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WYKAZ SKROTOW | SYMBOLI

APC (ang. antigen presenting cells) — komorki prezentujgce antygen

Arg-1 (ang. arginase-1) — arginaza 1

AS (ang. Adenosarcoma) — gruczolakomiesak

ATM (ang. ataxia telangiectasia  mutated)— kinaza  serynowo-treoninowa
aktywowana przez przerwania obu nici DNA

ATRX (ang. ATP-dependent chromatin-remodeling complex) — zalezny od ATP
kompleks przebudowujgcy chromatyne

BAMs (ang. CNS border-associated macrophages) — makrofagi okotonaczyniowe
bFGF (ang. basic fibroblast growth factor) — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw
BM-M® (ang. bone marrow-derived macrophages) — makrofagi pochodzace ze
szpiku

BrdU — bromodeoksyurydyna

BSA (ang. bovine serum albumin) — surowicza albumina bydleca

CAR-T (ang. chimeric antigen T cells receptors) — komorki T z receptorem antygenu
chimerowego

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

CD (ang. cluster of differentiation) — antygen réznicowania komérkowego

CDKs (ang. cyclin-dependent kinases) — kinazy cyklinozalezne

cDNA (ang. complementary DNA) — komplementarny DNA

CITE-seq (ang. Cellular Indexing of Transcripfomes and Epitopes by Sequencing) —
scRNA-seq z jednoczesnym oznaczeniem panelu biatek powierzchniowych

COX2 (ang. cyclooxygenase-2) — cyklooksygenaza 2

CSF-1R (ang. colony stimulating factor 1 receptor) — receptor czynnika
stymulujgcego kolonie makrofagow

CSF-2R (ang. colony stimulating factor 2 receptor) — receptor czynnika
stymulujgcego kolonie granulocytéw i makrofagow

CT (ang. treshold cycle) — cykl progowy

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

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

DAB - 3,3’-diaminobenzydyna

DAPI — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol



DC (ang. dendritic cells) — komorki dendrytyczne

DDR (ang. DNA Damage Response) — sciezka odpowiedzi na uszkodzenia DNA
DEPC - piroweglanu dietylu

DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) — pozywka Eagle’a w modyfikaciji
Dulbecco

DMF — N,N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

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

EAE (ang. experimental autoimmune encephalomyelitis) — autoimmunizacyjne
zapalenie mozgu i rdzenia

ECM (ang. extracellular matrix) — macierz zewnatrzkomorkowa

EDTA — kwas wersenowy

EGF (ang. epidermal growth factor) — naskorkowy czynnik wzrostu

EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) — receptor nabtonkowego czynnika
wzrostu

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

EMT (ang. epithelial-mesenchymal transition) — przejscie epitelialno-
mezenchymalne

ERK (ang. extracellular signal-regulated kinases) — kinaza regulowana przez sygnaty
zewngtrzkomorkowe

ETA1 (ang. Early T Lymphocyte Activation Protein 1) — biatko wczesnej aktywacii
limfocytow T

FAK (ang. focal adhesion kinase) — kinaza ptytek przylegania

FasL —ligand Fas

FITC (ang. fluorescein isothiocyanate) — izocyjanian fluoresceiny

FIZZ1 (ang. Resistin-like molecule a lub found In inflammatory zone 1) — biatko
podobne do rezystyny

FoxP3 (ang. forkhead box P3) —czynnik transkrypcyjny

Gal-3 — galektyna 3

GAMs (ang. glioma associated myeloid cells) — komérki mieloidalne towarzyszace
glejakom

GBM (tac. Glioblastoma) — glejak wielopostaciowy

GCM (ang. glioma conditioned medium) — pozywka znad komoérek glejaka
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G-CSF/CSF-3 (ang. Granulocyte colony-stimulating factor/ colony stimulating factor
3) — czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytow

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

GFP (ang. green fluorescent protein) — biatko 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 granulocytéw i makrofagow
G-MDSCs (ang. granulocytic-MDSCs) — granulocytarne mieloidalne komorki
supresorowe

GSC (ang. glioma stem-like cells) — komorki macierzyste glejaka

HBSS (ang. Hanks’ balanced salt solution) — zbalansowany roztwér soli Hanka
HGF/SF (ang. hepatocyte growth factor/scatter factor) — czynnik wzrostu
hepatocytow/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
komdrek mieloidalnych

ICAM (ang. intercellular adhesion molecule) — miedzykomoérkowa molekuta
adhezyjna

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

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

IFN-y — interferon y

Ilg — immunoglobulina

IL (ang. interleukin) — interleukina

IL-1RA (ang. interleukin-1 receptor antagonist) — antagonista receptora IL-1
IL-2Ra/CD25 (ang. membrane-resident interleukin-2 receptor a) — receptor dla
interleukiny 2, podjednostka a (CD25)

IMCs (ang. immature myeloid cells) — niedojrzate komorki mieloidalne

INK4a (ang. inhibitor of CDK4) —inhibitor kinaz cyklinozaleznych 4a

iINOS (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 aM

LAP (ang. latency-associated peptide) — peptyd zwigzany z latencjg

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

LPS - lipopolisacharyd

LTR (ang. long terminal repeat) — dtugie powtérzenia koncowe

Ly-6 (ang. lymphocyte antigen-6) — antygen 6 limfocytéw

MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases) — kinaza biatkowa aktywowana
mitogenami

MCPs (ang. monocyte chemotactic proteins) — biatka chemotaktyczne monocytéw
M-CSF/CSF-1 (ang. macrophage colony-stimulating factor/ Colony stimulating factor
1) — czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii makrofagow

MDSCs (ang. myeloid-derived suppressor cells) — mieloidalne komorki supresorowe
Mes-GBM (ang. mesenchymal glioblastoma) — podtyp mezenchymalny glejaka
wielopostaciowego

MFG-ES8 (ang. milk fat globule-epidermal growth factor 8) — laktadheryna

MHC (ang. major histocompatibility complex class) — gtdwny kompleks zgodnosci
tkankowej

MIP-1 (ang. macrophage inflammatory protein-1) — biatko zapalne makrofagow

M-MDSCs (ang. monocytic-MDSCs) — monocytarne mieloidalne komorki
supresorowe

MMPs (ang. matrix metalloproteinases) — metaloproteinazy macierzy
zewngtrzkomorkowej

MR (ang. mannose receptor) — receptor mannozowy

MT1-MMP (ang. membrane type 1 matrix metalloproteinase) — zwigzana z btong
metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomérkowej 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 cieleca

NF1 (ang. neurofibromin 1) — neurofibromina 1

NFkB (ang. nuclear factor kappa Light chain enhancer of activated B cells) — czynnik
transkrypcyjny, czynnik jgdrowy kB

OPN - osteopontyna
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OSF-2 (ang. osteoblast-specific factor 2) — czynnik specyficzny dla osteoblastéw
OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PBS (ang. phosphate buffered saline) — buforowana fosforanem sal fizjologiczna
PD1 (ang. programmed cell death protein) — biatko programowanej smierci
komérkowej

PDGF (ang. platelet-derived growth factor) — ptytkopochodny czynnik wzrostu
PDGFRa (ang. platelet-derived growth factor receptor a) — receptor czynnika wzrostu
pochodzenia ptytkowego a

PD-L1 (ang. PD-ligand 1) — ligand biatka PD

PE (ang. phosphatidylethanoloamin) — fosfatydyloetanoloamina

PFA — paraformaldehyd

PGE2 — prostaglandyna E2

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

PMN-MDSCs (ang. polymorphonuclear-MDSCs) — wielojgdrowe mieloidalne komorki
supresorowe

PMP (ang. platelet microparticles) — mikropecherzyki

PMSF (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride) — fluorek fenylometylosulfonylu

POSTN — periostyna

PRR (ang. pattern recognition receptors) — receptory rozpoznajgcych wzorce

PS (ang. phosphatidylserine) — fosfatydyloseryna

PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten) — biatko
supresorowe z aktywnoscecig fosfatazy

gPCR (ang. quantitative real-time PCR) — ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym
Ras (ang. Rat Sarcoma Virus) — biatko o aktywnosci GTPazy

Rb (ang. Rb protein, retinoblastoma protein) — biatko retinoblastoma

RET (ang. Rearranged during Transfection) — protoonkogen rearanzowany 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 przytgczania sie 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 komoérek

SDS - dodecylosiarczan (VI) sodu

SEGA (ang. subependymal giant cell astrocytoma) — podwysciétkowe gwiazdziaki
olbrzymiokomérkowe

shRNA (ang. short hairpin RNA) — krétkie fragment RNA o strukturze szpilki
SIBLINGS (ang. small integrin- binding ligand N- linked glycoproteins) — rodzina
matych N-glikozylowanych biatek oddziatujgcych z integrynami

SPP1 (ang. Secreted Phosphoprotein 1) — wydzielane fosforylowane biatko 1,
osteopontyna

STAT (ang. signal transducers and activators of transcription) — przekazniki sygnatu
i aktywatory transkrypcji, rodzina czynnikow transkrypcyjnych

TAMs (ang. tumor associated macrophages) — makrofagi towarzyszgce nowotworom
Tc (ang. T cytotoxic) — limfocyty T cytotoksyczne

TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas) — repozytorium zawierajgce dane
genomiczne nowotworéw

TGF-B (ang. transforming growth factor ) — transformujgcy czynnik wzrostu 3
Tgm2 — transglutaminaza 2

Th (ang. T helper) — limfocyty T pomocnicze

Tie-2 (ang. endothelium-specific receptor tyrosine kinase 2) — kinaza tyrozynowa
specyficzna dla srédbtonka naczyn

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

TME (ang. tumor microenvironment) — mikrosrodowisko 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
komorkach mieloidalnych 2

uPA (ang. urokinase plazminogen activator) — urokinaza aktywatora plazminogenu
VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn
VWF — czynnik von Willebranda

WHO (ang. World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia
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Whnt (ang. wingless typed) — szlak przekazywania sygnatu zaangazowany w rozwoj i
nowotworzenie

WPRE (ang. post-transcriptional regulatory element) — potranskrypcyjny element
regulatorowy

PRZYJETY SYSTEM ZAPISU NAZW GENOW | BIALEK (na przyktadzie MFG-ES,
ale stosowany dla wiekszosci uzywanych w tekscie genow i biatek):

MFG-E8 — ludzkie biatko (drukowane litery);

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

Mfg-E8 — biatko kregowcow z wykluczeniem cztowieka (tylko pierwsza wielka litera);
Mfg-E8 — gen kregowcow z wykluczeniem cziowieka (tylko pierwsza wielka litera,

kursywa).
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1. STRESZCZENIE

Glejaki ztosliwe to najczesciej wystepujgce nowotwory osrodkowego ukfadu
nerwowego, wsrod ktérych najbardziej agresywny jest glejak wielopostaciowy (GBM,
tac. glioblastoma). Obecnie leczenie pacjentow z GBM obejmuje maksymalng
resekcjg guza oraz radio- i chemioterapie z wykorzystaniem temozolomidu.
Jednakze z powodu dyfuzyjnego wzrostu catkowita chirurgiczna resekcja jest
utrudniona, a bariera krew-mozg ogranicza penetracje niektérych lekow. Sprawia to,
ze skutecznosc¢ terapii jest bardzo niska i Srednia dlugos¢ przezycia pacjentow
z GBM wynosi 15 miesiecy. Wielkoskalowa analiza ekspresji gendw wykonana
w oparciu o dane zgromadzone w bazie TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas)
wykazata réznice w profilach ekspresji gendw w GBM, dzieki ktérym wyodrebniono
trzy podtypy molekularne GBM: proneuralny, mezenchymalny (Mes-GBM)
i klasyczny. Mes-GBM jest najbardziej agresywny i charakteryzuje sie silnym
naciekiem komoérek mieloidalnych tworzgcych specyficzne mikrosrodowisko guza
(TME, ang. tumor microenvironment).

W glejakach komorki nienowotworowe w TME ulegajg przeprogramowaniu
i wspierajg wzrost guza, angiogeneze i uczestniczg w tworzeniu immunosupresiji.
Szczegdlnie licznie w TME reprezentowane sg komoérki mieloidalne: mikroglej
i naciekajgce z obwodu monocyty/makrofagi (kolektywnie nazywane GAMs, ang.
Glioma-associated myeloid cells), ktore w glejakach wspierajg wzrost nowotworu.
W Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN zidentyfikowano biatka wydzielane
przez glejaka C6: osteopontyne (Spp1) i laktadheryne (Mfg-E8) jako potencjalne
czynniki zaangazowane w polaryzacje GAMs. Spp1 i Mfg-E8 sg ligandami integryn,
a wzrost ich ekspresji obserwuje sie w wielu typach nowotworow.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta ocena roli obu biatek
w patogenezie glejaka ztosliwego, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich udziatu
w modulacji TME. Wykorzystano model szczurzego glejaka C6, ktory
histopatologicznie wykazuje wiele podobienstw do ludzkich GBM. Aby okresli¢
stopien podobienstwa szczurzego glejaka do ludzkich GBM, przeanalizowano
globalne zmiany ekspresji gendéw oraz poréwnano je do sygnatur
charakterystycznych dla podtypéw ludzkich GBM, wykazujgc najwieksze
podobienstwo glejaka C6 do Mes-GBM. Analiza genow ulegajgcych ekspres;ji
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w mikrogleju izolowanym z glejaka C6 potwierdzita immunosupresyjny i wspierajgcy
nowotwor fenotyp tych komorek.

Aby zweryfikowac hipoteze o udziale Spp1 i Mfg-E8 w przeprogramowaniu
i aktywacji GAMs, wykorzystano linie komérkowe glejaka C6 ze stabilnie wyciszong
ekspresja Spp?1 i Mfg-E8. Stwierdzono znaczne zahamowanie wzrostu guzéw
pozbawionych Spp1 i Mfg-E8 in vivo. W guzach pozbawionych Mfg-E8 obserwowano
zmniejszenie migracji komoérek glejaka. Przeprowadzana analiza fenotypu GAMs
(poprzez immunocytochemiczng ocene obecnosci specyficznych markerow)
wykazata, ze oba biatka zaangazowane sg w indukcje pronowotworowego,
immunosupresyjnego fenotypu. Wyciszenie Spp1 hamowato aktywacje komoérek
mieloidalnych, co moze wskazywac na przynajmniej ich czesciowy powr6t do stanu
przypominajgcego ,nadzorujgcy”. W przypadku guzéw pozbawionych Mfg-E8
obserwowano ponadto wzrost odsetka komoérek CD3* w guzie. W guzach
pozbawionych Spp1 obserwowano wzrost odsetka komorek z ekspresje prozapalnej
IL-1B, co moze swiadczyC o inicjacji odpowiedzi zapalnej. Analiza komérek Arg-1*
i Trem2* w guzach kontrolnych wykazata, ze markery sg obecne w odrebnych
populacjach komérek mieloidalnych wystepujgcych w réznych obszarach guza, co
potwierdza heterogenno$¢ GAMs w glejaku.

Zidentyfikowano motyw w czgsteczce Spp1, ktory ma kluczowe znaczenie dla
wzrostu guza. Przeprowadzono doswiadczenia typu rescue, w ktérych wykorzystano
konstrukty kodujgce rézne warianty Spp1. Przywrdcenie ekspresji prawidtowej Spp1
przywracato wzrost guza. Podobny wptyw miata transfekcja wariantéw Spp1
z mutacjg w miejscu ciecia przez trombine bgdz z delecjg regionu C-koncowego.
Z kolei przywrocenie ekspresji wariantu Spp1 z punktowg mutacjg w motywie RGD
nie przywracato wzrostu guza, co potwierdza kluczowg role motywu RGD
w interakcjach z komérkami TME. Podanie peptydu z motywem RGD, ktéry in vitro
hamowat aktywacje mikrogleju przez glejaka dziatajgc jako kompetetywny inhibitor
oddziatywania Spp1 i Mfg-E8 =z integrynami, nie wptyneto na wielkos¢ guza
i aktywacje mikrogleju in vivo w poréwnaniu do peptydu kontrolnego (SCR).

Podsumowujgc, wykazano, ze produkowane przez glejaka Spp1 i Mfg-E8 sg
kluczowe dla wzrostu guza in vivo oraz modulacji TME, szczegdlnie dla aktywaciji
komorek mieloidalnych infiltrujgcych guzy. ChoC rozne regiony Spp1 sg istotne
w wielu aspektach rozwoju nowotworu (takich jak adhezja, migracja czy

oddziatywanie z GSCs), to w badanym modelu kluczowg role we wzroscie guza in
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vivo odgrywa motyw RGD Spp1 i jego oddziatywania 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 13 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-ES8, 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. WSTEP

3.1Glejaki — ogolna charakterystyka i etiologia

Glejaki (tac. glioma) to najczesciej wystepujgce nowotwory osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN) pochodzgce ze zmienionych nowotworowo neuronalnych
komérek macierzystych lub prekursorow komorek glejowych (Alcantara Llaguno
i Parada, 2016; Alcantara Llaguno i wsp. 2015, llkanizadeh i wsp. 2014). Zgodnie
z kryteriami przyjetymi przez Swiatowg Organizacje Zdrowia (WHO ang. World
Health Organization), na podstawie przynaleznosci do typu komorek glejowych oraz
cech histopatologicznych, takich jak: indeks mitotyczny, stopieh unaczynienia
i morfologia komorek, wyroznia sie nowotwory gleju gwiazdzistego — gwiazdziaki
(astrocytoma), gleju skgpowypustkowego — skgpodrzewiaki (oligodendroglioma)
oraz gleju wyscietajgcego komory mozgu i kanatu rdzenia kregowego — wysciotczaki
(ependymoma) (Louis i wsp. 2007). Wiekszos¢, bo okoto 70% diagnozowanych
glejakéw, stanowig gwiazdziaki. Klasyfikacja przyjeta przez WHO obejmuje takze
czterostopniowy podziat glejakdéw ze wzgledu na stopieh ztosliwosci. Do fagodnych
nowotworow o ograniczonym wzroscie (| stopien ztosliwosci wg. WHO) naleza:
gwiazdziaki wiosowatokomérkowe (pilocytic astrocytoma) i podwysciotkowe
gwiazdziaki olbrzymiokomérkowe (subependymal giant cell astrocytoma, SEGA).
Wsrdd glejakow |l stopnia WHO wyrdznia sie: gwiazdziaki wiosowato$luzakowate
(pilomyxoid  astrocytoma),  gwiazdziaki rozlane  (diffuse  astrocytoma)
i zOttakogwiazdziaki pleomorficzne (pleomorphic xanthoastrocytoma) wykazujgce
atypie cytologiczng. Gwiazdziaki o wysokim stopniu ztosliwoéci, o naciekajgcym
charakterze, wykazujgce anaplazje oraz wysokg aktywnos¢ mitotyczng
zakwalifikowano do Il stopnia WHO reprezentowanego przez gwiazdziaki
anaplastyczne (anaplastic astrocytoma) i IV stopnia WHO, do ktérego naleza: glejaki
wielopostaciowe (dawniej glioblastoma multiforme, GBM; obecnie glioblastoma),
glejakomiesaki (gliosarcoma) i glejaki wielopostaciowe olbrzymiokomorkowe (giant
cell glioblastoma) (Loius i wsp. 2007; Kordek 2010; Westphal i Lamszus, 2011).

W Polsce rocznie odnotowuje sie okoto 1300 nowych przypadkow glejakow,
z czego 600 stanowig glejaki o wysokim stopniu ztosliwosci — glioblastoma (na
podstawie danych Narodowego Funduszu Zdrowia). Glejaki IV stopnia WHO
charakteryzujg sie zroznicowaniem morfologicznym komorek i atypig jadra
komdrkowego, obecnoscig licznych ognisk nekrozy pseudopalisadowej, wysokim
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indeksem mitotycznym oraz silnym unaczynieniem (obecne sg licznie mikronaczynia
i naczynia kiebuszkowate) (Louis i wsp. 2007; Wen i Kesari, 2008). W$rdod nich
najczesciej diagnozowana jest glioblastoma (GBM) — nowotwdér, ktory stanowi 12-
15% wszystkich nowotworow osrodkowego uktadu nerwowego i 60-75%
nowotworéw pochodzenia astrocytarnego (Ohgaki i Kleihues 2007). Dane
statystyczne wskazujg na wyzszg zachorowalnos¢ mezczyzn niz kobiet (1,6:1) (Yang
i wsp. 2019a).

Gwian:l.?_ia!ki Gwiaddziaki i skapodrzewiaki rozlane GwiaZdziaki rozlane i glejaki wielopostaciows
o ;.““?'F:LH o I1'i 11l stopien ztosliwosci WHO IV stopnia ziodliwoici WHO
Mutacja l l l l l l
IDH | Obecna | Obecna | | Brak ‘ | Brak | | Checna | | Brak |
iazdzi Utrata l l l J‘ l
Guwiazdziak | | Nie | | Tak | | Nie | | Nie | | Tak |
whosowato- jadrowego
komdrkowy ATRX I \
Kodelecja | Chbecna || Brak |
1pfi9q
Podwysciotkowy _
gwiaidziak Mutacja Obecna
olbrzymiockomorkowy H3-K27M l
Sﬁif:crjz;rsi:ﬁ z G:r.:i-l?-lz'tc;ztijzk Gwiréﬂziak GBM IDH CBM 2 Gle_iafk r;;l;ny.linii
: - it tacia IDH|| PoSrodkowej z
Rozpoznanie kodelecjg 1pf19q| IDH WHO || prawidtowy prﬁ:uﬁw m?,.!.q—féqr.,r mutacjg H3-K27M
WHO I lub I I b 10 WHO I lub 11 WHO IV

Ryc. 1. Schemat podsumowujgcy aktualne wytyczne Swiatowej Organizacji Zdrowia
w diagnozowania glejakdw (na podstawie Louis i wsp. 2016). Rozpoznanie opiera sie na
badaniu histopatologicznym wspomaganym badaniami markeréw genetycznych takich jak

mutacja w genie IDH1/2.

GBM jest najbardziej agresywnym nowotworem wsréd glejakéw, gdyz
z powodu dyfuzyjnego wzrostu silnie infiltruje parenchyme mozgu, co utrudnia
chirurgiczng resekcje guza. Obecnie terapia GBM poza maksymalng resekcjg guza
obejmuje radio- i chemioterapie z wykorzystaniem temozolomidu, jednak nie jest to
leczenie skuteczne i Srednia dtugos¢ przezycia pacjentow z GBM wynosi 15 miesiecy
(Stupp i wsp. 2014; Vigneswaran i wsp. 2015). U 90% operowanych pacjentéw
nastepuje szybki nawrot choroby, zas ponowna resekcja jest mozliwa w zaledwie
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25% przypadkéw (Bloch i wsp. 2012). Ponowny wzrost guza najczesciej obserwuje
sie w rejonie jego pierwotnej lokalizacji, ale réwniez w miejscach odlegtych
w stosunku do pierwotnego nowotworu, np. w kontralateralnej poétkuli (Holland,
2000).

Préby zastosowania immunoterapii z wykorzystaniem przeciwciat
rozpoznajgcych biatko programowanej Smierci komérkowej (PD1, ang. programmed
cell death protein) oraz ligand biatka PD1 (PD-L1, ang. PD-ligand 1) nie przyniosty
obiecujgcych wynikébw w leczeniu GBM, mimo udokumentowanego dziatania
w innych guzach litych (Wang i wsp. 2016, Daubon i wsp. 2020, Reardon i wsp.
2020). Terapie ztosliwych guzéw mozgu utrudnia rowniez fakt, ze ze wzgledu na
wysokg heterogennosc na poziomie molekularnym i komorkowym pewna populacja
komérek nowotworowych pozostaje oporna na stosowane chemioterapeutyki
i odpowiada za wznowe choroby. Ponadto w poczgtkowych stadiach choroby
nowotwor czesto rozwija sie bezobjawowo i nim wdrozone zostanie leczenie, guz
osigga duze rozmiary. Z tych powodow, mimo pewnych postepdw w terapii glejakow,
GBM nadal charakteryzuje sie bardzo wysokg smiertelnoscig siegajgcg 95% w ciggu
5 lat od rozpoznania klinicznego (Preusser i wsp. 2011; Shir i wsp. 2011). Obecnie
trwajg badania kliniczne Ill fazy z wykorzystaniem przeciwciat anty-PD-L1 przy
jednoczesnym blokowaniu biatka CTLA4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte associated
protein 4), co prowadzi¢ ma do reaktywac;ji funkcji limfocytow T w guzie u pacjentow
ze wznowg GBM (na podstawie https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02017717).

Innym atrakcyjnym celem terapeutycznym sg receptorowe kinazy tyrozynowe (RTK,
ang. receptor tyrosine kinase), ktére regulujg kluczowe dla komorki procesy, takie jak
podziat, roznicowanie, przezywalnos¢, migracja i metabolizm. W badaniach
klinicznych testuje sie obecnie inhibitory kinaz RTK oraz zwigzanych z nimi sciezek
sygnatowych (Ras/MAPK/ERK oraz Ras/PI3K/AKT) (Alexandru i wsp. 2020).

3.2 Molekularne mechanizmy rozwoju glioblastoma

Ze wzgledu na réznice genetyczne i biologiczne wyréznia sie pierwotne GBM,
ktore powstajg de novo oraz wtérne GBM, rozwijajace sie z glejakdw o nizszym
stopniu ztosliwosci (Furnari i wsp. 2007; Wen i Kesari, 2008). Typ pierwotny pojawia
sie najczesciej u pacjentow miedzy 55 a 65 rokiem zycia i dotyczy wiekszosci (ok.
95%) diagnozowanych przypadkéw. Charakteryzuje sie krotkim czasem rozwoju
objawéw klinicznych i gorszymi rokowaniami dla pacjentow (Louis i wsp. 2007).
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Z kolei wtdrna posta¢ GBM spotykana jest u mtodszych pacjentéw (ponizej 50 roku
zycia) i wigze sie z lepszg prognozg (mediana przezycia dtuzsza o 3 miesigce).
Wtérne GBM rozwijajg sie najczesciej z gwiazdziakow anaplastycznych, rzadziej
w wyniku transformacji gwiazdziakow rozlanych (gwiazdziaka tucznokomorkowego
lub widknistego). Sredni czas transformacji w przypadku glejakéw Il stopnia
ztosliwosci do GBM wynosi ok. 5 lat, za$ gwiazdziakéw anaplastycznych (Il stopien
WHO) okoto 18 miesiecy (Ohgaki i Kleihues, 2005). Okoto 70% gwiazdziakow
o niskim stopniu ztosliwosci moze ulec transformacji do guzéw ztosliwych w 5-10 lat
od postawienia diagnozy.

W obrazie histopatologicznym glejaki pierwotne i wtérne sg nie do
odréznienia, jednak pod wzgledem molekularnym stanowig odrebne jednostki
chorobowe. Pierwotne GBM cechujg zmiany molekularne, takie jak: amplifikacja
genu EGFR kodujgcego receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR, ang.
epidermal growth factor receptor) (wystepujaca w 36% przypadkéw), delecja genu
supresorowego p716/NK4A kontrolujgcego wzrost komorek przez inhibicje kinaz
zaleznych od cyklin CDK4 i CDK6 (w 31% przypadkéw) oraz mutacja genu
supresorowego PTEN (w 25% przypadkéw). We wtornych GBM stwierdza sie
obecnos¢é mutacji w genie TP53 (60% przypadkow), podwyzszong ekspresje genu
PDGFRa kodujgcego receptor czynnika wzrostu pochodzenia ptytkowego PDGFRa
(ang. platelet-derived growth factor receptor a) oraz mutacje w genach IDH1 i IDHZ2
kodujgcych dehydrogenazy izocytrynianowe 1 i 2 (ang. isocitrate dehydrogenase)
(Tabatabai i wsp. 2010; Vigneswaran i wsp. 2015; Preusser i wsp. 2015). Pomimo
roznic na poziomie molekularnym, GBM pierwotne i wtdrne wykazujg dos¢ podobne
odpowiedzi na konwencjonalne terapie (Fisher i wsp. 2007; Furnari i wsp. 2007;
Wang i Jiang, 2013).

Wielkoskalowa analiza ekspresji gendw wykonana w oparciu o dane
zgromadzone w bazie TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas) wykazata réznice
w profilach ekspresji genéw skorelowane ze zmianami w genach EGFR, NF1 (ang.
Neurofibromin 1), PDGFRa i IDH1/2 w glejakach ztosliwych, co doprowadzito do
wyodrebnienia czterech podtypéw molekularnych GBM: proneuralnego,
mezenchymalnego, klasycznego i neuralnego (Brennan, 2011; Phillips i wsp. 2006;
Verhaak i wsp. 2010). Z wyrdzniania podtypu neuralnego pozniej zrezygnowano
stwierdzajgc ekspresje grupy gendw bedacych ,sygnaturg” prawidtowych komorek

mozgu. Podtypy na poziomie klinicznym réznig sie agresywnoscig, tempem progresiji
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nowotworu i rokowaniami dla pacjentéw. Podtyp mezenchymalny (Mes-GBM)
zwigzany jest z mutacjami gendw NF1, TP53, INK4a/ARF i wysokg ekspresjg biatek
zaangazowanych w angiogeneze. Stwierdzono zwigkszong wrazliwo$¢ Mes-GBM na
dziatanie inhibitoréw szlakéw przekaznictwa z udziatem biatek Ras, PI3K oraz
inhibitorow angiogenezy. W podtypie klasycznym wystepujg mutacje gendéw
kodujgcych biatka PTEN i INK4a/ARF, amplifikacja genu EGFR oraz wieksza
wrazliwos¢ na dziatanie klasycznych lekow i radioterapie. Podtyp proneuralny
charakteryzuje obecnos¢ mutacji w genach IDH i TP53, amplifikacja genow
PDGFRA, PDGFRB i MET oraz wrazliwo$s¢ na dziatanie inhibitoréw szlakow
angazujgcych HIF-1, PI3K i PDGFRA. Wsrdod wyrdznionych podtypow, Mes-GBM
charakteryzuje sie najwiekszg agresywnoscig i opornoscig na standardowe terapie
przeciwnowotworowe (Verhaak i wsp. 2010). Z kolei Ceccarelli i wsp. (2016)
zaproponowali kolejng klasyfikacje glejakéw, wyrdzniajgcag 7 podtypow, wzbogacong
w analize danych dotyczgcych metylacji DNA oraz niektérych mutacji (np. IDH1).
Klasyfikacje oparte na kryteriach molekularnych mogg by¢ uzyteczne przy tworzeniu
spersonalizowanych terapii dla pacjentow z GBM.

3.3Rola mikrosrodowiska w patogenezie glejakéw ztosliwych

Glejaki ztosliwe sg nowotworami bardzo heterogennymi, nie tylko na poziomie
molekularnym, ale réwniez na poziomie skfadu komodrkowego. W guzie, poza
komérkami nowotworowymi, licznie wystepujg tez inne typy komorek, takie jak
komoérki uktadu odpornosciowego, komorki budujgce naczynia krwionosne oraz
astrocyty (Fecciiwsp. 2006; Lohriwsp. 2011; Wainwright i wsp. 2013, de Vlaeminck,
2016), ktére wraz z macierzg zewnatrzkomérkowg (ECM, ang. extracellular matrix)
tworzg swoistg nisze nazywang mikrosrodowiskiem nowotworu (TME, ang. tumor
microenvironment). Silny naciek roznych komoérek jest spowodowany wydzielaniem
przez komorki glejaka szeregu czynnikow, takich jak cytokiny, chemokiny oraz
czynniki wzrostu.

Liczne dane doswiadczalne i kliniczne wskazujg na istotng role
mikrosrodowiska we wzroscie guza, przerzutowaniu i odpowiedzi na terapie w wielu
nowotworach (Mantovani i wsp. 2002, Lewis i wsp. 2006, Lewis i wsp. 2016). Pomimo
iz naciekajgce komoérki nie sg stransformowane, w sgsiedztwie guza ulegajg
aktywacji i petnig czesto funkcje odmienng niz w warunkach prawidtowych. Cho¢

w poczgtkowym etapie procesu nowotworzenia (a takze w nowotworach

25



nieztosliwych) uktad odpornosciowy moze kontrolowaé i hamowa¢ wzrost
nowotworu, to w dalszych etapach niektére z naciekajgcych guz komoérek wrecz
sprzyjajg dalszej progresji nowotworu wptywajgc na wzrost guza, angiogeneze
i tworzenie stanu lokalnej immunosupresji poprzez wyciszenie zarbwno swoistej, jak
i nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej (Fricke i Gabrilovich, 2006; Okada i wsp.,
2009, Gieryng i wsp. 2017).

Wsrdéd molekularnych podtypéw GBM, Mes-GBM wykazuje najsilniejszg
infiltracje komodrek uktadu odpornosciowego, zwtaszcza komodrek mieloidalnych
okreslanych jako GAMs (ang. Glioma-associated myeloid cells), w poréwnaniu do
podtypdw proneuralnego i klasycznego (Behnan i wsp. 2019, Kaffes i wsp. 2019,
Kaminska i wsp. 2021). Nalezy podkreslic, ze glejaki sg nowotworami
heterogennymi, nie tylko ze wzgledu na liczne rodzaje infiltrujgcych je komorek, ale
réwniez w populacjach komérek tego samego typu obserwuje sie roznice w ekspresji
gendéw. W zwigzku z tym w badaniach nad mikrosrodowiskiem bardzo obiecujgca
jest strategia analizy transkryptomu na poziomie pojedynczej komorki (ang. single-
cell omics) (Muller i wsp. 2017, Kaminska i wsp. 2021).

3.4 Komorki uktadu odpornosciowego infiltrujagce nowotwory

Znaczenie nacieku limfocytarnego w guzach jako czynnika prognostycznego
badano w wielu typach nowotworéw, w tym w glejakach. Limfocyty T (CD3") stanowig
heterogenng populacije o zréznicowanym immunofenotypie i funkcjach.
W mikrosrodowisku glejaka licznie wystepujg rézne subpopulacje tych komorek,
w szczegolnosci 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 limfocytéw T regulatorowych (Treg) charakteryzujgcych sie
obecnoscig markeréw CD4*CD25"FoxP3* stwierdzono w wielu typach nowotwordw,
w tym w glejakach. Ich obecnosc¢ jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym
i koreluje ze stopniem ztoSliwosci oraz opornoscig na chemio- i radioterapie
(Wainwright i wsp. 2013). Wedtug réznych doniesien Treg stanowig od 1%
wszystkich limfocytéw T (Lohr i wsp. 2011) do 14% wszystkich limfocytéw CD4*
w GBM (Jacobs i wsp. 2010). Limfocyty T infiltrujgce glejaki majg gtéwnie fenotyp
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CD8*CD25 oraz CD4*CD25*FOXP3* (Kaminska i wsp. 2021, Hussain i wsp. 2006).
Profilowanie ekspresji gendw w prébkach ludzkich GBM wykazato zwiekszong
ekspresje markerow uznawanych za zwigzane z naciekiem limfocytéw Treg, takich
jak FOXP3 (ang. forkhead box P3), IL-2Ra/CD25 (ang. membrane-resident
interleukin-2 receptor a), CTLA-4 czy GITR (ang. glucocorticoid-induced tumor
necrosis factor (TNF) receptor) (Wainwright, i wsp. 2013).

Dziatanie pronowotworowe Treg w glejakach wynika z hamowania
proliferacji i funkcji limfocytow T w mikrosrodowisku nowotworu (Schmidt i wsp. 2015,
Tanaka i Sakaguchi, 2017), zarébwno w wyniku bezposrednich kontaktow
miedzykomorkowych, jak i dzieki wydzielanym czynnikom, takim jak transformujgcy
czynnik wzrostu TGF-B (ang. transforming growth factor ), interleukina IL-10 czy IL-
35, co prowadzi do wytworzenia stanu tolerancji na nowotwor (von Boehmer, 2005;
Zou, 2006; Yamaguchi i Sakaguchi, 2006; Lohr i wsp. 2011). Z powodu obecnosci
w mikrosrodowisku TGF-B (produkowanego miedzy innymi przez komorki glejaka
oraz GAMs) dochodzi do indukcji produkcji czynnika transkrypcyjnego FOXP3
w naiwnych limfocytach CD4*CD25 i ich dojrzewania w kierunku komorek
CD4*CD25"FoxP3* o aktywnosci regulatorowej (Andersson i wsp. 2008).
Prawdopodobnie dzieki obecnosci btonowej, latentnej formy TGF-B zwigzanego
z peptydem LAP (ang. latency-associated peptide) limfocyty Treg mogq indukowac
ekspresje FOXP3 w sgsiadujgcych komorkach CD4*CD257, a co za tym idzie
modulowaé ich wtasciwosci supresyjne (Nakamura i wsp. 2001; Piccirillo i wsp.
2002). Komorki Treg wykorzystujg wigzanie zakotwiczonego w btonie TGF-B do
bezposredniego blokowania funkcji efektorowych komorek NK (ang. natural killer)
i blokowania receptoréw NKG2D (ang. Natural killer group 2D) na powierzchni tych
komoérek (Ghiringhelli i wsp. 2005). Wykazano, ze peptyd blokujacy TGF- zwieksza
odpowiedz przeciwnowotworowg przez blokowanie funkcji limfocytéw Treg (Gil-
Guerrero i wsp. 2008). Ponadto wykazano, ze Treg mogqg indukowac produkcje TGF-
B w innych limfoidalnych i nielimfoidalnych komorkach (Shevach i wsp. 2008).
Limfocyty Treg hamujg takze wydzielanie IL-12 przez limfocyty efektorowe. Mogag
takze ogranicza¢ proliferacje prezentujgcych antygen limfocytéw B, a takze
hamowac w nich produkcje i zmiane klas przeciwciat (Lim i wsp. 2005; Zhao i wsp.
2006). Komoérki Treg mogg takze wykorzystywaé cytotoksycznos¢ z udziatem
perforyn i granzymow jako mechanizm supresji. W mysich guzach granzym B byt

nieobecny w spoczynkowych komoérkach Treg, natomiast byt indukowany przez
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lokalne czynniki w mikrosrodowisku guza (Cao i wsp. 2007). Szczegdlnie wrazliwe
na lize zalezng od Treg sg komérki CD4*CD8*, niedojrzate komérki dendrytyczne
i monocyty (Cao i wsp. 2007).

Ostatnie badania tgczgce testy funkcjonalne, sekwencjonowanie RNA
i cytometrie masowg (CyTOF, ang. cytometry by time of flight) pokazaty, ze populacja
Treg nie jest jednorodna. U pacjentow z GBM, jak i u oséb zdrowych, krgzace Treg
PD-1" wykazywaty zmniejszong supresje limfocytow efektorowych CD4*, produkcje
interferonu  (IFN)-y i molekularne markery wyczerpania. Analiza krgzgcych
i naciekajgcych guz Treg od pacjentéw z GBM leczonych przeciwciatami blokujgcymi
PD-1 za pomocg CyTOF wykazata, ze leczenie zmienia profil krgzgcych Treg
w kierunku bardziej wyczerpanego fenotypu, dodatkowo zwiekszajgc wytwarzanie
IFN-y (Lowther i wsp. 2016). Przeciwciato agonistyczne (aGITR) blokujgce GITR
(ang. glucocorticoid-induced TNFR-related receptor) na komorkach Treg promuje
réznicowanie komérek Treg CD4* do efektorowych komérek T CD4*, zmniejsza
supresje przeciwnowotworowej odpowiedzi odpornosciowej za posrednictwem Treg
i indukuje silne dziatanie przeciwnowotworowe komorek efektorowych w mysim
ztosliwym glejaku. Przeprogramowane komoérki Treg indukujg geny odpowiedzi Th1,
produkcje IFNy i nabywajg aktywno$¢ cytotoksyczng wobec komorek
nowotworowych. Przeciwciata aGITR i aPD1 dziatajg synergistycznie zwigkszajgc
przezycie i indukujgc catkowitg eliminacje nowotworu oraz pamie¢ immunologiczng
u niektérych zwierzat. Co wiecej, aGITR i aPD1 dziatajg w synergii ze standardowym
leczeniem nowodiagnozowanych GBM i zwiekszajg wskazniki wyleczen w modelach
GBM (Amoozgar i wsp. 2021).

3.4.2 Limfocyty T cytotoksyczne i pomocnicze

Limfocyty T cytotoksyczne (Tc, CD8%) wraz z komdérkami NK odpowiadajg za
eliminacje komodrek nieprawidiowych na dwoéch drogach: 1) poprzez indukcje
apoptozy zalezng od uwalniania perforyny, granzymow A i B oraz granulizyny
z ziaren cytolitycznych; 2) przez oddziatywania TNF w btonie komorki efektorowej
z receptorem (TNF-R) w btonie komorki docelowej (Smyth i wsp. 2006; Zhou, 2010).

Limfocyty T pomocnicze (Th; CD4*) sg komdrkami wspomagajgcymi
odpowiedz typu humoralnego i komorkowego, zaréwno poprzez bezposredni
kontakt, jak iwydzielane cytokiny. Rola limfocytow T pomocniczych zalezy od

rodzaju aktywacji. Limfocyty Th1 mogg wydziela¢c czynniki o wifasciwosciach
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przeciwnowotworowych, takie jak TNF i IFNy. Z kolei limfocyty Th2 produkujg
immunosupresyjne cytokiny, ktére hamujg odpowiedz przeciwnowotworowg
gospodarza poprzez np. obnizanie cytotoksycznos¢ limfocytow T CD8* (Zammaron
i wsp. 2011). Limfocyty pomocnicze nalezgce do subpopulacji Th17 i produkujace IL-
17 o dziataniu proangiogennym wykazujg gtéwnie dziatanie pronowotworowe
(Bindea i wsp. 2011).

Limfocyty Th rozpoznajg antygen prezentowany w potgczeniu z gtdwnym
kompleksem zgodnosci tkankowej MHC |l (ang. major histocompatibility complex
class Il) i dziatajg pobudzajgco na aktywacje, proliferacje i roznicowanie limfocytéw
B iprekursorow limfocytow T cytotoksycznych. Majg rowniez zdolnos¢ do
pobudzania makrofagow. Pod katem wydzielanych cytokin komorki Th1
przypominajg limfocyty T cytotoksyczne i wytwarzajg miedzy innymi IL-2, IL-12, i IL-
18. Cytokiny te zaangazowane sg we wzrost i roznicowanie limfocytéw B
i wspomagajg synteze przeciwciat IgA, IgE i IgG4. Poza udziatem w odpowiedzi
humoralnej, limfocyty Th1 petnig istotng role we wspomaganiu odpowiedzi typu
komorkowego. Produkujg [IL-2 stymulujgcg miedzy innymi cytotoksycznosc
limfocytow oraz TNF-B i IFN-y dziatajgce pobudzajgco na makrofagi. Poprzez IL-5
pobudzajg takze rdznicowanie i aktywacje eozynofili (Romagnani i wsp. 1994).
Limfocyty Th2 poprzez produkcje IL-4, IL-5 i IL-10 majg dziatanie immunosupresyjne
(Zammaron i wsp. 2011).

