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STRESZCZENIE

Glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma, GBM) jest najczestszym i najbardziej
agresywnym nowotworem zlosliwym mdzgu wystepujacym u osob dorostych, a mediana
czasu przezycia pacjentow wynosi jedynie 14 miesigcy. Charakterystyczng cecha GBM jest
jego ztozone mikrosrodowisko, ktorego znaczng cze$¢ stanowig mikroglej i makrofagi,
komorki uktadu odpornosciowego, ktéore w teorii powinny walczy¢ z nowotworem.
Jednakze czynniki wydzielane przez komorki glejaka promuja polaryzacje fenotypu
mikrogleju 1 makrofagow, przez co zamiast hamowac¢ rozwoj guza, wspierajag one jego
wzrost 1 ograniczajg odpowiedZ przeciwnowotworowa, co czyni je gtldwnymi mediatorami
immunosupresyjnego charakteru mikrosrodowiska GBM. Tak przeprogramowane
mikroglej 1 makrofagi sg zbiorczo okreslane mianem mikrogleju i makrofagow zwigzanych
z glejakiem (ang. glioma-associated microglia and macrophages, GAMs) 1 moga stanowic
nawet do 30% masy guza. Odkrycie molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za
ksztaltowanie pronowotworowych wtasciwosci GAMs jest wigc kluczowe dla opracowania

nowych strategii terapeutycznych GBM.

Biatko SorLA (kodowane przez gen SORLI) jest wewnatrzkomorkowym
receptorem sortujacym, ktory transportuje biatka migdzy rdéznymi organellami
komoérkowymi, wplywajac tym samym na ich ostateczng lokalizacje. Poczatkowo
uwazano, ze w méozgu SorLA wystepuje wylacznie w neuronach, jednak pdzniej ekspresja
receptora zidentyfikowana zostata rowniez w komorkach glejowych, w tym w mikrogleju.
Co ciekawe, na podstawie publicznie dostgpnych danych pochodzacych z analiz
transkryptomu ludzkich probek GBM, SorLA wydaje si¢ odgrywac istotng role
w ksztaltowaniu funkcjonalnych wtasciwosci GAMs. Zgodnie z tg obserwacjg, ogoélnym
celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu SorLA na wlasciwosci GAMs,

a w szczeg6lnosci mikrogleju.

Przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej dos§wiadczenia z wykorzystaniem
mysiego pierwotnego mikrogleju wykazaty, ze poziom transkryptu Sorl/l zalezy od typu
aktywacji komorek. Ponadto okazato sig, iz brak SorLA wptywa na wzmozone wydzielanie
przez mikroglej czynnikdéw prozapalnych w poréwnaniu do komorek typu dzikiego (ang.

wild type, WT), w tym cytokiny TNF-a. Mikroglej pozbawiony SorLA (SorLA-KO) pod



wplywem wspothodowli z komdrkami mysiej linii glejaka charakteryzuje si¢ rowniez
wyzszym poziomem biatek zwigzanych z odpowiedzig interferonowg i fagocytoza, co
$wiadczy o ich prozapalnej aktywacji. Odkrycia te doprowadzity do postawienia hipotezy,
ze brak SorLA moze odblokowywaé prozapalny potencjal mikrogleju i tym samym
wplywaé¢ na charakter mikrosrodowiska glejaka. Wykorzystujac mysi model glejaka
zaobserwowano, ze myszy SorLA-KO rozwijajg mniejsze guzy moézgu w pordwnaniu do
zwierzat WT, czemu towarzysza zmiany w morfologii mikrogleju sugerujace jego
aktywacj¢ prozapalng. Jednocze$nie GAMs z mikrosrodowiska SorLA-KO charakteryzuja
si¢ podwyzszong ekspresja genow zwigzanych z odpowiedzig interferonowa, podczas gdy
poziom transkryptéw charakterystycznych dla funkcji wspierajacych nowotwor jest w tych
komorkach obnizony. W mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO zaobserwowano
takze podwyzszony poziom markeréw zwigzanych z nekroptoza, programowanym typem
$mierci komorkowej, a takze zmiany w profilu infiltrujgcych mikrosrodowisko nowotworu

komorek uktadu odpornosciowego.

Podsumowujac, przedstawione badania wskazuja, ze SorLA odgrywa kluczowa
role w ksztattowaniu wtasciwosci GAMs, a jej brak odblokowuje przeciwnowotworowa
odpowiedz tych komorek, co wptywa na ogdlny potencjat mikrosrodowiska glejaka

i w efekcie hamuje wzrost guza.



ABSTRACT

Glioblastoma (GBM) is the most common and most aggressive brain malignancy in
adults, with a median patients’ survival of only 14 months. A hallmark feature of GBM is
its complex microenvironment, largely composed of microglia and macrophages: immune
cells which in theory should fight with the tumor. However, factors secreted by glioma cells
drive the phenotypic polarization of microglia and macrophages, so instead of limiting
tumor development, they support its growth and suppress anti-tumorigenic response. As
a result, these cells constitute key mediators of the immunosuppressive nature of the GBM
microenvironment. Such re-programmed microglia and macrophages are collectively
called glioma-associated microglia and macrophages (GAMs) and may account for up to
30% of the tumor mass. Therefore, finding molecular mechanisms responsible for shaping
tumor-supportive properties of GAMs is crucial for the development of new therapeutic

strategies of GBM.

SorLA protein (encoded by SORLI gene) is an intracellular sorting receptor which
transports its protein cargoes between different subcellular organelles and therefore defines
their final localization. While the presence of SorLA was initially thought to be limited to
neurons in the brain, it was later discovered to be expressed in glial cells as well, including
microglia. Interestingly, according to publicly available data from analysis of human GBM
samples transcriptomes, SorLA seems to be important in shaping functional properties of
GAMs. In line with this notion, the overall aim of this study was to decipher the influence

of SorL A on the properties of GAMs, in particular microglia.

Experiments performed in the frame of the PhD dissertation revealed that the level
of Sorl1 transcript in primary mouse microglia depends on the activation mode of the cells.
Furthermore, it turned out that lack of SorLA unlocks the ability of microglia to release
pro-inflammatory factors, including TNF-a, when compared to wild type cells (WT).
Microglia depleted of SorLA (SorLA-KO) upon co-culture with mouse glioma cells are
characterized by increased level of proteins linked to interferons-related response and
phagocytosis, which indicates their pro-inflammatory activation. These findings raised the
hypothesis that the lack of SorLA may unlock the pro-inflammatory potential of microglia

and thereby could influence the properties of glioma microenvironment. Indeed, using



mouse model of glioma it was observed that SorLA-KO mice develop smaller brain tumors
when compared to WT animals, which coincides with changes in microglia morphology
suggesting their inflammatory activation. Simultaneously, GAMs from SorLA-KO
microenvironment are characterized by increased expression of genes linked to interferons-
related response, while the levels of transcripts linked to tumor-supportive functions of the
cells are decreased. Finally, in glioma microenvironment of SorLA-KO mice, increased
levels of markers related to necroptotic type of cell death are observed, as well as changes

in the profile of infiltrating immune cells.

In summary, presented research indicates that SorL A is a key player in shaping the
properties of GAMs and its depletion unlocks their anti-tumor response which influences

the overall potential of glioma microenvironment and as a result, prevents tumor growth.
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WYKAZ SKROTOW

2-HG — 2-hydroksyglutaran

AP —amyloid

AC-like (ang. astrocyte-like) — stan podobny do astrocytow

AD (ang. Alzheimer’s disease) — choroba Alzheimera

APC (ang. antigen presenting cells) — komorki prezentujgce antygen
APP (ang. amyloid precursor protein) — biatko prekursorowe amyloidu

ATCC (ang. American Type Culture Collection) — Amerykanska Kolekcja Kultur
Komoérkowych
AU (ang. arbitrary units, AU) — jednostki arbitralne

BBB (ang. blood-brain barrier) — bariera krew-mozg

BDNF (ang. brain-derived neuroptrophic factor) — neurotroficzny czynnik pochodzenia
mozgowego
BSA (ang. bovine serum albumin) — albumina surowicy bydlecej

CAR-T (ang. chimeric antigen receptor T cell) — limfocyty T z chmierowym receptorem
antygenowym
CCR2 (ang. C-C chemokine receptor type 2) — receptor chemokiny C-C typu 2

CD (ang. cluster of differentiation) — biatka CD

CD14 — biatko CD14

CD44 — biatko CD44

¢DC (ang. conventional dendritic cells) — konwencjonalne komorki dendrytyczne
CDKA4 (ang. cyclin dependent kinase 4) — kinaza 4 zalezna od cykliny

¢DNA (ang. coding DNA) — kodujace DNA

CR (ang. complement-type repeats) — powtorzenia typu dopetniacza

CR (ang. complement receptor) — receptor dopetniacza

CSF-1R (ang. colony stimulating factor 1 receptor) — receptor 1 czynnika stymulujacego
kolonie
CTL (ang. cytotoxic T cells) — limfocyty T cytotoksyczne

CX3CL1 (ang. CX3C chemokine ligand 1) — fraktalina
CX3CRI1 - receptor fraktaliny
CXCL16 (ang. CXC ligand chemoreceptor 16) — biatko CXCL16

DAMP (ang. danger-associated molecular patterns) — wzorce molekulane zwigzane

Z zagrozeniem

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

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

ECL (ang. electrochemiluminescence) — elektrochemiluminescencja

ECM (ang. extracellular matrix) — macierz zewnatrzkomoérkowa

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

EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) — receptor czynnika wzrostu naskorka
ER (ang. endoplasmic reticulum) — siateczka §rodplazmatyczna



ERK (ang. extracellular signal-regulated kinases) — kinazy regulowane sygnatami
zewnatrzkomérkowymi

FACS (ang. fluorescence activated cell sorting) — sortowanie komoérek aktywowane
fluorescencja

FBS (ang. fetal bovine serum) — bydleca surowica ptodowa

FcyR (ang. Fey receptors for immunoglobulins) — receptory Fcy dla immunoglobulin
FDA (ang. Food and Drug Agency) — Agencja Zywnosci i Lekow

FDR (ang. false discovery rate) — wspotczynnik fatszywych odkry¢

FMO (ang. fluorescence minus one) — kontrola pozbawiona jednego fluoroforu

FNIII (ang. fibronectin III) — fibronektyna I11

G (ang. grade) — stopien klasyfikacji ludzkich glejakéw

Gal-3 (ang. galectin-3) — galektyna-3

GAMs (ang. glioma-associated microglia and macrophages) — mikroglej 1 makrofagi
zwigzane z glejakiem

GAPDH (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) — dehydrogenaza aldehydu 3-

fosfoglicerynowego
GBM (ang. glioblastoma) — glejak wielopostaciowy

GFP (ang. green fluorescence protein) — bialko zielonej fluorescencji
GL261 (ang. glioma 261) — mysia linia glejaka 261

GM130 (ang. Golgi matrix protein 130) — biatko macierzy Golgiego 130
GPX4 (ang. glutathione peroxidase 4) — peroksydaza glutationu 4

HBSS (ang. Hanks' Balanced Salt Solution) — zrobwnowazony roztwor soli fizjologicznej
Hanka

HEK?293 (ang. human embryonic kidney 293 cells) — ludzka embrionalna linia komorkowa
nerki 293

HRP (ang. horseradish peroxidase) — peroksydaza chrzanowa

HS (ang. horse serum) — surowica konska

IBA1 (ang. lonized Calcium-Binding Adaptor Molecule 1) — biatko IBA1

IDH1/2 (ang. isocitrate dehydrogenase 1/2) — dehydrogenaza cytrynianowa 1/2

IFITs (ang. interferon-induced proteins with tetracopeptides) — biatka z grupy IFIT

IFN (ang. interferons) — interferony

IFN-y — interferon-y

IFNYR — receptor dla interferonu-y

IL-10 (ang. interleukin-10) — interleukina-10

IL-6 (ang. interleukin-6) — interleukina-6

ISG (ang. interferon-stimulated genes) — geny stymulowane przez interferon

LAMP1 (ang. Lysosome-associated membrane glycoprotein 1) — biatko LAMP1

LDLR (ang. low-density lipoprotein receptors) — receptory lipoprotein o niskiej gestosci
LKE — Lokalna Komisja Etyczna

LPS (ang. lipopolysaccharide) — lipopolisacharyd

M-CSF (ang. macrophage colony-stimulating factor) — czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii makrofagdéw

MGMT (ang. OS-methylguanine-DNA methyltransferase) — metylotransferaza DNA
O®-metyloguaniny
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MLKL (ang. mixed lineage kinase domain like pseudokinase) — biatko MLKL
MMP9 (ang. metalloproteinase 9) — metaloproteinaza 9

MPO (ang. myeloperoxidase) — mieloperoksydaza

mRNA (ang. messenger ribonucleic acid) — informacyjny kwas rybonukleinowy
MS (ang. mass spectrometry) — spektrometria mas

MVB (ang. multivesicular body) — ciatko wielopgcherzykowe

NDS (ang. normal donkey serum) — normalna surowica osla

NF1 (ang. Neurofibromin-1) — neurofibromina 1

NGF (ang. nerve growth factor) — czynnik wzrostu nerwow

NK (ang. natural killer cells) — komoérki naturalni zabdjcy

NPC-like (ang. neural-progenitor like) — stan podobny do progenitorow komorek
neuronalnych
NRGT1 - neuregulina-1

OPC-like (ang. oligodendrocyte-progenitor like) — stan podobny do progenitoréw
oligodendrocytow
OUN - o$rodkowy uktad nerwowy

P/S — penicylina/streptomycyna
p53 (ang. tumor suppressor protein 53) — biatko supresorowe nowotworu 53
P75NTR (ang. p75 neurotrophin receptor) — receptor neurotrofinowy p75

PAMP (ang. patohogen-associated molecular patterns) — wzorce molekularne zwigzane
Z patogenami
PARP (ang. poly (ADP-ribose) polymerase-1) — biatko PARP

PBS (ang. phosphate buffered saline) — buforowany roztwor soli fizjologicznej

PDGFRA (ang. platelet-derived growth factor receptor A) — receptor alfa dla ptytkowego
czynnika wzrostu
PFA (ang. paraformaldehyde) — paraformaldehyd

PLL (ang. poly-L-lysine) — poli-L-lizyna
PMA (ang. phorbol myristate acetate) — forbol 12-mirystynian 13-octan

qPCR (ang. quantitative polymerase chain reaction) — ilo$ciowa reakcja tancuchowa
polimerazy
RIP1 (ang. receptor-interacting protein kinase 1) — biatko RIP1

RIP3 (ang. receptor-interacting protein kinase 3) — biatko RIP3

S.E.M. (ang. standard error mean) — btad standardowy $redniej

scRNA-seq (ang. single-cell RNA sequencing) — sekwencjonowanie RNA pojedynczej
komorki

SDS-PAGE (ang. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) —rozdziat
elektroforetyczny w zelu denaturujgcym

SNP (ang. single nucleotide polymorphisms) — polimorfizmy pojedynczego nukleotydu
SorLA-KO (ang. SorLA-knockout) — pozbawione SorLA

SPP1 (ang. secreted phosphoprotein 1) — osteopontyna

STAT (ang. signal transducer and activator of transcription) — przekaznik sygnatu
1 aktywator transkrypcji

TBS (ang. Tris-buffered saline) — roztwor soli buforowanej Tris

tdT (ang. tdTomato) — biatko fluorescencyjne tdTomato
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TERT (ang. telomerase reverse transcriptase) — odwrotna transkryptaza telomerazy
TGN (ang. trans Golgi network) — sie¢ trans aparatu Golgiego

Th (ang. T helper lymphocytes) — limfocyty T pomocnicze

TLR4 (ang. Toll-like receptor 4) — receptor Toll-podobny 4

TMEM119 (ang. transmembrane protein 119) — biatko TMEM119

TNF-a (ang. tumor necrosis _factor o) — czynnik martwicy nowotworoéw o

TREM2 (ang. triggering receptor expressed on myeloid cells 2) — biatko TREM2
TrfR (ang. transferrin receptor) — receptor transferyny

Trk (ang. tropomyosin-related kinases) — receptory z grupy kinaz tropomiozynowych
uPAR (ang. urokinase-type plasminogen activator receptor) — receptor uPAR

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu srodbtonka naczyn
VPS10P (ang. vacuolar protein sorting 10 protein) — biatko VPS10P

Vtilb (ang. Vesicle Transport Through Interaction With T-SNAREs homolog 1B)
— biatko Vtilb )
WHO (ang. World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia

WT (ang. wild type) — typ dziki
a-KG — alfa-ketoglutaran
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I. WSTEP

1.1. Epidemiologia nowotworéw mozgu u osob dorostych

Glejaki pierwotne to nowotwory moézgu powstajace z macierzystych komorek
nerwowych lub progenitorow komorek glejowych, ktoére na skutek gromadzacych sig
zmian genetycznych zaczynajg ulega¢ niekontrolowanym podziatom. Sposrod wszystkich
glejakow pierwotnych 80% to nowotwory ztosliwe. Na §wiecie rocznie diagnozuje si¢ je
u 7 na 100 000 osdb, podczas gdy w Polsce, wedtug Krajowego Rejestru Nowotworow, co
roku diagnozowanych jest 2800 pacjentow. Ryzyko rozwoju glejaka wzrasta wraz
z wiekiem, a nowotwor czesciej rozwija si¢ u mezczyzn (stosunek chorujacych mezczyzn
do kobiet to 1,6:1) (Colopi 1 in., 2023). O chorobie pacjenci najczesciej dowiadujg si¢ po
wystgpieniu fazy symptomatycznej, ktora w zalezno$ci od stopnia agresywnosci
nowotworu obejmuje objawy takie jak napady padaczkowe, bole glowy czy utrata

zdolnosci poznawczych (Byun & Park, 2022).

