfocytów T 

CyTOF (ang. cytometry by time of flight) – cytometria masowa 

DAB – 3,3’-diaminobenzydyna 

DAPI – 4',6-diamidyno-2-fenyloindol 
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DC (ang. dendritic cells) – komórki dendrytyczne 

DDR (ang. DNA Damage Response) – ścieżka odpowiedzi na uszkodzenia DNA 

DEPC – pirowęglanu dietylu  

DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) – pożywka Eagle’a w modyfikacji 

Dulbecco 

DMF – N,N-dimetyloformamid 

DMSO – dimetylosulfotlenek 

dNTP – deoksynukleotydy (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) 

EAE (ang. experimental autoimmune encephalomyelitis) – autoimmunizacyjne 

zapalenie mózgu i rdzenia 

ECM (ang. extracellular matrix) – macierz zewnątrzkomórkowa 

EDTA – kwas wersenowy 

EGF (ang. epidermal growth factor) – naskórkowy czynnik wzrostu 

EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) – receptor nabłonkowego czynnika 

wzrostu  

EGTA – kwas etylenoglikol-O-O‘-bis(2-aminoetyl)-N,N,N‘,N‘-tetraoctowy 

EMT (ang. epithelial-mesenchymal transition) – przejście epitelialno-

mezenchymalne 

ERK (ang. extracellular signal-regulated kinases) – kinaza regulowana przez sygnały 

zewnątrzkomórkowe 

ETA1 (ang. Early T Lymphocyte Activation Protein 1) – białko wczesnej aktywacji 

limfocytów T 

FAK (ang. focal adhesion kinase) – kinaza płytek przylegania 

FasL – ligand Fas 

FITC (ang. fluorescein isothiocyanate) – izocyjanian fluoresceiny 

FIZZ1 (ang. Resistin-like molecule α lub found In inflammatory zone 1) – białko 

podobne do rezystyny 

FoxP3 (ang. forkhead box P3) –czynnik transkrypcyjny 

Gal-3 – galektyna 3 

GAMs (ang. glioma associated myeloid cells) – komórki mieloidalne towarzyszące 

glejakom 

GBM (łac. Glioblastoma) – glejak wielopostaciowy 

GCM (ang. glioma conditioned medium) – pożywka znad komórek glejaka 
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G-CSF/CSF-3 (ang. Granulocyte colony-stimulating factor/ colony stimulating factor 

3) – czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytów  

GDNF (ang. glial-derived neurotrophic factor) – czynnik troficzny pochodzenia 

glejowego  

GFP (ang. green fluorescent protein) – białko zielonej fluorescencji 

GITR (ang. glucocorticoid-induced tumor necrosis factor (TNF) receptor) – receptor 

czynnika martwicy nowotworu indukowany glukokortykoidami 

GM-CSF/CSF-2 (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor/colony 

stimulating factor 2) – czynnik tworzenia kolonii granulocytów i makrofagów 

G-MDSCs (ang. granulocytic-MDSCs) – granulocytarne mieloidalne komórki 

supresorowe  

GSC (ang. glioma stem-like cells) – komórki macierzyste glejaka 

HBSS (ang. Hanks’ balanced salt solution) – zbalansowany roztwór soli Hanka 

HGF/SF (ang. hepatocyte growth factor/scatter factor) – czynnik wzrostu 

hepatocytów/czynnik rozproszony  

HLA (ang. human leukocyte antigens) – ludzkie antygeny leukocytarne 

HPLC (ang. high-performance liquid chromatography) – wysokosprawna 

chromatografia cieczowa 

Iba-1 (ang. ionized calcium binding adaptor molecule 1) – antygen specyficzny dla 

komórek mieloidalnych 

ICAM (ang. intercellular adhesion molecule) – międzykomórkowa molekuła 

adhezyjna 

IDH 1 (ang. isocitrate dehydrogenase 1) – dehydrogenaza izocytrynianowa 1  

IDH2 (ang. isocitrate dehydrogenase 2) – dehydrogenaza izocytrynianowa 2 

IFN-γ – interferon γ  

Ig – immunoglobulina  

IL (ang. interleukin) – interleukina 

IL-1RA (ang. interleukin-1 receptor antagonist) – antagonista receptora IL-1  

IL-2Rα/CD25 (ang. membrane-resident interleukin-2 receptor α) – receptor dla 

interleukiny 2, podjednostka α (CD25) 

IMCs (ang. immature myeloid cells) – niedojrzałe komórki mieloidalne 

INK4a (ang. inhibitor of CDK4) –inhibitor kinaz cyklinozależnych 4a 

iNOS (ang. inducible nitric oxide synthase) – indukowana syntaza tlenku azotu  

IRF8 (ang. Interferon Regulatory Factor 8) – czynnik regulacyjny interferonu 8 
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ITGAM – integryna αM  

LAP (ang. latency-associated peptide) – peptyd związany z latencją 

LOX1 (ang. lectin-type oxidized LDL receptor 1) – lektyno-podobny receptor 1 

utlenionych LDL  

LPS – lipopolisacharyd  

LTR (ang. long terminal repeat) – długie powtórzenia końcowe 

Ly-6 (ang. lymphocyte antigen-6) – antygen 6 limfocytów 

MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases) – kinaza białkowa aktywowana 

mitogenami 

MCPs (ang. monocyte chemotactic proteins) – białka chemotaktyczne monocytów 

M-CSF/CSF-1 (ang. macrophage colony-stimulating factor/ Colony stimulating factor 

1) – czynnik stymulujący tworzenie kolonii makrofagów 

MDSCs (ang. myeloid-derived suppressor cells) – mieloidalne komórki supresorowe  

Mes-GBM (ang. mesenchymal glioblastoma) – podtyp mezenchymalny glejaka 

wielopostaciowego 

MFG-E8 (ang. milk fat globule-epidermal growth factor 8) – laktadheryna 

MHC (ang. major histocompatibility complex class) – główny kompleks zgodności 

tkankowej  

MIP-1 (ang. macrophage inflammatory protein-1) – białko zapalne makrofagów 

M-MDSCs (ang. monocytic-MDSCs) – monocytarne mieloidalne komórki 

supresorowe  

MMPs (ang. matrix metalloproteinases) – metaloproteinazy macierzy 

zewnątrzkomórkowej 

MR (ang. mannose receptor) – receptor mannozowy 

MT1-MMP (ang. membrane type 1 matrix metalloproteinase) – związana z błoną 

metaloproteinaza macierzy zewnątrzkomórkowej 1 

mTOR (ang. mammalian target of rapamycin kinase) – kinaza tzw. ssaczy cel 

rapamycyny 

MTT – bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu 

NCS (ang. newborn calf serum) – surowica cielęca 

NF1 (ang. neurofibromin 1) – neurofibromina 1 

NFκB (ang. nuclear factor kappa Light chain enhancer of activated B cells) – czynnik  

transkrypcyjny, czynnik jądrowy κB 

OPN – osteopontyna 
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OSF-2 (ang. osteoblast-specific factor 2) – czynnik specyficzny dla osteoblastów 

OUN – ośrodkowy układ nerwowy 

PBS (ang. phosphate buffered saline) – buforowana fosforanem sól fizjologiczna 

PD1 (ang. programmed cell death protein) – białko programowanej śmierci 

komórkowej 

PDGF (ang. platelet-derived growth factor) – płytkopochodny czynnik wzrostu 

PDGFRα (ang. platelet-derived growth factor receptor α) – receptor czynnika wzrostu 

pochodzenia płytkowego α 

PD-L1 (ang. PD-ligand 1) – ligand białka PD  

PE (ang. phosphatidylethanoloamin) – fosfatydyloetanoloamina 

PFA – paraformaldehyd 

PGE2 – prostaglandyna E2  

PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinase) – 3-kinaza fosfoinozytydu 

PMN-MDSCs (ang. polymorphonuclear-MDSCs) – wielojądrowe mieloidalne komórki 

supresorowe  

PMP (ang. platelet microparticles) – mikropęcherzyki 

PMSF (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride) – fluorek fenylometylosulfonylu 

POSTN – periostyna  

PRR (ang. pattern recognition receptors) – receptory rozpoznających wzorce  

PS (ang. phosphatidylserine) – fosfatydyloseryna 

PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) – białko 

supresorowe z aktywnośœcią fosfatazy 

qPCR (ang. quantitative real-time PCR) – ilościowy PCR w czasie rzeczywistym 

Ras (ang. Rat Sarcoma Virus) – białko o aktywności GTPazy 

Rb (ang. Rb protein, retinoblastoma protein) – białko retinoblastoma 

RET (ang. Rearranged during Transfection) – protoonkogen rearanżowany podczas 

transfekcji, kinaza tyrozynowa 

RRM2 (ang. Ribonucleotide Reductase Regulatory Subunit M2) – podjednostka 

reduktazy rybonukleotydowej M2 

RNA (ang. ribonucleic acid) – kwasy rybonukleinowe 

ROS (ang. reactive oxygen species) – reaktywne formy tlenu 

RRE (ang. rev responsive element) – miejsce przyłączania się wirusowego czynnika 

transkrypcyjnego 

rRNA – rybosomalny RNA 
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RTK (ang. receptor tyrosine kinase) – receptorowe kinazy tyrozynowe  

scRNAseq (ang. Single cell RNA-Sequencing) – sekwencjonowanie RNA 

pojedynczych komórek 

SDS – dodecylosiarczan (VI) sodu  

SEGA (ang. subependymal giant cell astrocytoma) – podwyściółkowe gwiaździaki 

olbrzymiokomórkowe  

shRNA (ang. short hairpin RNA) – krótkie fragment RNA o strukturze szpilki 

SIBLINGS (ang. small integrin- binding ligand N- linked glycoproteins) – rodzina 

małych N-glikozylowanych białek oddziałujących z integrynami 

SPP1 (ang. Secreted Phosphoprotein 1) – wydzielane fosforylowane białko 1, 

osteopontyna 

STAT (ang. signal transducers and activators of transcription) – przekaźniki sygnału 

i aktywatory transkrypcji, rodzina czynników transkrypcyjnych 

TAMs (ang. tumor associated macrophages) – makrofagi towarzyszące nowotworom 

Tc (ang. T cytotoxic) – limfocyty T cytotoksyczne 

TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas) – repozytorium zawierające dane 

genomiczne nowotworów 

TGF-β (ang. transforming growth factor β) – transformujący czynnik wzrostu β 

Tgm2 – transglutaminaza 2 

Th (ang. T helper) – limfocyty T pomocnicze 

Tie-2 (ang. endothelium-specific receptor tyrosine kinase 2) – kinaza tyrozynowa 

specyficzna dla śródbłonka naczyń  

TLR (ang. toll-like receptors) – receptory toll-podobne 

TME (ang. tumor microenvironment) – mikrośrodowisko nowotworu 

TNF (ang. tumor necrosis factor) – czynnik martwicy nowotworu 

TNF-R (ang. tumor necrosis factor receptor) – receptor czynnika martwicy nowotworu 

Treg (ang. T regulatory) – limfocyty T regulatorowe 

Trem2 (ang. triggering receptor expressed on myeloid cells-2) – receptor na 

komórkach mieloidalnych 2 

uPA (ang. urokinase plazminogen activator) – urokinaza aktywatora plazminogenu  

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) – czynnik wzrostu śródbłonka naczyń 

vWF – czynnik von Willebranda  

WHO (ang. World Health Organization) – Światowa Organizacja Zdrowia 
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Wnt (ang. wingless typed) – szlak przekazywania sygnału zaangażowany w rozwój i 

nowotworzenie 

WPRE (ang. post-transcriptional regulatory element) – potranskrypcyjny element 

regulatorowy 

 

 

PRZYJĘTY SYSTEM ZAPISU NAZW GENÓW I BIAŁEK (na przykładzie MFG-E8, 

ale stosowany dla większości używanych w tekście genów i białek): 

MFG-E8 – ludzkie białko (drukowane litery); 

MFG-E8 – ludzki gen (drukowane litery, kursywa); 

Mfg-E8 – białko kręgowców z wykluczeniem człowieka (tylko pierwsza wielka litera); 

Mfg-E8 – gen kręgowców z wykluczeniem człowieka (tylko pierwsza wielka litera,  

kursywa). 
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1. STRESZCZENIE 

Glejaki złośliwe to najczęściej występujące nowotwory ośrodkowego układu 

nerwowego, wśród których najbardziej agresywny jest glejak wielopostaciowy (GBM, 

łac. glioblastoma). Obecnie leczenie pacjentów z GBM obejmuje maksymalną 

resekcją guza oraz radio- i chemioterapię z wykorzystaniem temozolomidu. 

Jednakże z powodu dyfuzyjnego wzrostu całkowita chirurgiczna resekcja jest 

utrudniona, a bariera krew-mózg ogranicza penetrację niektórych leków. Sprawia to, 

że skuteczność terapii jest bardzo niska i średnia długość przeżycia pacjentów 

z GBM wynosi 15 miesięcy. Wielkoskalowa analiza ekspresji genów wykonana 

w oparciu o dane zgromadzone w bazie TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas) 

wykazała różnice w profilach ekspresji genów w GBM, dzięki którym wyodrębniono 

trzy podtypy molekularne GBM: proneuralny, mezenchymalny (Mes-GBM) 

i klasyczny. Mes-GBM jest najbardziej agresywny i charakteryzuje się silnym 

naciekiem komórek mieloidalnych tworzących specyficzne mikrośrodowisko guza 

(TME, ang. tumor microenvironment).  

W glejakach komórki nienowotworowe w TME ulegają przeprogramowaniu 

i wspierają wzrost guza, angiogenezę i uczestniczą w tworzeniu immunosupresji. 

Szczególnie licznie w TME reprezentowane są komórki mieloidalne: mikroglej 

i naciekające z obwodu monocyty/makrofagi (kolektywnie nazywane GAMs, ang. 

Glioma-associated myeloid cells), które w glejakach wspierają wzrost nowotworu. 

W Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN zidentyfikowano białka wydzielane 

przez glejaka C6: osteopontynę (Spp1) i laktadherynę (Mfg-E8) jako potencjalne 

czynniki zaangażowane w polaryzację GAMs. Spp1 i Mfg-E8 są ligandami integryn, 

a wzrost ich ekspresji obserwuje się w wielu typach nowotworów.  

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej była ocena roli obu białek 

w patogenezie glejaka złośliwego, ze szczególnym uwzględnieniem ich udziału 

w modulacji TME. Wykorzystano model szczurzego glejaka C6, który 

histopatologicznie wykazuje wiele podobieństw do ludzkich GBM. Aby określić 

stopień podobieństwa szczurzego glejaka do ludzkich GBM, przeanalizowano 

globalne zmiany ekspresji genów oraz porównano je do sygnatur 

charakterystycznych dla podtypów ludzkich GBM, wykazując największe 

podobieństwo glejaka C6 do Mes-GBM. Analiza genów ulegających ekspresji 
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w mikrogleju izolowanym z glejaka C6 potwierdziła immunosupresyjny i wspierający 

nowotwór fenotyp tych komórek. 

Aby zweryfikować hipotezę o udziale Spp1 i Mfg-E8 w przeprogramowaniu 

i aktywacji GAMs, wykorzystano linie komórkowe glejaka C6 ze stabilnie wyciszoną 

ekspresją Spp1 i Mfg-E8. Stwierdzono znaczne zahamowanie wzrostu guzów 

pozbawionych Spp1 i Mfg-E8 in vivo. W guzach pozbawionych Mfg-E8 obserwowano 

zmniejszenie migracji komórek glejaka. Przeprowadzana analiza fenotypu GAMs 

(poprzez immunocytochemiczną ocenę obecności specyficznych markerów) 

wykazała, że oba białka zaangażowane są w indukcję pronowotworowego, 

immunosupresyjnego fenotypu. Wyciszenie Spp1 hamowało aktywację komórek 

mieloidalnych, co może wskazywać na przynajmniej ich częściowy powrót do stanu 

przypominającego „nadzorujący”. W przypadku guzów pozbawionych Mfg-E8 

obserwowano ponadto wzrost odsetka komórek CD3+ w guzie. W guzach 

pozbawionych Spp1 obserwowano wzrost odsetka komórek z ekspresję prozapalnej 

IL-1β, co może świadczyć o inicjacji odpowiedzi zapalnej. Analiza komórek Arg-1+ 

i Trem2+ w guzach kontrolnych wykazała, że markery są obecne w odrębnych 

populacjach komórek mieloidalnych występujących w różnych obszarach guza, co 

potwierdza heterogenność GAMs w glejaku.  

Zidentyfikowano motyw w cząsteczce Spp1, który ma kluczowe znaczenie dla 

wzrostu guza. Przeprowadzono doświadczenia typu rescue, w których wykorzystano 

konstrukty kodujące różne warianty Spp1. Przywrócenie ekspresji prawidłowej Spp1 

przywracało wzrost guza. Podobny wpływ miała transfekcja wariantów Spp1 

z mutacją w miejscu cięcia przez trombinę bądź z delecją regionu C-końcowego. 

Z kolei przywrócenie ekspresji wariantu Spp1 z punktową mutacją w motywie RGD 

nie przywracało wzrostu guza, co potwierdza kluczową rolę motywu RGD 

w interakcjach z komórkami TME. Podanie peptydu z motywem RGD, który in vitro 

hamował aktywację mikrogleju przez glejaka działając jako kompetetywny inhibitor 

oddziaływania Spp1 i Mfg-E8 z integrynami, nie wpłynęło na wielkość guza 

i aktywację mikrogleju in vivo w porównaniu do peptydu kontrolnego (SCR). 

Podsumowując, wykazano, że produkowane przez glejaka Spp1 i Mfg-E8 są 

kluczowe dla wzrostu guza in vivo oraz modulacji TME, szczególnie dla aktywacji 

komórek mieloidalnych infiltrujących guzy. Choć różne regiony Spp1 są istotne 

w wielu aspektach rozwoju nowotworu (takich jak adhezja, migracja czy 

oddziaływanie z GSCs), to w badanym modelu kluczową rolę we wzroście guza in 
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vivo odgrywa motyw RGD Spp1 i jego oddziaływania z docelowymi receptorami 

integrynowymi.  
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2. SUMMARY 

Malignant gliomas are the most common CNS tumors, among which the most 

aggressive is glioblastoma multiforme (GBM). Currently, the treatment of GBM 

includes maximal tumor resection combined with radio- and chemotherapy 

(temozolomide), however, diffuse growth makes surgical resection of the tumor 

difficult and the blood-brain barrier limits the penetration of some antitumor drugs. As 

a consequence, the effectiveness of therapy is very low and the average survival of 

GBM patients is 15 months. Large-scale analysis of gene expression based on data 

from TCGA database showed significant differences in transcriptional profiles in 

malignant gliomas. This led to identification of three molecular subtypes of GBM: 

proneural, mesenchymal and classical. Mes-GBM is characterized by the highest 

aggressiveness and the strongest infiltration of immune cells, which together with 

other stromal cells form the tumor microenvironment (TME). 

Non-neoplastic components of TME play an important role in gliomas by 

influencing tumor growth, angiogenesis and immunosuppression. The largest 

immune population within the TME are GAMs (glioma-associated myeloid cells) 

which undergo reprograming into tumor supportive cells. In the Laboratory of 

Molecular Neurobiology, IBD PAS, osteopontin (Spp1) and lactadherin (Mfg-E8) 

were identified as proteins potentially involved in this process. Both Spp1 and Mfg-

E8 are ligands for integrins, and their expression is increased in many cancers.  

The aim of this study was to assess their role in the pathogenesis of malignant 

gliomas, in particular in modulation of the TME. For this purpose, a rat C6 glioma 

model was used, in which intracranial tumors bear the histopathological similarities 

to human GBMs. To further determine a degree of similarity between the rat C6 

gliomas and human GBMs, global changes in gene expression were analyzed and 

compared to signatures specific to human GBM subtypes, showing the greatest 

similarity between C6 glioma and Mes-GBM. Analysis of genes expressed in 

microglia isolated from C6 gliomas confirmed the tumor-supportive properties of 

these cells. 

To verify the hypothesis about the participation of Spp1 and Mfg-E8 in the pro-

tumoral activation of GAMs, C6 glioma cells with stably silenced expression of Spp1 

and Mfg-E8 were used. Significant inhibition of the growth of Spp1 and Mfg-E8 

depleted gliomas in vivo was observed. In Mfg-E8 depleted tumors, also the migration 
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of glioblastoma cells into brain parenchyma was restricted. The analysis of the GAMs 

phenotype showed that both proteins are involved in the induction of the pro-tumoral, 

immunosuppressive activation. Knockdown of Spp1 inhibited the activation of 

myeloid cells, suggesting at least a partial return to a surveying-like state. In Mfg-E8 

depleted tumors, the percentage of CD3+ cells increased. Although the activation of 

GAMs was inhibited in Spp1 depleted tumors, an increase in the percentage of cells 

expressing the pro-inflammatory interleukin 1β was observed, which may indicate the 

initiation of an efficient antitumor response. The analysis of Arg-1+ and Trem2+ cells 

in control tumors showed that the proteins are expressed in distinct populations of 

myeloid cells found in different tumor regions, confirming the heterogeneity of GAMs 

in glioblastoma. 

The key motifs of Spp1 crucial for a tumor growth were identified. For this 

purpose, a rescue experiment was performed, in which constructs encoding different 

variants of Spp1 were used. Reestablishing expression of the wild type Spp1 in 

glioma cells depleted of Spp1 (shSpp1) restored tumor growth, confirming the key 

role of Spp1 in supporting glioma growth. Expression of the Spp1 variant with a point 

mutation in the RGD motif did not restore tumor growth. This phenomenon was not 

observed for variants with a mutation at the thrombin cleavage site or with a deletion 

of the C-terminal region, confirming the key role of the Spp1 RGD motif in tumor 

growth in vivo. However, the application of a short peptide containing the RGD motif, 

which could potentially act as a competitive inhibitor for Spp1 and Mfg-E8, did not 

affect tumor size and microglial activation in vivo compared to the control peptide 

(SCR). 

Altogether, this study demonstrated that glioma-derived Spp1 and Mfg-E8 are 

crucial for in vivo tumor growth and reprograming of the TME, especially for the 

activation of tumor-infiltrating myeloid cells. Although Spp1 in cancer shows 

a pleiotropic effect and different regions of the protein are important in many aspects 

of tumor development (such as adhesion, migration or interaction with GSCs), the 

RGD motif and its interactions with target integrins play the key role in tumor growth 

in vivo. 
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3. WSTĘP 

3.1 Glejaki – ogólna charakterystyka i etiologia 

Glejaki (łac. glioma) to najczęściej występujące nowotwory ośrodkowego 

układu nerwowego (OUN) pochodzące ze zmienionych nowotworowo neuronalnych 

komórek macierzystych lub prekursorów komórek glejowych (Alcantara Llaguno 

i Parada, 2016; Alcantara Llaguno i wsp. 2015, Ilkanizadeh i wsp. 2014). Zgodnie 

z kryteriami przyjętymi przez Światową Organizację Zdrowia (WHO ang. World 

Health Organization), na podstawie przynależności do typu komórek glejowych oraz 

cech histopatologicznych, takich jak: indeks mitotyczny, stopień unaczynienia 

i morfologia komórek, wyróżnia się nowotwory gleju gwiaździstego – gwiaździaki 

(astrocytoma), gleju skąpowypustkowego – skąpodrzewiaki (oligodendroglioma) 

oraz gleju wyściełającego komory mózgu i kanału rdzenia kręgowego – wyściółczaki 

(ependymoma) (Louis i wsp. 2007). Większość, bo około 70% diagnozowanych 

glejaków, stanowią gwiaździaki. Klasyfikacja przyjęta przez WHO obejmuje także 

czterostopniowy podział glejaków ze względu na stopień złośliwości. Do łagodnych 

nowotworów o ograniczonym wzroście (I stopień złośliwości wg. WHO) należą: 

gwiaździaki włosowatokomórkowe (pilocytic astrocytoma) i podwyściółkowe 

gwiaździaki olbrzymiokomórkowe (subependymal giant cell astrocytoma, SEGA). 

Wśród glejaków II stopnia WHO wyróżnia się: gwiaździaki włosowatośluzakowate 

(pilomyxoid astrocytoma), gwiaździaki rozlane (diffuse astrocytoma) 

i żółtakogwiaździaki pleomorficzne (pleomorphic xanthoastrocytoma) wykazujące 

atypię cytologiczną. Gwiaździaki o wysokim stopniu złośliwości, o naciekającym 

charakterze, wykazujące anaplazję oraz wysoką aktywność mitotyczną 

zakwalifikowano do III stopnia WHO reprezentowanego przez gwiaździaki 

anaplastyczne (anaplastic astrocytoma) i IV stopnia WHO, do którego należą: glejaki 

wielopostaciowe (dawniej glioblastoma multiforme, GBM; obecnie glioblastoma), 

glejakomięsaki (gliosarcoma) i glejaki wielopostaciowe olbrzymiokomórkowe (giant 

cell glioblastoma) (Loius i wsp. 2007; Kordek 2010; Westphal i Lamszus, 2011). 

 W Polsce rocznie odnotowuje się około 1300 nowych przypadków glejaków, 

z czego 600 stanowią glejaki o wysokim stopniu złośliwości – glioblastoma (na 

podstawie danych Narodowego Funduszu Zdrowia). Glejaki IV stopnia WHO 

charakteryzują się zróżnicowaniem morfologicznym komórek i atypią jądra 

komórkowego, obecnością licznych ognisk nekrozy pseudopalisadowej, wysokim 
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indeksem mitotycznym oraz silnym unaczynieniem (obecne są licznie mikronaczynia 

i naczynia kłębuszkowate) (Louis i wsp. 2007; Wen i Kesari, 2008). Wśród nich 

najczęściej diagnozowana jest glioblastoma (GBM) – nowotwór, który stanowi 12-

15% wszystkich nowotworów ośrodkowego układu nerwowego i 60-75% 

nowotworów pochodzenia astrocytarnego (Ohgaki i Kleihues 2007). Dane 

statystyczne wskazują na wyższą zachorowalność mężczyzn niż kobiet (1,6:1) (Yang 

i wsp. 2019a). 

 

 

Ryc. 1. Schemat podsumowujący aktualne wytyczne Światowej Organizacji Zdrowia 

w diagnozowania glejaków (na podstawie Louis i wsp. 2016). Rozpoznanie opiera się na 

badaniu histopatologicznym wspomaganym badaniami markerów genetycznych takich jak 

mutacja w genie IDH1/2.  

 

GBM jest najbardziej agresywnym nowotworem wśród glejaków, gdyż 

z powodu dyfuzyjnego wzrostu silnie infiltruje parenchymę mózgu, co utrudnia 

chirurgiczną resekcję guza. Obecnie terapia GBM poza maksymalną resekcją guza 

obejmuje radio- i chemioterapię z wykorzystaniem temozolomidu, jednak nie jest to 

leczenie skuteczne i średnia długość przeżycia pacjentów z GBM wynosi 15 miesięcy 

(Stupp i wsp. 2014; Vigneswaran i wsp. 2015). U 90% operowanych pacjentów 

następuje szybki nawrót choroby, zaś ponowna resekcja jest możliwa w zaledwie 
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25% przypadków (Bloch i wsp. 2012). Ponowny wzrost guza najczęściej obserwuje 

się w rejonie jego pierwotnej lokalizacji, ale również w miejscach odległych 

w stosunku do pierwotnego nowotworu, np. w kontralateralnej półkuli (Holland, 

2000).  

Próby zastosowania immunoterapii z wykorzystaniem przeciwciał 

rozpoznających białko programowanej śmierci komórkowej (PD1, ang. programmed 

cell death protein) oraz ligand białka PD1 (PD-L1, ang. PD-ligand 1) nie przyniosły 

obiecujących wyników w leczeniu GBM, mimo udokumentowanego działania 

w innych guzach litych (Wang i wsp. 2016, Daubon i wsp. 2020, Reardon i wsp. 

2020). Terapię złośliwych guzów mózgu utrudnia również fakt, że ze względu na 

wysoką heterogenność na poziomie molekularnym i komórkowym pewna populacja 

komórek nowotworowych pozostaje oporna na stosowane chemioterapeutyki 

i odpowiada za wznowę choroby. Ponadto w początkowych stadiach choroby 

nowotwór często rozwija się bezobjawowo i nim wdrożone zostanie leczenie, guz 

osiąga duże rozmiary. Z tych powodów, mimo pewnych postępów w terapii glejaków, 

GBM nadal charakteryzuje się bardzo wysoką śmiertelnością sięgającą 95% w ciągu 

5 lat od rozpoznania klinicznego (Preusser i wsp. 2011; Shir i wsp. 2011). Obecnie 

trwają badania kliniczne III fazy z wykorzystaniem przeciwciał anty-PD-L1 przy 

jednoczesnym blokowaniu białka CTLA4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte associated 

protein 4), co prowadzić ma do reaktywacji funkcji limfocytów T w guzie u pacjentów 

ze wznową GBM (na podstawie https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02017717). 

Innym atrakcyjnym celem terapeutycznym są receptorowe kinazy tyrozynowe (RTK, 

ang. receptor tyrosine kinase), które regulują kluczowe dla komórki procesy, takie jak 

podział, różnicowanie, przeżywalność, migracja i metabolizm. W badaniach 

klinicznych testuje się obecnie inhibitory kinaz RTK oraz związanych z nimi ścieżek 

sygnałowych (Ras/MAPK/ERK oraz Ras/PI3K/AKT) (Alexandru i wsp. 2020).  

 

3.2  Molekularne mechanizmy rozwoju glioblastoma 

Ze względu na różnice genetyczne i biologiczne wyróżnia się pierwotne GBM, 

które powstają de novo oraz wtórne GBM, rozwijające się z glejaków o niższym 

stopniu złośliwości (Furnari i wsp. 2007; Wen i Kesari, 2008). Typ pierwotny pojawia 

się najczęściej u pacjentów między 55 a 65 rokiem życia i dotyczy większości (ok. 

95%) diagnozowanych przypadków. Charakteryzuje się krótkim czasem rozwoju 

objawów klinicznych i gorszymi rokowaniami dla pacjentów (Louis i wsp. 2007). 
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Z kolei wtórna postać GBM spotykana jest u młodszych pacjentów (poniżej 50 roku 

życia) i wiąże się z lepszą prognozą (mediana przeżycia dłuższa o 3 miesiące). 

Wtórne GBM rozwijają się najczęściej z gwiaździaków anaplastycznych, rzadziej 

w wyniku transformacji gwiaździaków rozlanych (gwiaździaka tucznokomórkowego 

lub włóknistego). Średni czas transformacji w przypadku glejaków II stopnia 

złośliwości do GBM wynosi ok. 5 lat, zaś gwiaździaków anaplastycznych (III stopień 

WHO) około 18 miesięcy (Ohgaki i Kleihues, 2005). Około 70% gwiaździaków 

o niskim stopniu złośliwości może ulec transformacji do guzów złośliwych w 5-10 lat 

od postawienia diagnozy.  

W obrazie histopatologicznym glejaki pierwotne i wtórne są nie do 

odróżnienia, jednak pod względem molekularnym stanowią odrębne jednostki 

chorobowe. Pierwotne GBM cechują zmiany molekularne, takie jak: amplifikacja 

genu EGFR kodującego receptor nabłonkowego czynnika wzrostu (EGFR, ang. 

epidermal growth factor receptor) (występująca w 36% przypadków), delecja genu 

supresorowego p16INK4A kontrolującego wzrost komórek przez inhibicję kinaz 

zależnych od cyklin CDK4 i CDK6 (w 31% przypadków) oraz mutacja genu 

supresorowego PTEN (w 25% przypadków). We wtórnych GBM stwierdza się 

obecność mutacji w genie TP53 (60% przypadków), podwyższoną ekspresję genu 

PDGFRα kodującego receptor czynnika wzrostu pochodzenia płytkowego PDGFRα 

(ang. platelet-derived growth factor receptor α) oraz mutacje w genach IDH1 i IDH2 

kodujących dehydrogenazy izocytrynianowe 1 i 2 (ang. isocitrate dehydrogenase) 

(Tabatabai i wsp. 2010; Vigneswaran i wsp. 2015; Preusser i wsp. 2015). Pomimo 

różnic na poziomie molekularnym, GBM pierwotne i wtórne wykazują dość podobne 

odpowiedzi na konwencjonalne terapie (Fisher i wsp. 2007; Furnari i wsp. 2007; 

Wang i Jiang, 2013).  

Wielkoskalowa analiza ekspresji genów wykonana w oparciu o dane 

zgromadzone w bazie TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas) wykazała różnice 

w profilach ekspresji genów skorelowane ze zmianami w genach EGFR, NF1 (ang. 

Neurofibromin 1), PDGFRα i IDH1/2 w glejakach złośliwych, co doprowadziło do 

wyodrębnienia czterech podtypów molekularnych GBM: proneuralnego, 

mezenchymalnego, klasycznego i neuralnego (Brennan, 2011; Phillips i wsp. 2006; 

Verhaak i wsp. 2010). Z wyróżniania podtypu neuralnego później zrezygnowano 

stwierdzając ekspresję grupy genów będących „sygnaturą” prawidłowych komórek 

mózgu. Podtypy na poziomie klinicznym różnią się agresywnością, tempem progresji 
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nowotworu i rokowaniami dla pacjentów. Podtyp mezenchymalny (Mes-GBM) 

związany jest z mutacjami genów NF1, TP53, INK4a/ARF i wysoką ekspresją białek 

zaangażowanych w angiogenezę. Stwierdzono zwiększoną wrażliwość Mes-GBM na 

działanie inhibitorów szlaków przekaźnictwa z udziałem białek Ras, PI3K oraz 

inhibitorów angiogenezy. W podtypie klasycznym występują mutacje genów 

kodujących białka PTEN i INK4a/ARF, amplifikacja genu EGFR oraz większa 

wrażliwość na działanie klasycznych leków i radioterapię. Podtyp proneuralny 

charakteryzuje obecność mutacji w genach IDH i TP53, amplifikacja genów 

PDGFRA, PDGFRB i MET oraz wrażliwość na działanie inhibitorów szlaków 

angażujących HIF-1, Pl3K i PDGFRA. Wśród wyróżnionych podtypów, Mes-GBM 

charakteryzuje się największą agresywnością i opornością na standardowe terapie 

przeciwnowotworowe (Verhaak i wsp. 2010). Z kolei Ceccarelli i wsp. (2016) 

zaproponowali kolejną klasyfikację glejaków, wyróżniającą 7 podtypów, wzbogaconą 

w analizę danych dotyczących metylacji DNA oraz niektórych mutacji (np. IDH1). 

Klasyfikacje oparte na kryteriach molekularnych mogą być użyteczne przy tworzeniu 

spersonalizowanych terapii dla pacjentów z GBM. 

 

3.3 Rola mikrośrodowiska w patogenezie glejaków złośliwych 

Glejaki złośliwe są nowotworami bardzo heterogennymi, nie tylko na poziomie 

molekularnym, ale również na poziomie składu komórkowego. W guzie, poza 

komórkami nowotworowymi, licznie występują też inne typy komórek, takie jak 

komórki układu odpornościowego, komórki budujące naczynia krwionośne oraz 

astrocyty (Fecci i wsp. 2006; Lohr i wsp. 2011; Wainwright i wsp. 2013, de Vlaeminck, 

2016), które wraz z macierzą zewnątrzkomórkową (ECM, ang. extracellular matrix) 

tworzą swoistą niszę nazywaną mikrośrodowiskiem nowotworu (TME, ang. tumor 

microenvironment). Silny naciek różnych komórek jest spowodowany wydzielaniem 

przez komórki glejaka szeregu czynników, takich jak cytokiny, chemokiny oraz 

czynniki wzrostu. 

Liczne dane doświadczalne i kliniczne wskazują na istotną rolę 

mikrośrodowiska we wzroście guza, przerzutowaniu i odpowiedzi na terapię w wielu 

nowotworach (Mantovani i wsp. 2002, Lewis i wsp. 2006, Lewis i wsp. 2016). Pomimo 

iż naciekające komórki nie są stransformowane, w sąsiedztwie guza ulegają 

aktywacji i pełnią często funkcję odmienną niż w warunkach prawidłowych. Choć 

w początkowym etapie procesu nowotworzenia (a także w nowotworach 
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niezłośliwych) układ odpornościowy może kontrolować i hamować wzrost 

nowotworu, to w dalszych etapach niektóre z naciekających guz komórek wręcz 

sprzyjają dalszej progresji nowotworu wpływając na wzrost guza, angiogenezę 

i tworzenie stanu lokalnej immunosupresji poprzez wyciszenie zarówno swoistej, jak 

i nieswoistej odpowiedzi odpornościowej (Fricke i Gabrilovich, 2006; Okada i wsp., 

2009, Gieryng i wsp. 2017).  

Wśród molekularnych podtypów GBM, Mes-GBM wykazuje najsilniejszą 

infiltrację komórek układu odpornościowego, zwłaszcza komórek mieloidalnych 

określanych jako GAMs (ang. Glioma-associated myeloid cells), w porównaniu do 

podtypów proneuralnego i klasycznego (Behnan i wsp. 2019, Kaffes i wsp. 2019, 

Kaminska i wsp. 2021). Należy podkreślić, że glejaki są nowotworami 

heterogennymi, nie tylko ze względu na liczne rodzaje infiltrujących je komórek, ale 

również w populacjach komórek tego samego typu obserwuje się różnice w ekspresji 

genów. W związku z tym w badaniach nad mikrośrodowiskiem bardzo obiecująca 

jest strategia analizy transkryptomu na poziomie pojedynczej komórki (ang. single-

cell omics) (Müller i wsp. 2017, Kaminska i wsp. 2021). 

 

3.4  Komórki układu odpornościowego infiltrujące nowotwory 

 Znaczenie nacieku limfocytarnego w guzach jako czynnika prognostycznego 

badano w wielu typach nowotworów, w tym w glejakach. Limfocyty T (CD3+) stanowią 

heterogenną populację o zróżnicowanym immunofenotypie i funkcjach. 

W mikrośrodowisku glejaka licznie występują różne subpopulacje tych komórek, 

w szczególności limfocyty T pomocnicze (Th; CD4+), limfocyty T cytotoksyczne (Tc, 

CD8+) i limfocyty T regulatorowe (Treg, CD4+CD25+FoxP3+) (Fecci i wsp. 2006; 

Hussain i wsp. 2006; Lohr 2011; Alexiou i wsp. 2013).  

 

3.4.1 Limfocyty T regulatorowe 

Naciek limfocytów T regulatorowych (Treg) charakteryzujących się 

obecnością markerów CD4+CD25+FoxP3+ stwierdzono w wielu typach nowotworów, 

w tym w glejakach. Ich obecność jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym 

i koreluje ze stopniem złośliwości oraz opornością na chemio- i radioterapię 

(Wainwright i wsp. 2013). Według różnych doniesień Treg stanowią od 1% 

wszystkich limfocytów T (Lohr i wsp. 2011) do 14% wszystkich limfocytów CD4+ 

w GBM (Jacobs i wsp. 2010). Limfocyty T infiltrujące glejaki mają głównie fenotyp 
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CD8+CD25- oraz CD4+CD25+FOXP3+ (Kaminska i wsp. 2021, Hussain i wsp. 2006). 

Profilowanie ekspresji genów w próbkach ludzkich GBM wykazało zwiększoną 

ekspresję markerów uznawanych za związane z naciekiem limfocytów Treg, takich 

jak FOXP3 (ang. forkhead box P3), IL-2Rα/CD25 (ang. membrane-resident 

interleukin-2 receptor α), CTLA-4 czy GITR (ang. glucocorticoid-induced tumor 

necrosis factor (TNF) receptor) (Wainwright, i wsp. 2013). 

Działanie pronowotworowe Treg w glejakach wynika z hamowania 

proliferacji i funkcji limfocytów T w mikrośrodowisku nowotworu (Schmidt i wsp. 2015, 

Tanaka i Sakaguchi, 2017), zarówno w wyniku bezpośrednich kontaktów 

międzykomórkowych, jak i dzięki wydzielanym czynnikom, takim jak transformujący 

czynnik wzrostu TGF-β (ang. transforming growth factor β), interleukina IL-10 czy IL-

35, co prowadzi do wytworzenia stanu tolerancji na nowotwór (von Boehmer, 2005; 

Zou, 2006; Yamaguchi i Sakaguchi, 2006; Lohr i wsp. 2011). Z powodu obecności 

w mikrośrodowisku TGF-β (produkowanego między innymi przez komórki glejaka 

oraz GAMs) dochodzi do indukcji produkcji czynnika transkrypcyjnego FOXP3 

w naiwnych limfocytach CD4+CD25- i ich dojrzewania w kierunku komórek 

CD4+CD25+FoxP3+ o aktywności regulatorowej (Andersson i wsp. 2008). 

Prawdopodobnie dzięki obecności błonowej, latentnej formy TGF-β związanego 

z peptydem LAP (ang. latency-associated peptide) limfocyty Treg mogą indukować 

ekspresję FOXP3 w sąsiadujących komórkach CD4+CD25-, a co za tym idzie 

modulować ich właściwości supresyjne (Nakamura i wsp. 2001; Piccirillo i wsp. 

2002). Komórki Treg wykorzystują wiązanie zakotwiczonego w błonie TGF-β do 

bezpośredniego blokowania funkcji efektorowych komórek NK (ang. natural killer) 

i blokowania receptorów NKG2D (ang. Natural killer group 2D) na powierzchni tych 

komórek (Ghiringhelli i wsp. 2005). Wykazano, że peptyd blokujący TGF-β zwiększa 

odpowiedź przeciwnowotworową przez blokowanie funkcji limfocytów Treg (Gil-

Guerrero i wsp. 2008). Ponadto wykazano, że Treg mogą indukować produkcję TGF-

β w innych limfoidalnych i nielimfoidalnych komórkach (Shevach i wsp. 2008). 

Limfocyty Treg hamują także wydzielanie IL-12 przez limfocyty efektorowe. Mogą 

także ograniczać proliferację prezentujących antygen limfocytów B, a także 

hamować w nich produkcję i zmianę klas przeciwciał (Lim i wsp. 2005; Zhao i wsp. 

2006). Komórki Treg mogą także wykorzystywać cytotoksyczność z udziałem 

perforyn i granzymów jako mechanizm supresji. W mysich guzach granzym B był 

nieobecny w spoczynkowych komórkach Treg, natomiast był indukowany przez 
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lokalne czynniki w mikrośrodowisku guza (Cao i wsp. 2007). Szczególnie wrażliwe 

na lizę zależną od Treg są komórki CD4+CD8+, niedojrzałe komórki dendrytyczne 

i monocyty (Cao i wsp. 2007). 

Ostatnie badania łączące testy funkcjonalne, sekwencjonowanie RNA 

i cytometrię masową (CyTOF, ang. cytometry by time of flight) pokazały, że populacja 

Treg nie jest jednorodna. U pacjentów z GBM, jak i u osób zdrowych, krążące Treg 

PD-1hi wykazywały zmniejszoną supresję limfocytów efektorowych CD4+, produkcję 

interferonu (IFN)-γ i molekularne markery wyczerpania. Analiza krążących 

i naciekających guz Treg od pacjentów z GBM leczonych przeciwciałami blokującymi 

PD-1 za pomocą CyTOF wykazała, że leczenie zmienia profil krążących Treg 

w kierunku bardziej wyczerpanego fenotypu, dodatkowo zwiększając wytwarzanie 

IFN-γ (Lowther i wsp. 2016). Przeciwciało agonistyczne (αGITR) blokujące GITR 

(ang. glucocorticoid-induced TNFR-related receptor) na komórkach Treg promuje 

różnicowanie komórek Treg CD4+ do efektorowych komórek T CD4+, zmniejsza 

supresję przeciwnowotworowej odpowiedzi odpornościowej za pośrednictwem Treg 

i indukuje silne działanie przeciwnowotworowe komórek efektorowych w mysim 

złośliwym glejaku. Przeprogramowane komórki Treg indukują geny odpowiedzi Th1, 

produkcję IFNγ i nabywają aktywność cytotoksyczną wobec komórek 

nowotworowych. Przeciwciała αGITR i αPD1 działają synergistycznie zwiększając 

przeżycie i indukując całkowitą eliminację nowotworu oraz pamięć immunologiczną 

u niektórych zwierząt. Co więcej, αGITR i αPD1 działają w synergii ze standardowym 

leczeniem nowodiagnozowanych GBM i zwiększają wskaźniki wyleczeń w modelach 

GBM (Amoozgar i wsp. 2021). 