W glejakach zto$liwych stwierdzono mniejszy odsetek komoérek CD8*
w nacieku limfocytarnym, przy jednoczesnym wzroscie liczby komérek CD4*
w porownaniu do glejakow o niskim stopniu ztosliwosci (Yu i wsp. 2003; Kmiecik
iwsp. 2013). Komorki T infiltrujgce glejaki majg na powierzchni inhibitorowe
receptory: PD-1, CTLA-4 i LAG-3 (ang. lymphocyte activation gene-3) (Woroniecka
| wsp. 2018). Ponadto wykazano, ze wiekszos¢ komorek CD4* infiltrujgcych GBM ma
wiasciwosci immunosupresyjne i hamuje odpowiedz komérkowg (Waziri i wsp.
2008). Inne dane wskazujg na silng infiltracje glejakow ztosliwych zaréwno przez
limfocyty T pomocnicze (definiowane jako populacja CD3*CD8) oraz T
cytotoksyczne (CD3*CD8*). Akumulacja obu typow komorek byta korzystnym
czynnikiem prognostycznym dla pacjentéw, jednakze nie znaleziono takiego zwigzku
z poziomem infiltracji guza przez populacje CD4* (Kmiecik i wsp. 2013).

Terapia komérkami T z chimerowym receptorem antygenu (CAR-T), ktora jest

skuteczna w leczeniu hematologicznych nowotworéw ztosliwych, ma ograniczong
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skutecznos¢ w guzach litych, takich jak GBM. Terapia z inhibitorami punktéw
kontrolnych takze zawodzi w GBM z powodu braku funkcjonalnych limfocytow T
w guzie. Jest mato prawdopodobne, aby podejscia z uzyciem monoterapii zapewnity
skutecznos¢ przeciwnowotworowg, co sklania do zastosowania skojarzonego
podejscia terapeutycznego. taczac zaréwno terapie CAR-T z blokadg punktéw
kontrolnych w GBM, obchodzi sie pewne ograniczenia kazdej z terapii i by¢ moze

takie podejscie bedzie bardziej skuteczne (Shen i wsp. 2020).

3.4.3 Mieloidalne komérki supresorowe

Mieloidalne komorki supresorowe (MDSCs, ang. myeloid-derived suppressor
cells) to heterogenna grupa niedojrzatych komorek mieloidalnych (IMCs, ang.
immature myeloid cells), sktadajgca sie z niedojrzatych makrofagéw, granulocytéw,
komoérek dendrytycznych (DC, ang. dendritic cells) i innych komoérek we wczesnych
stadiach rdéznicowania, ale wykazujgcych silne dziatanie immunosupresyjne.
W warunkach prawidtowych MDSCs powstajg w szpiku kostnym i réznicujg do
dojrzatych makrofagow, komorek dendrytycznych i granulocytéw. MDSCs wykazujg
ekspresje biatek powierzchniowych charakterystycznych dla komorek 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
wykazujgc przy tym ekspresji CD14 i HLA-DR wtasciwych dla monocytow. U myszy
populacje te identyfikuje sie na podstawie ko-ekspresji dwoch markeréw: CD11b i Gr-
1 (Fujita i wsp. 2010). MDSCs mozna podzieli¢ na dwie podgrupy w zaleznoéci od
ekspresiji czgsteczek Ly6C i Ly6G (obie reagujg z przeciwciatem anty-Gr-1) (Hestdal
i wsp. 1991; Youn i wsp. 2008). Komérki o fenotypie CD11b*Ly-6GLy6CMN" majg
morfologie zblizong do monocytéw i nazywane sg monocytarnymi MDSCs (M-
MDSCs, ang. monocytic-MDSCs). Komérki CD11b*Ly6G*Ly6C'*" morfologicznie
przypominajg granulocyty i nazywane sg granulocytarnymi MDSCs (G-MDSCs, ang.
granulocytic-MDSCs  lub  wielojgdrzaste  MDSCs  (PMN-MDSCs  ang.
polymorphonuclear-MDSCs). Obecnie u myszy nie ma dobrych markerow
powierzchniowych, ktére pozwalajg na oddzielenie klasycznych neutrofili od PMN-
MDSCs lub klasycznych monocytéw od M-MDSCs. MDSCs u myszy rozroznia sie
funkcjonalnie na podstawie ich zdolnosci do immunosupresji innych komorek
odpornosciowych. U ludzi, chociaz PMN-MDSC i neutrofile majg te same markery na

powierzchni komorki, PMN-MDSC sg oczyszczane w gradiencie o nizszej gestosci
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(1,077 pg/ml), podczas gdy neutrofile sg oczyszczane w gradiencie o wyzszej
gestosci (1,1-1,2 pg/ml). W ostatnich latach za swoisty marker ludzkich PMN-MDSC,
ktory mozna wykorzystac¢ do identyfikacji tych komoérek we krwi i guzach pacjentéw
z nowotworem, uwaza sie lektynopodobny receptor 1 utlenionych LDL (LOX1, ang.
lectin-type oxidized LDL receptor 1). Z kolei M-MDSC mozna odrézni¢ od monocytéw
we krwi obwodowej przez wykrywanie ekspresji MHC klasy Il (Veglia i wsp. 2021).

Populacja MDSCs wystepuje w Sledzionie, szpiku kostnym, krwi obwodowe;j
oraz mikrosrodowisku guza, zwlaszcza u pacjentbw z zaawansowanymi
nowotworami (Srivastava i wsp. 2010). Podstawowymi mechanizmami
immunosupresyjnego dziatania komoérek MDSCs jest wyciszanie aktywnosSci
komorek NK, supresja czynnosci limfocytow T w sposéb zalezny i niezalezny od
antygenu oraz indukcja apoptozy subpopulacji limfocytow T (Marvel i Gabrilovich,
2015). MDSCs produkujg IL-10, ktéra hamuje aktywnos$¢ przeciwnowotworowg
limfocytow Th1, limfocytow T cytotoksycznych, komoérek dendrytycznych oraz
komérek NK (Gabrilovich i Nagaraj, 2011; Condamine i Gabrilovich, 2011;
Gabrilovich i wsp. 2012; Hoechst i wsp. 2009), jednoczes$nie pobudzajgc akumulacje
limfocytow Treg i Th2. Innym mechanizmem odpowiedzialnym za immunosupresyjne
dziatanie 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 moze by¢ wydzielana
bezposrednio do mikrosrodowiska i powodowac¢ deplecje L-argininy (Gabrilovich
i wsp. 2010). Usuwanie L-argininy z mikrosrodowiska spowodowane jest rowniez
ekspresjg na powierzchni MDSCs transportera aminokwaséw CAT-2B, ktéry
transportuje L-arginine do wnetrza komorki czynigc jg dostepng dla
wewnagtrzkomorkowej Arg-1  (Ochoa i wsp. 2007). Deplecja L-argininy
z mikrosrodowiska hamuje proliferacje limfocytow T cytotoksycznych i prowadzi do
inhibicji tancucha CD3- i produkcji IL-2, a w konsekwencji do apoptozy tych komorek
(Sica i Bronte, 2007; Youn i Gabrilovich, 2010). Postulowany jest takze udziat TGF-
B w tworzeniu stanu lokalnej immunosupresji przez MDSCs (Yang i wsp. 2008),
deplecji cysteiny z mikrosrodowiska (Srivastava i wsp. 2010) czy wzmozonej
ekspresji cyklooksygenazy 2 (Cox2) i prostaglandyny E2 (PGE2) w MDSCs
(Rodriguez i wsp. 2005).
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W mysich glejakach wykazano obecnos¢ populacji CD11b*Gr1*, zaréwno
w guzach tworzonych de novo (Fuijita i wsp. 2010), jak i w syngenicznym modelu
GL261 (Zhu i wsp. 2011). Wykazano takze, ze deplecja tej populacji prowadzi do
zahamowania wzrostu guza in vivo. U pacjentow z GBM stwierdzono zwiekszony
poziom krgzgcych we krwi MDSCs (CD33*HLA-DR") (Raychaudhuri i wsp. 2011).
Obserwowano réwniez wzrost odsetka M-MDSCs i G-MDSCs w krwi obwodowe;j
u pacjentéw z GBM w poréwnaniu do probek kontrolnych, przy czym w masie guza
identyfikowano gtéwnie G-MDSCs (Gielen, i wsp. 2015). W surowicy pacjentéw
z GBM obserwowano takze zwiekszong aktywno$¢ arginazy-1 i podwyzszony
poziom czynnika stymulujgcego tworzenie kolonii granulocytéw (G-CSF, ang.
Granulocyte colony-stimulating factor) (Raychaudhuri i wsp. 2011, Sippel i wsp.
2011). Farmakologiczne hamowanie arginazy-1, jak réwniez suplementacja L-
argininy prowadzita do catkowitego odblokowania funkc;ji limfocytow T (Sippel i wsp.
2011). Nalezy jednak podkresli¢, ze MDSCs nie sg jedynym Zzrodiem arginazy-1

w mikrosrodowisku guza.

3.4.4 Komorki mieloidalne w osrodkowym uktadzie nerwowym
3.4.4.1 Mikroglej — pochodzenie i funkcje w osrodkowym uktadzie
nerwowym

Mikroglej stanowi populacje komodrek mieloidalnych  wystepujacg
w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN). W warunkach prawidtowych w zaleznosci
od rejonu OUN stanowi okoto 10-20% wszystkich komorek (Perry i wsp. 1985;
Lawson iwsp. 1992). Najwiecej mikrogleju u myszy wystepuje w rejonach
hipokampa, kresomédzgowia, zwojow podstawy mozgu oraz istoty czarnej (Kilic i wsp.
2008; Lehnardt, 2010). Komorki mikrogleju wraz z makrofagami okotonaczyniowymi
i makrofagami opon moézgowych odpowiedzialne sg za utrzymanie homeostazy
w mdzgu poprzez state monitorowanie mikrosrodowiska. Mikroglej petni tez szereg
funkcji niezwigzanych z odpowiedzig odpornosciowg: uczestniczy w regulacji
tworzenia nowych synaps i kontroluje liczbe komérek nerwowych w trakcie rozwoju
OUN (Blank i Prinz, 2013), wspodtdziata w modyfikacji potaczen synaptycznych
w dojrzatym OUN (Tremblay i wsp. 2010), a takze jest zaangazowany w kontrole
proliferacji i réznicowania komérek neuronalnych. Wielofunkcyjne dziatanie
mikrogleju wskazuje na istotng role tych komdérek w rozwoju i utrzymaniu homeostazy
OUN.
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Prekursory mikrogleju, ktére wywodzg sie z niedojrzatych prekursoréw erytro-
mieloidalnych z woreczka zéttkowego, zasiedlajg OUN w trakcie rozwoju
embrionalnego (E9.5) dajgac poczatek mikroglejowi, ktérego populacja odnawia sie
w trakcie zycia organizmu z istniejgcych komorek. Makrofagi okotonaczyniowe
(BAMs, ang. CNS border-associated macrophages) takze zasiedlajg OUN we
wczesnym rozwoju i réznicujg niezaleznie od mikrogleju (E10.5) (Kierdorf i wsp.
2013, Sacks i wsp. 2018). Pozostate makrofagi specyficzne tkankowo wywodzg sie
z komorek szpiku kostnego — monocytéw, ktore powstajg z krwiotwdrczych komaorek
macierzystych migrujgcych do watroby ptodowej i szpiku kostnego. Mikroglej
wykazuje ekspresje specyficznych gendéw odrézniajgcych te komérki od innych
makrofagdw tkankowych (Butovsky i wsp. 2014).

Proliferacja i roznicowanie mikrogleju kontrolowane jest przez kilka
czynnikbéw. Podobnie jak w przypadku wiekszosci innych populacji makrofagéw,
zaréwno BAMs, jak i mikroglej sg zalezne od przekaznictwa przez receptor czynnika
stymulujgcego kolonie makrofagéw (CSF-1R, ang. Colony stimulating factor 1
receptor) (Ginhoux i wsp. 2010, Mrdjen i wsp. 2018, Van Hove i wsp. 2019). Ponadto
réznicowanie 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). Takze
TGF-B ma kluczowe znaczenie dla rozwoju mikrogleju, zwtaszcza w indukcji genow
kanonicznych mikrogleju (Butovsky i wsp. 2014). Delecja Tgfbr2 w mikrogleju
w okresie postnatalnym prowadzi do aktywacji tych komérek (Arnold i wsp., 2019,
Buttgereit i wsp., 2016, Zoller i wsp., 2018).

W warunkach prawidtowych komorki mikrogleju majg charakterystyczng
morfologie z licznymi, rozgatezionymi wypustkami. Badania przyzyciowe myszy
z mikroglejem wyznakowanym biatkiem zielonej fluorescencji (GFP, ang. green
fluorescent protein) z wykorzystaniem mikroskopu 2-fotonowego wykazaty, ze
»Spoczynkowy” mikroglej aktywnie penetruje swoje sgsiedztwo przy uzyciu licznych
wypustek (Nimmerjahn i wsp. 2005). Dlatego zasugerowano zmiane nazwy
.,mikroglej spoczynkowy” (ang. resting microglia) na ,mikroglej nadzorujgcy” (ang.
surveying microglia), ktora lepiej odzwierciedla aktywny charakter tych komoérek
(Hanisch i Kettenmann, 2007). Aktywowany mikroglej zmienia swojg morfologie
z rozgatezionej na ameboidalng, co wigze sie ze znacznym powiekszeniem ciata

komorki i zanikiem wypustek cytoplazmatycznych.
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3.4.4.2 Polaryzacja funkcjonalna mikrogleju

Do aktywacji mikrogleju, podobnie jak makrofagow obwodowych, dochodzi
w obecnosci patogenow, bodzcéw stresowych czy uszkodzenia tkanek. Ze wzgledu
na roznice w bodzZzcach aktywujgcych oraz sposob odpowiedzi, ktéry moduluje
funkcje ukfadu odpornosciowego, w duzym uproszczeniu wyrézni¢é mozna dwa
gtébwne typy aktywacji tych komoérek: prozapalny M1 oraz cytoprotekcyjny M2.
Podziat ten oparty jest o analogie do polaryzacji makrofagow obwodowych i komaorek
NK — NK1 i NK2 (Murray i wsp. 2014).

Mikroglej aktywowany prozapalnie (typu M1) zaangazowany jest w odpowiedz
na infekcje lub uszkodzenia komorek, co w warunkach doswiadczalnych jest
symulowane przez podanie lipopolisacharydu (LPS) czy cytokin takich jak IFNy (Van
Ginderachter i wsp. 2006; Fairweather i Cihakova, 2009; Hamilton, 2002).
Polaryzacja w kierunku komoérek M1 zachodzi na drodze aktywacji $ciezek
sygnatowych zwigzanych z pobudzeniem receptoréw TLR (ang. Toll- like receptors),
ktore nalezg do receptoréw rozpoznajgcych wzorce (PRR, ang. pattern recognition
receptors). Stymulacja TLR prowadzi do aktywac;ji szlaku kinaz MAPK (ang. mitogen-
activated protein kinases) i czynnika transkrypcyjnego NFkB (ang. nuclear factor
kappa Light chain enhancer of activated B cells). Mikroglej M1 wykazuje zwiekszong
produkcje mediatorow stanu zapalnego, takich jak reaktywne formy tlenu, tlenek
azotu (NO), czynnik chemotaktyczny monocytow 1 (MCP-1, ang. monocyte
chemoattractant protein-1), biatko zapalne makrofagéw (MIP-1, ang. macrophage
inflammatory protein-1) czy cytokin pozapalnych, np. IL-1, IL-6, IL-12, IL-23 i TNFa
(ang. tumor necrosis factor a) (MacMicking i wsp. 1997; Takami i wsp. 1997; Babcock
i wsp. 2003; Verreck i wsp. 2004; Chen i wsp. 2004; Jack i wsp. 2005; Mantovani
i wsp. 2006). Aktywowany zapalnie mikroglej charakteryzuje sie podwyzszong
ekspresjg MHCII i ekspresjg biatek kostymulujgcych prezentacje antygenu CD80
i CD86 (Boehm i wsp. 1997; Mantovani i Sica, 2010). Funkcjonalnie sg to komorki
prezentujgce antygen (APC, ang. antigen presenting cells), ktore aktywujg
odpowiedz limfocytéw Th1 i Th17 (Coffelt i wsp. 2009). Mikroglej M1 ma swojej
powierzchni zwiekszong liczbe receptoréw dla opsonin, np. CD16 (FcyRIll), co
ufatwia fagocytoze. Wykazuje takze zdolno$¢ do pobierania jonéw Zzelaza ze
Srodowiska, co ogranicza ich dostepnos¢ dla patogenéw (Nucera iwsp. 2011;
Sindrilaru i wsp. 2011).
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Aktywacja mikrogleju w kierunku komoérek M2 obserwowana jest w procesach
regeneracyjnych po zapaleniu, gojeniu ran, infekcjach pasozytniczych, chorobach
nowotworowych. Komorki M2 wykazujg duza aktywnos¢ fagocytarng
i zaangazowane sg takze w usuwanie komorek apoptotycznych (Murray i Wynn,
2011a; Murray i Wynn, 2011b; Ouchi i wsp. 2011). Mikroglej o fenotypie M2
produkuje cytokiny o charakterze przeciwzapalnym, na przyktad IL-10 czy TGFf1,
a takze antagoniste receptora IL-1 (IL-1RA) oraz charakteryzuje sie niskg produkcjg
tlenku azotu i IL-12 (Kaminska i wsp. 2016). Ponadto mikroglej i makrofagi typu M2
wykazujg zwiekszong ekspresje receptorow btonowych, takich jak CD23 (zwanego
tez FceRIl), receptora mannozowego (MR, ang. mannose receptor) CD206, CD14,
CD209 i receptoréw 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 indukciji
ekspresiji arginazy-1, co zwigzane jest ze zmiang metabolizmu L-argininy w kierunku
produkcji ornityny i poliamin, co w konsekwencji zmniejsza aktywnos¢ indukowane;
syntazy tlenku azotu (iINOS, ang. inducible nitric oxide synthase) i obniza ilo§¢ NO
produkowanego przez komorki (Munder i wsp. 1998; Gordon, 2003). Arginaza-1
czesto uwazana jest za marker fenotypu M2, jednak nalezy pamietac, ze ekspresja
tego biatka bywa wykrywana w tkankowo-specyficznych makrofagach M1, a takze
jest silnie indukowana po zakazeniu Mycobacterium. Aktywacje komorek
mieloidlanych typu M2 mozna potwierdzi¢ przy uzyciu kilku markeréw (Gieryng i wsp.
2017). Mikroglej i makrofagi o fenotypie podobnym do M2 wykazujg ekspresje
receptora IL-4 (IL-4R), biatka FIZZ1 (ang. found In inflammatory zone 1), receptoréw
aktywacji proliferacji peroksysoméw gamma i delta (PPARYy i 8) czy eozynofilowego
biatka Ym1/2 (Gabrusiewicz i wsp. 2011). Takie komorki wytwarzajg szereg
czynnikéw, ktére sprzyjajg reorganizacji macierzy zewnatrzkomaérkowej, takich jak
metaloproteinazy macierzy (MMPs, ang. matrix metalloproteinases) (Gieryng i wsp.
2017). Makrofagi o fenotypie M2, mimo ze wykazujg ekspresje MHCII, majg obnizong
lub zahamowang zdolnos¢ do prezentacji antygenu innym komoérkom uktadu
odpornosciowego (Munder i wsp. 1998; Gordon, 2003).

Nalezy podkresli¢, ze podziat na stany aktywaciji typu M1 i M2 jest bardzo
uproszczony i obejmuje jedynie dwa skrajne typy aktywacji. W przypadku
makrofagdbw obwodowych zaproponowano rozszerzenie klasyfikacji i podziat na

fenotypy M1, M2a, M2b i M2c w zaleznosci od kombinacji czynnikoéw stanowigcych

35



stymulatory (Mantovani i wsp. 2004a). Wyrdznia sie takze makrofagi M2d i makrofagi
towarzyszgce nowotworom (TAMs, ang. tumor associated macrophages) jako
osobne podgrupy, choC ta ostatnia wykazuje wiele cech wspodlnych z typem M2
(Murray i wsp. 2014). Coraz bardziej powszechne jest unikanie tego typu podziatéw
i stosowanie klasyfikacji opisowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem zrddia izolacji
komérek, warunkéow hodowli, typu stymulacji oraz przeprowadzanej analizy

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

3.4.4.3 Odréznianie populacji mikrogleju i makrofagéw pochodzacych ze
szpiku

Wyniki badan wskazujg, ze mikroglej i makrofagi obwodowe (pochodzgce ze
szpiku) majg podobne biatka powierzchniowe, takie jak integryna aM (ITGAM) znana
réwniez 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 przeciwciata nie rozrozniajg
tych komérek w badaniach immunocytochemicznych. Obecnie identyfikacji tych
populacji dokonuje sie metodg cytometrii przeptywowej na podstawie analizy r6znic
ekspresji antygenu roznicowania komorkowego CD45. W warunkach fizjologicznych
mikroglej charakteryzuje sie nizszg ekspresjg antygenu CD45 w poréwnaniu do
makrofagéw obwodowych pochodzgcych ze szpiku kostnego (Sedgwick i wsp. 1991,
Dick i wsp. 1995). Nalezy jednak pamietac, ze ekspresja CD45 w mikrogleju moze
wzrasta¢ w warunkach patologicznych, co stanowi ograniczenie w uzytecznosci tego
biatka jako markera odrézniajgcego mikroglej od makrofagéw (Mdaller i wsp. 2015).
Dopiero potgczenie badan sledzgcych pochodzenie komoérek (ang. lineage tracing)
oraz transkryptomiki pojedynczych komorek pozwolito wytoni¢ kilka markerow
uzytecznych przy rozréznianiu makrofagow i mikrogleju. Badania transkryptomiczne
GAMs z mysiego glejaka metodg sekwencjonowania pojedynczych komoérek
(scRNAseq) wykazaty, ze genami, ktore ulegajg roznicowej i silnej ekspresji sg
Tmem119 w mikrogleju i Lgals3 (kodujgcy biatko galektyny 3, Gal-3)
w monocytach/makrofagach obwodowych. Wskazuje to na mozliwos¢ uzycia
Tmem119 i Lgals3 lub kodowanych przez nie biatek jako markeréw pozwalajgcych
na odréznienie mikrogleju od monocytow/makrofagéw w guzie (Ochocka i wsp.

2021). Takze Iltga4 i kodowane przez niego biatko CD49D jest dobrym markerem
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monocytow i makrofagdw pochodzgcych ze szpiku (ang. bone marrow-derived
macrophages, BM-M®) (Su i wsp. 2016).

Wielkoskalowe badania transkryptomiczne z wykorzystaniem techniki
sekwencjonowania RNA i mikromacierzy ekspresyjnych wykazaty istnienie pewnych
réznic we wzorze ekspresji genow w mikrogleju i BM-M®. Sposréd wszystkich
zidentyfikowanych transkryptow okoto 30% wykazywato unikalng ekspresje, tj.
wytgcznie w komoérkach mikrogleju bgdz wytgcznie w komorkach makrofagow.
W odréznieniu od BM-M®, mysi mikroglej charakteryzowat sie ekspresjg genow
hexb, trem2, gpr34, tmem119, cx3cr1, siglech oraz p2ry12 i p2ry13 (kodujgcych
receptory purynergiczne). Z kolei BM-M® wyr6zniata wigksza ekspresja gendw
takich jak cxcr7, ifitm3, pilra i itgh2 (Hickman i wsp. 2016).

Kwestig otwartg pozostaje, czy w warunkach patologicznych unikalny wzor
ekspresji tych genédw w komorkach mikrogleju i BM-M® pozostaje zachowany.
Wyniki badan przeprowadzonych w mysim modelu autoimmunizacyjnego zapalenia
mozgu irdzenia (EAE, ang. experimental autoimmune encephalomyelitis)
z wykorzystaniem myszy chimerowych Cx3cr1¢FP* wykazaty, ze p2ry12 nie ulega
ekspresji w BM-M® infiltrujgcych OUN. Zas analiza z wykorzystaniem mikromacierzy
ekspresyjnych potwierdzita, ze unikalny wzor ekspresji gendw odrozniajgcy mikroglej
i BM-M® zostaje utrzymany nawet w warunkach stanu zapalnego OUN (Butovsky
iwsp. 2014, Ochocka i Kaminska, 2021). Doswiadczenia przeprowadzone na
myszach chimerowych z przeszczepionym szpikiem, u ktérych dzieki ochronie gtowy
podczas naswietlania nie doszto do naruszenia integralnosci bariery krew-mozg,
wskazywaty na ograniczony naptyw komorek z obwodu (Lahmar i wsp. 2016). Wyniki
badan sledzenia pochodzenia komoérek wskazujg, ze mikroglej i BAMs stanowig
osobne populacje niz BM-M® i ich funkcje moga by¢ modyfikowane w procesach
patologicznych (Ochocka i Kaminska, 2021).

3.4.4.4 Mikroglej, monocyty i makrofagi infiltrujgce nowotwory

Komorki mikrogleju i pochodzace ze szpiku monocyty/makrofagi stanowig
najliczniejszg grupe wsrod nienowotworowych komorek identyfikowanych
w glejakach (Badie i Schartner, 2000; Graeber i wsp. 2002; Ghosh i Chaudhuri 2010;
Gabrusiewicz i wsp. 2011). Wraz z naciekajgcymi BM-M® mogg stanowi¢ do 30%
masy guza (Charles i wsp. 2011). Ich liczba w nawracajgcych guzach byta mniejsza

niz w pierwotnych GBM, podczas gdy stosunek pozostatych komorek uktadu
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odpornosciowego w mikrosrodowisku guzow byt podobny (Fu i wsp. 2020). W innym
badaniu obserwowano spadek monocytéw i wzrost GAMs w nawracajgcych GBM
(Wang i wsp. 2017).

Profile ekspresji genow w GAMs izolowanych z ludzkich, mysich i szczurzych
glejakdbw wykazujg liczne roéznice, zidentyfikowano tylko 2 geny wspdlne dla
analizowanych zestawéw danych: Tgm2 kodujgcy transglutaminaze 2 i Gpnmb
kodujgcy transbtonowg glikoproteing NMB (Walentynowicz i wsp. 2018). Prawdziwy
przetom przyniosto zastosowanie scRNA-seq i CyTOF umozliwiajgce oznaczenie
catych transkryptoméw Ilub >30 biatek powierzchniowych w poszczegdlnych
komérkach. Obie metody zapewniajg wysokg rozdzielczo$¢ i pozwolity na
szczegotowg analize komorek mieloidalnych w ludzkich i mysich glejakach
(Kaminska i wsp. 2021).

Wyniki licznych badan wskazuja, ze komorki nowotworowe mogg wydzielaé
szereg czynnikdw oraz przeciwzapalne cytokiny, takie jak TGF-B (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),
prostoglandyne E2 (PGE2) (Cooper i wsp. 1984; Castelli i wsp. 1989, Paoletti i wsp.
1989), ktére modulujg funkcje komoérek uktadu odpornos$ciowego i wywotujg
polaryzacje komorek w kierunku poinwazyjnych, immunosupresyjnych komorek
wspierajgcych wzrost guza (GAMSs).

GAMs majg ostabiong zdolno$¢ do prezentowania antygenu spowodowang
obnizong ekspresjg czgsteczek MHCII (Badie i wsp. 2002, Schartner i wsp. 2005,
Kostianovsky i wsp. 2008) i obnizong ekspresje czgsteczek kostymulujgcych CD40,
CD80 i CD86 (Hussain i wsp. 2006, Kostianovsky i wsp. 2008), co zmniejsza ich
zdolnos¢ do aktywacji limfocytéw T i uposledza odpowiedz przeciwnowotworowg
organizmu (Fligel i wsp. 1999). Wysoka ekspresja liganda Fas (FasL) w GAMs moze
prowadzi¢ do indukcji apoptozy w limfocytach T cytotoksycznych (Badie i wsp. 2001).
Ponadto wydzielane przez glejaka IL-10, TGF-B1 i PGE2 hamujg ekspresje IL-12
w GAMs, ktora stymuluje proliferacje i cytotoksycznos¢ komorek T i NK (Trinchieri
i Gerosa 1996, Mitsuhashi i wsp. 2004).

Czynniki indukujgce wspierajgcy nowotwér fenotyp GAMs sg stabo poznane.
Dostepne dane wskazujg na zaangazowanie sciezki przekazywania sygnatu zaleznej
od czynnika transkrypcyjnego STAT3 (ang. signal transducer and activator of

transcription 3). W komdérkach mikrogleju traktowanych pozywkg znad komoérek
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glejaka (GCM, ang. glioma conditioned medium) dochodzito do wzrostu ekspresji
STAT3 i indukcji ekspresji cytokin o charakterze przeciwzapalnym, takich jak IL-6
i IL-10 oraz spadku ekspresji prozapalnej cytokiny IL-1B. Wyciszenie ekspresji
STAT3 w mysim glejaku prowadzito do wzrostu ekspresji TNFa w mikrogleju
i zahamowaniu wzrostu guza in vivo (Zhang i wsp. 2009). Kolejnymi
zidentyfikowanymi czynnikami wydzielanymi przez glejaka, oddziatujgcymi ze
specyficznymi receptorami w mikrogleju i indukujgcymi jego polaryzacje sag
osteopontyna (Ellert-Miklaszewska, Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016), wersikan (Hu

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

3.44.5 Wplyw mikrogleju na inwazyjnos¢ komorek glejaka

Komorki mikrogleju w glejaku sg zrodtem enzymow proteolitycznych, takich
jak metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMPs, ang. matrix
metalloproteinases), katepsyny czy urokinaza aktywatora plazminogenu (uPA, ang.
urokinase plazminogen activator), ktore wydzielane do mikrosrodowiska trawig
macierz zewngtrzkomérkowg (ECM, ang. extracellular matrix), co umozliwia
komérkom glejaka migracje i rozprzestrzenianie sie w parenchymie mézgu. Zjawisko
migracji komorek glejaka po raz pierwszy zostato zaobserwowane w latach 30. przez
Hansa Scherera (Scherer, 1938). Odnotowat on obecnos¢ odrywajgcych sie od
gtbwnej masy guza komorek, ktdére nastepnie tworzyly skupiska na naczyniach
krwionosnych i neuronach oddalonych od pierwotnej lokalizacji nowotworu.

Liczne doniesienia potwierdzajg udziat mikrogleju w inwazyjnosci glejakow.
Bettinger i wsp. (2002) wykazali, ze mikroglej indukuje migracje komorek glejaka
w komorze Boydena in vitro. Usuniecie mikrogleju ze skrawkéw organotypowych za
pomocg liposomoéw wypetnionych klodronianem hamowato inwazyjno$¢ komoérek
mysiego glejaka EGFP-GL261, zas jednoczesne podawanie komorek mikrogleju
z komérkami glejaka do tych skrawkow przywracato inwazyjnos$¢ (Markovic i wsp.
2005). Badania prowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN
wykazaty wzrost inwazyjnosci komérek szczurzego, mysiego i ludzkiego glejaka,
ktore hodowano w obecnosci mikrogleju (Sliwa i wsp. 2007; Wesolowska i wsp. 2008;
Wisniewski i wsp. 2010). Z kolei u myszy, u ktorych farmakologicznie usunieto
komérki mieloidalne z mikrosrodowiska glejaka stwierdzono mniejsze guzy
w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych i zwiekszong przezywalno$¢ zwierzat

(Gabrusiewicz i wsp. 2011, Zhai i wsp. 2011, Gabrusiewicz i wsp. 2015).
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Jednym z zaproponowanych mechanizméw proinwazyjnego dziatania
mikrogleju na komoérki glejaka jest wzrost aktywnosci MT1-MMP (ang. membrane
type 1 MMP, MMP14) w mikrogleju poprzez sciezke TLR/p38. MT1-MMP aktywuje
produkowang przez komoérki nowotworowe metaloproteinaze MMP-2, ktéra (wraz
z MMP-9) rozcina proteolitycznie macierz zewnatrzkomérkowg. U myszy
pozbawionych Myd88, u ktdrych uposledzone jest przekaznictwo sygnatu przez
Sciezke TLR/Myd88, guzy byly mniejsze i stabiej infiltrowane przez komorki
mikrogleju. Obserwowano takze nizszg ekspresje MT1-MMP w guzie u myszy
Myd88-- (Markowic i wsp. 2009). Z kolei Wesotowska i wsp. (2008) wykazali, ze TGF-
B1 produkowany przez mikroglej stanowi kluczowy czynnik wspierajgcy migracje

i inwazyjnos¢ komorek ludzkiego i szczurzego glejaka.

3.4.4.6 Wplyw mikrogleju i makrofagéw na angiogeneze

Wzrost guza powyzej 1 mm?® wymaga neoangiogenezy, czyli utworzenia sieci
nowych naczyn krwionosnych. Makrofagi infiltrujgce guzy sg komdrkami kluczowymi
dla tego procesu. Wykazano, iz liczba GAMs pozytywnie koreluje z gestoscig naczyn
krwionosnych (Nishie i wsp. 1999; Gabrusiewicz i wsp. 2011). Genetyczne lub
farmakologiczne usuniecie GAMs prowadzi do zahamowania angiogenezy oraz
redukcji wielkosci guza w glejakach (Gabrusiewicz i wsp. 2011, Gabrusiewicz i wsp.
2015). Wsréd makrofagow infiltrujgcych guzy zidentyfikowano takze populacje
charakteryzujgcg sie ekspresjg receptora angiopoetyny Tie-2 (ang. endothelium-
specific receptor tyrosine kinase 2), wystepujgcg w poblizu naczyn krwionosnych
(Venneri i wsp. 2007) i wspierajgcg angiogeneze i progresje nowotworu (Harney
i wsp. 2015).

W tworzenie nowych naczyn w guzie zaangazowanych jest wiele czynnikow
wydzielanych przez makrofagi, takich jak czynnik wzrostu srodbtonka naczyn (VEGF,
ang. vascular endothelial growth factor) (Harney i wsp. 2015), metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-12) (Lewis i Pollard
2006), zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (bFGF, ang. basic fibroblast growth
factor) (Wojtukiewicz i wsp. 2021), TNFa (Wei i wsp. 2021), IL-8 (Hong i wsp. 2009),
ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor)
(Lamagna i wsp. 2006), czynnik wzrostu naskorka (EGF, ang. epidermal growth
factor) (Dunn i wsp. 2000) oraz cyklooksygenaza 2 (COX-2, ang. cyclooxygenase 2)
(Wang iwsp. 2019, Klimp i wsp. 2001). Innym mechanizmem, poprzez ktéry
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makrofagi mogg wspiera¢ angiogeneze jest bezposredni wplyw na naczynia
krwionosne. Wydzielane przez makrofagi biatko Wnt7b jest odpowiedzialne za
stabilizacje B-kateniny w nabtonku naczyn, co indukuje ich wejscie w cykl komérkowy
(Lobov i wsp. 2005; Ojalvo i wsp. 2010).

Nowe naczynia krwionosnych w guzie powstajg szybko, czesto w sposoéb
chaotyczny i nieprawidtowy. Naczynia takie nie sg w stanie dostarcza¢ komoérkom
nowotworowym wystarczajgcej ilosci tlenu, co prowadzi do powstania obszaréw
hipoksji (niedotlenienia) (Baluk i wsp. 2005; Nagy i wsp. 2010). Hipoksja indukuje
w komorkach makrofagéw synteze szeregu czynnikéw, takich jak VEGF, TNFaq,
bFGF czy CXCLS8, ktore sprzyjajg powstawaniu nowych naczyhn krwiono$nych

w guzie (Rosinska i Gavard, 2021).

3.5Czynniki odpowiedzialne za nagromadzanie sie i polaryzacje GAMs
w mikrosrodowisku glejakéw

3.5.1 Czynniki zaangazowane w nagromadzanie si¢ GAMs

Gromadzenie sie GAMs w glejakach oraz ich polaryzacja w kierunku komaérek
wspierajgcych wzrost guza regulowana jest przez liczne biatka wydzielane przez
komérki nowotworowe. Chemokina CCL2/MCP-1 nalezgca do grupy biatek
chemotaktycznych monocytéw (MCPs, ang. monocyte chemotactic proteins) byta
jedng z pierwszych opisanych chemoatraktantow GAMs. W warunkach stanu
zapalnego lub uszkodzenia wigzanie MCP-1 do receptora CCR2 (ang. C-C motif
receptor 2) stymuluje  migracje @ komoérek uktadu  odpornosciowego
mikrogleju/makrofagéw, monocytéw, komoérek NK i limfocytéw T. Podwyzszong
ekspresje MCP-1 wykrywano w wielu nowotworach, w tym w glejakach ztosliwych
i tagodnych (Jung i wsp. 2018, Prat i wsp. 2000), za$ poziom tego biatka pozytywnie
korelowat ze stopniem ziosliwosci i niekorzystnymi prognozami dla pacjentéw
(Platten i wsp. 2003). Komorki glejaka z wysokg ekspresjg Mcp-1 po implantacji do
mozgoéw szczurzych tworzg wieksze guzy, silniej infiltrowane przez GAMs i z wiekszg
liczbg naczyn krwionosnych niz komérki z wyciszong ekspresjg Mcp-1 (Platten i wsp.
2003). Jednakze cho¢ MCP-1 zaangazowane jest w indukcje proliferacji i migracji
GAMs do guza, to indukuje w komdrkach odpowiedz zapalng (Hinojosa i wsp. 2011).
Role tego biatka w patogenezie glejakow podwazyly wyniki badan Okady
i wspotautorow, ktére pokazaty, ze w ludzkich glejakach to MCP-3 (ang. monocyte

chemotactic protein- 3), nie MCP-1 odgrywa role w pobudzaniu migracji GAMs
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(Okada i wsp. 2009). Réowniez w modelu mysim wyciszenie ekspresji MCP-1 nie
hamowato naptywu GAMs do guza (Kirk i wsp. 2008). Wspieranie wzrostu guza przez
MCP-1 moze by¢ spowodowane autokrynnym dziataniem tego biatka na migracje
komorek nowotworowych (Liang iwsp. 2008). MCP-3 poprzez wigzanie sie do
swoich receptorow CCR1, CCR2 i CCR3 (ang. chemokine CC motif receptors)
stymuluje — podobnie jak MCP-1 — chemotaksje mikrogleju, makrofagow,
monocytow, limfocytow T, komdrek NK i DC (Menten i wsp. 2001).

Innym  chemoatraktantem w  glejakach  jest czynnik  wzrostu
hepatocytow/czynnik rozproszony HGF/SF (ang. hepatocyte growth factor/scatter
factor). Podwyzszong ekspresje tego biatka wykrywano zaréwno w komodrkach
glejakow, jak i GAMs izolowanych z guzow ztosliwych (Wondergem i wsp. 2008,
Kunkel i wsp. 2001), a jego poziom pozytywnie korelowat ze stopniem zto$liwosci
i Smiertelnoscig pacjentéw (Kunkel i wsp. 2001; Koochekpour i wsp. 1997; Esencay
i wsp. 2010; Arrieta i wsp. 2002). Poza parakrynnym wptywem na GAMs aktywacja
Sciezek sygnatowych HGF/SF—c-Met stymulowata proliferacje, migracje
i inwazyjnos¢ komorek ludzkiego glejaka (Tu i wsp. 2009), a takze wykazywata
dziatanie proangiogenne i wspierajgce wzrost guza in vivo (Zhang i wsp. 2011,
Laterra i wsp. 1997).

Czynnik troficzny pochodzenia glejowego (GDNF, ang. glial-derived
neurotrophic factor) jest czynnikiem wptywajgcym na przezywalnosc i réznicowanie
wielu populacji komérek w OUN. Wigzanie liganda do receptora GFR-a1 prowadzi
do aktywaciji sciezek sygnatowych zaleznych od kinazy RET (Bonanomi i wsp. 2012).
Wykazano, ze GDNF jest zaangazowany w chemotaksje wielu rodzajow komorek,
w tym mikrogleju (Cornejo i wsp. 2010; Dudanova i wsp. 2010; Ku i wsp. 2013), zas
jego podwyzszong ekspresje obserwowano zaréwno w liniach komérkowych
glejakéw, jak i ludzkich glejakach o wysokim stopniu ztosliwosci (Wiesenhofer i wsp.
2000). Wyciszenie ekspresji GDNF w mysim modelu glejaka prowadzito do spadku
liczby GAMs i hamowato wzrost guza in vivo. GDNF dziata takze autokrynnie na

komorki glejaka zwiekszajgc ich migracje (Lu i wsp. 2010; Wan i wsp. 2010).

3.5.2 Ligandy receptoréw integrynowych jako biatka zaangazowane
w polaryzacje GAMs w glejakach
Dotychczas poznano jedynie kilka czynnikow (miedzy innymi M-CSF, GM-
CSF, TGF-B, periostyna) zaangazowanych w aktywacje GAMs w kierunku fenotypu
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wspierajgcego nowotwor, a doktadny mechanizm ich polaryzacji nie zostat w petni
poznany. W celu identyfikacji biatek zaangazowanych w proces polaryzacji GAMs,
w Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN przeprowadzono proteomiczng
analize pozywki znad komorek glejaka. Analiza sekretomu glejaka wykazata, ze dwa
biatka osteopontyna (Spp1) i laktadheryna (Mfg-E8), bedace ligandami dla
receptorow integrynowych, sg czynnikami zaangazowanymi powodujg polaryzacje
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 biatkiem
nalezgcym do rodziny SIBLINGS (ang. Small Integrin-Binding Ligand, N-linked
Glycoproteins) — grupy niewielkich glikoprotein oddziatujgcych z receptorami
integrynowymi. Sktada sie z 314 aminokwaséw, a ze wzgledu na liczne modyfikacje
potranslacyjne, ktérym moze ulegac, jej masa czgsteczkowa waha sie w granicach
35-80 kDa. W wyniku alternatywnej obrébki mMRNA SPP1 powstajg 3 warianty mRNA:
Spp1a to wariant o petnej dtugosci, zawierajacy 7 eksonéw; SPP1b pozbawiony
eksonu 5, kodujgcego aminokwasy 58-71 oraz SPP1c pozbawiony eksonu 4,
kodujgcego aminokwasy 31-57. W ludzkich komérkach wykrywa sie 5 wariantéw
MmRNA SPP1. Wariant SPP1e (poprzednio SPP1a) koduje petng ostepopontyne,
a SPP1d koduje wariant pozbawiony eksonow 4, 5 i 6 (Kijewska i wsp. 2017).

Na N-konhcu biatka znajduje sie miejsce wigzania jondw wapnia, a za nim
sekwencja ELVTDFP, ktéra umozliwia wigzanie SPP1 do integryn o4p31.
W czgsteczce SPP1  wyrézni€ mozna motyw RGD (arginina-glicyna-kwas
asparaginowy), ktory rozpoznawany jest przez integryny av1, avf3 i av5 (Zheng
i wsp. 2009). W sgsiedztwie motywu RGD znajduje sie takze miejsce ciecia dla
proteaz, trombiny iplazminy. W wyniku proteolitycznego ciecia ludzkiej SPP1
uwalniany jest C-koncowy fragment biatka, a ponadto wzmacnia sie wigzanie N-
koncowego fragmentu do integryn poprzez motyw RGD i odstonigta zostaje
sekwencja SVYYGLR, ktéra ma zdolnos¢ do wigzania integryn a4p1, a9p1 i a4p7
odpowiedzialnych miedzy innymi za adhezje komoérek (Yamaguchi i wsp. 2013,
Yokosaki i wsp. 1999). Receptory integrynowe a931, obecne miedzy innymi na
makrofagach, neutrofilach, komorkach miesni gtadkich, fibroblastach i osteoklastach,
rozpoznajg SPP1 tylko gdy jest ona cieta przez trombine. Z kolei integryny o431,
zracji tego ze rozpoznawane sg takze przez fragment ELVTDFTDLPAT ludzkiej

SPP1, majg zdolnos¢ do wigzania takze petnej formy biatka (Bayless i Davis 2001).
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Receptory te wystepujg miedzy innymi na powierzchni makrofagéw i limfocytéw T
(Ellert-Miklaszewska i wsp. 2020). Motyw SVVYGLR jest rowniez rozpoznawany
przez metaloproteinazy MMP-3 i MMP-7 (Agnihotri i wsp. 2001). W wyniku
proteolitycznego ciecia tymi enzymami odstoniety zostaje fragment SVVG, ktory jest
rozpoznawany przez integryny o431, ale nie integryny a9p1. Wykazano, ze fragment
ten odpowiedzialny jest za regulacje migracji i adhezji komoérek (Ito i wsp. 2009).
Uwolniony w wyniku ciecia przez trombine C-koncowy fragment biatka ma zdolnos¢
do wigzania sie do izoform CD44v6 i CD44v7 w sposob niezalezny od motywu RGD.
Wykazano, ze oddziatywanie SPP1 z receptorem CD44 na powierzchni komérek
macierzystych glejaka prowadzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego HIF (ang.
hypoxia inducible factor) i utrzymaniu macierzystego fenotypu tych komorek (Pietras
i wsp. 2014). C-koncowy fragment SPP1 zaangazowany jest w migracje komorek
dendrytycznych (Shao i wsp. 2014). Fosforylacja konkretnych miejsc w czagsteczce
SPP1 nie ma wptywu na interakcje z receptorem CD44 na powierzchni makrofagow,
ale jest kluczowa dla ich aktywacji (Weber i wsp. 2002).