Obecnie obowigzujaca klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World
Health Organization, WHO) nowotworéw moézgu pochodzaca z 2021 roku dzieli glejaki
na te wystgpujace u oséb dorostych oraz u dzieci. Do grupy glejakéw pierwotnych
zaliczono ponad 40 rodzajow guzow, ktorych nazwy pochodza od komorek ulegajacych
transformacji nowotworowej. Kluczowa podstawg klasyfikacji glejakow wystepujacych
u osob dorostych jest status mutacji w genach kodujacych dehydrogenaze cytrynianowg
1/2 (ang. isocitrate dehydrogenase, IDH1/2). IDH to enzym bioracy udziat w cyklu Krebsa,
ktory katalizuje proces oksydacyjnej dekarboksylacji izocytrynianu, na skutek czego
powstaje a-ketoglutaran (a-KG). Najczesciej wystepujace mutacje zwigzane z IDH
obejmujg substytucje aminokwasu argininy do histydyny w pozycji 132 w przypadku IDH1
oraz w pozycjach 140 i 172 w przypadku IDH?2. Mutacje te powoduja, ze biatka IDH
nabywaja zdolno$ci do metabolizowania 0-KG do tzw. onkometabolitu,
2-hydroksyglutaranu (2-HG). Wzmozona produkcja 2-HG prowadzi do zmian
metabolicznych w komorkach nowotworowych, obejmujgcych wzmozone procesy
lipogenezy oraz zahamowanie glikolizy, co ma na celu rekompensacj¢ obnizonej
zawarto$ci a-KG. Co wigcej, 2-HG hamuje enzymy z grupy demetylaz, co powoduje

hipermetylacj¢ histonow oraz kwasu deokryrybonukleinowego (ang. deoxyrybonucleic
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acid, DNA) 1 prowadzi do zmian w ekspresji wielu genow waznych dla onkogenezy.
Wszystkie te zjawiska wpltywaja na tempo rozwoju nowotworu i ksztattowanie jego
mikrosrodowiska, co ma znaczacy wplyw na rokowania chorych — pacjenci z glejakami
z mutacja IDH1/2 wykazuja dluzszg przezywalno$¢ (Han 1 in., 2020; Klemm 1 in., 2020;
Miller i in., 2023).

Wedlug klasyfikacji WHO nowotwory mozgu grupowane sg wedlug stopnia
ztosliwosci G (ang. grade), ktory okreslaja cyfry od G1 do G4. Glejaki wystepujace u oséb
dorostych pod katem aktualnie obowiazujacej klasytikacji WHO charakteryzowane sg
wedtug nastepujacych kryteriow (Louis 1in., 2021; Park i in., 2023):

e ich cech histologicznych (m.in. wystepowania licznych oznak mitozy, obecnos$ci

nekrozy czy intensywnosci stopnia unaczynienia);

e wystepowania okre$lonych mutacji w zmienionych nowotworowo komorkach,
przede wszystkim mutacji w genach /DHI/2 badZz m.in. mutacji w obrebie
promotora genu odwrotnej transkryptazy telomerazy (ang. telomerase reverse
transcriptase, TERT), mutacji w sekwencji genu biatka supresorowego nowotworu
53 (ang. tumor suppressor protein 53, p53) lub amplifikacji genu receptora

czynnika wzrostu naskorka (ang. epidermal growth factor receptor, EGFR);

e wystepowania wspotdelecji krotkiego ramienia chromosomu 1 (1p) oraz dtugiego

ramienia chromosomu 19 (19q);

e wystepowania zmian w liczbie chromosoméw: amplifikacje w chromosomie 7

i delecje w chromosomie 10.

Na podstawie powyzszych kryteriow rozrozniane sg m.in. najbardziej agresywne wsrod
nowotworow mozgu u dorostych glejaki wielopostaciowe (ang. glioblastoma, GBM),
posiadajagce niezmutowane wersje genow [IDHI/2, ktérych stopien zlosliwosci
klasyfikowany jest jako G4. Do nowotworéw mozgu charakteryzujacych si¢ mutacja
IDH1/2 zaliczane s3 m.in. gwiazdziaki (ang. astrocytoma) (G2,G3,G4) czy skapodrzewiaki
(ang. oligodendroglioma) (G2,G3). Dla wigkszosci glejakéw typowy jest tzw. wzrost
rozlany (ang. diffuse), co oznacza, ze guz rozprzestrzenia si¢ w rdéznych czesciach

parenchymy mozgu (m.in. poprzez naczynia krwionosne, istote biata badZ opony migkkie)
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1 nie ma jasno zaznaczonych granic, co uniemozliwia jego efektywne usunigcie na drodze
operacji chirurgicznej. Z kolei do guzéw o wzroscie nierozlanym (ang. non-diffuse)
zaliczane sg m.in. gwiazdziaki wlosokomorkowate (ang. pilocytic astrocytoma) (G1) lub

wysciotczaki (ang. ependymoma) (G2).

Najczesciej wystepujacym u dorostych glejakiem pierwotnym jest GBM (ok. 50%
wszystkich  przypadkow nowotworow modzgu), charakteryzujacy si¢  wysoka
agresywnoscia i szybkim stopniem post¢gpowania choroby. Mediana przezycia pacjentow
od momentu diagnozy wynosi jedynie 14 miesigcy (Ostrom 1in., 2021). Glowna przyczyna
wysokiej agresywnosci GBM jest heterogenno$¢ tworzacych go komorek. Wyniki badan
wykorzystujacych transkryptomike pojedynczych komorek wskazuja, ze GBM tworzg
komoérki o roéznych stanach funkcjonalnych, charakteryzujacych si¢ wystepowaniem

okreslonych mutacji genetycznych (Neftel i in., 2019):

e stan podobny do progenitorow komorek neuronalnych (ang. neural-progenitor
like, NPC-like) z mutacjami w genie kinazy 4 zaleznej od cykliny (ang. cyclin

dependent kinase 4, CDK4);

e stan podobny do astrocytéw (ang. astrocyte-like, AC-like) z mutacjami w genie

EGFR,;

e stan podobny do progenitoréw oligodendrocytow (ang. oligodendrocyte-
progenitor like, OPC-like) z mutacjami w genie receptora alfa dla ptytkowego

czynnika wzrostu (ang. platelet-derived growth factor receptor A, PDGFRA);

e stan mezenchymalny (ang. mesenchymal-like, MES-like) z mutacjami w genie

kodujacym neurofibromine 1 (ang. neurofibromin-1, NF1).

Mnogos¢ mutacji w komodrkach nowotworowych tworzacych GBM znaczaco utrudnia
efektywne zastosowanie terapii nakierowanej na pojedynczy cel molekularny. Dodatkowo,
heterogennos$¢ ta powoduje wysoki stopien zréznicowania guzoOw miedzy pacjentami, co
utrudnia zastosowanie tego samego typu terapii u wigkszej grupy chorych. Réznorodnos¢
komoérek nowotworowych oraz zdolno$¢ ich migracji pomigdzy réznymi obszarami
anatomicznymi mozgu nadaje GBM wysoce inwazyjny charakter (Holland, 2000;

Noch i in., 2018).
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1.2.  Wybrane strategie terapeutyczne wykorzystywane w leczeniu glejaka

wielopostaciowego

Najczgsciej stosowanym standardem terapeutycznym GBM jest chirurgiczne
usunigcie guza oraz radio- i chemioterapia przy uzyciu temozolomidu, §rodka alkilujacego
DNA. Temozolomid oraz bewacyzumab, czyli przeciwciatlo monoklonalne hamujace
powstawanie naczyn krwionosnych (tzw. angiogeneze), ktore uzywane jest najczescie]
w przypadkach nawrotu choroby, to obecnie jedyne zatwierdzone przez Agencje Zywnosci

i Lekow (ang. Food and Drug Agency, FDA) farmaceutyki stosowane w leczeniu GBM.

Mechanizm dzialania temozolomidu opiera si¢ na tworzeniu peknie¢ w strukturze
podwdjnej helisy DNA powstajacych na skutek alkilacji zasad azotowych, co doprowadza
do uruchomienia mechanizméw programowanej $mierci komorkowej (Ortiz 1 in., 2021).
Przed rozpoczgciem stosowania temozolomidu, celem oszacowania szans powodzenia
terapii, u pacjentow sprawdzany jest status metylacji promotora genu metylotransferazy
DNA OS-metyloguaniny (ang. O°-methylguanine-DNA methyltransferase, MGMT).
Aktywny enzym MGMT zdolny jest do usuwania grup alkilowych z pozycji O° guaniny
DNA, co chroni komorki nowotworowe przed toksycznym dzialaniem leku. Metylacja
promotora MGMT powoduje natomiast, ze gen nie ulega transkrypcji, co zwieksza szanse
na skuteczne zastosowanie chemioterapii. Leczenie temozolomidem wydtuza czas zycia
pacjentéw nawet do 5 lat, jednak wraz z uplywajagcym czasem stosowania, na lek ten

wyksztalca si¢ opornos¢ (Chien iin., 2021).

Bewacyzumab wigzac czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn (ang. vascular
endothelial growth factor, VEGF) hamuje angiogeneze, ktora jest kluczowa dla rozwoju
guza. Mimo, ze bewacyzumab nie wplywa istotnie na przezywalnos¢ pacjentéw, jego
stosowanie znaczaco poprawia komfort ich zycia i niweluje skutki uboczne zwigzane

z radioterapig czy zazywaniem $srodkow steroidowych (M. Fu iin., 2023).

Obecnie wiele zespotéw na catym §wiecie prowadzi badania nad opracowaniem
nowych terapii, ktére moglyby znaczaco wydtuzy¢ dtugo$¢ i poprawi¢ komfort zycia
pacjentow cierpigcych na GBM, a wiele z nich znajduje si¢ obecnie w fazie badan

klinicznych. Wedlug danych ze strony internetowe] rejestrujacej wszystkie badania

kliniczne (http.//clinicaltrials.gov), w ramach terapii GBM prowadzonych jest obecnie
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ponad 2000 badan, znajdujacych si¢ w réznych fazach (stan na dzien 12.06.2025 r. po

wyszukaniu frazy ,,Glioblastoma multiforme”).

Do innowacyjnych strategii terapeutycznych GBM mozna zaliczy¢ m.in.
zindywidualizowang terapi¢ CAR-T (ang. chimeric antigen receptor T cell), ktéra polega
na pobraniu z krwi pacjenta limfocytow T i poddania ich w warunkach laboratoryjnych
odpowiednim modyfikacjom genetycznym. Ma to na celu przeprogramowanie komoérek
w taki sposob, aby wyrazaty na swej powierzchni syntetyczne receptory CAR, dzigki
ktérym po podaniu do organizmu pacjenta moga one szybko i efektywnie rozpoznaé
1 niszczy¢ komorki nowotworowe (Grewal 1 in., 2025). W leczeniu GBM duza nadziej¢
poktada si¢ réwniez w zastosowaniu inhibitorow immunologicznych punktow kontrolnych
(ang. immune-checkpoints inhibitors), ktére maja na celu uniemozliwi¢ komoérkom guza
zahamowanie aktywnosci przeciwnowotworowych limfocytow T (Liu i1 in., 2024).
Niestety, ze wzgledu na niski stopien naptywu limfocytow T do mikrosrodowiska guza
oraz ich tzw. wyczerpanie (ang. exhaustion), terapie te nie przynosza pozadanych efektow.
Innym ciekawym podejs$ciem terapeutycznym jest stosowanie wirusOw onkolitycznych,
ktoére dzigki odpowiednim modyfikacjom genetycznym infekuja komoérki nowotworowe,

a nastgpnie doprowadzajg do ich $mierci (Foreman 1 in., 2017).

Szczepionki przeciwnowotworowe stosowane w celu pobudzenia odpowiedzi
uktadu odpornos$ciowego réwniez stanowia obiecujaca perspektywe dla pacjentow
cierpigcych na GBM. Ich zalozeniem jest, iz podanie do organizmu pacjenta antygenow
nowotworowych pobudzi aktywno$¢ komorek prezentujgcych antygen (ang. antigen
presenting cells, APC), co wplynie na pobudzenie aktywnos$ci przeciwnowotworowe;j
limfocytow T oraz wyksztalcenie pamigci immunologicznej, znaczacej w przypadku
nawrotu choroby. Szczepionki przeciwnowotworowe podawane s3 w formie peptydow
badz czasteczek informacyjnego kwasu rybonukleinowego (ang. messenger ribonucleic
acid, mRNA). Szczepionki moga réwniez sktada¢ si¢ z konwencjonalnych komorek
dendrytycznych (ang. conventional dendritic cells, cDC) hodowanych ex vivo, ktére po
odpowiedniej procedurze roznicowania poddaje si¢ kontaktowi z antygenem
nowotworowym. Inng formg szczepionek sg wektory wirusowe, zdolne do infekowania
komorek nowotworowych 1 promowania przez nie ekspresji antygenéw pobudzajacych

odpowiedzZ przeciwnowotworowg (Xiong i in., 2024).

23



Niestety, mimo intensywnych prac nad rozwojem nowatorskich terapii GBM,
zroznicowanie komorek nowotworowych oraz skomplikowane, silnie immunosupresyjne
mikrosrodowisko (sekcja 1.3.) powoduje, ze ich skuteczno$¢ wciaz jest bardzo niska.
Obiecujace wydaje si¢ natomiast stosowanie réznych rodzajow terapii jednocze$nie

(Schonfeld i in., 2024; Segura-Collar i in., 2023; P. Zhu i in., 2023).