 

3.4.2 Limfocyty T cytotoksyczne i pomocnicze 

 Limfocyty T cytotoksyczne (Tc, CD8+) wraz z komórkami NK odpowiadają za 

eliminację komórek nieprawidłowych na dwóch drogach: 1) poprzez indukcję 

apoptozy zależną od uwalniania perforyny, granzymów A i B oraz granulizyny 

z ziaren cytolitycznych; 2) przez oddziaływania TNF w błonie komórki efektorowej 

z receptorem (TNF-R) w błonie komórki docelowej (Smyth i wsp. 2006; Zhou, 2010).  

 Limfocyty T pomocnicze (Th; CD4+) są komórkami wspomagającymi 

odpowiedź typu humoralnego i komórkowego, zarówno poprzez bezpośredni 

kontakt, jak i wydzielane cytokiny. Rola limfocytów T pomocniczych zależy od 

rodzaju aktywacji. Limfocyty Th1 mogą wydzielać czynniki o właściwościach 
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przeciwnowotworowych, takie jak TNF i IFNγ. Z kolei limfocyty Th2 produkują 

immunosupresyjne cytokiny, które hamują odpowiedź przeciwnowotworową 

gospodarza poprzez np. obniżanie cytotoksyczność limfocytów T CD8+ (Zammaron 

i wsp. 2011). Limfocyty pomocnicze należące do subpopulacji Th17 i produkujące IL-

17 o działaniu proangiogennym wykazują głównie działanie pronowotworowe 

(Bindea i wsp. 2011).  

 Limfocyty Th rozpoznają antygen prezentowany w połączeniu z głównym 

kompleksem zgodności tkankowej MHC II (ang. major histocompatibility complex 

class II) i działają pobudzająco na aktywację, proliferację i różnicowanie limfocytów 

B i prekursorów limfocytów T cytotoksycznych. Mają również zdolność do 

pobudzania makrofagów. Pod kątem wydzielanych cytokin komórki Th1 

przypominają limfocyty T cytotoksyczne i wytwarzają między innymi IL-2, IL-12, i IL-

18. Cytokiny te zaangażowane są we wzrost i różnicowanie limfocytów B 

i wspomagają syntezę przeciwciał IgA, IgE i IgG4. Poza udziałem w odpowiedzi 

humoralnej, limfocyty Th1 pełnią istotną rolę we wspomaganiu odpowiedzi typu 

komórkowego. Produkują IL-2 stymulującą między innymi cytotoksyczność 

limfocytów oraz TNF-β i IFN-γ działające pobudzająco na makrofagi. Poprzez IL-5 

pobudzają także różnicowanie i aktywację eozynofili (Romagnani i wsp. 1994). 

Limfocyty Th2 poprzez produkcję IL-4, IL-5 i IL-10 mają działanie immunosupresyjne 

(Zammaron i wsp. 2011). 

 W glejakach złośliwych stwierdzono mniejszy odsetek komórek CD8+ 

w nacieku limfocytarnym, przy jednoczesnym wzroście liczby komórek CD4+ 

w porównaniu do glejaków o niskim stopniu złośliwości (Yu i wsp. 2003; Kmiecik 

i wsp. 2013). Komórki T infiltrujące glejaki mają na powierzchni inhibitorowe 

receptory: PD-1, CTLA-4 i LAG-3 (ang. lymphocyte activation gene-3) (Woroniecka 

I wsp. 2018). Ponadto wykazano, że większość komórek CD4+ infiltrujących GBM ma 

właściwości immunosupresyjne i hamuje odpowiedź komórkową (Waziri i wsp. 

2008). Inne dane wskazują na silną infiltrację glejaków złośliwych zarówno przez 

limfocyty T pomocnicze (definiowane jako populacja CD3+CD8-) oraz T 

cytotoksyczne (CD3+CD8+). Akumulacja obu typów komórek była korzystnym 

czynnikiem prognostycznym dla pacjentów, jednakże nie znaleziono takiego związku 

z poziomem infiltracji guza przez populację CD4+ (Kmiecik i wsp. 2013). 

Terapia komórkami T z chimerowym receptorem antygenu (CAR-T), która jest 

skuteczna w leczeniu hematologicznych nowotworów złośliwych, ma ograniczoną 
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skuteczność w guzach litych, takich jak GBM. Terapia z inhibitorami punktów 

kontrolnych także zawodzi w GBM z powodu braku funkcjonalnych limfocytów T 

w guzie. Jest mało prawdopodobne, aby podejścia z użyciem monoterapii zapewniły 

skuteczność przeciwnowotworową, co skłania do zastosowania skojarzonego 

podejścia terapeutycznego. Łącząc zarówno terapię CAR-T z blokadą punktów 

kontrolnych w GBM, obchodzi się pewne ograniczenia każdej z terapii i być może 

takie podejście będzie bardziej skuteczne (Shen i wsp. 2020).  

 

3.4.3 Mieloidalne komórki supresorowe 

Mieloidalne komórki supresorowe (MDSCs, ang. myeloid-derived suppressor 

cells) to heterogenna grupa niedojrzałych komórek mieloidalnych (IMCs, ang. 

immature myeloid cells), składająca się z niedojrzałych makrofagów, granulocytów, 

komórek dendrytycznych (DC, ang. dendritic cells) i innych komórek we wczesnych 

stadiach różnicowania, ale wykazujących silne działanie immunosupresyjne. 

W warunkach prawidłowych MDSCs powstają w szpiku kostnym i różnicują do 

dojrzałych makrofagów, komórek dendrytycznych i granulocytów. MDSCs wykazują 

ekspresję białek powierzchniowych charakterystycznych dla komórek linii 

mieloidalnej, takich jak CD33, CD15, CD11b i CD34 (Almand i wsp. 2001; Schmielau 

i Finn, 2001; Zea i wsp. 2005; Filipazzi i wsp. 2007; Hoechst i wsp. 2008), nie 

wykazując przy tym ekspresji CD14 i HLA-DR właściwych dla monocytów. U myszy 

populację tę identyfikuje się na podstawie ko-ekspresji dwóch markerów: CD11b i Gr-

1 (Fujita i wsp. 2010). MDSCs można podzielić na dwie podgrupy w zależności od 

ekspresji cząsteczek Ly6C i Ly6G (obie reagują z przeciwciałem anty-Gr-1) (Hestdal 

i wsp. 1991; Youn i wsp. 2008). Komórki o fenotypie CD11b+Ly-6G-Ly6Chigh mają 

morfologię zbliżoną do monocytów i nazywane są monocytarnymi MDSCs (M-

MDSCs, ang. monocytic-MDSCs). Komórki CD11b+Ly6G+Ly6Clow morfologicznie 

przypominają granulocyty i nazywane są granulocytarnymi MDSCs (G-MDSCs, ang. 

granulocytic-MDSCs lub wielojądrzaste MDSCs (PMN-MDSCs ang. 

polymorphonuclear-MDSCs). Obecnie u myszy nie ma dobrych markerów 

powierzchniowych, które pozwalają na oddzielenie klasycznych neutrofili od PMN-

MDSCs lub klasycznych monocytów od M-MDSCs. MDSCs u myszy rozróżnia się 

funkcjonalnie na podstawie ich zdolności do immunosupresji innych komórek 

odpornościowych. U ludzi, chociaż PMN-MDSC i neutrofile mają te same markery na 

powierzchni komórki, PMN-MDSC są oczyszczane w gradiencie o niższej gęstości 
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(1,077 μg/ml), podczas gdy neutrofile są oczyszczane w gradiencie o wyższej 

gęstości (1,1–1,2 μg/ml). W ostatnich latach za swoisty marker ludzkich PMN-MDSC, 

który można wykorzystać do identyfikacji tych komórek we krwi i guzach pacjentów 

z nowotworem, uważa się lektynopodobny receptor 1 utlenionych LDL (LOX1, ang. 

lectin-type oxidized LDL receptor 1). Z kolei M-MDSC można odróżnić od monocytów 

we krwi obwodowej przez wykrywanie ekspresji MHC klasy II (Veglia i wsp. 2021). 

Populacja MDSCs występuje w śledzionie, szpiku kostnym, krwi obwodowej 

oraz mikrośrodowisku guza, zwłaszcza u pacjentów z zaawansowanymi 

nowotworami (Srivastava i wsp. 2010). Podstawowymi mechanizmami 

immunosupresyjnego działania komórek MDSCs jest wyciszanie aktywności 

komórek NK, supresja czynności limfocytów T w sposób zależny i niezależny od 

antygenu oraz indukcja apoptozy subpopulacji limfocytów T (Marvel i Gabrilovich, 

2015). MDSCs produkują IL-10, która hamuje aktywność przeciwnowotworową 

limfocytów Th1, limfocytów T cytotoksycznych, komórek dendrytycznych oraz 

komórek NK (Gabrilovich i Nagaraj, 2011; Condamine i Gabrilovich, 2011; 

Gabrilovich i wsp. 2012; Hoechst i wsp. 2009), jednocześnie pobudzając akumulację 

limfocytów Treg i Th2. Innym mechanizmem odpowiedzialnym za immunosupresyjne 

działanie MDSCs jest wysoka ekspresja arginazy-1 (Arg-1, ang. Arginase-1) i tlenku 

azotu w M-MDSCs oraz wysoki poziom reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive 

oxygen species) w G-MDSCs (Gabrilovich i Nagaraj, 2009; Condamine i Gabrilovich, 

2011; Youn i wsp. 2008; Movahedi i wsp. 2008). Arginaza-1 może być wydzielana 

bezpośrednio do mikrośrodowiska i powodować deplecję L-argininy (Gabrilovich 

i wsp. 2010). Usuwanie L-argininy z mikrośrodowiska spowodowane jest również 

ekspresją na powierzchni MDSCs transportera aminokwasów CAT-2B, który 

transportuje L-argininę do wnętrza komórki czyniąc ją dostępną dla 

wewnątrzkomórkowej Arg-1 (Ochoa i wsp. 2007). Deplecja L-argininy 

z mikrośrodowiska hamuje proliferację limfocytów T cytotoksycznych i prowadzi do 

inhibicji łańcucha CD3-ζ i produkcji IL-2, a w konsekwencji do apoptozy tych komórek 

(Sica i Bronte, 2007; Youn i Gabrilovich, 2010). Postulowany jest także udział TGF-

β w tworzeniu stanu lokalnej immunosupresji przez MDSCs (Yang i wsp. 2008), 

deplecji cysteiny z mikrośrodowiska (Srivastava i wsp. 2010) czy wzmożonej 

ekspresji cyklooksygenazy 2 (Cox2) i prostaglandyny E2 (PGE2) w MDSCs 

(Rodriguez i wsp. 2005). 
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W mysich glejakach wykazano obecność populacji CD11b+Gr1+, zarówno 

w guzach tworzonych de novo (Fujita i wsp. 2010), jak i w syngenicznym modelu 

GL261 (Zhu i wsp. 2011). Wykazano także, że deplecja tej populacji prowadzi do 

zahamowania wzrostu guza in vivo. U pacjentów z GBM stwierdzono zwiększony 

poziom krążących we krwi MDSCs (CD33+HLA-DR-) (Raychaudhuri i wsp. 2011). 

Obserwowano również wzrost odsetka M-MDSCs i G-MDSCs w krwi obwodowej 

u pacjentów z GBM w porównaniu do próbek kontrolnych, przy czym w masie guza 

identyfikowano głównie G-MDSCs (Gielen, i wsp. 2015). W surowicy pacjentów 

z GBM obserwowano także zwiększoną aktywność arginazy-1 i podwyższony 

poziom czynnika stymulującego tworzenie kolonii granulocytów (G-CSF, ang. 

Granulocyte colony-stimulating factor) (Raychaudhuri i wsp. 2011, Sippel i wsp. 

2011). Farmakologiczne hamowanie arginazy-1, jak również suplementacja L-

argininy prowadziła do całkowitego odblokowania funkcji limfocytów T (Sippel i wsp. 

2011). Należy jednak podkreślić, że MDSCs nie są jedynym źródłem arginazy-1 

w mikrośrodowisku guza. 

 

3.4.4 Komórki mieloidalne w ośrodkowym układzie nerwowym  

3.4.4.1 Mikroglej – pochodzenie i funkcje w ośrodkowym układzie 

nerwowym 

 Mikroglej stanowi populację komórek mieloidalnych występującą 

w ośrodkowym układzie nerwowym (OUN). W warunkach prawidłowych w zależności 

od rejonu OUN stanowi około 10-20% wszystkich komórek (Perry i wsp. 1985; 

Lawson i wsp. 1992). Najwięcej mikrogleju u myszy występuje w rejonach 

hipokampa, kresomózgowia, zwojów podstawy mózgu oraz istoty czarnej (Kilic i wsp. 

2008; Lehnardt, 2010). Komórki mikrogleju wraz z makrofagami okołonaczyniowymi 

i makrofagami opon mózgowych odpowiedzialne są za utrzymanie homeostazy 

w mózgu poprzez stałe monitorowanie mikrośrodowiska. Mikroglej pełni też szereg 

funkcji niezwiązanych z odpowiedzią odpornościową: uczestniczy w regulacji 

tworzenia nowych synaps i kontroluje liczbę komórek nerwowych w trakcie rozwoju 

OUN (Blank i Prinz, 2013), współdziała w modyfikacji połączeń synaptycznych 

w dojrzałym OUN (Tremblay i wsp. 2010), a także jest zaangażowany w kontrolę 

proliferacji i różnicowania komórek neuronalnych. Wielofunkcyjne działanie 

mikrogleju wskazuje na istotną rolę tych komórek w rozwoju i utrzymaniu homeostazy 

OUN. 
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Prekursory mikrogleju, które wywodzą się z niedojrzałych prekursorów erytro-

mieloidalnych z woreczka żółtkowego, zasiedlają OUN w trakcie rozwoju 

embrionalnego (E9.5) dając początek mikroglejowi, którego populacja odnawia się 

w trakcie życia organizmu z istniejących komórek. Makrofagi okołonaczyniowe 

(BAMs, ang. CNS border-associated macrophages) także zasiedlają OUN we 

wczesnym rozwoju i różnicują niezależnie od mikrogleju (E10.5) (Kierdorf i wsp. 

2013, Sacks i wsp. 2018). Pozostałe makrofagi specyficzne tkankowo wywodzą się 

z komórek szpiku kostnego – monocytów, które powstają z krwiotwórczych komórek 

macierzystych migrujących do wątroby płodowej i szpiku kostnego. Mikroglej 

wykazuje ekspresję specyficznych genów odróżniających te komórki od innych 

makrofagów tkankowych (Butovsky i wsp. 2014). 

 Proliferacja i różnicowanie mikrogleju kontrolowane jest przez kilka 

czynników. Podobnie jak w przypadku większości innych populacji makrofagów, 

zarówno BAMs, jak i mikroglej są zależne od przekaźnictwa przez receptor czynnika 

stymulującego kolonie makrofagów (CSF-1R, ang. Colony stimulating factor 1 

receptor) (Ginhoux i wsp. 2010, Mrdjen i wsp. 2018, Van Hove i wsp. 2019). Ponadto 

różnicowanie mikrogleju i BAMs regulowane jest przez czynniki transkrypcyjne PU.1 

i IRF8 (Goldmann i wsp. 2016, Kierdorf i wsp. 2013, Van Hove i wsp. 2019). Także 

TGF-β ma kluczowe znaczenie dla rozwoju mikrogleju, zwłaszcza w indukcji genów 

kanonicznych mikrogleju (Butovsky i wsp. 2014). Delecja Tgfbr2 w mikrogleju 

w okresie postnatalnym prowadzi do aktywacji tych komórek (Arnold i wsp., 2019, 

Buttgereit i wsp., 2016, Zöller i wsp., 2018). 

 W warunkach prawidłowych komórki mikrogleju mają charakterystyczną 

morfologię z licznymi, rozgałęzionymi wypustkami. Badania przyżyciowe myszy 

z mikroglejem wyznakowanym białkiem zielonej fluorescencji (GFP, ang. green 

fluorescent protein) z wykorzystaniem mikroskopu 2-fotonowego wykazały, że 

„spoczynkowy” mikroglej aktywnie penetruje swoje sąsiedztwo przy użyciu licznych 

wypustek (Nimmerjahn i wsp. 2005). Dlatego zasugerowano zmianę nazwy 

„mikroglej spoczynkowy” (ang. resting microglia) na „mikroglej nadzorujący” (ang. 

surveying microglia), która lepiej odzwierciedla aktywny charakter tych komórek 

(Hanisch i Kettenmann, 2007). Aktywowany mikroglej zmienia swoją morfologię 

z rozgałęzionej na ameboidalną, co wiąże się ze znacznym powiększeniem ciała 

komórki i zanikiem wypustek cytoplazmatycznych.  
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3.4.4.2 Polaryzacja funkcjonalna mikrogleju 

Do aktywacji mikrogleju, podobnie jak makrofagów obwodowych, dochodzi 

w obecności patogenów, bodźców stresowych czy uszkodzenia tkanek. Ze względu 

na różnice w bodźcach aktywujących oraz sposób odpowiedzi, który moduluje 

funkcje układu odpornościowego, w dużym uproszczeniu wyróżnić można dwa 

główne typy aktywacji tych komórek: prozapalny M1 oraz cytoprotekcyjny M2. 

Podział ten oparty jest o analogię do polaryzacji makrofagów obwodowych i komórek 

NK – NK1 i NK2 (Murray i wsp. 2014). 

Mikroglej aktywowany prozapalnie (typu M1) zaangażowany jest w odpowiedź 

na infekcje lub uszkodzenia komórek, co w warunkach doświadczalnych jest 

symulowane przez podanie lipopolisacharydu (LPS) czy cytokin takich jak IFNγ (Van 

Ginderachter i wsp. 2006; Fairweather i Cihakova, 2009; Hamilton, 2002). 

Polaryzacja w kierunku komórek M1 zachodzi na drodze aktywacji ścieżek 

sygnałowych związanych z pobudzeniem receptorów TLR (ang. Toll- like receptors), 

które należą do receptorów rozpoznających wzorce (PRR, ang. pattern recognition 

receptors). Stymulacja TLR prowadzi do aktywacji szlaku kinaz MAPK (ang. mitogen-

activated protein kinases) i czynnika transkrypcyjnego NFκB (ang. nuclear factor 

kappa Light chain enhancer of activated B cells). Mikroglej M1 wykazuje zwiększoną 

produkcję mediatorów stanu zapalnego, takich jak reaktywne formy tlenu, tlenek 

azotu (NO), czynnik chemotaktyczny monocytów 1 (MCP-1, ang. monocyte 

chemoattractant protein-1), białko zapalne makrofagów (MIP-1, ang. macrophage 

inflammatory protein-1) czy cytokin pozapalnych, np. IL-1, IL-6, IL-12, IL-23 i TNFα 

(ang. tumor necrosis factor α) (MacMicking i wsp. 1997; Takami i wsp. 1997; Babcock 

i wsp. 2003; Verreck i wsp. 2004; Chen i wsp. 2004; Jack i wsp. 2005; Mantovani 

i wsp. 2006). Aktywowany zapalnie mikroglej charakteryzuje się podwyższoną 

ekspresją MHCII i ekspresją białek kostymulujących prezentację antygenu CD80 

i CD86 (Boehm i wsp. 1997; Mantovani i Sica, 2010). Funkcjonalnie są to komórki 

prezentujące antygen (APC, ang. antigen presenting cells), które aktywują 

odpowiedź limfocytów Th1 i Th17 (Coffelt i wsp. 2009). Mikroglej M1 ma swojej 

powierzchni zwiększoną liczbę receptorów dla opsonin, np. CD16 (FcγRIII), co 

ułatwia fagocytozę. Wykazuje także zdolność do pobierania jonów żelaza ze 

środowiska, co ogranicza ich dostępność dla patogenów (Nucera i wsp. 2011; 

Sindrilaru i wsp. 2011).  



35 
 

Aktywacja mikrogleju w kierunku komórek M2 obserwowana jest w procesach 

regeneracyjnych po zapaleniu, gojeniu ran, infekcjach pasożytniczych, chorobach 

nowotworowych. Komórki M2 wykazują duża aktywność fagocytarną 

i zaangażowane są także w usuwanie komórek apoptotycznych (Murray i Wynn, 

2011a; Murray i Wynn, 2011b; Ouchi i wsp. 2011). Mikroglej o fenotypie M2 

produkuje cytokiny o charakterze przeciwzapalnym, na przykład IL-10 czy TGFβ1, 

a także antagonistę receptora IL-1 (IL-1RA) oraz charakteryzuje się niską produkcją 

tlenku azotu i IL-12 (Kaminska i wsp. 2016). Ponadto mikroglej i makrofagi typu M2 

wykazują zwiększoną ekspresję receptorów błonowych, takich jak CD23 (zwanego 

też FcεRII), receptora mannozowego (MR, ang. mannose receptor) CD206, CD14, 

CD209 i receptorów zmiataczy (ang. scavenger receptors) – CD163 i CD204 

(Mantovani i wsp. 2004b, Van Ginderachter i wsp. 2006, Martinez i wsp. 2006, 

Tiemessen i wsp. 2007). W mikrogleju i makrofagach M2 dochodzi do indukcji 

ekspresji arginazy-1, co związane jest ze zmianą metabolizmu L-argininy w kierunku 

produkcji ornityny i poliamin, co w konsekwencji zmniejsza aktywność indukowanej 

syntazy tlenku azotu (iNOS, ang. inducible nitric oxide synthase) i obniża ilość NO 

produkowanego przez komórki (Munder i wsp. 1998; Gordon, 2003). Arginaza-1 

często uważana jest za marker fenotypu M2, jednak należy pamiętać, że ekspresja 

tego białka bywa wykrywana w tkankowo-specyficznych makrofagach M1, a także 

jest silnie indukowana po zakażeniu Mycobacterium. Aktywację komórek 

mieloidlanych typu M2 można potwierdzić przy użyciu kilku markerów (Gieryng i wsp. 

2017). Mikroglej i makrofagi o fenotypie podobnym do M2 wykazują ekspresję 

receptora IL-4 (IL-4R), białka FIZZ1 (ang. found In inflammatory zone 1), receptorów 

aktywacji proliferacji peroksysomów gamma i delta (PPARγ i δ) czy eozynofilowego 

białka Ym1/2 (Gabrusiewicz i wsp. 2011). Takie komórki wytwarzają szereg 

czynników, które sprzyjają reorganizacji macierzy zewnątrzkomórkowej, takich jak 

metaloproteinazy macierzy (MMPs, ang. matrix metalloproteinases) (Gieryng i wsp. 

2017). Makrofagi o fenotypie M2, mimo że wykazują ekspresję MHCII, mają obniżoną 

lub zahamowaną zdolność do prezentacji antygenu innym komórkom układu 

odpornościowego (Munder i wsp. 1998; Gordon, 2003). 

Należy podkreślić, że podział na stany aktywacji typu M1 i M2 jest bardzo 

uproszczony i obejmuje jedynie dwa skrajne typy aktywacji. W przypadku 

makrofagów obwodowych zaproponowano rozszerzenie klasyfikacji i podział na 

fenotypy M1, M2a, M2b i M2c w zależności od kombinacji czynników stanowiących 
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stymulatory (Mantovani i wsp. 2004a). Wyróżnia się także makrofagi M2d i makrofagi 

towarzyszące nowotworom (TAMs, ang. tumor associated macrophages) jako 

osobne podgrupy, choć ta ostatnia wykazuje wiele cech wspólnych z typem M2 

(Murray i wsp. 2014). Coraz bardziej powszechne jest unikanie tego typu podziałów 

i stosowanie klasyfikacji opisowej, ze szczególnym uwzględnieniem źródła izolacji 

komórek, warunków hodowli, typu stymulacji oraz przeprowadzanej analizy 

(Martinem i wsp. 2014, Walentynowicz i wsp. 2018). 

 

3.4.4.3 Odróżnianie populacji mikrogleju i makrofagów pochodzących ze 

szpiku 

 Wyniki badań wskazują, że mikroglej i makrofagi obwodowe (pochodzące ze 

szpiku) mają podobne białka powierzchniowe, takie jak integryna αM (ITGAM) znana 

również jako CD11b (ang. cluster of differentiation molecule 11b), receptory TLR, 

glikoproteina CD68, glikoproteina F4/80, receptor komplementu 3 (CR3/MAC-1, ang. 

complement receptor 3/macrophage 1 antigen) (Masuda i wsp. 2020, Ochocka 

i Kaminska, 2021), zatem skierowane przeciwko nim przeciwciała nie rozróżniają 

tych komórek w badaniach immunocytochemicznych. Obecnie identyfikacji tych 

populacji dokonuje się metodą cytometrii przepływowej na podstawie analizy różnic 

ekspresji antygenu różnicowania komórkowego CD45. W warunkach fizjologicznych 

mikroglej charakteryzuje się niższą ekspresją antygenu CD45 w porównaniu do 

makrofagów obwodowych pochodzących ze szpiku kostnego (Sedgwick i wsp. 1991, 

Dick i wsp. 1995). Należy jednak pamiętać, że ekspresja CD45 w mikrogleju może 

wzrastać w warunkach patologicznych, co stanowi ograniczenie w użyteczności tego 

białka jako markera odróżniającego mikroglej od makrofagów (Müller i wsp. 2015). 

Dopiero połączenie badań śledzących pochodzenie komórek (ang. lineage tracing) 

oraz transkryptomiki pojedynczych komórek pozwoliło wyłonić kilka markerów 

użytecznych przy rozróżnianiu makrofagów i mikrogleju. Badania transkryptomiczne 

GAMs z mysiego glejaka metodą sekwencjonowania pojedynczych komórek 

(scRNAseq) wykazały, że genami, które ulegają rożnicowej i silnej ekspresji są 

Tmem119 w mikrogleju i Lgals3 (kodujący białko galektyny 3, Gal-3) 

w monocytach/makrofagach obwodowych. Wskazuje to na możliwość użycia 

Tmem119 i Lgals3 lub kodowanych przez nie białek jako markerów pozwalających 

na odróżnienie mikrogleju od monocytów/makrofagów w guzie (Ochocka i wsp. 

2021). Także Itga4 i kodowane przez niego białko CD49D jest dobrym markerem 



37 
 

monocytów i makrofagów pochodzących ze szpiku (ang. bone marrow-derived 

macrophages, BM-MΦ) (Su i wsp. 2016). 

 Wielkoskalowe badania transkryptomiczne z wykorzystaniem techniki 

sekwencjonowania RNA i mikromacierzy ekspresyjnych wykazały istnienie pewnych 

różnic we wzorze ekspresji genów w mikrogleju i BM-MΦ. Spośród wszystkich 

zidentyfikowanych transkryptów około 30% wykazywało unikalną ekspresję, tj. 

wyłącznie w komórkach mikrogleju bądź wyłącznie w komórkach makrofagów. 

W odróżnieniu od BM-MΦ, mysi mikroglej charakteryzował się ekspresją genów 

hexb, trem2, gpr34, tmem119, cx3cr1, siglech oraz p2ry12 i p2ry13 (kodujących 

receptory purynergiczne). Z kolei BM-MΦ wyróżniała większa ekspresja genów 

takich jak cxcr7, ifitm3, pilra i itgb2 (Hickman i wsp. 2016).  

 Kwestią otwartą pozostaje, czy w warunkach patologicznych unikalny wzór 

ekspresji tych genów w komórkach mikrogleju i BM-MΦ pozostaje zachowany. 

Wyniki badań przeprowadzonych w mysim modelu autoimmunizacyjnego zapalenia 

mózgu i rdzenia (EAE, ang. experimental autoimmune encephalomyelitis) 

z wykorzystaniem myszy chimerowych Cx3cr1GFP/+ wykazały, że p2ry12 nie ulega 

ekspresji w BM-MΦ infiltrujących OUN. Zaś analiza z wykorzystaniem mikromacierzy 

ekspresyjnych potwierdziła, że unikalny wzór ekspresji genów odróżniający mikroglej 

i BM-MΦ zostaje utrzymany nawet w warunkach stanu zapalnego OUN (Butovsky 

i wsp. 2014, Ochocka i Kaminska, 2021). Doświadczenia przeprowadzone na 

myszach chimerowych z przeszczepionym szpikiem, u których dzięki ochronie głowy 

podczas naświetlania nie doszło do naruszenia integralności bariery krew-mózg, 

wskazywały na ograniczony napływ komórek z obwodu (Lahmar i wsp. 2016). Wyniki 

badań śledzenia pochodzenia komórek wskazują, że mikroglej i BAMs stanowią 

osobne populacje niż BM-MΦ i ich funkcje mogą być modyfikowane w procesach 

patologicznych (Ochocka i Kaminska, 2021). 

 

3.4.4.4 Mikroglej, monocyty i makrofagi infiltrujące nowotwory 

Komórki mikrogleju i pochodzące ze szpiku monocyty/makrofagi stanowią 

najliczniejszą grupę wśród nienowotworowych komórek identyfikowanych 

w glejakach (Badie i Schartner, 2000; Graeber i wsp. 2002; Ghosh i Chaudhuri 2010; 

Gabrusiewicz i wsp. 2011). Wraz z naciekającymi BM-MΦ mogą stanowić do 30% 

masy guza (Charles i wsp. 2011). Ich liczba w nawracających guzach była mniejsza 

niż w pierwotnych GBM, podczas gdy stosunek pozostałych komórek układu 
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odpornościowego w mikrośrodowisku guzów był podobny (Fu i wsp. 2020). W innym 

badaniu obserwowano spadek monocytów i wzrost GAMs w nawracających GBM 

(Wang i wsp. 2017). 

Profile ekspresji genów w GAMs izolowanych z ludzkich, mysich i szczurzych 

glejaków wykazują liczne różnice, zidentyfikowano tylko 2 geny wspólne dla 

analizowanych zestawów danych: Tgm2 kodujący transglutaminazę 2 i Gpnmb 

kodujący transbłonową glikoproteinę NMB (Walentynowicz i wsp. 2018). Prawdziwy 

przełom przyniosło zastosowanie scRNA-seq i CyTOF umożliwiające oznaczenie 

całych transkryptomów lub >30 białek powierzchniowych w poszczególnych 

komórkach. Obie metody zapewniają wysoką rozdzielczość i pozwoliły na 

szczegółową analizę komórek mieloidalnych w ludzkich i mysich glejakach 

(Kaminska i wsp. 2021). 

Wyniki licznych badań wskazują, że komórki nowotworowe mogą wydzielać 

szereg czynników oraz przeciwzapalne cytokiny, takie jak TGF-β (Gold, 1999; 

Kjellman i wsp. 2000; Platten i wsp. 2001), IL-4, IL-6 (Elgert i wsp. 1998, Ben-Baruch 

2006), IL-10 (Suzumura i wsp. 1993, Gabrusiewicz i wsp. 2011, Rolle i wsp. 2012), 

prostoglandynę E2 (PGE2) (Cooper i wsp. 1984; Castelli i wsp. 1989, Paoletti i wsp. 

1989), które modulują funkcje komórek układu odpornościowego i wywołują 

polaryzację komórek w kierunku poinwazyjnych, immunosupresyjnych komórek 

wspierających wzrost guza (GAMs). 

 GAMs mają osłabioną zdolność do prezentowania antygenu spowodowaną 

obniżoną ekspresją cząsteczek MHCII (Badie i wsp. 2002, Schartner i wsp. 2005, 

Kostianovsky i wsp. 2008) i obniżoną ekspresję cząsteczek kostymulujących CD40, 

CD80 i CD86 (Hussain i wsp. 2006, Kostianovsky i wsp. 2008), co zmniejsza ich 

zdolność do aktywacji limfocytów T i upośledza odpowiedź przeciwnowotworową 

organizmu (Flügel i wsp. 1999). Wysoka ekspresja liganda Fas (FasL) w GAMs może 

prowadzić do indukcji apoptozy w limfocytach T cytotoksycznych (Badie i wsp. 2001). 

Ponadto wydzielane przez glejaka IL-10, TGF-β1 i PGE2 hamują ekspresję IL-12 

w GAMs, która stymuluje proliferację i cytotoksyczność komórek T i NK (Trinchieri 

i Gerosa 1996, Mitsuhashi i wsp. 2004). 

 Czynniki indukujące wspierający nowotwór fenotyp GAMs są słabo poznane. 

Dostępne dane wskazują na zaangażowanie ścieżki przekazywania sygnału zależnej 

od czynnika transkrypcyjnego STAT3 (ang. signal transducer and activator of 

transcription 3). W komórkach mikrogleju traktowanych pożywką znad komórek 
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glejaka (GCM, ang. glioma conditioned medium) dochodziło do wzrostu ekspresji 

STAT3 i indukcji ekspresji cytokin o charakterze przeciwzapalnym, takich jak IL-6 

i IL-10 oraz spadku ekspresji prozapalnej cytokiny IL-1β. Wyciszenie ekspresji 

STAT3 w mysim glejaku prowadziło do wzrostu ekspresji TNFα w mikrogleju 

i zahamowaniu wzrostu guza in vivo (Zhang i wsp. 2009). Kolejnymi 

zidentyfikowanymi czynnikami wydzielanymi przez glejaka, oddziałującymi ze 

specyficznymi receptorami w mikrogleju i indukującymi jego polaryzację są 

osteopontyna (Ellert-Miklaszewska, Wiśniewski, Kijewska i wsp. 2016), wersikan (Hu 

i wsp. 2015) i periostyna (Zhou i wsp. 2015).  

 

3.4.4.5 Wpływ mikrogleju na inwazyjność komórek glejaka 

 Komórki mikrogleju w glejaku są źródłem enzymów proteolitycznych, takich 

jak metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomórkowej (MMPs, ang. matrix 

metalloproteinases), katepsyny czy urokinaza aktywatora plazminogenu (uPA, ang. 

urokinase plazminogen activator), które wydzielane do mikrośrodowiska trawią 

macierz zewnątrzkomórkową (ECM, ang. extracellular matrix), co umożliwia 

komórkom glejaka migrację i rozprzestrzenianie się w parenchymie mózgu. Zjawisko 

migracji komórek glejaka po raz pierwszy zostało zaobserwowane w latach 30. przez 

Hansa Scherera (Scherer, 1938). Odnotował on obecność odrywających się od 

głównej masy guza komórek, które następnie tworzyły skupiska na naczyniach 

krwionośnych i neuronach oddalonych od pierwotnej lokalizacji nowotworu.

 Liczne doniesienia potwierdzają udział mikrogleju w inwazyjności glejaków. 

Bettinger i wsp. (2002) wykazali, że mikroglej indukuje migrację komórek glejaka 

w komorze Boydena in vitro. Usunięcie mikrogleju ze skrawków organotypowych za 

pomocą liposomów wypełnionych klodronianem hamowało inwazyjność komórek 

mysiego glejaka EGFP-GL261, zaś jednoczesne podawanie komórek mikrogleju 

z komórkami glejaka do tych skrawków przywracało inwazyjność (Markovic i wsp. 

2005). Badania prowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN 

wykazały wzrost inwazyjności komórek szczurzego, mysiego i ludzkiego glejaka, 

które hodowano w obecności mikrogleju (Sliwa i wsp. 2007; Wesolowska i wsp. 2008; 

Wisniewski i wsp. 2010). Z kolei u myszy, u których farmakologicznie usunięto 

komórki mieloidalne z mikrośrodowiska glejaka stwierdzono mniejsze guzy 

w porównaniu do zwierząt kontrolnych i zwiększoną przeżywalność zwierząt 

(Gabrusiewicz i wsp. 2011, Zhai i wsp. 2011, Gabrusiewicz i wsp. 2015). 
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 Jednym z zaproponowanych mechanizmów proinwazyjnego działania 

mikrogleju na komórki glejaka jest wzrost aktywności MT1-MMP (ang. membrane 

type 1 MMP, MMP14) w mikrogleju poprzez ścieżkę TLR/p38. MT1-MMP aktywuje 

produkowaną przez komórki nowotworowe metaloproteinazę MMP-2, która (wraz 

z MMP-9) rozcina proteolitycznie macierz zewnątrzkomórkową. U myszy 

pozbawionych Myd88, u których upośledzone jest przekaźnictwo sygnału przez 

ścieżkę TLR/Myd88, guzy były mniejsze i słabiej infiltrowane przez komórki 

mikrogleju. Obserwowano także niższą ekspresję MT1-MMP w guzie u myszy 

Myd88-/- (Markowic i wsp. 2009). Z kolei Wesołowska i wsp. (2008) wykazali, że TGF-

β1 produkowany przez mikroglej stanowi kluczowy czynnik wspierający migrację 

i inwazyjność komórek ludzkiego i szczurzego glejaka. 

 

3.4.4.6 Wpływ mikrogleju i makrofagów na angiogenezę 

 Wzrost guza powyżej 1 mm3 wymaga neoangiogenezy, czyli utworzenia sieci 

nowych naczyń krwionośnych. Makrofagi infiltrujące guzy są komórkami kluczowymi 

dla tego procesu. Wykazano, iż liczba GAMs pozytywnie koreluje z gęstością naczyń 

krwionośnych (Nishie i wsp. 1999; Gabrusiewicz i wsp. 2011). Genetyczne lub 

farmakologiczne usunięcie GAMs prowadzi do zahamowania angiogenezy oraz 

redukcji wielkości guza w glejakach (Gabrusiewicz i wsp. 2011, Gabrusiewicz i wsp. 

2015). Wśród makrofagów infiltrujących guzy zidentyfikowano także populację 

charakteryzującą się ekspresją receptora angiopoetyny Tie-2 (ang. endothelium-

specific receptor tyrosine kinase 2), występującą w pobliżu naczyń krwionośnych 

(Venneri i wsp. 2007) i wspierającą angiogenezę i progresję nowotworu (Harney 

i wsp. 2015).  

W tworzenie nowych naczyń w guzie zaangażowanych jest wiele czynników 

wydzielanych przez makrofagi, takich jak czynnik wzrostu śródbłonka naczyń (VEGF, 

ang. vascular endothelial growth factor) (Harney i wsp. 2015), metaloproteinazy 

macierzy zewnątrzkomórkowej (MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-12) (Lewis i Pollard 

2006), zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów (bFGF, ang. basic fibroblast growth 

factor) (Wojtukiewicz i wsp. 2021), TNFα (Wei i wsp. 2021), IL-8 (Hong i wsp. 2009), 

płytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor) 

(Lamagna i wsp. 2006), czynnik wzrostu naskórka (EGF, ang. epidermal growth 

factor) (Dunn i wsp. 2000) oraz cyklooksygenaza 2 (COX-2, ang. cyclooxygenase 2) 

(Wang i wsp. 2019, Klimp i wsp. 2001). Innym mechanizmem, poprzez który 
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makrofagi mogą wspierać angiogenezę jest bezpośredni wpływ na naczynia 

krwionośne. Wydzielane przez makrofagi białko Wnt7b jest odpowiedzialne za 

stabilizację β-kateniny w nabłonku naczyń, co indukuje ich wejście w cykl komórkowy 

(Lobov i wsp. 2005; Ojalvo i wsp. 2010). 

Nowe naczynia krwionośnych w guzie powstają szybko, często w sposób 

chaotyczny i nieprawidłowy. Naczynia takie nie są w stanie dostarczać komórkom 

nowotworowym wystarczającej ilości tlenu, co prowadzi do powstania obszarów 

hipoksji (niedotlenienia) (Baluk i wsp. 2005; Nagy i wsp. 2010). Hipoksja indukuje 

w komórkach makrofagów syntezę szeregu czynników, takich jak VEGF, TNFα, 

bFGF czy CXCL8, które sprzyjają powstawaniu nowych naczyń krwionośnych 

w guzie (Rosińska i Gavard, 2021). 

 

3.5 Czynniki odpowiedzialne za nagromadzanie się i polaryzację GAMs 

w mikrośrodowisku glejaków 

3.5.1 Czynniki zaangażowane w nagromadzanie się GAMs 

Gromadzenie się GAMs w glejakach oraz ich polaryzacja w kierunku komórek 

wspierających wzrost guza regulowana jest przez liczne białka wydzielane przez 

komórki nowotworowe. Chemokina CCL2/MCP-1 należąca do grupy białek 

chemotaktycznych monocytów (MCPs, ang. monocyte chemotactic proteins) była 

jedną z pierwszych opisanych chemoatraktantów GAMs. W warunkach stanu 

zapalnego lub uszkodzenia wiązanie MCP-1 do receptora CCR2 (ang. C-C motif 

receptor 2) stymuluje migrację komórek układu odpornościowego 

mikrogleju/makrofagów, monocytów, komórek NK i limfocytów T. Podwyższoną 

ekspresję MCP-1 wykrywano w wielu nowotworach, w tym w glejakach złośliwych 

i łagodnych (Jung i wsp. 2018, Prat i wsp. 2000), zaś poziom tego białka pozytywnie 

korelował ze stopniem złośliwości i niekorzystnymi prognozami dla pacjentów 

(Platten i wsp. 2003). Komórki glejaka z wysoką ekspresją Mcp-1 po implantacji do 

mózgów szczurzych tworzą większe guzy, silniej infiltrowane przez GAMs i z większą 

liczbą naczyń krwionośnych niż komórki z wyciszoną ekspresją Mcp-1 (Platten i wsp. 

2003). Jednakże choć MCP-1 zaangażowane jest w indukcję proliferacji i migracji 

GAMs do guza, to indukuje w komórkach odpowiedź zapalną (Hinojosa i wsp. 2011). 

Rolę tego białka w patogenezie glejaków podważyły wyniki badań Okady 

i współautorów, które pokazały, że w ludzkich glejakach to MCP-3 (ang. monocyte 

chemotactic protein- 3), nie MCP-1 odgrywa rolę w pobudzaniu migracji GAMs 
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(Okada i wsp. 2009). Również w modelu mysim wyciszenie ekspresji MCP-1 nie 

hamowało napływu GAMs do guza (Kirk i wsp. 2008). Wspieranie wzrostu guza przez 

MCP-1 może być spowodowane autokrynnym działaniem tego białka na migrację 

komórek nowotworowych (Liang i wsp. 2008). MCP-3 poprzez wiązanie się do 

swoich receptorów CCR1, CCR2 i CCR3 (ang. chemokine CC motif receptors) 

stymuluje – podobnie jak MCP-1 – chemotaksję mikrogleju, makrofagów, 

monocytów, limfocytów T, komórek NK i DC (Menten i wsp. 2001).  