Schemat czasteczki SPP1 z zaznaczonymi miejscami oddziatywan

z poszczegolnymi receptorami przedstawiono na rycinie 2.

MMP-3

MMP-7 MMP-3

MMP-3  MMP-7
Trombina

NH2 Poli-D  ELVTDFP GRGD SVVYGLR COOH

131 158 168 200 210

Miejsce a4pl avBl a9p1 Miejsce
wigzania avp3 a4p1 wigzania
jonéw Ca2* avps a4B5 Cca+

Ryc. 2. Schemat budowy SPP1 z zaznaczonymi miejscami wigzania do receptoréw
integrynowych, miejscami ciecia przez enzymy proteolityczne oraz miejscami wigzania

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

SPP1 produkowana jest przez komaorki miesni gtadkich, srédbtonka, nabtonka,
chondrocyty, osteoblasty i komorki uktadu odpornosciowego (makrofagi, limfocyty T
i B, neutrofile, komorki dendrytyczne i NK) i bierze udziat w wielu procesach
biologicznych. Wynika to ze struktury biatka, ktéra pozwala na oddziatywanie
z wieloma receptorami obecnymi na powierzchni r6znych komoérek. Zaangazowana
jest miedzy innymi w mineralizacje i resorpcje kosci, regeneracje tkanek,

angiogeneze, regulacje migracji i adhezji komoérkowej (Denhardt i wsp. 2001).
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Pierwsze doniesienia o jej roli w modulowaniu odpowiedzi uktadu
odpornosciowego wynikaty z obserwacji indukcji SPP1 w odpowiedzi na infekcje
bakteryjne w limfocytach T, dlatego nazywano jg biatkiem wczesnej aktywacji
limfocytow T (ETA1, ang. Early T Lymphocyte Activation Protein 1) (Patarca i wsp.
1989, Oldberg i wsp. 1986). Udokumentowany jest udziat SPP1 w regulacji migraciji,
aktywacji i fagocytozy makrofagéw (Zhu i wsp. 2004) oraz jako czynnika
chemotaktycznego dla komérek uktadu odpornosciowego, powodujgcego migracje
leukocytow do miejsc wystepowania standw zapalnych w organizmie (Mazzali i wsp.
2002; Gravallese, 2003). SPP1 indukowata chemotaksje makrofagéw w odpowiedzi
na infekcje w sposéb zalezny od oddziatywania z motywem RGD, jak réwniez
wspierata chemotaksije i proliferacje limfocytow T (Singh i wsp. 1990 , O'Regan i wsp.
1999).

SPP1 uczestniczy w regulacji proceséw zapalnych zaréwno jako cytokina
prozapalna, jak i biatko zaangazowane w hamowanie odpowiedzi uktadu
odpornosciowego (Nau i wsp. 1997, Yu i wsp. 1998). Wykazano, ze ufosforylowana
Spp1 powoduje zwiekszenie produkcji IL-12 w sposéb zalezny od integryny B3
i RGD, podczas gdy nieufosforylowane biatko odpowiedzialne jest za hamowanie
wydzielania przeciwzapalnej IL-10 w sposéb zalezny od interakcji z receptorem
CD44 (Ashkar i wsp. 2000). Po stymulacji makrofagéw LPS (Gao i wsp. 2004) oraz
w odpowiedzi na czynniki prozapalne takie jak TNFa, IL-18 czy IL2 (Patarca i wsp.
1993) zaobserwowano wzrost ekspresji SPP1. W modelu eksperymentalnego
zapalenia mézgu (EAE) Spp1 nasilata reakcje zapalng poprzez indukcje ekspresji
prozapalnych cytokin i zwiekszenie przezywalnosci aktywowanych limfocytow T
poprzez hamowanie ich indukowanej smierci (Hur i wsp. 2007). SPP1 produkowana
przez makrofagi moze hamowac ekspresje INOS prowadzgc do zahamowania
syntezy NO, waznego mediatora odpowiedzi zapalnej (Rollo i wsp. 1996). SPP1 jest
takze jednym z czynnikdéw promujgcych akumulacje makrofagdw M2 w raku zotgdka
(Atai i wsp. 2011). Wszystko wskazuje na to, ze odpowiedz regulowana przez SPP1
moze zaleze¢ od typu komoérek, w jakich zachodzi jej ekspresja i modyfikaciji, jakim

biatko moze podlegac.

3.56.2.2 Osteopontyna/SPP1 w glejakach
Wzrost poziomu osteopontyny/SPP1 stwierdzono w wielu typach

nowotworow, w tym w glejakach, co potwierdzajg wyniki analiz materiatu klinicznego
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pobranego od pacjentéw. Saitoh i wspotautorzy (1995) pokazali, ze poziom SPP1
w glejakach jest podwyzszony i zasugerowali, ze poziom ekspresji SPP1 moze
korelowac z rokowaniami klinicznymi i stopniem ztosliwosci nowotworu (Saitoh i wsp.
1995, Toy iwsp. 2009). Pdzniejsze doniesienia opisywaty wysoki poziom SPP1
w krwi obwodowej i surowicy pacjentdw z glejakiem i wskazywaty na wykorzystanie
go jako markera korelujgcego ze ztymi prognozami klinicznymi (Sreekanthreddy
i wsp. 2010, Urbanaviciate i wsp. 2020). SPP1 wykrywano w ptynie moézgowo-
rdzeniowym pacjentow z GBM (Kohata i wsp. 2020). Wiele doniesien dokumentuje
takze wysoki poziom ekspresji SPP1 w ludzkich glejakach, ktory pozytywnie koreluje
ze stopniem ztosliwosci nowotworu oraz niekorzystnymi prognozami klinicznymi
(Kijewska i wsp. 2017, Friedmann-Morvinski i wsp. 2015, Matusan-llijas 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 Kkoreluje takze
z przezywalnoscig pacjentow z glejakami (Kijewska i wsp., 2017; Chen i wsp. 2019).
Analiza in silico danych z TCGA wykazata, ze ekspresja SPP1 jest silnie powigzana
z podtypem mezenchymalnym GBM, charakteryzujgcym sie wysokim poziomem
infiltracji przez aktywowane mikroglej i makrofagi (Kijewska i wsp., 2017; Wei i wsp.
2019).

Liczne dane literaturowe potwierdzajg role SPP1 w modulacji inwazyjnosci
glejaka. Wyciszenie ekspresji SPP1 w komorkach ludzkiego glejaka U87 prowadzito
do zahamowania wzrostu guza w modelu in vivo oraz hamowato zdolnos¢ do migracji
i ruchliwo$é komérek in vitro (Lamour i wsp. 2010, Friedmann-Morvinski i wsp. 2016;
Jan i wsp. 2010). Wycieszenie ekspresji Spp7 w mysich guzach prowadzito do
wydtuzenia czasu przezycia zwierzat (Friedmann-Morvinski i wsp. 2016). Wykazano
takze, ze SPP1 jest zaangazowana w regulacje ekspresji MMPs , ktére petnig istotng
funkcje w regulacji inwazyjnosci komoérek glejaka. Wyciszenie ekspresji SPP1
w komorkach ludzkiego glejaka U87 prowadzito do spadku poziomu MMP2
i inwazyjnosci komorek. Komorki te tworzyty takze mniejsze guzy in vivo
w poréwnaniu do guzow powstatych z komérek kontrolnych (Jan i wsp. 2010). Z kolei
wyciszenie ekspresji SPP1 w komorkach ludzkiego glejaka U87 wzbogaconych
w komorki macierzyste nowotworu (GSC, ang. glioma stem-like cells) obnizato
zdolnosc¢ tych komorek do formowania sfer. Miaty one rowniez ograniczone zdolnosci
do tworzenia guzéw in vivo. Podanie rekombinowanej SPP1 odwracato ten efekt

(Lamour i wsp. 2015). Autorzy postulowali autokrynny wptyw SPP1 na zdolno$¢ do
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tworzenia sfer przez oddziatywanie biatka z receptorem CD44 obecnym na
powierzchni komoérek glejaka. Zablokowanie receptora CD44 hamowato zdolnos¢ do
formowania sfer, podczas gdy zablokowanie receptora integrynowego av35 nie
wywotywato takiego efektu. Wykazano pozytywna korelacje miedzy ekspresjg SPP1
w prébkach ludzkich GBM i ekspresjg gendéw uznawanych za markery komorek
macierzystych (Polat i wsp. 2022). Wyciszenie ekspresji SPP1 w komodrkach
ludzkiego glejaka wptywato na aktywacje gtownych biatek sciezki odpowiedzi na
uszkodzenia DNA (DDR, ang. DNA Damage Response) indukowang przez
radioterapie: zmniejszenia fosforylacji histonu H2AX, kinazy CHK-2 i biatka ATM
w poréwnaniu do komoérek kontrolnych. Zjawiska te byly odwracane przez dodanie
rekombinowanej SPP1, co sugeruje, ze SPP1 petni role w inicjacji naprawy DNA
w odpowiedzi komoérek glejaka na radiacje, zwiekszajgc opornos¢ guza na
radioterapie (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 biatko, ktore zidentyfikowano po raz pierwszy w zewnetrznej
dwuwarstwie lipidowej kuleczek ttuszczowych mleka krowiego (Stubbs i wsp. 1990).
MFG-E8 jest produkowana przez wiele tkanek i narzgdow
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000140545-MFGES8). Ludzka MFG-E8

wystepuje w postaci trzech izoform réznigcych sie dtugoscia, z ktérych najdtuzsza

sktada sie z 387 aminokwasow. U szczurow zidentyfikowano dwie izoformy biatka,
z ktorych dtuzsza zbudowana jest z 427 aminokwaséw (Lin i wsp. 2007).

Na N-koncu biatka wystepuje peptyd sygnatowy (w ludzkiej, szczurzej i mysiej
laktadherynie sktadajgcy sie z 22 aminokwasoéw) umozliwiajgcy sekrecje biatka na
zewnatrz komorki. Za tym peptydem w ludzkiej MFG-E8 znajduje sie domena
wykazujgca homologie do czynnika wzrostu naskorka (EGF-like, ang. epidermal
growth factor-like domains), w biatku szczurzym i mysim zidentyfikowano dwie
domeny tego typu (Deonarain i wsp. 2009, Shao i wsp. 2008). W obrebie tej domeny
wystepuje motyw RGD (Arg-Gly-Asp), ktory odpowiada za rozpoznanie i wigzanie
receptorow integrynowych typu aVp3 aVB5 (Shao i wsp. 2008; Shi i wsp. 2006).
Wykazano, ze poprzez domene EGF-like czgsteczki MFG-E8 mogg ulegaé
oligomeryzacji (Balzar iwsp. 2001). Na C-koncu biatka zidentyfikowano dwie
domeny C (C1 i C2) wykazujgce wysoki stopien homologii do dyskoidyn (ang.
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discoidin-like domains) (Stubbs i wsp. 1990, Ogura i wsp. 1996). Domena C
wystepuje takze w czynnikach krzepniecia krwi V i VIII, gdzie odpowiada za ich
wigzanie do obszaréw bton komorkowych bogatych w aminofosfolipidy (Shao i wsp.
2008). W domenie C2 wystepuje obszar ztozony z aminokwasow o wiasciwosciach
hydrofobowych (Trp26, Leu28, Phe31 i Phe81), ktéry umozliwia kotwiczenie MFG-
E8 w bitonie fosfolipidowej (Macedo-Ribeiro i wsp. 1999, Pratt i wsp. 1999). MFG-E8
przytgczajgc sie do btony komorkowej wigze sie gtownie do fosfatydyloseryny (PS,
ang. phosphatidylserine) oraz w mniejszym stopniu do fosfatydyloetanoloaminy (PE,
ang. phosphatidylethanoloamin) (Waehrens i wsp. 2009). Dzieki swojej domenowej
budowie umozliwiajgcej oddziatywanie z réznymi czynnikami, MFG-E8 moze petnic¢
roznorodne funkcje biologiczne.

Schemat czgsteczki szczurzej MFG-E8 2z zaznaczonymi miejscami

oddziatywan z poszczegdlinymi receptorami przedstawiono na rycinie 3.

20 59 62 106 109 265 270 427

EGF-like 2

DomenaC1

NH2 =4 EGF-like 1 Domena C2 COOH

Peptyd sygnalny  Motyw RGD

Miejsce wigzania
fosfolipiddw

Ryc. 3. Schemat budowy czgsteczki MFG-E8 z zaznaczonym motywem RGD wigzgcym
receptory integrynowe av33 i avp5 oraz miejscem wigzania fosfolipidow. Opracowano na

podstawie Kaminska i wsp. 2018.

3.5.2.4 Funkcje biologiczne laktadheryny/MFG-E8

Laktadheryna, dzieki swojej zdolnosci do wigzania receptoréw integrynowych
obecnych na powierzchni fagocytéw oraz fosfatydyloseryny na btonie komérek, ktore
utracity prawidtowg asymetrie dwuwarstwy lipidowej, petni wazng role w procesie
fagocytozy komorek apoptotycznych (Mirnikjoo i wsp. 2009). W przypadku
zakitécenia tego procesu dochodzi do akumulacji martwych komérek i ich
fragmentéw, co moze prowadzi¢ do indukcji stanu zapalnego.

Receptory powierzchniowe zaangazowane w fagocytoze dzieli sie na takie,
dla ktérych ligandem jest fosfatydyloseryna oraz przytgczajgce ligandy
posredniczgce miedzy komoérkg a fagocytem. Do pierwszej grupy zaliczane sg np.
receptory zmiatacze (ang. scavenger receptors) czy biatko CD14. Do drugiej

kategorii zaliczane sg receptory zdolne do przytgczenia ligandéw posrednich, takich
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jak MFG-E8 czy B2 glikoproteina (Martin, 2008). MFG-E8 stanowi rodzaj ,pomostu”
wigzgc sie domeng C2 do komorki eksponujgcej PS oraz motywem RGD do
receptorow integrynowych aVB3 i aVB5 znajdujgcych sie na powierzchni komodrek
prezentujgcych antygen: makrofagdéw oraz niedojrzatych komoérek dendrytycznych,
co utatwia fagocytoze (Hanayama i wsp. 2002). Mutacja w motywie RGD, ktéra
prowadzi do zamiany kwasu asparaginowego na glutaminowy (RGD — RGE) blokuje
wigzanie komorki fagocytujgcej, ale nie wptywa na zdolnosc¢ biatka do wigzania
komorek apoptotycznych. Potwierdza to wudziat domeny C2 laktadheryny
w oddziatywaniu z fosfatydyloseryng, wykazano jednak, ze aby zaszta internalizacja
komoérki niezbedne jest pobudzenie receptora innego typu (Andersen i wsp. 2000).
Moze to byC receptorowa kinaza tyrozynowa Mer-TK aktywowana poprzez wigzanie
swojego ligandu, biatka Gas-6 (ang. Growth arrest specific gene-6), ktére tgczy
komérke fagocytujgcg z komoérkg badz czgsteczkg fagocytowang (Maree iwsp.
2007). Wykazano, ze uposledzona produkcja MFG-E8 prowadzi do znacznego
ostabienia procesu fagocytozy i akumulacji martwych komérek, czego konsekwencja
jest wystepowanie licznych stanéw patologicznych (Ait-Oufella i wsp. 2007; Ensslin
i Shur, 2007). W mysim modelu miazdzycy u zwierzat Mfg-E8”- wykazano szybszy
rozwoj choroby w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych, zahamowanie produkc;ji IL-
10 oraz zwiekszong produkcje IFNy w dotknietych miazdzycg tetnicach (Ait-Oufella
i wsp. 2007). U myszy Mfg-E8”- obserwowano takze nagromadzenie sie martwych
komérek i ich resztek w réznych narzadach, jak rowniez wzrost stezenia
mikropecherzykéw (PMP, ang. platelet microparticles) majgcych na swojej
powierzchni liczne czgsteczki PS, ktére pochodzg z ptytek krwi i mogg stanowic
dodatkowa powierzchnie katalityczng dla czynnikéw krzepniecia krwi. Myszy Mfg-E8-
I poza zwigkszonym stezeniem PMP w osoczu, miaty takze podwyzszong produkcjg
trombiny. Wskazuje to na istotng role Mfg-E8 w zapobieganiu tworzenia sie
zakrzepéw powstatych z nagromadzonych mikropecherzykéw (Dasgupta | wsp.
2009, Ensslin i Shur, 2007).

MFG-E8 petni istotng funkcje w oczyszczaniu organizmu z patologicznie
zmienionych komérek, ktorych funkcja zostata zaburzona w wyniku starzenia sie
i choroby. Wykazano, ze MFG-E8 zaangazowana jest w fagocytoze starzejgcych sie
erytrocytow (Fens i wsp. 2008). MFG-ES8, dzieki zdolnosci do wigzania PS, przytgcza
sie do nieprawidtowych krwinek pacjentow cierpigcych na anemie sierpowata, co

stymuluje ich fagocytoze i prowadzi do oczyszczania krwi z nieprawidtowych
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komérek. Podanie abciksimabu, przeciwciata skierowanego przeciwko receptorowi
integrynowemu aVB3, hamuje proces fagocytozy (Guchhait i wsp. 2007, Dasgupta
i Thiagarajan, 2005).

Dzieki mozliwosci oddziatywania z receptorami obecnymi na powierzchni
komérek ukfadu odpornosciowego, Mfg-E8 moduluje odpowiedZz odpornosciowaq.
W makrofagach in vitro fagocytoza komoérek apoptotycznych zalezna od Mfg-E8
prowadzi do produkcji cytokin, ktore indukujg odpowiedz Treg. W konsekwencji
stymuluje to przeciwzapalng odpowiedz uktadu odpornosciowego i wyksztatcenie
tolerancji immunologicznej (Jinushi i wsp. 2007). Wyniki badan wskazujg, ze
w niedokrwieniu moézgu MFG-E8 wykazuje dziatanie przeciwapoptotyczne
i przeciwzapalne, a w krwotoku podpajeczynéwkowym biatko to hamuje stan zapalny
poprzez indukcje polaryzacji mikrogleju w kierunku immunosupresyjnego fenotypu
M2 poprzez Sciezke sygnatowg B3/SOCS3/STAT3 (Gao i wsp. 2021).

MFG-E8 odgrywa takze kluczowg role w procesie angiogenezy i gojeniu sie
ran. Wykazano, ze u myszy Mfg-E87 proces gojenia sie ran jest powaznie
uposledzony, a liczba powstajgcych naczyn krwionosnych w obszarze uszkodzenia
jest istotnie mniejsza w poréwnaniu do myszy kontrolnych (Uchiyama i wsp. 2014).
MFG-ES8 jest zaangazowana w angiogeneze poprzez interakcje z receptorami na
powierzchni komoérek nabtonka naczyn oraz perycytow i ich prekursorow (Motegi
i wsp. 2011). Wykazano, ze MFG-E8 wspiera tworzenie naczyn w sposob zalezny od
oddziatywania z integrynami av3/av35 obecnymi na komorkach nabtonka na drodze
indukowanej przez VEGF fosforylacji kinazy Akt (Silvestre i wsp. 2005). Uczestniczy
tez w adhezji komoérek do innych komodrek i komdrek do macierzy
zewnatrzkomorkowej (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 ztosliwym, nowotworach piersi, tarczycy, trzustki, pecherza i glejaku
ztosliwym (Shi iwsp. 2004; Packard i Libby, 2008; Sugano i wsp. 2011). Wykazano,
ze MFG-E8 zaangazowana jest w tworzenie nowych naczyn w czasie wzrostu guza
w sposoéb zalezny od oddziatywania z receptorami aVB3 i aV35 (Serini i wsp. 2008).
U myszy transgenicznych Mfg-E87- obserwowano spadek proliferacji komoérek
w regionach angiogenezy i wzrost liczby komorek apoptotycznych (Neutzner i wsp.

2007). Badania z uzyciem angiolixu — humanizowanego, monoklonalnego
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przeciwciata rozpoznajgcego domene EGF-like laktadheryny wykazaty
zahamowanie jej interakcji z receptorami integrynowymi, a w konsekwencji
ograniczenie rozwoju nowotworu i wzrost odsetka komorek apoptotycznych w guzie
(Deonarain i wsp. 2009). Zastosowanie monoklonalnego przeciwciata anty-MFG-E8
prowadzito do zmniejszenia migracji, adhezji i przezywalnosci komoérek raka jajnika
oraz potrojnie negatywnego raka piersi (Tibaldi i wsp. 2013). Wykazano, ze MFG-E8
aktywnie wspiera rozwoj guza w mysim modelu raka okreznicy. Poziom ekspresji
MFG-E8 u pacjentow w zaawansowanym stadium raku jelita grubego byt istotnie
wyzszy niz u pacjentdw z gruczolakami lub na wczesnych stadiach choroby.
Wykazano takze pozytywng korelacje miedzy poziomem ekspresji MFG-E8
a zdolnoscig nowotworu do tworzenia lokalnych i odlegtych przerzutéw, jak rowniez
gorszg przezywalnoscig pacjentow (Kusunoki i wsp. 2015, Zhao i wsp. 2017).
W komoérkach czerniaka MFG-E8 indukowata produkcje cytokin odpowiedzialnych za
aktywacje Treg, jak réwniez prowadzita do wyksztatcenia opornosci na
chemioterapie przez aktywacje sciezki B3/FAK/PISK/AKT (Jinushi i wsp. 2009).
Z kolei u pacjentéw z rakiem odbytnicy poddanych uprzedniej radioterapii wysoka
ekspresja MFG-E8 korelowata z lepszg odpowiedzig na leczenie, jednak nie
stwierdzono réznic w przezywalnosci (Harada i wsp. 2021).

Jinushi i wspofautorzy wykazali, ze ekspresja MFG-E8 w makrofagach jest
zalezna od GM-CSF, a obnizenie jej poziomu prowadzi do zahamowania aktywnosci
fagocytarnej makrofagéw i wzrostu aktywac;ji limfocytow Th. Wykazano ponadto, ze
MFG-E8 odpowiada za wytworzenie stanu tolerancji immunologicznej poprzez
indukcje produkcji cytokin w makrofagach, ktére odpowiedzialne sg za aktywacje
Treg (Jinushiiwsp. 2007). Zjawisko to stwierdzono w wielu typach nowotwordw (raku
pecherza, prostaty, jajnika, czerniaku ztosliwym 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 infiltrujgcych przerzut czerniaka btony naczyniowej oka do watroby
MRNA MFG-E8 byto jednym z najsilniej indukowanym, a makrofagi wykazywaty
fenotyp wspierajacy nowotwor (Krishna i wsp. 2020). W raku ptaskonabtonkowym
przetyku wysoki poziom MFG-E8 korelowat z niskim stosunkiem limfocytéw

CD8*/FoxP3* naciekajgcych guza (Kanemura i wsp. 2018).
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3.56.2.6 Funkcje periostyny/POSTN

Periostyna (POSTN), zwana takze czynnikiem specyficznym dla osteoblastow
(OSF-2, ang. osteoblast-specific factor 2), jest biatkiem macierzy
zewnagtrzkomorkowej wystepujgcym co najmniej w 8 izoformach (Takeshita i wsp.
1993; Morrai wsp. 2011). POSTN zaangazowana jest w wiele proceséw, w tym takze
zwigzanych z powstawaniem i progresjg nowotwordw, takich jak wzrost guza,
inwazyjnos¢, angiogeneza czy przerzutowanie (Bao i wsp. 2004; Malanchi i wsp.
2011, Michaylira i wsp. 2010). Periostyna moze oddziatywa¢ z wieloma typami
komoérek poprzez wigzanie sie do receptoréw integrynowych av33, avp5, a6p4 czy
a5B1 (Ratajczak-Wielgomas i Dziegiel, 2015; Utispan i wsp. 2012), co prowadzi do
aktywacji sciezek sygnatowych PI-3K/Akt i szlaku przekaznictwa WNT (Malanchi
i wsp. 2011; Baril i wsp. 2007).

Badania przeprowadzone przez Zhou i wsp. (2015) wykazaty, ze wydzielana
przez komorki glejaka periostyna jest kluczowym biatkiem zaangazowanym
w polaryzacie GAMs w glejakach. Zwiekszong ekspresje POSTN stwierdzono
zwtaszcza w populacji komorek mniej zréznicowanych, majgcych cechy komérek
macierzystych — GSCs. Wyciszenie ekspresji periostyny w komérkach ludzkiego
glejaka prowadzito do znacznego zahamowania wzrostu guza in vivo oraz
wydtuzenia czasu zycia myszy bezgrasiczych z glejakiem. W guzach z wyciszong
ekspresjg POSTN obserwowano zmniejszony naciek GAMs, a takze mniejszg liczbe
komoérek z ekspresjg gendw kodujgcych markery fenotypu M2, takich jak arginaza-1,
CD163 czy Fizz-1 przy jednoczesnym wzroscie liczby komérek typu M1. Doktadny
mechanizm dziatania POSTN w glejakach nie jest do konca jasny, jednakze uwaza
sie, ze periostyna wydzielana przez glejaka poprzez wigzanie do receptoréw
integrynowych na powierzchni GAMs aktywuje Sciezke sygnatowg PI-3K, ktéra
zwigzana jest z ich pobudzeniem. Uzycie przeciwciata neutralizujgcego
skierowanego przeciwko integrynom av33 badz krétkiego, syntetycznego peptydu
zawierajgcego sekwencje RGD (odpowiedzialng za wigzanie sie biatka do tych
integryn) zapobiegato aktywacji mikrogleju. Periostyna moze dziata¢ takze
autokrynnie poprzez wigzanie sie do receptoréw integrynowych av na powierzchni
komoérek glejaka, co wspiera inwazyjnos¢ guza (Mikheev i wsp. 2015). Ponadto
wykazano, ze periostyna produkowana przez perycyty wspiera angiogeneze w guzie
(Huizer i wsp. 2020, Bernardes i wsp. 2022). W ludzkich glejakach ekspresja POSTN

pozytywnie koreluje ze stopniem ziosliwosci i niekorzystnymi prognozami dla
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pacjentow, a takze gestoscig infiltrujgcych GAMs (Zhou i wsp. 2015). Ponadto
analiza danych dostepnych w bazach REMBRANDT, TCGA i CGGA (ang. Chinese
Glioma Genome Atlas) wykazata, ze badanie poziomu ekspresji POSTN moze by¢
wykorzystane jako marker Mes-GBM, ktore sg najbardziej agresywnymi glejakami
ztosliwymi (Faried i wsp. 2020).

Podsumowujgc, wyniki badan wskazuja, ze w patogenezie glejakdw wazng
role odgrywajg ligandy integryn takie jak SPP1, POSTN i MFG-ES8, ktore uczestniczg
w polaryzacji GAMs do fenotypu wspierajgcego rozwdj glejaka. Jednakze,
mechanizmy poprzez ktore te biatka wplywajg na GAMs i modyfikujg

mikrosrodowisko glejakéw nie sg poznane.
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Ryc. 4: Schemat oddziatywania glejaka z mikrosrodowiskiem. Glejak wydziela szereg
czynnikbw modulujgcych funkcje komérek uktadu odpornosciowego, w tym polaryzacje
naciekajacych komoérek mieloidalnych w kierunku wspierajgcych nowotwér GAMSs,
hamowanie cytotoksycznej aktywnosci komoérek NK i Tc oraz aktywacje komorek

0 wtasciwosciach immunosupresyjnych, takich jak MDSCs i Treg.
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4. CEL PRACY

Glejaki ztosliwe sg nowotworami bardzo heterogennymi, nie tylko na poziomie
molekularnym, ale réwniez na poziomie skfadu komoérkowego. Komorki glejaka
wydzielajg czynniki, ktére modulujg odpowiedz uktadu odpornosciowego na
rozwijajgcy sie guz i prowadzg do polaryzacji komorek odpornosciowych w kierunku
poinwazyjnych, immunosupresyjnych komodrek wspierajgcych wzrost guza.
Najliczniejszg nienowotworowg populacja w GBM sg komaorki mieloidalne, gtéwnie
mikroglej, monocyty i makrofagi (GAMs), ktére w mikrosrodowisku ulegajg aktywacii,
wspierajg angiogeneze, inwazyjnosc i inaktywujg odpowiedz przeciwnowotworowg.
Wyniki badan w Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN wykazaty, ze
osteopontyna (Spp1) i laktadheryna (Mfg-E8) sg produkowane przez komorki glejaka
i indukuja proinwazyjng aktywacje GAMs.

Celem niniejszej pracy byta ocena roli osteoponyny/Spp1 i laktadheryny/Mfg-
E8 w patogenezie glejaka ztosliwego, wptyw wyciszenia ich ekspresji na naciek
i funkcje komérek mieloidalnych i limfoidalnych w mikrosrodowisku nowotworu.

Sformutowano nastepujgce szczegdtowe cele badawcze:

1. Ocena zmian transkryptomicznych w catym guzie i wyizolowanych komérkach
mieloidalnych w celu okres$lenia ich fenotypdw.

2. Ocena wptywu wyciszenia osteopontyny/Spp1 i laktadheryny/Mfg-E8
w komorkach glejaka C6 na wzrost guza w szczurzym modelu glejaka.

3. Zbadanie wptywu wyciszenia ekspresji Spp1 i Mfg-E8 w komorkach glejaka
C6 na mikrosrodowisko guza, zwtaszcza na funkcjonalnos¢ komoérek uktadu
odpornosciowego.

4. Ocena wptywu wyciszenia Spp7 w glejaku na wybrane populacje komérek
uktadu odpornosciowego w krwi obwodowej szczuréw.

5. Wptyw przywrécenia ekspresji prawidtowej Spp1 lub jej wariantow
w komorkach glejaka pozbawionych Spp1 na wzrost guza in vivo.

6. Wptyw peptydu RGD na wzrost guza, naptyw oraz funkcje komorek

mieloidalnych w mikrosrodowisku w szczurzym modelu glejaka in vivo.
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5. MATERIALY | METODY

5.1 Komorki glejaka — charakterystyka i hodowla

W badaniach wykorzystano komérki szczurzego glejaka C6 oraz komorki
mysiego glejaka 261 (GL261). Komorki C6 pochodzity z ATTC (American Type
Tissue Collection, USA).

Linia komoérek glejaka C6 zostata wyprowadzona z komérek guza mébzgu,
ktéry wywotano u szczura rasy Wistar po serii ekspozycji ciezarnych samic na N,N’-
nitrozo-metylomocznik (Benda i wsp. 1968, Schmidek i wsp. 1971). Komérki C6 majg
prawidtowy p53, delecje w locus p16/Cdkn2a/Ink4a prowadzgce do braku biatek p16
i p19ARF. W komodrkach C6 podobne geny co w glejakach u ludzi majg podwyzszong
ekspresje: Pdgf-b, Igf-1, Egfr, i Erb3/Her3 (Giakoumettis i wsp. 2018). Obraz
histopatologiczny guza powstatego po zaimplantowaniu komérek C6 do mozgu
szczura przypomina ludzkiego glejaka wielopostaciowego (Grobben i wsp. 2002).
Szczegodtowy opis linii komorkowej C6 dostepny jest na stronie internetowej ATCC:

http://www.atcc.orqg.

Komorki szczurzego glejaka C6 hodowano w pozywce DMEM (ang.
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Gibco) wzbogaconej w 10% surowice cielecg
(NCS, ang. Newborn Calf Serum, Gibco) z dodatkiem antybiotykdéw penicyliny
i streptomycyny (Sigma) w stezeniach odpowiednio 50 U/ml i 50 ug/ml. Hodowle
prowadzono w sterylnych jednorazowych butelkach, szalkach Iub ptytkach
zawierajgcych 12, 24 |ub 96 dotkow (Corning) przeznaczonych do hodowli
komérkowych. Do momentu rozpoczecia doswiadczenia komorki pasazowano co 2-
4 dni, zaleznie od ich gestosci. Przy pasazowaniu komorek stosowano 0,25% roztwor
trypsyny z 0,02% EDTA (kwas edetynowy, Sigma). W przypadku wykonywania
testow BrdU i MTT komérki wysiewano 24 godz. przed rozpoczeciem doswiadczenia.

Hodowle prowadzono w inkubatorze (Heraeus) w temperaturze 37°C,
w atmosferze nasyconej parg wodng i zawierajgcej 5% CO2. Morfologie komorek
w trakcie hodowli obserwowano w mikroskopie swietinym z kontrastem fazowym
Olympus CK40. Bank komorek przechowywano w stanie zamrozonym
w temperaturze -80°C (do biezgcego uzytku) oraz w ciektym azocie (w celu
diuzszego przechowywania), w pozywce o skfadzie: 90% NCS / 10% DMSO
(dimetylosulfotlenek) (Sigma).
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5.2 Uzyskanie komérek linii glejaka C6 ze stabilnie wyciszong ekspresja Mfg-
E8 (shMfg-E8) oraz kontrolnych (shNeg)

Komorki C6 transfekowane konstruktem zawierajgcymi specyficzny shRNA
wzgledem Mfg-E8 (pSilencer™shMfg-E8) oraz komérki transfekowane konstruktem
zawierajgcym sekwencje neutralnego shRNA (shNeg) wyprowadzity dr Aleksandra
Ellert-Miklaszewska i dr Magdalena Kijewska z Pracowni Neurobiologii Molekularnej
IBD PAN. Kontrolny plazmid pSilencer™shNeg pochodzit z firmy Invitrogen, Life
Technologies. Sekwencja neutralnego shRNA ma niskg homologie do znanych
sekwencji z ludzkiego, szczurzego i mysiego genomu. Doktadny opis procedury
znajduje sie w publikacji Ellert, Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016.

Uzywany konstrukt bazuje na plazmidzie pSilencer™ 2.1 U6-hygro (Life
Technologies, Invitrogen), do ktérego wstawiono dwuniciowy oligonukleotyd
kodujgcy shRNA (ang. short hairpin RNA) pod kontrolg promotora U6 dla polimerazy
[ll. Umozliwia to wydajng ekspresje shRNA w wielu typach komorek. Ponadto
w wektorze znajduje sie gen opornosci na ampicyline, dzieki ktéremu mozliwe byto
namnazanie plazmidu i selekcja w bakteriach oraz gen opornosci na hygromycyne B
umozliwiajgcy selekcje klonbw komoérek eukariotycznych po transfekcji. Fragment
kodujgcy shRNA jest wigczany do wektora w miejscach ciecia enzymami
restrykcyjnymi BamHI i Hind 11l (rycina 5).

Hind 1l
tor SV40 ry 2
promotor r - SiRNA

r ' |/ BamHI
” \promotor 1]

EcoRl

Hygromycyna

pSilencer™2.1-U6 hygro

4885 pz

Ryc. 5. Schemat plazmidu pSilencer™ 2.1- U6 hygro. Na podstawie pSilencer hygro kit

Ampicylina

Protocol, Life Technologies
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5.3Uzyskanie komoérek linii glejaka C6 ze stabilnie wyciszong ekspresja Spp1
(shSpp1) oraz kontrolnych (shNeg)

Do wyprowadzenia komorek C6 ze stabilnie wyciszong ekspresjg
osteopontyny (shSpp1) wykorzystano komercyjnie dostepny wektor lentiwirusowy
pLenti-U6-shRNA-Rsv(GFP-Puro) (GenTarget), z ktérego usuniete zostaty geny
wirulencji. Wektor lentiwirusowy umozliwia wydajng transdukcje komorek
eukariotycznych. Wstawka kodujgca shRNA znajduje sie pod kontrolg promotora U6
dla polimerazy lll. Wektor zawiera takze gen kodujgcy biatko zielonej fluorescencji
(GFP). Ponadto w wektorze znajduje sie gen opornosci na puromycyne

umozliwiajgcy selekcje klondw komorek eukariotycznych po transdukciji (rycina 6).

I
‘ d41.€ ‘
[

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) — dtugie
powtdrzenia koncowe, ¢ — sygnat pakowania do kapsydu, RRE (ang. rev responsive
element) — miejsce przytaczania sie wirusowego czynnika transkrypcyjnego, cppt — element
wspomagajgcy integracje i wydajnos¢ transdukcji, U6 — promotor, GFP+puro — geny
zielonego biatka fluorescencji i opornosci na puromycyne, WPRE - potranskrypcyjny

element regulatorowy.

Sekwencje wstawki kodujgcej shRNA zaprojektowano wykorzystujgc
oprogramowanie dostepne na stronie internetowej producenta, na podstawie
sekwencji docelowej skierowanej przeciwko mRNA Spp1. Oligonukleotyd kodujgcy
shRNA miat sekwencje nici sensownej: 5-AGC TAG TCC TAG ACC CTA A-3'.
Kontrolny wektor pLenti-U6-shNeg-Rsv(GFP-Puro) miat sekwencje nici sensownej:
5GTCTCCACGCGCAGTACATTT-3' i pochodzit z firmy GenTarget. Sekwencja
shRNA kodowana przez ten wektor ma niskg homologie do znanych sekwencji
z ludzkiego, szczurzego i mysiego genomu. Transdukcje komorek C6 i wektorem
lentiwirusowym i selekcje klonéw puromycyng w stezeniu 2 ug/ml przeprowadzono

we wspotpracy z dr Anng Gieryng z Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN
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wedtug protokotu producenta wektora. Wydajnos¢ transdukcji zostata zmierzona
poprzez ocene poziomu biatka GFP przy uzyciu cytometru przeptywowego.
Wydajnos¢ wyciszenia ekspresji Spp?1 na poziomie mRNA zostata potwierdzona
metodg ilosciowego PCR (qPCR), a takze na poziomie biatka metodg ELISA. W celu
zbadania wptywu wyciszenia Spp7 na zywotno$¢ i proliferacje komoérek wykonano
testy MTT i BrdU

5.4 Testy komoérkowe
5.4.1 Oznaczanie proliferacji komérek — test inkorporacji BrdU

Komorki C6 wysiewano na ptytke 24-dotkowg i po 24 godz. oznaczano ich
proliferacje za pomocg zestawu Cell Proliferation ELISA BrdU (Roche Diagnostics).
Komorki  inkubowano przez 2 godz. z roztworem zawierajgcym BrdU
(bromodeoksyurydyne), ktéra jako analog nukleotydu wbudowuje sie w nowo
powstajgcg ni¢ DNA. Nastepnie komorki utrwalano w etanolu i inkubowano 1,5 godz.
z przeciwciatem rozpoznajgcym BrdU, sprzezonym z peroksydazg chrzanowg (anty-
BrdU-POD, Roche). Peroksydaza w wyniku reakcji enzymatycznej przeksztatcata
dodany substrat w barwny produkt, ktérego ilos¢ jest proporcjonalna do ilosci
wigczonego BrdU w DNA proliferujgcych komoérek. Nastepnie dodawano 1M H2SOa4,
co umozliwiato fotometryczng detekcje barwnego produktu. Pomiaru dokonywano
przy dtugosci fali 450 nm przy uzyciu czytnika Multiscan EX. Z otrzymanych danych
obliczano udziat komorek proliferujgcych w catkowitej populacji komorek z wyciszong
ekspresjg Mfg-E8, Spp1 lub komorek shNeg, przyjmujgc absorbancje mierzong
w wyjsciowych komoérkach C6 za 1.

5.4.2 Ocena zywotnosci komoérek — test metabolizmu MTT

Komorki wysiewano na ptytke 24-dotkowg i po 24 godz. do pozywki dodawano
MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu, Sigma) w stezeniu
koncowym 0,5 mg/ml. Po wniknieciu do komérek MTT jest redukowany przez
dehydrogenazy tancucha oddechowego do nierozpuszczalnego w $rodowisku
wodnym formazanu. llos¢ wytrgconego zwigzku jest proporcjonalna do liczby zywych
komorek. Po 4 godz. inkubacjiz MTT w 37°C do dotkow dodawano po 100 ul buforu
lizujgcego zawierajgcego 20% SDS i 50% DMF (N,N-dimetyloformamid) o pH 4,7
i inkubowano przez noc w celu rozpuszczenia fioletowych krysztatow formazanu

(Hansen i wsp. 1989). Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 570 nm, uzywajgc
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czytnika Mulitscan EX (Thermo Labsystems). Przyjeto absorbancje lizatu komérek

kontrolnych za 100%. Z otrzymanych danych obliczano procent zywych komoérek.

5.4.3 Pomiar stezenia Spp1 metoda ELISA

Stezenie Spp1 w nadsaczu znad wyjsciowych komérek glejaka C6, komorek
shNeg i komorek shSpp1 zmierzono metodg ELISA (ang. Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) przy uzyciu komercyjnego zestawu Mouse/Rat Osteopontin
(OPN) Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, Inc). Wyjsciowe komorki C6, komorki
z wyciszong ekspresjg osteopontyny (shSpp1) oraz komoérki z kontrolnym shRNA
(shNeg) wysiewano w gestosci 7x10*/ml. Pozywke hodowlang znad komorek
zbierano po 24 godz. i wirowano z predkoscig 300 x g w celu usuniecia resztek
komorek, a nastepnie dodawano fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF, ang.
Phenylmethylsulfonyl Fluoride) bedgcy inhibitorem proteaz w stezeniu 1 mM.
Pozywke rozcienczano pieciokrotnie w odczynniku Assay Diluent, a nastepnie
wykonywano pomiar stezenia osteopontyny zgodnie z protokotem producenta.
Odczytu dokonano za pomocg czytnika Mulitscan EX (Thermo Labsystems) przy
dtugosci fali 540 nm. Stezenie osteopontyny wyliczano z rdwnania wyznaczonego
dla krzywej standardowej, sporzgdzonej na podstawie referencyjnego roztworu

biatka dostarczonego przez producenta zestawu.

5.5Analiza poziomu ekspresji genéw
5.5.1 Pozyskiwanie RNA z komérek

Komorki poddawano lizie w 400 ul buforu lizujgcego (Lysis Buffer; Roche).
Dalsza procedura wykonywana byta zgodnie z protokotem dostarczonym w zestawie
przez producenta (High Pure RNA Isolation Kit; Roche). Wyizolowany,
zaadsorbowany na ztozu kolumienki RNA eluowano 50 pl buforu elucyjnego (Elution
Buffer; Roche). CzystoS¢ i stezenie wyizolowanego RNA w prébkach oceniano
spektrofotometrycznie aparatem NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) mierzac

absorbancje przy dtugosci fali 260 nm i 280 nm.