1.3.  Mikroglej i makrofagi jako element mikrosrodowiska wspierajacy rozwoj

glejaka wielopostaciowego

Wraz z rozwojem glejakow pierwotnych ksztalttuje si¢ ich mikrosrodowisko, na
ktore sktadaja si¢ zarowno elementy niekomorkowe, jak 1 komoérkowe. Do pierwszej
kategorii zaliczy¢ mozna szeroko pojeta macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular
matrix, ECM), enzymy wptywajace na jej reorganizacje, wydzielane czasteczki sygnatowe
takie jak cytokiny, chemokiny czy czynniki wzrostu, jak rowniez elementy
wykorzystywane przez komorki nowotworowe do migracji i bezposredniej komunikacji
miedzy sobg, m.in. mikrotubule nowotworowe badz pecherzyki wydzielnicze (Indira
Chandran i in., 2024; Osswald 1 in., 2015). Do elementow komorkowych mikrosrodowiska
guza (pomijajac komodrki nowotworowe) zaliczy¢ mozna astrocyty, oligodendrocyty,
neurony i mikroglej, jak rowniez fibroblasty oraz komorki endotelialne tworzace naczynia
krwionosne (Faisal 1 in., 2022; P. Sharma 1 in., 2023). Waznym elementem
mikrosrodowiska glejakow sa rowniez komorki uktadu odpornosciowego, ktore naptywaja
do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) z krwi obwodowej przez barier¢ krew-mozg
(ang. blood-brain barrier, BBB), ktorej przepuszczalno$¢ zmienia si¢ pod wpltywem
rozwoju guza. W przewazajacej ilosci sg to monocyty, powstajgce z monocytoéw makrofagi,
jak réwniez neutrofile, komorki dendrytyczne, limfocyty T, limfocyty B czy niedojrzale
komorki mieloidalne. Proporcje, w jakich okre§lone komorki uktadu odpornosciowego
wystepuja w mikrosrodowisku glejaka zalezg od stopnia jego ztosliwosci (Klemm 1 in.,
2020). Schematyczne przedstawienie mikrosrodowiska glejaka z uwzglednieniem
wystepujacych w nim elementow komodrkowych i niekomérkowych przedstawiono na

Rycinie 1.
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie wybranych elementow mikrosrodowiska glejaka
z uwzglednieniem elementéw niekomorkowych i komérkowych [na podstawie P. Sharma i in.,
2023]. Rycina zostata przygotowana z wykorzystaniem programu BioRender.

Mikroglej oraz makrofagi to komorki linii mieloidalnej, najliczniej obecne
w mikro$rodowisku GBM, mogace stanowi¢ nawet 30% masy guza (Charles 1 in., 2012;
Xuan 1 in., 2021). Jako populacja komorek uktadu odpornosciowego mdzgu, mikroglej
petni w OUN kluczowag rolg w utrzymaniu homeostazy: rozpoznaje m.in. patogeny i biatka
o nieprawidtowej strukturze, a takze wplywa na przezywalno$¢ komorek nerwowych.
Mikroglej reguluje rowniez ilo$¢ potaczen neuronalnych podczas rozwoju osobniczego
oraz uczestniczy w procesach zwigzanych z plastycznos$cig synaptyczng. Mikroglej
wywodzi si¢ z komorek progenitorowych powstajacych w pecherzyku zottkowym
w trakcie rozwoju embrionalnego i stanowi dlugo utrzymujaca si¢ populacje (Q. Li &
Barres, 2018; Prinz 1 in., 2019; Prinz & Priller, 2014). Makrofagi powstajg natomiast
z monocytéw produkowanych w szpiku kostnym, ktore po przedostaniu si¢ z krwioobiegu
do $rodowiska guza ulegaja roznicowaniu do stadium makrofagéw, stanowigcych krétko
zyjaca populacje. Makrofagi moga zosta¢ latwo zastgpione przez nowo produkowane

w szpiku kostnym monocyty (Mass 1 in., 2023). Zardwno mikroglej jak i makrofagi to
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komorki zdolne do fagocytozy, ktore charakteryzuje wysoka plastyczno$¢, co oznacza, ze
pod wplywem okre§lonych bodzcéw moga przybierac rézne wlasciwosci, m.in. prozapalne,
proregeneracyjne czy pronowotworowe, co okreslane jest mianem polaryzacji fenotypu.
Podczas rozwoju GBM, komorki nowotworowe wydzielaja szereg czynnikow, takich jak
interleukina-10 (ang. interleukin-10, 1L-10), czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
makrofagow (ang. macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) fraktalina (ang. CX3C
chemokine ligand 1, CX3CL1) czy osteopontyna (ang. secreted phosphoprotein 1, SPP1),
ktére promuja polaryzacj¢ fenotypu mikrogleju i makrofagéw w kierunku wspierajacym
nowotwor (Ellert-Miklaszewska 1 in., 2018). Mimo faktu, ze mikroglej 1 makrofagi
stanowig r6zne populacje komorek, w przebiegu glejaka ze wzgledu na ich
pronowotworowe wilasciwosci i1 ekspresje wielu tych samych genow zaliczane sg one do
jednej grupy, ktora okresla si¢ mianem mikrogleju i makrofagdw zwigzanych z glejakiem

(ang. glioma-associated microglia and macrophages, GAMs).

Pomimo licznych podobienstw, mikroglej i makrofagi r6znig si¢ miedzy sobg m.in.
pod katem lokalizacji w mikrosrodowisku glejaka: mikroglej gromadzi si¢
W przewazajacym stopniu na obrzezach guza, podczas gdy makrofagi zajmuja przestrzen
pomiedzy komoérkami nowotworowymi, zasiedlajac w szczegdélnosci okolice naczyn
krwiono$nych. Dodatkowo, mikroglej w przeciwienstwie do makrofagéw posiada wigksza
liczbe wypustek, a stopien ich rozgat¢zienia zwigzany jest z rodzajem aktywacji komorek:
wysoki stopien rozgalezienia wystepuje, gdy komorki pelnia homeostatyczne badz
proregeneracyjne funkcje, podczas gdy aktywacja w kierunku prozapalnym promuje
przyjmowanie przez mikroglej ksztattu ameboidalnego, o niskim stopniu rozgatezienia

(Z. Chen1iin., 2019).

GAMs, wydzielajac czynniki takie jak enzymy reorganizujgce ECM, interleukiny,
chemokiny badz czynniki wzrostu, wspierajg angiogeneze, promujg wzrost 1 inwazyjnos$¢
guza, a takze hamujg przeciwnowotworowg odpowiedz wywotywang przez limfocyty T,
doprowadzajac je do stanu wyczerpania. Rownoczesnie GAMs przyciagaja i pobudzaja
limfocyty T regulatorowe, ktére hamuja rozwdj odpowiedzi odpornosciowej przeciwko
nowotworowi (Buonfiglioli & Hambardzumyan, 2021; Mantovani 1 in., 2021).
Mikro$rodowisko GBM, ktére ogranicza naptyw komorek uktadu odpornosciowego

nakierowanych na walke z guzem i uniemozliwia rozwdj efektywnej odpowiedzi
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przeciwnowotworowej okresla si¢ mianem ,,mikrosrodowiska immunologicznie zimnego”.
Schemat polaryzacji fenotypu mikrogleju i makrofagéw w kierunku GAMs przedstawiono

na Rycinie 2.

Komorki glejaka
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Makrofagi i mikroglej Przebudowa ECM

Rycina 2. Schemat polaryzacji fenotypu mikrogleju i makrofagéow w kierunku wspierajacych
nowotwor GAMs. Rycina zostata przygotowana z wykorzystaniem programu BioRender.

Wiasciwosci GAMs w mikrosrodowisku nowotworu moézgu przez dlugi czas
okreslane byty w sposob zero-jedynkowy, tzn. przypisywano im funkcje prozapalne (M1)
badz pronowotworowe (M2). Od czasu rozwoju zaawansowanych technik biologii
molekularnej takich jak sekwencjonowanie RNA pojedynczej komorki (ang. single-cell
RNA sequencing, scRNA-seq) okazato sig¢, iz klasyfikacja ta nie jest do konca prawidlowa,
gdyz profile transkryptomiczne komoérek czesto sugeruja pelnienie przez nie
przeciwstawnych funkcji jednoczes$nie. Prawdopodobnie wynika to z faktu, iz GAMs to
silnie plastyczne komorki, w zwigzku z czym polaryzacja ich fenotypu moze by¢ procesem
ciggtym. Na podstawie r6znych, niezaleznych danych pochodzacych z scRNA-seq obecnie
wiadomo, ze GAMs w mikrosrodowisku GBM wykazuja spektrum wtasciwosci, od
pronowotworowych do prozapalnych. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz ekspresja niektorych
gendw silnie wskazuje, ktore wlasciwosci GAMs przewazaja na poziomie funkcjonalnym.
Przyktadowo, ekspresja genow takich jak ARG1, CD206, CD163, TREM?2, SPP1 wskazuje
na wilasciwosci pronowotworowe GAMs, podczas gdy wysoki poziom ekspresji genow

takich jak iNOS, NLRPI, COX2, CD6S, IRF7 $wiadczy o ich funkcjach prozapalnych
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(Abdelfattah 1 in., 2022; Ellert-Miklaszewska i in., 2013; Gabrusiewicz 1 in., 2016;
Guimaraes 1 1in., 2024; Liu 1 in., 2021).

Bioragc pod uwage wysoki odsetek GAMs w mikrosrodowisku nowotworu,
zablokowanie molekularnych mechanizméw uczestniczacych w polaryzacji ich fenotypu
w kierunku pronowotworowym stanowi obiecujacg strategi¢ majaca na celu zmniejszenie
immunosupresyjnych wilasciwosci mikrosrodowiska GBM. Powstajacy stan zapalny
pobudzatby wowczas odpowiedz uktadu odporno$ciowego w kierunku walki z guzem, co
mogloby rowniez zwigkszy¢ efektywno$¢ zastosowanych immunoterapii. Dodatkowo,
wydzielane przez GAMs czynniki prozapalne wptywatyby na aktywacje S$ciezek
zwigzanych z programowang $miercig komorkowsa, likwidujgc tym samym komorki

tworzace nowotwor, prowadzac do jego regresji.

Do tej pory podejmowano rézne proby modyfikacji wilasciwosci GAMs
w przebiegu GBM. Jedng z nich jest uzycie inhibitorow receptora 1 czynnika
stymulujgcego kolonie (ang. colony stimulating factor 1 receptor, CSF-1R), ktory jest
znaczacy dla przezycia zar6wno mikrogleju jak i makrofagéw. W zaleznos$ci od uzytej
czasteczki, blokada CSF-1R w terapii GBM moze spowodowa¢ obnizenie liczby GAMs
(Ries 1 in., 2014) lub ogranicza¢ ich pronowotworowe funkcje (Pyonteck 1 in., 2013).
Innymi przyktadami prob przeprogramowania GAMs sg terapie celujagce w interleuking-6
(IL-6) 1 biatko powierzchniowe CD40 (F. Yang i in., 2021), polipeptyd SLIT2
(Geraldo1in.,2021) badz czasteczke adhezyjng P-selektyneg (Yeiniiin., 2021). W terapiach
skoncentrowanych na GAMs podejmuje si¢ rowniez proby zahamowania ich naptywu do
mikrosrodowiska poprzez celowanie w m.in. SPP1 (Wei 1 in., 2019) czy receptor
chemokiny C-C typu 2 (ang. C-C chemokine receptor type 2, CCR2) (Flores-Toro 1 in.,
2020).

Ciekawg strategia modyfikacji wlasciwosci GAMs wydaje si¢ rowniez wptyw na
wydzielanie przez nie biologicznie aktywnych biatek. Nalezy bowiem zaznaczy¢, iz
glowna funkcjonalng konsekwencja polaryzacji fenotypu jest uwalnianie do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej czynnikow, ktore w przypadku GAMs promujg rozwdj procesow
proregeneracyjnych/pronowotworowych, podczas gdy wydzielanie czynnikow
prozapalnych jest ograniczone. Mechanizmoéw regulujacych uwalnianie przez komorki

biologicznie aktywnych biatek jest kilka. Podstawowy z nich obejmuje pecherzykowy
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system transportowy (sekcja 1.4.). Wydzielanie r6znorodnych czynnikow przez mikroglej
1 makrofagi moze opiera¢ si¢ rOwniez na reorganizacji ich cytoszkieletu, badz wydzielaniu
nieklasycznym (procesy te zostaly opisane w pracy przegladowej Kaminska i1 in., 2024).
Mimo, ze proby wywarcia wptywu na wydzielanie czynnikow przez GAMs nie sg tak
powszechne jak inne metody stosowane w podejsciach majacych na celu zmiang kierunku
polaryzacji ich fenotypu, strategia ta wydaje si¢ stanowi¢ interesujacy kierunek badan nad

nowatorskimi terapiami GBM.
1.4. Pecherzykowy system transportowy komorek eukariotycznych

Podstawa prawidlowego funkcjonowania kazdej komorki eukariotycznej jest
czasowe 1 przestrzenne rozdzielenie zachodzacych w niej procesoOw. Maszynerig
napedzajaca owe procesy sa réznorodne biatka, ktore - aby petni¢ swoje funkcje - musza
zosta¢ dostarczone do konkretnej organelli komérkowej, zosta¢ wydzielone poza wnetrze
komorki lub ulec zakotwiczeniu w jej btonie komorkowej. Kluczowa jest rowniez regulacja
ilosci owych bialek, stad procesy zwigzane z ich degradacjg stanowig wazny element
utrzymania homeostazy. Czasowa 1 przestrzenng regulacj¢ rozmieszczenia biatek
komoérkowych, a przez to procesow, w ktorych uczestnicza, zapewnia komoérkom
eukariotycznym system bton wewnetrznych. Jest to ogdlna nazwa dla otoczonych btong
struktur komoérkowych, takich jak siateczka $rédplazmatyczna (ang. endoplasmic
reticulum, ER), aparat Golgiego, lizosomy badz pecherzyki egzo- i endosomalne (Witkos
& Lowe, 2017). Ze wzgledu na angielska nazwe systemu — endomembrane system
1 powszechno$¢ stosowania tego sformutowania w literaturze, w dalszej czesci tekstu

system ten okreslany bedzie nazwg spolszczonag, tj. systemem endomembranowym.