Innym chemoatraktantem w glejakach jest czynnik wzrostu 

hepatocytów/czynnik rozproszony HGF/SF (ang. hepatocyte growth factor/scatter 

factor). Podwyższoną ekspresję tego białka wykrywano zarówno w komórkach 

glejaków, jak i GAMs izolowanych z guzów złośliwych (Wondergem i wsp. 2008, 

Kunkel i wsp. 2001), a jego poziom pozytywnie korelował ze stopniem złośliwości 

i śmiertelnością pacjentów (Kunkel i wsp. 2001; Koochekpour i wsp. 1997; Esencay 

i wsp. 2010; Arrieta i wsp. 2002). Poza parakrynnym wpływem na GAMs aktywacja 

ścieżek sygnałowych HGF/SF–c-Met stymulowała proliferację, migrację 

i inwazyjność komórek ludzkiego glejaka (Tu i wsp. 2009), a także wykazywała 

działanie proangiogenne i wspierające wzrost guza in vivo (Zhang i wsp. 2011, 

Laterra i wsp. 1997).  

Czynnik troficzny pochodzenia glejowego (GDNF, ang. glial-derived 

neurotrophic factor) jest czynnikiem wpływającym na przeżywalność i różnicowanie 

wielu populacji komórek w OUN. Wiązanie liganda do receptora GFR-α1 prowadzi 

do aktywacji ścieżek sygnałowych zależnych od kinazy RET (Bonanomi i wsp. 2012). 

Wykazano, że GDNF jest zaangażowany w chemotaksję wielu rodzajów komórek, 

w tym mikrogleju (Cornejo i wsp. 2010; Dudanova i wsp. 2010; Ku i wsp. 2013), zaś 

jego podwyższoną ekspresję obserwowano zarówno w liniach komórkowych 

glejaków, jak i ludzkich glejakach o wysokim stopniu złośliwości (Wiesenhofer i wsp. 

2000). Wyciszenie ekspresji GDNF w mysim modelu glejaka prowadziło do spadku 

liczby GAMs i hamowało wzrost guza in vivo. GDNF działa także autokrynnie na 

komórki glejaka zwiększając ich migrację (Lu i wsp. 2010; Wan i wsp. 2010).  

 

3.5.2 Ligandy receptorów integrynowych jako białka zaangażowane 

w polaryzację GAMs w glejakach 

Dotychczas poznano jedynie kilka czynników (między innymi M-CSF, GM-

CSF, TGF-β, periostyna) zaangażowanych w aktywację GAMs w kierunku fenotypu 
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wspierającego nowotwór, a dokładny mechanizm ich polaryzacji nie został w pełni 

poznany. W celu identyfikacji białek zaangażowanych w proces polaryzacji GAMs, 

w Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN przeprowadzono proteomiczną 

analizę pożywki znad komórek glejaka. Analiza sekretomu glejaka wykazała, że dwa 

białka osteopontyna (Spp1) i laktadheryna (Mfg-E8), będące ligandami dla 

receptorów integrynowych, są czynnikami zaangażowanymi powodują polaryzację 

mikrogleju w hodowli (Ellert-Miklaszewska, Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016). 

3.5.2.1 Struktura i funkcje osteopontyny/SPP1 

Osteopontyna (OPN/SPP1, ang. secreted phosphoprotein 1) jest białkiem 

należącym do rodziny SIBLINGS (ang. Small Integrin-Binding Ligand, N-linked 

Glycoproteins) – grupy niewielkich glikoprotein oddziałujących z receptorami 

integrynowymi. Składa się z 314 aminokwasów, a ze względu na liczne modyfikacje 

potranslacyjne, którym może ulegać, jej masa cząsteczkowa waha się w granicach 

35-80 kDa. W wyniku alternatywnej obróbki mRNA SPP1 powstają 3 warianty mRNA: 

Spp1a to wariant o pełnej długości, zawierający 7 eksonów; SPP1b pozbawiony 

eksonu 5, kodującego aminokwasy 58-71 oraz SPP1c pozbawiony eksonu 4, 

kodującego aminokwasy 31-57. W ludzkich komórkach wykrywa się 5 wariantów 

mRNA SPP1. Wariant SPP1e (poprzednio SPP1a) koduje pełną ostepopontynę, 

a SPP1d koduje wariant pozbawiony eksonów 4, 5 i 6 (Kijewska i wsp. 2017). 

Na N-końcu białka znajduje się miejsce wiązania jonów wapnia, a za nim 

sekwencja ELVTDFP, która umożliwia wiązanie SPP1 do integryn α4β1. 

W cząsteczce SPP1 wyróżnić można motyw RGD (arginina-glicyna-kwas 

asparaginowy), który rozpoznawany jest przez integryny αvβ1, αvβ3 i αvβ5 (Zheng 

i wsp. 2009). W sąsiedztwie motywu RGD znajduje się także miejsce cięcia dla 

proteaz, trombiny i plazminy. W wyniku proteolitycznego cięcia ludzkiej SPP1 

uwalniany jest C-końcowy fragment białka, a ponadto wzmacnia się wiązanie N-

końcowego fragmentu do integryn poprzez motyw RGD i odsłonięta zostaje 

sekwencja SVYYGLR, która ma zdolność do wiązania integryn α4β1, α9β1 i α4β7 

odpowiedzialnych między innymi za adhezję komórek (Yamaguchi i wsp. 2013, 

Yokosaki i wsp. 1999). Receptory integrynowe α9β1, obecne między innymi na 

makrofagach, neutrofilach, komórkach mięśni gładkich, fibroblastach i osteoklastach, 

rozpoznają SPP1 tylko gdy jest ona cięta przez trombinę. Z kolei integryny α4β1, 

z racji tego że rozpoznawane są także przez fragment ELVTDFTDLPAT ludzkiej 

SPP1, mają zdolność do wiązania także pełnej formy białka (Bayless i Davis 2001). 
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Receptory te występują między innymi na powierzchni makrofagów i limfocytów T 

(Ellert-Miklaszewska i wsp. 2020). Motyw SVVYGLR jest również rozpoznawany 

przez metaloproteinazy MMP-3 i MMP-7 (Agnihotri i wsp. 2001). W wyniku 

proteolitycznego cięcia tymi enzymami odsłonięty zostaje fragment SVVG, który jest 

rozpoznawany przez integryny α4β1, ale nie integryny α9β1. Wykazano, że fragment 

ten odpowiedzialny jest za regulację migracji i adhezji komórek (Ito i wsp. 2009). 

Uwolniony w wyniku cięcia przez trombinę C-końcowy fragment białka ma zdolność 

do wiązania się do izoform CD44v6 i CD44v7 w sposób niezależny od motywu RGD. 

Wykazano, że oddziaływanie SPP1 z receptorem CD44 na powierzchni komórek 

macierzystych glejaka prowadzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego HIF (ang. 

hypoxia inducible factor) i utrzymaniu macierzystego fenotypu tych komórek (Pietras 

i wsp. 2014). C-końcowy fragment SPP1 zaangażowany jest w migrację komórek 

dendrytycznych (Shao i wsp. 2014). Fosforylacja konkretnych miejsc w cząsteczce 

SPP1 nie ma wpływu na interakcję z receptorem CD44 na powierzchni makrofagów, 

ale jest kluczowa dla ich aktywacji (Weber i wsp. 2002). 

Schemat cząsteczki SPP1 z zaznaczonymi miejscami oddziaływań 

z poszczególnymi receptorami przedstawiono na rycinie 2.  

 

Ryc. 2. Schemat budowy SPP1 z zaznaczonymi miejscami wiązania do receptorów 

integrynowych, miejscami cięcia przez enzymy proteolityczne oraz miejscami wiązania 

jonów wapnia. Opracowano na podstawie Bandopadhyay i wsp. 2014. 

 

SPP1 produkowana jest przez komórki mięśni gładkich, śródbłonka, nabłonka, 

chondrocyty, osteoblasty i komórki układu odpornościowego (makrofagi, limfocyty T 

i B, neutrofile, komórki dendrytyczne i NK) i bierze udział w wielu procesach 

biologicznych. Wynika to ze struktury białka, która pozwala na oddziaływanie 

z wieloma receptorami obecnymi na powierzchni różnych komórek. Zaangażowana 

jest między innymi w mineralizację i resorpcję kości, regenerację tkanek, 

angiogenezę, regulację migracji i adhezji komórkowej (Denhardt i wsp. 2001).  



45 
 

Pierwsze doniesienia o jej roli w modulowaniu odpowiedzi układu 

odpornościowego wynikały z obserwacji indukcji SPP1 w odpowiedzi na infekcje 

bakteryjne w limfocytach T, dlatego nazywano ją białkiem wczesnej aktywacji 

limfocytów T (ETA1, ang. Early T Lymphocyte Activation Protein 1) (Patarca i wsp. 

1989, Oldberg i wsp. 1986). Udokumentowany jest udział SPP1 w regulacji migracji, 

aktywacji i fagocytozy makrofagów (Zhu i wsp. 2004) oraz jako czynnika 

chemotaktycznego dla komórek układu odpornościowego, powodującego migrację 

leukocytów do miejsc występowania stanów zapalnych w organizmie (Mazzali i wsp. 

2002; Gravallese, 2003). SPP1 indukowała chemotaksję makrofagów w odpowiedzi 

na infekcje w sposób zależny od oddziaływania z motywem RGD, jak również 

wspierała chemotaksję i proliferację limfocytów T (Singh i wsp. 1990 , O'Regan i wsp. 

1999).  

SPP1 uczestniczy w regulacji procesów zapalnych zarówno jako cytokina 

prozapalna, jak i białko zaangażowane w hamowanie odpowiedzi układu 

odpornościowego (Nau i wsp. 1997, Yu i wsp. 1998). Wykazano, że ufosforylowana 

Spp1 powoduje zwiększenie produkcji IL-12 w sposób zależny od integryny β3 

i RGD, podczas gdy nieufosforylowane białko odpowiedzialne jest za hamowanie 

wydzielania przeciwzapalnej IL-10 w sposób zależny od interakcji z receptorem 

CD44 (Ashkar i wsp. 2000). Po stymulacji makrofagów LPS (Gao i wsp. 2004) oraz 

w odpowiedzi na czynniki prozapalne takie jak TNFα, IL-1β czy IL2 (Patarca i wsp. 

1993) zaobserwowano wzrost ekspresji SPP1. W modelu eksperymentalnego 

zapalenia mózgu (EAE) Spp1 nasilała reakcję zapalną poprzez indukcję ekspresji 

prozapalnych cytokin i zwiększenie przeżywalności aktywowanych limfocytów T 

poprzez hamowanie ich indukowanej śmierci (Hur i wsp. 2007). SPP1 produkowana 

przez makrofagi może hamować ekspresję iNOS prowadząc do zahamowania 

syntezy NO, ważnego mediatora odpowiedzi zapalnej (Rollo i wsp. 1996). SPP1 jest 

także jednym z czynników promujących akumulację makrofagów M2 w raku żołądka 

(Atai i wsp. 2011). Wszystko wskazuje na to, że odpowiedź regulowana przez SPP1 

może zależeć od typu komórek, w jakich zachodzi jej ekspresja i modyfikacji, jakim 

białko może podlegać. 

  

3.5.2.2 Osteopontyna/SPP1 w glejakach 

 Wzrost poziomu osteopontyny/SPP1 stwierdzono w wielu typach 

nowotworów, w tym w glejakach, co potwierdzają wyniki analiz materiału klinicznego 
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pobranego od pacjentów. Saitoh i współautorzy (1995) pokazali, że poziom SPP1 

w glejakach jest podwyższony i zasugerowali, że poziom ekspresji SPP1 może 

korelować z rokowaniami klinicznymi i stopniem złośliwości nowotworu (Saitoh i wsp. 

1995, Toy i wsp. 2009). Późniejsze doniesienia opisywały wysoki poziom SPP1 

w krwi obwodowej i surowicy pacjentów z glejakiem i wskazywały na wykorzystanie 

go jako markera korelującego ze złymi prognozami klinicznymi (Sreekanthreddy 

i wsp. 2010, Urbanavičiūtė i wsp. 2020). SPP1 wykrywano w płynie mózgowo-

rdzeniowym pacjentów z GBM (Kohata i wsp. 2020). Wiele doniesień dokumentuje 

także wysoki poziom ekspresji SPP1 w ludzkich glejakach, który pozytywnie koreluje 

ze stopniem złośliwości nowotworu oraz niekorzystnymi prognozami klinicznymi 

(Kijewska i wsp. 2017, Friedmann-Morvinski i wsp. 2015, Matusan-Ilijas i wsp. 2008, 

Zhao i wsp. 2015, Szulzewsky i wsp. 2015, Atai i wsp. 2011, Saitoh i wsp. 1995, Tsai 

i wsp. 2012). Wysoki poziom ekspresji SPP1 negatywnie koreluje także 

z przeżywalnością pacjentów z glejakami (Kijewska i wsp., 2017; Chen i wsp. 2019). 

Analiza in silico danych z TCGA wykazała, że ekspresja SPP1 jest silnie powiązana 

z podtypem mezenchymalnym GBM, charakteryzującym się wysokim poziomem 

infiltracji przez aktywowane mikroglej i makrofagi (Kijewska i wsp., 2017; Wei i wsp. 

2019). 

 Liczne dane literaturowe potwierdzają rolę SPP1 w modulacji inwazyjności 

glejaka. Wyciszenie ekspresji SPP1 w komórkach ludzkiego glejaka U87 prowadziło 

do zahamowania wzrostu guza w modelu in vivo oraz hamowało zdolność do migracji 

i ruchliwość komórek in vitro (Lamour i wsp. 2010, Friedmann-Morvinski i wsp. 2016; 

Jan i wsp. 2010). Wycieszenie ekspresji Spp1 w mysich guzach prowadziło do 

wydłużenia czasu przeżycia zwierząt (Friedmann-Morvinski i wsp. 2016). Wykazano 

także, że SPP1 jest zaangażowana w regulację ekspresji MMPs , które pełnią istotną 

funkcję w regulacji inwazyjności komórek glejaka. Wyciszenie ekspresji SPP1 

w komórkach ludzkiego glejaka U87 prowadziło do spadku poziomu MMP2 

i inwazyjności komórek. Komórki te tworzyły także mniejsze guzy in vivo 

w porównaniu do guzów powstałych z komórek kontrolnych (Jan i wsp. 2010). Z kolei 

wyciszenie ekspresji SPP1 w komórkach ludzkiego glejaka U87 wzbogaconych 

w komórki macierzyste nowotworu (GSC, ang. glioma stem-like cells) obniżało 

zdolność tych komórek do formowania sfer. Miały one również ograniczone zdolności 

do tworzenia guzów in vivo. Podanie rekombinowanej SPP1 odwracało ten efekt 

(Lamour i wsp. 2015). Autorzy postulowali autokrynny wpływ SPP1 na zdolność do 
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tworzenia sfer przez oddziaływanie białka z receptorem CD44 obecnym na 

powierzchni komórek glejaka. Zablokowanie receptora CD44 hamowało zdolność do 

formowania sfer, podczas gdy zablokowanie receptora integrynowego αvβ5 nie 

wywoływało takiego efektu. Wykazano pozytywną korelację między ekspresją SPP1 

w próbkach ludzkich GBM i ekspresją genów uznawanych za markery komórek 

macierzystych (Polat i wsp. 2022). Wyciszenie ekspresji SPP1 w komórkach 

ludzkiego glejaka wpływało na aktywację głównych białek ścieżki odpowiedzi na 

uszkodzenia DNA (DDR, ang. DNA Damage Response) indukowaną przez 

radioterapię: zmniejszenia fosforylacji histonu H2AX, kinazy CHK-2 i białka ATM 

w porównaniu do komórek kontrolnych. Zjawiska te były odwracane przez dodanie 

rekombinowanej SPP1, co sugeruje, że SPP1 pełni rolę w inicjacji naprawy DNA 

w odpowiedzi komórek glejaka na radiację, zwiększając oporność guza na 

radioterapię (Henry i wsp. 2016). 

  

3.5.2.3 Struktura i funkcje laktadheryny/MFG-E8 

 Laktadheryna (MFG-E8, ang. milk fat globule-epidermal growth factor 8) to 

glikozylowane białko, które zidentyfikowano po raz pierwszy w zewnętrznej 

dwuwarstwie lipidowej kuleczek tłuszczowych mleka krowiego (Stubbs i wsp. 1990). 

MFG-E8 jest produkowana przez wiele tkanek i narządów 

(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000140545-MFGE8). Ludzka MFG-E8 

występuje w postaci trzech izoform różniących się długością, z których najdłuższa 

składa się z 387 aminokwasów. U szczurów zidentyfikowano dwie izoformy białka, 

z których dłuższa zbudowana jest z 427 aminokwasów (Lin i wsp. 2007). 

 Na N-końcu białka występuje peptyd sygnałowy (w ludzkiej, szczurzej i mysiej 

laktadherynie składający się z 22 aminokwasów) umożliwiający sekrecję białka na 

zewnątrz komórki. Za tym peptydem w ludzkiej MFG-E8 znajduje się domena 

wykazująca homologię do czynnika wzrostu naskórka (EGF-like, ang. epidermal 

growth factor-like domains), w białku szczurzym i mysim zidentyfikowano dwie 

domeny tego typu (Deonarain i wsp. 2009, Shao i wsp. 2008). W obrębie tej domeny 

występuje motyw RGD (Arg-Gly-Asp), który odpowiada za rozpoznanie i wiązanie 

receptorów integrynowych typu αVβ3 αVβ5 (Shao i wsp. 2008; Shi i wsp. 2006). 

Wykazano, że poprzez domenę EGF-like cząsteczki MFG-E8 mogą ulegać 

oligomeryzacji (Balzar i wsp. 2001). Na C-końcu białka zidentyfikowano dwie 

domeny C (C1 i C2) wykazujące wysoki stopień homologii do dyskoidyn (ang. 



48 
 

discoidin-like domains) (Stubbs i wsp. 1990, Ogura i wsp. 1996). Domena C 

występuje także w czynnikach krzepnięcia krwi V i VIII, gdzie odpowiada za ich 

wiązanie do obszarów błon komórkowych bogatych w aminofosfolipidy (Shao i wsp. 

2008). W domenie C2 występuje obszar złożony z aminokwasów o właściwościach 

hydrofobowych (Trp26, Leu28, Phe31 i Phe81), który umożliwia kotwiczenie MFG-

E8 w błonie fosfolipidowej (Macedo-Ribeiro i wsp. 1999, Pratt i wsp. 1999). MFG-E8 

przyłączając się do błony komórkowej wiąże się głównie do fosfatydyloseryny (PS, 

ang. phosphatidylserine) oraz w mniejszym stopniu do fosfatydyloetanoloaminy (PE, 

ang. phosphatidylethanoloamin) (Waehrens i wsp. 2009). Dzięki swojej domenowej 

budowie umożliwiającej oddziaływanie z różnymi czynnikami, MFG-E8 może pełnić 

różnorodne funkcje biologiczne. 

 Schemat cząsteczki szczurzej MFG-E8 z zaznaczonymi miejscami 

oddziaływań z poszczególnymi receptorami przedstawiono na rycinie 3.  

 

 

Ryc. 3. Schemat budowy cząsteczki MFG-E8 z zaznaczonym motywem RGD wiążącym 

receptory integrynowe αvβ3 i αvβ5 oraz miejscem wiązania fosfolipidów. Opracowano na 

podstawie Kaminska i wsp. 2018. 

 

3.5.2.4 Funkcje biologiczne laktadheryny/MFG-E8  

 Laktadheryna, dzięki swojej zdolności do wiązania receptorów integrynowych 

obecnych na powierzchni fagocytów oraz fosfatydyloseryny na błonie komórek, które 

utraciły prawidłową asymetrię dwuwarstwy lipidowej, pełni ważną rolę w procesie 

fagocytozy komórek apoptotycznych (Mirnikjoo i wsp. 2009). W przypadku 

zakłócenia tego procesu dochodzi do akumulacji martwych komórek i ich 

fragmentów, co może prowadzić do indukcji stanu zapalnego.  

 Receptory powierzchniowe zaangażowane w fagocytozę dzieli się na takie, 

dla których ligandem jest fosfatydyloseryna oraz przyłączające ligandy 

pośredniczące między komórką a fagocytem. Do pierwszej grupy zaliczane są np. 

receptory zmiatacze (ang. scavenger receptors) czy białko CD14. Do drugiej 

kategorii zaliczane są receptory zdolne do przyłączenia ligandów pośrednich, takich 
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jak MFG-E8 czy β2 glikoproteina (Martin, 2008). MFG-E8 stanowi rodzaj „pomostu" 

wiążąc się domeną C2 do komórki eksponującej PS oraz motywem RGD do 

receptorów integrynowych αVβ3 i αVβ5 znajdujących się na powierzchni komórek 

prezentujących antygen: makrofagów oraz niedojrzałych komórek dendrytycznych, 

co ułatwia fagocytozę (Hanayama i wsp. 2002). Mutacja w motywie RGD, która 

prowadzi do zamiany kwasu asparaginowego na glutaminowy (RGD → RGE) blokuje 

wiązanie komórki fagocytującej, ale nie wpływa na zdolność białka do wiązania 

komórek apoptotycznych. Potwierdza to udział domeny C2 laktadheryny 

w oddziaływaniu z fosfatydyloseryną, wykazano jednak, że aby zaszła internalizacja 

komórki niezbędne jest pobudzenie receptora innego typu (Andersen i wsp. 2000). 

Może to być receptorowa kinaza tyrozynowa Mer-TK aktywowana poprzez wiązanie 

swojego ligandu, białka Gas-6 (ang. Growth arrest specific gene-6), które łączy 

komórkę fagocytującą z komórką bądź cząsteczką fagocytowaną (Maree i wsp. 

2007). Wykazano, że upośledzona produkcja MFG-E8 prowadzi do znacznego 

osłabienia procesu fagocytozy i akumulacji martwych komórek, czego konsekwencją 

jest występowanie licznych stanów patologicznych (Ait-Oufella i wsp. 2007; Ensslin 

i Shur, 2007). W mysim modelu miażdżycy u zwierząt Mfg-E8-/- wykazano szybszy 

rozwój choroby w porównaniu do zwierząt kontrolnych, zahamowanie produkcji IL-

10 oraz zwiększoną produkcję IFNγ w dotkniętych miażdżycą tętnicach (Ait-Oufella 

i wsp. 2007). U myszy Mfg-E8-/- obserwowano także nagromadzenie się martwych 

komórek i ich resztek w różnych narządach, jak również wzrost stężenia 

mikropęcherzyków (PMP, ang. platelet microparticles) mających na swojej 

powierzchni liczne cząsteczki PS, które pochodzą z płytek krwi i mogą stanowić 

dodatkową powierzchnię katalityczną dla czynników krzepnięcia krwi. Myszy Mfg-E8-

/- poza zwiększonym stężeniem PMP w osoczu, miały także podwyższoną produkcją 

trombiny. Wskazuje to na istotną rolę Mfg-E8 w zapobieganiu tworzenia się 

zakrzepów powstałych z nagromadzonych mikropęcherzyków (Dasgupta I wsp. 

2009, Ensslin i Shur, 2007). 

 MFG-E8 pełni istotną funkcję w oczyszczaniu organizmu z patologicznie 

zmienionych komórek, których funkcja została zaburzona w wyniku starzenia się 

i choroby. Wykazano, że MFG-E8 zaangażowana jest w fagocytozę starzejących się 

erytrocytów (Fens i wsp. 2008). MFG-E8, dzięki zdolności do wiązania PS, przyłącza 

się do nieprawidłowych krwinek pacjentów cierpiących na anemię sierpowatą, co 

stymuluje ich fagocytozę i prowadzi do oczyszczania krwi z nieprawidłowych 
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komórek. Podanie abciksimabu, przeciwciała skierowanego przeciwko receptorowi 

integrynowemu αVβ3, hamuje proces fagocytozy (Guchhait i wsp. 2007, Dasgupta 

i Thiagarajan, 2005). 

 Dzięki możliwości oddziaływania z receptorami obecnymi na powierzchni 

komórek układu odpornościowego, Mfg-E8 moduluje odpowiedź odpornościową. 

W makrofagach in vitro fagocytoza komórek apoptotycznych zależna od Mfg-E8 

prowadzi do produkcji cytokin, które indukują odpowiedź Treg. W konsekwencji 

stymuluje to przeciwzapalną odpowiedź układu odpornościowego i wykształcenie 

tolerancji immunologicznej (Jinushi i wsp. 2007). Wyniki badań wskazują, że 

w niedokrwieniu mózgu MFG-E8 wykazuje działanie przeciwapoptotyczne 

i przeciwzapalne, a w krwotoku podpajęczynówkowym białko to hamuje stan zapalny 

poprzez indukcję polaryzacji mikrogleju w kierunku immunosupresyjnego fenotypu 

M2 poprzez ścieżkę sygnałową β3/SOCS3/STAT3 (Gao i wsp. 2021). 

 MFG-E8 odgrywa także kluczową rolę w procesie angiogenezy i gojeniu się 

ran. Wykazano, że u myszy Mfg-E8-/- proces gojenia się ran jest poważnie 

upośledzony, a liczba powstających naczyń krwionośnych w obszarze uszkodzenia 

jest istotnie mniejsza w porównaniu do myszy kontrolnych (Uchiyama i wsp. 2014). 

MFG-E8 jest zaangażowana w angiogenezę poprzez interakcje z receptorami na 

powierzchni komórek nabłonka naczyń oraz perycytów i ich prekursorów (Motegi 

i wsp. 2011). Wykazano, że MFG-E8 wspiera tworzenie naczyń w sposób zależny od 

oddziaływania z integrynami αvβ3/αvβ5 obecnymi na komórkach nabłonka na drodze 

indukowanej przez VEGF fosforylacji kinazy Akt (Silvestre i wsp. 2005). Uczestniczy 

też w adhezji komórek do innych komórek i komórek do macierzy 

zewnątrzkomórkowej (Chang i wsp. 2016). 

   

3.5.2.5 Rola laktadheryny/MFG-E8 w nowotworach 

 Wzrost ekspresji MFG-E8 stwierdzono w wielu nowotworach, w tym 

w czerniaku złośliwym, nowotworach piersi, tarczycy, trzustki, pęcherza i glejaku 

złośliwym (Shi iwsp. 2004; Packard i Libby, 2008; Sugano i wsp. 2011). Wykazano, 

że MFG-E8 zaangażowana jest w tworzenie nowych naczyń w czasie wzrostu guza 

w sposób zależny od oddziaływania z receptorami αVβ3 i αVβ5 (Serini i wsp. 2008). 

U myszy transgenicznych Mfg-E8-/- obserwowano spadek proliferacji komórek 

w regionach angiogenezy i wzrost liczby komórek apoptotycznych (Neutzner i wsp. 

2007). Badania z użyciem angiolixu – humanizowanego, monoklonalnego 
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przeciwciała rozpoznającego domenę EGF-like laktadheryny wykazały 

zahamowanie jej interakcji z receptorami integrynowymi, a w konsekwencji 

ograniczenie rozwoju nowotworu i wzrost odsetka komórek apoptotycznych w guzie 

(Deonarain i wsp. 2009). Zastosowanie monoklonalnego przeciwciała anty-MFG-E8 

prowadziło do zmniejszenia migracji, adhezji i przeżywalności komórek raka jajnika 

oraz potrójnie negatywnego raka piersi (Tibaldi i wsp. 2013). Wykazano, że MFG-E8 

aktywnie wspiera rozwój guza w mysim modelu raka okrężnicy. Poziom ekspresji 

MFG-E8 u pacjentów w zaawansowanym stadium raku jelita grubego był istotnie 

wyższy niż u pacjentów z gruczolakami lub na wczesnych stadiach choroby. 

Wykazano także pozytywną korelację między poziomem ekspresji MFG-E8 

a zdolnością nowotworu do tworzenia lokalnych i odległych przerzutów, jak również 

gorszą przeżywalnością pacjentów (Kusunoki i wsp. 2015, Zhao i wsp. 2017). 

W komórkach czerniaka MFG-E8 indukowała produkcję cytokin odpowiedzialnych za 

aktywację Treg, jak również prowadziła do wykształcenia oporności na 

chemioterapię przez aktywację ścieżki β3/FAK/PI3K/AKT (Jinushi i wsp. 2009). 

Z kolei u pacjentów z rakiem odbytnicy poddanych uprzedniej radioterapii wysoka 

ekspresja MFG-E8 korelowała z lepszą odpowiedzią na leczenie, jednak nie 

stwierdzono różnic w przeżywalności (Harada i wsp. 2021). 

 Jinushi i współautorzy wykazali, że ekspresja MFG-E8 w makrofagach jest 

zależna od GM-CSF, a obniżenie jej poziomu prowadzi do zahamowania aktywności 

fagocytarnej makrofagów i wzrostu aktywacji limfocytów Th. Wykazano ponadto, że 

MFG-E8 odpowiada za wytworzenie stanu tolerancji immunologicznej poprzez 

indukcję produkcji cytokin w makrofagach, które odpowiedzialne są za aktywację 

Treg (Jinushi i wsp. 2007). Zjawisko to stwierdzono w wielu typach nowotworów (raku 

pęcherza, prostaty, jajnika, czerniaku złośliwym i w raku jelita grubego) (Tibaldi i wsp. 

2013, Sugano i wsp. 2011, Soki i wsp. 2014, Oba i wsp. 2011, Zhao i wsp. 2017). 

W makrofagach infiltrujących przerzut czerniaka błony naczyniowej oka do wątroby 

mRNA MFG-E8 było jednym z najsilniej indukowanym, a makrofagi wykazywały 

fenotyp wspierający nowotwór (Krishna i wsp. 2020). W raku płaskonabłonkowym 

przełyku wysoki poziom MFG-E8 korelował z niskim stosunkiem limfocytów 

CD8+/FoxP3+ naciekających guza (Kanemura i wsp. 2018).  
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3.5.2.6 Funkcje periostyny/POSTN 

Periostyna (POSTN), zwana także czynnikiem specyficznym dla osteoblastów 

(OSF-2, ang. osteoblast-specific factor 2), jest białkiem macierzy 

zewnątrzkomórkowej występującym co najmniej w 8 izoformach (Takeshita i wsp. 

1993; Morra i wsp. 2011). POSTN zaangażowana jest w wiele procesów, w tym także 

związanych z powstawaniem i progresją nowotworów, takich jak wzrost guza, 

inwazyjność, angiogeneza czy przerzutowanie (Bao i wsp. 2004; Malanchi i wsp. 

2011, Michaylira i wsp. 2010). Periostyna może oddziaływać z wieloma typami 

komórek poprzez wiązanie się do receptorów integrynowych αvβ3, αvβ5, α6β4 czy 

α5β1 (Ratajczak-Wielgomas i Dziegiel, 2015; Utispan i wsp. 2012), co prowadzi do 

aktywacji ścieżek sygnałowych PI-3K/Akt i szlaku przekaźnictwa WNT (Malanchi 

i wsp. 2011; Baril i wsp. 2007). 

Badania przeprowadzone przez Zhou i wsp. (2015) wykazały, że wydzielana 

przez komórki glejaka periostyna jest kluczowym białkiem zaangażowanym 

w polaryzację GAMs w glejakach. Zwiększoną ekspresję POSTN stwierdzono 

zwłaszcza w populacji komórek mniej zróżnicowanych, mających cechy komórek 

macierzystych – GSCs. Wyciszenie ekspresji periostyny w komórkach ludzkiego 

glejaka prowadziło do znacznego zahamowania wzrostu guza in vivo oraz 

wydłużenia czasu życia myszy bezgrasiczych z glejakiem. W guzach z wyciszoną 

ekspresją POSTN obserwowano zmniejszony naciek GAMs, a także mniejszą liczbę 

komórek z ekspresją genów kodujących markery fenotypu M2, takich jak arginaza-1, 

CD163 czy Fizz-1 przy jednoczesnym wzroście liczby komórek typu M1. Dokładny 

mechanizm działania POSTN w glejakach nie jest do końca jasny, jednakże uważa 

się, że periostyna wydzielana przez glejaka poprzez wiązanie do receptorów 

integrynowych na powierzchni GAMs aktywuje ścieżkę sygnałową PI-3K, która 

związana jest z ich pobudzeniem. Użycie przeciwciała neutralizującego 

skierowanego przeciwko integrynom αvβ3 bądź krótkiego, syntetycznego peptydu 

zawierającego sekwencję RGD (odpowiedzialną za wiązanie się białka do tych 

integryn) zapobiegało aktywacji mikrogleju. Periostyna może działać także 

autokrynnie poprzez wiązanie się do receptorów integrynowych αv na powierzchni 

komórek glejaka, co wspiera inwazyjność guza (Mikheev i wsp. 2015). Ponadto 

wykazano, że periostyna produkowana przez perycyty wspiera angiogenezę w guzie 

(Huizer i wsp. 2020, Bernardes i wsp. 2022). W ludzkich glejakach ekspresja POSTN 

pozytywnie koreluje ze stopniem złośliwości i niekorzystnymi prognozami dla 
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pacjentów, a także gęstością infiltrujących GAMs (Zhou i wsp. 2015). Ponadto 

analiza danych dostępnych w bazach REMBRANDT, TCGA i CGGA (ang. Chinese 

Glioma Genome Atlas) wykazała, że badanie poziomu ekspresji POSTN może być 

wykorzystane jako marker Mes-GBM, które są najbardziej agresywnymi glejakami 

złośliwymi (Faried i wsp. 2020). 

 Podsumowując, wyniki badań wskazują, że w patogenezie glejaków ważną 

rolę odgrywają ligandy integryn takie jak SPP1, POSTN i MFG-E8, które uczestniczą 

w polaryzacji GAMs do fenotypu wspierającego rozwój glejaka. Jednakże, 

mechanizmy poprzez które te białka wpływają na GAMs i modyfikują 

mikrośrodowisko glejaków nie są poznane.  

 

 

Ryc. 4: Schemat oddziaływania glejaka z mikrośrodowiskiem. Glejak wydziela szereg 

czynników modulujących funkcje komórek układu odpornościowego, w tym polaryzację 

naciekających komórek mieloidalnych w kierunku wspierających nowotwór GAMs, 

hamowanie cytotoksycznej aktywności komórek NK i Tc oraz aktywację komórek 

o właściwościach immunosupresyjnych, takich jak MDSCs i Treg. 
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4. CEL PRACY 

Glejaki złośliwe są nowotworami bardzo heterogennymi, nie tylko na poziomie 

molekularnym, ale również na poziomie składu komórkowego. Komórki glejaka 

wydzielają czynniki, które modulują odpowiedź układu odpornościowego na 

rozwijający się guz i prowadzą do polaryzacji komórek odpornościowych w kierunku 

poinwazyjnych, immunosupresyjnych komórek wspierających wzrost guza. 

Najliczniejszą nienowotworową populacją w GBM są komórki mieloidalne, głównie 

mikroglej, monocyty i makrofagi (GAMs), które w mikrośrodowisku ulegają aktywacji, 

wspierają angiogenezę, inwazyjność i inaktywują odpowiedź przeciwnowotworową. 

Wyniki badań w Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN wykazały, że 

osteopontyna (Spp1) i laktadheryna (Mfg-E8) są produkowane przez komórki glejaka 

i indukuja proinwazyjną aktywację GAMs. 

Celem niniejszej pracy była ocena roli osteoponyny/Spp1 i laktadheryny/Mfg-

E8 w patogenezie glejaka złośliwego, wpływ wyciszenia ich ekspresji na naciek 

i funkcje komórek mieloidalnych i limfoidalnych w mikrośrodowisku nowotworu.  

Sformułowano następujące szczegółowe cele badawcze: 

1. Ocena zmian transkryptomicznych w całym guzie i wyizolowanych komórkach 

mieloidalnych w celu określenia ich fenotypów. 

2. Ocena wpływu wyciszenia osteopontyny/Spp1 i laktadheryny/Mfg-E8 

w komórkach glejaka C6 na wzrost guza w szczurzym modelu glejaka. 

3. Zbadanie wpływu wyciszenia ekspresji Spp1 i Mfg-E8 w komórkach glejaka 

C6 na mikrośrodowisko guza, zwłaszcza na funkcjonalność komórek układu 

odpornościowego. 

4. Ocena wpływu wyciszenia Spp1 w glejaku na wybrane populacje komórek 

układu odpornościowego w krwi obwodowej szczurów. 

5. Wpływ przywrócenia ekspresji prawidłowej Spp1 lub jej wariantów 

w komórkach glejaka pozbawionych Spp1 na wzrost guza in vivo. 

6. Wpływ peptydu RGD na wzrost guza, napływ oraz funkcje komórek 

mieloidalnych w mikrośrodowisku w szczurzym modelu glejaka in vivo. 
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5. MATERIAŁY I METODY 

5.1 Komórki glejaka – charakterystyka i hodowla 

W badaniach wykorzystano komórki szczurzego glejaka C6 oraz komórki 

mysiego glejaka 261 (GL261). Komórki C6 pochodziły z ATTC (American Type 

Tissue Collection, USA).  

Linia komórek glejaka C6 została wyprowadzona z komórek guza mózgu, 

który wywołano u szczura rasy Wistar po serii ekspozycji ciężarnych samic na N,N’-

nitrozo-metylomocznik (Benda i wsp. 1968, Schmidek i wsp. 1971). Komórki C6 mają 

prawidłowy p53, delecje w locus p16/Cdkn2a/Ink4a prowadzące do braku białek p16 

i p19ARF. W komórkach C6 podobne geny co w glejakach u ludzi mają podwyższoną 

ekspresję: Pdgf-b, Igf-1, Egfr, i Erb3/Her3 (Giakoumettis i wsp. 2018). Obraz 

histopatologiczny guza powstałego po zaimplantowaniu komórek C6 do mózgu 

szczura przypomina ludzkiego glejaka wielopostaciowego (Grobben i wsp. 2002). 

Szczegółowy opis linii komórkowej C6 dostępny jest na stronie internetowej ATCC: 

http://www.atcc.org. 

Komórki szczurzego glejaka C6 hodowano w pożywce DMEM (ang. 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Gibco) wzbogaconej w 10% surowicę cielęcą 

(NCS, ang. Newborn Calf Serum, Gibco) z dodatkiem antybiotyków penicyliny 

i streptomycyny (Sigma) w stężeniach odpowiednio 50 U/ml i 50 μg/ml. Hodowle 

prowadzono w sterylnych jednorazowych butelkach, szalkach lub płytkach 

zawierających 12, 24 lub 96 dołków (Corning) przeznaczonych do hodowli 

komórkowych. Do momentu rozpoczęcia doświadczenia komórki pasażowano co 2-

4 dni, zależnie od ich gęstości. Przy pasażowaniu komórek stosowano 0,25% roztwór 

trypsyny z 0,02% EDTA (kwas edetynowy, Sigma). W przypadku wykonywania 

testów BrdU i MTT komórki wysiewano 24 godz. przed rozpoczęciem doświadczenia. 

Hodowle prowadzono w inkubatorze (Heraeus) w temperaturze 37°C, 

w atmosferze nasyconej parą wodną i zawierającej 5% CO2. Morfologię komórek 

w trakcie hodowli obserwowano w mikroskopie świetlnym z kontrastem fazowym 

Olympus CK40. Bank komórek przechowywano w stanie zamrożonym 

w temperaturze -80°C (do bieżącego użytku) oraz w ciekłym azocie (w celu 

dłuższego przechowywania), w pożywce o składzie: 90% NCS / 10% DMSO 

(dimetylosulfotlenek) (Sigma). 
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5.2  Uzyskanie komórek linii glejaka C6 ze stabilnie wyciszoną ekspresją Mfg-

E8 (shMfg-E8) oraz kontrolnych (shNeg) 

Komórki C6 transfekowane konstruktem zawierającymi specyficzny shRNA 

względem Mfg-E8 (pSilencerTMshMfg-E8) oraz komórki transfekowane konstruktem 

zawierającym sekwencję neutralnego shRNA (shNeg) wyprowadziły dr Aleksandra 

Ellert-Miklaszewska i dr Magdalena Kijewska z Pracowni Neurobiologii Molekularnej 

IBD PAN. Kontrolny plazmid pSilencerTMshNeg pochodził z firmy Invitrogen, Life 

Technologies. Sekwencja neutralnego shRNA ma niską homologię do znanych 

sekwencji z ludzkiego, szczurzego i mysiego genomu. Dokładny opis procedury 

znajduje się w publikacji Ellert, Wiśniewski, Kijewska i wsp. 2016. 

Używany konstrukt bazuje na plazmidzie pSilencerTM 2.1 U6-hygro (Life 

Technologies, Invitrogen), do którego wstawiono dwuniciowy oligonukleotyd 

kodujący shRNA (ang. short hairpin RNA) pod kontrolą promotora U6 dla polimerazy 

III. Umożliwia to wydajną ekspresję shRNA w wielu typach komórek. Ponadto 

w wektorze znajduje się gen oporności na ampicylinę, dzięki któremu możliwe było 

namnażanie plazmidu i selekcja w bakteriach oraz gen oporności na hygromycynę B 

umożliwiający selekcję klonów komórek eukariotycznych po transfekcji. Fragment 

kodujący shRNA jest włączany do wektora w miejscach cięcia enzymami 

restrykcyjnymi BamHI i Hind III (rycina 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 5. Schemat plazmidu pSilencerTM 2.1- U6 hygro. Na podstawie pSilencer hygro kit 

Protocol, Life Technologies 
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5.3 Uzyskanie komórek linii glejaka C6 ze stabilnie wyciszoną ekspresją Spp1 

(shSpp1) oraz kontrolnych (shNeg)  

 Do wyprowadzenia komórek C6 ze stabilnie wyciszoną ekspresją 

osteopontyny (shSpp1) wykorzystano komercyjnie dostępny wektor lentiwirusowy 

pLenti-U6-shRNA-Rsv(GFP-Puro) (GenTarget), z którego usunięte zostały geny 

wirulencji. Wektor lentiwirusowy umożliwia wydajną transdukcję komórek 

eukariotycznych. Wstawka kodująca shRNA znajduje się pod kontrolą promotora U6 

dla polimerazy III. Wektor zawiera także gen kodujący białko zielonej fluorescencji 

(GFP). Ponadto w wektorze znajduje się gen oporności na puromycynę 

umożliwiający selekcję klonów komórek eukariotycznych po transdukcji (rycina 6).  

 

 

Ryc. 6. Schemat wektora pLenti-U6-shSpp1-Rsv(GFP-Puro). Na podstawie pLenti-U6-

shRNA-Rsv(GFP-Puro) kit (GenTarget). LTR (ang. long terminal repeat) – długie 

powtórzenia końcowe, ψ – sygnał pakowania do kapsydu, RRE (ang. rev responsive 

element) – miejsce przyłączania się wirusowego czynnika transkrypcyjnego, cppt – element 

wspomagający integrację i wydajność transdukcji, U6 – promotor, GFP+puro – geny 

zielonego białka fluorescencji i oporności na puromycynę, WPRE – potranskrypcyjny 

element regulatorowy. 

 

Sekwencję wstawki kodującej shRNA zaprojektowano wykorzystując 

oprogramowanie dostępne na stronie internetowej producenta, na podstawie 

sekwencji docelowej skierowanej przeciwko mRNA Spp1. Oligonukleotyd kodujący 

shRNA miał sekwencję nici sensownej: 5'-AGC TAG TCC TAG ACC CTA A-3'. 

Kontrolny wektor pLenti-U6-shNeg-Rsv(GFP-Puro) miał sekwencję nici sensownej: 

5’GTCTCCACGCGCAGTACATTT-3’ i pochodził z firmy GenTarget. Sekwencja 

shRNA kodowana przez ten wektor ma niską homologię do znanych sekwencji 

z ludzkiego, szczurzego i mysiego genomu. Transdukcję komórek C6 i wektorem 

lentiwirusowym i selekcję klonów puromycyną w stężeniu 2 μg/ml przeprowadzono 

we współpracy z dr Anną Gieryng z Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN 
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według protokołu producenta wektora. Wydajność transdukcji została zmierzona 

poprzez ocenę poziomu białka GFP przy użyciu cytometru przepływowego. 