5.5.2 Pozyskiwanie RNA z tkanek
Homogenizator przed kazdym uzyciem ptukany byt przez 15 min w 0,1M
roztworze NaOH w wodzie z dodatkiem piroweglanu dietylu (DEPC), nastepnie 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. Miedzy probkami urzgadzenie byto
ptukane 5 min w 0,2% SDS w wodzie z dodatkiem DEPC i 3 x 5 min w wodzie
destylowanej z dodatkiem DEPC.

Tkanke umieszczano w odczynniku TRI Reagent (Sigma), homogenizowano,
po czym inkubowano 5 min. w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawano 0,2 ml
chloroformu, wytrzgsano i inkubowano 15 min. Po inkubacji wirowano 15 min. przy
12000 g w 4°C. Zebrano gorng, wodng faze zawierajagcg RNA, dodano réwng
objetos¢ 2-propanolu, inkubowano 15 min. w temperaturze pokojowej i wirowano
10 min. przy 12000 g w 4°C. Osad ptukano 75% etanolem. Po ponownym
odwirowaniu osad zawieszano w 50 pl wody i mierzono stezenie wyizolowanego
RNA. RNA wyizolowane z pétkuli ze zdrowych zwierzat oraz z potkuli od zwierzat z
glejakiem byto dodatkowo oczyszczane z uzyciem High Pure RNA Isolation Kit
(Roche). llos¢ i jakos¢ RNA byta ustalana za pomocg elektroforezy kapilarnej
w urzadzeniu Bioanalyzer 2100 z uzyciem zestawu Agilent 6000 RNA Nano Kit

(Agilent Technologies).

5.5.3 Synteza cDNA

cDNA syntetyzowano na matrycy mRNA z wykorzystaniem starteréw
oligo(dT)15 (Promega Ilub Oligo.pl), ktore hybrydyzujg do sekwencji poli(A)
znajdujgcych sie na 3'-koncu czgsteczek wiekszosci mRNA. Zastosowanie tych
starterow zapewnia selektywng amplifikacje sekwencji mMRNA z pominieciem
pozostatych typdw RNA. Roztwor, w sktad ktérego wehodzg: 1 ug RNA, 1 ul roztworu
dNTP (kazdy w stezeniu 10 mM, Promega), 1 yl roztworu oligo(dT)15 (stezenie
koncowe 25 pg/ml) oraz woda (do 10 pl), inkubowano przez 10 min. w 70°C, po czym
schtadzano do temperatury 4°C. Po dodaniu 2 ul 10x stezonego buforu wchodzgcego
w skiad zestawu do odwrotnej transkrypcji (Sigma-Aldrich) oraz 1 ul odwrotnej
transkryptazy (200 U, M-MLV Reverse Transcriptase, Sigma-Aldrich) i wody (do
koncowej objetosci 20 pl), prébki inkubowano przez 50 min. w 37°C, a nastepnie 10
min. w 80°C i 5 min. w 4°C.

5.5.4 Hybrydyzacja do mikromacierzy
Analize transkryptomiczng RNA wyizolowanego z tkanek wykonano z uzyciem
100 ng catkowitego RNA. Amplifikacja catogenomowa byta przeprowadzona

z uzyciem GeneAtlas WT Expression Kit zgodnie z instrukcjg producenta GeneAtlas
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Personal Microarray System (Affymetrix). Pofragmentowane i wyznakowane cDNA
byto hybrydyzowane do mikromacierzy Rat Gene 2.1 ST Array Strip (Affymetrix).
Hybrydyzacje do mikromacierzy przeprowadzono we wspotpracy z dr Michatem
Klossem z Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN.

5.5.5 Analiza bioinformatyczna profili ekspresji genéw

Przetwarzanie wstepne zostatlo wykonane w sSrodowisku R/Bioconduktor
z wykorzystaniem funkcji rma pakietu oligo z opcjg core (raportowanie ekspres;ji dla
transkryptow). Mapowanie zestawéw sond do transkryptow i gendw wykonano
wykorzystujgc funkcje getNatAffx. Dla kazdego genu obliczono usredniony profil
ekspresji na podstawie zestawdéw sond mapujgcych sie unikalnie do danego genu.
Przeprowadzono test t-Studenta z poprawkg Welch'a oraz wizualizacje danych
w postaci map ciepta (ang. heatmaps) w srodowisku Python z wykorzystaniem
funkcji bibliotek matplotlib i scipy. Dane przedstawione na mapach ciepta byty
scentrowane na sredniej wartosci z prébek kontrolnych, czyli przedstawiajg zmiane
ekspresji wzgledem kontroli. Przy poréwnaniu profilu ekspresji genow szczurzego
glejaka i podtypow ludzkich GBM wykorzystano dane transkryptomiczne (RNA seq)
z prébek ludzkich glejakéw oraz prawidtowego mdzgu dostepne w bazie TCGA.
Przyporzadkowanie do konkretnego podtypu GBM nastepowato w oparciu
o sygnature 840 genow w tescie Kolmogorov-Smirnofa. Geny szczurze mapowano
do ich ludzkich ortologbw z wykorzystaniem wyszukiwarki Ensembl (wersja 87).
Otrzymana lista ortologobw zawierata 660 z 840 gendéw bedacych sygnaturg
konkretnych podtypéw molekularnych ludzkich GBM. Do poréwnania glejaka C6
z ludzkimi subtypami wykorzystano wspotczynnik korelacji Spearmana miedzy
krotnoscig zmiany (glejak/kontrola) dla 660 genow. Zastosowana metodyka analiz
bioinformatycznych zostata szczegétowo opisana w Gieryng i wsp. 2017. Analizy
bioinformatyczne przeprowadzono we wspotpracy z dr Jakubem Mieczkowskim

z Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN.

5.5.6 PCR w czasie rzeczywistym

Reakcje prowadzono w 20 ul roztworu zawierajgcego: 1 pl roztworu cDNA,
10 pl SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 ul mieszaniny starterow
(stezenie koncowe 500 nM) i 8 yl wody UltraPure (Invitrogen). Jako wewnetrzng

kontrole ilosci cDNA w reakcji uzyto starteréw do amplifikacji szczurzego rRNA 18S
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(stezenie koncowe 500 nM). Startery zaprojektowano w oparciu o baze sekwencji
nukleotydowych Ensembl przy uzyciu programu Primer Express 2.0 (Applied
Biosystems). Sekwencje uzytych starterow uzytych do amplifikacji cDNA w czasie
rzeczywistym przedstawia tabela 1.

Wykonano dwa powtdrzenia techniczne na jeden punkt doswiadczalny. Do
powielania czgsteczek cDNA stosowano termocykler do analizy w czasie
rzeczywistym 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems), uzywajgc
nastepujgcego 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 zakonczeniu reakcji uzyskane
wartosci CT (ang. treshold cycle), bedgce odzwierciedleniem numeru cyklu, w ktérym
ilos¢ produktu przekraczata wartoS¢ graniczng, przeliczano na krotnos¢ zmiany,
stosujgc wzoér: krotnos¢ zmiany = 2-AACT. Wzor AACT wyraza réznice miedzy

wartoscig CT badanej probki a CT genu referencyjnego i CT prébki kontrolnej.

Tab. 1. Sekwencja starterow uzytych do amplifikacji cDNA w czasie

rzeczywistym

Gen Sekwencje starterow

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'

5.6Implantacja komérek C6 do prazkowia mézgu szczura

Doswiadczenia z implantacja komorek szczurzego glejaka C6
przeprowadzono na 3-miesiecznych samcach szczurow ze szczepu Wistar
o ciezarze ciata ok. 250-300 g, pochodzacych z hodowli konwencjonalnej Centrum
Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Zwierzeta
odbywaty 7-dniowg kwarantanne w Zwierzetarni Instytutu Biologii Doswiadczalne;j
PAN w celu aklimatyzacji. Zaréwno przed, jak i podczas doswiadczenia, szczury
przebywaty w klatkach mieszczagcych do 5 osobnikédw, w pomieszczeniach
klimatyzowanych o temperaturze powietrza 22 +/-2°C i wilgotnosci 55%. Rytm

dobowy 12/12 regulowany byt automatycznymi zegarami. Badania na zwierzetach
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wykonywano zgodnie z ogdélnymi zasadami sztuki medycyny weterynaryjnej i etyki
eksperymentatora. Poszczegdlne etapy doswiadczen przeprowadzano Scisle wedtug
procedur zaaprobowanych przez Lokalng Komisje Etyczng — uchwaty nr 1065/ 2009,
111/ 2010 i 4/2015.

Do implantacji przygotowywano zawiesine 10 komérek w 50 yl DMEM
z klonéw komoérek C6: shNeg, shMfg-E8 lub shSpp1. Komdrki przechowywano na
lodzie do 3 godz. Zwierze usypiano w komorze w atmosferze izofluranu, nastepnie
umieszczano w aparacie stereotaktycznym, w ktorym gtowa zwierzecia zostaje
unieruchomiona. Na nos szczura naktadano maske, podtgczong do aparatu do
narkozy wziewnej 2% izofluranu przy cisnieniu tlenu 1,5 atm. Zwierzetom golono
gtowy, nastepnie skore dezynfekowano 70% etanolem. Gatki oczne zabezpieczano
przed wysychaniem zelem Carbomerum (Vidisic). Skore gtowy rozcinano skalpelem
i oczyszczano kosci czaszki przy uzyciu 3% wody utlenionej. Gdy uwidaczniaty sie
szwy, identyfikowano iodczytywano koordynaty punktu Bregmy. Ramie aparatu
stereotaktycznego naprowadzano na miejsce wyznaczone przez nastepujgce
koordynaty prazkowia: AP (anterior/posterior) = +1,6 mm, L (lateral) = -2 mm.
W czaszce borowano otwdr za pomocg mikrosilnika protetycznego (Marathon-N7),
o Srednicy nieco wiekszej niz Srednica iglty strzykawki. Za pomocg strzykawki
(Hamilton syringe, 10 ul) wprowadzano 2,5 pl zawiesiny komorek w pozywce DMEM
(50 000 komorek) badz 2,5 ul pozywki DMEM (w przypadku operacji pozorowanej)
w tempie 0,5 ul/1 min do odczytanej wartosci koordynaty DV (dorsal/ventral)= -6 mm.
Igte wycofywano z szybkoscig 1 mm/1 min., aby zapobiec zasysaniu komorek.
Strzykawke przeptukiwano kilkukrotnie w 70% roztworze alkoholu etylowego,
a nastepnie w wodzie destylowanej. Rane zszywano, smarowano zelem
Lignocainum Jelfa zawierajgcg 20 mg/g lidokainy wykazujgcej miejscowe dziatanie
znieczulajgce i obserwowano wybudzanie zwierzecia po kilku minutach od ustania
narkozy. Przez caly okres doswiadczenia szczury bylty pod statg kontrolg

eksperymentatora.

5.7Pobranie i przygotowanie tkanek do izolacji RNA

Mozgi zwierzat izolowano po 21 dniach od implantacji komérek glejaka C6
badz od operacji pozorowanej. Zwierzetom podawano dootrzewnowo $miertelng
dawke pentotalu (1 mg/kg masy ciata), nastepnie po ustaniu funkcji zyciowych
dekapitowano i izolowano mozgi. Przy uzyciu skalpela wycinano potkule moézgu
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z glejakiem bgdz po operacji pozorowanej, ktére umieszczano natychmiast w ciektym
azocie do gtebokiego zamrozenia tkanki. Tkanki przechowywano w temperaturze -
80°C do czasu izolacji RNA.

5.8Pobranie i przygotowanie materialu do barwiein immunohistochemicznych

Mozgi szczurdéw po implantaciji komorek glejaka izolowano 14 dnia po operacii.
Zwierzetom podawano dootrzewnowo letalng dawke pentotalu (1 mg/kg masy ciata),
nastepnie szczury poddawane byty perfuzji transkardialnej. Przez lewg komore serca
do aorty wprowadzano kaniule, po czym uruchamiano pompe perystaltyczna,
ttoczgca zimny PBS. Nacinano prawy przedsionek, umozliwiajgc wyptyw krwi i PBS.
Po podaniu ok. 250 ml PBS, gdy nie obserwowano juz wyptywajgcej krwi, podawano
400 ml zimnego 4% paraformaldehydu PFA w PBS. Po zakonczeniu perfuzji szczury
dekapitowano i izolowano mézgi, ktére umieszczano na 24 godz. w 4% PFA w 4°C.
Utrwalone moézgi umieszczano w 30% roztworze sacharozy, w celu zabezpieczenia
tkanki przed pekaniem w trakcie zamrazania, do momentu, gdy opadaty na dno
probéwki. Nastepnie mobézgi umieszczano w pojemnikach  wypetnionych
odczynnikiem Tissue freezing medium (Jung) i zamrazano trzymajgc na mieszaninie
suchego lodu i izopentanu. Po zamrozeniu mozgi przechowywano w -80°C.

Mozgi krojono na skrawki 12 ym przy uzyciu kriostatu (Microm HM 560)
i zbierano bezposrednio na polilizynowane szkietka podstawowe (Thermo scientific).

Szkietka z naniesionymi skrawkami przechowywano w -80°C.

5.9Wyznaczanie objetosci guzéw

Do wyliczenia wielkosci guzéow wykorzystywano skrawki o grubosci 12 um.
Skrawki barwiono kwasnym bitekitem toluidyny (1% btekit toluidyny, 20% etanol, 1%
kwas octowy) przez 1 min. nastepnie ptukano w wodzie i w PBS. Preparaty
odwadniano w szeregu alkoholi (70%, 90%, 100%) i w ksylenie i przeswietlano
w balsamie kanadyjskim. Zdjecia preparatow wykonywano przy uzyciu mikroskopu
Leica DM4000B. Powierzchnie guzdéw zarysowywano recznie wykorzystujgc
oprogramowanie Leica Application Suite dotgczone do mikroskopu Leica DM4000B,
ktére wyliczato pola powierzchni obrysowanych guzéw na kazdym skrawku. Na
szkietka do wyliczenia objeto$ci guzéw zbierano co 5 skrawek, dlatego odlegtosc

miedzy kolejnymi skrawkami o znanym polu powierzchni guza wynosita 60 um. Do
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wyznaczenia objetosci guza wykorzystano nastepujgcy wzér, zaproponowany przez

Cavalieri (Gong i wsp. 2004):

Vimm®]=006x = P.+ P, x 0,012

V — objeto$¢ guza w mm?3

0,06 — odlegtos¢ miedzy kolejnymi skrawkami w mm
Pi — pole powierzchni i- tego skrawka w mm?

Pn — pole powierzchni ostatniego skrawka w mm?

0,012 — grubos¢ ostatniego skrawka w mm

5.10 Barwienia immunohistochemiczne

Szkietka umieszczano w temperaturze pokojowej min. 2 godz. przed
rozpoczeciem procedury barwienia. Za pomocg patyczka delikatnie usuwano
odczynnik Tissue freezing medium woko6t skrawkdéw i kazdy skrawek osobno
obrysowywano markerem hydrofobowym, ktéry umozliwia nakroplenie niewielkiej
ilosci ptynu na preparat. Nastepnie szkietka umieszczano w roztworze PBS
i odptukiwano pozostatosci odczynnika do =zatapiania 3x przez 5 min. Tak
przygotowane preparaty poddawano procedurze barwienia, ktérej przebieg zalezat

od uzywanych przeciwciat pierwszorzedowych.

5.10.1 Ocena liczby GAMs infiltrujacych guzy oraz ekspresji IL-18 w guzie
Oceny liczby GAMs infiltrujgcych guzy dokonano na podstawie barwien
immunohistochemicznych z uzyciem przeciwciata anty-lba-1 (ang. ionized calcium
binding adaptor molecule 1), rozpoznajgcego antygen specyficzny dla komorek
mikrogleju oraz naciekajgcych z obwodu makrofagéw i monocytoéw. Ocene poziomu
ekspresji prozapalnej cytokiny interleukiny 18 w guzie wykonano z zastosowaniem
przeciwciata anty-1113. AktywnosS¢ endogennej peroksydazy blokowano poprzez
umieszczenie szkietek w roztworze 10% metanolu i 0,5% nadtlenku wodoru w PBS
na 30 min w temperaturze pokojowej. Po blokowaniu preparaty ptukano krétko ultra
czystg wodg destylowang i 3 razy przez 5 min w PBS, po czym przeprowadzono
blokowanie miejsc nieswoistego wigzania przeciwciat w roztworze blokujgcym
zawierajgcym 10% surowice kozig + 0,3% TritonX 100 w PBS (w przypadku
preparatéw przeznaczonych do barwienia przeciwciatem anty-lba-1) badz 10%
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TritonX 100 w PBS

przeznaczonych do barwienia przeciwciatem anty-il13) przez 1 godz. w temperaturze

surowice konska + 0,1% (w przypadku preparatow
pokojowej. Skrawki nastepnie inkubowano przez noc w 4°C w wilgotnej komorze

w roztworze przeciwciata pierwszorzedowego rozcienczonego Ww roztworze
blokujgcym.

Preparaty ptukano trzykrotnie przez 10 min w PBS, a nastepnie inkubowano
przez 2 godz. w temperaturze pokojowej z biotynylowanym przeciwciatem
drugorzedowym (Vector Laboratories Inc.) rozcienczonym 1:1000 w 3% roztworze
surowicy z 0,1% Tritonem X100. W celu zwigkszenia czutosci i wydajnosci reakcji
wykorzystano ekstrawidyne (rozcienczong 1:200 w PBS, Sigma). Biatko to wykazuje
wysokie powinowactwo do biotyny i wzmacnia sygnat na koncu reakcji. Preparaty
inkubowano z ekstrawidyng sprzezong z peroksydazg chrzanowg w roztworze
blokujgcym przez 1 godz. Badane biatko uwidaczniano poprzez podanie substratu
peroksydazy - 3,3’-diaminobenzydyny (DAB, Sigma) zgodnie z protokotem
producenta. Powstaty produkt charakteryzowat sie orzechowym zabarwieniem.
Nastepnie reakcje hamowano poprzez krétkie odptukanie w ultraczystej wodzie
destylowanej i preparaty odwadniano w szeregu alkoholi (70%, 90%, 100%)
i w ksylenie oraz zamykano w mieszaninie utrwalajgcej (HistoFluid). Skrawki

inkubowane bez przeciwciat pierwszorzedowych stuzyty jako kontrole negatywne.

Tab. 2. Zastosowane przeciwciata i ich rozcienczenia.

AT Rozcienczenie . R Rozcienczenie
rozpozhawany  pr,qucent przeciwciata | Roztvyor FlraeiEEe | przeciwciata |l
przez blokujgcy rzedowe
— rzedowego rzedowego
przeciwciato
Iba-1 Wako 1:1000 10% biotynylowane 1:300
surowica anty-krdlicze
kozia +1gG w 3%
0,3% koziej
TritonX  surowicy
100 20,1%
w PBS Tritonem X100
1-18 R&D 1:80 10% biotynylowane 1:300
Systems surowica anty-kozie IgG
konska + w 3% koziej
0,1% surowicy
TritonX 2 0,1%
100 Tritonem X100
w PBS
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5.10.2 Identyfikacja komoérek z wybranymi markerami zwigzanych z fenotypem
pronowotworowym, prozapalnym oraz angiogeneza

W celu identyfikacji komodrek produkujgcych okreslone biatka zastosowano
specyficzne przeciwciata pierwszo- i drugorzedowe (tabela 3). Po zakonczeniu
barwienia przeciwciatami Il rzedowymi wykonywano barwienie jgder komérkowych
odczynnikiem DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol, Sigma) w stezeniu 1:1000 w PBS.
Preparaty zamykano w preparacie wodnym do utrwalania flueorescencji (Fluorescent
Mounting Medium, Dako) i analizowano przy uzyciu mikroskopu Leica DM4000B.

Do oceny ekspresji arginazy-1 w GAMs oraz jednoczesnej detekcji komorek
z ekspresjg Arg-1 i Trem2 w guzie preparaty pokrywano 1% roztworem SDS w PBS
w celu odstoniecia antygenu i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 min,
po czym usuwano roztwor SDS i trzykrotnie ptukano skrawki w PBS przez 7 min.
Nastepnie przeprowadzono blokowanie miejsc nieswoistego wigzania przeciwciat
w roztworze blokujgcym 10% surowicy oslej w PBS przez 1 godz. w temperaturze
pokojowej. Skrawki inkubowano w roztworze przeciwciat pierwszorzedowych
skierowanych przeciwko Iba-1 i Arg-1 badz Trem2 i Arg-1 przez noc w 4°C
w wilgotnej komorze. Kolejnego dnia preparaty ptukano trzykrotnie przez 10 min
w roztworze PBS, a nastepnie inkubowano przez 2 godz. w ciemnosci z roztworem
przeciwciat lI-rzedowych w temperaturze pokojowe;.

W podobny sposéb wykonano barwienia umozliwiajgce ocene ekspresji
czynnika von Willebranda (w celu uwidocznienia gestosci naczyh krwionosnych
w guzie), markerow CD163 i Trem2 komorkach Iba-1* oraz naptywu limfocytéw T
cytotoksycznych (CD8*) do guza. Blokowanie miejsc nieswoistego wigzania
przeciwciat prowadzono przez 1 godz. w temperaturze pokojowej w roztworze
blokujagcym o skfadzie 10% surowica o$la i 0,1% TritonX 100 w PBS w przypadku
barwien na obecno$¢ limfocytow CD8* oraz ocene ekspresji CD163 i Trem2
w komorkach Iba-1*. W przypadku barwien na ocene ekspresji czynnika von
Willebranda (VWF) roztwor blokujgcy zawierat 10% surowice oslg i 0,5% TritonX 100
w PBS. Preparaty inkubowano w roztworze przeciwciat pierwszorzedowych
skierowanych przeciwko Iba-1 i CD163, Iba-1 i Trem2, vVWF badz CD8 przez noc
w wilgotnej komorze. Kolejnego dnia preparaty ptukano trzykrotnie przez 10 min
w roztworze PBS i inkubowano z roztworami przeciwciat lI-rzedowych przez 2 godz.

w temperaturze pokojowe;.
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Tab. 3. Warunki inkubacji preparatéw tkankowych z odpowiednimi roztworami.

Antygen . , o .
rozpoznawany Rozm_e NCzENI b eciwciato Il Rozmg nczenie
767 Producent przeciwciata | zedowe przeciwciata Il
P — rzedowego ¢ rzedowego
przeciwciato
Iba-1# Dako 1:1000 Anty-krolicze 1gG 1:1000 w 3%
sprzezone z Alexa surowicy + 0,1%
Fluor 488 TritonX 100 w PBS
Arg-1 Santa Cruz 1:100 Anty-kozie lgG 1:1000 w 3%
sprzezone z Alexa surowicy oSlej +
Fluor 555 0,1% TritonX 100
w PBS
CD163 Novus 1:100 Anty-mysie IgG 1:1000 w 3%
Biologicas sprzezone z Alexa surowicy oSlej +
Fluor 555 0,1% TritonX 100
w PBS
Iba-1 ## Novus 1:1000 Anty-kozie IgG 1:1000 w 3%
Biologicas sprzezone z Alexa surowicy + 0,1%
Fluor 488 TritonX 100 w PBS
iNos Abcam 1:150 Anty-krolicze 1gG 1:1000 w 3%
sprzezone z Alexa surowicy oSlej +
Fluor 555 0,1% TritonX 100
w PBS
Trem2 Bioss 1:1000 Anty-krolicze 1gG 1:1000 w 3%
sprzezone z Alexa surowicy oSlej +
Fluor 555 0,1% TritonX 100
w PBS
CD3 Abcam 1:100 Anty-krolicze 1gG 1:1000 w 3%
sprzezone z Alexa surowicy oSlej +
Fluor 555 0,1% TritonX 100
w PBS
CD8 Biorad 1:100 Anty-mysie IgG 1:1000 w 3%
sprzezone z Alexa surowicy oSlej +
Fluor 555 0,1% TritonX 100 w
PBS
vWF Abcam 1:1000 Anty-krolicze 1gG 1:1000 w 3%

sprzezone z Alexa
Fluor 555

surowicy oslej +
0,1% TritonX 100 w
PBS

# — uzywane do kolokalizacji z Arg-1i CD163

## — uzywane do kolokalizacji z iNos i Trem2
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Przy ocenie ekspresji iNos w komérkach Iba1* oraz naptywu limfocytow CD3*
do guza, w celu odstoniecia antygenu preparaty umieszczano w buforze Antigen
Retrival Solution (Dako) o pH 6 o temperaturze 65°C, a nastepnie gotowano
w temperaturze 95°C przez 20 min. Preparaty schtadzano do temperatury pokojowej
w ultraczystej wodzie destylowanej przez 20 min. Nastepnie przeprowadzono
blokowanie miejsc nieswoistego wigzania przeciwciat w roztworze blokujgcym
zawierajgcym 10% surowice oslg 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 przeciwciat pierwszorzedowych. Nastepnie preparaty ptukano
trzykrotnie przez 10 min w roztworze PBS i inkubowano z roztworami przeciwciat |l-

rzedowych przez 2 godz. w temperaturze pokojowe;.

5.11 Sortowanie komérek CD11b* CD45"ski (mikrogleju) z glejakéw C6
Populacje komoérek CD11b* CD45"ski izolowano z pétkul mozgoéw z glejakiem
C6 14 dnia po implantacji komoérek C6 badz z moézgdw prawidtowych. Zwierzetom
podawano dootrzewnowo letalng dawke pentotalu (1 mg/kg masy ciata), nastepnie
szczury poddawane byty perfuzji transkardialnej. Przez lewg komore serca do aorty
wprowadzano kaniule, po czym uruchamiano pompe perystaltyczna, ttoczacg zimny
PBS. Nacinano prawy przedsionek, umozliwiajgc wyptyw krwi i PBS. Po podaniu ok.
250 ml PBS, gdy nie obserwowano juz wyptywajgcej krwi, izolowano poétkule
z glejakiem i umieszczano w pozywce HBSS (ang. Hanks’ balanced salt solution,
Gibco) bez jonéw wapnia i magnezu. Tkanke rozdrabniano mechanicznie na szalce
za pomocyg skalpela, a nastepnie dodawano bufor z Enzymem | dotgczony 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
mieszanine Enzymu Il i dysocjowano za pomocg szklanych pipet pasteurowskich
o wygtadzonych koncowkach do czasu otrzymania jednorodnej zawiesiny komorek.
Inkubowano prébki w 37°C przez 10 min na rotatorze. Prébki przesgczano przez
sgczek o srednicy poréw 70 uym (Syringe-Falcon, BD Biosciences) i zawieszano
w 10 ml pozywki HBSS zawierajgcej jony wapnia i magnezu. Probki przesgczano
przez sgczek o srednicy poréw 30 um (Syringe-Falcon, BD Biosciences) i wirowano
przy obrotach 300 g przez 10 min w temperaturze pokojowej. Mieline usuwano
stosujgc metode wirowania w gradiencie stezen Percollu przy obrotach 950 g przez

20 min w 4°C. Supernatant odrzucano, a osad komérek zawieszano w buforze do
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barwienia dotgczonym do zestawu. Komérki liczono wykorzystujgc aparat
NucleoCounter (ChemoMetec) stosujgc dotgczone do urzgdzenia odczynniki wedtug
zalecenh producenta.

Prébki inkubowano przez 30 min w 37°C z kulkami magnetycznymi
optaszczonymi przeciwciatem CD11b (Miltenyi Biotec) w celu izolacji z zawiesiny
komérek mikrogleju i makrofagéow (CD11b*). Nastepnie, aby rozrézni¢ populacje
mikrogleju od makrofagow, komorki znakowano przez 30 min w 4°C przeciwciatami
anty-CD11b-FITC i anty-CD45-PE (1:100, BD Pharmingen). Umozliwiato to
pozniejszy sort komorek CD11b*CD45"ski (mikroglej) i CD11b*CD45%soki (makrofagi)
przy pomocy urzgdzenia komoérek FACSAria Ill. Cze$¢ zawiesiny komorek
znakowano przeciwciatami bedgcymi kontrolg izotopowa: anty-IlgG2bk-PE oraz anty-
lgG2bk-FITC, a czes¢ pozostawiono bez znakowania. Po zakonczonej inkubaciji
zawiesine wirowano przy obrotach 200 g przez 5 min w temperaturze pokojowej,
aosad zawieszano w 0,5 ml buforu. Kolumne (MS Column, Miltenyi Biotec)
umieszczano w polu magnetycznym magnesu (MiniMACS Separator, MiltenyiBiotec)
i przemywano 0,5 ml buforu. Nastepnie na kolumne nanoszono zawiesine komorek.
Frakcje negatywng zebrano w celu sprawdzenia wydajnosci procesu separacji.
Niezwigzane ze ztozem komorki przemywano trzykrotnie buforem. Frakcje
pozytywng (komorki CD11b*) zbierano po usunieciu kolumny z pola magnetycznego
przemywajgc jg 2-krotnie 2 ml buforu, po czym zawiesing wirowano przy obrotach
200 g przez 3 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie komorki mikrogleju
(CD11b*CD45"sk) wysortowano za pomocg sortera komérek FACSAria lll. Sort
przeprowadzono we wspotpracy z dr Anng Gieryng.

5.12 Oznaczanie populacji komoérek uktadu odpornosciowego w krwi
obwodowej szczurow w glejakiem
Krew obwodowg szczuréw z glejakiem shSpp1 i glejakiem shNeg pobierano
do probdéwek zawierajgcych heparyne w ilosci 50 j/ 1ml krwi, ktéra zapobiega
krzepnieciu krwi. Ostroznie mieszano wykonujgc probéwkg koliste ruchy
i przesgczano przez sgczek. Nastepnie z kazdej probki krwi przenoszono po 100 pl
do probéwek dedykowanych do uzytku w urzgdzeniu FACSCalibur (Beckton
Dickinson) zawierajgcych odpowiednie przeciwciata:
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. préba kontrolna nieznakowana (bez przeciwciat)

Aby usungc¢ niespecyficzng fluorescencje tta wykonano kontrole izotypowa
wybarwiajgc kazdg probke 1gG tej samej klasy i podklasy sprzezonymi z tymi samymi
fluorochrami co uzywane przeciwciata. Krew barwiono przez 15 min w temperaturze
4°C, Nastepnie przeprowadzano lize erytrocytow dodajgc do kazdej proboéwki po 1 mli
buforu do lizy erytrocytéw (Sigma-Aldrich). Probki inkubowano 10 min
w temperaturze pokojowej, a nastepnie dwukrotnie dodawano 2 ml PBS i wirowano
przez 10 min, 1200 rpm w 4°C. Supernatant odrzucano, a osad komorek zawieszano
w 300 ul FACS Buffer (Invitrogen) i analizowano za pomocg cytometru FACSCalibur
(Beckton Dickinson) z wykorzystaniem oprogramowania Cell Quest (BD

Biosciences). Wszystkie etapy przeprowadzono utrzymujgc probéwki w ciemnosci.

5.13 Przygotowanie ekstraktéw biatkowych z tkanek

Mozgi zwierzat izolowano po 14 dniach od implantacji komoérek shNeg badz
shSpp1. Jako kontrole wykorzystano poétkule bez guza. Zwierzetom podawano
dootrzewnowo pentotal (1 mg/kg masy ciata), dekapitowano i izolowano mozgi. Przy
uzyciu skalpela wycinano fragment tkanki, ktory umieszczano natychmiast w ciektym
azocie. Nastepnie tkanke homogenizowano w roztworze do izolacji biatek o sktadzie
50 mM KCI, 50 mM PIPES, 10 mM EGTA, 2mM MgClz, 0,5% TritonX-100, koktajl
inhibitoréow proteaz (1:100, Sigma-Aldrich) i 100 mM PMSF przy uzyciu
homogenizatora recznego. Uzyskane homogenaty inkubowano w -20°C przez
20 min, a nastepnie przez 20 min na lodzie. Po inkubacji probki wirowano z
predkoscig 12000x g przez 20 min w 4°C. Supernatanty zawierajgce ekstrakty

biatkowe przenoszono do nowych probéwek i przechowywano w -80°C,

5.14 Oznaczanie zawartosci biatka w ekstraktach biatkowych metoda
Bradford
Zawartos¢ biatka oznaczano na ptytkach 96-dotkowych w rozcienczonych
2000-krotnie ultraczystg wodag destylowang ekstraktach biatkowych. W celu
uzyskania krzywej wzorcowej przygotowywano roztwory surowiczej albuminy
bydlecej (BSA ang. bovine serum albumin, Sigma-Aldrich) zawierajgce odpowiednio

0, 0,2, 0,6, 1i 1,4 ug biatka w 100 pl wody. Nanoszono po 100 pl rozciehczonych
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prébek lub roztworow wzorcowych w dwoch powtdrzeniach technicznych,
a nastepnie dodawano po 100 pl odczynnika Bradford (Sigma-Aldrich). Ptytke
niezwiocznie umieszczano w czytniku Elisa Multiscan EX (Thermo Lifesystems), po
czym wytrzgsano przez 1 min i mierzono absorbancje przy dtugosci fali 570 nm.
Nastepnie sporzgdzano krzywg wzorcowg, a z uzyskanego roéwnania zaleznosci
liniowej pomiedzy zmierzong absorbancjg a stezeniem biatka obliczano stezenie

biatka w ekstraktach biatkowych.

5.15 Oznaczanie aktywnosci arginazy-1 w ekstraktach biatkowych z pétkul
z guzem shNeg, guzem shSpp1 oraz w pétkuli kontralateralnej

Aktywnos¢ Arginazy-1 wyrazana jest iloscig uwalnianej ornityny podczas
hydrolizy argininy. Ekstrakty biatkowe rozcienczano dziesieciokrotnie w ultraczystej
wodzie destylowanej. Nastepnie przeprowadzano aktywacje enzymu w obecnosci
jondw manganu (Mn?*) bedgcych kofaktorem Arg-1 dodajgc po 25 yl 10 mM MnClz
do 50 pl rozcienczonych ekstraktow. Probki worteksowano i inkubowano przez
20 min w temp. 55°C, po czym schtadzano do temperatury pokojowej. Reakcje
enzymatyczng przeprowadzano w mieszaninie zawierajgcej 25 ul 0,1M buforu
weglanowego o pH 9,8 (0,2M Na2COs i 0,2M NaHCO:s3) i L-arginine (w postaci 0,1M
chlorowodorku L-argininy pH 9,5) inkubujgc probki przez 30 min w temperaturze
37°C. Nastepnie przeprowadzano reakcje barwng: dodawano 750 pl 99,5% kwasu
octowego i 25 ul odczynnika ninhydrynowego (zawierajgcego 2,5 g ninhydryny
w mieszaninie 40 ml 6M kwasu ortofosforowego i 60 ml 99,5% kwasu octowego),
probki worteksowano i przenoszono do fazni wodnej (100°C). Prébki inkubowano
przez 60 min, po czym schtadzano do temperatury pokojowej. W reakcji barwnej
aminy pierwszorzedowe reagujgc z ninhydryng tworzg zasade Schiffa (imine), ktéra
w wyniku w wieloetapowej reakcji rozpada sie do 2-amino-3-hydroksy-1H-inden-1-
onu. Powstata pochodna reaguje z kolejng czgsteczkg ninhydryny, tworzac kolejng
zasade Schiffa, tzw. purpure Ruhemanna, o barwie fioletowoniebieskiej, ktorg
oznaczano spektrofotometrycznie w badanych prébach w czytniku Elisa Multiscan
EX (Thermo Lifesystems) przy dtugosci fali 515 nm wobec préby zerowej
odczynnikowej (ktorg przygotowano i procesowano jak proby badane z pominieciem
ekstraktu biatkowego). Otrzymane wartosci przeliczano nastepnie na pmol
ornityny/ug biatka. Pomiaru dokonywano réwnolegle w probkach, w ktorych
pominieto etap aktywacji enzymu oraz probie zerowej enzymatycznej (w ktorej
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dodano L-arginine na etapie reakcji barwnej zamiast reakcji enzymatycznej). Jako
standardu uzyto probki, do ktérej na etapie reakcji enzymatycznej dodano 25 pl L-

ornityny (w postaci 1mM chlorowodorku L-ornityny zaw. 0,02% azydek sodu).

5.16 Przygotowanie konstruktéw kodujacych prawidiowg lub zmodyfikowana
Spp1

Aby oceni¢ znaczenie fragmentdw i motywdéw Spp1 w interakciji

z mikrosrodowiskiem wprowadzono okre$lone konstrukty Spp1 do komodrek
pozbawionych Spp1. Odpowiednie konstrukty przygotowano na drodze mutagenezy
ukierunkowanej. Konstrukty zaprojektowano w taki sposéb, aby powstajgce mRNA
Spp1 byto niewrazliwe na dziatanie shRNA Spp1. Zaprojektowano oligonukleotydy
wprowadzajgce punktowg mutacje o nastepujgcych sekwencjach:
Spp_mut_R:CTTCCTTACTCTTTGGATCGAGTACTAGTTTGTCCTCATGGCTGTG
Spp_mut_F:CCATGAGGACAAACTAGTACTCGATCCAAAGAGTAAGGAAGATGA
TAG.
Nastepnie w reakcji wydtuzania starteréw (ang. Primer-extension reaction)
namnozono wektor pEGFP-N1 (Addgene), w ktory wklonowano cDNA prawidtowej
Spp1 (pSpp1a) lub cDNA Spp1 z mutacjg w miejscu ciecia przez trombine (Spp1
RSK->RAH, zwane dalej mutRSK) lub z mutacjg w sekwencji kodujgcej motyw RGD
odpowiedzialny za wigzanie integryn (Spp1 RGD->RGE, zwane dalej mutRGD). Do
namnozenia uzyto polimerazy Phusion (New England Biolobs) w termocyklerze
Eppendorf z zastosowaniem programu PCR rekomendowanego przez producenta.
W celu usuniecia DNA stuzgcego za matryce, produkt reakcji PCR trawiono
enzymem restrykcyjnym Dpln, a nastepnie transformowano do bakterii
kompetentnych XL1-Blue E.coli (Agilent) wedtug protokotu producenta.
Zastosowanie tego systemu umozliwia selekcje rekombinowanych plazmidow na
podstawie niebieskiego zabarwienia kolonii.

Dzieki zastosowaniu mutagenezy ukierunkowanej uzyskano cDNA Spp1
niewrazliwej na shRNA i zawierajgcej nowe miejsce restrykcyjne dla enzymu Spel.
Réwnoczesne cigcie enzymami Spel (Thermo Scientific) i EcoRI (Thermo Scientific)
pozwolito na wydajng preselekcje klonow przed sekwencjonowaniem. Wariant Spp1
z delecjg regionu kodujgcego C-koniec biatka (zwanego dalej AC) miat usuniete

miejsce rozpoznawane przez shRNA.
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Komorki glejaka pozbawione Spp1 transfekowano poszczegdlnymi
konstruktami z uzyciem odczynnika do transfekcji Viromer RED (Lypocalyx,
Germany) zgodnie z zaleceniami producenta. Aby oceni¢ efektywnosc¢ transfekgji
komorki glejaka plazmidem pEGFP kodujgcym zielone biatko fluorescencji (GFP,
ang. green fluorescent protein). Konstrukty, ktérymi transfekowano komorki C6
z wyciszong ekspresjg osteopontyny (shSpp1) i przejsciowg transfekcje wykonano
we wspotpracy z dr Karoling Stepniak. Poziom ekspresji egzogennej Spp1
oznaczono metodg ilosciowego PCR (qgPCR) w 24 godziny po transfekgciji.

5.17 Barwienie komoérek glejaka stransfekowanych plazmidami kodujacymi
rézne warianty Spp1

Opracowano metode barwienia komérek barwnikiem fluorescencyjnym, aby
obrazowac powstajgce guzy. 24 godziny po transfekcji 106 komoérek wybarwiono 100
pl 0,1 mM roztworu znacznika CellVue Burgundy Fluorescent Cell Labeling Kit (LI-
COR Biosciences), zgodnie z zaleceniami producenta. Barwnik ten umozliwit ocene
wielkos¢ guza mierzong powierzchnig emitowanego sygnatu fluorescencji przy
wzbudzeniu dtugoscig fali 670 nm. Nastepnie komérki implantowano do prgzkowia
mozgu szczura. Po 14 dniach zwierzeta usmiercano i przeprowadzano perfuzje
transkardialng zimnym roztworem PBS, Nastepnie izolowano mozgi i obrazowano je
w urzgdzeniu In-Vivo Xtreme (Bruker) wykorzystujgc oprogramowanie Bruker
Molecular Imaging (BMI) zgodnie z zaleceniami producenta urzgdzenia.

Obrazowanie wykonano we wspotpracy z dr Anng Gieryng.

5.18 Ocena wptywu peptydu RGD na wzrost guza in vivo

Doswiadczenie przeprowadzono z wykorzystaniem komoérek glejaka C6
transdukowanych wektorem pLenti-U6-Luc-Rsv(GFP-Puro) (zwanych dalej
CBCFPLUCH) - Po  transdukcji komorki wykazywaly ekspresje biatka zielonej
fluorescencji (GFP) oraz lucyferazy. Aby zwiekszy¢ czystosé populacji, sortowano
komorki GFP* przed implantacja.

Komorki odklejano 0,25% roztworem trypsyny z 0,02% EDTA, dwukrotnie
przeptukiwano PBS w 4°C i przenoszono do sterylnej probowki dedykowanej do
uzytku z sorterem komérkowym BD FACSAria. Sort sterylny komérek GFP* | GFP-

przeprowadzono we wspofpracy z dr tukaszem Bugajskim z Pracowni Cytometrii

74



IBD PAN. Wysortowane komorki rozsiano do butelek z pozywkg z dodatkiem
puromycyny i po 7 dniach dokonywano pomiaru aktywnosci lucyferazy.

Pomiar aktywnosci lucyferazy przeprowadzano w komaorkach C6 wyjsciowych
i transdukowanych, przed sortowaniem oraz po sortowaniu w otrzymanych frakcjach
GFP* i GFP-. Komorki wysiewano na szalkach 24-dotkowych w liczbie 8x10* na
dotek. Aktywno$¢ enzymu mierzono nastepnego dnia z wykorzystaniem zestawu

Dual-Luciferase® Reporter Assay (Promega) wedtug zalecen producenta.

5.18.1 Implantacja komoérek C6CFP*LUC* z peptydem TQRGDIF lub z peptydem

kontrolnym (DQIGFRT) do mézgu szczura

W doswiadczeniu wykorzystano dwa krétkie, syntetyczne peptydy
o sekwencjach TQRGDIF (kompetetywny inhibitor blokujgcy receptory av3 i av35)
i DQIGFRT (peptyd kontrolny, ang. scrambled) (GenScript). Peptydy rozpuszczono
w 100% roztworze DMSO do koncowego stezenia 100 mM i przechowywano
w temperaturze -80°C. W dniu implantacji peptydy rozcienczano w DMEM do
koncowego stezenia 2,5 mM. Implantowano z 4x10°% komdrek CECFP+LUC+ w 20 pl

DMEM z 5 pl peptydu (korncowe stezenie 500 pM).