Bialka po syntezie zachodzacej w szorstkim ER, poprzez pecherzyki transportowe
stanowigce uwypuklenie btony organelli, trafiaja do aparatu Golgiego, gdzie podlegaja
roznorodnym modyfikacjom potranslacyjnym. Nastepnie, z najbardziej zewngetrznej czesci
aparatu Golgiego, tzw. sieci trans (ang. trans Golgi network, TGN) moga zostac
dostarczone w obreb btony komorkowej lub wydzielone poza komorke na drodze
egzocytozy, co okresla si¢ mianem transportu postepowego. W zaleznos$ci od tego, czy
biatko ulega egzocytozie bezposrednio po procesie syntezy, badz dopiero pod wplywem
okreslonego bodzca, wydzielanie okresla si¢ mianem sekrecji konstytutywnej badz

regulowanej (Burgoyne & Morgan, 2003). Jezeli natomiast przeznaczeniem biatka jest
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dostanie si¢ do wnetrza komorki z przestrzeni zewnatrzkomorkowej badz z btony
komorkowej, ulega ono procesowi endocytozy. Biatko zamykane jest wowczas w Swietle
pecherzyka stanowigcego wpuklenie btony komoérkowej. Nastepnie pecherzyk dojrzewa do
stopnia endosomu wczesnego 1 przeksztalcajac sie w endosom recyklujacy moze
transportowa¢ biatko ponownie w obrgb btony komorkowej lub do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej. Endosom wczesny moze rowniez ulec transformacji do endosomu
péznego, okre§lanego alternatywnie mianem cialtka wielopgcherzykowego (ang.
multivesicular body, MVB). Ze §wiatla MVB biatko moze ponownie zosta¢ skierowane na
droge egzocytozy, badz w przypadku kiedy MVB dojrzewa do stopnia lizosomu, podlega¢
degradacji. Kolejnym przeznaczeniem biatka, ktore uleglo endocytozie, moze by¢ rowniez
transport wsteczny: wowczas transportowane jest ono do $wiatta TGN (Huotari &
Helenius, 2011; Scott 1 in., 2014). Gtowne szlaki egzo- i endocytozy, wraz z glownymi
elementami systemu endomembranowego biorgcymi udziat w owych procesach zostaty

przedstawione na Rycinie 3.
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Rycina 3. Schemat transportu bialek poprzez elementy systemu endomembranowego
[na podstawie Kaminska i in., 2024].
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1.5. Receptory zdomeng VPS10P

Transport bialek w obrebie systemu endomembranowego jest kluczowy, aby biatko
trafiatlo do miejsca swojego przeznaczenia. Jednym z elementéw regulujacych to zjawisko
jest obecno$¢ w komorce receptorow z domeng VPS10P (ang. vacuolar protein sorting 10
protein), ktore sortujag biatka pomiedzy poszczegdlnymi elementami systemu
endomembranowego, wplywajac tym samym na ich dystrybucje w komorce, ich
wydzielanie poza nig lub dostarczanie w obreb btony komoérkowej. Rodzina receptorow
z domeng VPS10P w komorkach ssaczych liczy 5 cztonkow: sortiling, SorCS1, SorCS2,
SorCS3 oraz SorLLA, a ich funkcje do tej pory najlepiej opisano w komorkach nerwowych
(Malik & Willnow, 2020). Nazwa rodziny pochodzi od strukturalnego podobienstwa
domeny VPS10P do biatka VpslOp zidentyfikowanego u drozdzy z gatunku
Saccharomyces Cerevisiae, ktoére odpowiada za kierowanie wewnatrzkomorkowym

transportem karboksypeptydazy Y (Marcusson 1 in., 1994).

Receptory z domena VPS10P to bialka przezblonowe, ktore syntetyzowane sa
w formie bialek prekursorowych. Odcigcie kilkudziesigcioaminokwasowej sekwencji na
N-koncu w TGN umozliwia receptorom petnienie ich funkcji, czyli wigzanie ich
biatkowych ligandow i transportowanie ich w miejsce przeznaczenia (Munck Petersen 11in.,
1999; Westergaard 1 in., 2004). Kazdy z receptoréw z domeng VPS10P sktada si¢ z czesci

luminalnej, przezbtonowej oraz wewnetrznej, okreslanej tez mianem cytoplazmatyczne;.

Do sktadu cz¢sci luminalnej kazdego z pigciu receptorow zaliczy¢ mozna domeng
VPSI10P przyjmujaca ksztatt lejka ztozonego z 10-segmentowej B-harmonijki, ktora
odpowiedzialna jest za wigzanie biatlkowych ligandow. Domena VPS10P potaczona jest
z krétkim motywem aminokwasowym bogatym w cysteiny, 10CC. Te dwie domeny
stanowig calo$¢ luminalnej cze$ci sortiliny. W przypadku SorCS1, SorCS2 i SorCS3
w czg$ci luminalnej mozna wyrdzni¢ dodatkowo motyw aminokwasowy bogaty w leucyne
(Hermey, 2009; Quistgaard 1 in., 2009). SorLA charakteryzuje si¢ najbardziej zlozong
budowa czgsci luminalnej, gdyz poza domeng VPS10P i motywem 10CC posiada réwniez
domen¢ B-harmonijki (ang. f-propeller), domeng typu czynnika wzrostu naskorka (ang.
epidermal growth factor, EGF), klaster powtorzen typu dopetniacza (ang. complement-type
repeats, CR) skladajacy si¢ z powtarzalnych sekwencji aminokwasowych bogatych

w cysteing oraz klaster FNIII, sktadajacy si¢ z 90-aminokwasowych powtorzen, pierwotnie
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opisanych w strukturze biatka fibronektyny III (ang. fibronectin III). Domeny te
odpowiadajg za interakcje z biatkowymi ligandami badz zmiany konformacyjne receptora.
Ze wzgledu na fakt, iz domeny B-harmonijki oraz typu EGF sg charakterystyczne rowniez
dla receptorow lipoprotein o niskiej gestosci (ang. low-density lipoprotein receptors,
LDLR), SorLA =zaliczana jest rowniez do tej grupy bialek (Herz, 2001; Schmidt,
Subkhangulova, i in., 2016).

Czes¢ cytoplazmatyczna receptorow z domeng VPS10P stanowi krotki fragment
peptydowy (liczacy od 10 do 78 aminokwasow), ktéry odpowiada za ich oddzialywanie
z biatlkami adaptorowymi, charakterystycznymi dla poszczego6lnych przedziatéw systemu
endomembranowego. Interakcje pomiedzy biatkami adaptorowymi a receptorami
z domeng VPS10P s3 podstawa, aby te mogly transportowac swoje biatkowe ligandy do
konkretnych kompartmentow komoérkowych. To wlasnie réznice pod katem wigzania
poszczegblnych biatek adaptorowych sprawiaja, iz kazdy z receptoréw z domeng VPS10P
w  réznym = stopniu  uczestniczy w  poszczegdlnych  szlakach  transportu
wewnatrzkomoérkowego. Przykladowo, SorCS1 odgrywa znaczaca rol¢ w kierowaniu
biatek na droge lizosomalnej degradacji (Niclsen i1 in., 2008), podczas gdy SorLA wydaje
si¢ by¢ znaczaca dla transportu wstecznego swoich biatkowych ligandow do §wiatta TGN
(Fjorback 1 in., 2012). Schemat budowy receptorow VPS10P wraz z zaznaczaniem

poszczegolnych domen przedstawiony jest na Rycinie 4.
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Rycina 4. Schematyczne przedstawienie receptoréow z domeng VPS10P z zaznaczeniem
poszczegolnych domen funkcjonalnych [na podstawie Kaminska i in., 2023].
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Ekspresja poszczegbdlnych receptorow z domeng VPS10P w OUN w warunkach
homeostazy obserwowana jest w konkretnych typach komorek neuronalnych obecnych
w danych strukturach mozgu. Przykladowo, SorCS1, SorCS2, SorCS3 obecne sa
w neuronach m.in. mézdzku, kory mézgowej czy hipokampu, w ktorej ich ilo$¢ rozni si¢
w zaleznos$ci od danej podstruktury: SorCS1 1 SorCS3 ulegaja ekspresji w regionie CAl,
podczas gdy SorCS2 obecny jest przede wszystkim w regionie CA2 1 zakrecie zgbatym.
Sortilina jest rowniez obecna w komodrkach nerwowych siatkowki oka, a SorLA
w neuronach kory czotowej, mozdzku czy jader podstawnych (Hermey i in., 2004;

Offe 1 in., 2006; Sarret 1 in., 2003).

Charakterystycznym zjawiskiem dla sortiliny oraz SorLA jest ich cigcie
proteolityczne przez metaloproteinaze ADAMI17, na skutek czego do przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej uwalniana jest ich cze$¢ luminalna (ektodomena). Funkcje
uwalnianych ektodomen receptoréw z domeng VPSIOP nie s3 w pelni poznane.
Dowiedziono, ze cz¢$¢ luminalna sortiliny uwalniana jest na skutek depolaryzacji komoérek
nerwowych (Hermey 1 in., 2006), a ektodomena SorLA poprzez wigzanie EGFR na
powierzchni komorek nerwowych promuje rozwoj neurytow (Stupack 1 in., 2020).
Ektodomeny receptorow z domeng VPS10P mogg stanowi¢ cenne narzgdzie w diagnostyce
klinicznej: podwyzszony poziom ektodomeny SorLA w ptynie mozgowo-rdzeniowym
stwierdza si¢ u pacjentéw cierpigcych na chorobe Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease,
AD), a w przypadku 0sdb chorujacych na otytos¢ — we krwi (Q.-L. Ma i in., 2009; Whittle
iin., 2015).

1.6. Neuronalne funkcje receptorow z domena VPS10P

Najlepiej opisang neuronalng funkcja receptorow z domeng VPSI0P jest ich rola
w transporcie bialek bioragcych udzial w sygnalizacji neurotroficznej. Neurotrofiny
oddziatujac z receptorami z grupy kinaz tropomiozynowych (ang. tropomyosin-related
kinases, Trk) promuja procesy zwigzane z przezywalnoscig neuronow, plastycznoscia
synaptyczng czy reorganizacja aksonow i dendrytdw. Pro-neurotrofiny, czyli formy
prekursorowe neurotrofin, ktore nie podlegly cigciu proteolitycznemu, rowniez petnig
aktywna role w komoérkach nerwowych. Oddziatujac z receptorem neurotrofinowym p75

(ang. p75 neurotrophin receptor, p7SNTR) promujg przede wszystkim procesy
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przeciwstawne do ich dojrzatych odpowiednikow, czyli apoptotyczne (Bekinschtein & von

Bohlen Und Halbach, 2020).

Receptory z domeng VPS10P petnig znaczacg role w sygnalizacji neurotroficzne;j,
gdyz reguluja transport m.in. czynnika wzrostu nerwoéw (ang. nerve growth factor, NGF),
neurotroficznego czynnika pochodzenia mozgowego (ang. brain derived neuroptrophic
factor, BDNF), ich form prekursorowych, jak réwniez receptorow Trk. Przyktadami
zaangazowania receptoréw z domena VPS10P w sygnalizacj¢ neurotroficzng jest m.in.
udziat sortiliny w regulacji wydzielania BDNF przez neurony hipokampalne
(Z.-Y. Chen 1 in., 2005) 1 w transporcie receptorow Trk do zakonczen aksonow
(Vaegter 1 in., 2011). SorCS2 takze uczestniczy w kierowaniu komérkowa dystrybucja
receptoréw Trk, jak rowniez p75NTR, wplywajac tym samym na rozwoj aksonow, przez
co pelni znaczaca role¢ w rozwoju umiej¢tnosci uczenia i1 pamigci przestrzennej

(Glerup 1 1n., 2016).

Kolejnym dobrze poznanym przyktadem neuronalnych funkcji receptoréw
z domeng VPSI10P jest udzial SorLA w zapobieganiu tworzenia toksycznego amyloidu 3
(ap), stanowiacego jeden z gléwnych czynnikow odpowiedzialnych za rozwdj AD.
Zrodlem aP jest biatko prekursorowe amyloidu (ang. amyloid precursor protein, APP),
ktore lokalizuje si¢ w blonie komorki nerwowej, gdzie moze ulegaé cigciu przez dwa
enzymy proteolityczne. W przypadku cigcia przez a-sekretaze, APP kierowane jest na tzw.
$ciezke nie-amyloidogenng, w wyniku ktérej produktem koncowym jest m.in.
rozpuszczalny sAPPa, promujacy procesy korzystne dla neuronow. Jezeli jednak APP
ulega cieciu przez B-sekretazg na drodze $ciezki amyloidogennej, dochodzi do produkcji
toksycznego af, ktoéry wydzielany do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej tworzy ztogi
uszkadzajace komorki nerwowe (Hefter 1 in., 2020). Protekcyjna rola SorLA w AD polega
przede wszystkim na regulacji transportu APP — receptor kontroluje jego lokalizowanie w
obregbie btony komorkowej oraz promuje transport wsteczny APP do §wiatla TGN, co
zapobiega jego cieciu przez P-sekretaze, ktore odbywa si¢ przede wszystkim w $wietle
endosomow wczesnych. Dodatkowo, SorLA zaangazowana jest w kierowanie juz
powstalego af na droge lizosomalnej degradacji (Andersen 1 in., 2005; Caglayan 1 in.,
2014). Mutacje oraz polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide

polymorphisms, SNP) w sekwencji genu kodujacego SorLA (SORLI) prowadzace do
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zmian w poziomie ekspresji receptora, powstawania jego nieprawidtowej formy badz
nieprawidlowym lokalizowaniu w komorce stanowig tym samym czynnik ryzyka rozwoju

AD (Rogaeva i in., 2007; Rovelet-Lecrux 1 in., 2021).
1.7. Rola receptoréow VPS10P w komoérkach nieneuronalnych

Receptory z domeng VPS10P znane sg nie tylko ze swoich neuronalnych funkcji,
gdyz pelnig rowniez wazng role w regulacji metabolizmu weglowodandéw oraz ttuszczow
w tkankach obwodowych. Moga rowniez ksztalttowaé funkcje komorek ukladu
odpornosciowego. Najlepiej poznanymi pod tym katem receptorami sg SorLA oraz

sortilina.

Badania nad zaangazowaniem SorLA w procesy metaboliczne wykazaty, iz
receptor stanowi wazny element w rozwoju otytosci i choréb sercowo-naczyniowych.
Jednym z przykladoéw jest bezposrednia interakcja receptora z lipazg lipoproteinowg —
enzymem, ktory odpowiada za rozklad triglicerydow stanowigcych budulec blaszek
miazdzycowych. SorLA, kierujac lipaze lipoproteinowg na droge¢ lizosomalnej degradacji,
obniza poziom enzymu w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, co powoduje zwigkszenie
ilosci czasteczek thuszczowych w krwioobiegu i odktadanie ich w $cianach naczyn
krwionos$nych w postaci ztogéw miazdzycowych (Klingeriin., 2011). Dodatkowo, SorLA
regulujac transport receptora dla insuliny w adipocytach posrednio wplywa na zalezne od
niego S$ciezki metaboliczne, co w efekcie prowadzi do wzmozonego gromadzenia
czasteczek thuszczu w komorkach 1 rozwoju nadwagi (Schmidt, Schulz, i1in., 2016). SorLA
promuje réwniez lokalizowanie receptora uPAR (ang. urokinase-type plasminogen
activator receptor) w blonie komoédrkowej migsni gladkich, co aktywuje ich podziaty,
a w konsekwencji prowadzi do pogrubienia $cian naczyn krwiono$nych, zjawiska

typowego dla chordb sercowo-naczyniowych (Y. Zhu i in., 2004).

W przypadku sortiliny, rola receptora w regulacji metabolizmu thuszczow opiera si¢
przede wszystkim na jego oddziatywaniach z lipoproteinami, co stanowi mechanizm
wplywajacy na ilo$¢ czasteczek tluszczowych w przestrzeni zewnatrzkomorkowej (Conlon
11in., 2022). Dowiedziono rowniez znaczenia sortiliny dla wchtaniania cholesterolu oraz

jego biosyntezy (Hagita 1 in., 2018; J. Liiin., 2017).
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Sortilina oraz SorLA pehnig takze udziat w regulowaniu funkcji komoérek uktadu
odpornosciowego (Kaminska 1 in., 2024). Sortilina promuje produkcje interferonu-y
(IFN-y) przez limfocyty T cytotoksyczne (ang. cytotoxic T cells, CTL), co poteguje ich
prozapalne wlasciwos$ci (Herda 1 in., 2012). Receptor ten wpltywa takze na wydzielanie
IL-6 przez limfocyty T pomocnicze (ang. T helper lymphocytes, Th) (Mortensen 1 in.,
2014). SorLA reguluje z kolei endocytoze kompleksu IL-6 1 jej receptora z powierzchni
btony komorkowej, wplywajac tym samym na aktywacje¢ zaleznych od IL-6 $ciezek

sygnalowych (Larsen & Petersen, 2017).