Wydajność wyciszenia ekspresji Spp1 na poziomie mRNA została potwierdzona 

metodą ilościowego PCR (qPCR), a także na poziomie białka metodą ELISA. W celu 

zbadania wpływu wyciszenia Spp1 na żywotność i proliferację komórek wykonano 

testy MTT i BrdU 

 

5.4 Testy komórkowe 

5.4.1 Oznaczanie proliferacji komórek – test inkorporacji BrdU 

Komórki C6 wysiewano na płytkę 24-dołkową i po 24 godz. oznaczano ich 

proliferację za pomocą zestawu Cell Proliferation ELISA BrdU (Roche Diagnostics). 

Komórki inkubowano przez 2 godz. z roztworem zawierającym BrdU 

(bromodeoksyurydynę), która jako analog nukleotydu wbudowuje się w nowo 

powstającą nić DNA. Następnie komórki utrwalano w etanolu i inkubowano 1,5 godz. 

z przeciwciałem rozpoznającym BrdU, sprzężonym z peroksydazą chrzanową (anty-

BrdU-POD, Roche). Peroksydaza w wyniku reakcji enzymatycznej przekształcała 

dodany substrat w barwny produkt, którego ilość jest proporcjonalna do ilości 

włączonego BrdU w DNA proliferujących komórek. Następnie dodawano 1M H2SO4, 

co umożliwiało fotometryczną detekcję barwnego produktu. Pomiaru dokonywano 

przy długości fali 450 nm przy użyciu czytnika Multiscan EX. Z otrzymanych danych 

obliczano udział komórek proliferujących w całkowitej populacji komórek z wyciszoną 

ekspresją Mfg-E8, Spp1 lub komórek shNeg, przyjmując absorbancję mierzoną 

w wyjściowych komórkach C6 za 1. 

 

5.4.2 Ocena żywotności komórek – test metabolizmu MTT 

Komórki wysiewano na płytkę 24-dołkową i po 24 godz. do pożywki dodawano 

MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu, Sigma) w stężeniu 

końcowym 0,5 mg/ml. Po wniknięciu do komórek MTT jest redukowany przez 

dehydrogenazy łańcucha oddechowego do nierozpuszczalnego w środowisku 

wodnym formazanu. Ilość wytrąconego związku jest proporcjonalna do liczby żywych 

komórek. Po 4 godz. inkubacji z MTT w 37°C do dołków dodawano po 100 μl buforu 

lizującego zawierającego 20% SDS i 50% DMF (N,N-dimetyloformamid) o pH 4,7 

i inkubowano przez noc w celu rozpuszczenia fioletowych kryształów formazanu 

(Hansen i wsp. 1989). Absorbancję mierzono przy długości fali 570 nm, używając 
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czytnika Mulitscan EX (Thermo Labsystems). Przyjęto absorbancję lizatu komórek 

kontrolnych za 100%. Z otrzymanych danych obliczano procent żywych komórek. 

 

5.4.3 Pomiar stężenia Spp1 metodą ELISA 

Stężenie Spp1 w nadsączu znad wyjściowych komórek glejaka C6, komórek 

shNeg i komórek shSpp1 zmierzono metodą ELISA (ang. Enzyme Linked 

ImmunoSorbent Assay) przy użyciu komercyjnego zestawu Mouse/Rat Osteopontin 

(OPN) Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, Inc). Wyjściowe komórki C6, komórki 

z wyciszoną ekspresją osteopontyny (shSpp1) oraz komórki z kontrolnym shRNA 

(shNeg) wysiewano w gęstości 7x104/ml. Pożywkę hodowlaną znad komórek 

zbierano po 24 godz. i wirowano z prędkością 300 x g w celu usunięcia resztek 

komórek, a następnie dodawano fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF, ang. 

Phenylmethylsulfonyl Fluoride) będący inhibitorem proteaz w stężeniu 1 mM. 

Pożywkę rozcieńczano pięciokrotnie w odczynniku Assay Diluent, a następnie 

wykonywano pomiar stężenia osteopontyny zgodnie z protokołem producenta. 

Odczytu dokonano za pomocą czytnika Mulitscan EX (Thermo Labsystems) przy 

długości fali 540 nm. Stężenie osteopontyny wyliczano z równania wyznaczonego 

dla krzywej standardowej, sporządzonej na podstawie referencyjnego roztworu 

białka dostarczonego przez producenta zestawu. 

 

5.5 Analiza poziomu ekspresji genów 

5.5.1 Pozyskiwanie RNA z komórek 

Komórki poddawano lizie w 400 μl buforu lizującego (Lysis Buffer; Roche). 

Dalsza procedura wykonywana była zgodnie z protokołem dostarczonym w zestawie 

przez producenta (High Pure RNA Isolation Kit; Roche). Wyizolowany, 

zaadsorbowany na złożu kolumienki RNA eluowano 50 μl buforu elucyjnego (Elution 

Buffer; Roche). Czystość i stężenie wyizolowanego RNA w próbkach oceniano 

spektrofotometrycznie aparatem NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) mierząc 

absorbancję przy długości fali 260 nm i 280 nm. 

 

5.5.2 Pozyskiwanie RNA z tkanek 

Homogenizator przed każdym użyciem płukany był przez 15 min w 0,1M 

roztworze NaOH w wodzie z dodatkiem pirowęglanu dietylu (DEPC), następnie 5 min 

w 0,2% SDS (dodecylosiarczan sodu) w wodzie z dodatkiem DEPC i 3 x 5 min 
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w wodzie destylowanej z dodatkiem DEPC. Między próbkami urządzenie było 

płukane 5 min w 0,2% SDS w wodzie z dodatkiem DEPC i 3 x 5 min w wodzie 

destylowanej z dodatkiem DEPC.  

Tkankę umieszczano w odczynniku TRI Reagent (Sigma), homogenizowano, 

po czym inkubowano 5 min. w temperaturze pokojowej. Następnie dodawano 0,2 ml 

chloroformu, wytrząsano i inkubowano 15 min. Po inkubacji wirowano 15 min. przy 

12000 g w 4°C. Zebrano górną, wodną fazę zawierającą RNA, dodano równą 

objętość 2-propanolu, inkubowano 15 min. w temperaturze pokojowej i wirowano 

10 min. przy 12000 g w 4°C. Osad płukano 75% etanolem. Po ponownym 

odwirowaniu osad zawieszano w 50 μl wody i mierzono stężenie wyizolowanego 

RNA. RNA wyizolowane z półkuli ze zdrowych zwierząt oraz z półkuli od zwierząt z 

glejakiem było dodatkowo oczyszczane z użyciem High Pure RNA Isolation Kit 

(Roche). Ilość i jakość RNA była ustalana za pomocą elektroforezy kapilarnej 

w urządzeniu Bioanalyzer 2100 z użyciem zestawu Agilent 6000 RNA Nano Kit 

(Agilent Technologies). 

 

5.5.3 Synteza cDNA 

cDNA syntetyzowano na matrycy mRNA z wykorzystaniem starterów 

oligo(dT)15 (Promega lub Oligo.pl), które hybrydyzują do sekwencji poli(A) 

znajdujących się na 3`-końcu cząsteczek większości mRNA. Zastosowanie tych 

starterów zapewnia selektywną amplifikację sekwencji mRNA z pominięciem 

pozostałych typów RNA. Roztwór, w skład którego wchodzą: 1 μg RNA, 1 μl roztworu 

dNTP (każdy w stężeniu 10 mM, Promega), 1 μl roztworu oligo(dT)15 (stężenie 

końcowe 25 μg/ml) oraz woda (do 10 μl), inkubowano przez 10 min. w 70°C, po czym 

schładzano do temperatury 4°C. Po dodaniu 2 μl 10x stężonego buforu wchodzącego 

w skład zestawu do odwrotnej transkrypcji (Sigma-Aldrich) oraz 1 μl odwrotnej 

transkryptazy (200 U, M-MLV Reverse Transcriptase, Sigma-Aldrich) i wody (do 

końcowej objętości 20 μl), próbki inkubowano przez 50 min. w 37°C, a następnie 10 

min. w 80°C i 5 min. w 4°C. 

 

5.5.4 Hybrydyzacja do mikromacierzy 

Analizę transkryptomiczną RNA wyizolowanego z tkanek wykonano z użyciem 

100 ng całkowitego RNA. Amplifikacja całogenomowa była przeprowadzona 

z użyciem GeneAtlas WT Expression Kit zgodnie z instrukcją producenta GeneAtlas 
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Personal Microarray System (Affymetrix). Pofragmentowane i wyznakowane cDNA 

było hybrydyzowane do mikromacierzy Rat Gene 2.1 ST Array Strip (Affymetrix). 

Hybrydyzację do mikromacierzy przeprowadzono we współpracy z dr Michałem 

Klossem z Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN. 

 

5.5.5 Analiza bioinformatyczna profili ekspresji genów 

 Przetwarzanie wstępne zostało wykonane w środowisku R/Bioconduktor 

z wykorzystaniem funkcji rma pakietu oligo z opcją core (raportowanie ekspresji dla 

transkryptów). Mapowanie zestawów sond do transkryptów i genów wykonano 

wykorzystując funkcję getNatAffx. Dla każdego genu obliczono uśredniony profil 

ekspresji na podstawie zestawów sond mapujących się unikalnie do danego genu. 

Przeprowadzono test t-Studenta z poprawką Welch'a oraz wizualizację danych 

w postaci map ciepła (ang. heatmaps) w środowisku Python z wykorzystaniem 

funkcji bibliotek matplotlib i scipy. Dane przedstawione na mapach ciepła były 

scentrowane na średniej wartości z próbek kontrolnych, czyli przedstawiają zmianę 

ekspresji względem kontroli. Przy porównaniu profilu ekspresji genów szczurzego 

glejaka i podtypów ludzkich GBM wykorzystano dane transkryptomiczne (RNA seq) 

z próbek ludzkich glejaków oraz prawidłowego mózgu dostępne w bazie TCGA. 

Przyporządkowanie do konkretnego podtypu GBM następowało w oparciu 

o sygnaturę 840 genów w teście Kolmogorov-Smirnofa. Geny szczurze mapowano 

do ich ludzkich ortologów z wykorzystaniem wyszukiwarki Ensembl (wersja 87). 

Otrzymana lista ortologów zawierała 660 z 840 genów będących sygnaturą 

konkretnych podtypów molekularnych ludzkich GBM. Do porównania glejaka C6 

z ludzkimi subtypami wykorzystano współczynnik korelacji Spearmana między 

krotnością zmiany (glejak/kontrola) dla 660 genów. Zastosowana metodyka analiz 

bioinformatycznych została szczegółowo opisana w Gieryng i wsp. 2017. Analizy 

bioinformatyczne przeprowadzono we współpracy z dr Jakubem Mieczkowskim 

z Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN. 

 

5.5.6 PCR w czasie rzeczywistym 

Reakcję prowadzono w 20 μl roztworu zawierającego: 1 μl roztworu cDNA, 

10 μl SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 μl mieszaniny starterów 

(stężenie końcowe 500 nM) i 8 μl wody UltraPure (Invitrogen). Jako wewnętrzną 

kontrolę ilości cDNA w reakcji użyto starterów do amplifikacji szczurzego rRNA 18S 



62 
 

(stężenie końcowe 500 nM). Startery zaprojektowano w oparciu o bazę sekwencji 

nukleotydowych Ensembl przy użyciu programu Primer Express 2.0 (Applied 

Biosystems). Sekwencje użytych starterów użytych do amplifikacji cDNA w czasie 

rzeczywistym przedstawia tabela 1. 

Wykonano dwa powtórzenia techniczne na jeden punkt doświadczalny. Do 

powielania cząsteczek cDNA stosowano termocykler do analizy w czasie 

rzeczywistym 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems), używając 

następującego profilu termicznego: 50°C przez 2 min., 95°C przez 10 min. i 40 cykli 

o profilu: 95°C przez 15 s, 60°C przez 1 min. Po zakończeniu reakcji uzyskane 

wartości CT (ang. treshold cycle), będące odzwierciedleniem numeru cyklu, w którym 

ilość produktu przekraczała wartość graniczną, przeliczano na krotność zmiany, 

stosując wzór: krotność zmiany = 2−ΔΔCT. Wzór ΔΔCT wyraża różnicę między 

wartością CT badanej próbki a CT genu referencyjnego i CT próbki kontrolnej. 

 

Tab. 1. Sekwencja starterów użytych do amplifikacji cDNA w czasie  

rzeczywistym 

Gen Sekwencje starterów 

18s RNA F: 5' AACGAACGAGACTCTGGCATG 3' 
R: 5' CGGACATCTAAGGGCATCACA 3' 

Spp1 F: 5' TTGTTTCTCAGTTCAGTGGATACATG 3' 
R: 5' TCAGTGGTGTCTG CATGAAAC 3' 

Mfg-E8 F: 5' CGTCCGGTGACTTCTGTGACT 3' 
R: 5' ATCGTGGAAGCAAGGGTTTG 3' 

 

 

5.6 Implantacja komórek C6 do prążkowia mózgu szczura 

Doświadczenia z implantacją komórek szczurzego glejaka C6 

przeprowadzono na 3-miesięcznych samcach szczurów ze szczepu Wistar 

o ciężarze ciała ok. 250-300 g, pochodzących z hodowli konwencjonalnej Centrum 

Medycyny Doświadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku. Zwierzęta 

odbywały 7-dniową kwarantannę w Zwierzętarni Instytutu Biologii Doświadczalnej 

PAN w celu aklimatyzacji. Zarówno przed, jak i podczas doświadczenia, szczury 

przebywały w klatkach mieszczących do 5 osobników, w pomieszczeniach 

klimatyzowanych o temperaturze powietrza 22 +/-2ºC i wilgotności 55%. Rytm 

dobowy 12/12 regulowany był automatycznymi zegarami. Badania na zwierzętach 
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wykonywano zgodnie z ogólnymi zasadami sztuki medycyny weterynaryjnej i etyki 

eksperymentatora. Poszczególne etapy doświadczeń przeprowadzano ściśle według 

procedur zaaprobowanych przez Lokalną Komisję Etyczną – uchwały nr 1065/ 2009, 

111/ 2010 i 4/2015. 

Do implantacji przygotowywano zawiesinę 106 komórek w 50 μl DMEM 

z klonów komórek C6: shNeg, shMfg-E8 lub shSpp1. Komórki przechowywano na 

lodzie do 3 godz. Zwierzę usypiano w komorze w atmosferze izofluranu, następnie 

umieszczano w aparacie stereotaktycznym, w którym głowa zwierzęcia zostaje 

unieruchomiona. Na nos szczura nakładano maskę, podłączoną do aparatu do 

narkozy wziewnej 2% izofluranu przy ciśnieniu tlenu 1,5 atm. Zwierzętom golono 

głowy, następnie skórę dezynfekowano 70% etanolem. Gałki oczne zabezpieczano 

przed wysychaniem żelem Carbomerum (Vidisic). Skórę głowy rozcinano skalpelem 

i oczyszczano kości czaszki przy użyciu 3% wody utlenionej. Gdy uwidaczniały się 

szwy, identyfikowano i odczytywano koordynaty punktu Bregmy. Ramię aparatu 

stereotaktycznego naprowadzano na miejsce wyznaczone przez następujące 

koordynaty prążkowia: AP (anterior/posterior) = +1,6 mm, L (lateral) = -2 mm. 

W czaszce borowano otwór za pomocą mikrosilnika protetycznego (Marathon-N7), 

o średnicy nieco większej niż średnica igły strzykawki. Za pomocą strzykawki 

(Hamilton syringe, 10 μl) wprowadzano 2,5 μl zawiesiny komórek w pożywce DMEM 

(50 000 komórek) bądź 2,5 μl pożywki DMEM (w przypadku operacji pozorowanej) 

w tempie 0,5 μl/1 min do odczytanej wartości koordynaty DV (dorsal/ventral)= -6 mm. 

Igłę wycofywano z szybkością 1 mm/1 min., aby zapobiec zasysaniu komórek. 

Strzykawkę przepłukiwano kilkukrotnie w 70% roztworze alkoholu etylowego, 

a następnie w wodzie destylowanej. Ranę zszywano, smarowano żelem 

Lignocainum Jelfa zawierającą 20 mg/g lidokainy wykazującej miejscowe działanie 

znieczulające i obserwowano wybudzanie zwierzęcia po kilku minutach od ustania 

narkozy. Przez cały okres doświadczenia szczury były pod stałą kontrolą 

eksperymentatora. 

 

5.7 Pobranie i przygotowanie tkanek do izolacji RNA 

Mózgi zwierząt izolowano po 21 dniach od implantacji komórek glejaka C6 

bądź od operacji pozorowanej. Zwierzętom podawano dootrzewnowo śmiertelną 

dawkę pentotalu (1 mg/kg masy ciała), następnie po ustaniu funkcji życiowych 

dekapitowano i izolowano mózgi. Przy użyciu skalpela wycinano półkule mózgu 
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z glejakiem bądź po operacji pozorowanej, które umieszczano natychmiast w ciekłym 

azocie do głębokiego zamrożenia tkanki. Tkanki przechowywano w temperaturze -

80°C do czasu izolacji RNA. 

 

5.8 Pobranie i przygotowanie materiału do barwień immunohistochemicznych 

Mózgi szczurów po implantacji komórek glejaka izolowano 14 dnia po operacji. 

Zwierzętom podawano dootrzewnowo letalną dawkę pentotalu (1 mg/kg masy ciała), 

następnie szczury poddawane były perfuzji transkardialnej. Przez lewą komorę serca 

do aorty wprowadzano kaniulę, po czym uruchamiano pompę perystaltyczną, 

tłoczącą zimny PBS. Nacinano prawy przedsionek, umożliwiając wypływ krwi i PBS. 

Po podaniu ok. 250 ml PBS, gdy nie obserwowano już wypływającej krwi, podawano 

400 ml zimnego 4% paraformaldehydu PFA w PBS. Po zakończeniu perfuzji szczury 

dekapitowano i izolowano mózgi, które umieszczano na 24 godz. w 4% PFA w 4°C. 

Utrwalone mózgi umieszczano w 30% roztworze sacharozy, w celu zabezpieczenia 

tkanki przed pękaniem w trakcie zamrażania, do momentu, gdy opadały na dno 

probówki. Następnie mózgi umieszczano w pojemnikach wypełnionych 

odczynnikiem Tissue freezing medium (Jung) i zamrażano trzymając na mieszaninie 

suchego lodu i izopentanu. Po zamrożeniu mózgi przechowywano w -80°C. 

Mózgi krojono na skrawki 12 μm przy użyciu kriostatu (Microm HM 560) 

i zbierano bezpośrednio na polilizynowane szkiełka podstawowe (Thermo scientific). 

Szkiełka z naniesionymi skrawkami przechowywano w -80°C. 

 

5.9 Wyznaczanie objętości guzów 

Do wyliczenia wielkości guzów wykorzystywano skrawki o grubości 12 μm. 

Skrawki barwiono kwaśnym błękitem toluidyny (1% błękit toluidyny, 20% etanol, 1% 

kwas octowy) przez 1 min. następnie płukano w wodzie i w PBS. Preparaty 

odwadniano w szeregu alkoholi (70%, 90%, 100%) i w ksylenie i prześwietlano 

w balsamie kanadyjskim. Zdjęcia preparatów wykonywano przy użyciu mikroskopu 

Leica DM4000B. Powierzchnie guzów zarysowywano ręcznie wykorzystując 

oprogramowanie Leica Application Suite dołączone do mikroskopu Leica DM4000B, 

które wyliczało pola powierzchni obrysowanych guzów na każdym skrawku. Na 

szkiełka do wyliczenia objętości guzów zbierano co 5 skrawek, dlatego odległość 

między kolejnymi skrawkami o znanym polu powierzchni guza wynosiła 60 μm. Do 
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wyznaczenia objętości guza wykorzystano następujący wzór, zaproponowany przez 

Cavalieri (Gong i wsp. 2004): 

 

V – objętość guza w mm3 

0,06 – odległość między kolejnymi skrawkami w mm 

Pi – pole powierzchni i- tego skrawka w mm2 

Pn – pole powierzchni ostatniego skrawka w mm2 

0,012 – grubość ostatniego skrawka w mm 

 

5.10 Barwienia immunohistochemiczne 

Szkiełka umieszczano w temperaturze pokojowej min. 2 godz. przed 

rozpoczęciem procedury barwienia. Za pomocą patyczka delikatnie usuwano 

odczynnik Tissue freezing medium wokół skrawków i każdy skrawek osobno 

obrysowywano markerem hydrofobowym, który umożliwia nakroplenie niewielkiej 

ilości płynu na preparat. Następnie szkiełka umieszczano w roztworze PBS 

i odpłukiwano pozostałości odczynnika do zatapiania 3x przez 5 min. Tak 

przygotowane preparaty poddawano procedurze barwienia, której przebieg zależał 

od używanych przeciwciał pierwszorzędowych. 

 

5.10.1 Ocena liczby GAMs infiltrujących guzy oraz ekspresji IL-1β w guzie 

Oceny liczby GAMs infiltrujących guzy dokonano na podstawie barwień 

immunohistochemicznych z użyciem przeciwciała anty-Iba-1 (ang. ionized calcium 

binding adaptor molecule 1), rozpoznającego antygen specyficzny dla komórek 

mikrogleju oraz naciekających z obwodu makrofagów i monocytów. Ocenę poziomu 

ekspresji prozapalnej cytokiny interleukiny 1β w guzie wykonano z zastosowaniem 

przeciwciała anty-Il1β. Aktywność endogennej peroksydazy blokowano poprzez 

umieszczenie szkiełek w roztworze 10% metanolu i 0,5% nadtlenku wodoru w PBS 

na 30 min w temperaturze pokojowej. Po blokowaniu preparaty płukano krótko ultra 

czystą wodą destylowaną i 3 razy przez 5 min w PBS, po czym przeprowadzono 

blokowanie miejsc nieswoistego wiązania przeciwciał w roztworze blokującym 

zawierającym 10% surowicę kozią + 0,3% TritonX 100 w PBS (w przypadku 

preparatów przeznaczonych do barwienia przeciwciałem anty-Iba-1) bądź 10% 
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surowicę końską + 0,1% TritonX 100 w PBS (w przypadku preparatów 

przeznaczonych do barwienia przeciwciałem anty-il1β) przez 1 godz. w temperaturze 

pokojowej. Skrawki następnie inkubowano przez noc w 4°C w wilgotnej komorze 

w roztworze przeciwciała pierwszorzędowego rozcieńczonego w roztworze 

blokującym.  

Preparaty płukano trzykrotnie przez 10 min w PBS, a następnie inkubowano 

przez 2 godz. w temperaturze pokojowej z biotynylowanym przeciwciałem 

drugorzędowym (Vector Laboratories Inc.) rozcieńczonym 1:1000 w 3% roztworze 

surowicy z 0,1% Tritonem X100. W celu zwiększenia czułości i wydajności reakcji 

wykorzystano ekstrawidynę (rozcieńczoną 1:200 w PBS, Sigma). Białko to wykazuje 

wysokie powinowactwo do biotyny i wzmacnia sygnał na końcu reakcji. Preparaty 

inkubowano z ekstrawidyną sprzężoną z peroksydazą chrzanową w roztworze 

blokującym przez 1 godz. Badane białko uwidaczniano poprzez podanie substratu 

peroksydazy – 3,3’-diaminobenzydyny (DAB, Sigma) zgodnie z protokołem 

producenta. Powstały produkt charakteryzował się orzechowym zabarwieniem. 

Następnie reakcję hamowano poprzez krótkie odpłukanie w ultraczystej wodzie 

destylowanej i preparaty odwadniano w szeregu alkoholi (70%, 90%, 100%) 

i w ksylenie oraz zamykano w mieszaninie utrwalającej (HistoFluid). Skrawki 

inkubowane bez przeciwciał pierwszorzędowych służyły jako kontrole negatywne. 

 

Tab. 2. Zastosowane przeciwciała i ich rozcieńczenia. 

Antygen 
rozpoznawany 
przez 
przeciwciało  

Producent 
Rozcieńczenie 
przeciwciała I 
rzędowego 

Roztwór 
blokujący 

Przeciwciało II 
rzędowe 

Rozcieńczenie 
przeciwciała II 
rzędowego 

Iba-1 Wako 1:1000 10% 
surowica 
kozia + 
0,3% 
TritonX 
100 
w PBS 

biotynylowane 
anty-królicze 
IgG w 3% 
koziej 
surowicy 
z 0,1% 
Tritonem X100 

1:300 

Il-1β R&D 
Systems 

1:80 10% 
surowica 
końska + 
0,1% 
TritonX 
100 
w PBS 

biotynylowane 
anty-kozie IgG 
w 3% koziej 
surowicy 
z 0,1% 
Tritonem X100 

1:300 
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5.10.2 Identyfikacja komórek z wybranymi markerami związanych z fenotypem 

pronowotworowym, prozapalnym oraz angiogenezą  

W celu identyfikacji komórek produkujących określone białka zastosowano 

specyficzne przeciwciała pierwszo- i drugorzędowe (tabela 3). Po zakończeniu 

barwienia przeciwciałami II rzędowymi wykonywano barwienie jąder komórkowych 

odczynnikiem DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol, Sigma) w stężeniu 1:1000 w PBS. 

Preparaty zamykano w preparacie wodnym do utrwalania flueorescencji (Fluorescent 

Mounting Medium, Dako) i analizowano przy użyciu mikroskopu Leica DM4000B. 

Do oceny ekspresji arginazy-1 w GAMs oraz jednoczesnej detekcji komórek 

z ekspresją Arg-1 i Trem2 w guzie preparaty pokrywano 1% roztworem SDS w PBS 

w celu odsłonięcia antygenu i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 min, 

po czym usuwano roztwór SDS i trzykrotnie płukano skrawki w PBS przez 7 min. 

Następnie przeprowadzono blokowanie miejsc nieswoistego wiązania przeciwciał 

w roztworze blokującym 10% surowicy oślej w PBS przez 1 godz. w temperaturze 

pokojowej. Skrawki inkubowano w roztworze przeciwciał pierwszorzędowych 

skierowanych przeciwko Iba-1 i Arg-1 bądź Trem2 i Arg-1 przez noc w 4°C 

w wilgotnej komorze. Kolejnego dnia preparaty płukano trzykrotnie przez 10 min 

w roztworze PBS, a następnie inkubowano przez 2 godz. w ciemności z roztworem 

przeciwciał II-rzędowych w temperaturze pokojowej. 

W podobny sposób wykonano barwienia umożliwiające ocenę ekspresji 

czynnika von Willebranda (w celu uwidocznienia gęstości naczyń krwionośnych 

w guzie), markerów CD163 i Trem2 komórkach Iba-1+ oraz napływu limfocytów T 

cytotoksycznych (CD8+) do guza. Blokowanie miejsc nieswoistego wiązania 

przeciwciał prowadzono przez 1 godz. w temperaturze pokojowej w roztworze 

blokującym o składzie 10% surowica ośla i 0,1% TritonX 100 w PBS w przypadku 

barwień na obecność limfocytów CD8+ oraz ocenę ekspresji CD163 i Trem2 

w komórkach Iba-1+. W przypadku barwień na ocenę ekspresji czynnika von 

Willebranda (vWF) roztwór blokujący zawierał 10% surowicę oślą i 0,5% TritonX 100 

w PBS. Preparaty inkubowano w roztworze przeciwciał pierwszorzędowych 

skierowanych przeciwko Iba-1 i CD163, Iba-1 i Trem2, vWF bądź CD8 przez noc 

w wilgotnej komorze. Kolejnego dnia preparaty płukano trzykrotnie przez 10 min 

w roztworze PBS i inkubowano z roztworami przeciwciał II-rzędowych przez 2 godz. 

w temperaturze pokojowej. 
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Tab. 3. Warunki inkubacji preparatów tkankowych z odpowiednimi roztworami. 

Antygen 
rozpoznawany 
przez 
przeciwciało  

Producent 
Rozcieńczenie 
przeciwciała I 
rzędowego 

Przeciwciało II 
rzędowe 

Rozcieńczenie 
przeciwciała II 
rzędowego 

Iba-1 # Dako 1:1000 Anty-królicze IgG 
sprzężone z Alexa 
Fluor 488 

1:1000 w 3% 
surowicy + 0,1% 
TritonX 100 w PBS 

Arg-1 Santa Cruz 1:100 Anty-kozie IgG 
sprzężone z Alexa 
Fluor 555 

1:1000 w 3% 
surowicy oślej + 
0,1% TritonX 100 
w PBS 

CD163 Novus 
Biologicas 

1:100 Anty-mysie IgG 
sprzężone z Alexa 
Fluor 555 

1:1000 w 3% 
surowicy oślej + 
0,1% TritonX 100 
w PBS 

Iba-1 ## Novus 
Biologicas 

1:1000 Anty-kozie IgG 
sprzężone z Alexa 
Fluor 488 

1:1000 w 3% 
surowicy + 0,1% 
TritonX 100 w PBS 

iNos Abcam 1:150 Anty-królicze IgG 
sprzężone z Alexa 
Fluor 555 

1:1000 w 3% 
surowicy oślej + 
0,1% TritonX 100 
w PBS 

Trem2 Bioss 1:1000 Anty-królicze IgG 
sprzężone z Alexa 
Fluor 555 

1:1000 w 3% 
surowicy oślej + 
0,1% TritonX 100 
w PBS 

CD3 Abcam 1:100 Anty-królicze IgG 
sprzężone z Alexa 
Fluor 555 

1:1000 w 3% 
surowicy oślej + 
0,1% TritonX 100 
w PBS 

CD8 Biorad 1:100 Anty-mysie IgG 
sprzężone z Alexa 
Fluor 555 

1:1000 w 3% 
surowicy oślej + 
0,1% TritonX 100 w 
PBS 

vWF Abcam 1:1000 Anty-królicze IgG 
sprzężone z Alexa 
Fluor 555 

1:1000 w 3% 
surowicy oślej + 
0,1% TritonX 100 w 
PBS 

# – używane do kolokalizacji z Arg-1 i CD163 

## – używane do kolokalizacji z iNos i Trem2 
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Przy ocenie ekspresji iNos w komórkach Iba1+ oraz napływu limfocytów CD3+ 

do guza, w celu odsłonięcia antygenu preparaty umieszczano w buforze Antigen 

Retrival Solution (Dako) o pH 6 o temperaturze 65°C, a następnie gotowano 

w temperaturze 95°C przez 20 min. Preparaty schładzano do temperatury pokojowej 

w ultraczystej wodzie destylowanej przez 20 min. Następnie przeprowadzono 

blokowanie miejsc nieswoistego wiązania przeciwciał w roztworze blokującym 

zawierającym 10% surowicę oślą i 0,1% TritonX 100 w PBS przez 1 godz. 

w temperaturze pokojowej. Skrawki inkubowano przez noc w 4°C w wilgotnej 

komorze w roztworze przeciwciał pierwszorzędowych. Następnie preparaty płukano 

trzykrotnie przez 10 min w roztworze PBS i inkubowano z roztworami przeciwciał II-

rzędowych przez 2 godz. w temperaturze pokojowej. 

 

5.11 Sortowanie komórek CD11b+ CD45niski (mikrogleju) z glejaków C6  

Populację komórek CD11b+ CD45niski izolowano z półkul mózgów z glejakiem 

C6 14 dnia po implantacji komórek C6 bądź z mózgów prawidłowych. Zwierzętom 

podawano dootrzewnowo letalną dawkę pentotalu (1 mg/kg masy ciała), następnie 

szczury poddawane były perfuzji transkardialnej. Przez lewą komorę serca do aorty 

wprowadzano kaniulę, po czym uruchamiano pompę perystaltyczną, tłoczącą zimny 

PBS. Nacinano prawy przedsionek, umożliwiając wypływ krwi i PBS. Po podaniu ok. 

250 ml PBS, gdy nie obserwowano już wypływającej krwi, izolowano półkule 

z glejakiem i umieszczano w pożywce HBSS (ang. Hanks’ balanced salt solution, 

Gibco) bez jonów wapnia i magnezu. Tkankę rozdrabniano mechanicznie na szalce 

za pomocą skalpela, a następnie dodawano bufor z Enzymem I dołączony do 

zestawu MACS Neural Tissue Dissociation Kits (Miltenyi Biotec) i inkubowano 

z rotowaniem (13 obr/min) w 37°C przez 10 min. Do otrzymanej zawiesiny dodawano 

mieszaninę Enzymu II i dysocjowano za pomocą szklanych pipet pasteurowskich 

o wygładzonych końcówkach do czasu otrzymania jednorodnej zawiesiny komórek. 

Inkubowano próbki w 37°C przez 10 min na rotatorze. Próbki przesączano przez 

sączek o średnicy porów 70 μm (Syringe-Falcon, BD Biosciences) i zawieszano 

w 10 ml pożywki HBSS zawierającej jony wapnia i magnezu. Próbki przesączano 

przez sączek o średnicy porów 30 μm (Syringe-Falcon, BD Biosciences) i wirowano 

przy obrotach 300 g przez 10 min w temperaturze pokojowej. Mielinę usuwano 

stosując metodę wirowania w gradiencie stężeń Percollu przy obrotach 950 g przez 

20 min w 4°C. Supernatant odrzucano, a osad komórek zawieszano w buforze do 
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barwienia dołączonym do zestawu. Komórki liczono wykorzystując aparat 

NucleoCounter (ChemoMetec) stosując dołączone do urządzenia odczynniki według 

zaleceń producenta.  

Próbki inkubowano przez 30 min w 37°C z kulkami magnetycznymi 

opłaszczonymi przeciwciałem CD11b (Miltenyi Biotec) w celu izolacji z zawiesiny 

komórek mikrogleju i makrofagów (CD11b+). Następnie, aby rozróżnić populacje 

mikrogleju od makrofagów, komórki znakowano przez 30 min w 4°C przeciwciałami 

anty-CD11b-FITC i anty-CD45-PE (1:100, BD Pharmingen). Umożliwiało to 

późniejszy sort komórek CD11b+CD45niski (mikroglej) i CD11b+CD45wysoki (makrofagi) 

przy pomocy urządzenia komórek FACSAria III. Część zawiesiny komórek 

znakowano przeciwciałami będącymi kontrolą izotopową: anty-IgG2bκ-PE oraz anty-

IgG2bκ-FITC, a część pozostawiono bez znakowania. Po zakończonej inkubacji 

zawiesinę wirowano przy obrotach 200 g przez 5 min w temperaturze pokojowej, 

a osad zawieszano w 0,5 ml buforu. Kolumnę (MS Column, Miltenyi Biotec) 

umieszczano w polu magnetycznym magnesu (MiniMACS Separator, MiltenyiBiotec) 

i przemywano 0,5 ml buforu. Następnie na kolumnę nanoszono zawiesinę komórek. 

Frakcję negatywną zebrano w celu sprawdzenia wydajności procesu separacji. 

Niezwiązane ze złożem komórki przemywano trzykrotnie buforem. Frakcję 

pozytywną (komórki CD11b+) zbierano po usunięciu kolumny z pola magnetycznego 

przemywając ją 2-krotnie 2 ml buforu, po czym zawiesinę wirowano przy obrotach 

200 g przez 3 min w temperaturze pokojowej. Następnie komórki mikrogleju 

(CD11b+CD45niski) wysortowano za pomocą sortera komórek FACSAria III. Sort 

przeprowadzono we współpracy z dr Anną Gieryng. 

 

5.12 Oznaczanie populacji komórek układu odpornościowego w krwi 

obwodowej szczurów w glejakiem 

Krew obwodową szczurów z glejakiem shSpp1 i glejakiem shNeg pobierano 

do probówek zawierających heparynę w ilości 50 j/ 1ml krwi, która zapobiega 

krzepnięciu krwi. Ostrożnie mieszano wykonując probówką koliste ruchy 

i przesączano przez sączek. Następnie z każdej próbki krwi przenoszono po 100 μl 

do probówek dedykowanych do użytku w urządzeniu FACSCalibur (Beckton 

Dickinson) zawierających odpowiednie przeciwciała: 

1. anty-CD11b-APC (1:100, BD Bioscience) i anty-Gr1 (1:100, BD Bioscience) 

2. anty-CD8-PercP (1:50, Biolegend) i anty-CD4-FITC (15:1000, Biolegend) 
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3. anty-CD3-FITC (1:50, Biolegend) 

4. próba kontrolna nieznakowana (bez przeciwciał) 

 Aby usunąć niespecyficzną fluorescencję tła wykonano kontrolę izotypową 

wybarwiając każdą próbkę IgG tej samej klasy i podklasy sprzężonymi z tymi samymi 

fluorochrami co używane przeciwciała. Krew barwiono przez 15 min w temperaturze 

4°C, Następnie przeprowadzano lizę erytrocytów dodając do każdej probówki po 1 ml 

buforu do lizy erytrocytów (Sigma-Aldrich). Próbki inkubowano 10 min 

w temperaturze pokojowej, a następnie dwukrotnie dodawano 2 ml PBS i wirowano 

przez 10 min, 1200 rpm w 4°C. Supernatant odrzucano, a osad komórek zawieszano 

w 300 μl FACS Buffer (Invitrogen) i analizowano za pomocą cytometru FACSCalibur 

(Beckton Dickinson) z wykorzystaniem oprogramowania Cell Quest (BD 

Biosciences). Wszystkie etapy przeprowadzono utrzymując probówki w ciemności. 

 

5.13 Przygotowanie ekstraktów białkowych z tkanek  

Mózgi zwierząt izolowano po 14 dniach od implantacji komórek shNeg bądź 

shSpp1. Jako kontrolę wykorzystano półkule bez guza. Zwierzętom podawano 

dootrzewnowo pentotal (1 mg/kg masy ciała), dekapitowano i izolowano mózgi. Przy 

użyciu skalpela wycinano fragment tkanki, który umieszczano natychmiast w ciekłym 

azocie. Następnie tkankę homogenizowano w roztworze do izolacji białek o składzie 

50 mM KCl, 50 mM PIPES, 10 mM EGTA, 2mM MgCl2, 0,5% TritonX-100, koktajl 

inhibitorów proteaz (1:100, Sigma-Aldrich) i 100 mM PMSF przy użyciu 

homogenizatora ręcznego. Uzyskane homogenaty inkubowano w -20°C przez 

20 min, a następnie przez 20 min na lodzie. Po inkubacji próbki wirowano z 

prędkością 12000x g przez 20 min w 4°C. Supernatanty zawierające ekstrakty 

białkowe przenoszono do nowych probówek i przechowywano w -80°C, 

 

5.14 Oznaczanie zawartości białka w ekstraktach białkowych metodą 

Bradford 

Zawartość białka oznaczano na płytkach 96-dołkowych w rozcieńczonych 

2000-krotnie ultraczystą wodą destylowaną ekstraktach białkowych. W celu 

uzyskania krzywej wzorcowej przygotowywano roztwory surowiczej albuminy 

bydlęcej (BSA ang. bovine serum albumin, Sigma-Aldrich) zawierające odpowiednio 

0, 0,2, 0,6, 1 i 1,4 μg białka w 100 μl wody. Nanoszono po 100 μl rozcieńczonych 
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próbek lub roztworów wzorcowych w dwóch powtórzeniach technicznych, 

a następnie dodawano po 100 μl odczynnika Bradford (Sigma-Aldrich). Płytkę 

niezwłocznie umieszczano w czytniku Elisa Multiscan EX (Thermo Lifesystems), po 

czym wytrząsano przez 1 min i mierzono absorbancję przy długości fali 570 nm. 

Następnie sporządzano krzywą wzorcową, a z uzyskanego równania zależności 

liniowej pomiędzy zmierzoną absorbancją a stężeniem białka obliczano stężenie 

białka w ekstraktach białkowych.  

 

5.15 Oznaczanie aktywności arginazy-1 w ekstraktach białkowych z półkul 

z guzem shNeg, guzem shSpp1 oraz w półkuli kontralateralnej 

 Aktywność Arginazy-1 wyrażana jest ilością uwalnianej ornityny podczas 

hydrolizy argininy. Ekstrakty białkowe rozcieńczano dziesięciokrotnie w ultraczystej 

wodzie destylowanej. Następnie przeprowadzano aktywację enzymu w obecności 

jonów manganu (Mn2+) będących kofaktorem Arg-1 dodając po 25 μl 10 mM MnCl2 

do 50 μl rozcieńczonych ekstraktów. Próbki worteksowano i inkubowano przez 

20 min w temp. 55°C, po czym schładzano do temperatury pokojowej. Reakcję 

enzymatyczną przeprowadzano w mieszaninie zawierającej 25 μl 0,1M buforu 

węglanowego o pH 9,8 (0,2M Na2CO3 i 0,2M NaHCO3) i L-argininę (w postaci 0,1M 

chlorowodorku L-argininy pH 9,5) inkubując próbki przez 30 min w temperaturze 

37°C. Następnie przeprowadzano reakcję barwną: dodawano 750 μl 99,5% kwasu 

octowego i 25 μl odczynnika ninhydrynowego (zawierającego 2,5 g ninhydryny 

w mieszaninie 40 ml 6M kwasu ortofosforowego i 60 ml 99,5% kwasu octowego), 

próbki worteksowano i przenoszono do łaźni wodnej (100°C). Próbki inkubowano 

przez 60 min, po czym schładzano do temperatury pokojowej. W reakcji barwnej 

aminy pierwszorzędowe reagując z ninhydryną tworzą zasadę Schiffa (iminę), która 

w wyniku w wieloetapowej reakcji rozpada się do 2-amino-3-hydroksy-1H-inden-1-

onu. Powstała pochodna reaguje z kolejną cząsteczką ninhydryny, tworząc kolejną 

zasadę Schiffa, tzw. purpurę Ruhemanna, o barwie fioletowoniebieskiej, którą 

oznaczano spektrofotometrycznie w badanych próbach w czytniku Elisa Multiscan 

EX (Thermo Lifesystems) przy długości fali 515 nm wobec próby zerowej 

odczynnikowej (którą przygotowano i procesowano jak próby badane z pominięciem 

ekstraktu białkowego). Otrzymane wartości przeliczano następnie na µmol 

ornityny/µg białka. Pomiaru dokonywano równolegle w próbkach, w których 

pominięto etap aktywacji enzymu oraz próbie zerowej enzymatycznej (w której 
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dodano L-argininę na etapie reakcji barwnej zamiast reakcji enzymatycznej). Jako 

standardu użyto próbki, do której na etapie reakcji enzymatycznej dodano 25 μl L-

ornityny (w postaci 1mM chlorowodorku L-ornityny zaw. 0,02% azydek sodu). 

 

5.16 Przygotowanie konstruktów kodujących prawidłową lub zmodyfikowaną 

Spp1  

 Aby ocenić znaczenie fragmentów i motywów Spp1 w interakcji 

z mikrośrodowiskiem wprowadzono określone konstrukty Spp1 do komórek 

pozbawionych Spp1. Odpowiednie konstrukty przygotowano na drodze mutagenezy 

ukierunkowanej. Konstrukty zaprojektowano w taki sposób, aby powstające mRNA 

Spp1 było niewrażliwe na działanie shRNA Spp1. Zaprojektowano oligonukleotydy 

wprowadzające punktową mutację o następujących sekwencjach: 

Spp_mut_R:CTTCCTTACTCTTTGGATCGAGTACTAGTTTGTCCTCATGGCTGTG 

Spp_mut_F:CCATGAGGACAAACTAGTACTCGATCCAAAGAGTAAGGAAGATGA

TAG.  