5.18.2 Przyzyciowe obrazowanie guzéw u zwierzat

Wielkos¢ guzow oceniano 14 dnia po implantacji z wykorzystaniem
urzadzenia do przyzyciowego obrazowania In-Vivo Xtreme (Bruker) zgodnie
z instrukcjg producenta. Przy obrazowaniu guzéow wykorzystano fakt, ze ulegajgca
stabilnej ekspresji w komdrkach C6CFP*LUC Jycyferaza katalizuje reakcje utleniania
lucyferyny, czemu towarzyszy emisja Swiatta (zjawisko bioluminescenciji). Roztwor
lucyferyny (Synchem UG & CoKG) o stezeniu 15 mg/ml przygotowywano w jatowym
roztworze PBS, a nastepnie filtrowano przez filtr strzykawkowy. Bezposrednio przed
obrazowaniem zwierzetom podawano dootrzewnowo lucyferyne w ilosci 150 mg/kg

masy ciata. Obrazowanie wykonano wraz z dr Anng 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 badan in vivo wykorzystano model syngeniczny polegajgcy na implantacji
komoérek glejaka C6 do prazkowia szczurow szczepu Wistar z wykorzystaniem
aparatu stereotaktycznego. WielkoS¢ guza oceniano po 14 dniach od implantacji.
W celu uwidocznienia guza w tkance, preparaty barwiono kwasnym btekitem
toluidyny, a nastepnie przeprowadzano analize mikroskopowg i ocene powierzchni
guza. Zdjecie reprezentatywnego przekroju guza C6 przedstawiono na rycinie 7A.
W 14. dniu po implantacji komorki C6 tworzyty o $redniej objetosci 46,46 mm3 (rycina
7B). Guzy te charakteryzujg sie bogatym unaczynieniem, dyfuzyjnym wzrostem
i wystepowaniem obszaréw martwicy. Histologiczny obraz guzow powstatych
z komoérek C6 przypomina ludzkie glejaki wielopostaciowe (Nagano i wsp. 1993; Zhu
i wsp. 2014).
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Ryc. 7. Implantacja komoérek C6 do prgzkowia szczura prowadzi do wytworzenia bogato
unaczynionych guzéw o naciekajgcym charakterze. A. Reprezentatywne zdjecie przekroju
mébzgu z glejakiem C6 wybarwionego kwasnym bifekitem toluidyny. W guzach obserwowano
bogate unaczynienie (oznaczone strzatkami) oraz ogniska martwicy (jasne zabarwienie
wewnatrz guza). B. Wykres przedstawia objetos¢ guzéw u indywidualnych osobnikéw (n=4).

Pozioma kreska przedstawia srednig objetoS¢ guzéw w grupie.
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6.1.2 llosciowa i morfologiczna ocena komérek komérek mieloidalych Iba-1*

infiltrujacych glejaki C6

Barwienie komoérek dostepnymi przeciwciatami nie pozwala na odréznienie
poszczegolnych subpopulaciji komorek mieloidalnych, dlatego do oceny liczby GAMs
w szczurzym glejaku C6 wykorzystano przeciwciato rozpoznajgce antygen Iba-1. Na
rycinie 8 A przedstawiono panoramiczne zdjecie pokazujgce centrum guza (zdjecie
), obrzeza guza (zdjecie Il) oraz obszaru poza guzem (zdjecie Ill). Dla zwiekszenia
przejrzystosci obrazu przedstawiono zdjecie bez wybarwionych jgder komérkowych.
Obszar guza cechuje silna akumulacja komoérek Iba-1*. W centrum guza
obserwowano liczne GAMs o ksztatcie ameboidalnym: zwiekszonym ciele komorki
i obkurczonych rozgatezieniach. Komoérki znajdujgce sie na obrzezu byly mniej
liczne, réwniez nosity znamiona aktywacji, jednak czes¢ z nich stanowity komorki
nieameboidalne, o nieco mniejszym ciele komaorki niz komorki Iba-1* w centrum guza,
z nielicznymi wypustkami. Komérki poza obszarem guza morfologicznie byty
najbardziej zblizone do komorek Iba-1* wystepujgcych w potkuli mézgu bez guza.
Liczba komorek lba-1* naciekajgcych guzy C6 wynosita 2256 + 737 komorek/mm?
(rycina 8B)

77



p=0,036

£

2500 T

1* na mm?2
= ]
(4] o
(=] (=]
o =]

1000+
]

Iba

Liczba komérek
2

o
I

Péltkula bez guza

E=E Komdrki ameboidalne

Ryc. 8. Glejaki powstajgce z komoérek C6 sg silnie infiltrowane przez Iba-1* komorki
mieloidalne Iba-1*. A. Panoramiczne zdjecie pokazujgce naciek GAMs w réznych obszarach:
centrum guza (gérny panel, na zdjeciu 1), obrzeza guza (na zdjeciu Il) oraz obszaru poza
guzem (na zdjeciu lll). GAMs wykrywano z uzyciem przeciwciata anty-Iba-1 oraz odczynnika
DAB. Skala odpowiada 50 um. B. Wykres przedstawia wyniki ilosciowej analizy komérek Iba-
1* infiltrujgcych glejaki C6. Komoérki zliczano z 5 losowo wybranych obszaréw w centrum
guza/zwierze (n=4). Wynik przedstawia srednig liczbe komérek + SEM. Wartos$¢ p wyliczono

za pomocg testu U Manna Whitneya.

6.1.3 llosciowa ocena komoérek mieloidalnych o cechach fenotypu

wspierajgcego nowotwor w glejakach C6

Wyniki licznych wyniki badan, w tym rowniez prowadzonych w Pracowni
Neurobiologii Molekularnej IBD PAN, pokazujg, ze glejak wydziela czynniki
odpowiedzialne za przeprogramowanie i aktywacje komdrek mikrogleju
i makrofagéw w guzie (Hussain i wsp. 2006, Sliwa i wsp. 2007, Gabrusiewicz i wsp.
2011). Historycznie, nawigzujgc do terminologii opracowanej dla makrofagow
obwodowych, nazwano ten fenotyp M2 (M2-like). Jednym z najbardziej uznanych
markerow fenotypu M2 jest ekspresja arginazy-1 (Arg-1) (Biswas i wsp. 2006; Qian
i Pollard, 2010). Przeprowadzono podwdjne barwienie immunohistochemiczne
preparatéw tkankowych glejaka C6 wykrywajgce komorki Iba-1* z jednoczesng
ekspresjg arginazy-1 (rycina 9). Wykazano, ze glejaki C6 charakteryzowaty sie
obecnoscig duzej liczby komérek podwdjnie pozytywnych (rycina 9B) (1683 + 147
komérek/mm?2).  Swiadczy to  oimmunosupresyjnych,  pronowotworowych
wiasciwosciach GAMs infiltrujgcych glejaki C6. Komorek Arg-1* nie wykrywano

w potkuli kontralateralnej (bez guza) (rycina 9A).
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Ryc. 9. Komorki mieloidalne Iba-1* naciekajgce glejaki C6 wykazujg cechy komorek
z fenotypem wspierajgcym rozwdj nowotworu A. Reprezentatywne zdjecie preparatow
wybarwionych przeciwciatami anty-lba-1 i anty-Arg-1 oraz specyficznymi gatunkowo
przeciwciatami drugorzedowymi (sprzezonymi odpowiednio z fluoroforem AlexaFluor 488
w celu uwidocznienia GAMs oraz AlexaFluor 555 w celu jednoczesnej detekcji komorek
z ekspresjg arginazy-1). Preparaty wybarwiono réwniez DAPI w celu uwidocznienia jgder
komérkowych. Skala odpowiada 50 um. B. Wykres przedstawia wyniki analizy ilosciowej

komérek Iba-1* wykazujgcych ekspresje arginazy-1. Komorki zliczano w 5 losowo wybranych
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obszarach guzéw (n=4/grupe). Wynik przedstawia $rednig liczbe komoérek + SEM. Wartosé

p wyliczono za pomocg testu U Manna Whitneya.

6.1.4 Charakterystyka globalnej odpowiedzi transkrypcyjnej w poétkulach
z glejakiem C6

W celu zbadania zmian transkrypcyjnych zachodzgcych w mozgu
szczurébw z glejakiem przeprowadzono analize transkryptomiczng RNA
wyizolowanego z po6tkul mézgoéw szczuréw 14 dni po implantacji komérek C6 lub
poddanym operacji pozorowanej (ang. sham operated). Wykorzystano w tym celu
mikromacierze Affymetrix. By zidentyfikowac¢ geny, ktérych ekspresja ulega zmianie
w pétkulach z glejakiem poziom istotnosci (a) w tescie t przyjeto jako p < 0,01, co
odpowiada wartosci FDR (ang. False discovery rate) < 0,042. Zidentyfikowano 1620
genow istotnie réznigcych sie ekspresjg w potkuli z glejakiem w poréwnaniu do
zwierzat kontrolnych, z czego 781 gendw miato istotnie obnizong ekspresje, a 839
podwyzszong (Rycina 10A). Liste 50 najsilniej zmienionych gendéw przedstawiono na
rycinie 10B. Analize wzbogacenia procesow biologicznych, w ktdérych uczestniczg te
geny (GO, ang. Gene Ontology enrichment) wykonano na genach, ktérych ekspresja
ulegata przynajmniej dwukrotnej zmianie w stosunku do kontroli. Byty to gtdwnie geny
kodujgce biatka zwigzane z odpowiedzig odpornosciowg (w tym charakterystyczne
dla GAMSs), procesami metabolicznymi, Smiercig oraz podziatem komorek. Z kolei
najbardziej obnizona byta ekspresja genow zwigzanych z procesami ukfadu
nerwowego i przekazywaniem synaptycznym. Widoczna jest zatem silna infiltracja
mikrosrodowiska glejaka przez komoérki uktadu odpornosciowego, zwtaszcza przez
aktywowane GAMs, wysoka aktywnos$¢ metaboliczna i proliferacyjna nowotworu

i Smieré neuronow.
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Ryc. 10. Profil ekspresji genbw w mézgu szczura z zaimplantowanym glejakiem C6.
A. Analize transkrypcyjng wykonano z wykorzystaniem mikromacierzy Affymetrix. Wykres
kotowy przedstawia liczbe gendw, ktérych ekspresja ulega istotnym zmianom w mézgach
z glejakiem C6 w stosunku do liczby gendw, ktérych ekspresja nie zmienia sie istotnie
(oznaczone kolorem szarym). Ekspresja 781 z 19634 gendéw byta nizsza w modzgach
z glejakiem niz w kontroli (oznaczone kolorem niebieskim), zas 839 ulegato zwiekszonej
ekspresji (kolor czerwony). B. Mapa ciepta (ang. heatmap) przedstawia relatywne zmiany
w ekspresji genow w mdzgach z glejakiem i kontrolnych. Kazda z kolumn przedstawia profil
ekspresji wybranych gendéw dla jednego osobnika (n=4 dla mézgoéw kontrolnych, n=3 dla
mobzgow z glejakiem). Poziom ekspresji genéw przedstawiono w skali koloréow (kolor

czerwony oznacza Wyzszg, a hiebieski nizszg ekspresje genu). Dane przedstawione na
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mapie ciepta sg scentrowane na sredniej wartosci z probek kontrolnych — przedstawiajg

zmiane ekspresji wzgledem kontroli. Krotno$¢ zmiany zaprezentowano w skali log2.

6.1.5 Analiza profilu ekspresji genéw w mikrogleju (CD11b*CD45"sk)
izolowanego z mézgéw kontrolnych lub z glejakiem C6

W celu okreslenia poziomu ekspresji genbw w mikrogleju wysortowano
komorki CD11b*CD45"ski z glejakow C6 oraz z prawidtowych mdzgoéw szczura
(naive) i przeprowadzono analize transkryptoméw. Zidentyfikowano geny
0 zmienionej ekspres;ji przyjmujgc poziom istotnosci (a) dla testu t jako p < 0,01, co
odpowiada wartosci FDR<0,062. W mikrogleju izolowanym z glejakow
zidentyfikowano 1698 gendw istotnie réznigcych sie ekspresjg w poréwnaniu do
mikrogleju z mézgdéw prawidtowych, z czego 695 gendéw miato istotnie obnizong
ekspresje, a 1003 podwyzszong (Rycina 11A). Liste 50 genow, ktére w mikrogleju
pod wptywem glejaka ulegty najsilniejszym zmianom w poréwnaniu do mikrogleju
z mozgéw prawidiowych przedstawiono na rycinie 11B. Analize GO wykonano na
wszystkich genach, ktoérych ekspresja ulegata przynajmniej dwukrotnej zmianie
w stosunku do kontroli. Analiza funkcjonalna wykazata, ze w mikrogleju z glejaka
silnej indukgcji ulegaty geny zwigzane z procesami biosyntezy, translacjg, mitoza,
procesami metabolicznymi i odpowiedzig immunologiczng. Z kolei najbardziej
obnizona byta ekspresja gendw zwigzanych z przekazywaniem sygnatu miedzy
komérkami, transdukcjg sygnatdbw od receptoréw na powierzchni komorki
i receptorow sprzezonych z biatkiem G, endocytozg oraz regulacjg poziomu
neuroprzekaznikow. Aby doktadnie okres$li¢ funkcjonalny fenotyp mikrogleju
infiltrujgcego glejaki, przeprowadzono analize ekspresji gendw charakterystycznych
dla aktywacji prozapalnej (M1) i immunosupresyjnej (M2) (ryc. 11C, lewy panel) oraz
genow opisywanych w literaturze jako charakterystyczne dla GAMs (Szulzewsky
iwsp. 2015) (ryc. 11C, prawy panel). W mikrogleju sortowanym z glejakéw
obserwowano istotnie obnizong ekspresje gendéw zwigzanych z aktywacjg
prozapalng, takich jak TIr2, Tir4 (kodujgce receptory typu PRR) oraz /I-18, II-12a, II-
15 (kodujgce cytokiny prozapalne) przy jednoczesnym wzroscie ekspresji genéw
zwigzanych z pronowotworowym fenotypem M2: Tgm2, lI1rn, Cxcl10, Cxcl16, Ccl2,
Ccl17, Ccl22, Vegfa, Stat3, Arg1i Mmp14 w poréwnaniu do mozgéw prawidtowych.
Ekspresja genow Cxcl9, Nos2 i IL1B, zwigzanych z aktywacjg zapalng byta
podwyzszona, jednak nie byt to wynik statystycznie istotny. Otrzymane wyniki
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wskazujg, ze mikroglej infiltrujgcy glejaki wykazuje gtéwnie ekspresje genow
zwigzanych z  odpowiedzig przeciwzapalng i utrzymaniem fenotypu
immunosupresyjnego, angiogenezg, modelowaniem macierzy zewngtrzkomorkowe;j
i chemotaksjg komorek uktadu odpornosciowego. W mikrogleju z glejakow spada
takze ekspresja mediatoréw stanu zapalnego i immunomodulatoréw. Wskazuje to na
istotng role tych komoérek w ksztattowaniu immunosupresyjnego i proinwazyjnego

Srodowiska w guzie.
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Ryc. 11. Ocena zmian ekspresji genéw w mikrogleju izolowanym z glejakow C6 wzgledem
mikrogleju z prawidtowego moézgu wykonana z wykorzystaniem mikromacierzy Affymetrix.
A. Wykres kotowy przedstawia liczbe genow, ktorych ekspresja ulega istotnym zmianom

w mikrogleju izolowanego z glejakéw C6 wzgledem mikrogleju izolowanego z prawidtowego
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mozgu w stosunku do liczby gendw, ktorych ekspresja nie zmienia sie istotnie (oznaczone
kolorem szarym). Ekspresja 695 z 20258 przeanalizowanych genéw byta istotnie nizsza
w mikrogleju izolowanym z glejaka niz w mikrogleju z prawidtowego mozgu (oznaczone
kolorem niebieskim), zas 1003 ulegato zwiekszonej ekspresji (oznaczone kolorem
czerwonym). B, C. Mapy ciepta przedstawiajg poziom ekspresji gendbw w mikrogleju
izolowanym z glejaka (n=3) w poréwnaniu mikrogleju z prawidtowego mézgu szczura (MG
naive) (n=4). Kazda z kolumn przedstawia profil ekspresji wybranych genéw u jednego
osobnika. Poziom ekspresji genéw przedstawiono w skali koloréw (kolor czerwony oznacza
wyzsza, a niebieski nizszg ekspresje genu). Dane scentrowano na $redniej wartosci z probek
kontrolnych — przedstawiajg zmiane ekspresji wzgledem kontroli. Krotnos¢ zmiany

zaprezentowano w skali log2.

6.1.6 Poréwnanie profili ekspresji genéw glejaka C6 do sygnatur
charakterystycznych dla podtypéw ludzkich GBM

Na poziomie histopatologicznym szczurzy glejak C6 wykazuje istotne
podobienstwa do ludzkich GBM (wysoki indeks proliferacyjny, bogate unaczynienie,
dyfuzyjny wzrost i wystepowanie obszarow martwicy), Przeanalizowano dane
transkryptomiczne aby oceni¢, czy szczurzy glejak wykazuje podobienstwo
transkryptomiczne do podtypéw GBM. Ekspresje wybranych genéw w glejaku C6
porownano do danych transkryptomicznych (RNA seq) z probek ludzkich glejakéw
oraz prawidtowego mozgu dostepnych w bazie TCGA. W wykonanej analizie

szczurzy glejak C6 wykazywat najwyzsze podobienstwo do Mes-GBM (ryc. 12).

Pv=00082

07— Ryc. 12. Poréwnanie ekspresji genéw w szczurzym glejaku
0] % C6 i molekularnych podtypach ludzkich GBM. Na wykresie
przedstawiono $rednie wspotczynniki korelacji + SD.
] Wartosci p wyliczono za pomocg testu Manna Whitneya.
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6.20cena roli laktadheryny (Mfg-E8) we wzroscie guza i modulowaniu TME
w szczurzym glejaku C6
6.2.1 Ocena wyciszenia ekspresji Mifg-E8 w kontrolnych i pozbawionych Mfg-
E8 komodrkach glejaka C6
Wyciszono ekspresje laktadheryny (kodowanej przez gen Mfg-E8)
w komorkach glejaka C6 transfekujgc je konstruktami zawierajgcymi specyficzny
shRNA  (pSilencer™shMfg-E8). Kontrole stanowity komorki glejaka C6
transfekowane w podobnych warunkach konstruktem zawierajgcym neutralny
shRNA (pSilencer™shNeg). W wybranych klonach komérek C6 opornych na
Hygromycyne B stosowang w stezeniu 0,5 mg/ml sprawdzono poziom wyciszenia
ekspresji Mfg-E8 metodg ilosciowego PCR (qPCR, ang. quantitative PCR) (Ryc. 13).
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Ryc. 13. Poziom mRNA Mfg-E8 w klonach komérek C6 wyjsciowych oraz stabilnie
transfekowanych shNeg lub shMfg-E8 oznaczono metodg qPCR. Poziom mRNA Mfg-E8
w komorkach C6 przyjeto jako 1. Na wykresie przedstawiono wartosci bedgce srednig £ SD
z analizy ekspresiji przeprowadzonej na komorkach z trzech niezaleznych pasazy. Wartosci

p wyliczono za pomocg testu t-studenta.

6.2.2 Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 nie wplywa na proliferacje i zywotnos¢

komoérek glejaka C6

Aby zweryfikowaé, czy wyciszenie ekspresiji laktadheryny moze wptywaé na
wzrost glejaka, zbadano wplyw wyciszenia Mfg-E8 na proliferacje komoérek CG6.
Proliferacje komoérek C6 oraz klonow C6 shMfg-E8 i shNeg zbadano wykorzystujgc
test inkorporacji bromodeoksyurydyny (BrdU) do DNA. Wykazano, ze wyciszenie
ekspresji Mfg-E8 w komédrkach glejaka C6 nie wptywa na proliferacje tych komérek
(rycina 14). Relatywne wartosci okreslajgce proliferacje komorek klonéw odniesione
do komoédrek C6 wynosity odpowiednio 1,077 £+ 0,056 dla komorek shNeg
i 0,892 + 0,04 dla komoérek shMfg-ES8.
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Ryc. 14. Ocena wptywu wyciszenia ekspresji laktadheryny na proliferacje komoérek C6 oraz
klonow shNeg i shMfg-E8. Proliferacje komoérek oceniano za pomocg testu inkorporaciji
bromodeoksyurydyny (BrdU) po 48 godzin od wysiania komérek. Na wykresie przedstawiono
wartosci Srednie z 3 doswiadczen £ SD. Istotnosc¢ statystyczng obliczono wykorzystujac test

t-studenta.

W celu zbadania wptywu wyciszenia ekspresji Mfg-E8 na przezywalno$é
komorek glejaka C6 wykonywano test metabolizmu MTT. llos¢ formazanu
uwolnionego przez zywe komorki na drodze reakcji enzymatycznej mierzono
spektrofotometrycznie. Wartosci uzyskane w przypadku komorek shNeg i shMfg-E8
relatywizowano do wartosci oznaczonej dla wyjsciowych komdrek C6. Nie
stwierdzono istotnych statystycznie réznic w zywotnosci komorek C6, shNeg i shMfg-
E8 po 48 godzinach inkubaciji (rycina 15). Relatywne wartosci zywotnosci odniesione
do komoérek C6 wynosity odpowiednio 99,15 £ 5,01 w przypadku komérek shNeg
i 96,34 + 10,76 w przypadku komorek shMfg-E8.
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Ryc. 15. Wptyw wyciszenia ekspresiji laktadheryny na zywotno$¢ komérek C6 shNeg i shMfg-
E8. Liczbe zywych komorek oceniano testem metabolizmu MTT (bromek 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu) po 48 godzin od wysiania komoérek. Wyniki

absorbancji uzyskane dla poszczegoélnych klonéw relatywizowano do komodrek C6. Na
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wykresie przedstawiono $rednie + SD z 3 doswiadczen. Istotnos¢ statystyczng obliczono

wykorzystujgc 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 komérkami C6 szczep szczurdw Wistar. Komorki C6 shNeg lub shMfg-E8
implantowano do prgzkowia mozgu szczura. Objetos¢ guzéw oceniano po 14 dniach
od implantacji. W celu wizualizacji guzéw, preparaty tkankowe barwiono kwasnym
btekitem toluidyny, a nastepnie przeprowadzano analize mikroskopowa. Objetosc
guzow wyliczono metodg Cavalieri (Gong i wsp. 2004 ). Zdjecia reprezentatywnych
przekrojow guzéw shNeg i shMfg-E8 przedstawiono na rycinie 16A. Komorki shNeg
tworzyty guzy o sredniej objetosci 38,67 + 9,07 mm3, podczas gdy komorki shMfg-E8
tworzyty guzy o $redniej objetosci 16,89 + 3,79 mm?3 (rycina 16B). Wykazano, Ze
wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komdrkach szczurzego glejaka C6 prowadzi do
znamiennego statystycznie zahamowania wzrostu guza (rycina 16B). Wyniki te
wskazujg na wazng role Mfg-E8 produkowanej przez komoérki glejaka w rozwoju

guzow in vivo.
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Ryc. 16. Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komorkach glejaka C6 prowadzi do ograniczenia
wzrostu guza. A. Reprezentatywne zdjecia przekrojow mozgéw barwionych kwasnym
btekitem toluidyny. Widoczna jest mniejsza powierzchnia guzow powstatych z komorek
shMfg-E8. B. Wykres przedstawiajacy ilosciowg analize objetosci guzéw u poszczegdlnych
osobnikéw. Pozioma kreska obrazuje srednig objetos¢ guza w danej grupie zwierzat
(n=5/shNeg i n=7/shMfg-E8). Wartos¢ p wyliczono za pomocg testu U Manna Whitneya.

6.2.4 Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 hamuje migracje komoérek glejaka in vivo
W celu okreslenia, czy wyciszenie ekspresji laktadheryny moze wptywaé na
zdolnos¢ komorek glejaka do migraciji, a przez to ograniczaé dyfuzyjny wzrost guza,
przeanalizowano obszar znajdujgcy sie granicy guza i tkanki nie noszgcej znamion
nowotworu. Oceny dokonato niezaleznie dwoch eksperymentatoréw. Jak pokazano
na rycinie 17, guzy wytworzone przez komorki shNeg charakteryzowaty sie
dyfuzyjnym wzrostem (brak wyrazniej granicy miedzy guzem a zdrowg tkanka) i silnie
infiltrowaty parenchyme mézgu (widoczne skupiska komérek nowotworowych poza
guzem). W przypadku glejakéw shMfg-E8 obserwowano znaczne ograniczenie
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nacieku guza na zdrowg tkanke. Otrzymane wyniki wskazujg, ze Mfg-ES8 jest biatkiem

zaangazowanym w zdolnos¢ komorek glejaka do migracii.

Ryc. 17. Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komoédrkach glejaka C6 wyptywa na zdolnos¢
komérek glejaka do migracji. Reprezentatywne zdjecia przekrojow moézgdéw barwionych
kwasnym biekitem toluidyny w 14 dniu po implantacji komérek shNeg i shMfg-E8. Widoczny
jest obszar guza oraz tkanka bez widocznych zmian nowotworowych. W przypadku guzéw
shMfg-E8, w obrebie tkanki w bezposrednim sgsiedztwie guza, nie obserwowano licznych
skupisk komodrek nowotworowych, ktére sSwiadczylyby o naciekajgcym charakterze

nowotworu.
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6.2.5 llosciowa i morfologiczna ocena Iba-1* komérek mieloidalnych
naciekajacych guzy kontrolne i z wyciszong ekspresja Mfg-E8

Aby okresli¢, czy produkowana przez komorki glejaka Mfg-E8 moze by¢
czynnikiem chemotaktycznym dla GAMs, zbadano wptyw wyciszenia Mfg-E8
w komorkach glejaka na liczbe komoérek Iba-1* naptywajgcych do guza. Wykonano
barwienie z przeciwciatem rozpoznajgcym Iba-1 na preparatach z guzéw shNeg
i shMfg-E8. Zaobserwowano, ze zarbwno w glejakach shNeg, jak i shMfg-E8, obszar
guza charakteryzowat sie silng, jednorodng akumulacjg komorek Iba-17,
w przeciwienstwie do potkuli bez zaimplantowanego guza (ryc. 18A). Liczba komaorek
Iba-1* naciekajgcych guzy shNeg (2165 * 462,2 komorek/mm?) i shMfg-E8
(2073 + 328,8 komdrek/mm?) nie réznita sie znaczgco.

Komorki Iba-1* znajdujgce sie w potkuli kontralateralnej miaty morfologie
typowa dla mikrogleju spoczynkowego. W guzach shNeg obserwowano liczne
komoérki o ksztatcie ameboidalnym — znacznie zwiekszonym ciele komorki
i obkurczonych wypustkach. Komorki o podobnej morfologii wykrywano w guzach
shMfg-E8 (Ryc. 18A). Przeprowadzona analiza ilosciowa nie wykazata istotnych
réznic w liczbie komérek ameboidalnych infiltrujgcych guzy shNeg (1609 + 226,1)
i shMfg-E8 (1420 + 308,6) (Ryc. 18B).

Otrzymane wyniki wskazujg, ze Mfg-E8 nie jest biatkiem zaangazowanym
w chemotaksje GAMs do guza i nie wptywa znaczgco na morfologie tych komorek.
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shNeg shMfg-E8

EA Komorki ameboidalne

Ryc. 18. Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 nie wplywa na akumulacje i morfologie infiltrujgcych
guza komorek mieloidalnych. A. Reprezentatywne zdjecia preparatéw shNeg i shMfg-E8
wybarwionych przeciwciatem anty-Iba-1. Na géornym panelu przedstawiono zdjecie pétkuli
kontralateralnej (bez guza), na dolnym zdjecie fragmentu guza. Skala odpowiada 50 pym.
B. Na wykresie przedstawiono wyniki ilosciowej i jakosciowej analizy komorek Iba-1*
w pétkuli bez guza oraz infiltrujgcych guzy shNeg i shMfg-E8. Komorki Iba-1* i ameboidalne
komorki Iba-1* policzono w 5 losowo wybranych polach/zwierze (n=4/shNeg i n=6/shMfg-
E8). Wynik przedstawia srednig liczbe komoérek + SEM. Warto$¢ p wyliczono za pomocg

testu U Manna Whitneya.

6.2.6 Wyciszenia ekspresji Mfg-E8 w komoérkach glejaka wplywa na

polaryzacje GAMs

W celu zweryfikowania, czy produkowana przez komoérki glejaka Mfg-E8 moze
by¢ czynnikiem zaangazowanym w polaryzacje monocytéw, mikrogleju i makrofagéw
w kierunku komorek wspierajgcych rozwdj nowotworu in vivo, wykonano barwienia
immunohistochemiczne na preparatach tkankowych z guzéw shNeg i shMfg-ES8.
Zbadano obecno$¢ komorek Iba-1* z ekspresjg arginazy-1 bgdz biatka CD163.
Ekspresja Arg-1 i jest podwyzszona w makrofagach infiltrujgcych nowotwory réznego

typu, w tym glejaki (Biswas i wsp. 2006; Qian i Pollard, 2010; Medrek i wsp. 2012;
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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 charakteryzowaly sie silng akumulacjg
komdrek lba-1*Arg-1* (973,7 + 230 komorek/mm?) oraz obecnoscig licznych
komorek Iba-1*CD163* (216,7 + 104,4 komoérek/mm?). Komorek tych nie wykrywano
w potkuli kontralateralnej. Jednocze$nie wykazano, ze wyciszenie ekspresji Mfg-E8
w komorkach glejaka prowadzi do znamiennego statystycznie spadku liczby GAMs
wykazujgcych ekspresje markerow fenotypu pronowotworowego, odpowiednio
344,4 +124,2 komorek Iba-1*Arg-1*/mm? (p=0,048) i 6,57 * 4,09 komorek
Iba1*CD163*/mm? (p=0,013) (rycina 19B i 20B). Otrzymane wyniki wskazujg, ze Mfg-
E8 jest biatkiem zaangazowanym w indukcje pronowotworowej aktywacji komorek

mieloidalnych naciekajgcych glejaki.
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Ryc. 19. Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 prowadzi do spadku liczby komoérek mieloidalnych
z ekspresjg arginazy-1 w guzie. A. Reprezentatywne zdjecia preparatow guzéw shNeg
i shMfg-E8 oraz pétkuli kontralateralnej. Preparaty wybarwiono przeciwciatami anty-lba-1
w celu wizualizacji komoérek mieloidalnych oraz anty-Arg-1 w celu okreslenia funkcjonalnego
fenotypu tych komérek. Dalszej detekcji dokonywano z uzyciem przeciwciat Il-rzedowych
sprzezonych odpowiednio z fluoroforem AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555. Te same preparaty
wybarwiono réwniez DAPI w celu wizualizacji jader komérkowych. Skala odpowiada 50 ym.
B. Analiza ilosciowa komorek Iba-1*Arg-1*. Zliczano komorki w 5 losowo wybranych
obszarach guza (n=5/shNeg i n=7/shMfg-E8). Wynik przedstawia $rednig liczbe

komdrek/mm? + SEM. Warto$¢ p wyliczono za pomocg testu U Manna Whitneya.
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Ryc. 20. Spadek liczby komoérek mieloidalnych z ekspresja CD163 w guzach shMfg-ES8.

A. Reprezentatywne zdjecia preparatbw guzéow shNeg i shMfg-E8 oraz potkuli
kontralateralnej. Preparaty wybarwiono przeciwciatami anty-lba-1 w celu wizualizacji
mikrogleju oraz naptywajgcych z obwodu dojrzewajgcych monocytéw i makrofagéw oraz
anty-CD163 w celu okreslenia funkcjonalnego fenotypu tych komoérek. Dalszej detekciji
dokonywano z uzyciem przeciwciat ll-rzedowych sprzezonych odpowiednio z fluoroforem
AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555. Preparaty wybarwiono réwniez DAPI w celu wizualizaciji
jader komoérkowych. Skala odpowiada 50 um. B. Analiza ilosciowa komérek mieloidalnych

eksprymujgcych CD163. Zliczano komorki Iba-1*CD163*w 5 losowo wybranych obszarach
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guza (n=7/grupe). Wynik przedstawia $rednig liczbe komoérek/mm? + SEM. Warto$é
p wyliczono za pomocg testu U Manna Whitneya.

6.2.7 Wyciszenie Mfg-E8 w komoérkach glejaka indukuje naptyw limfocytéw

(CD3*) do guza

Dane literaturowe wskazujg, ze poziom infiltracji ludzkich glejakéw zto$liwych
przez limfocyty T (CD3*) pozytywnie koreluje z diuzszg przezywalnoscig pacjentéw,
mimo istnienia ogdlnego stanu immunosupresji w guzie (Kmiecik i wsp. 2013). Aby
zweryfikowa¢, czy Mfg-E8 wptywa na naptyw limfocytow T do guza, wykonano
barwienia immunohistochemiczne wykrywajgce CD3, gtéwny marker limfocytow T,
na preparatach tkankowych z guzéw shNeg i shMfg-E8. Obecno$¢ komérek CD3*
wykrywano zaréwno w guzach shNeg, jak i shMfg-E8 (ryc. 21A). Liczba limfocytéw
T infiltrujgcych guzy shNeg wynosita 96,45 + 39,78 komdrek/mm?2. W przypadku
guzow shMfg-E8 stwierdzono tendencje wzrostu liczby komoérek CD3* w stosunku
do guzow kontrolnych (p=0,053).

A.

Cd3

=

p=0,053

Liczba komorek
C€D3* na mm?

Ryc. 21. Wazrost liczby komoérek CD3* (limfocytow T) w guzach shMfg-E8.
A. Reprezentatywne zdjecia preparatow guzéow shNeg i shMfg-E8 oraz pétkuli
kontralateralnej. Preparaty wybarwiono przeciwcialem anty-CD3 w celu wizualizacji

limfocytow T w tkance. Dalszej detekcji dokonywano z uzyciem przeciwciata ll-rzedowego
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sprzezonego z fluoroforem AlexaFluor 488. Skala odpowiada 50 uym. B. Analiza ilosciowa
komérek CD3* infiltrujgcych guzy shNeg i shMfg-E8. Zliczano komérki CD3* w 3 losowo
wybranych obszarach guza (n=7/shNeg i n=6/shMfg-E8). Wynik przedstawia $rednig liczbe

komdrek/mm? + SEM. Warto$¢ p wyliczono za pomocg testu U Manna Whitneya.

6.2.8 Wyciszenia Mfg-E8 w komoérkach glejaka nie wptywa na naptyw komérek

CD8* do guza

Dane literaturowe wskazujg, ze w ludzkich glejakach ztosliwych poziom
infiltracji przez komérki CD8* koreluje z dtuzszg przezywalnoscig pacjentéw (Kmiecik
i wsp. 2013). Glikoproteina powierzchniowa CD8 wystepuje przede wszystkim na
limfocytach T cytotoksycznych, ale takze na komorkach denrytycznych i komorkach
NK. Rolg CD8 jest wigzanie czgsteczek MHC klasy I, co stabilizuje kontakt pomiedzy
komérkg efektorowg, np. limfocytem T cytotoksycznym a komoérkg docelowg
i wspomaga aktywacje komorki efektorowej. Aby zweryfikowac, czy modulacja
poziomu laktadheryny wptynie naptyw komérek CD8* do guza, wykonano barwienia
immunohistochemiczne na obecnos¢ komérek CD8* w preparatach tkankowych
zguzéw shNeg i shMfg-E8. W poétkuli kontralateralnej wykrywano pojedyncze
komorki CD8-pozytywne. Nieco zwiekszony naptyw tych komorek obserwowano
zarowno w guzach shNeg, jak i shMfg-E8 (ryc. 22A). Nie wykazano znaczacych
réznic w liczbie komérek CD8* naciekajgcych guzy shNeg (20,07 + 10,04
komorek/mm?) i shMfg-E8 (42,73 + 29,89 komdrek/mm?) (ryc. 22B).
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Ryc. 22. Modulacja ekspresji Mfg-E8 w glejakach nie wptywa na liczbe komérek CD8*
naciekajagcych guzy. A. Reprezentatywne zdjecia preparatéw guzow shNeg i shMfg-E8 oraz
potkuli  kontralateralnej wybarwionych przeciwciatem anty-CD8. Dalszej detekcji
dokonywano z uzyciem przeciwciata ll-rzedowego sprzezonego z fluoroforem AlexaFluor
555. Skala odpowiada 50 um. B. Na wykresie przedstawiono wyniki analizy liczby komoérek
CD8* w potkuli bez guza oraz infiltrujgcych guzy shNeg i shMfg-E8. Komérki policzono
w 5 losowo wybranych polach (n=5/shNeg oraz n=6/shMfg-E8). Wynik przedstawia $rednig

liczbe komodrek + SEM. Warto$¢ p wyliczono za pomocg testu U Manna Whitneya.

6.2.9 Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komoérkach glejaka nie wplywa na

powstawanie nowych naczyn krwionosnych w guzie

Proces powstawania nowych naczyn krwionosnych (neowaskularyzacja)
w guzie jest niezbedny do wzrostu i progresji nowotworu. W celu okreslenia, czy
wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komodrkach glejaka wptywa na gesto$¢ naczyn
krwionosnych w guzach, wykonano barwienie immunohistochemiczne na obecnosc¢
czynnika von Willebranda (VWF, ang. von Willebrand factor). Biatko to wystepuje na
komorkach  srodbtonka naczyn  krwionosnych. Analiza wynikbw  oceny

mikroskopowrej preparatéw guzéw shNeg i shMfg-E8 nie wykazata istotnych réznic
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w liczbie naczyn krwionosnych o przekroju powyzej 20 uym, jak rowniez mniejszych
naczyn (w tym naczyn wtosowatych), o przekroju mniejszym niz 20 uym (rycina 23A).
Liczba naczyn krwionosnych na 1 mm? w guzach shNeg wynosita 9 = 3,89
w przypadku naczyn =20 ym i 28,97 + 8,67 w przypadku naczyn < 20 ym. W guzach
shMfg-E8 gesto$¢ naczyn krwionos$nych wynosita odpowiednio 8,95 + 4,6 / mm?
w przypadku naczyn = 20 uym i 28,95 + 10,44 / mm? w przypadku naczyn < 20 ym
(rycina 23B).
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p=0,89
B 50
o ] T
30
20
10 T I
0
shNeg shMfg E8
220 ym W <20 pm

Ryc. 23. Wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w glejaku C6 nie wpltywa na gestos¢ naczyn
krwionosnych w guzie. A. Reprezentatywne zdjecie preparatow guzéw shNeg i shMfg-E8
barwionych przeciwciatem rozpoznajgcym czynnik von Willebranda oraz przeciwciatem II-
rzedowym sprzezonym z fluoroforem AlexaFluor 555. Skala odpowiada 20 um. B. Wyniki
ilosciowej analizy liczby naczynh krwionosnych w guzach. Policzono naczynia o przekroju =
20 ym oraz < 20 um w 5 losowo wybranych obszarach guza (n=5/grupe). Wynik przedstawia
$rednig liczbe komoérek/mm? + SD. Warto$¢ p wyliczono za pomoca testu U Manna
Whitneya.
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6.30cena roli osteopontyny (Spp1) we wzroscie guza i modulowaniu
mikrosrodowiska nowotworu w szczurzym modelu glejaka

6.3.1 Ocena poziomu ekspresji Spp1 w klonach komérek glejaka C6

Komorki glejaka C6 transdukowano wektorem pLenti-U6-shRNA-Rsv(GFP-
Puro) niosacym kontrolne shRNA (pLenti-U6-shNeg-Rsv(GFP-Puro)) bgdz shRNA
specyficzne do Spp1 (pLenti-U6-shSpp1-Rsv(GFP-Puro)). Sortowano pojedyncze
komoérki GFP-pozytywne, hodowano 48 godzin z puromycyng w stezeniu 2 pg/ml,
a nastepnie identyfikowano komérki oporne na puromycyne. W wybranych klonach
komérek C6 opornych na Puromycyne sprawdzono stopien wyciszenia ekspresji
Spp1 metodg ilosciowego PCR (qPCR). Ekspresje Spp71 w komdrkach C6 przyjeto
jako 1. Poziom ekspresji w komorkach shNeg wynosit 0,773 + 0,108 i nie réznit sie
istotnie od poziomu Spp1 w wyjsciowych komérkach C6. W przypadku komoérek
shSpp1 wzgledna ekspresja Spp 71 byta na poziomie 0,023 £ 0,004 (rycina 24A).

Aby zweryfikowaC poziom wyciszenia Spp1 na poziomie biatka, zmierzono
stezenie Spp1 w pozywce znad komoérek glejaka shSpp1, shNeg i wyjsciowych
komérek C6 za pomocg testu ELISA. Stezenie Spp1 w pozywce znad komdrek C6
wynosito 1495,57 pg/ml i nie réznito sie istotnie od stezenia Spp1 w pozywce znad
komérek shNeg, ktore wynosito 1316,84 pg/ml. Wykazano jednoczesnie ponad 50-
krotny spadek stezenia osteopontyny w pozywce znad komoérek shSpp1, ktére

wynosito 26,33 pg/ml w stosunku do komdrek shNeg (rycina 24B)
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Ryc. 24. A. Ocena stopnia wyciszenia ekspresji Spp?7 w klonach komoérek glejaka C6.
Wzgledng ekspresje Spp7 mRNA oznaczono metodg ilosciowego PCR. Poziom Spp1 mRNA
w komorkach C6 przyjeto jako 1. Na wykresie przedstawiono wartosci bedgce $rednig

z analizy ekspresiji przeprowadzonej na komorkach z 3 niezaleznych pasazy komoérek + SD.
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Wartosci p wyliczono za pomocg testu t-studenta. B. Stezenie Spp1 w pozywce hodowlanej
znad komoérek shNeg, shSpp1 i wyjsciowych komérek C6 oceniono metodg ELISA. Na
wykresie przedstawiono wartosci bedace srednig z analizy poziomu Spp1 w pozywce
przeprowadzonej na komorkach z 3 niezaleznych pasazy + SD. Wartosci p wyliczono za

pomoca testu t-studenta.

6.3.2 Wyciszenie ekspresji Spp71 w komérkach glejaka C6 nie wptywa na ich

proliferacje i zywotnos¢

Aby ocenié, czy wyciszenie ekspresji Spp1 wptywa na proliferacje komdérek
wykonano test inkorporacji bromodeoksyurydyny (BrdU) do DNA. Wykazano, ze
wyciszenie ekspresji Spp1 w komorkach glejaka C6 nie wptywa na proliferacje tych
komorek (rycina 25). Relatywne wartosci okreslajgce stopien proliferacji odniesione
do wyjsciowych komérek C6 wynosity odpowiednio 100,2 £+ 6,8 w przypadku komérek
shNeg i 92,24 + 8,216 w przypadku komérek shSpp1.
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Ryc. 25. Ocena proliferacji komoérek C6 shNeg i shSpp1. Proliferacje komérek oceniano
testem inkorporacji bromodeoksyurydyny (BrdU) 48 godzin po wysianiu komérek. Na

wykresie przedstawiono wartosci $rednie + SD z 4 doswiadczen.

W celu zbadania wptywu wyciszenia ekspresji Spp?1 na przezywalnos$¢
komorek glejaka C6 wykonywano test metabolizmu MTT. Wartosci uzyskane dla
komérek shNeg i shSpp1 relatywizowano do wartosci uzyskanej dla wyjsciowych
komorek C6, ktérych zywotno$¢ przyjeto jako 100%. Nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic w zywotnosci komorek C6, shNeg i shSpp1 po 48 godzinach
inkubacji (rycina 26). Relatywne wartosci zywotnosci odniesione do komoérek C6
wynosity odpowiednio 97,68 + 4,5 % dla komérek shNeg i 88,33 + 7,19 % dla
komorek shSpp1.
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Ryc. 26. Wyciszenie ekspresji Spp1 nie wptywa na zywotno$¢ komoérek C6 shNeg i shSpp1.
Liczbe zywych komorek oceniano za pomocg testu metabolizmu MTT w 48 godzin po
wysianiu komorek. Wyniki absorbancji relatywizowano do komoérek C6 (przedstawione jako

100%). Na wykresie przedstawiono wartosci srednie + SD z 3 doswiadczen.