Przez dlugi czas uwazano, ze w OUN rola receptorow z domeng VPS10P jest
ograniczona jedynie do komodrek neuronalnych. Obecnie odchodzi si¢ jednak od tego
podejscia, ze wzgledu na rosngca ilo$¢ doniesien potwierdzajacych ekspresje receptorow
réwniez w komorkach glejowych. Przyktadowo, dane scRNA-seq ludzkiego zdrowego
mikrogleju wykazaty w nim ekspresje genow SORTI (sortilina) i SORLI (SorLA)
(Sankowski 1 in., 2024). Dodatkowo, nasze nieopublikowane dane wskazuja, ze SorLA
obecna jest rowniez na poziomie biatka w mikrogleju, ktérego biatkowymi markerami sa
IBA1 (ang. Ionized Calcium-Binding Adaptor Molecule 1) oraz TMEMI119 (ang.

transmembrane protein 119) (Rycina 5).

Rycina 5. SorLA jest obecna w mikrogleju w zdrowym ludzkim mézgu. Reprezentatywne
zdjecie fragmentu ludzkiego moézgu, barwionego immunofluorescencyjnie przy uzyciu DAPI
znakujacego jadra komoérkowe oraz przeciwcial anty-IBA1 (marker mikrogleju i makrofagdw),
anty-SorLA oraz anty-TMEMI119 (marker mikrogleju). Strzatki wskazuja komorki mikrogleju
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(IBA1*, TMEMI119*), w ktérych obecne jest biatko SorLA. Powiekszony obraz komorki
zaznaczonej bialym prostokatem znajduje si¢ po prawej stronie. Skala: 100 um. Barwienie
i obrazowanie wykonane zostato przez Pauling Kaminska podczas stazu w laboratorium prof.
Marco Prinza na Uniwersytecie we Freiburgu w Niemczech.

Ciekawym aspektem badan nad receptorami z domeng VPS10P i ich rolg
w komoérkach mézgu innych niz neurony jest fakt, ze ich ekspresja moze by¢ regulowana
pod wplywem czynnikow patologicznych. Po raz pierwszy zjawisko to zostato
udokumentowane dla receptora SorCS2, ktorego ekspresja w mysich astrocytach
w warunkach homeostatycznych utrzymuje si¢ na bardzo niskim poziomie. Jednakze pod
wptywem udaru niedokrwiennego ekspresja SorCS2 w astrocytach znaczgco wzrasta, co
wigze si¢ ze wzmozonym wydzielaniem przez komorki endostatyny, kluczowej dla
regulacji angiogenezy poudarowej (Malik 1 in., 2020). Badania te sugeruja, iz poziom
ekspresji receptorow z domeng VPS10P w komorkach glejowych moze ulega¢ zmianie
w odpowiedzi na czynniki patologiczne, wptywajac tym samym na ksztaltowanie typu ich

wiasciwosci.
1.8. Potencjalna rola receptora SorLA w ksztaltowaniu wlasciwosci GAMs

Majac na uwadze mozliwe zmiany w poziomie ekspresji receptorow z domenag
VPSI10P w komorkach glejowych pod wplywem standéw patologicznych, ich role
w kierowaniu komoérkowa dystrybucjg biatek, a takze wysoka zdolnos¢ GAMs do
wydzielania czynnikow pronowotworowych postanowiono sprawdzi¢, czy receptory te
moga uczestniczy¢ w procesie polaryzacji fenotypu GAMs. Publicznie dostepne dane
pochodzace z sekwencjonowania RNA przeprowadzonego z wykorzystaniem mysiego
modelu glejaka wskazujg, ze w komorkach mieloidalnych (CDI11b", obejmujgcych
mikroglej i makrofagi) pochodzacych z mozgdéw objetych guzem, poziom transkryptu
Sorll ro$nie, a poziom transkryptu SorCS2 maleje (Szulzewsky 1in., 2015) w poréwnaniu

do komorek kontrolnych (Tabela 1).
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Tabela 1. Dane transkryptomiczne pochodzace z publikacji Szulzewsky i in., 2015.

Komorki CD11b* izolowane z mysich mozgow z glejakiem vs komérki kontrolne

SorCS2 0.49525767 2.13E-0.7

Sorll 3.19175141 0.007874669

Nasze nieopublikowane dane wykazaly takze obecno$¢ SorLA na poziomie biatka
w mikrogleju obecnym w mikro§rodowisku ludzkich nowotworéw mézgu: GBM (Rycina

6A) oraz gwiazdziaka typu 2, charakteryzujacego si¢ zmutowang wersja genu [DH]
(Rycina 6B).




Rycina 6. SorLA jest obecna w mikrogleju w mikrosrodowisku GBM oraz gwiazdziaka typu
2. Reprezentatywne zdjecia fragmentéw mozgdw pacjentéw cierpigcych na (A) GBM oraz (B)
gwiazdziaka typu 2, barwionych immunofluorescencyjnie przy uzyciu DAPI znakujacego jadra
komorkowe oraz przeciwcial anty-IBA 1 (marker mikrogleju i makrofagow), anty-SorLLA oraz anty-
TMEMI119 (marker mikrogleju). Strzatki wskazuja komorki mikrogleju (IBA1Y, TMEM119%),
w ktorych obecne jest biatko SorLA. Powigkszony obraz komoérek zaznaczonych biatym
prostokatem znajduje si¢ po prawej stronie kazdego zdjecia. Skala: 50 pm. Barwienie
1 obrazowanie wykonane przez Pauling Kaminska podczas stazu w laboratorium prof. Marco Prinza
na Uniwersytecie we Freiburgu w Niemczech.

Biorac pod uwage zwigkszonag ekspresje Sor/l w mysich GAMs oraz obecno$¢
SorLA w komorkach mikrogleju w mikro§rodowisku ludzkich nowotworéw modzgu,
postanowiono sprawdzi¢, czy SorLA moze potencjalnie wptywac na wtasciwosci GAMs.
W tym celu zesp6t bioinformatykéw pod kierownictwem dr. Michata J. Dabrowskiego
przeprowadzil analiz¢ publicznie dostgpnych danych pochodzacych z scRNA-seq probek
nowo zdiagnozowanych pacjentéw cierpigcych na GBM (Abdelfattah 1 in., 2022). Na
podstawie ekspresji gendw markerowych dla makrofagow i1 mikrogleju (41F1, CDG6S,
ITGAM, P2RY12, TMEM119, CXCRI) wytypowano spos$rod wszystkich komorek klastry
odpowiadajace GAMs (Rycina 7A). Nastepnie GAMs zostaty scharakteryzowane pod
katem poziomu ekspresji SORLI (Rycina 7B). Sposrod 23 klastrow wybrano
5 o najwyzszej 1 5 o najnizszej ekspresji SORLI. Celem poznania ich potencjalnych
wlasciwos$ci, przeanalizowano ich profile transkryptomiczne (Rycina 7C). Analiza ta
wykazata, iz komoérki nalezace do klastrow charakteryzujacych sie wysokim poziomem

ekspresji SORLI wyrazaty geny takie jak SPPI, TREM?2 oraz CD63, a wigc typowe dla
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pronowotworowych funkcji GAMs. Z kolei komorki z klastréw o najnizszym poziomie
SORLI charakteryzowatly si¢ ekspresjag gendw zwigzanymi z funkcjami prozapalnymi:
CD68, TNF, MIF. Dodatkowo, ich profil transkryptomiczny wskazywal na aktywacje
procesow zwigzanych z glikoliza (HMOXI, GAPDH, LDHA), o ktorej wiadomo, iz wigze
si¢ z prozapalng odpowiedzig mikrogleju 1 makrofagow (Dionisio 1 in., 2023; Lauro &
Limatola, 2020). Wyniki te doprowadzily do postawienia hipotezy, iz ekspresja SORLI

w GAMs jest zréznicowana i powigzana z ich funkcjonalnymi wtasciwosciami.

N 0 e M
5 o1 o 12
2 e 13 %
e 3 e 14 ol
o o4 15 i g
< ® 5 16
% e 6 17
-5 e 7 18
e 8 o 19 :
e 9 20 Ekspresja
~10 . ® 10 SORL1
-10 -5 0 6
UMAP_1
klaster# | krotnos¢ zmiany wybrane geny markerowe
2 2.02 HSPA6, TMEM150A, C2, CD93, ADGRE2, PLTP, CDKN1C
7 1.55 RNASET2, CCL3, CCL4, SPP1, JUN, JUNB, KLF6, ID2
8 2.05 HAMP, CDKN1C, EIF4EBP3, GADD45B
12 1.76 KCMB4, FOLR2, TMIGD2
22 227 ITM2B, TREM2, VSIG4, C1QC, C1QA, CD63
3 0.36 APOE, C1QA, C1QB, C1QC, P2RY12, AiF1, CD14, CD68, CD74
9 0.08 TLR1, TLR4, TLRS, TLR6, TLR7, LRRK1, IL1A, TNF
1 0.24 MIF, HMOX1, FTH1, ENO1, GAPDH, LDHA, PKM, PGK1, ST00A10
17 033 MIF, LGALS1, ENO1, GAPDH, LDHA, PKM, PGK1,
E S100A4, ST100A6, ST00A10
18 0.39 ITGB2, CSFR2A, CSF1R, MSR1, OLR1, TLR2, TLR3, IL18, C3

Rycina 7. Poziom ekspresji SORL1 w ludzkich GAMs zwigzany jest z ich potencjalnymi
whasciwo$ciami. (A) Graficzne przedstawienie grupowania komorek od pacjentoéw chorych na
GBM, na podstawie poziomu ekspresji genow (scRNA-seq), przy uzyciu UMAP. Kazdy punkt
odpowiada pojedynczej komorce, a kolorystyka wskazuje na przynaleznos¢ do konkretnego klastra.
Klastry zaznaczone fioletowa przerywanag linig odpowiadajg komodrkom zidentyfikowanym jako
GAMs. (B) Grupowanie komorek, na 23 klastry, oznaczonych jako GAMs w (A), na podstawie
poziomu ekspresji genu  SORLI, przy uzyciu UMAP. Zroéznicowany poziom
ckspresji SORLI odzwierciedla skala kolorow. Kazdy punkt odpowiada pojedynczej
komorce. (C) Przyklady genow charakterystycznych dla klastrow wybranych w (B),
charakteryzujacych si¢ najwyzszym (kolor czerwony) i najnizszym (kolor zielony) poziomem
ckspresji SORLI. W tabeli zaznaczono krotno$¢ zmiany ekspresji SORLI oraz wybrane geny
markerowe dla kazdego klastra (Kaminska i in., 2024).
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II. CEL PRACY

Glejaki ztosliwe charakteryzuje obecno$¢ zlozonego, silnie immunosupresyjnego
mikrosrodowiska, utrudniajacego rozwoj efektywnej odpowiedzi przeciwnowotworowe;.
Mikroglej oraz makrofagi zwigzane z glejakiem (GAMs) s3 najliczniejsza grupa komorek
uktadu odpornosciowego w mikrosrodowisku glejaka, ktore pod wptywem wydzielanych
przez nowotwor czynnikow ulegaja przeprogramowaniu w kierunku wspierajagcym rozwaj
guza. Okreslenie, a nastgpnie zablokowanie mechanizméw odpowiedzialnych za
polaryzacje ich fenotypu w kierunku pronowotworowym na rzecz pobudzenia w nich

funkcji prozapalnych stanowi wigc kluczowy element rozwoju nowych terapii glejakow.

Analizy bioinformatyczne wykazaty, iz poziom ekspresji genu kodujgcego SorLA
w GAMs rd6zni si¢ w zaleznosci od ich potencjalnych wlasciwosci prozapalnych
1 pronowotworowych. Wobec tego sformutowano hipotezg, iz wysoki poziom SorLA
w GAMs zwigzany jest z ich pronowotworowymi wiasciwosciami, co moze wigzac si¢
z bezposrednig rolg receptora w ksztattowaniu ich funkcji. Dlatego tez gléwnym celem
przedstawionych w rozprawie badan byto opisanie roli SorLA w ksztalttowaniu
wlasciwosci GAMs (w szczegdlnosci mikrogleju), jak réwniez scharakteryzowanie

wptywu braku SorL A na rozwdj guza i mikrosrodowisko mysiego glejaka.
Szczegodtowe cele pracy obejmowaly:
e Okreslenie czynnikdw wptywajacych na ekspresj¢ Sor// w mikrogleju;

e Zidentyfikowanie biatek wydzielanych przez mikrogle; w sposob zalezny od
SorLLA;

e Okreslenie domeny SorLA odpowiedzialnej za interakcj¢ z cytoking TNF-q;

e Ocen¢ wptywu SorLA na ksztattowanie wiasciwosci mikrogleju w odpowiedzi na
wspothodowle z komorkami mysiej linii glejaka;

e Okreslenie, jak brak SorLA wptywa na wielko§¢ mysiego nowotworu mézgu;

e Scharakteryzowanie wlasciwosci mikrogleju w mikro$rodowisku glejaka myszy
pozbawionych SorLA;

e Okreslenie  profilu  komoérek  uktadu  odpornosciowego  infiltrujacych
mikrosrodowisko glejaka myszy pozbawionych SorLA.
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IHI. MATERIALY I METODY

3.1. Materialy uzywane w doswiadczeniach

Tabela 2. Lista materialéw wykorzystanych w doswiadczeniach z zaznaczeniem ich

specyfikacji.