Następnie w reakcji wydłużania starterów (ang. Primer-extension reaction) 

namnożono wektor pEGFP-N1 (Addgene), w który wklonowano cDNA prawidłowej 

Spp1 (pSpp1a) lub cDNA Spp1 z mutacją w miejscu cięcia przez trombinę (Spp1 

RSK->RAH, zwane dalej mutRSK) lub z mutacją w sekwencji kodującej motyw RGD 

odpowiedzialny za wiązanie integryn (Spp1 RGD->RGE, zwane dalej mutRGD). Do 

namnożenia użyto polimerazy Phusion (New England Biolobs) w termocyklerze 

Eppendorf z zastosowaniem programu PCR rekomendowanego przez producenta. 

W celu usunięcia DNA służącego za matrycę, produkt reakcji PCR trawiono 

enzymem restrykcyjnym Dpln, a następnie transformowano do bakterii 

kompetentnych XL1-Blue E.coli (Agilent) według protokołu producenta. 

Zastosowanie tego systemu umożliwia selekcję rekombinowanych plazmidów na 

podstawie niebieskiego zabarwienia kolonii. 

 Dzięki zastosowaniu mutagenezy ukierunkowanej uzyskano cDNA Spp1 

niewrażliwej na shRNA i zawierającej nowe miejsce restrykcyjne dla enzymu SpeI. 

Równoczesne cięcie enzymami SpeI (Thermo Scientific) i EcoRI (Thermo Scientific) 

pozwoliło na wydajną preselekcję klonów przed sekwencjonowaniem. Wariant Spp1 

z delecją regionu kodującego C-koniec białka (zwanego dalej ΔC) miał usunięte 

miejsce rozpoznawane przez shRNA. 
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 Komórki glejaka pozbawione Spp1 transfekowano poszczególnymi 

konstruktami z użyciem odczynnika do transfekcji Viromer RED (Lypocalyx, 

Germany) zgodnie z zaleceniami producenta. Aby ocenić efektywność transfekcji 

komórki glejaka plazmidem pEGFP kodującym zielone białko fluorescencji (GFP, 

ang. green fluorescent protein). Konstrukty, którymi transfekowano komórki C6 

z wyciszoną ekspresją osteopontyny (shSpp1) i przejściową transfekcję wykonano 

we współpracy z dr Karoliną Stępniak. Poziom ekspresji egzogennej Spp1 

oznaczono metodą ilościowego PCR (qPCR) w 24 godziny po transfekcji. 

 

5.17 Barwienie komórek glejaka stransfekowanych plazmidami kodującymi 

różne warianty Spp1 

 Opracowano metodę barwienia komórek barwnikiem fluorescencyjnym, aby 

obrazować powstające guzy. 24 godziny po transfekcji 106 komórek wybarwiono 100 

μl 0,1 mM roztworu znacznika CellVue Burgundy Fluorescent Cell Labeling Kit (LI-

COR Biosciences), zgodnie z zaleceniami producenta. Barwnik ten umożliwił ocenę 

wielkość guza mierzoną powierzchnią emitowanego sygnału fluorescencji przy 

wzbudzeniu długością fali 670 nm. Następnie komórki implantowano do prążkowia 

mózgu szczura. Po 14 dniach zwierzęta uśmiercano i przeprowadzano perfuzję 

transkardialną zimnym roztworem PBS, Następnie izolowano mózgi i obrazowano je 

w urządzeniu In-Vivo Xtreme (Bruker) wykorzystując oprogramowanie Bruker 

Molecular Imaging (BMI) zgodnie z zaleceniami producenta urządzenia. 

Obrazowanie wykonano we współpracy z dr Anną Gieryng. 

 

5.18 Ocena wpływu peptydu RGD na wzrost guza in vivo 

Doświadczenie przeprowadzono z wykorzystaniem komórek glejaka C6 

transdukowanych wektorem pLenti-U6-Luc-Rsv(GFP-Puro) (zwanych dalej 

C6GFP+LUC+). Po transdukcji komórki wykazywały ekspresję białka zielonej 

fluorescencji (GFP) oraz lucyferazy. Aby zwiększyć czystość populacji, sortowano 

komórki GFP+ przed implantacją. 

Komórki odklejano 0,25% roztworem trypsyny z 0,02% EDTA, dwukrotnie 

przepłukiwano PBS w 4°C i przenoszono do sterylnej probówki dedykowanej do 

użytku z sorterem komórkowym BD FACSAria. Sort sterylny komórek GFP+ I GFP- 

przeprowadzono we współpracy z dr Łukaszem Bugajskim z Pracowni Cytometrii 
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IBD PAN. Wysortowane komórki rozsiano do butelek z pożywką z dodatkiem 

puromycyny i po 7 dniach dokonywano pomiaru aktywności lucyferazy. 

Pomiar aktywności lucyferazy przeprowadzano w komórkach C6 wyjściowych 

i transdukowanych, przed sortowaniem oraz po sortowaniu w otrzymanych frakcjach 

GFP+ i GFP-. Komórki wysiewano na szalkach 24-dołkowych w liczbie 8x104 na 

dołek. Aktywność enzymu mierzono następnego dnia z wykorzystaniem zestawu 

Dual-Luciferase® Reporter Assay (Promega) według zaleceń producenta. 

 

5.18.1 Implantacja komórek C6GFP+LUC+ z peptydem TQRGDIF lub z peptydem 

kontrolnym (DQIGFRT) do mózgu szczura 

W doświadczeniu wykorzystano dwa krótkie, syntetyczne peptydy 

o sekwencjach TQRGDIF (kompetetywny inhibitor blokujący receptory αvβ3 i αvβ5) 

i DQIGFRT (peptyd kontrolny, ang. scrambled) (GenScript). Peptydy rozpuszczono 

w 100% roztworze DMSO do końcowego stężenia 100 mM i przechowywano 

w temperaturze -80°C. W dniu implantacji peptydy rozcieńczano w DMEM do 

końcowego stężenia 2,5 mM. Implantowano z 4x105 komórek C6GFP+LUC+ w 20 μl 

DMEM z 5 µl peptydu (końcowe stężenie 500 μM). 

 

5.18.2 Przyżyciowe obrazowanie guzów u zwierząt 

Wielkość guzów oceniano 14 dnia po implantacji z wykorzystaniem 

urządzenia do przyżyciowego obrazowania In-Vivo Xtreme (Bruker) zgodnie 

z instrukcją producenta. Przy obrazowaniu guzów wykorzystano fakt, że ulegająca 

stabilnej ekspresji w komórkach C6GFP+LUC+ lucyferaza katalizuje reakcję utleniania 

lucyferyny, czemu towarzyszy emisja światła (zjawisko bioluminescencji). Roztwór 

lucyferyny (Synchem UG & CoKG) o stężeniu 15 mg/ml przygotowywano w jałowym 

roztworze PBS, a następnie filtrowano przez filtr strzykawkowy. Bezpośrednio przed 

obrazowaniem zwierzętom podawano dootrzewnowo lucyferynę w ilości 150 mg/kg 

masy ciała. Obrazowanie wykonano wraz z dr Anną Gieryng. 
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6. WYNIKI 

6.1  Charakterystyka szczurzego glejaka C6 

6.1.1 Dynamika wzrostu guza oraz obraz histologiczny szczurzego glejaka C6  

 Do badań in vivo wykorzystano model syngeniczny polegający na implantacji 

komórek glejaka C6 do prążkowia szczurów szczepu Wistar z wykorzystaniem 

aparatu stereotaktycznego. Wielkość guza oceniano po 14 dniach od implantacji. 

W celu uwidocznienia guza w tkance, preparaty barwiono kwaśnym błękitem 

toluidyny, a następnie przeprowadzano analizę mikroskopową i ocenę powierzchni 

guza. Zdjęcie reprezentatywnego przekroju guza C6 przedstawiono na rycinie 7A. 

W 14. dniu po implantacji komórki C6 tworzyły o średniej objętości 46,46 mm3 (rycina 

7B). Guzy te charakteryzują się bogatym unaczynieniem, dyfuzyjnym wzrostem 

i występowaniem obszarów martwicy. Histologiczny obraz guzów powstałych 

z komórek C6 przypomina ludzkie glejaki wielopostaciowe (Nagano i wsp. 1993; Zhu 

i wsp. 2014). 

 

Ryc. 7. Implantacja komórek C6 do prążkowia szczura prowadzi do wytworzenia bogato 

unaczynionych guzów o naciekającym charakterze. A. Reprezentatywne zdjęcie przekroju 

mózgu z glejakiem C6 wybarwionego kwaśnym błękitem toluidyny. W guzach obserwowano 

bogate unaczynienie (oznaczone strzałkami) oraz ogniska martwicy (jasne zabarwienie 

wewnątrz guza). B. Wykres przedstawia objętość guzów u indywidualnych osobników (n=4). 

Pozioma kreska przedstawia średnią objętość guzów w grupie. 

 

C6 
wt

A. B. 
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6.1.2 Ilościowa i morfologiczna ocena komórek komórek mieloidalych Iba-1+ 

infiltrujących glejaki C6 

Barwienie komórek dostępnymi przeciwciałami nie pozwala na odróżnienie 

poszczególnych subpopulacji komórek mieloidalnych, dlatego do oceny liczby GAMs 

w szczurzym glejaku C6 wykorzystano przeciwciało rozpoznające antygen Iba-1. Na 

rycinie 8 A przedstawiono panoramiczne zdjęcie pokazujące centrum guza (zdjęcie 

I), obrzeża guza (zdjęcie II) oraz obszaru poza guzem (zdjęcie III). Dla zwiększenia 

przejrzystości obrazu przedstawiono zdjęcie bez wybarwionych jąder komórkowych. 

Obszar guza cechuje silna akumulacja komórek Iba-1+. W centrum guza 

obserwowano liczne GAMs o kształcie ameboidalnym: zwiększonym ciele komórki 

i obkurczonych rozgałęzieniach. Komórki znajdujące się na obrzeżu były mniej 

liczne, również nosiły znamiona aktywacji, jednak część z nich stanowiły komórki 

nieameboidalne, o nieco mniejszym ciele komórki niż komórki Iba-1+ w centrum guza, 

z nielicznymi wypustkami. Komórki poza obszarem guza morfologicznie były 

najbardziej zbliżone do komórek Iba-1+ występujących w półkuli mózgu bez guza. 

Liczba komórek Iba-1+ naciekających guzy C6 wynosiła 2256 ± 737 komórek/mm2 

(rycina 8B) 

 

A. 
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Ryc. 8. Glejaki powstające z komórek C6 są silnie infiltrowane przez Iba-1+ komórki 

mieloidalne Iba-1+. A. Panoramiczne zdjęcie pokazujące naciek GAMs w różnych obszarach: 

centrum guza (górny panel, na zdjęciu I), obrzeża guza (na zdjęciu II) oraz obszaru poza 

guzem (na zdjęciu III). GAMs wykrywano z użyciem przeciwciała anty-Iba-1 oraz odczynnika 

DAB. Skala odpowiada 50 m. B. Wykres przedstawia wyniki ilościowej analizy komórek Iba-

1+ infiltrujących glejaki C6. Komórki zliczano z 5 losowo wybranych obszarów w centrum 

guza/zwierzę (n=4). Wynik przedstawia średnią liczbę komórek ± SEM. Wartość p wyliczono 

za pomocą testu U Manna Whitneya. 

 

6.1.3 Ilościowa ocena komórek mieloidalnych o cechach fenotypu 

wspierającego nowotwór w glejakach C6 

 Wyniki licznych wyniki badań, w tym również prowadzonych w Pracowni 

Neurobiologii Molekularnej IBD PAN, pokazują, że glejak wydziela czynniki 

odpowiedzialne za przeprogramowanie i aktywację komórek mikrogleju 

i makrofagów w guzie (Hussain i wsp. 2006, Sliwa i wsp. 2007, Gabrusiewicz i wsp. 

2011). Historycznie, nawiązując do terminologii opracowanej dla makrofagów 

obwodowych, nazwano ten fenotyp M2 (M2-like). Jednym z najbardziej uznanych 

markerów fenotypu M2 jest ekspresja arginazy-1 (Arg-1) (Biswas i wsp. 2006; Qian 

i Pollard, 2010). Przeprowadzono podwójne barwienie immunohistochemiczne 

preparatów tkankowych glejaka C6 wykrywające komórki Iba-1+ z jednoczesną 

ekspresją arginazy-1 (rycina 9). Wykazano, że glejaki C6 charakteryzowały się 

obecnością dużej liczby komórek podwójnie pozytywnych (rycina 9B) (1683 ± 147 

komórek/mm2). Świadczy to o immunosupresyjnych, pronowotworowych 

właściwościach GAMs infiltrujących glejaki C6. Komórek Arg-1+ nie wykrywano 

w półkuli kontralateralnej (bez guza) (rycina 9A).  
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Ryc. 9. Komórki mieloidalne Iba-1+ naciekające glejaki C6 wykazują cechy komórek 

z fenotypem wspierającym rozwój nowotworu A. Reprezentatywne zdjęcie preparatów 

wybarwionych przeciwciałami anty-Iba-1 i anty-Arg-1 oraz specyficznymi gatunkowo 

przeciwciałami drugorzędowymi (sprzężonymi odpowiednio z fluoroforem AlexaFluor 488 

w celu uwidocznienia GAMs oraz AlexaFluor 555 w celu jednoczesnej detekcji komórek 

z ekspresją arginazy-1). Preparaty wybarwiono również DAPI w celu uwidocznienia jąder 

komórkowych. Skala odpowiada 50 m. B. Wykres przedstawia wyniki analizy ilościowej 

komórek Iba-1+ wykazujących ekspresję arginazy-1. Komórki zliczano w 5 losowo wybranych 

A. 
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obszarach guzów (n=4/grupę). Wynik przedstawia średnią liczbę komórek ± SEM. Wartość 

p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya. 

 

6.1.4 Charakterystyka globalnej odpowiedzi transkrypcyjnej w półkulach 

z glejakiem C6  

 W celu zbadania zmian transkrypcyjnych zachodzących w mózgu 

szczurów z glejakiem przeprowadzono analizę transkryptomiczną RNA 

wyizolowanego z półkul mózgów szczurów 14 dni po implantacji komórek C6 lub 

poddanym operacji pozorowanej (ang. sham operated). Wykorzystano w tym celu 

mikromacierze Affymetrix. By zidentyfikować geny, których ekspresja ulega zmianie 

w półkulach z glejakiem poziom istotności (α) w teście t przyjęto jako p < 0,01, co 

odpowiada wartości FDR (ang. False discovery rate) < 0,042. Zidentyfikowano 1620 

genów istotnie różniących się ekspresją w półkuli z glejakiem w porównaniu do 

zwierząt kontrolnych, z czego 781 genów miało istotnie obniżoną ekspresję, a 839 

podwyższoną (Rycina 10A). Listę 50 najsilniej zmienionych genów przedstawiono na 

rycinie 10B. Analizę wzbogacenia procesów biologicznych, w których uczestniczą te 

geny (GO, ang. Gene Ontology enrichment) wykonano na genach, których ekspresja 

ulegała przynajmniej dwukrotnej zmianie w stosunku do kontroli. Były to głównie geny 

kodujące białka związane z odpowiedzią odpornościową (w tym charakterystyczne 

dla GAMs), procesami metabolicznymi, śmiercią oraz podziałem komórek. Z kolei 

najbardziej obniżona była ekspresja genów związanych z procesami układu 

nerwowego i przekazywaniem synaptycznym. Widoczna jest zatem silna infiltracja 

mikrośrodowiska glejaka przez komórki układu odpornościowego, zwłaszcza przez 

aktywowane GAMs, wysoka aktywność metaboliczna i proliferacyjna nowotworu 

i śmierć neuronów.  
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Ryc. 10. Profil ekspresji genów w mózgu szczura z zaimplantowanym glejakiem C6. 

A. Analizę transkrypcyjną wykonano z wykorzystaniem mikromacierzy Affymetrix. Wykres 

kołowy przedstawia liczbę genów, których ekspresja ulega istotnym zmianom w mózgach 

z glejakiem C6 w stosunku do liczby genów, których ekspresja nie zmienia się istotnie 

(oznaczone kolorem szarym). Ekspresja 781 z 19634 genów była niższa w mózgach 

z glejakiem niż w kontroli (oznaczone kolorem niebieskim), zaś 839 ulegało zwiększonej 

ekspresji (kolor czerwony). B. Mapa ciepła (ang. heatmap) przedstawia relatywne zmiany 

w ekspresji genów w mózgach z glejakiem i kontrolnych. Każda z kolumn przedstawia profil 

ekspresji wybranych genów dla jednego osobnika (n=4 dla mózgów kontrolnych, n=3 dla 

mózgów z glejakiem). Poziom ekspresji genów przedstawiono w skali kolorów (kolor 

czerwony oznacza wyższą, a niebieski niższą ekspresję genu). Dane przedstawione na 
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mapie ciepła są scentrowane na średniej wartości z próbek kontrolnych – przedstawiają 

zmianę ekspresji względem kontroli. Krotność zmiany zaprezentowano w skali log2.  

 

6.1.5 Analiza profilu ekspresji genów w mikrogleju (CD11b+CD45niski) 

izolowanego z mózgów kontrolnych lub z glejakiem C6 

 W celu określenia poziomu ekspresji genów w mikrogleju wysortowano 

komórki CD11b+CD45niski z glejaków C6 oraz z prawidłowych mózgów szczura 

(naive) i przeprowadzono analizę transkryptomów. Zidentyfikowano geny 

o zmienionej ekspresji przyjmując poziom istotności (α) dla testu t jako p < 0,01, co 

odpowiada wartości FDR<0,062. W mikrogleju izolowanym z glejaków 

zidentyfikowano 1698 genów istotnie różniących się ekspresją w porównaniu do 

mikrogleju z mózgów prawidłowych, z czego 695 genów miało istotnie obniżoną 

ekspresję, a 1003 podwyższoną (Rycina 11A). Listę 50 genów, które w mikrogleju 

pod wpływem glejaka uległy najsilniejszym zmianom w porównaniu do mikrogleju 

z mózgów prawidłowych przedstawiono na rycinie 11B. Analizę GO wykonano na 

wszystkich genach, których ekspresja ulegała przynajmniej dwukrotnej zmianie 

w stosunku do kontroli. Analiza funkcjonalna wykazała, że w mikrogleju z glejaka 

silnej indukcji ulegały geny związane z procesami biosyntezy, translacją, mitozą, 

procesami metabolicznymi i odpowiedzią immunologiczną. Z kolei najbardziej 

obniżona była ekspresja genów związanych z przekazywaniem sygnału między 

komórkami, transdukcją sygnałów od receptorów na powierzchni komórki 

i receptorów sprzężonych z białkiem G, endocytozą oraz regulacją poziomu 

neuroprzekaźników. Aby dokładnie określić funkcjonalny fenotyp mikrogleju 

infiltrującego glejaki, przeprowadzono analizę ekspresji genów charakterystycznych 

dla aktywacji prozapalnej (M1) i immunosupresyjnej (M2) (ryc. 11C, lewy panel) oraz 

genów opisywanych w literaturze jako charakterystyczne dla GAMs (Szulzewsky 

i wsp. 2015) (ryc. 11C, prawy panel). W mikrogleju sortowanym z glejaków 

obserwowano istotnie obniżoną ekspresję genów związanych z aktywacją 

prozapalną, takich jak Tlr2, Tlr4 (kodujące receptory typu PRR) oraz Il-18, Il-12a, Il-

15 (kodujące cytokiny prozapalne) przy jednoczesnym wzroście ekspresji genów 

związanych z pronowotworowym fenotypem M2: Tgm2, Il1rn, Cxcl10, Cxcl16, Ccl2, 

Ccl17, Ccl22, Vegfa, Stat3, Arg1 i Mmp14 w porównaniu do mózgów prawidłowych. 

Ekspresja genów Cxcl9, Nos2 i IL1β, związanych z aktywacją zapalną była 

podwyższona, jednak nie był to wynik statystycznie istotny. Otrzymane wyniki 
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wskazują, że mikroglej infiltrujący glejaki wykazuje głównie ekspresję genów 

związanych z odpowiedzią przeciwzapalną i utrzymaniem fenotypu 

immunosupresyjnego, angiogenezą, modelowaniem macierzy zewnątrzkomórkowej 

i chemotaksją komórek układu odpornościowego. W mikrogleju z glejaków spada 

także ekspresja mediatorów stanu zapalnego i immunomodulatorów. Wskazuje to na 

istotną rolę tych komórek w kształtowaniu immunosupresyjnego i proinwazyjnego 

środowiska w guzie.  

 

Ryc. 11. Ocena zmian ekspresji genów w mikrogleju izolowanym z glejaków C6 względem 

mikrogleju z prawidłowego mózgu wykonana z wykorzystaniem mikromacierzy Affymetrix. 

A. Wykres kołowy przedstawia liczbę genów, których ekspresja ulega istotnym zmianom 

w mikrogleju izolowanego z glejaków C6 względem mikrogleju izolowanego z prawidłowego 
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mózgu w stosunku do liczby genów, których ekspresja nie zmienia się istotnie (oznaczone 

kolorem szarym). Ekspresja 695 z 20258 przeanalizowanych genów była istotnie niższa 

w mikrogleju izolowanym z glejaka niż w mikrogleju z prawidłowego mózgu (oznaczone 

kolorem niebieskim), zaś 1003 ulegało zwiększonej ekspresji (oznaczone kolorem 

czerwonym). B, C. Mapy ciepła przedstawiają poziom ekspresji genów w mikrogleju 

izolowanym z glejaka (n=3) w porównaniu mikrogleju z prawidłowego mózgu szczura (MG 

naive) (n=4). Każda z kolumn przedstawia profil ekspresji wybranych genów u jednego 

osobnika. Poziom ekspresji genów przedstawiono w skali kolorów (kolor czerwony oznacza 

wyższą, a niebieski niższą ekspresję genu). Dane scentrowano na średniej wartości z próbek 

kontrolnych – przedstawiają zmianę ekspresji względem kontroli. Krotność zmiany 

zaprezentowano w skali log2.  

 

6.1.6 Porównanie profili ekspresji genów glejaka C6 do sygnatur 

charakterystycznych dla podtypów ludzkich GBM 

 Na poziomie histopatologicznym szczurzy glejak C6 wykazuje istotne 

podobieństwa do ludzkich GBM (wysoki indeks proliferacyjny, bogate unaczynienie, 

dyfuzyjny wzrost i występowanie obszarów martwicy), Przeanalizowano dane 

transkryptomiczne aby ocenić, czy szczurzy glejak wykazuje podobieństwo 

transkryptomiczne do podtypów GBM. Ekspresję wybranych genów w glejaku C6 

porównano do danych transkryptomicznych (RNA seq) z próbek ludzkich glejaków 

oraz prawidłowego mózgu dostępnych w bazie TCGA. W wykonanej analizie 

szczurzy glejak C6 wykazywał najwyższe podobieństwo do Mes-GBM (ryc. 12). 

 

 

Ryc. 12. Porównanie ekspresji genów w szczurzym glejaku 

C6 i molekularnych podtypach ludzkich GBM. Na wykresie 

przedstawiono średnie współczynniki korelacji ± SD. 

Wartości p wyliczono za pomocą testu Manna Whitneya. 
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6.2 Ocena roli laktadheryny (Mfg-E8) we wzroście guza i modulowaniu TME 

w szczurzym glejaku C6  

6.2.1 Ocena wyciszenia ekspresji Mfg-E8 w kontrolnych i pozbawionych Mfg-

E8 komórkach glejaka C6  

 Wyciszono ekspresję laktadheryny (kodowanej przez gen Mfg-E8) 

w komórkach glejaka C6 transfekując je konstruktami zawierającymi specyficzny 

shRNA (pSilencerTMshMfg-E8). Kontrolę stanowiły komórki glejaka C6 

transfekowane w podobnych warunkach konstruktem zawierającym neutralny 

shRNA (pSilencerTMshNeg). W wybranych klonach komórek C6 opornych na 

Hygromycynę B stosowaną w stężeniu 0,5 mg/ml sprawdzono poziom wyciszenia 

ekspresji Mfg-E8 metodą ilościowego PCR (qPCR, ang. quantitative PCR) (Ryc. 13). 

 

Ryc. 13. Poziom mRNA Mfg-E8 w klonach komórek C6 wyjściowych oraz stabilnie 

transfekowanych shNeg lub shMfg-E8 oznaczono metodą qPCR. Poziom mRNA Mfg-E8 

w komórkach C6 przyjęto jako 1. Na wykresie przedstawiono wartości będące średnią ± SD 

z analizy ekspresji przeprowadzonej na komórkach z trzech niezależnych pasaży. Wartości 

p wyliczono za pomocą testu t-studenta. 

 

6.2.2 Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 nie wpływa na proliferację i żywotność 

komórek glejaka C6 

 Aby zweryfikować, czy wyciszenie ekspresji laktadheryny może wpływać na 

wzrost glejaka, zbadano wpływ wyciszenia Mfg-E8 na proliferację komórek C6. 

Proliferację komórek C6 oraz klonów C6 shMfg-E8 i shNeg zbadano wykorzystując 

test inkorporacji bromodeoksyurydyny (BrdU) do DNA. Wykazano, że wyciszenie 

ekspresji Mfg-E8 w komórkach glejaka C6 nie wpływa na proliferację tych komórek 

(rycina 14). Relatywne wartości określające proliferację komórek klonów odniesione 

do komórek C6 wynosiły odpowiednio 1,077 ± 0,056 dla komórek shNeg 

i 0,892 ± 0,04 dla komórek shMfg-E8.  
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Ryc. 14. Ocena wpływu wyciszenia ekspresji laktadheryny na proliferację komórek C6 oraz 

klonów shNeg i shMfg-E8. Proliferację komórek oceniano za pomocą testu inkorporacji 

bromodeoksyurydyny (BrdU) po 48 godzin od wysiania komórek. Na wykresie przedstawiono 

wartości średnie z 3 doświadczeń ± SD. Istotność statystyczną obliczono wykorzystując test 

t-studenta. 

 

 W celu zbadania wpływu wyciszenia ekspresji Mfg-E8 na przeżywalność 

komórek glejaka C6 wykonywano test metabolizmu MTT. Ilość formazanu 

uwolnionego przez żywe komórki na drodze reakcji enzymatycznej mierzono 

spektrofotometrycznie. Wartości uzyskane w przypadku komórek shNeg i shMfg-E8 

relatywizowano do wartości oznaczonej dla wyjściowych komórek C6. Nie 

stwierdzono istotnych statystycznie różnic w żywotności komórek C6, shNeg i shMfg-

E8 po 48 godzinach inkubacji (rycina 15). Relatywne wartości żywotności odniesione 

do komórek C6 wynosiły odpowiednio 99,15 ± 5,01 w przypadku komórek shNeg 

i 96,34 ± 10,76 w przypadku komórek shMfg-E8.  

 

 

Ryc. 15. Wpływ wyciszenia ekspresji laktadheryny na żywotność komórek C6 shNeg i shMfg-

E8. Liczbę żywych komórek oceniano testem metabolizmu MTT (bromek 3-(4,5-

dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu) po 48 godzin od wysiania komórek. Wyniki 

absorbancji uzyskane dla poszczególnych klonów relatywizowano do komórek C6. Na 
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wykresie przedstawiono średnie ± SD z 3 doświadczeń. Istotność statystyczną obliczono 

wykorzystując test t-studenta. 

 

6.2.3 Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 hamuje wzrost guza in vivo 

 Do zbadania roli Mfg-E8 w rozwoju guza in vivo wykorzystano syngeniczny 

z komórkami C6 szczep szczurów Wistar. Komórki C6 shNeg lub shMfg-E8 

implantowano do prążkowia mózgu szczura. Objętość guzów oceniano po 14 dniach 

od implantacji. W celu wizualizacji guzów, preparaty tkankowe barwiono kwaśnym 

błękitem toluidyny, a następnie przeprowadzano analizę mikroskopową. Objętość 

guzów wyliczono metodą Cavalieri (Gong i wsp. 2004). Zdjęcia reprezentatywnych 

przekrojów guzów shNeg i shMfg-E8 przedstawiono na rycinie 16A. Komórki shNeg 

tworzyły guzy o średniej objętości 38,67 ± 9,07 mm3, podczas gdy komórki shMfg-E8 

tworzyły guzy o średniej objętości 16,89 ± 3,79 mm3 (rycina 16B). Wykazano, że 

wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komórkach szczurzego glejaka C6 prowadzi do 

znamiennego statystycznie zahamowania wzrostu guza (rycina 16B). Wyniki te 

wskazują na ważną rolę Mfg-E8 produkowanej przez komórki glejaka w rozwoju 

guzów in vivo. 
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Ryc. 16. Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komórkach glejaka C6 prowadzi do ograniczenia 

wzrostu guza. A. Reprezentatywne zdjęcia przekrojów mózgów barwionych kwaśnym 

błękitem toluidyny. Widoczna jest mniejsza powierzchnia guzów powstałych z komórek 

shMfg-E8. B. Wykres przedstawiający ilościową analizę objętości guzów u poszczególnych 

osobników. Pozioma kreska obrazuje średnią objętość guza w danej grupie zwierząt 

(n=5/shNeg i n=7/shMfg-E8). Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya.  

 

6.2.4 Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 hamuje migrację komórek glejaka in vivo 

 W celu określenia, czy wyciszenie ekspresji laktadheryny może wpływać na 

zdolność komórek glejaka do migracji, a przez to ograniczać dyfuzyjny wzrost guza, 

przeanalizowano obszar znajdujący się granicy guza i tkanki nie noszącej znamion 

nowotworu. Oceny dokonało niezależnie dwóch eksperymentatorów. Jak pokazano 

na rycinie 17, guzy wytworzone przez komórki shNeg charakteryzowały się 

dyfuzyjnym wzrostem (brak wyraźniej granicy między guzem a zdrową tkanką) i silnie 

infiltrowały parenchymę mózgu (widoczne skupiska komórek nowotworowych poza 

guzem). W przypadku glejaków shMfg-E8 obserwowano znaczne ograniczenie 

sh
Neg
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M
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nacieku guza na zdrową tkankę. Otrzymane wyniki wskazują, że Mfg-E8 jest białkiem 

zaangażowanym w zdolność komórek glejaka do migracji.  

 

Ryc. 17. Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komórkach glejaka C6 wypływa na zdolność 

komórek glejaka do migracji. Reprezentatywne zdjęcia przekrojów mózgów barwionych 

kwaśnym błękitem toluidyny w 14 dniu po implantacji komórek shNeg i shMfg-E8. Widoczny 

jest obszar guza oraz tkanka bez widocznych zmian nowotworowych. W przypadku guzów 

shMfg-E8, w obrębie tkanki w bezpośrednim sąsiedztwie guza, nie obserwowano licznych 

skupisk komórek nowotworowych, które świadczyłyby o naciekającym charakterze 

nowotworu. 
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6.2.5 Ilościowa i morfologiczna ocena Iba-1+ komórek mieloidalnych 

naciekających guzy kontrolne i z wyciszoną ekspresją Mfg-E8 

 Aby określić, czy produkowana przez komórki glejaka Mfg-E8 może być 

czynnikiem chemotaktycznym dla GAMs, zbadano wpływ wyciszenia Mfg-E8 

w komórkach glejaka na liczbę komórek Iba-1+ napływających do guza. Wykonano 

barwienie z przeciwciałem rozpoznającym Iba-1 na preparatach z guzów shNeg 

i shMfg-E8. Zaobserwowano, że zarówno w glejakach shNeg, jak i shMfg-E8, obszar 

guza charakteryzował się silną, jednorodną akumulacją komórek Iba-1+, 

w przeciwieństwie do półkuli bez zaimplantowanego guza (ryc. 18A). Liczba komórek 

Iba-1+ naciekających guzy shNeg (2165 ± 462,2 komórek/mm2) i shMfg-E8 

(2073 ± 328,8 komórek/mm2) nie różniła się znacząco.  

 Komórki Iba-1+ znajdujące się w półkuli kontralateralnej miały morfologię 

typową dla mikrogleju spoczynkowego. W guzach shNeg obserwowano liczne 

komórki o kształcie ameboidalnym – znacznie zwiększonym ciele komórki 

i obkurczonych wypustkach. Komórki o podobnej morfologii wykrywano w guzach 

shMfg-E8 (Ryc. 18A). Przeprowadzona analiza ilościowa nie wykazała istotnych 

różnic w liczbie komórek ameboidalnych infiltrujących guzy shNeg (1609 ± 226,1) 

i shMfg-E8 (1420 ± 308,6) (Ryc. 18B). 

 Otrzymane wyniki wskazują, że Mfg-E8 nie jest białkiem zaangażowanym 

w chemotaksję GAMs do guza i nie wpływa znacząco na morfologię tych komórek. 
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Ryc. 18. Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 nie wpływa na akumulację i morfologię infiltrujących 

guza komórek mieloidalnych. A. Reprezentatywne zdjęcia preparatów shNeg i shMfg-E8 

wybarwionych przeciwciałem anty-Iba-1. Na górnym panelu przedstawiono zdjęcie półkuli 

kontralateralnej (bez guza), na dolnym zdjęcie fragmentu guza. Skala odpowiada 50 µm. 

B. Na wykresie przedstawiono wyniki ilościowej i jakościowej analizy komórek Iba-1+ 

w półkuli bez guza oraz infiltrujących guzy shNeg i shMfg-E8. Komórki Iba-1+ i ameboidalne 

komórki Iba-1+ policzono w 5 losowo wybranych polach/zwierzę (n=4/shNeg i n=6/shMfg-

E8). Wynik przedstawia średnią liczbę komórek ± SEM. Wartość p wyliczono za pomocą 

testu U Manna Whitneya. 

 

6.2.6 Wyciszenia ekspresji Mfg-E8 w komórkach glejaka wpływa na 

polaryzację GAMs  

 W celu zweryfikowania, czy produkowana przez komórki glejaka Mfg-E8 może 

być czynnikiem zaangażowanym w polaryzację monocytów, mikrogleju i makrofagów 

w kierunku komórek wspierających rozwój nowotworu in vivo, wykonano barwienia 

immunohistochemiczne na preparatach tkankowych z guzów shNeg i shMfg-E8. 

Zbadano obecność komórek Iba-1+ z ekspresją arginazy-1 bądź białka CD163. 

Ekspresja Arg-1 i jest podwyższona w makrofagach infiltrujących nowotwory różnego 

typu, w tym glejaki (Biswas i wsp. 2006; Qian i Pollard, 2010; Medrek i wsp. 2012; 

A. 

B. 

Półkula bez guza shNeg shMfg-E8 
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Prosniak i wsp. 2013, Walentynowicz i wsp. 2018, Kaminska i wsp. 2021). Jak 

pokazano na rycinach 19A i 20A, guzy shNeg charakteryzowały się silną akumulacją 

komórek Iba-1+Arg-1+ (973,7 ± 230 komórek/mm2) oraz obecnością licznych 

komórek Iba-1+CD163+ (216,7 ± 104,4 komórek/mm2). Komórek tych nie wykrywano 

w półkuli kontralateralnej. Jednocześnie wykazano, że wyciszenie ekspresji Mfg-E8 

w komórkach glejaka prowadzi do znamiennego statystycznie spadku liczby GAMs 

wykazujących ekspresję markerów fenotypu pronowotworowego, odpowiednio 

344,4 ± 124,2 komórek Iba-1+Arg-1+/mm2 (p=0,048) i 6,57 ± 4,09 komórek 

Iba1+CD163+/mm2 (p=0,013) (rycina 19B i 20B). Otrzymane wyniki wskazują, że Mfg-

E8 jest białkiem zaangażowanym w indukcję pronowotworowej aktywacji komórek 

mieloidalnych naciekających glejaki.  
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Ryc. 19. Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 prowadzi do spadku liczby komórek mieloidalnych 

z ekspresją arginazy-1 w guzie. A. Reprezentatywne zdjęcia preparatów guzów shNeg 

i shMfg-E8 oraz półkuli kontralateralnej. Preparaty wybarwiono przeciwciałami anty-Iba-1 

w celu wizualizacji komórek mieloidalnych oraz anty-Arg-1 w celu określenia funkcjonalnego 

fenotypu tych komórek. Dalszej detekcji dokonywano z użyciem przeciwciał II-rzędowych 

sprzężonych odpowiednio z fluoroforem AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555. Te same preparaty 

wybarwiono również DAPI w celu wizualizacji jąder komórkowych. Skala odpowiada 50 µm. 

B. Analiza ilościowa komórek Iba-1+Arg-1+. Zliczano komórki w 5 losowo wybranych 

obszarach guza (n=5/shNeg i n=7/shMfg-E8). Wynik przedstawia średnią liczbę 

komórek/mm2 ± SEM. Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya. 

 

A. 

B. 
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Ryc. 20. Spadek liczby komórek mieloidalnych z ekspresją CD163 w guzach shMfg-E8. 

A. Reprezentatywne zdjęcia preparatów guzów shNeg i shMfg-E8 oraz półkuli 

kontralateralnej. Preparaty wybarwiono przeciwciałami anty-Iba-1 w celu wizualizacji 

mikrogleju oraz napływających z obwodu dojrzewających monocytów i makrofagów oraz 

anty-CD163 w celu określenia funkcjonalnego fenotypu tych komórek. Dalszej detekcji 

dokonywano z użyciem przeciwciał II-rzędowych sprzężonych odpowiednio z fluoroforem 

AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555. Preparaty wybarwiono również DAPI w celu wizualizacji 

jąder komórkowych. Skala odpowiada 50 µm. B. Analiza ilościowa komórek mieloidalnych 

eksprymujących CD163. Zliczano komórki Iba-1+CD163+w 5 losowo wybranych obszarach 

sh
Neg
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M
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guza (n=7/grupę). Wynik przedstawia średnią liczbę komórek/mm2 ± SEM. Wartość 

p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya. 

 

6.2.7 Wyciszenie Mfg-E8 w komórkach glejaka indukuje napływ limfocytów 

(CD3+) do guza 

 Dane literaturowe wskazują, że poziom infiltracji ludzkich glejaków złośliwych 

przez limfocyty T (CD3+) pozytywnie koreluje z dłuższą przeżywalnością pacjentów, 

mimo istnienia ogólnego stanu immunosupresji w guzie (Kmiecik i wsp. 2013). Aby 

zweryfikować, czy Mfg-E8 wpływa na napływ limfocytów T do guza, wykonano 

barwienia immunohistochemiczne wykrywające CD3, główny marker limfocytów T, 

na preparatach tkankowych z guzów shNeg i shMfg-E8. Obecność komórek CD3+ 

wykrywano zarówno w guzach shNeg, jak i shMfg-E8 (ryc. 21A). Liczba limfocytów 

T infiltrujących guzy shNeg wynosiła 96,45 ± 39,78 komórek/mm2. W przypadku 

guzów shMfg-E8 stwierdzono tendencję wzrostu liczby komórek CD3+ w stosunku 

do guzów kontrolnych (p=0,053). 

 

Ryc. 21. Wzrost liczby komórek CD3+ (limfocytów T) w guzach shMfg-E8. 

A. Reprezentatywne zdjęcia preparatów guzów shNeg i shMfg-E8 oraz półkuli 

kontralateralnej. Preparaty wybarwiono przeciwciałem anty-CD3 w celu wizualizacji 

limfocytów T w tkance. Dalszej detekcji dokonywano z użyciem przeciwciała II-rzędowego 
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sprzężonego z fluoroforem AlexaFluor 488. Skala odpowiada 50 µm. B. Analiza ilościowa 

komórek CD3+ infiltrujących guzy shNeg i shMfg-E8. Zliczano komórki CD3+ w 3 losowo 

wybranych obszarach guza (n=7/shNeg i n=6/shMfg-E8). Wynik przedstawia średnią liczbę 

komórek/mm2 ± SEM. Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya. 

 

6.2.8 Wyciszenia Mfg-E8 w komórkach glejaka nie wpływa na napływ komórek 

CD8+ do guza 

 Dane literaturowe wskazują, że w ludzkich glejakach złośliwych poziom 

infiltracji przez komórki CD8+ koreluje z dłuższą przeżywalnością pacjentów (Kmiecik 

i wsp. 2013). Glikoproteina powierzchniowa CD8 występuje przede wszystkim na 

limfocytach T cytotoksycznych, ale także na komórkach denrytycznych i komórkach 

NK. Rolą CD8 jest wiązanie cząsteczek MHC klasy I, co stabilizuje kontakt pomiędzy 

komórką efektorową, np. limfocytem T cytotoksycznym a komórką docelową 

i wspomaga aktywację komórki efektorowej. Aby zweryfikować, czy modulacja 

poziomu laktadheryny wpłynie napływ komórek CD8+ do guza, wykonano barwienia 

immunohistochemiczne na obecność komórek CD8+ w preparatach tkankowych 

z guzów shNeg i shMfg-E8. W półkuli kontralateralnej wykrywano pojedyncze 

komórki CD8-pozytywne. Nieco zwiększony napływ tych komórek obserwowano 

zarówno w guzach shNeg, jak i shMfg-E8 (ryc. 22A). Nie wykazano znaczących 

różnic w liczbie komórek CD8+ naciekających guzy shNeg (20,07 ± 10,04 

komórek/mm2) i shMfg-E8 (42,73 ± 29,89 komórek/mm2) (ryc. 22B).  
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Ryc. 22. Modulacja ekspresji Mfg-E8 w glejakach nie wpływa na liczbę komórek CD8+ 

naciekających guzy. A. Reprezentatywne zdjęcia preparatów guzów shNeg i shMfg-E8 oraz 

półkuli kontralateralnej wybarwionych przeciwciałem anty-CD8. Dalszej detekcji 

dokonywano z użyciem przeciwciała II-rzędowego sprzężonego z fluoroforem AlexaFluor 

555. Skala odpowiada 50 µm. B. Na wykresie przedstawiono wyniki analizy liczby komórek 

CD8+ w półkuli bez guza oraz infiltrujących guzy shNeg i shMfg-E8. Komórki policzono 

w 5 losowo wybranych polach (n=5/shNeg oraz n=6/shMfg-E8). Wynik przedstawia średnią 

liczbę komórek ± SEM. Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya. 

 

6.2.9 Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komórkach glejaka nie wpływa na 

powstawanie nowych naczyń krwionośnych w guzie 

 Proces powstawania nowych naczyń krwionośnych (neowaskularyzacja) 

w guzie jest niezbędny do wzrostu i progresji nowotworu. W celu określenia, czy 

wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komórkach glejaka wpływa na gęstość naczyń 

krwionośnych w guzach, wykonano barwienie immunohistochemiczne na obecność 

czynnika von Willebranda (vWF, ang. von Willebrand factor). Białko to występuje na 

komórkach śródbłonka naczyń krwionośnych. Analiza wyników oceny 

mikroskopowrej preparatów guzów shNeg i shMfg-E8 nie wykazała istotnych różnic 

A. 

B. 
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w liczbie naczyń krwionośnych o przekroju powyżej 20 µm, jak również mniejszych 

naczyń (w tym naczyń włosowatych), o przekroju mniejszym niż 20 µm (rycina 23A). 

Liczba naczyń krwionośnych na 1 mm2 w guzach shNeg wynosiła 9 ± 3,89 

w przypadku naczyń ≥ 20 µm i 28,97 ± 8,67 w przypadku naczyń < 20 µm. W guzach 

shMfg-E8 gęstość naczyń krwionośnych wynosiła odpowiednio 8,95 ± 4,6 / mm2 

w przypadku naczyń ≥ 20 µm i 28,95 ± 10,44 / mm2 w przypadku naczyń < 20 µm 

(rycina 23B). 