6.3.3 Wyciszenie ekspresji Spp7 w komédrkach glejaka C6 hamuje wzrost guza

in vivo

Komorki C6 shNeg lub shSpp1 implantowano do prgzkowia moézgu szczuréw
i po 14 lub 21 dniach od implantacji oceniano objetos¢ guzow jak opisano wczesnie;.
Zdjecia reprezentatywnych przekrojow guzéw shNeg i shSpp1 w 14 i 21 dniu po
implantacji przedstawiono na rycinie 27. Implantacja komoérek shNeg do prgzkowia
prowadzita do wyksztatcenia sie guzow o $redniej objetosci 47,63 + 8,97 mm?3 po 14
dniach od podania komoérek. Komorki shSpp1 tworzyty guzy o sredniej objetosci
10,71 + 0,605 mm?3. Srednia objeto$¢ guzéw wytworzonych z komérek shNeg po 21
dniach od implantacji wynosita 111,2 + 18,04 mm3, za$ guzoéw shSpp1 4,01 + 2,57
mm?3 (wartosci $rednie + SEM) (rycina 27B). Wyniki te pokazujg, ze wyciszenie
ekspresji Spp1 w komorkach szczurzego glejaka C6 prowadzi do znamiennego
statystycznie zahamowania wzrostu guza. W przypadku guzéw shSpp1 nie
obserwowano wzrostu guza miedzy 14 a 21 dniem od implantacji jak w przypadku
guzoéw shNeg, a wrecz statystycznie istotne zmniejszenie objetosci guzéw z 10,71 +
0,605 mm?3 do 4,01 + 2,57 mm3. Wyniki te wskazujg na kluczowg role Spp1

produkowanej przez komorki glejaka w rozwoju guzow in vivo.
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Ryc. 27. Wyciszenie ekspresji Spp1 w komodrkach glejaka C6 prowadzi do zahamowania
wzrostu guza in vivo. A. Reprezentatywne zdjecia przekrojow mézgdéw barwionych kwasnym
btekitem toluidyny w 14 i 21 dniu po implantacji komérek shNeg i shSpp1. Widoczna jest
mniejsza powierzchnia guzéw (ciemnoniebieskie zabarwienie) powstatych z komoérek
shSpp1. B. Wykres przedstawiajgcy objetosci guzéow w 14 i 21 dniu po implantacji
u poszczegoélnych osobnikow. Pozioma kreska obrazuje srednig objetos¢ guza w danej
grupie zwierzat (n=5-8). Warto$¢ p wyliczono za pomoca testu U Manna Whitneya.

6.3.4 Wyciszenie ekspresji Spp71 nie wptywa na migracje komérek glejaka in

vivo

W celu okreslenia, czy wyciszenie ekspresji Spp1 wptywa na zdolnos¢
komoérek glejaka do migracji przeanalizowano obszar znajdujgcy sie styku guza
i tkanki nie noszgcej znamion nowotworu. Oceny dokonato niezaleznie dwdch
eksperymentatoréw. Zaobserwowano, ze guzy shNeg i shSpp1, mimo znacznych
roznic w wielkosci, w podobnym stopniu naciekajg parenchyme mézgu (rycina 28).
Otrzymane wyniki sugerujg, ze Spp1 nie jest biatkiem zaangazowanym w zdolno$c¢
komoérek glejaka do migraciji.
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Ryc. 28. Wyciszenie ekspresji Spp1 w komoérkach glejaka C6 nie wyptywa na zdolnos¢

komoérek glejaka do migracji in vivo. Reprezentatywne zdjecia przekrojow mozgow
barwionych kwasnym btekitem toluidyny w 14 dniu po implantacji komoérek shNeg i shSpp1.
Zarowno w przypadku guzéw shNeg, jak i shSpp1, w bezposrednim sgsiedztwie guza
obserwowano skupiska komérek nowotworowych, co swiadczy o naciekajgcym charakterze

nowotworu.

6.3.5 Wyciszenie ekspresji Spp7 w komoérkach glejaka wptywa na polaryzacje

GAMs

W celu zweryfikowania, czy produkowana przez komorki glejaka Spp1 jest
czynnikiem zaangazowanym w pronowotworowg polaryzacje GAMs in vivo,
wykonano barwienia immunohistochemiczne na preparatach tkankowych z guzéw
shNeg i shSpp1 na obecnos¢ komorek Iba-1* z ekspresjg arginazy-1 badz biatka
CD163. Jak pokazano na rycinach 29A i 30A, stwierdzono silng akumulacjg komérek
Iba-1*Arg-1* (1169 + 279,5 komoérek/mm?) oraz obecnos$é licznych komoérek Iba-
1*CD163* (316,5 + 114,1 komorek/mm?) (wartosci $rednie + SEM) w guzach shNeg.
Komoérek tych nie wykrywano w pétkuli kontralateralnej. Jednoczesnie wykazano, ze
wyciszenie ekspresji Spp1 w komodrkach glejaka prowadzi do znamiennego
statystycznie spadku liczby komérek mieloidalnych z ekspresjg markeréow fenotypu
pronowotworowego. Liczba komodrek l|ba-1*Arg-1* naciekajgcych guzy shSpp1
wynosita 170,7 + 59,3 komaérek/mm? (p=0,008). W guzach tych nie wykryto komorek
Iba-1*CD163* (p=0,033) (rycina 29B i 30B). Otrzymane wyniki wskazujg, ze Spp1
jest biatkiem zaangazowanym w indukcje wspierajgcej nowotwor aktywacji komoérek

mieloidalnych naciekajgcych glejaki.
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Ryc. 29. Wyciszenie ekspresji Spp1 w komodrkach glejaka C6 prowadzi do spadku liczby
komérek mieloidalnych z ekspresjg arginazy-1. A. Reprezentatywne zdjecia preparatéw
guzéw shNeg i shSpp1 oraz potkuli kontralateralnej. Preparaty wybarwiono przeciwciatami
anty-lba-1 w celu wizualizacji GAMs oraz anty-Arg-1 w celu okreslenia funkcjonalnego
fenotypu tych komodrek. Dalszej detekcji dokonywano z uzyciem przeciwciat ll-rzedowych
sprzezonych odpowiednio z fluoroforem AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555. Te same preparaty
wybarwiono réwniez DAPI by uwidoczni¢ jadra komérkowe. Skala odpowiada 50 um. B.
Analiza iloSciowa komérek mieloidalnych z ekspresjg arginazy-1. Zliczano komorki Iba-1*
Arg-1" w 5 losowo wybranych obszarach guza (n=5/grupe). Wynik przedstawia srednig liczbe

komorek/mm? + SEM. Warto$¢ p wyliczono za pomocg testu U Manna Whitneya.
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Ryc. 30. Spadek liczby komorek mieloidalnych z ekspresjg CD163 w glejakach z wyciszong
ekspresjg Spp1. A. Reprezentatywne zdjecia preparatow guzow shNeg i shSpp1 oraz potkuli
bez guza. Przeprowadzono podwdjne barwienie przeciwciatami rozpoznajgcymi Iba-1
i CD163 oraz przeciwciatami |l-rzedowymi sprzezonymi odpowiednio z fluoroforem
AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555. Barwienie DAPI uwidocznienito jadra komorkowe. Skala
odpowiada 50 ym. B. Analiza ilosciowa komérek Iba-1*CD163". Zliczano komérki w 5 losowo
wybranych obszarach guza (n=5/grupe). Wynik przedstawia $rednig liczbe komoérek/mm? +

SEM. Warto$¢ p wyliczono za pomoca testu U Manna Whitneya.
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6.3.6 Wplyw wyciszenia Spp7 na aktywnos¢ arginazy-1 w pétkulach z guzem

Przedstawione wyniki wskazujg na spadek liczby komoérek z ekspresjg Arg-1.
W celu zbadania, czy wyciszenie ekspresji Spp7 w komédrkach glejaka wptywa na
metabolizm L-argininy w guzie, dokonano pomiaru aktywnosci Arg-1 po 14 dniach od
implantacji w ekstraktach biatkowych z pétkul z guzem shNeg, guzem shSpp1 oraz
w poétkuli kontralateralnej (rycina 31). llos¢ ornityny uwalnianej podczas hydrolizy
argininy na drodze reakcji enzymatycznej mierzono spektrofotometrycznie,
wykorzystujgc fakt, ze ornityna tworzy barwny kompleks z ninhydryng. Aktywnos¢
Arg-1 w lizatach pétkuli kontralateralnej wynosita 1,051 ymol ornityny/ug biatka.
W lizatach z pétkul z glejakiem shNeg obserwowano wzrost aktywnosci tego enzymu
(2,724 £ 0,965 pmol ornityny/ug biatka). W guzach shSpp1 stwierdzono trend spadku
aktywnosci arginazy-1 w stosunku do guzéw shNeg (1,341 £ 0,925 pmol ornityny/ug
biatka), wynik jednak nie byt statystycznie istotny (p=0,061).
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Ryc. 31. Wplyw wyciszenia ekspresji Spp7 na aktywnos$¢ arginazy-1 w guzie. llosé
powstajgcej ornityny tworzgcej barwny kompleks z ninhydryng mierzono kolorymetrycznie
w ekstraktach z potkul guzem oraz w potkuli bez guza i odnoszono uzyskane wartosci do
zawartosci biatka w badanej probce (n=3/grupe). Wynik przedstawia srednig aktywnos¢ Arg-

1 + SEM. Wartosci p wyliczono za pomocg testu U Manna Whitneya.

6.3.7 Wyciszenie Spp7 w komoédrkach glejaka wptywa na produkcje
indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNos) przez GAMs
Arginina jest wykorzystywana przez syntaze tlenku azotu (NOS) do produkgji
tlenku azotu w czasie reakcji zapalnej. Zwiekszona aktywnos¢ arginazy-1

negatywnie reguluje enzymatyczng aktywnos¢ indukowalnej syntazy tlenku azotu
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(INOS) poprzez zmniejszenie dostepnosci L-argininy (Fultang i wsp. 2016). iINOS jest
tez silnie indukowany w trakcie klasycznej odpowiedzi zapalnej. Wykonano barwienia
immunohistochemiczne na preparatach z guzow shNeg i shSpp1 na obecnosc¢
komoérek Iba-1* z ekspresjg iNos (rycina 32A). Wykazano, ze wyciszenie ekspresji
Spp1 prowadzi do znamiennego statystycznie spadku liczby komérek Iba-1*iNos*
w guzie, z 375,9 + 124,3 komorek/mm? w przypadku guzow shNeg do 82,79 + 19,02
komdrek/mm? w przypadku guzéw shSpp1 (rycina 32B). Komorek iNos* nie
wykrywano w potkuli kontralateralnej. Otrzymane wyniki wskazujg, ze zahamowanie

ekspresji Spp1 zmienia funkcje komérek mieloidalnych naciekajgcych guzy.
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Ryc. 32. Ocena wystepowania komérek mieloidalnych produkujgcych iNos w glejakach
shNeg i shSpp1. A. Reprezentatywne zdjecia preparatéw guzéw shNeg i shSpp1 oraz potkuli

bez guza. Preparaty wybarwiono przeciwcialami anty-lba-1 oraz anty-iNos oraz
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przeciwciatami ll-rzedowymi sprzezonymi odpowiednio z AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555.
Barwienie DAPI uwidocznito jadra komorkowe. Skala odpowiada 50 um. B. Na wykresie
przedstawiono wyniki zliczenia komorek Iba-1*iNos™ w potkuli bez guza oraz infiltrujgcych
guzy shNeg i shSpp1 w 5 losowo wybranych obszarach guza (n=5/grupe). Wynik
przedstawia srednig liczbe komérek £ SEM. Wartos¢ p wyliczono za pomoca testu U Manna
Whitneya.

6.3.8 Wyciszenie Spp7 w komoérkach glejaka zwigksza ekspresje interleukiny

18 w guzie

Zbadano, czy wyciszenie ekspresji Spp1 w komodrkach glejaka wptywa na
ekspresje Interleukiny 183 (II-18) w TME wykonujgc barwienie immunohistochemiczne
na obecnos¢ komorek z ekspresjg IlI-18 w preparatach guzéw shSpp1 i shNeg.
Komorki 1I-18* wykrywano w guzach shNeg (Ryc. 33A), a ich liczba wzrastata
w guzach shSpp1 (621,4 + 128,5 komdrek/mm?, podczas gdy liczba komorek
w guzach shNeg wynosita 194,0 + 34,95 komdrek/mm?) (ryc. 33B). Otrzymane wyniki
wskazujg, ze zahamowanie ekspresji Spp7 w komoérkach glejaka prowadzi do
wzrostu ekspres;ji prozapalnej cytokiny II-13 w guzie.
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Ryc. 33. Podwyzszona ekspresja prozapalnej interleukiny 18 w glejakach shSpp1.

A. Reprezentatywne zdjecia preparatéw guzow shNeg i shSpp1 oraz pétkuli kontralateralnej.
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Preparaty wybarwiono przeciwciatami anty-ILB sprzezonym z peroksydazg chrzanowa.
Dalszej detekcji dokonywano z uzyciem odczynnika DAB. Skala odpowiada 50 ym. B. Na
wykresie przedstawiono wyniki ilosciowej analizy komoérek II-1B* infiltrujgcych guzy shNeg
i shSpp1 zliczone w 5 losowo wybranych obszarach guza (n=5/grupe). Wynik przedstawia

srednig liczbe komérek + SEM. Wartos¢ p wyliczono za pomoca testu U Manna Whitneya.

6.3.9 Wyciszenie Spp7 w komérkach glejaka nie wplywa na ekspresje Trem2

w GAMs

Trem2 jest biatkiem obecnym na powierzchni r6znych komérek mieloidalnych
(De Kleer i wsp. 2014), w mdézgu natomiast ulega ekspresji wytgcznie w komaérkach
mikrogleju (Gratuze i wsp. 2019). Podczas odpowiedzi odpornosciowej TREM2
uczestniczy w aktywacji Sciezki sygnatowej PI3K/AKT/mTOR, co prowadzi do
ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych AP1, NF-kB, i NFAT oraz czynnikéw
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 badah wskazujg, ze aktywacja TREM2 prowadzi
do uruchomienia odpowiedzi przeciwzapalnej i zwiekszonej fagocytozy, jednak czesc
doniesien wskazuje na role tego biatka w indukcji prozapalnego fenotypu (Yang
i wsp. 2020, Deczkowska i wsp. 2020).

Wykonano barwienia immunohistochemiczne na preparatach z guzéw shNeg
i shSpp1 na obecnos¢ komdrek podwadjnie pozytywnych Iba-1*Trem2* (ryc. 34A).
W pétkuli kontralateralnej nie wykrywano komorek z ekspresjg Trem2. Zwiekszony
naptyw tych komorek obserwowano zaréwno w guzach shNeg, jak i shSpp1 (ryc.
34A). Nie stwierdzono réznic w liczbie komorek Iba-1*Trem2* naciekajgcych guzy
shNeg (572,3 + 190,6 komorek/mm?) i shSpp1 (720,1 + 240,5 komorek/mm?) (ryc.
34B).
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Ryc. 34. Liczba Trem2* GAMs w glejakach shNeg i shSpp1. A. Reprezentatywne zdjecia
preparatow guzow shNeg i shSpp1 oraz potkuli bez guza wybarwionych przeciwciatami anty-
Iba-1 i anty-Trem2 i przeciwciatami ll-rzedowymi sprzezonymi z AlexaFluor 488 i AlexaFluor
555. Skala odpowiada 50 um. B. Na wykresie przedstawiono wyniki zliczania komorek Iba-
1*Trem2* w potkuli bez guza oraz infiltrujgcych guzy shNeg i shSpp1 w 5 losowo wybranych
obszarach guza (n=5/grupe). Wynik przedstawia srednig liczbe komoérek + SD. Wartos¢

p wyliczono za pomocg testu U Manna Whitneya.
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6.3.10 Ocena nacieku komoérek z ekspresjg Trem2 i Arignazy-1 w réznych

obszarach guza

Wykonano barwienia podwojne z wykorzystaniem przeciwciat skierowanych
przeciwko Arg-1 i Trem2 na preparatach z guzow shNeg i przeanalizowano
wystepowanie komoérek z ekspresjg tych markeréw w réznych obszarach guza. Na
goérnym panelu ryciny 35A przedstawiono zdjecia z obrzeza guza, na srodkowym
z centrum guza, a na dolnym obszaru pomiedzy centrum guza a obrzezem. Na
obrzezu guza zaobserwowano liczne komorki Trem2*, ktorych obecnosci praktycznie
nie wykrywano w centrum guza. W centrum guza stwierdzono silng akumulacje
komoérek Arg-1* i brak komérek Trem2*. W rejonie pomiedzy centrum guza a jego
obrzezem wystepowaty zarowno komorki Arg-17, jak i Trem2*, jednak nie wykrywano
komérek podwdjnie pozytywnych. Swiadczy to o obecnosci odrebnych populacii
komérek mieloidalnych w guzie i sugeruje roznice fenotypowe albo odmienne

pochodzenie komérek mieloidalnych.

Arg-1 Trem2 Ztozenie Ztozenie + DAPI

Obrzeze
guza

centrum a
obrzezem guza

Centrum
guza

Obszar miedzy

Ryc. 35. Ocena nacieku komorek Trem2* i Arg-1* glejakéw shNeg. Na rycinie przedstawiono
zdjecia z obrzeza guza (gorny panel), centrum guza (Srodkowy panel) oraz obszaru miedzy
centrum a obrzezem (dolny panel). Preparaty wybarwiono przeciwciatami anty-Arg-1 i anty-

Trem2 oraz przeciwciatami ll-rzedowymi sprzezonymi z AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555.
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Jadra wybarwiono DAPI. Skala odpowiada 50 um. Analize przeprowadzano na 5 losowo

wybranych polach w poszczegdélnych obszarach guza/zwierze (n=3/grupe).

6.3.11 Wyciszenie Spp7 w komérkach glejaka nie wptywa na naptyw limfocytéw

(CD3*) do guza

Wykonano barwienia immunohistochemiczne na obecnos¢ CD3, gtbwnego
markera limfocytéw T, na preparatach tkankowych z guzéw shNeg i shSpp1.
W potkuli kontralateralnej wykrywano pojedyncze komoérki CD3*. Zwiekszony naptyw
komérek CD3* wykrywano zarowno w guzach shNeg, jak i shSpp1 (ryc. 36A). Liczba
limfocytow T infiltrujgcych guzy shNeg wynosita 260,5 + 78,6 komorek/mm?,
aw guzach shSpp1 641,2 + 151,5 komdrek/mm?). Mimo widocznej tendencji
zwiekszenia liczby komérek CD3* w glejakach shSpp1, nie byt to jednak wynik
statystycznie istotny (p=0,092).
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Ryc. 36. Wplyw wyciszenia ekspresji Spp1 na liczbe infiltrujgcych guzy limfocytow T.
A. Reprezentatywne zdjecia preparatéw guzow shNeg i shSpp1 oraz pétkuli kontralateralnej.

Preparaty wybarwiono przeciwcialem anty-CD3 i przeciwciatem ll-rzedowym sprzezonym
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z AlexaFluor 488. Skala odpowiada 50 um. B. Na wykresie przedstawiono wyniki zliczenia
komérek CD3* infiltrujgcych guzy shNeg i shSpp1 w 5 losowo wybranych obszarach guza
(n=5/grupe). Wynik przedstawia srednig liczbe komoérek + SEM. Warto$¢ p wyliczono za
pomocg testu U Manna Whitneya.

6.3.12 Wyciszenie Spp71 w komoérkach glejaka nie wptywa na naptyw komérek

CD8* do guza

Wykonano barwienia immunohistochemiczne na obecnos¢ komoérek CD8*
(populacja to obejmuje gtdownie limfocyty T cytotoksyczne) w preparatach z guzéw
shNeg i shSpp1. W pétkuli kontralateralnej wykrywano pojedyncze komorki CD8*.
Zwiekszony naptyw tych komoérek obserwowano zaréwno w guzach shNeg, jak
i shSpp1 (ryc. 37). Nie wykazano roznic w liczbie komérek CD8* naciekajgcych guzy
shNeg (562,3 + 140,6 komorek/mm?) i shSpp1 (520,1 + 180,5 komorek/mm?) (ryc.
37B).

A.

Potkula bez guza

Cd8

Liczba komorek
CD8* na mm?
-

S

Ryc. 37. Wyciszenie ekspresji Spp1 w komoérkach glejaka nie wptywa na naptyw komorek
CD8*. A. Reprezentatywne zdjecia preparatow guzédw shNeg i shSpp1 oraz potkuli
kontralateralnej wybarwionych przeciwciatem anty-CD8 i przeciwciatem IlI-rzedowym
sprzezonym z AlexaFluor 555. Skala odpowiada 50 um. B. Na wykresie przedstawiono

wyniki zliczenis komérek CD8" w pétkuli bez guza oraz infiltrujgcych guzy shNeg i shSpp1
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w 5 losowo wybranych polach/zwierze (shNeg n=4, shSpp1 n=5). Wynik przedstawia srednig

liczbe komorek £ SEM. Warto$¢ p wyliczono za pomocg testu U Manna Whitneya.

6.3.13 Wptyw wyciszenia Spp1 w komoérkach glejaka na obecnos¢ subpopulacji
komérek ukiadu odpornosciowego w krwi obwodowej szczuréw z guzem
Zbadano jaki wptyw ma wycieszenie ekspresji Spp7 w glejaku na profil

komérek uktadu odpornosciowego w krwi obwodowej. Wykonano barwienia

pozwalajgce okreslic liczbe limfocytow T (CD3*), limfocytow T pomocniczych (CD4*),
populacji CD8" (w sktad ktorej wchodzg gtéwnie limfocyty T cytotoksyczne, a takze
komorki denrytyczne i NK), komodrek mieloidalnych i neutrofili (CD11b*) oraz
mieloidalnych komérek supresorowych (MDSCs, CD11b*Gr1*) w osoczu szczuréw

z glejakiem shNeg badz shSpp1. Odsetek poszczegdlnych subpopulaciji oceniono za

pomocg cytometrii przeptywowej w 14 dniu po implantaciji.

Odsetek komérek CD11b* wzrastat blisko dwukrotnie we krwi obwodowej
szczurow z glejakiem shSpp1 (15,28 + 1,687 %) w stosunku do krwi zwierzat
z glejakiem shNeg (7,96 £ 2,161) (p=0,057). MDSCs (CD11b*Gr1*) stanowity 1,688
+ 0,313 % komorek u zwierzat z glejakiem shNeg i 2,465 + 0,789 % u zwierzat
shSpp1. Nie stwierdzono istotnych réznic w odsetkach komorek CD3*, CD4*, CD8*
i CD11b*Gr1*. Procent limfocytow T (CD3*) we krwi obwodowej zwierzat wynosit
odpowiednio 26,01 £ 5,956 u zwierzat z glejakiem shNeg i 33,10 + 1,541 u zwierzat
z glejakiem shSpp1. Populacja limfocytow T pomocniczych (CD4") stanowita 21,22
+ 4,898 % komorek krwi u szczuréw z glejakiem shNeg i 27,22 + 4,291 % komorek
u szczuréw z glejakiem shSpp1. W krwi obwodowej szczuréw z glejakiem shNeg
komorki CD8* stanowity 13,01 + 1,122 % komorek, a w glejaku shSpp1 komorki te
stanowity 14,09 + 1,037 % (ryc. 38).
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Ryc. 38. Wyciszenie ekspresji Spp?7 w komodrkach glejaka nie wplywa istotnie na
subpopulacje komoérek uktadu odpornosciowego w krwi obwodowej szczurow. A. Strategia
bramkowania w cytometrii przeptywowej. Wykres kropkowy ("dot-plot") z analizy
cytometrycznej niebarwionych komorek krwi szczura z glejakiem shNeg (lewy panel)
i shSpp1 (prawy panel). W gérnym panelu przedstawiono wykresy kropkowe wielkosci (FSC)
i ziarnistosci (SSC) analizowanych komoérek. W bramce R1 znalazty sie komérki poddawane
dalszym analizom. Na dolnym panelu przedstawiono reprezentatywny wykres kropkowy
wybranej kontroli izotypowej do testowanych przeciwciat. B. Wyznaczanie odsetka populac;ji
limfocytow T (CD3*), limfocytow T pomocniczych (CD4*), CD8* (gtdwnie limfocyty T
cytotoksyczne, takze komérki denrytyczne i NK), komérek mieloidalnych i neutrofili (CD11b*)
oraz mieloidalnych komoérek supresorowych (MDSCs, CD11b*Gr1*) w osoczu szczuréw
z glejakiem shNeg (lewy panel) i shSpp1 (prawy panel). Przedstawiono reprezentatywne
wykresy kropkowe dla poszczegdlnych barwien. C. Wykres przedstawiajgcy wyniki analizy
odsetkow poszczegoélnych subpopulacji we krwi obwodowej zwierzat z glejakiem shNeg
(n=4) i shSpp1 (n=3). Wynik przedstawia srednig liczbe komérek + SEM. Wartos¢

p wyliczono za pomocg testu U Manna Whitneya.

6.4Wplyw przywrocenia ekspresji prawidlowej Spp1 lub jej wariantow
w komoérkach shSpp1 na wzrost guza in vivo
Rézne rejony Spp1 mogg oddziatywaé z réznymi biatkami i petnié rézne

funkcje. Badania przeprowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej wykazaty,
ze w aktywacji mikrogleju kluczowe jest oddziatywanie przez motyw RGD Spp1
(Ellert, Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016). Inne badania wskazujg na istotny udziat
proteolitycznego ciecia Spp1 przez trombine w obrebie sekwencji 188 RSKSKKFRR'76
w regulacji migracji komorek dendrytycznych (Shao i wsp. 2014). Z kolei
oddziatywanie osteopontyny z CD44 przez region C-koncowy Spp1 wptywato na
wiasciwosci komorek macierzystych glejaka (Kijewska i wsp. 2017) W celu
sprawdzenia, czy przywrdcenie ekspresji Spp71 w komorkach z wyciszong ekspresjg
Spp1 wptynie na wzrost guza in vivo, przeprowadzono doswiadczenie typu rescue.
Komorki pozbawione Spp1 (shSpp1) transfekowano plazmidami kodujgcymi rézne
warianty tego genu:

1. prawidtowg, petng forme Spp1 (shSpp1 + WT),

2.Spp1 z delecjg regionu kodujgcego C-koniec biatka (shSpp1 + AC),
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3.Spp1 z mutacjg wprowadzajgcg zmiane w miejscu ciecia przez trombine
(shSpp1 + mutRSK),
4.Spp1 z mutacja punktowg w sekwencji kodujgcej motyw RGD
odpowiedzialny za wigzanie integryn (shSpp1 + mutRGD). Mutacja ta
prowadzi do zamiany kwasu asparaginowego na kwas glutaminowy (RGD —
RGE).
W sekwencjach konstruktow wprowadzono mutacje punktowe uniemozliwiajgce
wigzanie shRNA obecnego w komoérkach shSpp1. Jako kontrole transfekcji, komorki
C6 shNeg i shSpp1 transfekowano plazmidem kodujgcym GFP. Poziom ekspresji
egzogennej Spp1 we wszystkich wariantach doswiadczenia oznaczono metodg
ilosciowego PCR (gPCR) w 24 godziny od transfekcji (rycina 39). Stwierdzono istotny
statystycznie wzrost ekspresji Spp71 (p<0.001) po transfekcji wszystkimi wariantami
w stosunku do ekspresji Spp7 w komorkach shSpp1 transfekowanych plazmidem

kodujgcym GFP.
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Ryc. 39. Wzrost ekspresji Spp?7 w komérkach C6 shSpp1 po transfekcji plazmidami
kodujgcymi rézne warianty Spp1. Komorki transfekowano plazmidem kodujgcym GFP
(shSpp1 + GFP) lub konstruktami zawierajgcymi prawidtowg Spp7 lub jej warianty: AC,
mutRSK, mutRGD. Relatywng ekspresjie mRNA osteopontyny oznaczono metodg
ilosciowego PCR. Poziom mRNA Spp7 w komérkach shSpp1 + GFP przyjeto jako 1. Na
wykresie przedstawiono wartosci srednie £+ SD z 3 niezaleznych doswiadczen. Wartos¢

p wyliczono za pomocg testu t- studenta

W 24 godziny po transfekcji, komorki C6 wybarwiano znacznikiem
fluorescencyjnym CellVue® Burgundy (sprawdzono wczesniej, ze nie wptywa to na

zywotnos¢ komorek) i implantowano do prgzkowia moézgu szczura. Wielkos¢ guza
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oceniano po dysekcji mézgu w 14 dniu od implantacji mierzac powierzchnie
emitowanego sygnatu za pomocg urzgdzenia do obrazowania In-Vivo Xtreme
(Bruker). Reprezentatywne zdjecia mozgow przedstawiono na rycinie 40. Guzy
shSpp1 + GFP byty istotnie mniejsze (Srednio 18,2 + 5,238 mm?), niz w przypadku
komorek shNeg + GFP (43,51 + 8,678 mm?). Komorki shSpp1 + wtSpp1 wytwarzaty
guzy zblizone wielkoscig do guzow shNeg + GFP (40,85 + 9,327 mm?). Glejaki
shSpp1 + mutRGD byty mniejsze niz guzy shNeg + GFP i guzy shSpp1 + WT. Guzy
shSpp1 + mutRGD byty zblizone do guzéw shSpp1 + GFP (17,15 £ 6,7 mm?). Guzy
shSpp1 + mutRSK i shSpp1 + AC miaty wielko$¢ odpowiednio 55,77 + 18,14 mm?
i 25,22 + 5,51 mm? (ryc. 40B) i nie réznily sie istotnie od guzow shNeg + GFP.
Otrzymane wyniki wskazujg na kluczowg role motywu RGD Spp1 we wzroscie guza

. 1 fa=003 1 fee i)
g i
i 1. 1a9003
700,00
o0 a3

in vivo.

A.

shNeg+GFP shsppl+GFP shSppl+WT
1 o) P 1:2ec0
o b @ 1 Ows 333
s 86 87
: I-'Nu.'
shsppl+deltac shSppl+mutRSK shipplemutRGD
— 140 p=0,0
B NE
' 120 4 &
= p=0,02 4
= 100
g . p=0,05
80 *
PRl
E 60 - .
L
g ok Foo
@ 20 . 7,
: 1 e A
2 ol—7 =

N RS AT S
‘F‘I‘e\ﬁ cﬂqq ‘Q,_-:)Qq ggﬂqﬁ Nxﬁ h\xﬁ
F e & oF
-

Ryc. 40. Analiza wptywu réznych form Spp1 na wzrost guza in vivo A. Komorki pozbawione

Spp1 byly transfekowane konstruktami z GFP, prawidtowg Spp7 lub jej wariantami,
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hodowane przez 48 godzin, a nastepnie barwione znacznikiem fluorescencyjnym CellVue®
Burgundy i implantowane do prgzkowia szczuréw. Reprezentatywne zdjecia mébzgow
wykonane po 14 dniach od implantacji znakowanych fluorescencyjnie réznych komorek
glejaka. Widoczna jest mniejsza powierzchnia sygnatu fluorescencji guzéw shSpp1 + GFP
i shSpp1 + mutRGD. Guzy shSpp1 + wtSpp1, shSpp1 + mutRSK) i shSpp1 + AC miaty
zblizong powierzchnie sygnatu, co guzy shNeg. B. Wykres przedstawiajgcy wielko$¢ guzow
(mierzong powierzchnig emitowanego sygnatu fluorescecji) w 14 dniu po implantacji dla
poszczegodlnych osobnikow. Pozioma kreska obrazuje srednig objetos¢ guza w danej grupie

zwierzat (n=8). Wartos¢ p wyliczono za pomoca testu U Manna Whitneya

6.5Wplyw peptydu RGD na wzrost guza i modulowanie TME w szczurzych
glejakach in vivo

6.5.1 Podanie peptydu RGD z komérkami glejaka nie wptywa na wzrost guza

in vivo

W opisanym powyzej doswiadczeniu wykazano, ze motyw RGD Spp1 jest
kluczowy dla rozwoju guza in vivo. Wczesniej w Pracowni Neurobiologii Molekularne;j
IBD PAN pokazano, ze zablokowanie interakcji Spp1-integryny przez krotki
syntetyczny peptyd TQRGDIF zawierajgcy w swojej sekwencji motyw RGD hamuje
interakcje glejak-mikroglej we wspoéthodowli (Ellert, Wisniewski, Kijewska i wsp.
2016). Wykonano zatem doswiadczenie, w ktérym wraz z komorkami glejaka C6
podawano peptyd TQRGDIF w stezeniu 500 pM. Komorki glejaka C6 byty
transdukowane  wektorem  plLenti-U6-Luc-Rsv(GFP-Puro), co umozliwiato
przyzyciowg obserwacje wzrostu guza u zwierzgt po podaniu dootrzewnowo
lucyferyny, substratu dla lucyferazy. W celu uzyskania populacji cechujgcej sie
mozliwie wysokg aktywnoscig lucyferazy, po rozmrozeniu komorek, sortowano
populacje GFP-pozytywng. Aktywnos¢ lucyferazy mierzono za pomocg zestawu
Dual-Luciferase® Reporter Assay (Promega) w komdrkach przed sortowaniem oraz

w populacjach GFP* i GFP- (rycina 41).

119



Aktywnosé¢ lucyferazy (RLU)

Ryc. 41. Aktywnos$¢ lucyferazy w komérkach transdukowanych wektorem lentiwirusowym
pLenti-U6-Luc-Rsv(GFP-Puro) po sortowaniu frakcji GFP*. Aktywno$¢ mierzono
w relatywnych jednostkach swiatta (RLU, ang. Relative Light Units) w komdrkach
niesortowanych, frakcji GFP-pozytywnej i GFP-negatywnej po podaniu substratu. Jako
kontrole aktywnosé zmierzono takze w wyjsciowych komoérkach C6. Pomiaru dokonano
w dwoch powtdrzeniach technicznych. Wynik przedstawia $rednig aktywnos¢ mierzong
w RLU.

Komorki C6CFP*LUCH implantowano nastepnie do prgzkowia mézgu szczuréw
Wistar wraz z peptydem RGD (TQRGDIF) badz peptydem kontrolnym SCR (ang.
scrambled) o sekwencji aminokwasowej DQIGFRT w stezeniu 500 uM. Wielko$¢
guzéw oceniano 14 dnia po implantacji za pomocg urzgdzenia do obrazowania In-
Vivo Xtreme (Bruker) po podaniu lucyferyny. Reprezentatywne zdjecia mozgow
przedstawiono na rycinie 42. Podawanie peptydu RGD lub kontrolnego SCR
z komérkami C6 nie wptywato na wielkos¢ powstajgcych guzéw (mierzonych jako

powierzchnia sygnatu luminescencji).
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Ryc 42. Podanie peptydu RGD lub peptydu kontrolnego (SCR) wraz z komdrkami glejaka
nie wplywa na wielkos¢ glejaka. A. Reprezentatywne zdjecia moézgéw wykonane po
14 dniach od implantacji komorek glejaka C6 z ekspresjg lucyferazy po podaniu lucyferyny
5 minut przed obrazowaniem. Widoczna jest podobna powierzchnia sygnatu luminescenc;ji
u zwierzat, ktorym podano peptyd RGD badz SCR. B. Wykres przedstawiajacy wielkos¢
guzoéw (mierzong powierzchnig emitowanego sygnatu luminescencji) u poszczegdlnych
osobnikéw w 14 dniu po implantacji. Pozioma kreska obrazuje srednig objetos¢ guza w danej
grupie zwierzat (n=9/SCR i n=10/RGD). Wartos¢ p wyliczono za pomocg testu U Manna
Whitneya.

6.1.1 Peptyd RGD nie wplywa na naptyw GAMs do guza oraz funkcjonalny

fenotyp tych komoérek

W celu okreslenia, czy podanie peptydu RGD wptywa na naptyw komorek
mieloidalnych do guza oraz funkcjonalny fenotyp tych komorek, wykonano barwienia
immunohistochemiczne na obecnos¢ komoérek Iba-1*Arg-1* na preparatach z guzéw
zwierzat, ktére otrzymaty 500 uM peptyd RGD Ilub 500 uM peptyd SCR. Jak
pokazano na rycinie 43, guzy rosngce po podaniu peptydéow RGD lub SCR
charakteryzowaty sie podobng akumulacjg komérek mieloidalnych (lba-1*). Wsrod
komorek Iba-1* obserwowano liczne komorki nieameboidalne. Zaréwno po podaniu
peptydu RGD, jak i kontrolnego peptydu SCR nie obserwowano zmian w liczbie

komorek Iba-1*Arg-1*.
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Pétkula bez C6 + 500 uM C6 + 500 uyM
guza SCR RGD

Ztozenie Arg-1 Iba-1

Zlozenie + DAPI

Ryc. 43. Podanie peptydu RGD wraz z komérkami glejaka nie wptywa na naptyw komoérek
mieloidalnych do guza oraz polaryzacje tych komérek. Reprezentatywne zdjecia preparatéw
guzoéw zwierzat, ktérym podano peptyd SCR badz RGD w stezeniu 500 uM oraz pétkuli
kontralateralnej. Preparaty wybarwiono przeciwciatami anty-lba-1 i anty-Arg-1 oraz
przeciwciatami ll-rzedowymi sprzezonymi odpowiednio z AlexaFluor 488 i AlexaFluor 555.

Barwienie DAPI uwidocznito jadra komérkowe. Skala odpowiada 50 pm.
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7. DYSKUSJA

7.1Glejak C6 jest wiarygodnym modelem zwierzecym w badaniach nad
patobiologia GBM

Glejaki ztosliwe sg silnie infiltrowane przez komorki uktadu odpornosciowego,
zaréwno te rezydujgce w mozgu, jak i migrujgce z obwodu przez nieszczelng bariere
krew-mdzg. Mimo to odpowiedz przeciwnowotworowa nie jest efektywna (Warth
i wsp. 2007, Sarkaria i wsp. 2018). Naciekajgce komorki uktadu odpornosciowego
zamiast aktywnie eliminowac¢ komorki nowotworowe, tworzg sSrodowisko wspierajgce
progresje nowotworu, miedzy innymi poprzez regulacje wzrostu guza, jego
unaczynienia, inwazyjnosci oraz odpowiedzi na leczenie. Silny naciek i aktywacja
wielu typédw komérek w guzie sg spowodowane biatkami wydzielanymi przez komorki
glejaka, ktérych identyfikacja ma fundamentalne znaczenie w zrozumieniu biologii
glejakéw ztosliwych i znalezieniu nowych celoéw terapeutycznych.

W badaniach nad biologig glejakdéw istotne jest dobranie odpowiedniego
modelu badawczego, ktéry mozliwie dobrze przypominatby ludzkie GBM. Guzy
Srodczaszkowe u zwierzgt doswiadczalnych uzyskuje sie poprzez wszczepienie
komorek glejaka do parenchymy moézgu, zwykle prazkowia. W tym celu
wykorzystywane sg komorki linii ludzkich glejakéw, takie jak U251 i U87, mysiego
glejaka GL261 oraz komorki szczurzych glejakow: 9L/LacZ, F98, RG2, CNS-1 i C6.
Badania in vivo z wykorzystaniem ludzkich komérek (ksenografty) wymagajg jednak
uzycia gryzoni z deficytem uktadu odpornosciowego, co stanowi pewne
ograniczenie, zwiaszcza w kontekécie badan uwzgledniajgcych udziat
mikrosrodowiska w patogenezie nowotworu.

W niniejszej rozprawie w badaniach nad wzrostem glejaka in vivo
wykorzystano model, w ktérym komorki glejaka C6 wszczepiano do pragzkowia
szczuréw szczepu Wistar, syngenicznego z tymi komorkami. Obraz histologiczny
rozwijajgcego sie guza przypomina ludzkie GBM: komdrki C6 tworzg bogato
unaczynione guzy o dyfuzyjnym wzros$cie, infiltrujgce parenchyme mozgu, z licznymi
ogniskami nekrozy (Gieryng i wsp. 2017, Giakoumettis i wsp. 2018). Réwniez
w obrazowaniu z wykorzystaniem rezonansu magnetycznego oraz angiografii glejak
C6 wykazuje podobienstwo do ludzkich glejakéow ztosliwych (Doblas i wsp. 2010).
Jednak aby szczegotowo okreslic uzytecznosc¢ glejaka C6 jako modelu badawczego
dla ludzkich GBM, kluczowa jest charakterystyka nienowotworowego srodowiska
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guza oraz okreslenie podobienstw nie tylko na poziomie histologicznym, ale
| molekularnym.

Dane literaturowe wskazujg, ze zmiany ekspresji genow w komérkach C6
w poréwnaniu do prawidtowych szczurzych astrocytow sg zblizone do zmian
obserwowanych w ludzkich guzach ztosliwych w odniesieniu do zdrowej tkanki. Pod
wzgledem molekularnym komorki C6 charakteryzuje mutacja w p16/Cdkn2a/Ink4a,
brak ekspresji p16 i p19ARF oraz prawidtowy p53 (Barth i wsp. 2009). Ponadto
komérki C6 cechuje zwiekszona ekspresja genow PdgfB, Igf-1, Egfr i Erb3/Her3,
obserwowana czesto takze w ludzkich glejakach (Heimberger i wsp. 2005, Barth
i wsp. 2009, Giakoumettis i wsp. 2018). Podobnie jak komodrki nowotworowe
w ludzkich glejakach, komorki C6 wykazujg takze zwiekszong aktywnos¢ Sciezki
Ras, jednak w odréznieniu od wiekszosci ludzkich guzow charakteryzuje je
zwiekszona ekspresja biatka Rb (Sibenaller i wsp. 2005, Giakoumettis i wsp. 2018).
W komoérkach C6 nie obserwuje sie natomiast mutacji w Idh1/2, ktérych
wystepowanie u pacjentow jest istotnym parametrem diagnostycznym i stanowi
korzystny czynnik prognostyczny (Fu i wsp. 2011). Nalezy podkresli¢ jednak, ze
poréwnania te sg uproszczone i dotyczg ekspresji gendéw w ustalonej linii
komérkowej w odniesieniu do profilu ekspresji w heterogennej tkance guza, ktéra
zawiera nie tylko komorki nowotworowe, ale i liczne komorki nienowotworowe, takie
jak GAMs, granulocyty, MDSCs i limfocyty T (Gieryng i wsp. 2017, Hambardzumyan
i wsp. 2015) oraz fragmenty prawidtowe] tkanki. Aby bardziej precyzyjnie okresli¢
stopien podobienstwa szczurzego modelu glejaka do ludzkich GBM przeanalizowano
globalne zmiany ekspresji genéw w poétkulach mézgu szczura z glejakiem C6 oraz
poréwnano je do sygnatur charakterystycznych dla podtypow ludzkich GBM:
proneuralnego, mezenchymalnego i klasycznego. Wykazano najwieksze
podobienstwo profili transkryptomicznych szczurzego glejaka C6 do profili podtypu
Mes-GBM.