Zrodio Numer katalogowy

Zwierzeta

Myszy pozbawione SorLA
(SorLA’/7; (SorLA-knockout
(KO)/SLKO) C57BL/6]

Myszy typu dzikiego (ang. wild
type, WT) C57BL/6]

Linie komorkowe

Andersen i in., 2005 -

IBD im. Nenckiego w
Warszawie/Wydziat
Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego

HEK-293

GL261-luc*-tdT*
GL261-WT
GL261-GFP
Plazmidy

ATCC (ang. American
Type Culture Collection)

Ochockaiin., 2021 -
Ochocka i in., 2021 -
Markovic 1 in., 2005 -

CRL-1573

pEGFPC2-BIO (,,plazmid
GFP”)

GFP-TNF-a
SorLA-AVPS10P
SorLA-AEGF/B-propeller
SorLA-AFN3
SorLA-ACR

SorLA-WT

SorLA mini-VPS10P

SorLA mini-EGF/B-propeller
(EGF/Bp)

SorLA mini-FN3
SorLA mini-CR

Swiechiin., 2011 -

Manderson i in., 2007 Addgene #28089
Kaminska i in., 2024 -
Kaminska i in., 2024 -
Kaminska i in., 2024 -
Mehmedbasic i in., 2015
Kaminska i in., 2024 -
Kaminska i in., 2024 -

Kaminska i in., 2024 -

Kaminska i in., 2024 -
Kaminska i in., 2024 -

Przeciwciata uzywane do barwien immunofluorescencyjnych (IF) oraz analiz

Western blot (WB) (7 zaznaczeniem zastosowanych rozcienczen)

anty-CD8-alfa (1:500, IF)
anty-Galektyna-3 (1:500, IF)

Abcam
Biolegend

ab217344
M3/38
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anty-GAPDH (1:25000, WB)
anty-GFP (1:250, WB)

anty-GM 130 (1:1000, IF)
anty-GPX4 (1:1000, WB)
anty-Ibal (1:200, IF)
Anty-IFNyR (1:1000, WB)
anty-Ki67 (1:200, IF)
anty-Lampl1 (1:500, IF)
anty-MPO (1:40, IF)
anty-myc-tag (1:1000, WB)
anty-PARP (1:1000, WB)
anty-Rab7 (1:100, IF)
anty-p-RIP1(1:1000, WB)
anty-RIP1 (1:1000, WB)
Anty-p-RIP3 (1:1000, WB)
anty-RIP3 (1:1000, WB)
anty-p-STAT3 (1:1000, WB)
anty-STAT3 (1:1000, WB)
anty-p-STAT1 (1:1000, WB)
anty-STAT1 (1:1000, WB)
anty-Rabl1 (1:200, IF)

anty-SorLA C-koniec (1:1000)

anty-SorLA (1:1000, WB)
anty-SorLA (1:1000, WB)
anty-Tmem119 (1:500, IF)
anty-TNF-a (1:1000, WB)
anty-TRFR (1:1000, WB)
anty-Vtilb (1:1000, IF)

Millipore

Santa Cruz
Biotechnology

BD Biosciences
Abcam

WAKO
ThermoFisher Scientific
Abcam
Sigma-Aldrich
R&D Systems
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Abcam

Abcam

Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
BD Biosciences
Schmidt i in., 2007
BD Biosciences
EMD Millipore
Synaptic Systems
Cell Signaling
Abcam

BD Biosciences

Odczynniki uiywane do doswiadczen in vitro

Bydlgca surowica ptodowa (ang.

fetal bovine serum, FBS)
FBS dla hodowli mikrogleju

Dulbecco Modified Eagle’s
Medium (DMEM)

DMEM z dodatkiem Glutamaxu

(pozywka o zwigkszone;j
zawartosci glukozy 1 L-
glutaminy)

Gibco
Pan Biotech

Gibco

Gibco
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MAB374
SC8334

BD610823
ab125066
019-19741
MAS5-35147
ab15580
MABC39
AF3667
22788
CS9542
CS95746
CS83613
(CS3493
ab222320
ab62344
CS9145
CS4909
CS9171
CS9172
BD610657
611861
MABN1793
400002
CS11948S
ab269513
BD611404

#10500064
#P30-3302
#31885

#10569-010



0.25% Trypsyna z 0.02% EDTA  Sigma-Aldrich T8003
Roztwor

penicyliny/streptomycyny (P/S) Sigma-Aldrich #P4333
})yzll;eL;ﬁ‘;a (ang. poly-L- Sigma 4P1274
iﬁ‘gﬁgﬁ‘fiﬁ%‘§%§+?ﬁg§$n Gibco 14175-095
Buforowany roztwor soli

fizjologicznej (ang. phosphate Gibco 18912-014
buffered saline, PBS)

Trypsyna Sigma-Aldrich T8003

DNaza Sigma-Aldrich DN25

G418 Invitrogen #ant-gn-5
Lipofektamina 2000™ ThermoFisher Scientific 11668019
OptiMEM™ Gibco 31985070
GFP-Trap Magnetic Particles®  Chromotek #otd
Ipopolaccharide, by SEM #LTTT0
Phorbol myristate acetate (PMA) Sigma #P8139
NRG-1 Biotechne 9875-NR-050
IL-10 Immunotools 12340108
M-CSF ThermoFisher Scientific ~ #315-02-10UG
BDNF Sigma B3795
CX3CL1 ThermoFisher Scientific  300-31-20UG
Leupeptyna Sigma-Aldrich 108975
Aprotynina Sigma-Aldrich A1153
Hydrochlorek benzamidyny Sigma-Aldrich 434760
Pefablok Sigma-Aldrich 76307
}gjl‘izce)félflgsnf?)rs;;f ;ﬁsodowego Sigma-Aldrich (9422
Ortowanadan sodu (Na3VO) Sigma-Aldrich S6508
tse‘;gggigiﬁgsgsphate Sigma-Aldrich P8010
Fluorek sodu (NaF) Sigma-Aldrich 201154
Izofluran Polypharm 5468
D-Lucyferyna Synchem 103404-75-7
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Metacam® (melkoksykam)

Bupredine multidose®
(buprenortfina)

Butomidor® (butorphanol)
Zel Vidisic®

Marcaine® (bupiwakaina)
Tramvetol® (tramadol)

Srodek odkazajacy na bazie
propanolu, Cutasept G®

Probéwki z EDTA

Zestaw do obrazowania
luminescencji Xtreme

Strzykawka 1 pl

Wosk kostny
Lignokaina
VetaKetam® (ketamina)

Sedazin® (ksylazyna)

Boehringer Ingelheim
Dechra

Polypharm
Bausch&Lomb
Aspen

Stada

Paul Hartmann AG
Profilab
Bruker

Hamilton
SMI
Jelfa
Vetargo
Biowet

Odczynniki uiywane do barwien fluorescencyjnych

Surowica osla (ang. normal
donkey serum, NDS)

Albumina surowicy bydlecej

(ang. bovine serum albumin,
BSA)

Konska surowica (ang. horse
serum, HS)

Odczynnik do zatapiania
preparatéw fluorescencyjnych

DAPI

Przeciwciata drugorzedowe uiywane do barwien immunofluorescencyjnych

Sigma Aldrich

ITW Reagents

Vector

Agilent

Sigma

(z zaznaczeniem zastosowanych rozcienczen)

anty-koza sprzezone z Alexa
Fluor 488 (1:250)

anty-mysz sprzgzone z Alexa
Fluor 488 (1:250)

anty-krolik sprzezone z Alexa
Fluor 488 (1:250)

anty-krolik sprzgzone z Alexa
Fluor 555 (1:250)

anty-koza sprzezone z Alexa
Fluor 555 (1:250)

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific
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B-2821
7046

D9663

A1391

S-2000

S3023
#D9542

A-11055

A-11011

A-11034

A-31572

A-21432



anty-mysz sprzezone z Alexa
Fluor 555 (1:250)

anty-mysz sprz¢zone z Alexa
Fluor 647 (1:250)

anty-krolik sprz¢zone z Alexa
Fluor 647 (1:250)

Odczynniki i sprzety uiywane do dysocjacji mysich mozgow przed cytometrig

ThermoFisher Scientific  A-31570

ThermoFisher Scientific A-31571

ThermoFisher Scientific  A-31573

przeplywowq i sortowaniem komorek mieloidalnych

il ﬁ;‘gEEBSS bez jonow Ca Gibco 14185045
10x HBSS z jonami Ca*" i Mg**  Gibco 14065-049
FACSowki polipropylenowe Falcon 352063
C-tuby Miltenyi Biotec 130-093-237
DNaza Sigma-Aldrich DN25
Kolagenaza IV Sigma-Aldrich C4-BIOC
Bufor FACS BD Biosciences 554656
DPBS Gibco 14190-136
Perkol GE Heathcare 17-0891-01
Filtry 70 pm ThermoFisher 352350
Filtry 40 pm ThermoFisher 10737821
DentieMACSTH Octo Miltenyi Biotec 130-095-937
Licznik komorek NanoEnTek Inc. EVE-MC

Odczynniki i przeciwciatla uiyte do analizy cytometrycznej i sortowania komorek

mieloidalnych (7 zaznaczeniem zastosowanych rozcienczen)

anti-mouse CD16/CD32,
FceBlock (1:250)

BD Biosciences BD553142

Fixable Viability Dye eFluor™
455UV (1:1000)

LIVE/DEAD™ Fixable Violet

ThermoFisher Scientific  65-0868-14

Dead Cell Stain Kit (1:1000) ~ \mvitrogen L.34964
Bufor Brilliant stain ThermoFisher Scientific ~ 00-4409-42
Zestaw buforow do

permeabilizacji i utrwalenia eBioscience 00-5523-00
komorek

Anty-CD45 Pe-Cy7 (1:800) BD Biosciences 561868
Anty-CD11b FITC (1:100) BD Biosciences 553310
Anty-CD11b PE (1:800) BD Biosciences 553311
Anty-CD11b AF700 (1:800) BD Biosciences 557960
Anty-CD3e PerCP-eF710 eBioscience 46-0033-82
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Anty-CD8a PE-eF610
Anty-CD4 BUV496
Anty-CD19 SB600
Anty-NK.1.1. BV510
Anty-Ly6C APC
Anty-Ly6G PerCP-Cy5.5
Anty-F4/80 PE-eF610
Anty-CD11c APC-eF780

Anty-Foxp3 eF450 (1:200)

eBioscience

BD Biosciences
ThermoFisher Scientific
BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences
eBioscience

BD Biosciences
eBioscience

61-0081-82
741051
63-0193-82
563096
560595
560602
61-4801-82
553801
48-5773-82

Gotowe zestawy dostgpne komercyjne

Test ELISA SPP1 Bio-Techne MOSTO00
Test ELISA CD14 Bio-Techne MC140
Zestaw Luminex Luminex LXSAMSM-07
Murine U-Plex Biomarker Meso Scale Diagnostics ~ #K15083K
Group 1 assay

™ 1
TaqMan™ Fast Universal PCR ThermoFisher Scientific 4352042

Master Mix

Zestaw do mierzenia st¢gzenia

biatka Pierce™ BCA Protein ThermoFisher Scientific 23225

Assay Kit

Zestaw do izolacji RNA RNeasy .

Mini Kit Qiagen 74104
Zestaw do izolacji RNA EURx E3598

Universal RNA Purification Kit

Phagocytosis Assay Kit (IgG
FITC)

Western blot — odczynniki i sprzety

Cayman Chemicals NC0646109

Trans-Blot Turbo Transfer BioRad 1704150
System

Zestaw do turbotransferu BioRad 1704159
(bibuty+membrany)

Akrylamid/bisakrylamid Sigma-Aldrich A3699
Marker wielkos$ci mas BioRad 1610374
biatkowych

Przeciwciato IgG anty-krolicze

sprzezone z peroksydaza . Vector laboratories PI-1000-1
chrzanowa (ang. horsradish

peroxidase, HRP)

Przeciwciato IgG anty-mysie- Vector laboratories PI-2000-1

HRP
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Zestaw do wywotywania

sygnatu

elektrochemiluminescejcji (ang.  BioRad 1705062
electrochemiluminescence,

ECL)

ChemiDoc BioRad 12003153

Reakcja tancuchowa polimerazy 7 odwrotng transkrypcjq — odczynniki i sprzety

Zestaw do odwrotnej ThermoFisher Scientific 4387406
transkrypcji

Bufor do ilo$ciowej reakcji
tancuchowej polimerazy (ang.
quantitative polymerase chain
reaction, qPCR)

ThermoFisher Scientific 4352042

SYBR Green Master Mix ThermoFisher Scientific 4385612

Woda ultraczysta Invitrogen 10-977-015

Sonda Tagman Sorl1 ThermoFisher Scientific  MmO01169526 ml
Sonda Tagman Hprtl ThermoFisher Scientific  Mm00446968 m1
Sonda TagMan 2M ThermoFisher Scientific  Mm00437762 m1
Sonda Tagman CD163 ThermoFisher Scientific  Mm00474091 m1
Sonda Tagman CD206 ThermoFisher Scientific  Mm01329359 m1

W przypadku ponizej wymienionych starterow, zamiast numeru katalogowego podano
ich sekwencje nukleotydowe (dostarczone przez dr hab. Pawla Sikorskiego
z Uniwersytetu Warszawskiego).

Starter forward IFIT1 NEXBIO é‘gégggéégAAAG
Starter reverse IFIT1 NEXBIO ggﬁgggGATGTTT
Starter forward [FIT2 NEXBIO ﬁgﬁgﬁggﬁCAGTT
Starter reverse IFIT2 NEXBIO %?ggggggGCAGA
Starter forward IFIT3 NEXBIO g%gfégggg}TACG
Starter reverse IFIT3 NEXBIO g/{?{j‘é(;gggTGTC

Pozostale sprzety i materialy

Rotor do ultrawirowki Sorvall™  ThermoFisher Scientific 45583
MTX

Probowki do ultrawiréwki ThermoFisher Scientific 45237
Probéwki typu FACS Corning 352063

49



Amicon® Ultra Centrifugal

Filter, 3kDa MWCO Merck UFC900308

Sonikator Diagenode B01080010
) Microm International

Kriostat GmbH HM 505N

3.2. Roztwory uzywane w doSwiadczeniach

Tabela 3. Wykaz stosowanych roztworéw oraz ich sklad.

Roztwor Skladniki

10 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl;1mM CaCly;

Bufor do lizy komorek linii HEK293 1 mM MgCla: 0,5% IGEPAL

20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl;
Bufor do lizy komérek linii GL261 2 mM EDTA; 0,5 % Triton X-100; 0,5%

IGEPAL; 2 mM MgCl,; 10% glicerol

5 pg/mL leupeptyny; 5 pg/mL aprotoniny;
. S 2 mM hydrochlorku benzamidyny;
f-‘fé,iji,‘i;’;"&;’;f,ﬁfjtZZZZZﬁ;O’“’Z 0,25 mM pefabloku; 25 mM uwodnionej soli
B-glicerofosforanu disodowego; 2 mM Na3;VO;
2 mM NaPP; 20 mM NaF

8% 2-merkaptoetanol; 250 mM Tris-HCI;
4x stezony bufor Laemmliego 8% SDS; 0,02% blekit bromofenolowy;
40% glicerol, pH 6,5 - 7,5

Bufor do homogenizacji mysich 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl;

mGzgow po implantacji komorek 5\t ERTA: 2 mM MeClo; 10% glicerol
glejaka ’ ’

Bufor do homogenizacji mysich 20 mM Tris-HCI pH 7.5; 2 mM MgCl;
0.25 M sacharoza

mozgow po implantacji komorek
glejaka przed frakcjonowaniem
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Bufor do zawieszenia biatek frakcji 1% IGEPAL; 1% Triton-X-100; 50 mM Tris-
btonowej HCI pH 7,5; 300 mM NaCl; 5 mM EDTA

Bufor zapobiegajqcy zamrazaniu 300 mL glicerol; 300 mL glikol etylenowy;

skrawkow mozgow 400 mL PBS

Bufor stosowany do wytworzenia 5.65 mM NaH>PO4 x H>O; 20 mM Na;HPO4

f;?j;ee’% iisé"lsg(’)iz Z;C‘fn‘;’ef;”z‘l x 2(H20); 135 mM NaCl; 5 mM KCI;
komorek mieloidalnych 10 mM glukoza; pH 7.4

10x stezony bufor do elektroforezy 25 mM Tris; 192 mM glicyna; 1% SDS; pH 8,3

10x stezony bufor do transferu 25 mM Tris; 192 mM glicyna; pH 8,3

1x stg¢zony bufor do transferu; 20% czystego

Bufor do transferu gotowy do uzycia
Ji e . - metanolu

10x stezony TBS (ang. Tris-buffered

i 20 mM Tris; 500 mM NaCl; pH 7,6
saline)

TBS-T 1x TBS z dodatkiem 0,1% Triton-X-100

Bufor do solubilizacji biatek 150 mM Tris pH 6,8; 4% SDS

3.3. Pierwotne hodowle mysiego mikrogleju

Wykorzystywane w badaniach komoérki mysiego mikrogleju pozyskiwane byly
z mieszanych hodowli glejowych pochodzacych z mézgéw mysich oseskow C57BL/6J
typu dzikiego (ang. wild type, WT) lub C57BL/6J pozbawionych SorLA (SorLA-KO), nie
starszych niz jednodniowe (P0O-P1), na podstawie opisanego wczesniej protokolu
(Walentynowicz 1 in., 2018). Na jedno powtorzenie biologiczne przypadaty komorki
pochodzace z dwoch mysich mézgow hodowane wspdlnie na jednej butelce. Przed

rozpoczeciem procedury, butelki hodowlane o powierzchni 75¢cm? pokrywano 0,1 mg/ml
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roztworem PLL 1 inkubowano w 37°C przez ok. 2 godziny w celu przygotowania

powierzchni optymalnej do hodowli komorek glejowych.