 

Ryc. 23. Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w glejaku C6 nie wpływa na gęstość naczyń 

krwionośnych w guzie. A. Reprezentatywne zdjęcie preparatów guzów shNeg i shMfg-E8 

barwionych przeciwciałem rozpoznającym czynnik von Willebranda oraz przeciwciałem II-

rzędowym sprzężonym z fluoroforem AlexaFluor 555. Skala odpowiada 20 µm. B. Wyniki 

ilościowej analizy liczby naczyń krwionośnych w guzach. Policzono naczynia o przekroju ≥ 

20 µm oraz < 20 µm w 5 losowo wybranych obszarach guza (n=5/grupę). Wynik przedstawia 

średnią liczbę komórek/mm2 ± SD. Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna 

Whitneya. 
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6.3 Ocena roli osteopontyny (Spp1) we wzroście guza i modulowaniu 

mikrośrodowiska nowotworu w szczurzym modelu glejaka 

6.3.1 Ocena poziomu ekspresji Spp1 w klonach komórek glejaka C6  

 Komórki glejaka C6 transdukowano wektorem pLenti-U6-shRNA-Rsv(GFP-

Puro) niosącym kontrolne shRNA (pLenti-U6-shNeg-Rsv(GFP-Puro)) bądź shRNA 

specyficzne do Spp1 (pLenti-U6-shSpp1-Rsv(GFP-Puro)). Sortowano pojedyncze 

komórki GFP-pozytywne, hodowano 48 godzin z puromycyną w stężeniu 2 µg/ml, 

a następnie identyfikowano komórki oporne na puromycynę. W wybranych klonach 

komórek C6 opornych na Puromycynę sprawdzono stopień wyciszenia ekspresji 

Spp1 metodą ilościowego PCR (qPCR). Ekspresję Spp1 w komórkach C6 przyjęto 

jako 1. Poziom ekspresji w komórkach shNeg wynosił 0,773 ± 0,108 i nie różnił się 

istotnie od poziomu Spp1 w wyjściowych komórkach C6. W przypadku komórek 

shSpp1 względna ekspresja Spp1 była na poziomie 0,023 ± 0,004 (rycina 24A).  

 Aby zweryfikować poziom wyciszenia Spp1 na poziomie białka, zmierzono 

stężenie Spp1 w pożywce znad komórek glejaka shSpp1, shNeg i wyjściowych 

komórek C6 za pomocą testu ELISA. Stężenie Spp1 w pożywce znad komórek C6 

wynosiło 1495,57 pg/ml i nie różniło się istotnie od stężenia Spp1 w pożywce znad 

komórek shNeg, które wynosiło 1316,84 pg/ml. Wykazano jednocześnie ponad 50-

krotny spadek stężenia osteopontyny w pożywce znad komórek shSpp1, które 

wynosiło 26,33 pg/ml w stosunku do komórek shNeg (rycina 24B) 

 

Ryc. 24. A. Ocena stopnia wyciszenia ekspresji Spp1 w klonach komórek glejaka C6. 

Względną ekspresję Spp1 mRNA oznaczono metodą ilościowego PCR. Poziom Spp1 mRNA 

w komórkach C6 przyjęto jako 1. Na wykresie przedstawiono wartości będące średnią 

z analizy ekspresji przeprowadzonej na komórkach z 3 niezależnych pasaży komórek ± SD. 



100 
 

Wartości p wyliczono za pomocą testu t-studenta. B. Stężenie Spp1 w pożywce hodowlanej 

znad komórek shNeg, shSpp1 i wyjściowych komórek C6 oceniono metodą ELISA. Na 

wykresie przedstawiono wartości będące średnią z analizy poziomu Spp1 w pożywce 

przeprowadzonej na komórkach z 3 niezależnych pasaży ± SD. Wartości p wyliczono za 

pomocą testu t-studenta. 

 

6.3.2 Wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka C6 nie wpływa na ich 

proliferację i żywotność 

 Aby ocenić, czy wyciszenie ekspresji Spp1 wpływa na proliferację komórek 

wykonano test inkorporacji bromodeoksyurydyny (BrdU) do DNA. Wykazano, że 

wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka C6 nie wpływa na proliferację tych 

komórek (rycina 25). Relatywne wartości określające stopień proliferacji odniesione 

do wyjściowych komórek C6 wynosiły odpowiednio 100,2 ± 6,8 w przypadku komórek 

shNeg i 92,24 ± 8,216 w przypadku komórek shSpp1.  

 

Ryc. 25. Ocena proliferacji komórek C6 shNeg i shSpp1. Proliferację komórek oceniano 

testem inkorporacji bromodeoksyurydyny (BrdU) 48 godzin po wysianiu komórek. Na 

wykresie przedstawiono wartości średnie ± SD z 4 doświadczeń.  

 

 W celu zbadania wpływu wyciszenia ekspresji Spp1 na przeżywalność 

komórek glejaka C6 wykonywano test metabolizmu MTT. Wartości uzyskane dla 

komórek shNeg i shSpp1 relatywizowano do wartości uzyskanej dla wyjściowych 

komórek C6, których żywotność przyjęto jako 100%. Nie stwierdzono istotnych 

statystycznie różnic w żywotności komórek C6, shNeg i shSpp1 po 48 godzinach 

inkubacji (rycina 26). Relatywne wartości żywotności odniesione do komórek C6 

wynosiły odpowiednio 97,68 ± 4,5 % dla komórek shNeg i 88,33 ± 7,19 % dla 

komórek shSpp1.  
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Ryc. 26. Wyciszenie ekspresji Spp1 nie wpływa na żywotność komórek C6 shNeg i shSpp1. 

Liczbę żywych komórek oceniano za pomocą testu metabolizmu MTT w 48 godzin po 

wysianiu komórek. Wyniki absorbancji relatywizowano do komórek C6 (przedstawione jako 

100%). Na wykresie przedstawiono wartości średnie ± SD z 3 doświadczeń.  

 

6.3.3 Wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka C6 hamuje wzrost guza 

in vivo 

 Komórki C6 shNeg lub shSpp1 implantowano do prążkowia mózgu szczurów 

i po 14 lub 21 dniach od implantacji oceniano objętość guzów jak opisano wcześniej. 

Zdjęcia reprezentatywnych przekrojów guzów shNeg i shSpp1 w 14 i 21 dniu po 

implantacji przedstawiono na rycinie 27. Implantacja komórek shNeg do prążkowia 

prowadziła do wykształcenia się guzów o średniej objętości 47,63 ± 8,97 mm3 po 14 

dniach od podania komórek. Komórki shSpp1 tworzyły guzy o średniej objętości 

10,71 ± 0,605 mm3. Średnia objętość guzów wytworzonych z komórek shNeg po 21 

dniach od implantacji wynosiła 111,2 ± 18,04 mm3, zaś guzów shSpp1 4,01 ± 2,57 

mm3 (wartości średnie ± SEM) (rycina 27B). Wyniki te pokazują, że wyciszenie 

ekspresji Spp1 w komórkach szczurzego glejaka C6 prowadzi do znamiennego 

statystycznie zahamowania wzrostu guza. W przypadku guzów shSpp1 nie 

obserwowano wzrostu guza między 14 a 21 dniem od implantacji jak w przypadku 

guzów shNeg, a wręcz statystycznie istotne zmniejszenie objętości guzów z 10,71 ± 

0,605 mm3 do 4,01 ± 2,57 mm3. Wyniki te wskazują na kluczową rolę Spp1 

produkowanej przez komórki glejaka w rozwoju guzów in vivo. 
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Ryc. 27. Wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka C6 prowadzi do zahamowania 

wzrostu guza in vivo. A. Reprezentatywne zdjęcia przekrojów mózgów barwionych kwaśnym 

błękitem toluidyny w 14 i 21 dniu po implantacji komórek shNeg i shSpp1. Widoczna jest 

mniejsza powierzchnia guzów (ciemnoniebieskie zabarwienie) powstałych z komórek 

shSpp1. B. Wykres przedstawiający objętości guzów w 14 i 21 dniu po implantacji 

u poszczególnych osobników. Pozioma kreska obrazuje średnią objętość guza w danej 

grupie zwierząt (n=5-8). Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya.  

 

6.3.4 Wyciszenie ekspresji Spp1 nie wpływa na migrację komórek glejaka in 

vivo 

W celu określenia, czy wyciszenie ekspresji Spp1 wpływa na zdolność 

komórek glejaka do migracji przeanalizowano obszar znajdujący się styku guza 

i tkanki nie noszącej znamion nowotworu. Oceny dokonało niezależnie dwóch 

eksperymentatorów. Zaobserwowano, że guzy shNeg i shSpp1, mimo znacznych 

różnic w wielkości, w podobnym stopniu naciekają parenchymę mózgu (rycina 28). 

Otrzymane wyniki sugerują, że Spp1 nie jest białkiem zaangażowanym w zdolność 

komórek glejaka do migracji. 
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Ryc. 28. Wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka C6 nie wypływa na zdolność 

komórek glejaka do migracji in vivo. Reprezentatywne zdjęcia przekrojów mózgów 

barwionych kwaśnym błękitem toluidyny w 14 dniu po implantacji komórek shNeg i shSpp1. 

Zarówno w przypadku guzów shNeg, jak i shSpp1, w bezpośrednim sąsiedztwie guza 

obserwowano skupiska komórek nowotworowych, co świadczy o naciekającym charakterze 

nowotworu.  

 

6.3.5 Wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka wpływa na polaryzację 

GAMs  

 W celu zweryfikowania, czy produkowana przez komórki glejaka Spp1 jest 

czynnikiem zaangażowanym w pronowotworową polaryzację GAMs in vivo, 

wykonano barwienia immunohistochemiczne na preparatach tkankowych z guzów 

shNeg i shSpp1 na obecność komórek Iba-1+ z ekspresją arginazy-1 bądź białka 

CD163. Jak pokazano na rycinach 29A i 30A, stwierdzono silną akumulacją komórek 

Iba-1+Arg-1+ (1169 ± 279,5 komórek/mm2) oraz obecność licznych komórek Iba-

1+CD163+ (316,5 ± 114,1 komórek/mm2) (wartości średnie ± SEM) w guzach shNeg. 

Komórek tych nie wykrywano w półkuli kontralateralnej. Jednocześnie wykazano, że 

wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka prowadzi do znamiennego 

statystycznie spadku liczby komórek mieloidalnych z ekspresją markerów fenotypu 

pronowotworowego. Liczba komórek Iba-1+Arg-1+ naciekających guzy shSpp1 

wynosiła 170,7 ± 59,3 komórek/mm2 (p=0,008). W guzach tych nie wykryto komórek 

Iba-1+CD163+ (p=0,033) (rycina 29B i 30B). Otrzymane wyniki wskazują, że Spp1 

jest białkiem zaangażowanym w indukcję wspierającej nowotwór aktywacji komórek 

mieloidalnych naciekających glejaki.  
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Ryc. 29. Wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka C6 prowadzi do spadku liczby 

komórek mieloidalnych z ekspresją arginazy-1. A. Reprezentatywne zdjęcia preparatów 

guzów shNeg i shSpp1 oraz półkuli kontralateralnej. Preparaty wybarwiono przeciwciałami 

anty-Iba-1 w celu wizualizacji GAMs oraz anty-Arg-1 w celu określenia funkcjonalnego 

fenotypu tych komórek. Dalszej detekcji dokonywano z użyciem przeciwciał II-rzędowych 

sprzężonych odpowiednio z fluoroforem AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555. Te same preparaty 

wybarwiono również DAPI by uwidocznić jądra komórkowe. Skala odpowiada 50 µm. B. 

Analiza ilościowa komórek mieloidalnych z ekspresją arginazy-1. Zliczano komórki Iba-1+ 

Arg-1+ w 5 losowo wybranych obszarach guza (n=5/grupę). Wynik przedstawia średnią liczbę 

komórek/mm2 ± SEM. Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya. 
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Ryc. 30. Spadek liczby komórek mieloidalnych z ekspresją CD163 w glejakach z wyciszoną 

ekspresją Spp1. A. Reprezentatywne zdjęcia preparatów guzów shNeg i shSpp1 oraz półkuli 

bez guza. Przeprowadzono podwójne barwienie przeciwciałami rozpoznającymi Iba-1 

i CD163 oraz przeciwciałami II-rzędowymi sprzężonymi odpowiednio z fluoroforem 

AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555. Barwienie DAPI uwidocznieniło jądra komórkowe. Skala 

odpowiada 50 µm. B. Analiza ilościowa komórek Iba-1+CD163+. Zliczano komórki w 5 losowo 

wybranych obszarach guza (n=5/grupę). Wynik przedstawia średnią liczbę komórek/mm2 ± 

SEM. Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya. 

sh
Neg

sh
Spp1

A. 

B. 



106 
 

6.3.6 Wpływ wyciszenia Spp1 na aktywność arginazy-1 w półkulach z guzem 

 Przedstawione wyniki wskazują na spadek liczby komórek z ekspresją Arg-1. 

W celu zbadania, czy wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka wpływa na 

metabolizm L-argininy w guzie, dokonano pomiaru aktywności Arg-1 po 14 dniach od 

implantacji w ekstraktach białkowych z półkul z guzem shNeg, guzem shSpp1 oraz 

w półkuli kontralateralnej (rycina 31). Ilość ornityny uwalnianej podczas hydrolizy 

argininy na drodze reakcji enzymatycznej mierzono spektrofotometrycznie, 

wykorzystując fakt, że ornityna tworzy barwny kompleks z ninhydryną. Aktywność 

Arg-1 w lizatach półkuli kontralateralnej wynosiła 1,051 µmol ornityny/µg białka. 

W lizatach z półkul z glejakiem shNeg obserwowano wzrost aktywności tego enzymu 

(2,724 ± 0,965 µmol ornityny/µg białka). W guzach shSpp1 stwierdzono trend spadku 

aktywności arginazy-1 w stosunku do guzów shNeg (1,341 ± 0,925 µmol ornityny/µg 

białka), wynik jednak nie był statystycznie istotny (p=0,061).  

 

Ryc. 31. Wpływ wyciszenia ekspresji Spp1 na aktywność arginazy-1 w guzie. Ilość 

powstającej ornityny tworzącej barwny kompleks z ninhydryną mierzono kolorymetrycznie 

w ekstraktach z półkul guzem oraz w półkuli bez guza i odnoszono uzyskane wartości do 

zawartości białka w badanej próbce (n=3/grupę). Wynik przedstawia średnią aktywność Arg-

1 ± SEM. Wartości p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya. 

 

6.3.7 Wyciszenie Spp1 w komórkach glejaka wpływa na produkcję 

indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNos) przez GAMs 

 Arginina jest wykorzystywana przez syntazę tlenku azotu (NOS) do produkcji 

tlenku azotu w czasie reakcji zapalnej. Zwiększona aktywność arginazy-1 

negatywnie reguluje enzymatyczną aktywność indukowalnej syntazy tlenku azotu 
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(iNOS) poprzez zmniejszenie dostępności L-argininy (Fultang i wsp. 2016). iNOS jest 

też silnie indukowany w trakcie klasycznej odpowiedzi zapalnej. Wykonano barwienia 

immunohistochemiczne na preparatach z guzów shNeg i shSpp1 na obecność 

komórek Iba-1+ z ekspresją iNos (rycina 32A). Wykazano, że wyciszenie ekspresji 

Spp1 prowadzi do znamiennego statystycznie spadku liczby komórek Iba-1+iNos+ 

w guzie, z 375,9 ± 124,3 komórek/mm2 w przypadku guzów shNeg do 82,79 ± 19,02 

komórek/mm2 w przypadku guzów shSpp1 (rycina 32B). Komórek iNos+ nie 

wykrywano w półkuli kontralateralnej. Otrzymane wyniki wskazują, że zahamowanie 

ekspresji Spp1 zmienia funkcję komórek mieloidalnych naciekających guzy. 

 

Ryc. 32. Ocena występowania komórek mieloidalnych produkujących iNos w glejakach 

shNeg i shSpp1. A. Reprezentatywne zdjęcia preparatów guzów shNeg i shSpp1 oraz półkuli 

bez guza. Preparaty wybarwiono przeciwciałami anty-Iba-1 oraz anty-iNos oraz 
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przeciwciałami II-rzędowymi sprzężonymi odpowiednio z AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555. 

Barwienie DAPI uwidoczniło jądra komórkowe. Skala odpowiada 50 µm. B. Na wykresie 

przedstawiono wyniki zliczenia komórek Iba-1+iNos+ w półkuli bez guza oraz infiltrujących 

guzy shNeg i shSpp1 w 5 losowo wybranych obszarach guza (n=5/grupę). Wynik 

przedstawia średnią liczbę komórek ± SEM. Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna 

Whitneya.  

 

6.3.8 Wyciszenie Spp1 w komórkach glejaka zwiększa ekspresję interleukiny 

1β w guzie 

 Zbadano, czy wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka wpływa na 

ekspresję Interleukiny 1β (Il-1β) w TME wykonując barwienie immunohistochemiczne 

na obecność komórek z ekspresją Il-1β w preparatach guzów shSpp1 i shNeg. 

Komórki Il-1β+ wykrywano w guzach shNeg (Ryc. 33A), a ich liczba wzrastała 

w guzach shSpp1 (621,4 ± 128,5 komórek/mm2, podczas gdy liczba komórek 

w guzach shNeg wynosiła 194,0 ± 34,95 komórek/mm2) (ryc. 33B). Otrzymane wyniki 

wskazują, że zahamowanie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka prowadzi do 

wzrostu ekspresji prozapalnej cytokiny Il-1β w guzie.  

 

 

Ryc. 33. Podwyższona ekspresja prozapalnej interleukiny 1β w glejakach shSpp1. 

A. Reprezentatywne zdjęcia preparatów guzów shNeg i shSpp1 oraz półkuli kontralateralnej. 

sh
Neg

sh
Spp1

A. 

B. 
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Preparaty wybarwiono przeciwciałami anty-ILβ sprzężonym z peroksydazą chrzanową. 

Dalszej detekcji dokonywano z użyciem odczynnika DAB. Skala odpowiada 50 µm. B. Na 

wykresie przedstawiono wyniki ilościowej analizy komórek Il-1β+ infiltrujących guzy shNeg 

i shSpp1 zliczone w 5 losowo wybranych obszarach guza (n=5/grupę). Wynik przedstawia 

średnią liczbę komórek ± SEM. Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya.  

 

6.3.9 Wyciszenie Spp1 w komórkach glejaka nie wpływa na ekspresję Trem2 

w GAMs 

 Trem2 jest białkiem obecnym na powierzchni różnych komórek mieloidalnych 

(De Kleer i wsp. 2014), w mózgu natomiast ulega ekspresji wyłącznie w komórkach 

mikrogleju (Gratuze i wsp. 2019). Podczas odpowiedzi odpornościowej TREM2 

uczestniczy w aktywacji ścieżki sygnałowej PI3K/AKT/mTOR, co prowadzi do 

ekspresji czynników transkrypcyjnych AP1, NF-κB, i NFAT oraz czynników 

przeciwzapalnych, takich jak galektyna 1 (GAL1), galektyna 3 (GAL3), antagonista 

receptora interleukiny 1 (IL1RN, ang. Interleukin 1 receptor antagonist) i progranulina 

(Deczkowska i wsp. 2020). Wyniki badań wskazują, że aktywacja TREM2 prowadzi 

do uruchomienia odpowiedzi przeciwzapalnej i zwiększonej fagocytozy, jednak część 

doniesień wskazuje na rolę tego białka w indukcji prozapalnego fenotypu (Yang 

i wsp. 2020, Deczkowska i wsp. 2020).  

Wykonano barwienia immunohistochemiczne na preparatach z guzów shNeg 

i shSpp1 na obecność komórek podwójnie pozytywnych Iba-1+Trem2+ (ryc. 34A). 

W półkuli kontralateralnej nie wykrywano komórek z ekspresją Trem2. Zwiększony 

napływ tych komórek obserwowano zarówno w guzach shNeg, jak i shSpp1 (ryc. 

34A). Nie stwierdzono różnic w liczbie komórek Iba-1+Trem2+ naciekających guzy 

shNeg (572,3 ± 190,6 komórek/mm2) i shSpp1 (720,1 ± 240,5 komórek/mm2) (ryc. 

34B).  
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Ryc. 34. Liczba Trem2+ GAMs w glejakach shNeg i shSpp1. A. Reprezentatywne zdjęcia 

preparatów guzów shNeg i shSpp1 oraz półkuli bez guza wybarwionych przeciwciałami anty-

Iba-1 i anty-Trem2 i przeciwciałami II-rzędowymi sprzężonymi z AlexaFluor 488 i AlexaFluor 

555. Skala odpowiada 50 µm. B. Na wykresie przedstawiono wyniki zliczania komórek Iba-

1+Trem2+ w półkuli bez guza oraz infiltrujących guzy shNeg i shSpp1 w 5 losowo wybranych 

obszarach guza (n=5/grupę). Wynik przedstawia średnią liczbę komórek ± SD. Wartość 

p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya. 

 



111 
 

6.3.10 Ocena nacieku komórek z ekspresją Trem2 i Arignazy-1 w różnych 

obszarach guza 

 Wykonano barwienia podwójne z wykorzystaniem przeciwciał skierowanych 

przeciwko Arg-1 i Trem2 na preparatach z guzów shNeg i przeanalizowano 

występowanie komórek z ekspresją tych markerów w różnych obszarach guza. Na 

górnym panelu ryciny 35A przedstawiono zdjęcia z obrzeża guza, na środkowym 

z centrum guza, a na dolnym obszaru pomiędzy centrum guza a obrzeżem. Na 

obrzeżu guza zaobserwowano liczne komórki Trem2+, których obecności praktycznie 

nie wykrywano w centrum guza. W centrum guza stwierdzono silną akumulację 

komórek Arg-1+ i brak komórek Trem2+. W rejonie pomiędzy centrum guza a jego 

obrzeżem występowały zarówno komórki Arg-1+, jak i Trem2+, jednak nie wykrywano 

komórek podwójnie pozytywnych. Świadczy to o obecności odrębnych populacji 

komórek mieloidalnych w guzie i sugeruje różnice fenotypowe albo odmienne 

pochodzenie komórek mieloidalnych. 

 

 

 

Ryc. 35. Ocena nacieku komórek Trem2+ i Arg-1+ glejaków shNeg. Na rycinie przedstawiono 

zdjęcia z obrzeża guza (górny panel), centrum guza (środkowy panel) oraz obszaru między 

centrum a obrzeżem (dolny panel). Preparaty wybarwiono przeciwciałami anty-Arg-1 i anty-

Trem2 oraz przeciwciałami II-rzędowymi sprzężonymi z AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555. 
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Jądra wybarwiono DAPI. Skala odpowiada 50 m. Analizę przeprowadzano na 5 losowo 

wybranych polach w poszczególnych obszarach guza/zwierzę (n=3/grupę).  

 

6.3.11 Wyciszenie Spp1 w komórkach glejaka nie wpływa na napływ limfocytów 

(CD3+) do guza 

 Wykonano barwienia immunohistochemiczne na obecność CD3, głównego 

markera limfocytów T, na preparatach tkankowych z guzów shNeg i shSpp1. 

W półkuli kontralateralnej wykrywano pojedyncze komórki CD3+. Zwiększony napływ 

komórek CD3+ wykrywano zarówno w guzach shNeg, jak i shSpp1 (ryc. 36A). Liczba 

limfocytów T infiltrujących guzy shNeg wynosiła 260,5 ± 78,6 komórek/mm2, 

a w guzach shSpp1 641,2 ± 151,5 komórek/mm2). Mimo widocznej tendencji 

zwiększenia liczby komórek CD3+ w glejakach shSpp1, nie był to jednak wynik 

statystycznie istotny (p=0,092). 

 

 

Ryc. 36. Wpływ wyciszenia ekspresji Spp1 na liczbę infiltrujących guzy limfocytów T. 

A. Reprezentatywne zdjęcia preparatów guzów shNeg i shSpp1 oraz półkuli kontralateralnej. 

Preparaty wybarwiono przeciwciałem anty-CD3 i przeciwciałem II-rzędowym sprzężonym 

sh
Neg

sh
Spp1

A. 

B. 
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z AlexaFluor 488. Skala odpowiada 50 µm. B. Na wykresie przedstawiono wyniki zliczenia 

komórek CD3+ infiltrujących guzy shNeg i shSpp1 w 5 losowo wybranych obszarach guza 

(n=5/grupę). Wynik przedstawia średnią liczbę komórek ± SEM. Wartość p wyliczono za 

pomocą testu U Manna Whitneya.  

 

6.3.12 Wyciszenie Spp1 w komórkach glejaka nie wpływa na napływ komórek 

CD8+ do guza 

 Wykonano barwienia immunohistochemiczne na obecność komórek CD8+ 

(populacja to obejmuje głównie limfocyty T cytotoksyczne) w preparatach z guzów 

shNeg i shSpp1. W półkuli kontralateralnej wykrywano pojedyncze komórki CD8+. 

Zwiększony napływ tych komórek obserwowano zarówno w guzach shNeg, jak 

i shSpp1 (ryc. 37). Nie wykazano różnic w liczbie komórek CD8+ naciekających guzy 

shNeg (562,3 ± 140,6 komórek/mm2) i shSpp1 (520,1 ± 180,5 komórek/mm2) (ryc. 

37B). 

 

 

Ryc. 37. Wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka nie wpływa na napływ komórek 

CD8+. A. Reprezentatywne zdjęcia preparatów guzów shNeg i shSpp1 oraz półkuli 

kontralateralnej wybarwionych przeciwciałem anty-CD8 i przeciwciałem II-rzędowym 

sprzężonym z AlexaFluor 555. Skala odpowiada 50 µm. B. Na wykresie przedstawiono 

wyniki zliczenis komórek CD8+ w półkuli bez guza oraz infiltrujących guzy shNeg i shSpp1 

A. 
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w 5 losowo wybranych polach/zwierzę (shNeg n=4, shSpp1 n=5). Wynik przedstawia średnią 

liczbę komórek ± SEM. Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya. 

 

6.3.13 Wpływ wyciszenia Spp1 w komórkach glejaka na obecność subpopulacji 

komórek układu odpornościowego w krwi obwodowej szczurów z guzem 

 Zbadano jaki wpływ ma wycieszenie ekspresji Spp1 w glejaku na profil 

komórek układu odpornościowego w krwi obwodowej. Wykonano barwienia 

pozwalające określić liczbę limfocytów T (CD3+), limfocytów T pomocniczych (CD4+), 

populacji CD8+ (w skład której wchodzą głównie limfocyty T cytotoksyczne, a także 

komórki denrytyczne i NK), komórek mieloidalnych i neutrofili (CD11b+) oraz 

mieloidalnych komórek supresorowych (MDSCs, CD11b+Gr1+) w osoczu szczurów 

z glejakiem shNeg bądź shSpp1. Odsetek poszczególnych subpopulacji oceniono za 

pomocą cytometrii przepływowej w 14 dniu po implantacji.  

 Odsetek komórek CD11b+ wzrastał blisko dwukrotnie we krwi obwodowej 

szczurów z glejakiem shSpp1 (15,28 ± 1,687 %) w stosunku do krwi zwierząt 

z glejakiem shNeg (7,96 ± 2,161) (p=0,057). MDSCs (CD11b+Gr1+) stanowiły 1,688 

± 0,313 % komórek u zwierząt z glejakiem shNeg i 2,465 ± 0,789 % u zwierząt 

shSpp1. Nie stwierdzono istotnych różnic w odsetkach komórek CD3+, CD4+, CD8+ 

i CD11b+Gr1+. Procent limfocytów T (CD3+) we krwi obwodowej zwierząt wynosił 

odpowiednio 26,01 ± 5,956 u zwierząt z glejakiem shNeg i 33,10 ± 1,541 u zwierząt 

z glejakiem shSpp1. Populacja limfocytów T pomocniczych (CD4+) stanowiła 21,22 

± 4,898 % komórek krwi u szczurów z glejakiem shNeg i 27,22 ± 4,291 % komórek 

u szczurów z glejakiem shSpp1. W krwi obwodowej szczurów z glejakiem shNeg 

komórki CD8+ stanowiły 13,01 ± 1,122 % komórek, a w glejaku shSpp1 komórki te 

stanowiły 14,09 ± 1,037 % (ryc. 38). 



115 
 

 

 

 

A. 

B. 

C. 



116 
 

 

Ryc. 38. Wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka nie wpływa istotnie na 

subpopulacje komórek układu odpornościowego w krwi obwodowej szczurów. A. Strategia 

bramkowania w cytometrii przepływowej. Wykres kropkowy ("dot-plot") z analizy 

cytometrycznej niebarwionych komórek krwi szczura z glejakiem shNeg (lewy panel) 

i shSpp1 (prawy panel). W górnym panelu przedstawiono wykresy kropkowe wielkości (FSC) 

i ziarnistości (SSC) analizowanych komórek. W bramce R1 znalazły się komórki poddawane 

dalszym analizom. Na dolnym panelu przedstawiono reprezentatywny wykres kropkowy 

wybranej kontroli izotypowej do testowanych przeciwciał. B. Wyznaczanie odsetka populacji 

limfocytów T (CD3+), limfocytów T pomocniczych (CD4+), CD8+ (głównie limfocyty T 

cytotoksyczne, także komórki denrytyczne i NK), komórek mieloidalnych i neutrofili (CD11b+) 

oraz mieloidalnych komórek supresorowych (MDSCs, CD11b+Gr1+) w osoczu szczurów 

z glejakiem shNeg (lewy panel) i shSpp1 (prawy panel). Przedstawiono reprezentatywne 

wykresy kropkowe dla poszczególnych barwień. C. Wykres przedstawiający wyniki analizy 

odsetków poszczególnych subpopulacji we krwi obwodowej zwierząt z glejakiem shNeg 

(n=4) i shSpp1 (n=3). Wynik przedstawia średnią liczbę komórek ± SEM. Wartość 

p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya. 

 

6.4 Wpływ przywrócenia ekspresji prawidłowej Spp1 lub jej wariantów 

w komórkach shSpp1 na wzrost guza in vivo 

 Różne rejony Spp1 mogą oddziaływać z różnymi białkami i pełnić różne 

funkcje. Badania przeprowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej wykazały, 

że w aktywacji mikrogleju kluczowe jest oddziaływanie przez motyw RGD Spp1 

(Ellert, Wiśniewski, Kijewska i wsp. 2016). Inne badania wskazują na istotny udział 

proteolitycznego cięcia Spp1 przez trombinę w obrębie sekwencji 168RSKSKKFRR176 

w regulacji migracji komórek dendrytycznych (Shao i wsp. 2014). Z kolei 

oddziaływanie osteopontyny z CD44 przez region C-końcowy Spp1 wpływało na 

właściwości komórek macierzystych glejaka (Kijewska i wsp. 2017) W celu 

sprawdzenia, czy przywrócenie ekspresji Spp1 w komórkach z wyciszoną ekspresją 

Spp1 wpłynie na wzrost guza in vivo, przeprowadzono doświadczenie typu rescue. 

Komórki pozbawione Spp1 (shSpp1) transfekowano plazmidami kodującymi różne 

warianty tego genu:  

1. prawidłową, pełną formę Spp1 (shSpp1 + WT), 

2. Spp1 z delecją regionu kodującego C-koniec białka (shSpp1 + ΔC), 
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3. Spp1 z mutacją wprowadzającą zmianę w miejscu cięcia przez trombinę 

(shSpp1 + mutRSK), 

4. Spp1 z mutacją punktową w sekwencji kodującej motyw RGD 

odpowiedzialny za wiązanie integryn (shSpp1 + mutRGD). Mutacja ta 

prowadzi do zamiany kwasu asparaginowego na kwas glutaminowy (RGD → 

RGE). 

W sekwencjach konstruktów wprowadzono mutacje punktowe uniemożliwiające 

wiązanie shRNA obecnego w komórkach shSpp1. Jako kontrolę transfekcji, komórki 

C6 shNeg i shSpp1 transfekowano plazmidem kodującym GFP. Poziom ekspresji 

egzogennej Spp1 we wszystkich wariantach doświadczenia oznaczono metodą 

ilościowego PCR (qPCR) w 24 godziny od transfekcji (rycina 39). Stwierdzono istotny 

statystycznie wzrost ekspresji Spp1 (p<0.001) po transfekcji wszystkimi wariantami 

w stosunku do ekspresji Spp1 w komórkach shSpp1 transfekowanych plazmidem 

kodującym GFP.  

 

 

Ryc. 39. Wzrost ekspresji Spp1 w komórkach C6 shSpp1 po transfekcji plazmidami 

kodującymi różne warianty Spp1. Komórki transfekowano plazmidem kodującym GFP 

(shSpp1 + GFP) lub konstruktami zawierającymi prawidłową Spp1 lub jej warianty: ΔC, 

mutRSK, mutRGD. Relatywną ekspresję mRNA osteopontyny oznaczono metodą 

ilościowego PCR. Poziom mRNA Spp1 w komórkach shSpp1 + GFP przyjęto jako 1. Na 

wykresie przedstawiono wartości średnie ± SD z 3 niezależnych doświadczeń. Wartość 

p wyliczono za pomocą testu t- studenta 

 

 W 24 godziny po transfekcji, komórki C6 wybarwiano znacznikiem 

fluorescencyjnym CellVue® Burgundy (sprawdzono wcześniej, że nie wpływa to na 

żywotność komórek) i implantowano do prążkowia mózgu szczura. Wielkość guza 
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oceniano po dysekcji mózgu w 14 dniu od implantacji mierząc powierzchnię 

emitowanego sygnału za pomocą urządzenia do obrazowania In-Vivo Xtreme 

(Bruker). Reprezentatywne zdjęcia mózgów przedstawiono na rycinie 40. Guzy 

shSpp1 + GFP były istotnie mniejsze (średnio 18,2 ± 5,238 mm2), niż w przypadku 

komórek shNeg + GFP (43,51 ± 8,678 mm2). Komórki shSpp1 + wtSpp1 wytwarzały 

guzy zbliżone wielkością do guzów shNeg + GFP (40,85 ± 9,327 mm2). Glejaki 

shSpp1 + mutRGD były mniejsze niż guzy shNeg + GFP i guzy shSpp1 + WT. Guzy 

shSpp1 + mutRGD były zbliżone do guzów shSpp1 + GFP (17,15 ± 6,7 mm2). Guzy 

shSpp1 + mutRSK i shSpp1 + ΔC miały wielkość odpowiednio 55,77 ± 18,14 mm2 

i 25,22 ± 5,51 mm2 (ryc. 40B) i nie różniły się istotnie od guzów shNeg + GFP. 

Otrzymane wyniki wskazują na kluczową rolę motywu RGD Spp1 we wzroście guza 

in vivo. 

 

Ryc. 40. Analiza wpływu różnych form Spp1 na wzrost guza in vivo A. Komórki pozbawione 

Spp1 były transfekowane konstruktami z GFP, prawidłową Spp1 lub jej wariantami, 
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hodowane przez 48 godzin, a następnie barwione znacznikiem fluorescencyjnym CellVue® 

Burgundy i implantowane do prążkowia szczurów. Reprezentatywne zdjęcia mózgów 

wykonane po 14 dniach od implantacji znakowanych fluorescencyjnie różnych komórek 

glejaka. Widoczna jest mniejsza powierzchnia sygnału fluorescencji guzów shSpp1 + GFP 

i shSpp1 + mutRGD. Guzy shSpp1 + wtSpp1, shSpp1 + mutRSK) i shSpp1 + ΔC miały 

zbliżoną powierzchnię sygnału, co guzy shNeg. B. Wykres przedstawiający wielkość guzów 

(mierzoną powierzchnią emitowanego sygnału fluorescecji) w 14 dniu po implantacji dla 

poszczególnych osobników. Pozioma kreska obrazuje średnią objętość guza w danej grupie 

zwierząt (n=8). Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna Whitneya 

 

6.5 Wpływ peptydu RGD na wzrost guza i modulowanie TME w szczurzych 

glejakach in vivo 

6.5.1 Podanie peptydu RGD z komórkami glejaka nie wpływa na wzrost guza 

in vivo 

 W opisanym powyżej doświadczeniu wykazano, że motyw RGD Spp1 jest 

kluczowy dla rozwoju guza in vivo. Wcześniej w Pracowni Neurobiologii Molekularnej 

IBD PAN pokazano, że zablokowanie interakcji Spp1-integryny przez krótki 

syntetyczny peptyd TQRGDIF zawierający w swojej sekwencji motyw RGD hamuje 

interakcje glejak-mikroglej we współhodowli (Ellert, Wiśniewski, Kijewska i wsp. 

2016). Wykonano zatem doświadczenie, w którym wraz z komórkami glejaka C6 

podawano peptyd TQRGDIF w stężeniu 500 µM. Komórki glejaka C6 były 

transdukowane wektorem pLenti-U6-Luc-Rsv(GFP-Puro), co umożliwiało 

przyżyciową obserwację wzrostu guza u zwierząt po podaniu dootrzewnowo 

lucyferyny, substratu dla lucyferazy. W celu uzyskania populacji cechującej się 

możliwie wysoką aktywnością lucyferazy, po rozmrożeniu komórek, sortowano 

populację GFP-pozytywną. Aktywność lucyferazy mierzono za pomocą zestawu 

Dual-Luciferase® Reporter Assay (Promega) w komórkach przed sortowaniem oraz 

w populacjach GFP+ i GFP- (rycina 41). 
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Ryc. 41. Aktywność lucyferazy w komórkach transdukowanych wektorem lentiwirusowym 

pLenti-U6-Luc-Rsv(GFP-Puro) po sortowaniu frakcji GFP+. Aktywność mierzono 

w relatywnych jednostkach światła (RLU, ang. Relative Light Units) w komórkach 

niesortowanych, frakcji GFP-pozytywnej i GFP-negatywnej po podaniu substratu. Jako 

kontrolę aktywność zmierzono także w wyjściowych komórkach C6. Pomiaru dokonano 

w dwóch powtórzeniach technicznych. Wynik przedstawia średnią aktywność mierzoną 

w RLU. 

 

 Komórki C6GFP+LUC+ implantowano następnie do prążkowia mózgu szczurów 

Wistar wraz z peptydem RGD (TQRGDIF) bądź peptydem kontrolnym SCR (ang. 

scrambled) o sekwencji aminokwasowej DQIGFRT w stężeniu 500 µM. Wielkość 

guzów oceniano 14 dnia po implantacji za pomocą urządzenia do obrazowania In-

Vivo Xtreme (Bruker) po podaniu lucyferyny. Reprezentatywne zdjęcia mózgów 

przedstawiono na rycinie 42. Podawanie peptydu RGD lub kontrolnego SCR 

z komórkami C6 nie wpływało na wielkość powstających guzów (mierzonych jako 

powierzchnia sygnału luminescencji).  
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Ryc 42. Podanie peptydu RGD lub peptydu kontrolnego (SCR) wraz z komórkami glejaka 

nie wpływa na wielkość glejaka. A. Reprezentatywne zdjęcia mózgów wykonane po 

14 dniach od implantacji komórek glejaka C6 z ekspresją lucyferazy po podaniu lucyferyny 

5 minut przed obrazowaniem. Widoczna jest podobna powierzchnia sygnału luminescencji 

u zwierząt, którym podano peptyd RGD bądź SCR. B. Wykres przedstawiający wielkość 

guzów (mierzoną powierzchnią emitowanego sygnału luminescencji) u poszczególnych 

osobników w 14 dniu po implantacji. Pozioma kreska obrazuje średnią objętość guza w danej 

grupie zwierząt (n=9/SCR i n=10/RGD). Wartość p wyliczono za pomocą testu U Manna 

Whitneya. 

 

6.1.1 Peptyd RGD nie wpływa na napływ GAMs do guza oraz funkcjonalny 

fenotyp tych komórek  

 W celu określenia, czy podanie peptydu RGD wpływa na napływ komórek 

mieloidalnych do guza oraz funkcjonalny fenotyp tych komórek, wykonano barwienia 

immunohistochemiczne na obecność komórek Iba-1+Arg-1+ na preparatach z guzów 

zwierząt, które otrzymały 500 µM peptyd RGD lub 500 µM peptyd SCR. Jak 

pokazano na rycinie 43, guzy rosnące po podaniu peptydów RGD lub SCR 

charakteryzowały się podobną akumulacją komórek mieloidalnych (Iba-1+). Wśród 

komórek Iba-1+ obserwowano liczne komórki nieameboidalne. Zarówno po podaniu 

peptydu RGD, jak i kontrolnego peptydu SCR nie obserwowano zmian w liczbie 

komórek Iba-1+Arg-1+.  
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Ryc. 43. Podanie peptydu RGD wraz z komórkami glejaka nie wpływa na napływ komórek 

mieloidalnych do guza oraz polaryzację tych komórek. Reprezentatywne zdjęcia preparatów 

guzów zwierząt, którym podano peptyd SCR bądź RGD w stężeniu 500 µM oraz półkuli 

kontralateralnej. Preparaty wybarwiono przeciwciałami anty-Iba-1 i anty-Arg-1 oraz 

przeciwciałami II-rzędowymi sprzężonymi odpowiednio z AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555. 

Barwienie DAPI uwidoczniło jądra komórkowe. Skala odpowiada 50 µm. 
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7. DYSKUSJA 

7.1 Glejak C6 jest wiarygodnym modelem zwierzęcym w badaniach nad 

patobiologią GBM 

Glejaki złośliwe są silnie infiltrowane przez komórki układu odpornościowego, 

zarówno te rezydujące w mózgu, jak i migrujące z obwodu przez nieszczelną barierę 

krew-mózg. Mimo to odpowiedź przeciwnowotworowa nie jest efektywna (Warth 

i wsp. 2007, Sarkaria i wsp. 2018). Naciekające komórki układu odpornościowego 

zamiast aktywnie eliminować komórki nowotworowe, tworzą środowisko wspierające 

progresję nowotworu, między innymi poprzez regulację wzrostu guza, jego 

unaczynienia, inwazyjności oraz odpowiedzi na leczenie. Silny naciek i aktywacja 

wielu typów komórek w guzie są spowodowane białkami wydzielanymi przez komórki 

glejaka, których identyfikacja ma fundamentalne znaczenie w zrozumieniu biologii 

glejaków złośliwych i znalezieniu nowych celów terapeutycznych.  

 W badaniach nad biologią glejaków istotne jest dobranie odpowiedniego 

modelu badawczego, który możliwie dobrze przypominałby ludzkie GBM. Guzy 

śródczaszkowe u zwierząt doświadczalnych uzyskuje się poprzez wszczepienie 

komórek glejaka do parenchymy mózgu, zwykle prążkowia. W tym celu 

wykorzystywane są komórki linii ludzkich glejaków, takie jak U251 i U87, mysiego 

glejaka GL261 oraz komórki szczurzych glejaków: 9L/LacZ, F98, RG2, CNS-1 i C6. 

Badania in vivo z wykorzystaniem ludzkich komórek (ksenografty) wymagają jednak 

użycia gryzoni z deficytem układu odpornościowego, co stanowi pewne 

ograniczenie, zwłaszcza w kontekście badań uwzględniających udział 

mikrośrodowiska w patogenezie nowotworu.  

W niniejszej rozprawie w badaniach nad wzrostem glejaka in vivo 

wykorzystano model, w którym komórki glejaka C6 wszczepiano do prążkowia 

szczurów szczepu Wistar, syngenicznego z tymi komórkami. Obraz histologiczny 

rozwijającego się guza przypomina ludzkie GBM: komórki C6 tworzą bogato 

unaczynione guzy o dyfuzyjnym wzroście, infiltrujące parenchymę mózgu, z licznymi 

ogniskami nekrozy (Gieryng i wsp. 2017, Giakoumettis i wsp. 2018). Również 

w obrazowaniu z wykorzystaniem rezonansu magnetycznego oraz angiografii glejak 

C6 wykazuje podobieństwo do ludzkich glejaków złośliwych (Doblas i wsp. 2010). 