Molekularnie Mes-GBM zwigzany jest z mutacjami gendéw NF1, TPS53,
INK4a/ARF i wysoka ekspresjg biatek zaangazowanych w tworzenie naczyn
krwionosnych. Sposréd zidentyfikowanych w ramach projektu TCGA podtypéw
glejaka, Mes-GBM charakteryzuje sie najwiekszg inwazyjnoscig, aktywnoscig
proliferacyjng i unaczynieniem (Kim i wsp. 2021). W podtypie tym zaobserwowano
takze wystepowanie najliczniejszych ognisk nekrotycznych oraz hipoks;ji (Kim i wsp.

2021), a takze najwiekszg agresywnos¢ i opornos¢ na standardowe terapie
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przeciwnowotworowe (Verhaak i wsp. 2010). Mes-GBM cechuje wieksza wrazliwos¢
na dziatanie inhibitorow szlakéw przekaznictwa z udziatem biatek Ras, PI3K oraz
inhibitorow angiogenezy. Wsréd molekularnych podtypow GBM, Mes-GBM wykazuje
najsilniejszy naciek komorek uktadu odpornosciowego, zwtaszcza komorek
mieloidalnych (GAMs), w poréwnaniu do podtypow proneuralnego i klasycznego
(Behnan i wsp. 2019, Kaffes i wsp. 2019, Kaminska i wsp. 2021). Wyniki analizy
globalnej ekspresji gendéw w glejaku C6 wskazujg, ze w poréwnaniu z prawidtowym
mozgiem najbardziej obnizona byta ekspresja gendw zwigzanych z funkcjonowaniem
uktadu nerwowego, przekazywaniem sygnatu i przekaznictwem synaptycznym.
Odzwierciedla to $mier¢ komorek nerwowych w potkuli z guzem. Z kolei najsilniejszy
wzrost ekspresji obejmowat geny kodujgce biatka zwigzane z odpowiedzig
odpornosciowg (w tym charakterystyczne dla komorek mieloidalnych naciekajgcych
glejaki), procesami metabolicznymi, $miercig oraz podziatem komorek.

Wyniki analizy danych transkryptomicznych z prébek ludzkich glejakow
wykazaty, ze poziom ekspresji gendw zwigzanych z aktywacjg GAMs pozytywnie
koreluje z krotszym czasem przezycia pacjentow (Engler i wsp. 2012). Akumulacja
komdérek mieloidalnych w ludzkich GBM wykrywana za pomocg immunohisochemii,
a takze obecnos¢ sygnatury transkrypcyjnej GAMs w danych z sekwencjonowania
RNA stanowig niekorzystne czynniki prognostyczne (Hung i wsp. 2016). Zmiany
poziomu ekspresji wspomnianych grup genow zidentyfikowano takze w badanych
glejakach C6 i swiadczg one o silnej infiltracji mikrosrodowiska glejaka C6 przez
aktywowane GAMs, wysokiej aktywnosci metabolicznej i proliferacyjnej nowotworu
oraz towarzyszgcej ekspansji nowotworu Smierci neurondw, ktéra zachodzi na
drodze ekscytotoksycznosci wywotanej przez wysokie stezenia glutaminianu (de
Groot i wsp. 2011). Uzyskane wyniki wskazujg na istotne podobienstwo glejaka C6
do ludzkiego Mes-GBM na poziomie molekularnym.

Podobnie jak w ludzkich glejakach ztosliwych (w szczegdlnosci Mes-GBM),
ktore charakteryzujg sie silng infiltracjg przez komoérki mieloidalne (Ma i wsp. 2021),
w histologicznej analizie glejaka C6 zaobserwowano naciek licznych komorek
z ekspresjg markera Iba-1. W centrum guza komorki Iba-1* byly w wiekszosci
ameboidalne i charakteryzowaty sie powiekszonym ciatem komorki i zanikiem
wypustek. Taka morfologia komorek sSwiadczy o ich silnej aktywac;ji
(Hambardzumyan i wsp. 2016; Ellert-Miklaszewska, Wisniewski, Kijewska i wsp.

2016). W wiekszosci komoérek Iba-1* w guzach wykrywano ekspresje arginazy-1, co
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wskazuje na ich immunosupresyjny, pronowotworowy charakter. Komaérki na obrzezu
guza rowniez wykazywaty znamiona aktywacji, jednak stabsze niz komorki
w centrum guza. W ludzkich glejakach ztos$liwych GAMs sg jedng z najliczniejszych
populacji nienowotworowych komorek w mikrosrodowisku i stanowig 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 ksztatcie
wykrywano w glejakach ludzkich o Il i IV stopniu ztosliwosci WHO (Graeber i wsp.
2002).

Najnowsze dane z analiz scRNAseq i CITEseq z mysich glejakéw GL261
(Ochocka, Segit i wsp. 2021, Ochocka i wsp. 2023) oraz prébek od pacjentéw
dostarczyty informacji o zréznicowanym fenotypie réznych populacji komérek
mieloidalych w glejakach (Ochocka i wsp. 2021). W ludzkich GBM proby okreslenia
funkcjonalnych fenotypow komaorek mieloidalnych przyniosty dos¢ niejednoznaczne
rezultaty: wskazywano zaréwno na ich pronowotworowy, immunosupresyjny
charakter (Mieczkowski i wsp. 2015), jak i jednoczesne wystepowanie populacji
o fenotypie zaréwno immunosupresyjnym, jak i prozapalnym (Szulzewsky i wsp.
2016). Niektore doniesienia opisywaly takze infiltracie GBM przez komorki
mieloidalne wykazujgce cechy fenotypu MO (Gabrusiewicz i wsp. 2016). Niemniej
jednak, badacze sg zgodni, ze mimo silnej infiltracji guza przez komaorki mieloidalne,
GAMs nie sg zdolne do wydajnej inicjacji odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.

W niniejszej rozprawie przeprowadzono profilowanie ekspresji genow
w mikrogleju (komorkach o fenotypie CD11b*CD45"sk)) izolowanym z glejaka C6.
Analiza bioinformatyczna wykazata, ze komorki te charakteryzujg sie wzrostem
poziomu ekspresji genow typowych dla fenotypu immunosupresyjnego
i wspierajgcego nowotwor oraz spadkiem ekspresji gendw odpowiedzi prozapalne;j,
a takze zmianami ekspresji gendéw zwigzanych 2z kluczowymi procesami
komérkowymi.

Wsrdod genow, ktorych ekspresja ulegata najsilniejszej indukcji w stosunku do
kontroli wyr6zni¢ mozna geny zwigzane aktywacjg z przeciwzapalng, takie jak Tgm2,
II1rn, Cxcl10, Cxcl16, Ccl2, Ccl17, Ccl22, Vegfa, Stat3, Arg1i Mmp14. Funkcjonalnie
TGM2 jest enzymem zwigzanym z wieloma biologicznymi procesami, uczestniczy
miedzy innymi w tworzeniu wigzan krzyzowych miedzy biatkami, fagocytozie
komorek apoptotycznych i stabilizacji macierzy zewnagtrzkomérkowej. Wzrost

poziomu TGM2 obserwowano po stymulacji makrofagéw interleuking 4, co
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w warunkach doswiadczalnych symuluje aktywacje typu M2 (Martinez i wsp. 2013,
Martinez i Gordon, 2014, Keillor i wsp. 2015). Chemokina CXCL10 stymuluje
migracje wielu typéw komorek uktadu odpornosciowego na drodze oddziatywania ze
swoim receptorem CXCR3 (Groom i wsp. 2010). Z kolei CXCL16 jest ligandem dla
receptora CXCR6 o udokumentowanym udziale w regulacji inwazyjno$ci i procesu
przerzutowania (Deng i wsp. 2010). CCL2 i CCL22 to chemokiny indukujgce
chemotaksje odpowiednio monocytéw z krwi obwodowej poprzez oddziatywanie
z receptorem CCR2 i limfocytow T regulatorowych z ekspresjg receptora CCR4
(Jordan i wsp. 2008), za§ CCL17 i CCL22 stymulujg migracje limforcytow T
regulatorowych i Th2 poprzez oddziatywanie z receptorem CCR4 na ich powierzchni
(Yoshie i wsp. 2015). Z kolei wysoki poziom metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomoérkowej utatwia komorkom glejaka migracje oraz wspiera proces
angiogenezy (Giakoumettis i wsp. 2018).

W mikrogleju sortowanym z glejakdw C6 zaobserwowano takze istotnie
obnizong ekspresje genow zwigzanych z aktywacjg prozapalng (typu M1), takich jak
TIr2, Tir4, 1118, 1l12a, 1115, CD8O0, Ccl24, co zwigzane jest z hamowaniem odpowiedzi
przeciwnowotworowej gospodarza. Nalezgce do rodziny receptoréw Toll-podobnych
biatka TLR2 i TLR4 zaangazowane sg w inicjacje wrodzonej odpowiedzi ukftadu
odpornosciowego, a ich pobudzenie prowadzi do wytworzenia cytokin prozapalnych.
Interleukiny IL-12 i IL-23 to prozapalne cytokiny produkowane przez wiele typow
komdérek, miedzy innymi makrofagi i komaorki dendrytyczne (Teng i wsp. 2015). IL-12
jest mediatorem réznicowania limfocytow T CD4* w kierunku komodrek Th1
i w badaniach przedklinicznych nad ludzkimi glejakami ztosliwymi wspierata
przeciwnowotworowg odpowiedz ukfadu odpornosciowego skierowang przeciw
transformowanym komorkom i miata efekt antyangiogenny (Santinii wsp. 2011, Patel
i wsp. 2016), z kolei IL-23 zaangazowana jest w utrzymanie wysokiego poziomu
subpopulacji limfocytow Th17 (Langrish i wsp. 2004). Pochodna interleukiny IL-15
(kompleks IL-15N72D:IL-15RaSu-Fc), zarbwno stosowana w monoterapii, jak
i w potgczeniu z przeciwciatem blokujgcym PD-1, znaczgco wzmacniata odpowiedz
przeciwnowotworowg w mysim modelu glejaka GL261-luc, co prowadzito do remisji
guza i zwiekszenia przezywalnosci zwierzat (Mathios i wsp. 2016). Interleukiny 12,
15 i 18 wykazujg wiec dziatanie przeciwnowotworowe, a ich ograniczona ekspresja
w komorkach mikrogleju infiltrujgcych glejaka moze by¢ jedng z przyczyn utrzymania

immunosupresyjnego fenotypu tych komorek, ktére — cho¢ w niewielkim stopniu sg
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zdolne do zainicjowania odpowiedzi wrodzonej — nie sg w stanie wydajnie uruchomié
funkcji przeciwnowotworowych. Natomiast ekspresja licznych cytokin i chemokin,
ktore wptywajg na angiogeneze, modulacje macierzy zewnatrzkomorkowe;j
i chemotaksje réznych komoérek uktadu odpornosciowego, prowadzi do akumulacji
miedzy innymi komoérek mieloidalnych w guzie i wytworzenia stanu lokalnej
immunosupresji (Gieryng i wsp. 2017, Carroll i wsp. 2008, Mathios i wsp. 2016).
Ponadto, wsrod gendw o najsilniej zwiekszonej ekspresji w mikrogleju
naciekajgcym glejaki, wyr6znic mozna geny tworzgce sygnature regulacji cyklu
komérkowego i modulacji angiogenezy. Gen Rrm2 koduje reduktaze
rybonukleotydowg M2 (RRM2), ktora uczestniczy w syntezie
deoksyrybonukleotydéw redukujgc difosforany nukleozydéw do difosforanéw
deoksyrybonukleotydéw. Zapewnia to wiernos¢ replikacji oraz proceséw naprawy
DNA (Gieryng i wsp. 2017, D’Angiolella i wsp. 2013). Wysoki poziom RRM2
towarzyszy zwiekszonej replikacji DNA i koreluje z gorszymi prognozami u pacjentow
z rakiem watrobowokomorkowym, rakiem piersi i rakiem prostaty (Lee i wsp. 2014,
Putluri i wsp. 2014). Gen TopZ2a koduje topoizomeraze lla. Wykazano, ze w ludzkich
glejakach biatko TOP2A zaangazowane jest w regulacje apoptozy oraz odpowiedz
nowotworu na radioterapie (Ma i wsp. 2013). Z kolei Kif2c, Kif11 i KIF20a kodujg
biatka motoryczne zaangazowane w mitoze imejoze, a wzrost ich ekspres;ji
w mikrogleju zwigzany jest ze zwiekszong aktywnoscig proliferacyjng oraz
ruchliwoscig tych komoérek (Wordeman i wsp. 2010, Rath i wsp. 2012).
Zaobserwowano takze wzrost ekspresji statminy 1 (Stmn7), biatka ktére poprzez
destabilizuje mikrotubul reguluje stabilnos¢ cytoszkieletu komoérkowego. Wykazano,
ze STMN1 zaagazowana jest w proliferacje komorek glejaka U251 oraz wzrost guza
in vivo (Wang i wsp. 2011). Wzmozong ekspresje Statminy 1 obserwowano miedzy
innymi u chorych cierpigcych na zespdt mielodyspastyczny czy w komérkach ostrej
biataczki (Machado-Neto i wsp. 2014). Z kolei biatka E2F7/8 to represory transkrypcji,
ktorych rola w aktywacji mikrogleju nie jest do konca jasna. Wykazano jednak, ze
hamujg one ekspresje genow zwigzanych z cyklem komérkowym i punktem
kontrolnym fazy S (Di Stefano i wsp. 2003, Logan i wsp. 2005, Westendorp i wsp.
2012). Co wiecej E2F7/8 wraz z czynnikiem transkrypcyjnym indukowanym przez
hipoksje (HIF1) stymulujg aktywnos¢ promotora czynnika wzrostu Srodbtonka
naczyniowego A (VEGFA) (Weijts i wsp. 2012), co moze przektadac¢ sie na udziat
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mikrogleju w procesie tworzenia naczyn krwionosnych w guzie (Brandenburg i wsp.
2016).

Podsumowujgc, wykazano silny naciek komorek mieloidalnych o charakterze
immunosupresyjnym, specyficzny profil ekspresji genow w glejaku C6 i mikrogleju
izolowanym z guza, co swiadczy o podobienstwie TME glejaka C6 do ludzkich GBM
i wskazujg na podobny mechanizmy ucieczki spod nadzoru uktadu odpornosciowego
gospodarza. Cechy te czynig z glejaka C6 dobry model do badan przedklinicznych
nad mezenchymalnym GBM.

7.2Laktadheryna i osteopontyny jako czynniki ksztaltujace mikrosrodowisko
glejakow

Wczesniejsze badania prowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej
IBD PAN oparte o analizy proteomiczne z wykorzystaniem wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej i spektrometrii mas potgczone z testami funkcjonalnymi
doprowadzity do zidentyfikowania osteopontyny (Spp1) i laktadheryny (Mfg-E8).
Biatka te sg wydzielane przez komorki glejaka i zaangazowane w aktywacje
mikrogleju w kierunku komérek wspierajgcych wzrost guza (Ellert-Miklaszewska,
Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016). Poziom ekspresji gendw kodujgcych oba biatka
byt istotnie wyzszy w komérkach C6 w poroéwnaniu do prawidtowych astrocytow.
Spp1 i Mfg-E8 sg biatkami sygnatowymi dziatajgcymi przez receptory integrynowe.
Receptory te obecne sg na powierzchni komoérek réznego typu, miedzy innymi

komdérek uktadu odpornosciowego.

7.2.1 Udziat Mfg-E8 w regulaciji proliferacji i przezywalnosci komérek glejaka

Liczne doniesienia wskazujg na udziat MFG-E8 w patogenezie nowotworéw
roznego typu. Efekty biologiczne wywotane przez MFG-E8 zwigzane sg z jej
dziataniem jako biatko adhezyjne badz jako biatko sygnatowe, ktore poprzez
oddziatywanie z receptorami okreslonego typu uruchamia dang Sciezke sygnatowg
w komoérce. W obu przypadkach MFG-E8 moze wspiera¢ przezywalnosé,
proliferacje, modulowac funkcje uktadu odpornosciowego i angiogeneze (Duran-Jara
i wsp. 2022).

W celu wyjasnienia wptywu produkowanej przez komorki glejaka laktadheryny
na wzrost guza in vivo wykorzystano komorki C6 ze stabilnie wyciszong ekspresjg
Mfg-E8 (shMfg-E8). Wykazano, ze wyciszenie ekspresji Mfg-E8 prowadzi do
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statystycznie istotnego ograniczenia wzrostu guza w stosunku do guzéw kontrolnych
(shNeg). Zahamowanie wzrostu glejaka moze wynikaé z autokrynnego dziatania
Mfg-E8 na komorki glejaka bgdz tez z dziatania parakrynnego, czyli na sgsiadujgce
komorki innego rodzaju obecne w mikrosrodowisku.

MFG-E8 poprzez oddziatywanie motywu RGD z receptorami integrynowymi
B3 aktywuje szlak sygnatowy PI3K/AKT, ktory reguluje wiele kluczowych proceséw
komorki, takich jak proliferacja, przezywalnosc czy inwazyjnos¢ (Kamal i wsp. 2016).
Dane literaturowe wskazujg, ze wptyw MFG-E8 na proliferacje i przezywalnosci
zalezy od typu komérek oraz warunkéw patofizjologicznych i wiekszo$¢ doniesien
wskazuje na jej istotny udziat w obu tych procesach. Laktadheryna moze regulowac
proliferacje komérek w warunkach patologicznych, miedzy innymi w czasie sepsy,
podostrej fazy udaru mozgu czy w przebiegu choréb neurodegeneracyjnych (Miksa
i wsp. 2006, Boddaert i wsp. 2007, Choi i wsp. 2020). Wyciszenie ekspresji MFG-E8
moduluje ekspresje czynnikdw transkrypcyjnych na drodze zaleznej od szlaku
mTOR, co prowadzi do zahamowania proliferacji komoérek nabtonka gruczotu
piersiowego oraz wzrostu poziomu biatka CDK5R2 (ang. cyclin-dependent kinase 5
activator protein), co prowadzi do zahamowania ich proliferacji i przezywalno$ci przy
jednoczesnym braku indukcji apoptozy (Verma i wsp. 2021). Obnizenie poziomu Mfg-
E8 wptywato na aktywacje biatek Zp4 i Stat3/5, ktore regulujg proliferacje komorek,
co niezbedne jest miedzy innymi w czasie procesu inwolucji gruczotow mlecznych
(Verma i wsp. 2021, Li i wsp. 2023). W ludzkich komérkach raka jajnika MFG-E8
wspierata proliferacje poprzez regulacje cyklu komérkowego na drodze aktywacii
Sciezki p-Akt/cyklina D1/CDK4 oraz poprzez aktywacje sciezek sygnatowych
zaleznych od biatek Akt/mTOR/p70 (Li i wsp. 2023). Z kolei w uniesmiertelnionych
komorkach nabtonka 4T1 wyciszenie ekspresji MFG-E8 hamowato ekspresje cyklin
D1/D3 i N-kadheryny niezaleznie od aktywacji receptorow integrynowych
(Carrascosa i wsp. 2012). Wyciszenie ekspresji MFG-E8 w komodrkach raka
okreznicy HT-29 indukowato ich apoptoze poprzez hamowanie ekspresji Bcl-2
i indukcje ekspresji Bax, co wskazuje na istotny wptyw laktadheryny na
przezywalnosc¢ tych komorek, mniejszy zas na ich proliferacje (Zhao i wsp. 2012). U
myszy pozbawionych Mfg-E8, zaréwno w spontanicznym, jak i indukowalnym
modelu raka okreznicy, obserwowano zahamowanie wzrostu guzow, zas
zastosowanie siRNA skierowanego przeciwko integrynom av w badaniach in vitro

ograniczyto proliferacje komérek raka jelita grubego CT26 uprzednio stymulowanych
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rekombinowang Mfg-E8, co wskazuje, ze biatko to kontroluje wzrost i proliferacje
komoérek raka jelita grubego na drodze interakcji z integrynami av (Kusunoki i wsp.
2015). Zahamowanie ekspresji Mfg-E8 w komorkach raka jelita grubego poprzez
podanie koptyzyny hamowato wzrost guza in vivo, zmniejszato zdolnos¢ komérek do
adhezji oraz zwiekszato ich zdolnos¢ do przerzutowania (Cao i wsp. 2018). Jednakze
koptyzyna hamowata takze ekspresje MMP-2 i MMP-9 na drodze zaleznej od
przekaznictwa PI3K/AKT oraz hamowata przejscie epitelialno-mezenchymalne
(EMT, ang. Epithelial-Mesenchymal Transition). Z kolei w komorkach
naczyniakomiesaka wyciszenie ekspresji MFG-E8 stymulowato migracje komorek,
bez wptywu na ich proliferacje (Fujiwara i wsp. 2019). Wystepowanie tak r6znych
efektow na docelowe komorki moze wynikac z biologicznych réznic zastosowanych
typodw komorek.

W przedstawionej rozprawie przeprowadzono szereg testéw funkcjonalnych
in vitro, aby okresli¢, czy wptyw Mfg-E8 na wzrost guza wynika z autokrynnego
wptywu biatka. Wykazano, ze produkcja tego biatka nie jest kluczowa do utrzymania
podstawowej zywotnosci komorek glejaka, a wyciszenie ekspresji Mfg-E8
w komodrkach C6 nie wptywa na ich aktywnos¢ proliferacyjng. Wyniki te pozwolity na
sformutowanie hipotezy, ze obserwowana réznica w wielkosci guzéw wynika
z ograniczenia wptywu wydzielanej przez glejaka Mfg-E8 na TME, czyli jest zwigzana
z parakrynnym dziataniem tego biatka na mikrosrodowisko, migracje czy

inwazyjnos¢.

7.2.2 Wplyw Mfg-E8 na inwazyjnos¢ glejaka.

Zdolnos¢ komorek glejaka do migracji w parenchymie moézgu przektada sie na
wysokg agresywnos¢ nowotworu i ograniczong skutecznos¢ chirurgicznej resekciji.
Komorki C6 po implantacji do mdzgowia migruja i infiltrujg kore mézgowaq przylegajac
do bitony podstawnej srédbtonka, co przypomina migracje komorek glejakéw
ztosliwych u ludzi (Giakoumettis i wsp. 2018). Wyniki otrzymane w niniejszej
rozprawie wskazuja, ze Mfg-E8 wptywa na zdolnos¢ komdérek glejaka do migracji —
wyciszenie ekspresji Mfg-E8 znaczaco ograniczato dyfuzyjny wzrost guza oraz
naciek komérek nowotworowych w zdrowej tkance. Efekty te moze ttumaczyc
potencjalny wptyw Mfg-E8 na proces trawienia macierzy zewngtrzkomoérkowej, jak

i wptyw na przejscie epitelialno-mezenchymaine.
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Przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT) przyczynia sie do agresywnosci
wielu nowotworéw, gdyz w trakcie tego procesu komorki tracg polaryzacje i kontakt
z innymi komorkami, a ich cytoszkielet ulega przebudowie, co utatwia ruch komoérek
i naciek na sagsiednie tkanki (Kalluri i wsp. 2009). W procesie migracji i przyjmowania
inwazyjnego fenotypu kluczowg role odgrywajg tez wydzielane przez komorki
zalezne od cynku enzymy proteolityczne, czyli metaloproteinazy macierzy
zewnagtrzkomodrkowej (MMPs), takie jak kolagenazy (np. MMP-1), zelatynazy (np.
MMP-2, MMP-9), stromielizyny (MMP-3, MMP-10), matrilizyny (np. MMP-7),
metaloproteinazy btonowe i inne (Visse i wsp. 2003). Enzymy te majg zdolnos¢ do
degradowania zaréwno btony podstawnej, jak i sktadnikébw. ECM, a poziom ich
aktywnosci scisle koreluje ze zdolnoscig glejaka do naciekania okolicznej tkanki.
W komorkach C6 aktywnos¢ proteolityczna enzymu MT1-MMP obecnego na bfonie
cytoplazmatycznej prowadzi do degradacji mieliny w OUN, co umozliwia komoérkom
glejaka rozprzestrzenianie sie w istocie biatej (Giakoumettis i wsp. 2018). Inne biatka
zaangazowane W inwazyjnosc¢ i zdolnos¢ komoérek C6 do adhezji to antygen
powierzchniowy CD9 obecny miedzy innymi na powierzchni ostonki mielinowej oraz
biatko ICAM (ang. the intercellular adhesion molecule) (Dietrich i wsp. 2000,
Kawashima i wsp. 2002).

Jednym ze szlakéw sygnatowych, ktérych wysoka aktywnos¢ ma kluczowe
znaczenie dla migracji i inwazyjnosci komodrek nowotworowych jest Sciezka
PISK/AKT (Faes i wsp. 2015). Uruchomienie tego szlaku zachodzi w odpowiedzi na
wiele sygnatdw zewnagtrzkomoérkowych, miedzy innymi na drodze aktywacii
receptorow integrynowych aV3 (Jia i wsp. 2017). Wyniki licznych badan wskazuja,
ze MMPs i EMT mogg by¢ indukowane uruchomieniem sciezki sygnatowej PISK/AKT
(Zeng iwsp. 2016, Ren i wsp. 2016, Zhao i wsp. 2017). Wykazano, ze MFG-E8
dziatajgc jako ligand receptorow aV3 i aVp5 jest kluczowym aktywatorem szlaku
PI3K/AKT w komérkach srédbtonka naczyn krwionosnych, raka okreznicy i czerniaka
(Jinushi i wsp. 2008, Silvestre i wsp. 2005, Zhao i wsp. 2017). Wzmozona ekspresja
MFG-E8 w komodrkach raka watrobowokomoérkowego wspierata migracje
i inwazyjnos¢ komérek w sposob zalezny od sSciezki PI3K/Akt, za$ jej wyciszenie
badz zastosowanie przeciwciata neutralizujgcego hamowaty te procesy. Ponadto
zastosowanie syntetycznego peptydu zawierajgcego motyw RGD, ktory dziata
kompetytywnie z MFG-E8 jako ligand receptoréw integrynowych hamowato
fosforylacje biatka Akt (Ko i wsp. 2020). Wyciszenie ekspresji MFG-E8 w komédrkach
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raka jelita grubego obnizato poziom fosforylacji biatka Akt i znaczgco zahamowato
zdolnos¢ komorek do migraciji i ich inwazyjnos¢, a dodanie rekombinowanej ludzkiej
laktadheryny wywotywato odwrotny efekt. Ponadto wczesniejsze traktowanie
komoérek inhibitorem szlaku PI3K/AKT (LY294002) bardzo znaczgco hamowato
wywotywang przez MFG-ES8 ich migracje i inwazyjno$¢. Potwierdza to udziat Mfg-E8
i Sciezki sygnatowej PI3K/AKT w indukowaniu migracji, inwazyjnosci i EMT (Zhao
i wsp. 2017). Wyciszenie ekspresji MFG-E8 w komorkach potrojne negatywnego
raka piersi znaczgco hamowato inwazyjnos¢ i migracje komorek, ktérym
towarzyszyto zahamowanie ekspresji MMP-2 i MMP-9 oraz biatek zwigzanych
z EMT, takich jak N-kadheryna i wimentyna (bedacej markerem mezenchymalnym).
Jednoczesnie obserwowano wzrost markera epitelialnego, E-kadheryny (Yang i wsp.
2019b). Zastosowanie przeciwciata blokujagcego Mfg-E8 wptywato na adhezje,
migracje i przezywalno$¢ komoérek raka piersi i jajnika (Tibaldi i wsp. 2013).
Wyciszenie ekspresji MFG-E8 w komérkach raka piersi hamowato wzrost guza i jego
agresywnos$¢ miedzy innymi poprzez hamowanie N-kadheryn (Carrascosa i wsp.
2012), zas w liniach komérkowych raka piersi poziom laktadheryny korelowat
z ekspresjg markerow EMT i wptywat na modulacje migracji i inwazyjnosci (Xu i wsp.
2018). W uniesmiertelnionych komérkach nabtonka gruczotu piersiowego ekspresja
MFG-E8 indukowata ekspresje cyklin D1/D3 i N-kadheryny, co swiadczy o wptywie
tego biatka na EMT oraz proliferacje. Wprowadzenie mutacji w MFG-ES8, ktora
uniemozliwia biatku wigzanie sie do receptoréw integrynowych znosito ten efekt tylko
czesciowo, co wskazuje, ze funkcja MFG-E8 zalezy tylko w pewnym stopniu od
aktywacji integryn (Carrascosa i wsp. 2012). Warto takze nadmieni¢, ze Mfg-E8
indukuje EMT takze poprzez aktywacje Sciezki Akt/Twist i szlaku GSK3B/B-katenina
(Bai i wsp. 2021).

7.2.3 Mfg-E8 jako immunomodulator mikrosrodowiska guza

Mfg-E8 moze oddziatywaC z receptorami avp3 i avpB5 obecnymi na
powierzchni komoérek roznego typu (w tym komoérek uktadu odpornosciowego)
i aktywowac sciezki sygnatowe zalezne od biatek Akt i Twist, ktére mogg wywotywac
stan immunosupresiji. Dlatego tez w niniejszej rozprawie zweryfikowano hipoteze
o udziale Mfg-E8 w ksztattowaniu odpowiedzi uktadu odpornosciowego w glejakach.
Wykazano, ze wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komorkach glejaka C6 nie wptywa na

stopien infiltracji guzéw przez GAMs (komorki Iba-1*), ale prowadzi do istotnego
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spadku liczby komérek GAMs o fenotypie Arg-1* i CD163* w poréwnaniu do guzéw
kontrolnych.

Liczne dane doswiadczalne wskazujg na istotng role laktadheryny jako biatka
hamujgcego odpowiedz uktadu odpornosciowego. Immunomodulacyjne wtasciwosci
MFG-E8 obserwowano miedzy innymi w czerniaku (Zhao i wsp. 2014), nowotworach
jamy ustnej (Okamoto i wsp. 2019), raku przetyku (Kanemura i wsp. 2018) czy
gruczolakomiesaku (AS, ang. Adenosarcoma) (Fujiwara i wsp. 2021). W mysim
modelu czerniaka po wyciszeniu ekspresji Mfg-E8 obserwowano zahamowanie
wzrostu guza, ktéremu towarzyszyt spadek liczby infiltrujgcych limfocytéw Treg
i unaczynienia guza (Zhao i wsp. 2014). Wyniki badan mysiego czerniaka
potwierdzajg wspierajgcy udziat Mfg-E8 w tworzeniu immunosupresyjnego
Srodowiska oraz wskazujg na komoérki macierzyste nowotworu jako gtéwne zrodto
Mfg-E8 w guzie i populacje zwiekszajgcg naptyw makrofagdéw i polaryzacje TAMs
w kierunku komérek immunosupresyjnych (M2) (Yamada i wsp. 2016). Z kolei Jinushi
i wsp. (2007) wykazali, ze do ekspresji Mfg-E8 w komdrkach prezentujgcych antygen
w mikrosrodowisku i wyksztatcenia tolerancji immunologicznej, takze na drodze
zaleznej od limfocytéw Treg, niezbedny jest czynnik GM-CSF. W efekcie zwiekszenia
wydzielania Mfg-E8 zwiekszona byta fagocytoza komérek apoptotycznych, czemu
towarzyszyta produkcja czynnika TGF-f i cytokiny CCL22 wspierajgcych utrzymanie
immunosupresyjnych Treg. W guzach powstatych z implantowanych komorek
czerniaka transfekowanych Mfg-E8 obserwowano naptyw immunosupresyjnych
TAMs i limfocytow Treg oraz zahamowanie cytotoksycznej aktywnosci komorek NK,
limfocytow Tc (CD8") i limfocytow Th1 (Jinushi i wsp. 2008). Wykazano, ze w raku
prostaty MFG-E8 indukuje TAMs w sposob =zalezny od aktywacji Sciezki
SOCS3/STAT3 (Soki i wsp. 2014), wspierajgc akumulacje TAMs o fenotypie M2 i Treg
oraz hamujgc naptyw limfocytow Tc (CD8"). Zastosowanie przeciwciata
skierowanego przeciw MFG-E8 istotnie zahamowato wzrost guza i liczbe
makrofagdw naciekajgcych gruczolakomiesaka. Co wiecej, podanie przeciwciata
neutralizujgcego skierowanego przeciw Mfg-E8 prowadzito do ograniczenia wzrostu
guza oraz spadku liczby infiltrujgcych TAMs (Fujiwara i wsp. 2021). W raku pecherza
Mfg-E8 wspierata rozwdj guza poprzez indukcje tolerancji immunologicznej
z udziatem makrofagéw i zwiekszony naptyw Treg (Sugano i wsp. 2011). W raku
kolczystokomdérkowym przetyku nie zaobserwowano zwigzku pomiedzy poziomem

MFG-E8, ocenianym metodg immunohistochemiczng w prébkach operacyjnych,
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a catkowitg liczbg infiltrujgcych TAMs oraz liczbg komérek CD163* (Kenamura i wsp.
2018).

Dane dotyczgce immunomodulacyjnych wiasciwosci Mfg-E8 w glejakach sg
nieliczne. Wu i wsp (2020) wykazali, ze wyciszenie ekspresji Mfg-E8 w komorkach
mysiego glejaka GL261 hamuje naptyw i polaryzacje mikrogleju w kierunku
immunosupresyjnego fenotypu, a takze proliferacje komérek glejaka i wzrost guza in
vivo, co zwigzane jest z ograniczeniem aktywnosci sciezek sygnatowych integryna
B3/Stat3/cyklina D1 i Fak/Akt/Erk. Wzmozona ekspresja Mfg-E8 badz dodanie
rekombinowanego biatka prowadzito do wzrostu liczby GAMs z ekspresjg markeréw
fenotypu M2, co spowodowane jest aktywacjg receptoréw B3 i Sciezek sygnatowych
zwigzanych ze Stat3. Zastosowanie inhibitora Stat3 (Stattic) bgdz wyciszenie
ekspresiji ltgb3 (receptora 3) odwracato efekt wywotany przez Mfg-E8 na ekspresje
markerow M2 w mikrogleju, co wskazuje na kluczowg role $ciezki STAT3
w indukowanej przez MFG-E8 polaryzacji komérek mieloidalnych i wspoitworzenia
immunosupresyjnego mikrosrodowiska guza (Wu i wsp. 2020). Badania
przeprowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej przez dr Ellert-
Miklaszewskg wskazujg takze, ze Mfg-E8 ma istotny wptyw na regulacje
w komorkach glejaka i komdrkach mikrogleju Sciezek sygnatowych zaleznych od
TGFB i fosforylacje biatek z rodziny SMAD, ktére petnig istotng role w modulac;ji
odpowiedzi uktadu odpornosciowego (nieopublikowane).

W niniejszej rozprawie zweryfikowano hipoteze o wptywie Mfg-E8 na naciek
komérek limfoidalnych w glejaku C6. Nie zaobserwowano réznic w poziomie infiltracji
limfocytow Tc w glejakach kontrolnych i z wyciszong ekspresjag Mfg-ES8.
Zaobserwowano natomiast wyrazng tendencje wzrostu liczby komodrek CD3*
w guzach z wyciszong ekspresjg Mfg-E8 (p=0,053).

Liczne doniesienia wskazujg na role Mfg-E8 w ksztattowaniu odpowiedzi
przeciwnowotworowej z udziatem réznych subpopulacji limfocytow T. Wykazano, ze
zastosowanie przeciwciata blokujgcego Mfg-E8 w potgczeniu z lekami indukujgcymi
apoptoze w modelach raka okreznicy, czerniaka i chtoniaka u myszy miato dziatanie
przeciwnowotworowe i prowadzito do wydajnej prezentacji antygenu przez komorki
dendrytyczne, aktywacji limfocytéw Tc (CD8") i supresji limfocytow Treg (Jinushi
i wsp. 2009). Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze nie catkowita liczba komorek CD8*
i FoxP3*, ale nizszy stosunek limfocytéw Tc do Treg, jest lepszym wskaznikiem

stopnia immunosupresiji w guzie (Kenemura i wsp. 2018), a badania przeprowadzone
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przez Jinushiego i wsp. (2009) wskazujg na kluczowy wptyw ekspresji Mfg-E8 na
réwnowage pomiedzy populacjg limfocytéw T CD8* i Treg. Kenemura i wspoétautorzy
(2018) zaobserwowali, ze u pacjentow z rakiem przetyku poddanych terapii
neoadjuwantowej wysoki poziom ekspresji MFG-E8 korelowat z nizszym stosunkiem
Tc/Treg i gorszg przezywalnoscig tych pacjentow. MFG-E8 dziata jako mediator
fagocytozy komoérek apoptotycznych i hamuje odpowiedz uktadu odpornosciowego,
wiec efekty immunomodulacyjne sg wyrazniejsze gdy po podaniu chemioterapii
indukowana jest intensywna apoptoza. Zbadanie nacieku Treg do TME w glejakach
pozbawionych MFG-E8 pozwolitoby poznac jej role w modulacji mikrosrodowiska
nowotworu. Niestety przez ograniczenia techniczne nie udato sie przeprowadzic¢
takiej analizy w ramach niniejszej rozprawy ani okresli¢, czy w guzach z wyciszong
ekspresjg Mfg-E8 stosunek populacji Tc/Treg ulegt zmianie, ale ten kierunek badan

wydaje sie by¢ obiecujgcy,

7.2.4 Udziat Mfg-E8 w regulacji angiogenezy w glejakach

W progresiji glejaka istotng role odgrywa stopien jego unaczynienia. Wraz ze
wzrostem guza zwieksza sie zapotrzebowanie na tlen i sktadniki odzywcze, a brak
tlenu w centrum powiekszajgcego sie guza jest czynnikiem stymulujgcym
angiogeneze. Badania Silvestre i wsp. (2005) wykazaty, ze produkowana przez
komorki naczyn krwionosnych Mfg-E8 jest kluczowym biatkiem zaangazowanym we
wzrost naczyn krwionosnych w sposéb zalezny od oddziatywania z receptorami aV33
i aVB5 i czynnika VEGF. Komorki glejaka C6 sg istotnym zrodtem VEGF (Li i wsp.
2014, Yang i wsp. 2011), co potencjalnie umozliwiatoby Mfg-ES8 silne proangiogenne
dziatanie w glejaku C6. W niniejszej rozprawie zweryfikowano hipoteze o udziale
Mfg-E8 w tym procesie. Wykorzystujgc przeciwciato rozpoznajgce czynnik von
Willebranda wybarwiono i policzono naczynia o przekroju =20 uym i <20 pm
w guzach shNeg i shMfg-E8. Wykazano, ze wyciszenie ekspresji laktadheryny nie
wplyneto istotnie na liczbe oraz wielko$¢ naczyn w guzie.

Udziat laktadheryny w angiogenezie zaleznej od czynnika VEGF jest dobrze
udokumentowany. Wigzanie Mfg-E8 do receptorow avB3 i avp5 na komodrkach
srodbtonka naczyn prowadzi do fosforylacji biatka Akt i uruchomienia Sciezek
sygnatowych wspierajgcych proliferacje. Jednoczesnie VEGF wptywa takze na
wzrost ekspresji aVB3 i aVB5 na komorkach naczynh, nasilajgc w ten sposob efekt
dziatania VEGF na proces angiogenezy (Neutzner i wsp. 2007). Badania
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z wykorzystaniem  przeciwciata neutralizujgcego  skierowanego przeciwko
receptorowi czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowego (VEGFR2) wykazaty, ze nie
zaburza ono zaleznej od laktadheryny fosforylacji biatka Akt, co sugeruje, ze
w przypadku braku VEGF wigzanie MFG-E8 do receptorow avB3 lub av5 jest
wystarczajgce do indukcji fosforylacji AKT i w konsekwencji neoangiogenezy
(Silvestre i wsp. 2005). Zarbwno w probkach ludzkich guzoéw, jak i w mysim modelu
czerniaka zwiekszong ekspresje laktadheryny obserwowano w bliskiej okolicy
naczyn krwionosnych, co moze sugerowac udziat MFG-E8 w waskularyzacji guzéw
(Yamada i wsp. 2016). Z kolei deplecja Mfg-E8 w gruczolakomiesaku zahamowata
tworzenie struktur naczyniopodobnych (Fujiwara iwsp. 2018). W raku
watrobokomorkowym wzmozona ekspresja MFG-E8 prowadzita do znaczgcego
wzrostu liczby komorek srodbtonka (CD31%) w poréwnaniu do kontroli, co wskazuje
na udziat tego biatka w formowaniu nowych naczyn krwionosnych (Ko i wsp. 2020).

Niektére doniesienia wskazujg na brak udziatu Mfg-E8 w tworzeniu nowych
naczyn w guzach, np. w raku pecherza (Sugano i wsp. 2011. Zhao i wsp. 2017).
W niniejszej rozprawie nie stwierdzono réznic w tworzeniu nowych naczyn w guzach
shMfg-E8 i moze by¢é to spowodowane obecnoécig innych niz VEGF
proangiogennych czynnikéw, ktére mogg promowacé tworzenie sie naczyn
krwionosnych nawet w przypadku nieobecnosci MFG-E8 w mikrosrodowisku. Udziat
laktadheryny we wspieraniu wzrostu guza moze zale¢ od typu nowotworu. Warto
réwniez podkresli¢, ze dziatanie proangiogenne MFG-E8 nie jest wytgcznie
dziataniem bezposrednim na receptory obecne na komérkach $rodbtonka, ale
i posrednim, czyli poprzez modulacje funkcji TAMs. Komorki o fenotypie
immunosupresyjnym aktywnie wspierajg tworzenie naczyn w guzie, miedzy innymi
poprzez wydzielanie proangiogennych cytokin, takich jak VEGF, TGF-8, IL-8 i FGF-
2, a takze enzymdw degradujgcych ECM: MMP-2, MMP-7, MMP-9 i MMP-12.

7.3Rola wydzielanej przez glejaka osteopontyny/Spp1 we wzroscie i modulacji
mikrosrodowiska guza
7.3.1 Wplyw Spp1 na wzrost guza i inwazyjnos¢
Wyniki badan opisanych w niniejszej rozprawie jednoznacznie wskazuja, ze
wyciszenie ekspresji Spp1 w komorkach glejaka hamuje wzrost glejaka. Aby okresli¢,
czy ograniczenie wzrostu guzéw shSpp1 wynika z autokrynnego czy parakrynnego

dziatania Spp1, wykonano szereg testéw funkcjonalnych, ktore wykazaty, ze
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produkcja Spp1 nie jest kluczowa do podtrzymania zywotnosci i proliferacji komorek
C6.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze ekspresja Spp1 w komérkach glejaka C6 nie
promuje wzrostu guza w sposob autokrynny, ale poprzez wzajemne oddziatywania
z mikrosrodowiskiem guza. Co ciekawe guzy shSpp1 ulegaty zmniejszeniu miedzy
14 a 21 dniem po implantacji, co Swiadczy o aktywnym usuwaniu komodrek
nowotworowych i wskazuje na inicjacje wydajnej odpowiedzi przeciwnowotworowe;
gospodarza.

Wptyw Spp1 na proliferacje i wzrost komérek nowotworowych zalezy od
rodzaju nowotworu. Wykazano, ze SPP1 indukuje podziaty komoérek ludzkiego raka
ptuc, watroby, gruczolakoraka jelita grubego i jajnika, a takze wspiera ich migracje
(Zeng i wsp. 2022, Wu i wsp. 2021). Podobng tendencje obserwowano takze w raku
zotgdka (Gong i wsp. 2008), raku watrobokomoérkowym (Wu i wsp. 2022),
drobnokomdrkowym raku ptuc (Liu i wsp. 2019, Kariya i wsp. 2022) i raku jelita
grubego (Huang i wsp. 2017), gdzie wzrost proliferacji wynikat z zahamowania
autofagii i apoptozy komorek nowotworowych. W komaorkach raka piersi (Reufsteck
i wsp. 2012) i raka podstawnokomodrkowego przetyku (Ito i wsp. 2006) wyciszenie
ekspresji SPP1 nie miato wptywu na proliferacje, a w komérkach raka macicy na ich
zywotnosc¢ (Du i wsp. 2009).