Mysie oseski u$miercane byly poprzez dekapitacje. Z wyizolowanych moézgow
usuwano opony moézgowe z wykorzystaniem binokularu. Nastgpnie mozgi trzykrotnie
ptukano z uzyciem HBSS bez dodatku jonow Ca®" i Mg?*. W celu dysocjacji, mézgi
traktowane byly mieszaning 1% trypsyny 1 0,05% DNazy (proporcje na dwa moézgi),
ktérych dziatanie hamowane byto dodaniem pozywki hodowlanej DMEM z dodatkiem
Glutamax, wzbogaconej 10% FBS i 1% P/S. Nastepnie znad mo6zgoéw odciggano ok. 2/3
pozywki hodowlanej 1 dodawano 5% roztwor DNazy (proporcje na dwa mozgi). Wowczas
mozgi mechanicznie dysocjowano przy uzyciu pipety serologicznej, dodawano $wiezej
pozywki hodowlanej i wirowano w temperaturze pokojowej przez 10 min (/30 x g).
W miedzyczasie odciggano PLL z butelek hodowlanych i trzykrotnie przeptukiwano je
PBS. Po wirowaniu mozgi zawieszano w $§wiezej pozywce hodowlanej, przenoszono do
wczesniej przygotowanych butelek 1 hodowano w inkubatorze w temperaturze 37°C,

o statej wilgotnosci powietrza (95%) 1 5% stezeniu COs.

Po 48 godzinach z butelek hodowlanych odciaggano pozywke i trzykrotnie,
energicznie przeptukiwano ogrzanym do 37°C PBS. Po dodaniu §wiezej porcji pozywki
hodowlanej, komoérki hodowano przez kolejne 8 dni, w warunkach opisanych powyzej. Po
uplywie tego czasu komorki poddawano wytrzasaniu w 37°C przez godzing przy predkosci
100 rpm w celu oddzielenia mikrogleju od innych komorek glejowych obecnych w hodowli
(gldéwnie astrocytow). Nastepnie z naczynia hodowlanego pobierano pozywke hodowlang
1 wirowano w temperaturze pokojowej przez 10 min (/30 x g). Otrzymany w ten sposob
osad komorkowy (mikroglej) zawieszano w §wiezej porcji pozywki hodowlanej, a komorki
liczono z wykorzystaniem komory Biirkera. W zaleznos$ci od celu dos$wiadczenia,
mikroglej wysiewano na szkietka hodowlane umieszczonych w szalkach 6- lub 24-
dotkowych, odpowiednio w ilosciach 6,5 x 10° lub 1 x 10°. W czasie prowadzenia hodowli
regularnie wykonywano testy w celu wykrycia ewentualnego zakazenia komoérek

mykoplazma.
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3.3.1. Stymulacje mikrogleju

Po dwoch dniach od wysiania mikrogleju na szalki 6-dotkowe, komorkom
zmieniano pozywke hodowlang na pozywke DMEM z dodatkiem Glutamax, ktory
wzbogacony byt o czynnik wykorzystywany do trwajacej 24 godziny stymulacji:

e LPS (100 ng/ml)

e M-CSF (50 ng/ml)

e [L-10 (100 ng/ml)

e Neuregulina 1 (NRG-1) (100 ng/ml)
e BDNF (100 ng/ml)

e CX3CL1 (100 ng/ml)

Jako kontrole traktowano mikroglej, ktéremu w tym samym momencie wymieniano
pozywke hodowlang na pozywke DMEM z dodatkiem Glutamax, niewzbogacong zadnym
dodatkowym czynnikiem. Po uptywie 24 godzin mikroglej dwukrotnie plukano zimnym
PBS i dodawano bufor do lizy stanowiacy sktadnik zestawu do izolacji RNA firmy Qiagen
lub EURX. Tak przygotowang szalk¢ hodowlang przechowywano w temperaturze -80°C do

momentu dalszych etapéw izolacji RNA.
3.3.2. Barwienia immunofluorescencyjne mikrogleju

Mikroglej wykorzystywany w celu przeprowadzenia barwien
immunofluorescencyjnych hodowano na szalkach 24-dotkowych. W zaleznosci od
schematu do§wiadczenia, dwa dni po wysianiu komoérkom zmieniano pozywke hodowlang
na pozywke DMEM z dodatkiem Glutamax wzbogacong PMA (100 nM) lub poddawano
wspothodowli z komorkami mysiego glejaka (sekcja 3.4.2.). W obu wariantach
doswiadczenie trwato 24 godziny. Nastgpnie mikroglej utrwalano przez 15 minut przy
uzyciu 4% roztworu paraformaldehydu (ang. paraformaldehyde, PFA) w PBS, a nastepnie
trzykrotnie plukano PBS. W kolejnym etapie szkietka z utrwalonymi komorkami byty
poddawane trwajacej godzing inkubacji w roztworze PBS z dodatkiem 5% NDS 1 0,3%
Triton-X-100, co miato na celu uniemozliwienie niespecyficznego zwigzania przeciwciat

1 permeabilizacj¢. Tak przygotowane szkietka z komdrkami inkubowano przez noc w 4°C

53



z przeciwciatami pierwszorzedowymi zawieszonymi w roztworze PBS z dodatkiem 1%
BSA 1 0,3% Trition-X-100. Nastepnie szkietka trzykrotnie ptukano PBS i1 inkubowano
przez godzing w ciemnosci, w temperaturze pokojowej, z przeciwciatami drugorzgdowymi
sprz¢zonymi z odpowiednimi fluoroforami, zawieszonymi w tym samym buforze, co
przeciwciala pierwszorzedowe. Po zakonczonej inkubacji szkietka trzykrotnie plukano
PBS, a ostatnie ptukanie wzbogacono o dodatek DAPI (ostateczne stezenie 1 pg/ml),
w celu wyznakowania jader komorkowych. Przygotowane preparaty zatapiano na
szkietkach podstawowych, suszono w temperaturze pokojowej, a nast¢gpnie obrazowano

wykorzystujac mikroskop konfokalny Zeiss LSM 780 oraz Nikon AIR MP.
3.3.3. Przygotowanie pozywki hodowlanej do analiz biochemicznych

W celu zidentyfikowania biatek wydzielanych przez mikroglej w sposob zalezny
od SorLA wykorzystywano pozywki hodowlane pozyskane z mikrogleju WT i SorLA-KO
hodowanych na szalkach 6-dotkowych. Analizy przeprowadzono z wykorzystaniem
spektrometrii mas (ang. mass spectrometry, MS), testow immunoenzymatycznych ELISA

oraz zestawo6w Luminex i Murine U-Plex Biomarker Group 1 assay.

W przypadku przygotowania probek do analiz MS, mikroglej dwa dni po wysianiu
trzykrotnie przeptukiwano cieptym PBS w celu pozbycia si¢ FBS obecnego w pozywce
hodowlanej, a nast¢pnie komoérki hodowano przez 24 godziny w pozywce DMEM
z dodatkiem Glutamax wzbogaconej PMA (100 nM). Na jedno powtorzenie biologiczne
dla kazdego genotypu sktadata si¢ pozywka pobrana z wszystkich dotkéw szalki
6-dotkowej. Po uptywie czasu inkubacji pobierano pozywke hodowlang znad komoérek
1 wirowano w 4°C przez 15 minut (3220 x g). Po wirowaniu otrzymany supernatant
umieszczano na kolumnach Amicon® Ultra Centrifugal Filter 3kDa MWCO i wirowano
w 4°C przez 45 minut (3220 x g). Nastepnie kolumne ptukano 10 ml PBS i ponownie
wirowano w 4°C przez 30 minut (3220 x g). Proces powtdrzono tacznie trzy razy, przy
czym kazde kolejne wirowanie wydluzano o 15 minut. Po ostatnim wirowaniu zawarto$¢
kolumny pobierano do nowej proboéwki i mierzono st¢zenie biatka przy uzyciu zestawu
BCA Pierce™ BCA Protein Assay. Tak przygotowane probki byly nastepnie analizowane
przy uzyciu MS przez pracownikow Laboratorium Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii

1 Biofizyki PAN w Warszawie.
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W  przypadku uzycia pozywki hodowlanej do przeprowadzenia analiz
z wykorzystaniem testow ELISA oraz zestawow Luminex i Murine U-Plex Biomarker
Group 1 assay, mikroglej przez 24 godziny hodowano w pozywce DMEM z dodatkiem
Gutamax wzbogaconej PMA (100 nM) lub w przypadku warunkéw kontrolnych, przez 24
godziny w pozywce DMEM z dodatkiem Glutamax. Nastepnie pozywke hodowlang
zbierano do probdéwek 1 wirowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut (/000 x g),
a otrzymany supernatant poddawano odpowiednim testom. Otrzymane wartosci
normalizowane byly do wcze$niej okreslonego z wykorzystaniem zestawu BCA Pierce™
BCA Protein Assay stezenia biatka w lizacie komorkowym, uzyskanym z hodowli

komorek, z ktérych pochodzita badana pozywka hodowlana.
3.3.4. Test oceniajacy zdolnosci do fagocytozy

W celu porownania zdolnosci mikrogleju WT i SorLA-KO do fagocytozy
wykorzystywano komercyjnie dostepny zestaw Phagocytosis Assay Kit (IgG FITC).
24 godziny po wysianiu mikrogleju na szalke 24-dotkowa, komorkom wymieniano
pozywke na pozywke kondycjonowang pochodzaca z komoérek mysiej linii glejaka 261
(ang. glioma 261, GL261) z metka biatka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescence
protein, GFP) (GL261-GFP) (sekcja 3.4.). Po uptywie kolejnych 24 godzin do pozywki
dodawano kulki optaszczone przeciwciatami IgG sprzezonymi z fluoroforem FITC
w rozcienczeniu 1:250. Po 4 godzinach komorki przez 2 minuty traktowano odczynnikiem
Trypan Blue, ktory stanowit element uzywanego zestawu, przeplukiwano wedtug zalecen
producenta 1 utrwalano przez 15 minut przy uzyciu 4% roztworu PFA w PBS, po czym
trzykrotnie ptukano PBS. Nastepnie komorki inkubowano przez 5 minut w PBS
z dodatkiem DAPI (ostateczne st¢zenie 1 pg/ml) w celu wyznakowania jader
komorkowych. Tak przygotowane preparaty zatapiano na podstawowych szkietkach
mikroskopowych, suszono w temperaturze pokojowej, a nastgpnie obrazowano

wykorzystujgc mikroskop fluorescencyjny Zeiss Axio Observer.Z1.
3.4. Hodowla ustalonych linii komdérkowych

W doswiadczeniach in vitro przedstawionych w niniejszej pracy uzywano

nastepujacych ustalonych linii komérkowych:
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e Ludzka embrionalna linia komorkowa nerki 293 (ang. human embryonic kidney 293

cells, HEK293);

e Komorki mysiej linii glejaka GL261: komorek tych uzywano zarowno w formie
niemodyfikowanej  genetycznie (GL261-WT), jak rowniez w  wersji
z wprowadzonymi sekwencjami lucyferazy i biatka fluorescencyjnego tdTomato

(GL261-luc'-tdT") badz biatka GFP (GL261-GFP);

Wszystkie linie komorkowe hodowane bylty w 37°C przy stalej wilgotnosci powietrza
(95%) 1 5% stezeniu CO2. W czasie prowadzenia hodowli regularnie wykonywano testy
w celu wykrycia ewentualnego zakazenia komorek mykoplazmg. W ponizszej tabeli

przedstawiono sktad pozywek hodowlanych dla kazdej z uzywanych linii komoérkowych.

Linia komorkowa Sklad pozywki

HEK?293 DMEM + 10% FBS + 1% P/S

GL261 DMEM + 10% FBS + 1% P/S

(w przypadku linii GL261-luc*-tdT" do trzeciego pasazu zamiast P/S
uzywano antybiotyku selekcyjnego G418 (ostateczne stezenie 100 pg/ml)

Kazdg lini¢ komérkowg do momentu rozpoczecia do§wiadczenia pasazowano co 2-4 dni,
w zaleznosci od ich aktywnos$ci proliferacyjnej. Do pasazu komorek stosowano 0,25%
roztwor trypsyny z 0,02% EDTA, a proces odklejania komorek z powierzchni naczynia
hodowlanego hamowano przy wykorzystaniu odpowiedniej dla danej linii pozywki

hodowlane;.

W przypadku pozyskiwania pozywki kondycjonowanej z komorek GL261-GFP, po 2-3
dniach od ostatniego pasazu, kiedy komorki uzyskiwaty konfluencje ok. 70%, pobierano
znad nich pozywke hodowlang. Pozywke wirowano w temperaturze pokojowej przez

5 minut (200 x g), a otrzymany supernatant wykorzystywano do hodowli mikrogleju.
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3.4.1. Transfekcja komorek linii HEK293 i koimmunopercypitacja

Celem przeprowadzenia koimmunopercypitacji majacej na celu weryfikacje
oddziatywan biatkowych, komorki linii HEK293 hodowano na szalkach Petriego
o S$rednicy 10 cm, do momentu osiaggnigcia konfluencji 70%. Komorki poddawano
wowczas transfekcji dwoma plazmidami: jeden z nich zawierat sekwencje kodujaca
czynnik martwicy nowotwordw o (ang. tumor necrosis factor o, TNF-a) z dolaczong
sekwencja biatka GFP (TNF-a-GFP), natomiast drugi plazmid zawieral sekwencje

kodujaca SorLA, ktora w zaleznos$ci od celu do§wiadczenia:

a) nie byla w zaden sposob zmieniona (SorLA-WT);

b) pozbawiona byla jednej z funkcjonalnych domen luminalnych receptora (mutanty
delecyjne);

c) posiadata wylacznie jedng funkcjonalng domeng¢ luminalng receptora (mini-
receptory).

Przed rozpoczgciem transfekcji komorki plukano PBS ogrzanym do 37°C,
a pozywke hodowlang wymieniano na pozywke zwickszajaca wydajnos¢ transfekci,
OptiMEM™. Mieszanina do transfekcji sktadata sie z 1,2 ml pozywki OptiMEM™
z dodatkiem 3 pg plazmidu kodujacego jeden z wariantow biatka SorLA, 3 pg plazmidu
kodujacego TNFa-GFP oraz 12 pl odczynnika Lipofectamine2000™. Jako kontrole
negatywng w doswiadczeniach wykorzystywano transfekcje komorek plazmidem
pEGFPC2-BIO (kodujacym biatko GFP) oraz plazmidem kodujagcym SorLA-WT lub
SorLA mini-EGF/B-propeller (w przypadku doswiadczenia z uzyciem mini-receptorow).
Mieszaniny transfekcyjne po 20 minutach inkubacji w temperaturze pokojowe;j
réwnomiernie dodawano do szalek hodowlanych z komodrkami HEK293 a nastgpnie
inkubowano przez 4 godziny w 37°C przy statej wilgotnosci powietrza (95%) 1 5% stezeniu
COas. Po uptywie tego czasu komorkom wymieniano pozywke hodowlang na $wieza,

pozbawiong dodatku antybiotykow.