Jednak aby szczegółowo określić użyteczność glejaka C6 jako modelu badawczego 

dla ludzkich GBM, kluczowa jest charakterystyka nienowotworowego środowiska 
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guza oraz określenie podobieństw nie tylko na poziomie histologicznym, ale 

I molekularnym. 

Dane literaturowe wskazują, że zmiany ekspresji genów w komórkach C6 

w porównaniu do prawidłowych szczurzych astrocytów są zbliżone do zmian 

obserwowanych w ludzkich guzach złośliwych w odniesieniu do zdrowej tkanki. Pod 

względem molekularnym komórki C6 charakteryzuje mutacja w p16/Cdkn2a/Ink4a, 

brak ekspresji p16 i p19ARF oraz prawidłowy p53 (Barth i wsp. 2009). Ponadto 

komórki C6 cechuje zwiększona ekspresja genów Pdgfβ, Igf-1, Egfr i Erb3/Her3, 

obserwowana często także w ludzkich glejakach (Heimberger i wsp. 2005, Barth 

i wsp. 2009, Giakoumettis i wsp. 2018). Podobnie jak komórki nowotworowe 

w ludzkich glejakach, komórki C6 wykazują także zwiększoną aktywność ścieżki 

Ras, jednak w odróżnieniu od większości ludzkich guzów charakteryzuje je 

zwiększona ekspresja białka Rb (Sibenaller i wsp. 2005, Giakoumettis i wsp. 2018). 

W komórkach C6 nie obserwuje się natomiast mutacji w Idh1/2, których 

występowanie u pacjentów jest istotnym parametrem diagnostycznym i stanowi 

korzystny czynnik prognostyczny (Fu i wsp. 2011). Należy podkreślić jednak, że 

porównania te są uproszczone i dotyczą ekspresji genów w ustalonej linii 

komórkowej w odniesieniu do profilu ekspresji w heterogennej tkance guza, która 

zawiera nie tylko komórki nowotworowe, ale i liczne komórki nienowotworowe, takie 

jak GAMs, granulocyty, MDSCs i limfocyty T (Gieryng i wsp. 2017, Hambardzumyan 

i wsp. 2015) oraz fragmenty prawidłowej tkanki. Aby bardziej precyzyjnie określić 

stopień podobieństwa szczurzego modelu glejaka do ludzkich GBM przeanalizowano 

globalne zmiany ekspresji genów w półkulach mózgu szczura z glejakiem C6 oraz 

porównano je do sygnatur charakterystycznych dla podtypów ludzkich GBM: 

proneuralnego, mezenchymalnego i klasycznego. Wykazano największe 

podobieństwo profili transkryptomicznych szczurzego glejaka C6 do profili podtypu 

Mes-GBM.  

Molekularnie Mes-GBM związany jest z mutacjami genów NF1, TP53, 

INK4a/ARF i wysoką ekspresją białek zaangażowanych w tworzenie naczyń 

krwionośnych. Spośród zidentyfikowanych w ramach projektu TCGA podtypów 

glejaka, Mes-GBM charakteryzuje się największą inwazyjnością, aktywnością 

proliferacyjną i unaczynieniem (Kim i wsp. 2021). W podtypie tym zaobserwowano 

także występowanie najliczniejszych ognisk nekrotycznych oraz hipoksji (Kim i wsp. 

2021), a także największą agresywność i oporność na standardowe terapie 
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przeciwnowotworowe (Verhaak i wsp. 2010). Mes-GBM cechuje większa wrażliwość 

na działanie inhibitorów szlaków przekaźnictwa z udziałem białek Ras, PI3K oraz 

inhibitorów angiogenezy. Wśród molekularnych podtypów GBM, Mes-GBM wykazuje 

najsilniejszy naciek komórek układu odpornościowego, zwłaszcza komórek 

mieloidalnych (GAMs), w porównaniu do podtypów proneuralnego i klasycznego 

(Behnan i wsp. 2019, Kaffes i wsp. 2019, Kaminska i wsp. 2021). Wyniki analizy 

globalnej ekspresji genów w glejaku C6 wskazują, że w porównaniu z prawidłowym 

mózgiem najbardziej obniżona była ekspresja genów związanych z funkcjonowaniem 

układu nerwowego, przekazywaniem sygnału i przekaźnictwem synaptycznym. 

Odzwierciedla to śmierć komórek nerwowych w półkuli z guzem. Z kolei najsilniejszy 

wzrost ekspresji obejmował geny kodujące białka związane z odpowiedzią 

odpornościową (w tym charakterystyczne dla komórek mieloidalnych naciekających 

glejaki), procesami metabolicznymi, śmiercią oraz podziałem komórek.  

Wyniki analizy danych transkryptomicznych z próbek ludzkich glejaków 

wykazały, że poziom ekspresji genów związanych z aktywacją GAMs pozytywnie 

koreluje z krótszym czasem przeżycia pacjentów (Engler i wsp. 2012). Akumulacja 

komórek mieloidalnych w ludzkich GBM wykrywana za pomocą immunohisochemii, 

a także obecność sygnatury transkrypcyjnej GAMs w danych z sekwencjonowania 

RNA stanowią niekorzystne czynniki prognostyczne (Hung i wsp. 2016). Zmiany 

poziomu ekspresji wspomnianych grup genów zidentyfikowano także w badanych 

glejakach C6 i świadczą one o silnej infiltracji mikrośrodowiska glejaka C6 przez 

aktywowane GAMs, wysokiej aktywności metabolicznej i proliferacyjnej nowotworu 

oraz towarzyszącej ekspansji nowotworu śmierci neuronów, która zachodzi na 

drodze ekscytotoksyczności wywołanej przez wysokie stężenia glutaminianu (de 

Groot i wsp. 2011). Uzyskane wyniki wskazują na istotne podobieństwo glejaka C6 

do ludzkiego Mes-GBM na poziomie molekularnym.  

Podobnie jak w ludzkich glejakach złośliwych (w szczególności Mes-GBM), 

które charakteryzują się silną infiltracją przez komórki mieloidalne (Ma i wsp. 2021), 

w histologicznej analizie glejaka C6 zaobserwowano naciek licznych komórek 

z ekspresją markera Iba-1. W centrum guza komórki Iba-1+ były w większości 

ameboidalne i charakteryzowały się powiększonym ciałem komórki i zanikiem 

wypustek. Taka morfologia komórek świadczy o ich silnej aktywacji 

(Hambardzumyan i wsp. 2016; Ellert-Miklaszewska, Wisniewski, Kijewska i wsp. 

2016). W większości komórek Iba-1+ w guzach wykrywano ekspresję arginazy-1, co 
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wskazuje na ich immunosupresyjny, pronowotworowy charakter. Komórki na obrzeżu 

guza również wykazywały znamiona aktywacji, jednak słabsze niż komórki 

w centrum guza. W ludzkich glejakach złośliwych GAMs są jedną z najliczniejszych 

populacji nienowotworowych komórek w mikrośrodowisku i stanowią do 30% masy 

(Sliwa i wsp. 2007, Markovic i wsp. 2009, Zhai i wsp. 2011, Gabrusiewicz i wsp. 

2011). Podobnie jak w glejaku C6, liczne GAMs o ameboidalnym kształcie 

wykrywano w glejakach ludzkich o III i IV stopniu złośliwości WHO (Graeber i wsp. 

2002).  

Najnowsze dane z analiz scRNAseq i CITEseq z mysich glejaków GL261 

(Ochocka, Segit i wsp. 2021, Ochocka i wsp. 2023) oraz próbek od pacjentów 

dostarczyły informacji o zróżnicowanym fenotypie różnych populacji komórek 

mieloidalych w glejakach (Ochocka i wsp. 2021). W ludzkich GBM próby określenia 

funkcjonalnych fenotypów komórek mieloidalnych przyniosły dość niejednoznaczne 

rezultaty: wskazywano zarówno na ich pronowotworowy, immunosupresyjny 

charakter (Mieczkowski i wsp. 2015), jak i jednoczesne występowanie populacji 

o fenotypie zarówno immunosupresyjnym, jak i prozapalnym (Szulzewsky i wsp. 

2016). Niektóre doniesienia opisywały także infiltrację GBM przez komórki 

mieloidalne wykazujące cechy fenotypu M0 (Gabrusiewicz i wsp. 2016). Niemniej 

jednak, badacze są zgodni, że mimo silnej infiltracji guza przez komórki mieloidalne, 

GAMs nie są zdolne do wydajnej inicjacji odpowiedzi przeciwnowotworowej.  

W niniejszej rozprawie przeprowadzono profilowanie ekspresji genów 

w mikrogleju (komórkach o fenotypie CD11b+CD45niski) izolowanym z glejaka C6. 

Analiza bioinformatyczna wykazała, że komórki te charakteryzują się wzrostem 

poziomu ekspresji genów typowych dla fenotypu immunosupresyjnego 

i wspierającego nowotwór oraz spadkiem ekspresji genów odpowiedzi prozapalnej, 

a także zmianami ekspresji genów związanych z kluczowymi procesami 

komórkowymi.  

Wśród genów, których ekspresja ulegała najsilniejszej indukcji w stosunku do 

kontroli wyróżnić można geny związane aktywacją z przeciwzapalną, takie jak Tgm2, 

Il1rn, Cxcl10, Cxcl16, Ccl2, Ccl17, Ccl22, Vegfa, Stat3, Arg1 i Mmp14. Funkcjonalnie 

TGM2 jest enzymem związanym z wieloma biologicznymi procesami, uczestniczy 

między innymi w tworzeniu wiązań krzyżowych między białkami, fagocytozie 

komórek apoptotycznych i stabilizacji macierzy zewnątrzkomórkowej. Wzrost 

poziomu TGM2 obserwowano po stymulacji makrofagów interleukiną 4, co 
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w warunkach doświadczalnych symuluje aktywację typu M2 (Martinez i wsp. 2013, 

Martinez i Gordon, 2014, Keillor i wsp. 2015). Chemokina CXCL10 stymuluje 

migrację wielu typów komórek układu odpornościowego na drodze oddziaływania ze 

swoim receptorem CXCR3 (Groom i wsp. 2010). Z kolei CXCL16 jest ligandem dla 

receptora CXCR6 o udokumentowanym udziale w regulacji inwazyjności i procesu 

przerzutowania (Deng i wsp. 2010). CCL2 i CCL22 to chemokiny indukujące 

chemotaksję odpowiednio monocytów z krwi obwodowej poprzez oddziaływanie 

z receptorem CCR2 i limfocytów T regulatorowych z ekspresją receptora CCR4 

(Jordan i wsp. 2008), zaś CCL17 i CCL22 stymulują migrację limforcytów T 

regulatorowych i Th2 poprzez oddziaływanie z receptorem CCR4 na ich powierzchni 

(Yoshie i wsp. 2015). Z kolei wysoki poziom metaloproteinaz macierzy 

zewnątrzkomórkowej ułatwia komórkom glejaka migrację oraz wspiera proces 

angiogenezy (Giakoumettis i wsp. 2018).  

W mikrogleju sortowanym z glejaków C6 zaobserwowano także istotnie 

obniżoną ekspresję genów związanych z aktywacją prozapalną (typu M1), takich jak 

Tlr2, Tlr4, Il18, Il12a, Il15, CD80, Ccl24, co związane jest z hamowaniem odpowiedzi 

przeciwnowotworowej gospodarza. Należące do rodziny receptorów Toll-podobnych 

białka TLR2 i TLR4 zaangażowane są w inicjację wrodzonej odpowiedzi układu 

odpornościowego, a ich pobudzenie prowadzi do wytworzenia cytokin prozapalnych. 

Interleukiny IL-12 i IL-23 to prozapalne cytokiny produkowane przez wiele typów 

komórek, między innymi makrofagi i komórki dendrytyczne (Teng i wsp. 2015). IL-12 

jest mediatorem różnicowania limfocytów T CD4+ w kierunku komórek Th1 

i w badaniach przedklinicznych nad ludzkimi glejakami złośliwymi wspierała 

przeciwnowotworową odpowiedź układu odpornościowego skierowaną przeciw 

transformowanym komórkom i miała efekt antyangiogenny (Santini i wsp. 2011, Patel 

i wsp. 2016), z kolei IL-23 zaangażowana jest w utrzymanie wysokiego poziomu 

subpopulacji limfocytów Th17 (Langrish i wsp. 2004). Pochodna interleukiny IL-15 

(kompleks IL-15N72D:IL-15RαSu-Fc), zarówno stosowana w monoterapii, jak 

i w połączeniu z przeciwciałem blokującym PD-1, znacząco wzmacniała odpowiedź 

przeciwnowotworową w mysim modelu glejaka GL261-luc, co prowadziło do remisji 

guza i zwiększenia przeżywalności zwierząt (Mathios i wsp. 2016). Interleukiny 12, 

15 i 18 wykazują więc działanie przeciwnowotworowe, a ich ograniczona ekspresja 

w komórkach mikrogleju infiltrujących glejaka może być jedną z przyczyn utrzymania 

immunosupresyjnego fenotypu tych komórek, które – choć w niewielkim stopniu są 
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zdolne do zainicjowania odpowiedzi wrodzonej – nie są w stanie wydajnie uruchomić 

funkcji przeciwnowotworowych. Natomiast ekspresja licznych cytokin i chemokin, 

które wpływają na angiogenezę, modulację macierzy zewnątrzkomórkowej 

i chemotaksję różnych komórek układu odpornościowego, prowadzi do akumulacji 

między innymi komórek mieloidalnych w guzie i wytworzenia stanu lokalnej 

immunosupresji (Gieryng i wsp. 2017, Carroll i wsp. 2008, Mathios i wsp. 2016). 

Ponadto, wśród genów o najsilniej zwiększonej ekspresji w mikrogleju 

naciekającym glejaki, wyróżnić można geny tworzące sygnaturę regulacji cyklu 

komórkowego i modulacji angiogenezy. Gen Rrm2 koduje reduktazę 

rybonukleotydową M2 (RRM2), która uczestniczy w syntezie 

deoksyrybonukleotydów redukując difosforany nukleozydów do difosforanów 

deoksyrybonukleotydów. Zapewnia to wierność replikacji oraz procesów naprawy 

DNA (Gieryng i wsp. 2017, D’Angiolella i wsp. 2013). Wysoki poziom RRM2 

towarzyszy zwiększonej replikacji DNA i koreluje z gorszymi prognozami u pacjentów 

z rakiem wątrobowokomórkowym, rakiem piersi i rakiem prostaty (Lee i wsp. 2014, 

Putluri i wsp. 2014). Gen Top2a koduje topoizomerazę IIα. Wykazano, że w ludzkich 

glejakach białko TOP2A zaangażowane jest w regulację apoptozy oraz odpowiedź 

nowotworu na radioterapię (Ma i wsp. 2013). Z kolei Kif2c, Kif11 i KIF20a kodują 

białka motoryczne zaangażowane w mitozę i mejozę, a wzrost ich ekspresji 

w mikrogleju związany jest ze zwiększoną aktywnością proliferacyjną oraz 

ruchliwością tych komórek (Wordeman i wsp. 2010, Rath i wsp. 2012). 

Zaobserwowano także wzrost ekspresji statminy 1 (Stmn1), białka które poprzez 

destabilizuję mikrotubul reguluje stabilność cytoszkieletu komórkowego. Wykazano, 

że STMN1 zaagażowana jest w proliferację komórek glejaka U251 oraz wzrost guza 

in vivo (Wang i wsp. 2011). Wzmożoną ekspresję Statminy 1 obserwowano między 

innymi u chorych cierpiących na zespół mielodyspastyczny czy w komórkach ostrej 

białaczki (Machado-Neto i wsp. 2014). Z kolei białka E2F7/8 to represory transkrypcji, 

których rola w aktywacji mikrogleju nie jest do końca jasna. Wykazano jednak, że 

hamują one ekspresję genów związanych z cyklem komórkowym i punktem 

kontrolnym fazy S (Di Stefano i wsp. 2003, Logan i wsp. 2005, Westendorp i wsp. 

2012). Co więcej E2F7/8 wraz z czynnikiem transkrypcyjnym indukowanym przez 

hipoksję (HIF1) stymulują aktywność promotora czynnika wzrostu śródbłonka 

naczyniowego A (VEGFA) (Weijts i wsp. 2012), co może przekładać się na udział 
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mikrogleju w procesie tworzenia naczyń krwionośnych w guzie (Brandenburg i wsp. 

2016).  

Podsumowując, wykazano silny naciek komórek mieloidalnych o charakterze 

immunosupresyjnym, specyficzny profil ekspresji genów w glejaku C6 i mikrogleju 

izolowanym z guza, co świadczy o podobieństwie TME glejaka C6 do ludzkich GBM 

i wskazują na podobny mechanizmy ucieczki spod nadzoru układu odpornościowego 

gospodarza. Cechy te czynią z glejaka C6 dobry model do badań przedklinicznych 

nad mezenchymalnym GBM.  

 

7.2 Laktadheryna i osteopontyny jako czynniki kształtujące mikrośrodowisko 

glejaków 

Wcześniejsze badania prowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej 

IBD PAN oparte o analizy proteomiczne z wykorzystaniem wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej i spektrometrii mas połączone z testami funkcjonalnymi 

doprowadziły do zidentyfikowania osteopontyny (Spp1) i laktadheryny (Mfg-E8). 

Białka te są wydzielane przez komórki glejaka i zaangażowane w aktywację 

mikrogleju w kierunku komórek wspierających wzrost guza (Ellert-Miklaszewska, 

Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016). Poziom ekspresji genów kodujących oba białka 

był istotnie wyższy w komórkach C6 w porównaniu do prawidłowych astrocytów. 

Spp1 i Mfg-E8 są białkami sygnałowymi działającymi przez receptory integrynowe. 

Receptory te obecne są na powierzchni komórek różnego typu, między innymi 

komórek układu odpornościowego.  

 

7.2.1 Udział Mfg-E8 w regulacji proliferacji i przeżywalności komórek glejaka 

  Liczne doniesienia wskazują na udział MFG-E8 w patogenezie nowotworów 

różnego typu. Efekty biologiczne wywołane przez MFG-E8 związane są z jej 

działaniem jako białko adhezyjne bądź jako białko sygnałowe, które poprzez 

oddziaływanie z receptorami określonego typu uruchamia daną ścieżkę sygnałową 

w komórce. W obu przypadkach MFG-E8 może wspierać przeżywalność, 

proliferację, modulować funkcję układu odpornościowego i angiogenezę (Durán-Jara 

i wsp. 2022). 

 W celu wyjaśnienia wpływu produkowanej przez komórki glejaka laktadheryny 

na wzrost guza in vivo wykorzystano komórki C6 ze stabilnie wyciszoną ekspresją 

Mfg-E8 (shMfg-E8). Wykazano, że wyciszenie ekspresji Mfg-E8 prowadzi do 
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statystycznie istotnego ograniczenia wzrostu guza w stosunku do guzów kontrolnych 

(shNeg). Zahamowanie wzrostu glejaka może wynikać z autokrynnego działania 

Mfg-E8 na komórki glejaka bądź też z działania parakrynnego, czyli na sąsiadujące 

komórki innego rodzaju obecne w mikrośrodowisku. 

MFG-E8 poprzez oddziaływanie motywu RGD z receptorami integrynowymi 

β3 aktywuje szlak sygnałowy PI3K/AKT, który reguluje wiele kluczowych procesów 

komórki, takich jak proliferacja, przeżywalność czy inwazyjność (Kamal i wsp. 2016). 

Dane literaturowe wskazują, że wpływ MFG-E8 na proliferację i przeżywalności 

zależy od typu komórek oraz warunków patofizjologicznych i większość doniesień 

wskazuje na jej istotny udział w obu tych procesach. Laktadheryna może regulować 

proliferację komórek w warunkach patologicznych, między innymi w czasie sepsy, 

podostrej fazy udaru mózgu czy w przebiegu chorób neurodegeneracyjnych (Miksa 

i wsp. 2006, Boddaert i wsp. 2007, Choi i wsp. 2020). Wyciszenie ekspresji MFG-E8 

moduluje ekspresję czynników transkrypcyjnych na drodze zależnej od szlaku 

mTOR, co prowadzi do zahamowania proliferacji komórek nabłonka gruczołu 

piersiowego oraz wzrostu poziomu białka CDK5R2 (ang. cyclin-dependent kinase 5 

activator protein), co prowadzi do zahamowania ich proliferacji i przeżywalności przy 

jednoczesnym braku indukcji apoptozy (Verma i wsp. 2021). Obniżenie poziomu Mfg-

E8 wpływało na aktywację białek Zp4 i Stat3/5, które regulują proliferację komórek, 

co niezbędne jest między innymi w czasie procesu inwolucji gruczołów mlecznych 

(Verma i wsp. 2021, Li i wsp. 2023). W ludzkich komórkach raka jajnika MFG-E8 

wspierała proliferację poprzez regulację cyklu komórkowego na drodze aktywacji 

ścieżki p-Akt/cyklina D1/CDK4 oraz poprzez aktywację ścieżek sygnałowych 

zależnych od białek Akt/mTOR/p70 (Li i wsp. 2023). Z kolei w unieśmiertelnionych 

komórkach nabłonka 4T1 wyciszenie ekspresji MFG-E8 hamowało ekspresję cyklin 

D1/D3 i N-kadheryny niezależnie od aktywacji receptorów integrynowych 

(Carrascosa i wsp. 2012). Wyciszenie ekspresji MFG-E8 w komórkach raka 

okrężnicy HT-29 indukowało ich apoptozę poprzez hamowanie ekspresji Bcl-2 

i indukcję ekspresji Bax, co wskazuje na istotny wpływ laktadheryny na 

przeżywalność tych komórek, mniejszy zaś na ich proliferację (Zhao i wsp. 2012). U 

myszy pozbawionych Mfg-E8, zarówno w spontanicznym, jak i indukowalnym 

modelu raka okrężnicy, obserwowano zahamowanie wzrostu guzów, zaś 

zastosowanie siRNA skierowanego przeciwko integrynom αv w badaniach in vitro 

ograniczyło proliferację komórek raka jelita grubego CT26 uprzednio stymulowanych 
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rekombinowaną Mfg-E8, co wskazuje, że białko to kontroluje wzrost i proliferację 

komórek raka jelita grubego na drodze interakcji z integrynami αv (Kusunoki i wsp. 

2015). Zahamowanie ekspresji Mfg-E8 w komórkach raka jelita grubego poprzez 

podanie koptyzyny hamowało wzrost guza in vivo, zmniejszało zdolność komórek do 

adhezji oraz zwiększało ich zdolność do przerzutowania (Cao i wsp. 2018). Jednakże 

koptyzyna hamowała także ekspresję MMP-2 i MMP-9 na drodze zależnej od 

przekaźnictwa PI3K/AKT oraz hamowała przejście epitelialno-mezenchymalne 

(EMT, ang. Epithelial-Mesenchymal Transition). Z kolei w komórkach 

naczyniakomięsaka wyciszenie ekspresji MFG-E8 stymulowało migrację komórek, 

bez wpływu na ich proliferację (Fujiwara i wsp. 2019). Występowanie tak różnych 

efektów na docelowe komórki może wynikać z biologicznych różnic zastosowanych 

typów komórek.  

W przedstawionej rozprawie przeprowadzono szereg testów funkcjonalnych 

in vitro, aby określić, czy wpływ Mfg-E8 na wzrost guza wynika z autokrynnego 

wpływu białka. Wykazano, że produkcja tego białka nie jest kluczowa do utrzymania 

podstawowej żywotności komórek glejaka, a wyciszenie ekspresji Mfg-E8 

w komórkach C6 nie wpływa na ich aktywność proliferacyjną. Wyniki te pozwoliły na 

sformułowanie hipotezy, że obserwowana różnica w wielkości guzów wynika 

z ograniczenia wpływu wydzielanej przez glejaka Mfg-E8 na TME, czyli jest związana 

z parakrynnym działaniem tego białka na mikrośrodowisko, migrację czy 

inwazyjność.  

 

7.2.2 Wpływ Mfg-E8 na inwazyjność glejaka.  

Zdolność komórek glejaka do migracji w parenchymie mózgu przekłada się na 

wysoką agresywność nowotworu i ograniczoną skuteczność chirurgicznej resekcji. 

Komórki C6 po implantacji do mózgowia migrują i infiltrują korę mózgową przylegając 

do błony podstawnej śródbłonka, co przypomina migrację komórek glejaków 

złośliwych u ludzi (Giakoumettis i wsp. 2018). Wyniki otrzymane w niniejszej 

rozprawie wskazują, że Mfg-E8 wpływa na zdolność komórek glejaka do migracji – 

wyciszenie ekspresji Mfg-E8 znacząco ograniczało dyfuzyjny wzrost guza oraz 

naciek komórek nowotworowych w zdrowej tkance. Efekty te może tłumaczyć 

potencjalny wpływ Mfg-E8 na proces trawienia macierzy zewnątrzkomórkowej, jak 

i wpływ na przejście epitelialno-mezenchymalne. 
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Przejście epitelialno-mezenchymalne (EMT) przyczynia się do agresywności 

wielu nowotworów, gdyż w trakcie tego procesu komórki tracą polaryzację i kontakt 

z innymi komórkami, a ich cytoszkielet ulega przebudowie, co ułatwia ruch komórek 

i naciek na sąsiednie tkanki (Kalluri i wsp. 2009). W procesie migracji i przyjmowania 

inwazyjnego fenotypu kluczową rolę odgrywają też wydzielane przez komórki 

zależne od cynku enzymy proteolityczne, czyli metaloproteinazy macierzy 

zewnątrzkomórkowej (MMPs), takie jak kolagenazy (np. MMP-1), żelatynazy (np. 

MMP-2, MMP-9), stromielizyny (MMP-3, MMP-10), matrilizyny (np. MMP-7), 

metaloproteinazy błonowe i inne (Visse i wsp. 2003). Enzymy te mają zdolność do 

degradowania zarówno błony podstawnej, jak i składników. ECM, a poziom ich 

aktywności ściśle koreluje ze zdolnością glejaka do naciekania okolicznej tkanki. 

W komórkach C6 aktywność proteolityczna enzymu MT1-MMP obecnego na błonie 

cytoplazmatycznej prowadzi do degradacji mieliny w OUN, co umożliwia komórkom 

glejaka rozprzestrzenianie się w istocie białej (Giakoumettis i wsp. 2018). Inne białka 

zaangażowane w inwazyjność i zdolność komórek C6 do adhezji to antygen 

powierzchniowy CD9 obecny między innymi na powierzchni osłonki mielinowej oraz 

białko ICAM (ang. the intercellular adhesion molecule) (Dietrich i wsp. 2000, 

Kawashima i wsp. 2002).  

Jednym ze szlaków sygnałowych, których wysoka aktywność ma kluczowe 

znaczenie dla migracji i inwazyjności komórek nowotworowych jest ścieżka 

PI3K/AKT (Faes i wsp. 2015). Uruchomienie tego szlaku zachodzi w odpowiedzi na 

wiele sygnałów zewnątrzkomórkowych, między innymi na drodze aktywacji 

receptorów integrynowych αVβ3 (Jia i wsp. 2017). Wyniki licznych badań wskazują, 

że MMPs i EMT mogą być indukowane uruchomieniem ścieżki sygnałowej PI3K/AKT 

(Zeng i wsp. 2016, Ren i wsp. 2016, Zhao i wsp. 2017). Wykazano, że MFG-E8 

działając jako ligand receptorów αVβ3 i αVβ5 jest kluczowym aktywatorem szlaku 

PI3K/AKT w komórkach śródbłonka naczyń krwionośnych, raka okrężnicy i czerniaka 

(Jinushi i wsp. 2008, Silvestre i wsp. 2005, Zhao i wsp. 2017). Wzmożona ekspresja 

MFG-E8 w komórkach raka wątrobowokomórkowego wspierała migrację 

i inwazyjność komórek w sposób zależny od ścieżki PI3K/Akt, zaś jej wyciszenie 

bądź zastosowanie przeciwciała neutralizującego hamowały te procesy. Ponadto 

zastosowanie syntetycznego peptydu zawierającego motyw RGD, który działa 

kompetytywnie z MFG-E8 jako ligand receptorów integrynowych hamowało 

fosforylację białka Akt (Ko i wsp. 2020). Wyciszenie ekspresji MFG-E8 w komórkach 
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raka jelita grubego obniżało poziom fosforylacji białka Akt i znacząco zahamowało 

zdolność komórek do migracji i ich inwazyjność, a dodanie rekombinowanej ludzkiej 

laktadheryny wywoływało odwrotny efekt. Ponadto wcześniejsze traktowanie 

komórek inhibitorem szlaku PI3K/AKT (LY294002) bardzo znacząco hamowało 

wywoływaną przez MFG-E8 ich migrację i inwazyjność. Potwierdza to udział Mfg-E8 

i ścieżki sygnałowej PI3K/AKT w indukowaniu migracji, inwazyjności i EMT (Zhao 

i wsp. 2017). Wyciszenie ekspresji MFG-E8 w komórkach potrójne negatywnego 

raka piersi znacząco hamowało inwazyjność i migrację komórek, którym 

towarzyszyło zahamowanie ekspresji MMP-2 i MMP-9 oraz białek związanych 

z EMT, takich jak N-kadheryna i wimentyna (będącej markerem mezenchymalnym). 

Jednocześnie obserwowano wzrost markera epitelialnego, E-kadheryny (Yang i wsp. 

2019b). Zastosowanie przeciwciała blokującego Mfg-E8 wpływało na adhezję, 

migrację i przeżywalność komórek raka piersi i jajnika (Tibaldi i wsp. 2013). 

Wyciszenie ekspresji MFG-E8 w komórkach raka piersi hamowało wzrost guza i jego 

agresywność między innymi poprzez hamowanie N-kadheryn (Carrascosa i wsp. 

2012), zaś w liniach komórkowych raka piersi poziom laktadheryny korelował 

z ekspresją markerów EMT i wpływał na modulację migracji i inwazyjności (Xu i wsp. 

2018). W unieśmiertelnionych komórkach nabłonka gruczołu piersiowego ekspresja 

MFG-E8 indukowała ekspresję cyklin D1/D3 i N-kadheryny, co świadczy o wpływie 

tego białka na EMT oraz proliferację. Wprowadzenie mutacji w MFG-E8, która 

uniemożliwia białku wiązanie się do receptorów integrynowych znosiło ten efekt tylko 

częściowo, co wskazuje, że funkcja MFG-E8 zależy tylko w pewnym stopniu od 

aktywacji integryn (Carrascosa i wsp. 2012). Warto także nadmienić, że Mfg-E8 

indukuje EMT także poprzez aktywację ścieżki Akt/Twist i szlaku GSK3β/β-katenina 

(Bai i wsp. 2021).  

 

7.2.3 Mfg-E8 jako immunomodulator mikrośrodowiska guza 

Mfg-E8 może oddziaływać z receptorami αvβ3 i αvβ5 obecnymi na 

powierzchni komórek różnego typu (w tym komórek układu odpornościowego) 

i aktywować ścieżki sygnałowe zależne od białek Akt i Twist, które mogą wywoływać 

stan immunosupresji. Dlatego też w niniejszej rozprawie zweryfikowano hipotezę 

o udziale Mfg-E8 w kształtowaniu odpowiedzi układu odpornościowego w glejakach. 

Wykazano, że wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komórkach glejaka C6 nie wpływa na 

stopień infiltracji guzów przez GAMs (komórki Iba-1+), ale prowadzi do istotnego 
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spadku liczby komórek GAMs o fenotypie Arg-1+ i CD163+ w porównaniu do guzów 

kontrolnych.  

Liczne dane doświadczalne wskazują na istotną rolę laktadheryny jako białka 

hamującego odpowiedź układu odpornościowego. Immunomodulacyjne właściwości 

MFG-E8 obserwowano między innymi w czerniaku (Zhao i wsp. 2014), nowotworach 

jamy ustnej (Okamoto i wsp. 2019), raku przełyku (Kanemura i wsp. 2018) czy 

gruczolakomięsaku (AS, ang. Adenosarcoma) (Fujiwara i wsp. 2021). W mysim 

modelu czerniaka po wyciszeniu ekspresji Mfg-E8 obserwowano zahamowanie 

wzrostu guza, któremu towarzyszył spadek liczby infiltrujących limfocytów Treg 

i unaczynienia guza (Zhao i wsp. 2014). Wyniki badań mysiego czerniaka 

potwierdzają wspierający udział Mfg-E8 w tworzeniu immunosupresyjnego 

środowiska oraz wskazują na komórki macierzyste nowotworu jako główne źródło 

Mfg-E8 w guzie i populację zwiększającą napływ makrofagów i polaryzację TAMs 

w kierunku komórek immunosupresyjnych (M2) (Yamada i wsp. 2016). Z kolei Jinushi 

i wsp. (2007) wykazali, że do ekspresji Mfg-E8 w komórkach prezentujących antygen 

w mikrośrodowisku i wykształcenia tolerancji immunologicznej, także na drodze 

zależnej od limfocytów Treg, niezbędny jest czynnik GM-CSF. W efekcie zwiększenia 

wydzielania Mfg-E8 zwiększona była fagocytoza komórek apoptotycznych, czemu 

towarzyszyła produkcja czynnika TGF-β i cytokiny CCL22 wspierających utrzymanie 

immunosupresyjnych Treg. W guzach powstałych z implantowanych komórek 

czerniaka transfekowanych Mfg-E8 obserwowano napływ immunosupresyjnych 

TAMs i limfocytów Treg oraz zahamowanie cytotoksycznej aktywności komórek NK, 

limfocytów Tc (CD8+) i limfocytów Th1 (Jinushi i wsp. 2008). Wykazano, że w raku 

prostaty MFG-E8 indukuje TAMs w sposób zależny od aktywacji ścieżki 

SOCS3/STAT3 (Soki i wsp. 2014), wspierając akumulację TAMs o fenotypie M2 i Treg 

oraz hamując napływ limfocytów Tc (CD8+). Zastosowanie przeciwciała 

skierowanego przeciw MFG-E8 istotnie zahamowało wzrost guza i liczbę 

makrofagów naciekających gruczolakomięsaka. Co więcej, podanie przeciwciała 

neutralizującego skierowanego przeciw Mfg-E8 prowadziło do ograniczenia wzrostu 

guza oraz spadku liczby infiltrujących TAMs (Fujiwara i wsp. 2021). W raku pęcherza 

Mfg-E8 wspierała rozwój guza poprzez indukcję tolerancji immunologicznej 

z udziałem makrofagów i zwiększony napływ Treg (Sugano i wsp. 2011). W raku 

kolczystokomórkowym przełyku nie zaobserwowano związku pomiędzy poziomem 

MFG-E8, ocenianym metodą immunohistochemiczną w próbkach operacyjnych, 
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a całkowitą liczbą infiltrujących TAMs oraz liczbą komórek CD163+ (Kenamura i wsp. 

2018).  

Dane dotyczące immunomodulacyjnych właściwości Mfg-E8 w glejakach są 

nieliczne. Wu i wsp (2020) wykazali, że wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komórkach 

mysiego glejaka GL261 hamuje napływ i polaryzację mikrogleju w kierunku 

immunosupresyjnego fenotypu, a także proliferację komórek glejaka i wzrost guza in 

vivo, co związane jest z ograniczeniem aktywności ścieżek sygnałowych integryna 

β3/Stat3/cyklina D1 i Fak/Akt/Erk. Wzmożona ekspresja Mfg-E8 bądź dodanie 

rekombinowanego białka prowadziło do wzrostu liczby GAMs z ekspresją markerów 

fenotypu M2, co spowodowane jest aktywacją receptorów β3 i ścieżek sygnałowych 

związanych ze Stat3. Zastosowanie inhibitora Stat3 (Stattic) bądź wyciszenie 

ekspresji Itgb3 (receptora β3) odwracało efekt wywołany przez Mfg-E8 na ekspresję 

markerów M2 w mikrogleju, co wskazuje na kluczową rolę ścieżki STAT3 

w indukowanej przez MFG-E8 polaryzacji komórek mieloidalnych i współtworzenia 

immunosupresyjnego mikrośrodowiska guza (Wu i wsp. 2020). Badania 

przeprowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej przez dr Ellert-

Miklaszewską wskazują także, że Mfg-E8 ma istotny wpływ na regulację 

w komórkach glejaka i komórkach mikrogleju ścieżek sygnałowych zależnych od 

TGFβ i fosforylację białek z rodziny SMAD, które pełnią istotną rolę w modulacji 

odpowiedzi układu odpornościowego (nieopublikowane). 

W niniejszej rozprawie zweryfikowano hipotezę o wpływie Mfg-E8 na naciek 

komórek limfoidalnych w glejaku C6. Nie zaobserwowano różnic w poziomie infiltracji 

limfocytów Tc w glejakach kontrolnych i z wyciszoną ekspresją Mfg-E8. 

Zaobserwowano natomiast wyraźną tendencję wzrostu liczby komórek CD3+ 

w guzach z wyciszoną ekspresją Mfg-E8 (p=0,053).  

Liczne doniesienia wskazują na rolę Mfg-E8 w kształtowaniu odpowiedzi 

przeciwnowotworowej z udziałem różnych subpopulacji limfocytów T. Wykazano, że 

zastosowanie przeciwciała blokującego Mfg-E8 w połączeniu z lekami indukującymi 

apoptozę w modelach raka okrężnicy, czerniaka i chłoniaka u myszy miało działanie 

przeciwnowotworowe i prowadziło do wydajnej prezentacji antygenu przez komórki 

dendrytyczne, aktywacji limfocytów Tc (CD8+) i supresji limfocytów Treg (Jinushi 

i wsp. 2009). Należy przy tym zaznaczyć, że nie całkowita liczba komórek CD8+ 

i FoxP3+, ale niższy stosunek limfocytów Tc do Treg, jest lepszym wskaźnikiem 

stopnia immunosupresji w guzie (Kenemura i wsp. 2018), a badania przeprowadzone 
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przez Jinushiego i wsp. (2009) wskazują na kluczowy wpływ ekspresji Mfg-E8 na 

równowagę pomiędzy populacją limfocytów T CD8+ i Treg. Kenemura i współautorzy 

(2018) zaobserwowali, że u pacjentów z rakiem przełyku poddanych terapii 

neoadjuwantowej wysoki poziom ekspresji MFG-E8 korelował z niższym stosunkiem 

Tc/Treg i gorszą przeżywalnością tych pacjentów. MFG-E8 działa jako mediator 

fagocytozy komórek apoptotycznych i hamuje odpowiedź układu odpornościowego, 

więc efekty immunomodulacyjne są wyraźniejsze gdy po podaniu chemioterapii 

indukowana jest intensywna apoptoza. Zbadanie nacieku Treg do TME w glejakach 

pozbawionych MFG-E8 pozwoliłoby poznać jej rolę w modulacji mikrośrodowiska 

nowotworu. Niestety przez ograniczenia techniczne nie udało się przeprowadzić 

takiej analizy w ramach niniejszej rozprawy ani określić, czy w guzach z wyciszoną 

ekspresją Mfg-E8 stosunek populacji Tc/Treg uległ zmianie, ale ten kierunek badań 

wydaje się być obiecujący, 

 

7.2.4 Udział Mfg-E8 w regulacji angiogenezy w glejakach  

W progresji glejaka istotną rolę odgrywa stopień jego unaczynienia. Wraz ze 

wzrostem guza zwiększa się zapotrzebowanie na tlen i składniki odżywcze, a brak 

tlenu w centrum powiększającego się guza jest czynnikiem stymulującym 

angiogenezę. Badania Silvestre i wsp. (2005) wykazały, że produkowana przez 

komórki naczyń krwionośnych Mfg-E8 jest kluczowym białkiem zaangażowanym we 

wzrost naczyń krwionośnych w sposób zależny od oddziaływania z receptorami αVβ3 

i αVβ5 i czynnika VEGF. Komórki glejaka C6 są istotnym źródłem VEGF (Li i wsp. 

2014, Yang i wsp. 2011), co potencjalnie umożliwiałoby Mfg-E8 silne proangiogenne 

działanie w glejaku C6. W niniejszej rozprawie zweryfikowano hipotezę o udziale 

Mfg-E8 w tym procesie. Wykorzystując przeciwciało rozpoznające czynnik von 

Willebranda wybarwiono i policzono naczynia o przekroju ≥20 µm i <20 µm 

w guzach shNeg i shMfg-E8. Wykazano, że wyciszenie ekspresji laktadheryny nie 

wpłynęło istotnie na liczbę oraz wielkość naczyń w guzie. 

Udział laktadheryny w angiogenezie zależnej od czynnika VEGF jest dobrze 

udokumentowany. Wiązanie Mfg-E8 do receptorów αvβ3 i αvβ5 na komórkach 

śródbłonka naczyń prowadzi do fosforylacji białka Akt i uruchomienia ścieżek 

sygnałowych wspierających proliferację. Jednocześnie VEGF wpływa także na 

wzrost ekspresji αVβ3 i αVβ5 na komórkach naczyń, nasilając w ten sposób efekt 

działania VEGF na proces angiogenezy (Neutzner i wsp. 2007). Badania 
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z wykorzystaniem przeciwciała neutralizującego skierowanego przeciwko 

receptorowi czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGFR2) wykazały, że nie 

zaburza ono zależnej od laktadheryny fosforylacji białka Akt, co sugeruje, że 

w przypadku braku VEGF wiązanie MFG-E8 do receptorów αvβ3 lub αvβ5 jest 

wystarczające do indukcji fosforylacji AKT i w konsekwencji neoangiogenezy 

(Silvestre i wsp. 2005). Zarówno w próbkach ludzkich guzów, jak i w mysim modelu 

czerniaka zwiększoną ekspresję laktadheryny obserwowano w bliskiej okolicy 

naczyń krwionośnych, co może sugerować udział MFG-E8 w waskularyzacji guzów 

(Yamada i wsp. 2016). Z kolei deplecja Mfg-E8 w gruczolakomięsaku zahamowała 

tworzenie struktur naczyniopodobnych (Fujiwara i wsp. 2018). W raku 

wątrobokomórkowym wzmożona ekspresja MFG-E8 prowadziła do znaczącego 

wzrostu liczby komórek śródbłonka (CD31+) w porównaniu do kontroli, co wskazuje 

na udział tego białka w formowaniu nowych naczyń krwionośnych (Ko i wsp. 2020).  

Niektóre doniesienia wskazują na brak udziału Mfg-E8 w tworzeniu nowych 

naczyń w guzach, np. w raku pęcherza (Sugano i wsp. 2011. Zhao i wsp. 2017). 

W niniejszej rozprawie nie stwierdzono różnic w tworzeniu nowych naczyń w guzach 

shMfg-E8 i może być to spowodowane obecnością innych niż VEGF 

proangiogennych czynników, które mogą promować tworzenie się naczyń 

krwionośnych nawet w przypadku nieobecności MFG-E8 w mikrośrodowisku. Udział 

laktadheryny we wspieraniu wzrostu guza może zaleć od typu nowotworu. Warto 

również podkreślić, że działanie proangiogenne MFG-E8 nie jest wyłącznie 

działaniem bezpośrednim na receptory obecne na komórkach śródbłonka, ale 

i pośrednim, czyli poprzez modulację funkcji TAMs. Komórki o fenotypie 

immunosupresyjnym aktywnie wspierają tworzenie naczyń w guzie, między innymi 

poprzez wydzielanie proangiogennych cytokin, takich jak VEGF, TGF-β, IL-8 i FGF-

2, a także enzymów degradujących ECM: MMP-2, MMP-7, MMP-9 i MMP-12.  