W komorkach glejaka U87MG i U251 wyciszenie ekspresji SPP1 prowadzito
do spadku ich podstawowej proliferacji (Lamour i wsp. 2010) i zywotnosci (Jan i wsp.
2010. W niniejszej rozprawie stwierdzono brak wptywu wycieszenia ekspresji Spp1
na podstawowg zywotnosc i proliferacje komorek glejaka C6, zatem zahamowanie
wzrostu guza po wyciszeniu Spp7 nie wynikato z réznic w proliferacji komorek
shSpp1 i shNeg, a z braku wzajemnego oddziatywania glejaka i komorek
mieloidalnych.

SPP1 wspiera wydzielanie i aktywacje MMPs oraz sekrecje aktywatora
urokinazy plazminogenu (uPA) w komorkach nowotworowych (co prowadzi do
degradacji biatek macierzy zewnatrzkomorkowej) zwiekszajgc inwazyjnosci komoérek
(Kariya i wsp. 2022, Napoli i wsp. 2020, Chen i wsp. 2011). Wysoki poziom SPP1
u pacjentéw z rakiem nerki (Pitarresi i wsp. 2021), czerniakiem (Napoli i wsp. 2020,
Kiss i wsp. 2021) i rakiem watrobokomdrkowym (Wu i wsp. 2022) zwiekszat migracje
komérek nowotworowych. W komdrkach raka szyjki macicy SPP1 indukowata

ekspresje furyny — biatka aktywujgcego MMP-2 i MMP-9 oraz zwiekszata zdolnos¢
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komérek do migracji (Kumar i wsp. 2010). W komérkach raka prostaty wyciszenie
ekspresji SPP1 prowadzito do zahamowania ekspresji MMP-2 oraz MMP-9, co
ograniczato migracje i inwazyjnos¢ komorek (Liu i wsp. 2010).

Liczne dane literaturowe potwierdzajg role SPP1 w modulacji inwazyjnosci
glejaka. Wyciszenie ekspresji SPP1 w komorkach ludzkiego glejaka U87 prowadzito
do zahamowania wzrostu guza in vivo oraz hamowato migracje i ruchliwosé komaérek
in vitro (Lamour i wsp. 2010, Friedmann-Morvinski i wsp. 2016; Jan i wsp. 2010).
Wyciszenie ekspresji SPP1 w komorkach ludzkiego glejaka U87 prowadzito do
spadku poziomu MMP2 i inwazyjnosci komorek in vitro i tworzenia mniejszych guzéw
in vivo (Jan i wsp. 2010). Wzmozona ekspresja SPP1 w komorkach glejaka o niskiej
inwazyjnosci zwiekszata poziom MMP2, co prowadzito do wzrostu inwazyjnosci in
vitro poprzez sciezke sygnatowg PI-3K/AKT/NF-kB aktywowang za posrednictwem
receptora avp3. Zablokowanie aktywaciji tej Sciezki spowodowato spadek fosforylacji
Akt, zahamowanie translokacji NF-kB, co prowadzito do obnizenia ekspresji
i aktywnosci MMP2 i MMP9 (Yan i wsp. 2010). Yamaguchi i wspotautorzy (2013)
wykazali, ze poziom SPP1, ktdéra ulegta proteolitycznemu cieciu przez trombine, jest
istotnie podwyzszony u pacjentéw z GBM i moze by¢ czynnikiem odpowiedzialnym
za inwazyjno$¢ guza.

W niniejszej nie stwierdzono jednak roznic w naciekaniu parenchymy mozgu
przez komorki glejaka w guzach kontrolnych (shNeg) i w guzach tworzonych przez
komérki z wyciszong ekspresjg Spp1 (shSpp1). Oznacza to, ze cho¢ w wielu
uktadach badawczych udokumentowano role Spp1 w indukcji inwazyjnosci komérek
nowotworowych, to w glejaku C6 nie jest ona kluczowym biatkiem zaangazowanym

w ten proces, a pronowotworowe dziatanie Spp1 opiera sie na innym mechanizmie.

7.3.2 Rola Spp1 w ksztattowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej

Badania przeprowadzone przez dr Magdalene Kijewskg z Pracowni
Neurobiologii Molekularnej IBD PAN wskazywaty, ze wyciszenie ekspresji Spp1
w komorkach glejaka nie wptywa na akumulacje GAMs w guzie, ale komorki Iba-1*
infiltrujgce glejaki z obnizong ekspresjg Spp 7 miaty odmienng, bardziej rozgateziong
morfologie niz komérki w guzach kontrolnych (shNeg) (Ellert, Wisniewski, Kijewska
iwsp. 2016). Wyniki te sugerowaty zmiany w fenotypie komoérek mieloidalnych
naciekajgcych glejaki pozbawione Spp1.
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W niniejszej rozprawie przeprowadzono szereg testow majgcych na celu
szczegotowe okreslenie roli Spp1 w modulacji funkcji komérek ukfadu
odpornosciowego i ksztattowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej w glejaku, ze
szczegolnym uwzglednieniem GAMs. Poniewaz nie byty dostepne mozliwosci
badania transkryptoméw pojedynczych komodrek, skupiono sie na analizie
immunocytochemicznej z  wykorzystaniem markerow fenotypu przeciw-
i prozapalnego. Wykazano, ze wyciszenie ekspresji Spp7 w komorkach glejaka
prowadzi do istotnego zahamowania liczby komorek mieloidalnych w ekspresjg Arg-
1, CD163 oraz iNos. Zaobserwowano takze wyrazny trend spadku aktywnosci
Arginazy-1 w ekstraktach biatkowych z pétkul z guzem (p=0,06) po wyciszeniu Spp17.
Brak istotnosci statystycznej moze by¢ konsekwencjg badania aktywnosci enzymu
w catej potkuli z guzem.

Zaréwno CD163, jak i Arg-1 sg uznanymi markerami immunosupresyjnej
aktywacji komorek mieloidalnych, a wspierajgce nowotwér dziatanie tych komoérek,
miedzy innymi na drodze hamowania odpowiedzi uktadu odpornosciowego,
zwiekszania migracji i inwazyjnosci komorek nowotworowych oraz angiogenezy
w guzie jest dobrze udokumentowane w ré6znych nowotworach (Vidyarthii wsp. 2019,
Mai wsp. 2021). Wykazano, ze CD163" GAMs wydzielajg duze ilosci plejotropiny
(PTN), ktora oddziatuje z receptorem PTPRZ1 na powierzchni GSCs, co wspiera
wzrost guza (Ma i wsp. 2021). Prosniak i wsp. (2013) pokazali, ze poziom ekspres;ji
CD163 koreluje ze stopniem zto$liwosci glejakdw, a Annovazzi i wsp. (2017), ze
stopien infiltracji przez komoérki CD163* jest niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym u pacjentow z GBM, podczas gdy wyrazny byt trend lepszych
rokowan w przypadku pacjentow z nizszym poziomem ARG-1 (Lisi i wsp. 2017).
Podwyzszong ekspresje Arg-1 wykrywano w populacji CD11b* wyizolowanej
z mysich glejakéw GL261 (Gabrusiewicz i wsp. 2011). Ekspresja iNos w komérkach
Iba1* moze wskazywaé¢ na prozapalng aktywacje tych komoérek. Choc¢ wiele
doniesien wskazuje na przeciwnowotworowe dziatanie komorek mieloidalnych
aktywowanych prozapalnie, to towarzyszgcy nowotworom stan zapalny moze takze
wptywacé na rozwdj i progresje choroby (Pan i wsp. 2020). Wydzielane wéwczas
cytokiny i czynniki wzrostu wspierajg proliferacje komoérek; ponadto obecnos$é
w mikrosrodowisku tlenku azotu sprzyja powstawaniu wtornych uszkodzen DNA
(Boutilier i wsp. 2021). Istniejg takze doniesienia wskazujgce, ze aktywowany

prozapalnie mikroglej wspiera progresje glejakow ztosliwych (Hailong i wsp. 2021).
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Wydaje sie zatem, ze oba rodzaje aktywacji GAMs mogg byC¢ niekorzystnym
czynnikiem w rozwoju GBM, jesli aktywacja ta nie podlega $cistej kontroli. Wyniki
badan z wykorzystaniem transkryptomiki pojedynczych komorek wyjasniajg to
zjawisko. Wsrod komorek CD11b* w glejakach GL261 wykrywano aktywowane
prozapalnie, Swiezo naciekajgce monocyty, z sygnaturg interferonowg, ktére dopiero
w guzie tracity fenotyp prozapalny i przeksztatcaty sie dojrzate immunosupresyjne
makrofagi. Wykrywano takze pochodzgce z monocytéw komorki dendrytyczne, ktére
pozostawaty niedojrzate i niefunkcjonalne (Ochocka i wsp. 2023).

W niniejszej rozprawie wykazano, ze wyciszenie ekspresji Spp1 prowadzi do
ogolnego zahamowania aktywacji komoérek mieloidalnych — zaréwno Sciezki
prozapalnej, jak i zwigzanej z immunosupresjg. Spadek ekspresji markeréw stanu
M1 i M2 moze wskazywa¢ na przynajmniej czesciowy powrot GAMs do stanu
przypominajgcego nadzorujgce komorki mieloidalne. Jest to réwniez spdjne
z obserwacjg dr M. Kijewskiej, ktéra zauwazyta zmiane morfologii komoérek Iba-1*
z ameboidalnej (Swiadczacej o silnej aktywacji) na bardziej rozgateziong
(przypominajgcg mikroglej nadzorujgcy). Uzyskane wyniki wskazujg, ze mozliwe jest
ukierunkowane ,wytgczanie” aktywnosci GAMs w guzie i Spp1 wydaje sie byc¢
obiecujgcym celem terapeutycznym. Warto nadmieni¢, ze cho¢ w guzach shSpp1
zaobserwowano roznice w  produkcji  wielu  kanonicznych  markerow
charakterystycznych dla aktywowanych GAMs, to poziom biatka Trem2, ktore
uwazane jest za marker komorek aktywowanych przeciwzapalnie, pozostawat bez
zmian. Brak réznic w liczbie komérek Iba1*Trem2* po wyciszeniu Spp1 sSwiadczy
o heterogennosci komérek mieloidalnych naciekajgcych glejaki i moze wskazywac
na silniejszy wptyw wyciszenia Spp1 na wybrane populacje GAMs, przypuszczalnie
na monocyty naptywajgce z obwodu, niz na rezydujgcy mikgrogle;j.

Co ciekawe, odnotowano wzrost liczby komérek produkujgcych prozapalng
cytokine IL-18 w guzach shSpp1. Wptyw IL-1B na rozwdj glejaka moze by¢ dwojaki
— zahamowanie jej produkcji metodami inzynierii genetycznej prowadzito do
ograniczenia naptywu limfocytéw do guza oraz zahamowania aktywacji Sciezek
sygnatowych zaleznych od interferonu, czego skutkiem byta ucieczka guza spod
nadzoru uktadu odpornosciowego. Z kolei farmakologiczne hamowanie tej cytokiny
zmniejszato naptyw komoérek mieloidalnych do guza i zwigekszato przezywalnosé
myszy (Chen i wsp. 2022). Wykazano takze jej wptyw na szczelnos¢ bariery krew-

mozg (poprzez wptyw na ekspresje gendw odpowiadajgcych za plastycznosc
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naczyn), co prowadzi do zwiekszenia nacieku limfoidalnego i mieloidalnego
z obwodu do guza (Al-Kharboosh i wsp. 2020). Nalezy jednak pamietac, ze IL-1
moze by¢ produkowana nie tylko przez GAMs, ale tez inne komorki ukfadu
odpornosciowego naciekajgce guza, takie jak komorki dendrytyczne, limfocyty B,
neutrofile, komorki NK, a nawet komoérki glejaka. Identyfikacja populacji komorek
odpowiadajgcych za obserwowany wzrost produkcji IL-18 wymagataby dalszych
badan.

Choc¢ nie wykazano wptywu wyciszenia Spp7 na akumulacje komérek Iba1*
w guzie, to we krwi obwodowej szczuréw z glejakiem shSpp1 obserwowano blisko
dwukrotny wzrost odsetka komérek CD11b* w stosunku do krwi zwierzat z glejakiem
shNeg (p=0,057). Cho¢ moze to swiadczy¢ o mobilizacji uktadu odpornosciowego
gospodarza i inicjacji odpowiedzi przeciwnowotworowej, nie okreslono typu aktywacji
tych komorek. Guo i wsp. (2020) wykazali, ze liczba prozapalnie aktywowanych
monocytow w krwi obwodowej pacjentow z GBM byta mniejsza w poréwnaniu do
zdrowych kontroli, co Swiadczyto o gorszych wiasciwos$ciach przeciwnowotworowych
komorek krgzacych w krwi. Z kolei liczba monocytdw z ekspresjg markeréw
charakterystycznych dla fenotypu M2 byta wieksza u pacjentéw z glejakami, co
wskazuje, ze wiecej komorek o wiasciwosciach immunosupresyjnych mogto by¢

rekrutowanych do guza i wspierac tam jego progresje.

7.3.21 Heterogennos¢ komoérek mieloidalnych naciekajacych glejaki
Poczatkowo uwazano, ze naciek mieloidalny towarzyszacy glejakom
ztosliwym wynika z obecnosci immunosupresyjnych komoérek mieloidalnych
(o fenotypie M2). Pézniejsza analiza transkryptoméw komdrek CD11b* izolowanych
z ludzkich GBM iszczurzego glejaka C6 wykazata ekspresje genow
charakterystycznych zaréwno fenotypu pronowotworowego, jak
i przeciwnowotworowego (Szulzewsky i wsp. 2015, Szulzewsky i wsp. 2016, Gieryng
i wsp. 2017, Lisi i wsp. 2017). W naszych badaniach sortujgc komorki
CD11b*CD45"" koncentrowaliSmy sie na mikrogleju i uzyskane wyniki wskazywaty
bardziej jednoznacznie na fenotyp immunosupresyjny i proliferacje komorek.
Opisana w niniejszej rozprawie obecnos¢ GAMs z ekspresjg zaréwno markerow pro-,
jak i przeciwzapalnych jest zatem spdjna z opublikowanymi p6zniej wynikami innych

badaczy.
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Wyniki ostatnich badan w modelach zwierzecych glejakéw z wykorzystaniem
multiomiki pojedynczych komoérek i z myszy transgenicznych, ktére umozliwiajg
przesledzenie rozwoju linii komorek wskazujg, ze GAMs stanowig heterogenng
populacje, ktéra w zaleznosci od pochodzenia nie tylko zasiedla inne obszary guza,
ale takze charakteryzuje sie ekspresjg réznych markerdw, a rézne grupy komérek
petnig inng role w progresji nowotworu (Bowman i wsp. 2016, Muller i wsp. 2017,
Darmanisi wsp. 2017, Venteicher i wsp. 2017). Obserwuje sie takze heterogennosc¢
na poziomie pojedynczych komoérek, w ktérych moze zachodzi¢ koekspresja
markerow charakterystycznych dla fenotypu M1 i M2, a takze wysoka plastycznosc
umozliwiajgca molekularne ,przetgczanie” miedzy fenotypami (Orecchioni i wsp.
2019). Wysoki stopien heterogennosci komérek mieloidalnych w glejakach
potwierdzajg takze najnowsze wyniki wykorzystujgce scRNA-seq i CITE-seq (Xiao
i wsp. 2022). W zaleznosci m.in. od stadium nowotworu czy umiejscowienia komorek
w guzie wykryto inny stosunek mikrogleju do naptywajgcych z obwodu monocytéw
i makrofagow, jak rowniez rozny wzor ekspresji markerow odpowiedzi prozapalne;j
i hamujgcej aktywnos¢ uktadu odpornosciowego. Wykazano miedzy innymi, ze
dominujgcg populacie GAMs we poczgtkowych stadiach rozwoju guzéw stanowi
rezydujgcy mikroglej, jednak z czasem wiekszo$¢ GAMs stanowig komorki
mieloidalne naptywajgce z obwodu, ktére lokalizujg sie gtdwnie w centrum guza,
zwlaszcza obszarach charakteryzujgcych sie wysokim poziomem hipoksji. Jest to
zjawisko w szczegodlnosci obserwowane po wznowie, skorelowane z wysokim
poziomem agresywnosci guza (Pombo Antunes i wsp. 2021, Ma i wsp. 2021).
Badania przeprowadzone przez Chena i wspotautorow (2017) rowniez potwierdzity,
ze mikroglej jako pierwszy naptywa do guza i jest zlokalizowany gtéwnie na obrzezu
glejaka, podczas gdy pochodzgce ze szpiku kostnego makrofagi/monocyty sg
rekrutowane do guza nieco poézniej i znajdowane sg gtéwnie w przestrzeni
okotonaczyniowej i centrum guza.

Cho¢ poziom infiltracji glejakdw o nizszym i wyzszym stopniu ztosliwosci przez
mikroglej nie rézni sie znaczgco, to liczba naciekajgcych makrofagow jest istotnie
wyzsza w GBM w poréwnaniu do guzow tagodnych. Badania Brandenburga
i wspotautorow (2017) wykazaty, ze wptyw mikrosrodowiska na polaryzacje
mikrogleju (CD11b*CD45"sk)) jest duzo mniejszy niz na populacje makrofagow
(CD11b*CD45"ys°K), Autorzy postulowali, ze makrofagi w TME stanowig bardziej

heterogenng populacje, wsréd ktérej wystepujg zarowno komorki aktywowane
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prozapalnie, jak i duzo liczniejsze komorki o fenotypie pronowotworowym, ktére
odpowiadajg za wywotanie stanu lokalnej i globalnej immunosupresji w glejakach
ztosliwych (Brandenburg i wsp. 2017, Vidyarthi i wsp. 2019). Rowniez wyniki Ma
i wsp. (2021) wskazuja, ze typ aktywacji GAMs jest Scisle powigzany z regionem ich
wystepowania w guzie. W centrum guza ws$rdod komoérek mieloidalnych
zaobserwowali sie zaréwno populacje o fenotypie prozapalnym, jak i komérek
charakteryzujgcych wysokg aktywnoscig szlaku sygnatowego PD-1/PD-1L, ktéry
odpowiada za ostabienie odpowiedzi uktadu odporno$ciowego i promowanie
tolerancji immunologicznej. Z kolei GAMs wystepujgce na obrzezu guza wykazywaty
gtébwnie wiasciwosci immunosupresyjne z wysokg aktywnos$cig Sciezki zaleznej od
NF-kB (Ma i wsp. 2021).

Przedstawiona w niniejszej rozprawie analiza wystepowania komorek
z ekspresjg dwoch biatek uznawanych za markery immunosupresji (Arg-1 i Trem-2)
wykazata, ze w guzach kontrolnych komérki Trem2* lokalizowaty sie gtéwnie na jego
obrzezu, z kolei liczba komoérek z ekspresjg Arg-1 na obrzezu byta nizsza niz
w centrum guza. Wykazano takze, ze oba markery nie ko-lokalizujg, co Swiadczy
o tym, ze ulegajg ekspresji w odrebnych populacjach komoérek, potencjalnie o innym
pochodzeniu. Wskazujg na to réwniez najnowsze badania z wykorzystaniem techniki
scRNAseq przeprowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN, ktore
wykazaty, ze mikroglej (Tmem119*) znajdowany jest gtdwnie na obrzezu guza,
podczas gdy pochodzgce ze szpiku monocyty/makrofagi lokalizujg sie gtéwnie
w centrum guza (Ochocka, Segit i wsp. 2021), co moze odpowiadac

zidentyfikowanym tu populacjom Arg-1*i Trem2™.

7.3.2.2 Udziat Spp1 w regulacji nacieku wybranych populacji limfocytéw
w glejaku

Zaobserwowana w glejakach shSpp1 modulacja aktywacji komorek
mieloidalnych, jak rowniez zwiekszony naptyw komérek IL-1B3* wskazujg, ze doszio
do zmian w mikro$rodowisku. Liczne doniesienia wskazujg, ze wiekszos¢ GAMs
w TME wydziela niewielkie ilosci czynnikéw kostymulujgcych oraz duzo cytokin
przeciwzapalnych, co ostabia odpowiedz limfocytow T w GBM oraz indukuje naptyw
limfocytow Treg (Zhao i wsp. 2016, Pan i wsp. 2020, Lin i wsp. 2023). Indukcja
immunosupresyjnego fenotypu GAMs hamuje migracje limfocytéw T efektorowych,

ich proliferacje i wydajng odpowiedz przeciwnowotworowg (Dumas i wsp. 2020).
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GAMs moga takze bezposrednio hamowac proliferacje limfocytéw Tc (CD8*) poprzez
wptyw na metabolizm L-argininy (przez arginaze-1 i iINOS) oraz produkcje
reaktywnych form tlenu i azotu (Pan i wsp. 2020). Limfocyty Treg mogg z kolei
hamowacC wydzielanie IFN-y przez limfocyty Tc, a co za tym idzie ograniczac
hamujgce dziatanie tej cytokiny na GAMs i wplywaé na utrzymanie populacji
immunosupresyjnie aktywowanych komoérek mieloidalnych w guzie (Pan i wsp.
2020). Z kolei IL-1B moze — samodzielnie lub z innymi cytokinami — dziatac
bezposrednio na komorki CD4* oraz CD8*, co wptywa na roznicowanie limfocytow T.
W badaniach na myszach Spp1-- zaobserwowano zwiekszong przeciwnowotworowg
aktywnos¢ komodrek CD4* i CD8" w krwi, guzie i sledzionie. Efekt ten moze byc¢
wywotany bezposrednio przez GAMs (poprzez wptyw na proliferacje i wtasciwosci
efektorowe limfocytéw) lub posrednio, poprzez modulacje funkcji limfocytow Treg
(Wei i wsp. 2019).

W niniejszej rozprawie nie stwierdzono jednak wptywu zahamowania produkgji
Spp1 w glejaku na modulowanie nacieku limfoidalnego — wyciszenie Spp1 nie
wptyneto istotnie na akumulacje komorek CD3* (limfocyty T) i CD8* (gtdwnie limfocyty
Tc, ale takze DC i NK) w guzie. Mogto to by¢ spowodowane tym, ze komodrki z shRNA
(takze kontrolne shNeg) majg podwyzszona ekspresje inferferondw. Uzyskane
w Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN wyniki pokazaty wzrost czynnikow
aktywacji limfocytéw T i produkcji przez nie interferonu y w sortowanych z guzéw
shSpp1 efektorowych limfocytach T (niepublikowane).

Choc liczne doniesienia wskazujg na pozytywng korelacje miedzy poziomem
infiltracji przez limfocyty Tc a dtugoscig zycia pacjentow z GBM, to wykazano, ze
komorki CD8* izolowane z ludzkich glejakow ztosliwych nie miaty ekspres;ji
czgsteczki CD25, co swiadczy o braku ich aktywacji (Heimberger i wsp. 2008, Alexiou
i wsp. 2013, Gieryng i wsp. 2017). Mozliwe jest zatem, ze w glejakach shSpp1
zmniejsza sie udziat GAMs w tworzeniu $rodowiska immunosupresyjnego, co
sprawia, ze choc¢ nie zmienia sie ogodlna liczba limfocytow Tc, to przywrécona zostaje
ich aktywnos¢ i wiasciwosci cytotoksyczne. Waznym kierunkiem wydaje sie zbadanie
wptywu wyciszenia Spp7 na naciek i funkcje limfocytéw Treg, co z powoddéw

technicznych ograniczen nie byto mozliwe w niniejszej rozprawie.
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7.3.3 Wplywu réznych form Spp1 na wzrost guza in vivo

Spp1 ma zlozong strukture i ztozony sposob ekspresji réznych izoform
(Kijewska i wsp. 2017). W budowie Spp1 mozna wyréznic trzy funkcjonalne domeny:
motyw RGD wigzacy sie do integryn, miejsce ciecia przez trombine (Arg168/Ser169)
i C-koniec wigzgcy receptor CD44 (Yamaguchi i wsp. 2013). Plejotropowe dziatanie
Spp1 wynika z faktu, ze rézne rejony Spp1 mogg oddziatywac¢ z wieloma réznymi
biatkami i petni¢ tym samym odmienne funkcje, a okreslenie kluczowych dla rozwoju
nowotwordw regiondw Spp1 ma fundamentalne znaczenie w zrozumieniu biologii
glejakéw.

Badania przeprowadzone w Pracowni Neurobiologii Molekularnej IBD PAN
wykazaty, ze Spp1 produkowana przez prawidtowe fibroblasty indukuje odpowiedz
zapalng, ale w komorkach glejaka biatko ulega proteolitycznemu cieciu przez
trombine, MMP-3 i MMP-7, co prowadzi do powstania krotkiego, N-koncowego
fragmentu Spp1. Fragment ten wydzielany jest poza komoérke i w TME moze
potencjalnie oddziatywa¢ z réznymi komorkami, w tym GAMs, aktywujac je bez
indukcji stanu zapalnego (Ellert-Miklaszewska, Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016).
Shao i wsp. (2014) wykazali takze istotny udziat proteolitycznego ciecia Spp1 przez
trombine w obrebie sekwencji '®®RSKSKKFRR'® w regulacji migracji komorek
dendrytycznych. Obecno$¢ krétkiego, N-koncowego fragmentu Spp1 wykrywano
w czterech liniach komérkowych ludzkich GBM i w ludzkich glejakach ztosliwych, ale
nie w prawidtowych astrocytach (Yamaguchi i wsp. 2013, Ellert-Miklaszewska,
Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016). Wykazano, ze tak procesowana Spp1 silniej
indukuje migracje i opornos¢ na apoptoze komoérek nowotworowych (Yamaguchi
i wsp. 2013). Komorki glejaka z wyciszong endogenng ekspresjg Spp1 i jednoczesng
nadekspresja Spp?1 z punktowg mutacja w miejscu ciecia przez trombine
(RSK->RAH) miaty zahamowang produkcje N-koncowego, krétkiego fragmentu
biatka oraz ograniczong zdolnos¢ do indukcji genow M2 w mikrogleju (Ellert-
Miklaszewska, Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016). Potranslacyjna obrébka Spp1
przez trombine i MMPs prowadzi do powstania nie tylko N-korncowego fragmentu,
ale takze do uwolnienia C-koncowych krotkich fragmentéw o wiasciwosciach
chemotaktycznych, ktére mogg oddziatywac z innymi integrynami (Yamaguchi i wsp.
2013, Shao i wsp. 2014).

Innym przypuszczalnym mechanizmem zahamowania wzrostu guzow shSpp1

jest oddziatywanie Spp1 z CD44 poprzez C-koniec biatka. Receptory CD44 sg
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obecne na powierzchni komorek roznego typu i zaangazowane sg w przekazywanie
sygnatéw od innych komoérek lub ECM. Wigzanie Spp1 do receptoréw CD44 moze
tym samym indukowac migracje komorek. Ponadto C-koniec Spp1 ma zdolnos¢ do
wigzania izoform v6 i v7 receptora CD44 w sposob niezalezny od motywu RGD.
Wptywa to na wiasciwosci komodrek macierzystych glejaka, a w niszach
okotonaczyniowych wzmacnia macierzyste wtasciwosci GSCs i wspiera wzrost guza
(Kijewska i wsp. 2017, Pietras i wsp. 2014). Nie wykazano wptywu C-koncowego
fragmentu Spp1 na aktywacje GAMs — biatko pozbawione tego rejonu wykazywato
podobne dziatanie na mikroglej in vitro, co petna forma biatka (Ellert, Wisniewski,
Kijewska i wsp. 2016).

Pronowotworowe dziatanie Spp1 moze takze opierac sie na interakcji biatka
z receptorami integrynowymi poprzez motyw RGD. Badania przeprowadzone
w Pracowni Neurobiologii Molekularnej wykazaty, ze oddziatywanie przez motyw
RGD jest kluczowe w aktywacji mikrogleju. Wprowadzenie punktowej mutacji w tym
obszarze (RGD -> RGE) biatka produkowanego w fibroblastach zahamowato
indukcje genow zwigzanych ze stanem zapalnym, zmiany morfologiczne
w mikrogleju oraz jego zdolnosci fagocytarne, ale nie miato wptywu na ekspresje
gendw zwigzanych z odpowiedzig przeciwzapalng. Swiadczy to o tym, ze Spp1
produkowana przez komorki nienowotworowe indukuje gtéwnie odpowiedz
prozapalng w komoérkach mieloidalnych (Ellert, Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016).
W komoérkach mikrogleju traktowanych pozywkag znad komoérek glejaka (GCM, ang.
glioma conditioned medium) obserwowano fosforylacje kinazy FAK bedacej
mediatorem Sciezek sygnatowych zaleznych od integryn. Zablokowanie receptoréw
integrynowych na powierzchni mikrogleju peptydem RGD (dziatajgcym jako
kompetetywny inhibitor) zahamowato fosforylacje zaréwno kinazy FAK, jak i kinaz
ponizej w Sciezce sygnatowej: Akt i ERK oraz indukcje ekspresji genow M2
w mikrogleju (Ellert, Wisniewski, Kijewska i wsp. 2016). Komoérki glejaka produkujg
zatem biatka bedace ligandami receptoréw integrynowych i wykorzystujg sygnaty
aktywujgce mikroglej, niejako przeprojektowujgc je na swojg korzysc, tak, aby
wywotac sprzyjajgcy rozwojowi nowotworu stan immunosupresji w guzie.

W niniejszej rozprawie przeprowadzono doswiadczenie typu rescue majgce
na celu sprawdzenie, czy przywrécenie ekspresji Spp7 w komérkach z wyciszong
ekspresjg Spp1 wptynie na wzrost guza in vivo. Ekspresja wtSpp1 w komorkach ze

stabilnie wyciszong ekspresjg endogennej Spp1 przywracata zdolnos¢ do wzrostu
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guza. Ponadto wprowadzono konstrukty umozliwiajgce ekspresje réznych wariantéw
Spp1: z delecjg regionu kodujgcego C-koniec biatka (shSpp1 + AC), z mutacjg
wprowadzajgcg zmiane w miejscu ciecia przez trombine (shSpp1 + mutRSK) oraz
mutacjg punktowg w sekwencji kodujgcej motyw RGD (shSpp1 + mutRGD->RGE).
Ekspresja wariantu Spp1 z punktowg mutacja w motywie RGD w komérkach
pozbawionych Spp1, ale nie wariantu z mutacjg w miejscu ciecia przez trombine bgdz
z delecjg C-konca biatka, hamowata wzrost guza in vivo podobnie jak w guzach
pozbawionych Spp1. Oznacza to, ze choC funkcje biologiczne regulowane przez
pozostate regiony biatka sg bardzo istotne w wielu aspektach rozwoju nowotworu
(takich jak adhezja, migracja czy oddziatywanie z GSCs), to w badanym modelu
kluczowg role we wzroscie guza in vivo odgrywa motyw RGD Spp1 i jego
oddziatywanie z docelowymi receptorami integrynowymi.

Jest to spdjne z obserwacjami Zhou i wsp. (2015), ktérzy wykazali, ze
periostyna (POSTN) wydzielana przez komoérki glejaka jest jednym z kluczowych
biatek zaangazowanym w immunosupresyjng aktywacje GAMs w glejakach, a takze
rekrutacje komorek mieloidalnych do guza. Wyciszenie ekspresji POSTN prowadzito
do zahamowania migracji komérek mieloidalnych, wzrostu ekspresji genéw M1
i spadku ekspresji gendw M2, a zablokowanie wigzania biatka do receptoréw
integrynowych z uzyciem peptydu RGD badz przeciwciata neutralizujgcego
skierowanego przeciwko integrynom avB3 hamowato aktywacje mikrogleju.
Wykazanie kluczowej roli Spp1, Mfg-E8, a takze Postn ujawnito nowe cele
terapeutyczne w GBM i nowe strategie celujgce w interakcje glejaka z mikroglejem.

Dziatanie Spp1 jest plejotropowe i Spp1 wydzielana przez nienowotworowe
komorki gospodarza ma inne znaczenie. Podwyzszony poziom Spp1 obserwowano
miedzy innymi w GAMSs, neutrofilach, MDSCs (Atai i wsp. 2011, Sangaletti i wsp.
2014, Szulzewsky i wsp. 2018, Wei i wsp. 2019). a takze astrocytach, zwtaszcza
w okolicach nisz okotonaczyniowych (Katz i wsp. 2012). Wysokg ekspresje Spp1
w GAMs wykryto w mysim glejaku wywotywanym genetycznie i wykazujgcym profil
ekspresji gendéw zblizony do proneuralnego GBM (Szulzewsky i wsp. 2015).
Wykazano takze, ze GAMs zaréwno z ludzkich GBM, jak i z mysich glejakow
wykazywaty ekspresje pozakomaérkowej formy SPP1 (Szulzewsky i wsp. 2018). Chen
i wsp. (2018) pokazali, ze myszy pozbawione Spp1 w TME wyksztatcaty wieksze
guzy, a wydzielana przez GAMs Spp1 miata dziatanie proangiogenne oraz

pozytywnie wptywata na przezywalnos¢ komorek glejaka. Dane dotyczace
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przezywalnosci zwierzgt pozbawionych Spp1 z glejakiem nie sg jednak
jednoznaczne. Badania Wei i wspotautorow (2019) wykazaty, ze myszy Spp17,
ktorym zaimplantowano komorki glejaka GL261 zyly istotnie dtuzej niz myszy
kontrolne, ktorym zaimplantowano te komorki. Ponadto ich guzy wykazywaty
znacznie stabszg infiltracje przez GAMs o fenotypie pronowotworowym niz guzy
myszy kontrolnych, a takze silniejszy naciek limfocytdw T o wiasciwosciach
przeciwnowotworowych (CD8" i CD4") w Sledzionie, krwi i guzie. Z kolei Szulzewsky
i wsp. (2018) nie obserwowali réznic w dtugosci zycia myszy pozbawionych Spp1
i kontrolnych po zaimplantowaniu komérek GL261. Wskazuje to kluczowa role Spp1
w biologii glejakéw ztosliwych i zwraca uwage na konieczno$¢ wielokierunkowego

myslenia o Spp1 jako celu terapeutycznym.

7.3.4 Wplyw peptydu RGD na napltyw i aktywacje GAMs

W niniejszej rozprawie zidentyfikowano motyw RGD Spp1 jako kluczowy dla
wzrostu guza in vivo. Przeprowadzono doswiadczenie, w ktérym komorki glejaka
implantowano wraz z peptydem ,RGD”, o sekwencji TQRGDIF badz peptydem
kontrolnym (ang. scrambled). Peptydy zawierajgce motyw RGD dziatajg jako
kompetytywne inhibitory, ktére blokujg receptory avp3/B5 i a5B1 obecne na
powierzchni wielu komoérek i tym samym ograniczajg dziatanie ligandéw integryn
(w tym Mfg-E8 i Spp1). Peptyd uzyty w doswiadczeniu w badaniach in vitro blokowat
Sciezki sygnatowe w mikrogleju stymulowanym GCM, hamowat zmiany
morfologiczne (ameboidalng transformacje) oraz indukcje ekspresji gendéw
charakterystycznych dla fenotypu M2 (Ellert-Miklaszewska, Wisniewski, Kijewska
i wsp. 2016).

Jednakze podanie peptydu RGD wraz z komérkami glejaka C6 nie miato
wptywu na naptyw komérek mieloidalnych do guza oraz funkcjonalny fenotyp tych
komoérek, a takze na wielkos¢ guza. Glejaki rosngce po podaniu peptydéw RGD lub
SCR charakteryzowaty sie podobnym naciekiem komérek mieloidalnych (Iba-1*). Co
ciekawe stwierdzono stabszg akumulacje GAMs po podaniu obu peptyddéw niz
w kontrolnych glejakach (bez podania peptydu), komérki te nosity tez duzo stabsze
znamiona aktywaciji. Po podaniu peptydu nie obserwowano komérek Arg1* w guzie,
co wskazuje na zahamowanie immunosupresyjnej aktywacji GAMs. Mozliwe jest, ze
peptyd SCR byt nieoptymalny lub zmiany wywotywane przez peptyd RGD nie byty

wystarczajgco silne lub trwale, aby zahamowac¢ wzrost guza. Nie poréwnano
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wielkosci guzéw kontrolnych (bez peptydu) i tych wyksztatconych po podaniu
peptydu SCR, nie mamy zatem pewnosci, czy sam peptyd SCR wptywat istotnie na
wzrost guzéw in vivo. Mozliwe, ze przetestowanie peptydu kontrolnego o innej
sekwencji, modyfikacja stezen peptydow lub sposobu podania przyniostaby bardziej
jednoznaczne odpowiedzi na pytania o skutecznosc¢ inhibicji oddziatywan ligandow
integryn z ich receptorami in vivo.

Pierwsze badania z uzyciem peptydu zawierajgcego motyw RGD
w nowotworach wykazaty, ze poprzez blokowanie integryn hamuje on inwazyjnos¢
komdérek nowotworowych in vitro, przerzutowanie u myszy oraz angiogeneze (Danen
i wsp. 2013, Ellert-Miklaszewska i wsp. 2020, Sani i wsp. 2021). Wprowadzono
pewne modyfikacje w jego strukturze, majgce na celu zwigkszenie jego stabilnosci
i antagonistycznego dziatania. Cylengityd (ang. Cilengitide), cykliczny peptyd
zawierajgcy motyw RGD, w badaniach przedklinicznych nad glejakami indukowat
Smieré zarowno komorek srodbtonka naczyn, jak i komérek nowotworowych,
a podany myszom z glejakiem zmniejszat wzrost guza (Yamada i wsp. 2006).
Efektywnos¢ cylengitydu (przy jednoczesnej niskiej toksycznosci) obserwowano
u pacjentow z GBM w badaniach klinicznych fazy I/lla, zarébwno po podaniu
samodzielnym, jak i w potgczeniu z radio- i chemioterapig (Kurozumi i wsp. 2012).
Te obiecujgce obserwacje nie przetozyly sie jednak na poprawe rokowan dla
pacjentow — w |l fazie randomizowanych badan na duzej (powyzej 500 osob) grupie
pacjentow podanie cylengitydu wraz z terapiami bedgcymi ,ztotym standardem”
w leczeniu GBM nie zwiekszyto przezywalno$ci pacjentdw z nowozdiagnozowanym
GBM z metylacjg promotora MGMT (na podstawie
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00689221).

Podobne rezultaty otrzymano po zastosowaniu Voloksimabu oraz

MINT1526A: przeciwciat skierowanych przeciwko integrynom a5p81 (Weekes i wsp.
2018, Bell-McGuinn i wsp. 2011). Przypuszczalnie niska skuteczno$¢ peptydow RGD
wynika z krotkiego okresu pottrwania tych czgsteczek oraz ich szybkiego usuwania
przez organizm pacjenta. Cho¢ bariera krew-m6zg w GBM ulega rozszczelnieniu, to
w dalszym ciggu moze stanowi¢ pewng fizyczng bariere dla penetracji peptydu do
uktadu nerwowego, co utrudniatoby osiggniecie i utrzymanie terapeutycznego
stezenia leku w guzie (Tucci i wsp. 2014, Ellert-Miklaszewska i wsp. 2020). Brak
istotnego efektu terapeutycznego zmniejszyt atrakcyjnos¢ hamowania Sciezek

sygnatowych zaleznych od integryn jako celu terapeutycznego, jednak obiecujgcy
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wydaje sie powrot do tej koncepcji przy wykorzystaniu nanotechnologii — zamkniecie
cylengitydu w nanokapsutkach ztozonych z heparyny i poloksameru powodowato
bardziej wydajne przekraczanie leku przez bariere krew-mozg i zwiekszong jego
akumulacje w guzie w szczurzym modelu glejaka (Zhao i wsp. 2016). Obiecujgce
wydajg sie tez badania nad matoczgsteczkowym lekiem GLPGO0187, ktéry moze
blokowac bardzo szerokie spektrum integryn i wykazuje skuteczno$¢ w badaniach
przedklinicznych (Ellert-Miklaszewska i wsp. 2020). W dalszym ciggu prowadzone
sg tez badania nad zaprojektowaniem nowych czgsteczek bedgcych antagonistami
integryn, ktére bedg mogty pokona¢ wspomniane ograniczenia i wykazg wiekszg

biologiczng skutecznosc.
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8. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Glejaki ztosliwe to agresywne nowotwory mozgu, ktére charakteryzuje wysoka
heterogennos¢ genetyczna i skladu komdrkowego, gdyz zawierajg liczne komorki
mieloidalne (GAMs). Komorki te pod wptywem czynnikéw wydzielanych przez glejaki
ulegajg aktywaciji i przeksztatcajg sie w komorki wspierajgce wzrost i inwazyjnosc
guza oraz powodujgce immunosupresje. Celem pracy byta weryfikacja hipotezy
o udziale wydzielanych przez glejaka biatek Mfg-E8 i Spp1 w regulacji wzrostu
guza, w szczegolnosci w modulacji mikrosrodowiska glejakow zlosliwych
i odpowiedzi komoérek ukladu odpornosciowego. W prowadzonych badaniach
wykorzystano komorki glejaka C6, ktore tworzg guzy u szczuréw syngenicznych.
Przeprowadzono szereg badanh histologicznych i molekularnych, aby zbadaé, jak
zmienia sie mikrosrodowisko glejaka jesli w komorkach zostanie wyciszona
ekspresja jednego z biatek. Okreslono takze molekularny mechanizm, poprzez ktéry
biatka te wptywajg na fenotyp komoérek uktadu odpornosciowego w mikrosrodowisku

i blokujg odpowiedz przeciwnowotworowsq.

Wyniki przedstawione w rozprawie pozwalajg na wysuniecie nastepujgcych
wnioskow:

1. Glejaki C6 histologicznie i molekularnie przypominajg podtyp Mes-
GBM ludzkich glejakéw ztosliwych i charakteryzujg sie akumulacjg
komorek mieloidalnych o fenotypie immunosupresyjnym.

2. Wyciszenie ekspresji Spp1 lub Mfg-E8 hamuje wzrost szczurzego
glejaka C6 in vivo, pomimo braku bezposredniego wptywu na
proliferacje i zywotnosc¢ tych komorek.

3. Glejaki pozbawione Mfg-E8 wykazujg zmniejszong migracje w mézgu,
co $wiadczy o istotnej roli Mfg-E8 we wspieraniu migracji komérek
glejaka.

4. Brak wydzielanych przez glejaka Spp1 i Mfg-E8 nie hamuje akumulac;ji
GAMs w guzie, ale blokuje indukcje wspierajgcego nowotwor,
immunosupresyjnego fenotypu. W przypadku glejakéw pozbawionych
Spp1 obserwowano podwyzszong ekspresje prozapalnej interleukiny
18, co moze SwiadczyC o przywroceniu odpowiedzi komorek uktadu

odpornosciowego. Nie stwierdzono istotnego wptywu wyciszenia Spp1
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na naciek limfoidalny, cho¢ w guzach pozbawionych Mfg-E8 zwiekszat
sie odsetek komorek CD3* w guzie.

. Przywrocenie ekspresji Spp1 w komérkach shSpp1, ale nie wariantu
z mutacjg zmieniajgcg motyw RDG, przywracato wzrost guza, co
potwierdza kluczowg role przekaznictwa Spp1-integryny we wzroscie

glejaka.
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