 

7.3 Rola wydzielanej przez glejaka osteopontyny/Spp1 we wzroście i modulacji 

mikrośrodowiska guza 

7.3.1 Wpływ Spp1 na wzrost guza i inwazyjność 

 Wyniki badań opisanych w niniejszej rozprawie jednoznacznie wskazują, że 

wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka hamuje wzrost glejaka. Aby określić, 

czy ograniczenie wzrostu guzów shSpp1 wynika z autokrynnego czy parakrynnego 

działania Spp1, wykonano szereg testów funkcjonalnych, które wykazały, że 
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produkcja Spp1 nie jest kluczowa do podtrzymania żywotności i proliferacji komórek 

C6.  

Uzyskane wyniki wskazują, że ekspresja Spp1 w komórkach glejaka C6 nie 

promuje wzrostu guza w sposób autokrynny, ale poprzez wzajemne oddziaływania 

z mikrośrodowiskiem guza. Co ciekawe guzy shSpp1 ulegały zmniejszeniu między 

14 a 21 dniem po implantacji, co świadczy o aktywnym usuwaniu komórek 

nowotworowych i wskazuje na inicjację wydajnej odpowiedzi przeciwnowotworowej 

gospodarza. 

 Wpływ Spp1 na proliferację i wzrost komórek nowotworowych zależy od 

rodzaju nowotworu. Wykazano, że SPP1 indukuje podziały komórek ludzkiego raka 

płuc, wątroby, gruczolakoraka jelita grubego i jajnika, a także wspiera ich migrację 

(Zeng i wsp. 2022, Wu i wsp. 2021). Podobną tendencję obserwowano także w raku 

żołądka (Gong i wsp. 2008), raku wątrobokomórkowym (Wu i wsp. 2022), 

drobnokomórkowym raku płuc (Liu i wsp. 2019, Kariya i wsp. 2022) i raku jelita 

grubego (Huang i wsp. 2017), gdzie wzrost proliferacji wynikał z zahamowania 

autofagii i apoptozy komórek nowotworowych. W komórkach raka piersi (Reufsteck 

i wsp. 2012) i raka podstawnokomórkowego przełyku (Ito i wsp. 2006) wyciszenie 

ekspresji SPP1 nie miało wpływu na proliferację, a w komórkach raka macicy na ich 

żywotność (Du i wsp. 2009).  

W komórkach glejaka U87MG i U251 wyciszenie ekspresji SPP1 prowadziło 

do spadku ich podstawowej proliferacji (Lamour i wsp. 2010) i żywotności (Jan i wsp. 

2010. W niniejszej rozprawie stwierdzono brak wpływu wycieszenia ekspresji Spp1 

na podstawową żywotność i proliferację komórek glejaka C6, zatem zahamowanie 

wzrostu guza po wyciszeniu Spp1 nie wynikało z różnic w proliferacji komórek 

shSpp1 i shNeg, a z braku wzajemnego oddziaływania glejaka i komórek 

mieloidalnych. 

SPP1 wspiera wydzielanie i aktywację MMPs oraz sekrecję aktywatora 

urokinazy plazminogenu (uPA) w komórkach nowotworowych (co prowadzi do 

degradacji białek macierzy zewnątrzkomórkowej) zwiększając inwazyjności komórek 

(Kariya i wsp. 2022, Napoli i wsp. 2020, Chen i wsp. 2011). Wysoki poziom SPP1 

u pacjentów z rakiem nerki (Pitarresi i wsp. 2021), czerniakiem (Napoli i wsp. 2020, 

Kiss i wsp. 2021) i rakiem wątrobokomórkowym (Wu i wsp. 2022) zwiększał migrację 

komórek nowotworowych. W komórkach raka szyjki macicy SPP1 indukowała 

ekspresję furyny – białka aktywującego MMP-2 i MMP-9 oraz zwiększała zdolność 
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komórek do migracji (Kumar i wsp. 2010). W komórkach raka prostaty wyciszenie 

ekspresji SPP1 prowadziło do zahamowania ekspresji MMP-2 oraz MMP-9, co 

ograniczało migrację i inwazyjność komórek (Liu i wsp. 2010). 

Liczne dane literaturowe potwierdzają rolę SPP1 w modulacji inwazyjności 

glejaka. Wyciszenie ekspresji SPP1 w komórkach ludzkiego glejaka U87 prowadziło 

do zahamowania wzrostu guza in vivo oraz hamowało migrację i ruchliwość komórek 

in vitro (Lamour i wsp. 2010, Friedmann-Morvinski i wsp. 2016; Jan i wsp. 2010). 

Wyciszenie ekspresji SPP1 w komórkach ludzkiego glejaka U87 prowadziło do 

spadku poziomu MMP2 i inwazyjności komórek in vitro i tworzenia mniejszych guzów 

in vivo (Jan i wsp. 2010). Wzmożona ekspresja SPP1 w komórkach glejaka o niskiej 

inwazyjności zwiększała poziom MMP2, co prowadziło do wzrostu inwazyjności in 

vitro poprzez ścieżkę sygnałową PI-3K/AKT/NF-κB aktywowaną za pośrednictwem 

receptora αvβ3. Zablokowanie aktywacji tej ścieżki spowodowało spadek fosforylacji 

Akt, zahamowanie translokacji NF-κB, co prowadziło do obniżenia ekspresji 

i aktywności MMP2 i MMP9 (Yan i wsp. 2010). Yamaguchi i współautorzy (2013) 

wykazali, że poziom SPP1, która uległa proteolitycznemu cięciu przez trombinę, jest 

istotnie podwyższony u pacjentów z GBM i może być czynnikiem odpowiedzialnym 

za inwazyjność guza.  

W niniejszej nie stwierdzono jednak różnic w naciekaniu parenchymy mózgu 

przez komórki glejaka w guzach kontrolnych (shNeg) i w guzach tworzonych przez 

komórki z wyciszoną ekspresją Spp1 (shSpp1). Oznacza to, że choć w wielu 

układach badawczych udokumentowano rolę Spp1 w indukcji inwazyjności komórek 

nowotworowych, to w glejaku C6 nie jest ona kluczowym białkiem zaangażowanym 

w ten proces, a pronowotworowe działanie Spp1 opiera się na innym mechanizmie.  

 

7.3.2 Rola Spp1 w kształtowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej 

Badania przeprowadzone przez dr Magdalenę Kijewską z Pracowni 

Neurobiologii Molekularnej IBD PAN wskazywały, że wyciszenie ekspresji Spp1 

w komórkach glejaka nie wpływa na akumulację GAMs w guzie, ale komórki Iba-1+ 

infiltrujące glejaki z obniżoną ekspresją Spp1 miały odmienną, bardziej rozgałęzioną 

morfologię niż komórki w guzach kontrolnych (shNeg) (Ellert, Wiśniewski, Kijewska 

i wsp. 2016). Wyniki te sugerowały zmiany w fenotypie komórek mieloidalnych 

naciekających glejaki pozbawione Spp1.  
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W niniejszej rozprawie przeprowadzono szereg testów mających na celu 

szczegółowe określenie roli Spp1 w modulacji funkcji komórek układu 

odpornościowego i kształtowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej w glejaku, ze 

szczególnym uwzględnieniem GAMs. Ponieważ nie były dostępne możliwości 

badania transkryptomów pojedynczych komórek, skupiono się na analizie 

immunocytochemicznej z wykorzystaniem markerów fenotypu przeciw- 

i prozapalnego. Wykazano, że wyciszenie ekspresji Spp1 w komórkach glejaka 

prowadzi do istotnego zahamowania liczby komórek mieloidalnych w ekspresją Arg-

1, CD163 oraz iNos. Zaobserwowano także wyraźny trend spadku aktywności 

Arginazy-1 w ekstraktach białkowych z półkul z guzem (p=0,06) po wyciszeniu Spp1. 

Brak istotności statystycznej może być konsekwencją badania aktywności enzymu 

w całej półkuli z guzem.  

Zarówno CD163, jak i Arg-1 są uznanymi markerami immunosupresyjnej 

aktywacji komórek mieloidalnych, a wspierające nowotwór działanie tych komórek, 

między innymi na drodze hamowania odpowiedzi układu odpornościowego, 

zwiększania migracji i inwazyjności komórek nowotworowych oraz angiogenezy 

w guzie jest dobrze udokumentowane w różnych nowotworach (Vidyarthi i wsp. 2019, 

Mai wsp. 2021). Wykazano, że CD163+ GAMs wydzielają duże ilości plejotropiny 

(PTN), która oddziałuje z receptorem PTPRZ1 na powierzchni GSCs, co wspiera 

wzrost guza (Ma i wsp. 2021). Prosniak i wsp. (2013) pokazali, że poziom ekspresji 

CD163 koreluje ze stopniem złośliwości glejaków, a Annovazzi i wsp. (2017), że 

stopień infiltracji przez komórki CD163+ jest niekorzystnym czynnikiem 

prognostycznym u pacjentów z GBM, podczas gdy wyraźny był trend lepszych 

rokowań w przypadku pacjentów z niższym poziomem ARG-1 (Lisi i wsp. 2017). 

Podwyższoną ekspresję Arg-1 wykrywano w populacji CD11b+ wyizolowanej 

z mysich glejaków GL261 (Gabrusiewicz i wsp. 2011). Ekspresja iNos w komórkach 

Iba1+ może wskazywać na prozapalną aktywację tych komórek. Choć wiele 

doniesień wskazuje na przeciwnowotworowe działanie komórek mieloidalnych 

aktywowanych prozapalnie, to towarzyszący nowotworom stan zapalny może także 

wpływać na rozwój i progresję choroby (Pan i wsp. 2020). Wydzielane wówczas 

cytokiny i czynniki wzrostu wspierają proliferację komórek; ponadto obecność 

w mikrośrodowisku tlenku azotu sprzyja powstawaniu wtórnych uszkodzeń DNA 

(Boutilier i wsp. 2021). Istnieją także doniesienia wskazujące, że aktywowany 

prozapalnie mikroglej wspiera progresję glejaków złośliwych (Hailong i wsp. 2021). 
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Wydaje się zatem, że oba rodzaje aktywacji GAMs mogą być niekorzystnym 

czynnikiem w rozwoju GBM, jeśli aktywacja ta nie podlega ścisłej kontroli. Wyniki 

badań z wykorzystaniem transkryptomiki pojedynczych komórek wyjaśniają to 

zjawisko. Wśród komórek CD11b+ w glejakach GL261 wykrywano aktywowane 

prozapalnie, świeżo naciekające monocyty, z sygnaturą interferonową, które dopiero 

w guzie traciły fenotyp prozapalny i przekształcały się dojrzałe immunosupresyjne 

makrofagi. Wykrywano także pochodzące z monocytów komórki dendrytyczne, które 

pozostawały niedojrzałe i niefunkcjonalne (Ochocka i wsp. 2023). 

W niniejszej rozprawie wykazano, że wyciszenie ekspresji Spp1 prowadzi do 

ogólnego zahamowania aktywacji komórek mieloidalnych – zarówno ścieżki 

prozapalnej, jak i związanej z immunosupresją. Spadek ekspresji markerów stanu 

M1 i M2 może wskazywać na przynajmniej częściowy powrót GAMs do stanu 

przypominającego nadzorujące komórki mieloidalne. Jest to również spójne 

z obserwacją dr M. Kijewskiej, która zauważyła zmianę morfologii komórek Iba-1+ 

z ameboidalnej (świadczącej o silnej aktywacji) na bardziej rozgałęzioną 

(przypominającą mikroglej nadzorujący). Uzyskane wyniki wskazują, że możliwe jest 

ukierunkowane „wyłączanie” aktywności GAMs w guzie i Spp1 wydaje się być 

obiecującym celem terapeutycznym. Warto nadmienić, że choć w guzach shSpp1 

zaobserwowano różnice w produkcji wielu kanonicznych markerów 

charakterystycznych dla aktywowanych GAMs, to poziom białka Trem2, które 

uważane jest za marker komórek aktywowanych przeciwzapalnie, pozostawał bez 

zmian. Brak różnic w liczbie komórek Iba1+Trem2+ po wyciszeniu Spp1 świadczy 

o heterogenności komórek mieloidalnych naciekających glejaki i może wskazywać 

na silniejszy wpływ wyciszenia Spp1 na wybrane populacje GAMs, przypuszczalnie 

na monocyty napływające z obwodu, niż na rezydujący mikgroglej. 

Co ciekawe, odnotowano wzrost liczby komórek produkujących prozapalną 

cytokinę IL-1β w guzach shSpp1. Wpływ IL-1β na rozwój glejaka może być dwojaki 

– zahamowanie jej produkcji metodami inżynierii genetycznej prowadziło do 

ograniczenia napływu limfocytów do guza oraz zahamowania aktywacji ścieżek 

sygnałowych zależnych od interferonu, czego skutkiem była ucieczka guza spod 

nadzoru układu odpornościowego. Z kolei farmakologiczne hamowanie tej cytokiny 

zmniejszało napływ komórek mieloidalnych do guza i zwiększało przeżywalność 

myszy (Chen i wsp. 2022). Wykazano także jej wpływ na szczelność bariery krew-

mózg (poprzez wpływ na ekspresję genów odpowiadających za plastyczność 
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naczyń), co prowadzi do zwiększenia nacieku limfoidalnego i mieloidalnego 

z obwodu do guza (Al-Kharboosh i wsp. 2020). Należy jednak pamiętać, że IL-1β 

może być produkowana nie tylko przez GAMs, ale też inne komórki układu 

odpornościowego naciekające guza, takie jak komórki dendrytyczne, limfocyty B, 

neutrofile, komórki NK, a nawet komórki glejaka. Identyfikacja populacji komórek 

odpowiadających za obserwowany wzrost produkcji IL-1β wymagałaby dalszych 

badań.  

Choć nie wykazano wpływu wyciszenia Spp1 na akumulację komórek Iba1+ 

w guzie, to we krwi obwodowej szczurów z glejakiem shSpp1 obserwowano blisko 

dwukrotny wzrost odsetka komórek CD11b+ w stosunku do krwi zwierząt z glejakiem 

shNeg (p=0,057). Choć może to świadczyć o mobilizacji układu odpornościowego 

gospodarza i inicjacji odpowiedzi przeciwnowotworowej, nie określono typu aktywacji 

tych komórek. Guo i wsp. (2020) wykazali, że liczba prozapalnie aktywowanych 

monocytów w krwi obwodowej pacjentów z GBM była mniejsza w porównaniu do 

zdrowych kontroli, co świadczyło o gorszych właściwościach przeciwnowotworowych 

komórek krążących w krwi. Z kolei liczba monocytów z ekspresją markerów 

charakterystycznych dla fenotypu M2 była większa u pacjentów z glejakami, co 

wskazuje, że więcej komórek o właściwościach immunosupresyjnych mogło być 

rekrutowanych do guza i wspierać tam jego progresję.  

 

7.3.2.1 Heterogenność komórek mieloidalnych naciekających glejaki  

Początkowo uważano, że naciek mieloidalny towarzyszący glejakom 

złośliwym wynika z obecności immunosupresyjnych komórek mieloidalnych 

(o  fenotypie M2). Późniejsza analiza transkryptomów komórek CD11b+ izolowanych 

z ludzkich GBM i szczurzego glejaka C6 wykazała ekspresję genów 

charakterystycznych zarówno fenotypu pronowotworowego, jak 

i przeciwnowotworowego (Szulzewsky i wsp. 2015, Szulzewsky i wsp. 2016, Gieryng 

i wsp. 2017, Lisi i wsp. 2017). W naszych badaniach sortując komórki 

CD11b+CD45low koncentrowaliśmy się na mikrogleju i uzyskane wyniki wskazywały 

bardziej jednoznacznie na fenotyp immunosupresyjny i proliferację komórek. 

Opisana w niniejszej rozprawie obecność GAMs z ekspresją zarówno markerów pro-, 

jak i przeciwzapalnych jest zatem spójna z opublikowanymi później wynikami innych 

badaczy.  
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Wyniki ostatnich badań w modelach zwierzęcych glejaków z wykorzystaniem 

multiomiki pojedynczych komórek i z myszy transgenicznych, które umożliwiają 

prześledzenie rozwoju linii komórek wskazują, że GAMs stanowią heterogenną 

populację, która w zależności od pochodzenia nie tylko zasiedla inne obszary guza, 

ale także charakteryzuje się ekspresją różnych markerów, a różne grupy komórek 

pełnią inną rolę w progresji nowotworu (Bowman i wsp. 2016, Müller i wsp. 2017, 

Darmanisi wsp. 2017, Venteicher i wsp. 2017). Obserwuje się także heterogenność 

na poziomie pojedynczych komórek, w których może zachodzić koekspresja 

markerów charakterystycznych dla fenotypu M1 i M2, a także wysoka plastyczność 

umożliwiająca molekularne „przełączanie” między fenotypami (Orecchioni i wsp. 

2019). Wysoki stopień heterogenności komórek mieloidalnych w glejakach 

potwierdzają także najnowsze wyniki wykorzystujące scRNA-seq i CITE-seq (Xiao 

i wsp. 2022). W zależności m.in. od stadium nowotworu czy umiejscowienia komórek 

w guzie wykryto inny stosunek mikrogleju do napływających z obwodu monocytów 

i makrofagów, jak również różny wzór ekspresji markerów odpowiedzi prozapalnej 

i hamującej aktywność układu odpornościowego. Wykazano między innymi, że 

dominującą populację GAMs we początkowych stadiach rozwoju guzów stanowi 

rezydujący mikroglej, jednak z czasem większość GAMs stanowią komórki 

mieloidalne napływające z obwodu, które lokalizują się głównie w centrum guza, 

zwłaszcza obszarach charakteryzujących się wysokim poziomem hipoksji. Jest to 

zjawisko w szczególności obserwowane po wznowie, skorelowane z wysokim 

poziomem agresywności guza (Pombo Antunes i wsp. 2021, Ma i wsp. 2021). 

Badania przeprowadzone przez Chena i współautorów (2017) również potwierdziły, 

że mikroglej jako pierwszy napływa do guza i jest zlokalizowany głównie na obrzeżu 

glejaka, podczas gdy pochodzące ze szpiku kostnego makrofagi/monocyty są 

rekrutowane do guza nieco później i znajdowane są głównie w przestrzeni 

okołonaczyniowej i centrum guza.  

Choć poziom infiltracji glejaków o niższym i wyższym stopniu złośliwości przez 

mikroglej nie różni się znacząco, to liczba naciekających makrofagów jest istotnie 

wyższa w GBM w porównaniu do guzów łagodnych. Badania Brandenburga 

i współautorów (2017) wykazały, że wpływ mikrośrodowiska na polaryzację 

mikrogleju (CD11b+CD45niski) jest dużo mniejszy niż na populację makrofagów 

(CD11b+CD45wysoki). Autorzy postulowali, że makrofagi w TME stanowią bardziej 

heterogenną populację, wśród której występują zarówno komórki aktywowane 
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prozapalnie, jak i dużo liczniejsze komórki o fenotypie pronowotworowym, które 

odpowiadają za wywołanie stanu lokalnej i globalnej immunosupresji w glejakach 

złośliwych (Brandenburg i wsp. 2017, Vidyarthi i wsp. 2019). Również wyniki Ma 

i wsp. (2021) wskazują, że typ aktywacji GAMs jest ściśle powiązany z regionem ich 

występowania w guzie. W centrum guza wśród komórek mieloidalnych 

zaobserwowali się zarówno populację o fenotypie prozapalnym, jak i komórek 

charakteryzujących wysoką aktywnością szlaku sygnałowego PD-1/PD-1L, który 

odpowiada za osłabienie odpowiedzi układu odpornościowego i promowanie 

tolerancji immunologicznej. Z kolei GAMs występujące na obrzeżu guza wykazywały 

głównie właściwości immunosupresyjne z wysoką aktywnością ścieżki zależnej od 

NF-κB (Ma i wsp. 2021).  

Przedstawiona w niniejszej rozprawie analiza występowania komórek 

z ekspresją dwóch białek uznawanych za markery immunosupresji (Arg-1 i Trem-2) 

wykazała, że w guzach kontrolnych komórki Trem2+ lokalizowały się głównie na jego 

obrzeżu, z kolei liczba komórek z ekspresją Arg-1 na obrzeżu była niższa niż 

w centrum guza. Wykazano także, że oba markery nie ko-lokalizują, co świadczy 

o tym, że ulegają ekspresji w odrębnych populacjach komórek, potencjalnie o innym 

pochodzeniu. Wskazują na to również najnowsze badania z wykorzystaniem techniki 

scRNAseq przeprowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN, które 

wykazały, że mikroglej (Tmem119+) znajdowany jest głównie na obrzeżu guza, 

podczas gdy pochodzące ze szpiku monocyty/makrofagi lokalizują się głównie 

w centrum guza (Ochocka, Segit i wsp. 2021), co może odpowiadać 

zidentyfikowanym tu populacjom Arg-1+ i Trem2+. 

 

7.3.2.2 Udział Spp1 w regulacji nacieku wybranych populacji limfocytów 

w glejaku 

Zaobserwowana w glejakach shSpp1 modulacja aktywacji komórek 

mieloidalnych, jak również zwiększony napływ komórek IL-1β+ wskazują, że doszło 

do zmian w mikrośrodowisku. Liczne doniesienia wskazują, że większość GAMs 

w TME wydziela niewielkie ilości czynników kostymulujących oraz dużo cytokin 

przeciwzapalnych, co osłabia odpowiedź limfocytów T w GBM oraz indukuje napływ 

limfocytów Treg (Zhao i wsp. 2016, Pan i wsp. 2020, Lin i wsp. 2023). Indukcja 

immunosupresyjnego fenotypu GAMs hamuje migrację limfocytów T efektorowych, 

ich proliferację i wydajną odpowiedź przeciwnowotworową (Dumas i wsp. 2020). 
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GAMs mogą także bezpośrednio hamować proliferację limfocytów Tc (CD8+) poprzez 

wpływ na metabolizm L-argininy (przez arginazę-1 i iNOS) oraz produkcję 

reaktywnych form tlenu i azotu (Pan i wsp. 2020). Limfocyty Treg mogą z kolei 

hamować wydzielanie IFN-γ przez limfocyty Tc, a co za tym idzie ograniczać 

hamujące działanie tej cytokiny na GAMs i wpływać na utrzymanie populacji 

immunosupresyjnie aktywowanych komórek mieloidalnych w guzie (Pan i wsp. 

2020). Z kolei IL-1β może – samodzielnie lub z innymi cytokinami – działać 

bezpośrednio na komórki CD4+ oraz CD8+, co wpływa na różnicowanie limfocytów T. 

W badaniach na myszach Spp1-/- zaobserwowano zwiększoną przeciwnowotworową 

aktywność komórek CD4+ i CD8+ w krwi, guzie i śledzionie. Efekt ten może być 

wywołany bezpośrednio przez GAMs (poprzez wpływ na proliferację i właściwości 

efektorowe limfocytów) lub pośrednio, poprzez modulację funkcji limfocytów Treg 

(Wei i wsp. 2019).  

W niniejszej rozprawie nie stwierdzono jednak wpływu zahamowania produkcji 

Spp1 w glejaku na modulowanie nacieku limfoidalnego – wyciszenie Spp1 nie 

wpłynęło istotnie na akumulację komórek CD3+ (limfocyty T) i CD8+ (głównie limfocyty 

Tc, ale także DC i NK) w guzie. Mogło to być spowodowane tym, że komórki z shRNA 

(także kontrolne shNeg) mają podwyższona ekspresję inferferonów. Uzyskane 

w Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN wyniki pokazały wzrost czynników 

aktywacji limfocytów T i produkcji przez nie interferonu γ w sortowanych z guzów 

shSpp1 efektorowych limfocytach T (niepublikowane).  

Choć liczne doniesienia wskazują na pozytywną korelację między poziomem 

infiltracji przez limfocyty Tc a długością życia pacjentów z GBM, to wykazano, że 

komórki CD8+ izolowane z ludzkich glejaków złośliwych nie miały ekspresji 

cząsteczki CD25, co świadczy o braku ich aktywacji (Heimberger i wsp. 2008, Alexiou 

i wsp. 2013, Gieryng i wsp. 2017). Możliwe jest zatem, że w glejakach shSpp1 

zmniejsza się udział GAMs w tworzeniu środowiska immunosupresyjnego, co 

sprawia, że choć nie zmienia się ogólna liczba limfocytów Tc, to przywrócona zostaje 

ich aktywność i właściwości cytotoksyczne. Ważnym kierunkiem wydaje się zbadanie 

wpływu wyciszenia Spp1 na naciek i funkcje limfocytów Treg, co z powodów 

technicznych ograniczeń nie było możliwe w niniejszej rozprawie. 
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7.3.3 Wpływu różnych form Spp1 na wzrost guza in vivo  

Spp1 ma złożoną strukturę i złożony sposób ekspresji różnych izoform 

(Kijewska i wsp. 2017). W budowie Spp1 można wyróżnić trzy funkcjonalne domeny: 

motyw RGD wiążący się do integryn, miejsce cięcia przez trombinę (Arg168/Ser169) 

i C-koniec wiążący receptor CD44 (Yamaguchi i wsp. 2013). Plejotropowe działanie 

Spp1 wynika z faktu, że różne rejony Spp1 mogą oddziaływać z wieloma różnymi 

białkami i pełnić tym samym odmienne funkcje, a określenie kluczowych dla rozwoju 

nowotworów regionów Spp1 ma fundamentalne znaczenie w zrozumieniu biologii 

glejaków. 

Badania przeprowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN 

wykazały, że Spp1 produkowana przez prawidłowe fibroblasty indukuje odpowiedź 

zapalną, ale w komórkach glejaka białko ulega proteolitycznemu cięciu przez 

trombinę, MMP-3 i MMP-7, co prowadzi do powstania krótkiego, N-końcowego 

fragmentu Spp1. Fragment ten wydzielany jest poza komórkę i w TME może 

potencjalnie oddziaływać z różnymi komórkami, w tym GAMs, aktywując je bez 

indukcji stanu zapalnego (Ellert-Miklaszewska, Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016). 

Shao i wsp. (2014) wykazali także istotny udział proteolitycznego cięcia Spp1 przez 

trombinę w obrębie sekwencji 168RSKSKKFRR176 w regulacji migracji komórek 

dendrytycznych. Obecność krótkiego, N-końcowego fragmentu Spp1 wykrywano 

w czterech liniach komórkowych ludzkich GBM i w ludzkich glejakach złośliwych, ale 

nie w prawidłowych astrocytach (Yamaguchi i wsp. 2013, Ellert-Miklaszewska, 

Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016). Wykazano, że tak procesowana Spp1 silniej 

indukuje migrację i oporność na apoptozę komórek nowotworowych (Yamaguchi 

i wsp. 2013). Komórki glejaka z wyciszoną endogenną ekspresją Spp1 i jednoczesną 

nadekspresją Spp1 z punktową mutacją w miejscu cięcia przez trombinę 

(RSKRAH) miały zahamowaną produkcję N-końcowego, krótkiego fragmentu 

białka oraz ograniczoną zdolność do indukcji genów M2 w mikrogleju (Ellert-

Miklaszewska, Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016). Potranslacyjna obróbka Spp1 

przez trombinę i MMPs prowadzi do powstania nie tylko N-końcowego fragmentu, 

ale także do uwolnienia C-końcowych krótkich fragmentów o właściwościach 

chemotaktycznych, które mogą oddziaływać z innymi integrynami (Yamaguchi i wsp. 

2013, Shao i wsp. 2014). 

Innym przypuszczalnym mechanizmem zahamowania wzrostu guzów shSpp1 

jest oddziaływanie Spp1 z CD44 poprzez C-koniec białka. Receptory CD44 są 
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obecne na powierzchni komórek różnego typu i zaangażowane są w przekazywanie 

sygnałów od innych komórek lub ECM. Wiązanie Spp1 do receptorów CD44 może 

tym samym indukować migrację komórek. Ponadto C-koniec Spp1 ma zdolność do 

wiązania izoform v6 i v7 receptora CD44 w sposób niezależny od motywu RGD. 

Wpływa to na właściwości komórek macierzystych glejaka, a w niszach 

okołonaczyniowych wzmacnia macierzyste właściwości GSCs i wspiera wzrost guza 

(Kijewska i wsp. 2017, Pietras i wsp. 2014). Nie wykazano wpływu C-końcowego 

fragmentu Spp1 na aktywację GAMs – białko pozbawione tego rejonu wykazywało 

podobne działanie na mikroglej in vitro, co pełna forma białka (Ellert, Wiśniewski, 

Kijewska i wsp. 2016). 

Pronowotworowe działanie Spp1 może także opierać się na interakcji białka 

z receptorami integrynowymi poprzez motyw RGD. Badania przeprowadzone 

w Pracowni Neurobiologii Molekularnej wykazały, że oddziaływanie przez motyw 

RGD jest kluczowe w aktywacji mikrogleju. Wprowadzenie punktowej mutacji w tym 

obszarze (RGD  RGE) białka produkowanego w fibroblastach zahamowało 

indukcję genów związanych ze stanem zapalnym, zmiany morfologiczne 

w mikrogleju oraz jego zdolności fagocytarne, ale nie miało wpływu na ekspresję 

genów związanych z odpowiedzią przeciwzapalną. Świadczy to o tym, że Spp1 

produkowana przez komórki nienowotworowe indukuje głównie odpowiedź 

prozapalną w komórkach mieloidalnych (Ellert, Wiśniewski, Kijewska i wsp. 2016). 

W komórkach mikrogleju traktowanych pożywką znad komórek glejaka (GCM, ang. 

glioma conditioned medium) obserwowano fosforylację kinazy FAK będącej 

mediatorem ścieżek sygnałowych zależnych od integryn. Zablokowanie receptorów 

integrynowych na powierzchni mikrogleju peptydem RGD (działającym jako 

kompetetywny inhibitor) zahamowało fosforylację zarówno kinazy FAK, jak i kinaz 

poniżej w ścieżce sygnałowej: Akt i ERK oraz indukcję ekspresji genów M2 

w mikrogleju (Ellert, Wiśniewski, Kijewska i wsp. 2016). Komórki glejaka produkują 

zatem białka będące ligandami receptorów integrynowych i wykorzystują sygnały 

aktywujące mikroglej, niejako przeprojektowując je na swoją korzyść, tak, aby 

wywołać sprzyjający rozwojowi nowotworu stan immunosupresji w guzie. 

W niniejszej rozprawie przeprowadzono doświadczenie typu rescue mające 

na celu sprawdzenie, czy przywrócenie ekspresji Spp1 w komórkach z wyciszoną 

ekspresją Spp1 wpłynie na wzrost guza in vivo. Ekspresja wtSpp1 w komórkach ze 

stabilnie wyciszoną ekspresją endogennej Spp1 przywracała zdolność do wzrostu 
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guza. Ponadto wprowadzono konstrukty umożliwiające ekspresję różnych wariantów 

Spp1: z delecją regionu kodującego C-koniec białka (shSpp1 + ΔC), z mutacją 

wprowadzającą zmianę w miejscu cięcia przez trombinę (shSpp1 + mutRSK) oraz 

mutacją punktową w sekwencji kodującej motyw RGD (shSpp1 + mutRGDRGE). 

Ekspresja wariantu Spp1 z punktową mutacją w motywie RGD w komórkach 

pozbawionych Spp1, ale nie wariantu z mutacją w miejscu cięcia przez trombinę bądź 

z delecją C-końca białka, hamowała wzrost guza in vivo podobnie jak w guzach 

pozbawionych Spp1. Oznacza to, że choć funkcje biologiczne regulowane przez 

pozostałe regiony białka są bardzo istotne w wielu aspektach rozwoju nowotworu 

(takich jak adhezja, migracja czy oddziaływanie z GSCs), to w badanym modelu 

kluczową rolę we wzroście guza in vivo odgrywa motyw RGD Spp1 i jego 

oddziaływanie z docelowymi receptorami integrynowymi.  

Jest to spójne z obserwacjami Zhou i wsp. (2015), którzy wykazali, że 

periostyna (POSTN) wydzielana przez komórki glejaka jest jednym z kluczowych 

białek zaangażowanym w immunosupresyjną aktywację GAMs w glejakach, a także 

rekrutację komórek mieloidalnych do guza. Wyciszenie ekspresji POSTN prowadziło 

do zahamowania migracji komórek mieloidalnych, wzrostu ekspresji genów M1 

i spadku ekspresji genów M2, a zablokowanie wiązania białka do receptorów 

integrynowych z użyciem peptydu RGD bądź przeciwciała neutralizującego 

skierowanego przeciwko integrynom αvβ3 hamowało aktywację mikrogleju. 

Wykazanie kluczowej roli Spp1, Mfg-E8, a także Postn ujawniło nowe cele 

terapeutyczne w GBM i nowe strategie celujące w interakcje glejaka z mikroglejem. 

Działanie Spp1 jest plejotropowe i Spp1 wydzielana przez nienowotworowe 

komórki gospodarza ma inne znaczenie. Podwyższony poziom Spp1 obserwowano 

między innymi w GAMs, neutrofilach, MDSCs (Atai i wsp. 2011, Sangaletti i wsp. 

2014, Szulzewsky i wsp. 2018, Wei i wsp. 2019). a także astrocytach, zwłaszcza 

w okolicach nisz okołonaczyniowych (Katz i wsp. 2012). Wysoką ekspresję Spp1 

w GAMs wykryto w mysim glejaku wywoływanym genetycznie i wykazującym profil 

ekspresji genów zbliżony do proneuralnego GBM (Szulzewsky i wsp. 2015). 

Wykazano także, że GAMs zarówno z ludzkich GBM, jak i z mysich glejaków 

wykazywały ekspresję pozakomórkowej formy SPP1 (Szulzewsky i wsp. 2018). Chen 

i wsp. (2018) pokazali, że myszy pozbawione Spp1 w TME wykształcały większe 

guzy, a wydzielana przez GAMs Spp1 miała działanie proangiogenne oraz 

pozytywnie wpływała na przeżywalność komórek glejaka. Dane dotyczące 
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przeżywalności zwierząt pozbawionych Spp1 z glejakiem nie są jednak 

jednoznaczne. Badania Wei i współautorów (2019) wykazały, że myszy Spp1-/-, 

którym zaimplantowano komórki glejaka GL261 żyły istotnie dłużej niż myszy 

kontrolne, którym zaimplantowano te komórki. Ponadto ich guzy wykazywały 

znacznie słabszą infiltrację przez GAMs o fenotypie pronowotworowym niż guzy 

myszy kontrolnych, a także silniejszy naciek limfocytów T o właściwościach 

przeciwnowotworowych (CD8+ i CD4+) w śledzionie, krwi i guzie. Z kolei Szulzewsky 

i wsp. (2018) nie obserwowali różnic w długości życia myszy pozbawionych Spp1 

i kontrolnych po zaimplantowaniu komórek GL261. Wskazuje to kluczową rolę Spp1 

w biologii glejaków złośliwych i zwraca uwagę na konieczność wielokierunkowego 

myślenia o Spp1 jako celu terapeutycznym. 

 

7.3.4 Wpływ peptydu RGD na napływ i aktywację GAMs 

W niniejszej rozprawie zidentyfikowano motyw RGD Spp1 jako kluczowy dla 

wzrostu guza in vivo. Przeprowadzono doświadczenie, w którym komórki glejaka 

implantowano wraz z peptydem „RGD”, o sekwencji TQRGDIF bądź peptydem 

kontrolnym (ang. scrambled). Peptydy zawierające motyw RGD działają jako 

kompetytywne inhibitory, które blokują receptory αvβ3/β5 i α5β1 obecne na 

powierzchni wielu komórek i tym samym ograniczają działanie ligandów integryn 

(w tym Mfg-E8 i Spp1). Peptyd użyty w doświadczeniu w badaniach in vitro blokował 

ścieżki sygnałowe w mikrogleju stymulowanym GCM, hamował zmiany 

morfologiczne (ameboidalną transformację) oraz indukcję ekspresji genów 

charakterystycznych dla fenotypu M2 (Ellert-Miklaszewska, Wisniewski, Kijewska 

i wsp. 2016).  

Jednakże podanie peptydu RGD wraz z komórkami glejaka C6 nie miało 

wpływu na napływ komórek mieloidalnych do guza oraz funkcjonalny fenotyp tych 

komórek, a także na wielkość guza. Glejaki rosnące po podaniu peptydów RGD lub 

SCR charakteryzowały się podobnym naciekiem komórek mieloidalnych (Iba-1+). Co 

ciekawe stwierdzono słabszą akumulację GAMs po podaniu obu peptydów niż 

w kontrolnych glejakach (bez podania peptydu), komórki te nosiły też dużo słabsze 

znamiona aktywacji. Po podaniu peptydu nie obserwowano komórek Arg1+ w guzie, 

co wskazuje na zahamowanie immunosupresyjnej aktywacji GAMs. Możliwe jest, że 

peptyd SCR był nieoptymalny lub zmiany wywoływane przez peptyd RGD nie były 

wystarczająco silne lub trwale, aby zahamować wzrost guza. Nie porównano 
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wielkości guzów kontrolnych (bez peptydu) i tych wykształconych po podaniu 

peptydu SCR, nie mamy zatem pewności, czy sam peptyd SCR wpływał istotnie na 

wzrost guzów in vivo. Możliwe, że przetestowanie peptydu kontrolnego o innej 

sekwencji, modyfikacja stężeń peptydów lub sposobu podania przyniosłaby bardziej 

jednoznaczne odpowiedzi na pytania o skuteczność inhibicji oddziaływań ligandów 

integryn z ich receptorami in vivo. 

Pierwsze badania z użyciem peptydu zawierającego motyw RGD 

w nowotworach wykazały, że poprzez blokowanie integryn hamuje on inwazyjność 

komórek nowotworowych in vitro, przerzutowanie u myszy oraz angiogenezę (Danen 

i wsp. 2013, Ellert-Miklaszewska i wsp. 2020, Sani i wsp. 2021). Wprowadzono 

pewne modyfikacje w jego strukturze, mające na celu zwiększenie jego stabilności 

i antagonistycznego działania. Cylengityd (ang. Cilengitide), cykliczny peptyd 

zawierający motyw RGD, w badaniach przedklinicznych nad glejakami indukował 

śmierć zarówno komórek śródbłonka naczyń, jak i komórek nowotworowych, 

a podany myszom z glejakiem zmniejszał wzrost guza (Yamada i wsp. 2006). 

Efektywność cylengitydu (przy jednoczesnej niskiej toksyczności) obserwowano 

u pacjentów z GBM w badaniach klinicznych fazy I/IIa, zarówno po podaniu 

samodzielnym, jak i w połączeniu z radio- i chemioterapią (Kurozumi i wsp. 2012). 

Te obiecujące obserwacje nie przełożyły się jednak na poprawę rokowań dla 

pacjentów – w III fazie randomizowanych badań na dużej (powyżej 500 osób) grupie 

pacjentów podanie cylengitydu wraz z terapiami będącymi „złotym standardem” 

w leczeniu GBM nie zwiększyło przeżywalności pacjentów z nowozdiagnozowanym 

GBM z metylacją promotora MGMT (na podstawie 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00689221).  

Podobne rezultaty otrzymano po zastosowaniu Voloksimabu oraz 

MINT1526A: przeciwciał skierowanych przeciwko integrynom α5β1 (Weekes i wsp. 

2018, Bell-McGuinn i wsp. 2011). Przypuszczalnie niska skuteczność peptydów RGD 

wynika z krótkiego okresu półtrwania tych cząsteczek oraz ich szybkiego usuwania 

przez organizm pacjenta. Choć bariera krew-mózg w GBM ulega rozszczelnieniu, to 

w dalszym ciągu może stanowić pewną fizyczną barierę dla penetracji peptydu do 

układu nerwowego, co utrudniałoby osiągnięcie i utrzymanie terapeutycznego 

stężenia leku w guzie (Tucci i wsp. 2014, Ellert-Miklaszewska i wsp. 2020). Brak 

istotnego efektu terapeutycznego zmniejszył atrakcyjność hamowania ścieżek 

sygnałowych zależnych od integryn jako celu terapeutycznego, jednak obiecujący 
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wydaje się powrót do tej koncepcji przy wykorzystaniu nanotechnologii – zamknięcie 

cylengitydu w nanokapsułkach złożonych z heparyny i poloksameru powodowało 

bardziej wydajne przekraczanie leku przez barierę krew-mózg i zwiększoną jego 

akumulację w guzie w szczurzym modelu glejaka (Zhao i wsp. 2016). Obiecujące 

wydają się też badania nad małocząsteczkowym lekiem GLPG0187, który może 

blokować bardzo szerokie spektrum integryn i wykazuje skuteczność w badaniach 

przedklinicznych (Ellert-Miklaszewska i wsp. 2020). W dalszym ciągu prowadzone 

są też badania nad zaprojektowaniem nowych cząsteczek będących antagonistami 

integryn, które będą mogły pokonać wspomniane ograniczenia i wykażą większą 

biologiczną skuteczność. 
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8. PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

Glejaki złośliwe to agresywne nowotwory mózgu, które charakteryzuje wysoka 

heterogenność genetyczna i składu komórkowego, gdyż zawierają liczne komórki 

mieloidalne (GAMs). Komórki te pod wpływem czynników wydzielanych przez glejaki 

ulegają aktywacji i przekształcają się w komórki wspierające wzrost i inwazyjność 

guza oraz powodujące immunosupresję. Celem pracy była weryfikacja hipotezy 

o udziale wydzielanych przez glejaka białek Mfg-E8 i Spp1 w regulacji wzrostu 

guza, w szczególności w modulacji mikrośrodowiska glejaków złośliwych 

i odpowiedzi komórek układu odpornościowego. W prowadzonych badaniach 

wykorzystano komórki glejaka C6, które tworzą guzy u szczurów syngenicznych. 

Przeprowadzono szereg badań histologicznych i molekularnych, aby zbadać, jak 

zmienia się mikrośrodowisko glejaka jeśli w komórkach zostanie wyciszona 

ekspresja jednego z białek. Określono także molekularny mechanizm, poprzez który 

białka te wpływają na fenotyp komórek układu odpornościowego w mikrośrodowisku 

i blokują odpowiedź przeciwnowotworową. 

 

Wyniki przedstawione w rozprawie pozwalają na wysunięcie następujących 

wniosków: 

1. Glejaki C6 histologicznie i molekularnie przypominają podtyp Mes-

GBM ludzkich glejaków złośliwych i charakteryzują się akumulacją 

komórek mieloidalnych o fenotypie immunosupresyjnym.  

2. Wyciszenie ekspresji Spp1 lub Mfg-E8 hamuje wzrost szczurzego 

glejaka C6 in vivo, pomimo braku bezpośredniego wpływu na 

proliferację i żywotność tych komórek.  

3. Glejaki pozbawione Mfg-E8 wykazują zmniejszoną migrację w mózgu, 

co świadczy o istotnej roli Mfg-E8 we wspieraniu migracji komórek 

glejaka. 

4. Brak wydzielanych przez glejaka Spp1 i Mfg-E8 nie hamuje akumulacji 

GAMs w guzie, ale blokuje indukcję wspierającego nowotwór, 

immunosupresyjnego fenotypu. W przypadku glejaków pozbawionych 

Spp1 obserwowano podwyższoną ekspresję prozapalnej interleukiny 

1β, co może świadczyć o przywróceniu odpowiedzi komórek układu 

odpornościowego. Nie stwierdzono istotnego wpływu wyciszenia Spp1 
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na naciek limfoidalny, choć w guzach pozbawionych Mfg-E8 zwiększał 

się odsetek komórek CD3+ w guzie. 

5. Przywrócenie ekspresji Spp1 w komórkach shSpp1, ale nie wariantu 

z mutacją zmieniającą motyw RDG, przywracało wzrost guza, co 

potwierdza kluczową rolę przekaźnictwa Spp1-integryny we wzroście 

glejaka. 
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