Po uptywie 24 godzin od rozpoczgcia transfekcji komodrki dwukrotnie plukano
zimnym PBS 1 zdrapywano z powierzchni szalki przy uzyciu drapaka w buforze do lizy
z dodatkiem inhibitorow proteaz i fosfataz. Otrzymane w ten sposob lizaty komorkowe

przenoszono do probowek i inkubowano na lodzie przez 30 minut, po czym wirowano
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w 4°C przez 15 minut (/6 000 x g). Do otrzymanego supernatantu dodawano bufor do lizy
bez dodatku IGEPAL w celu zmniejszenia stezenia detergentu do 0,2%. Po pomiarze
stezenia biatka przy uzyciu zestawu Pierce™ BCA Assay Kit, 40 ng biatka z kazdej probki
zachowywano jako frakcje cato$ciowa (input) do dalszych analiz i przygotowywano je do
analizy Western blot poprzez wyréwnanie st¢zen wszystkich probek, dodanie 4x buforu
Laemmliego 1 pigeciominutowa inkubacje w 95°C. Pozostate 500-600 npg biatka
inkubowano natomiast ze ztozem GFP Trap Particles® przez 30 minut w 4°C z rotacja.
Nastepnie zloze trzykrotnie ptukano buforem do lizy o zawartos$ci detergentu zmniejszonej
do 0,2%, po czym przy uzyciu 2x buforu Laemmliego 1 10 minutowej inkubacji w 95°C
uwalniano zwigzane ze zlozem biatka. Probki analizowano nastgpnie wykorzystujac

technik¢ Western blot.

3.4.2. Wspothodowla pierwotnego mysiego mikrogleju z komoérkami mysiego

glejaka

W dniu pozyskiwania mikrogleju z mieszanej hodowli glejowej (sekcja 3.1.), na
inserty o $rednicy porow 0,4 um wysiewano komorki linii GL261-GFP. W zaleznosci od
typu wykorzystywanych szalek hodowlanych, komoérki te wysiewano odpowiednio w ilo$ci
2,5 x 10%insert (szalki 6-dotkowe) lub 1,8 x 10%insert (szalki 24-dotkowe). Po 24
godzinach komorkom GL261-GFP oraz mikroglejowi zmieniano pozywke hodowlang na
swieza, skladajaca si¢ z DMEM z dodatkiem Glutamax, wzbogacong 10% FBS
(PanBiotech) oraz 1% P/S. Po uptywie kolejnej doby delikatnie odciggano pozywke znad
mikrogleju 1 dodawano pozywke kondycjonowang pozyskang spod insertu z komorkami
GL261-GFP. Nastgpnie, w szalce na ktérej hodowano mikroglej umieszczano insert
z komoérkami glejaka (schemat do§wiadczenia przedstawiono na Rycinie 8). Jako kontrole
traktowano mikroglej, ktoremu 24 godziny od momentu wysiania zmieniano pozywke

hodowlang na $wiezg i nie poddawano dalej zadnym manipulacjom.
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GL261-GFP

Sooonooootoo e/

Medium kondycnjonowane
z komérek GL261-GFP

@

Mikroglej WT/SorLA-KO

Rycina 8. Schemat wspéthodowli mikrogleju z mysia linia glejaka. Rycina zostata
przygotowana z wykorzystaniem programu BioRender.

Po 24 godzinach od rozpocz¢cia wspothodowli, mikroglej w zalezno$ci od celu

do$wiadczenia:

a) Zdrapywano z powierzchni szalki przy uzyciu drapaka w 150 ul roztworu Tris
z dodatkiem 1% SDS (pH 8) 1 sonifikowano w 4°C (12 cykli 30s ON 30s OFF).
Nastepnie otrzymany lizat komdérkowy poddawano dziataniu temperatury 95°C
przez 10 min. Tak przygotowane probki nastgpnie analizowane byly przy uzyciu
MS przez pracownikow Laboratorium Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii

1 Biofizyki PAN w Warszawie.

b) Utrwalano przy wykorzystaniu 4% PFA w PBS i poddawano procedurze barwienia

immunofluorescencyjnego.

Komorki mysiej linii glejaka znajdujace si¢ na insertach trypsynizowano, a po ok.
5 minutach dziatanie enzymu hamowano przez dodanie pozywki hodowlanej. Zawiesing
komorek przenoszono do probéwek i wirowano w 4°C przez 5 minut (200 x g). Otrzymany
osad komorkowy ptukano zimnym PBS i wirowano w warunkach jak powyzej. Nastepnie
osad zawieszano w buforze do lizy z dodatkiem inhibitorow proteaz i fosfataz i inkubowano
na lodzie przez 30 min. Komorki wowczas wirowano w 4°C przez 15 minut (/6 000 x g),
anauzyskanym supernatancie przeprowadzano pomiar st¢zenia biatka przy uzyciu zestawu

Pierce™ BCA Assay Kit. Nastgpnie probki przygotowywano do analizy Western blot,
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poprzez wyrdwnanie stezen wszystkich probek, dodanie 4x buforu Laemmliego

1 pigciominutowg inkubacje w 95°C.

3.4.3. Przygotowywanie komorek linii GL261 do stereotaktycznych domoézgowych

implantacji in vivo

Komoérki  linii  GL261-WT oraz GL261-luc’™-tdT" w dniu implantacji
stereotaktycznych osiggaty konfluencje ok. 70%. Komorki ptukano ogrzanym do 37°C
PBS i trypsynizowano w celu odklejenia z powierzchni butelki hodowlanej. Po
zahamowaniu reakcji z uzyciem pozywki hodowlanej komorki liczono z wykorzystaniem
komory Biirkera. Nastepnie pobierano 1 x 10°® komorek, ktore wirowano w 4°C przez
5 minut (/50 x g). Osad komoérkowy plukano przy uzyciu zimnego DMEM i ponownie
wirowano w warunkach opisanych powyzej. Po dokladnym odciggnigciu pozywki, osad
komoérkowy zawieszano w 12,5 pl zimnego DMEM, dzigki czemu w 1 pl mieszaniny

znajdowato si¢ 8 x 10* komorek.
3.5. Mysi model glejaka

W doswiadczeniach in vivo zdecydowano si¢ wykorzysta¢ mysi model glejaka
GL261 ze wzgledu na powszechno$¢ jego stosowania w badaniach przedklinicznych
glejakow oraz podobienstwa pomiedzy guzami powstajacymi na skutek podziatow
komorek GL261 a ludzkimi GBM, obejmujace m.in. stopien unaczynienia i zmian
nekrotycznych, inwazyjno$¢ oraz immunosupresyjno$¢ mikrosrodowiska nowotworu
(Abdelwahab 1 in., 2011). Do do§wiadczen wykorzystywano myszy C57BL/6J WT oraz
C57BL/6J SorLA-KO w wieku od 8-12 tygodni, wazace 25-35 g. Zwierzeta przebywaty
w klatkach hodowlanych o statym dostepie do wody 1 pozywienia. Myszy utrzymywane
byly w cyklu dobowym 12/12 (§wiatto od 7:00 do 19:00), temperatura pomieszczenia
wynosita 20-24°C, a wilgotnos¢: 55-65%. Roztwory lekdw uzywanych podczas i po
operacji przygotowywano w 0,9% roztworze soli fizjologicznej. Doswiadczenia zostaty
przeprowadzone wedlug zgoéd otrzymanych od I Lokalnej Komisji Etycznej (LKE)
dzialajacej przy Uniwersytecie Warszawskim (zgody nr. 1102/2020, 1274/2021 oraz
1468/2023). Bupredine multidose® uzywano na podstawie zgéd wydanych przez
Wojewddzki Inspektoriat Farmaceutyczny (zgody nr. WIF.WA.1.857.3.3.2024.AK oraz
WIF.WA.1.857.3.11.2023.AK).
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3.5.1. Stereotaktyczne domozgowe implantacje komorek glejaka

Domdzgowe implantacje komorek linii GL261-WT badz GL261-luc™-tdT" zostaty
przeprowadzone wedlug wczesniej opublikowanego protokotu (Kaminska 1 in., 2024).
W przypadku do§wiadczen przeprowadzanych wg zgody 1468/2023, myszy 20 minut przed
rozpoczeciem implantacji zamiast Butomidor® podskérnie otrzymywaly Bupredine
multidose® w dawce 0,06 mg/kg masy ciata. Celem przeprowadzenia zabiegu, myszy
usypiane byly w komorze wypelnionej mieszaning 4% izofluranu i tlenu, po czym
umieszczano je w aparacie stereotaktycznym. Stan anestezji utrzymywano dzigki masce
wziewnej, ktora doprowadzala do drog oddechowych zwierzat mieszaning 1,5%
izolfluranu i tlenu. Zwierzgta podczas zabiegu przez caty czas umieszczone byly na macie
grzewczej, zapewniajacej utrzymanie temperatury ciata na poziomie 37°C. Bezposrednio
przed rozpoczeciem zabiegu, w zaleznosci od otrzymanej zgody LKE, myszom podskornie

aplikowano:

e Metcam® w dawce 2 mg/kg masy ciala oraz Butomidor® w dawce 2 mg/kg masy

ciata (m.c.) — zgody LKE 1102/2020 oraz 1274/2021
e Metcam® w dawce 2 mg/kg m.c. — zgoda LKE 1468/2023

Zwierzeta otrzymywaly réwniez znieczulenie miejscowe w postaci 5% Marcaine®
podanego podskornie w miejscu cigcia, a ich oczy byly zabezpieczone przed $wiattem
lampy operacyjnej i wysychaniem przy uzyciu zelu Vidisic® oraz sterylnych gazikow. Po
potwierdzeniu glebokosci znieczulenia (brak odruchow po ucisnigciu opuszki palcowe;j
i braku odruchu rogéwkowego), gtowe zwierzat odkazano przy uzyciu Cutasept G, golono
sier§¢ na glowie 1 wykonywano 0,5 cm rozcigcie skéry celem uwidocznienia szwow
czaszkowych. Nastepnie, odnoszac si¢ do bregmy, 1 mm w kierunku przednim oraz 2 mm
W prawo przy uzyciu wiertla wywiercano w czaszce otwor o srednicy ok 1 mm. Przy uzyciu
strzykawki Hamilton i automatycznej pompy myszom wstrzykiwano 8 x 10* komorek
GL261 w objetosci 1 pul na glebokos¢ 3 mm, z predkoscig 0,25 pul/min. 2 minuty po
zakonczeniu wstrzykiwania igle wyciagano z predkoscia 1 mm/min, a wywiercony
w czaszce otwor zabezpieczano woskiem kostnym. Rozcigcie skory glowy zamykano
wykorzystujgc nici chirurgiczne, a ran¢ pokrywano miejscowo znieczulajgcg lignokaing.

Myszy do momentu wybudzenia z narkozy przebywata pod stalg obserwacja.
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Przez pierwsze trzy dni od momentu operacji zwierzeta podskoérnie otrzymywaty
leki przeciwbélowe — Metcam® w dawce 2 mg/kg m.c. (zgody LKE 1102/2020
i 1274/2021) oraz Metcam® i Tramvetol® odpowiednio w dawce 2 mg/kg m.c. i 25 mg/kg
m.c. (zgoda LKE 1468/2023). Przez caly okres trwania eksperymentu co 2-3 dni
kontrolowano stan zdrowia zwierzat oraz ich masg ciata, w celu wykrycia wszelkich oznak

dystresu lub cierpienia.
3.5.2. Przyzyciowe monitorowanie wielkosci mysich guzow mozgu

Do do$wiadczenia majacego na celu obrazowanie wielko$ci guzéw moédzgu, myszy
WT i SorLA-KO poddawane byty implantacji komorkami GL261-luc’-tdT*. 7, 14 oraz 21
dni od momentu operacji myszom podawano dootrzewnowo D-lucyferyne w dawce 150
mg/kg m.c. w PBS. Po uptywie 8 minut zwierz¢ta usypiano przy uzyciu mieszaniny 2%
izofluranu z tlenem, po czym umieszczano je w aparacie Xtreme, gdzie poprzez maske
wziewng utrzymywano stan anestezji. Oczy zwierzat zabezpieczano przed wysychaniem
wykorzystujac  zel Vidisic®. 10 minut od podania D-lucyferyny rozpoczynano
dwuminutowe obrazowanie emisji bioluminescecji (pochodzace z rozktadu owego zwigzku
przez lucyferaze, ktorg produkowaty komoérki nowotworowe). Po zarejestrowaniu sygnatu
bioluminescencji wykonywano rowniez zdjecie rentgenowskie zwierzat. Objetos¢ guzow
szacowano z wykorzystaniem dedykowanego oprogramowania Bruker Molecular Imaging,
ktéry przy uzyciu opcji ,,Auto Rois” automatycznie wyznaczal intensywno$¢ sygnatu

bioluminescencji.
3.5.3. USmiercanie zwierzat

21 dni od momentu implantacji komorek glejaka myszy usmiercane byly poprzez
dyslokacje kregow szyjnych (analizy biochemiczne) lub poprzez perfuzje transkardialng
(barwienia immunofluorescencyjne, analiza krwi obwodowej, cytometria przeplywowa
1 sortowanie komorek mieloidalnych). W przypadku analizy krwi obwodowej myszy
niepoddanych implantacjom komorek glejaka, zwierzeta zostaty usmiercone przez perfuzje

transkardialng w 12 tygodniu Zycia.

W przypadku dyslokacji kregéw szyjnych, zwierzgta umieszczane byty w komorze

wypelnionej mieszaning 4% izofluranu 1 tlenu. Po utracie przytomnosci dokonywano
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dyslokacji kregow szyjnych 1 dekapitacji w celu izolacji potkul mozgow objetych

glejakiem.

Perfuzje transkardialne réwniez poprzedzone byly u$pieniem zwierzat
przeprowadzonym w komorze wypelionej mieszaning 4% izofluranu i tlenu. Nast¢pnie
narkoze poglebiano poprzez dootrzewnowe podanie myszom mieszaniny VetaKetam®
i Sedazin® (odpowiednio 160 mg/kg m.c. i 40 mg/kg m.c.). Po potwierdzeniu zaniku
glebokiego czucia (brak odruchéw po uci$nigciu opuszki palcowej) i braku odruchu
rogdowkowego, skore brzucha zwierzat dezynfekowano przy uzyciu Cutasept G®
1 otwierano klatke piersiowgag w celu uwidocznienie serca. Po wusunigeciu worka
osierdziowego nacinano prawy przedsionek serca i pobierano krew obwodowa do
probowek wysyconych EDTA w celu poddania dalszym analizom. Nastepnie do aorty
wstepujacej przez lewa komore¢ serca wprowadzano igle, przez ktora przy uzyciu pompy
perystaltycznej pompowano zimny PBS, a w przypadku przeznaczenia mozgow do barwien
immunofluorescencyjnych dodatkowo 4% PFA w PBS. Po zakofczeniu perfuzji
dokonywano dekapitacji i izolowano moézgi do dalszych analiz. Analizy krwi obwodowe;j

zwierzat przeprowadzone zostaly przez firme¢ Vetlab sp.z.o.0.

3.5.4. Przygotowanie homogenatow mysich potkul mozgéw po implantacji komorek

glejaka

Wyizolowane mysie potkule moézgéw po implantacji komorek GL261-WT
traktowano buforem do lizy (z dodatkiem inhibitorow proteaz i fosfataz) w ilo$ci
0,1 ml/ 0,1 g tkanki. Nastgpnie, przy uzyciu mechanicznego homogenizatora z metalowym
ostrzem mozgi rozdrabniano przez ok. 30 sekund, inkubowano na lodzie przez 20 minut
1 wirowano w 4°C przez 10 minut (/000 x g). Otrzymany supernatant przenoszono do
probéwek i1 dodawano detergenty, Triton-X-100 oraz IGEPAL, do koncowego stezenia
0,5%. Tak przygotowane probki inkubowano przez godzing w 4°C z rotacja. Nastepnie
probki ponownie wirowanow 4°C przez 5 min (/6 000 x g), mierzono stezenie biatka
w supernatancie z wykorzystaniem Pierce™ BCA Assay Kit i przygotowywano do analizy
Western blot poprzez wyrdwnanie stezen wszystkich probek, dodanie 4x stezonego buforu

Laemmliego 1 pigciominutowg inkubacje w 95°C.
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3.5.5. Izolacja rozpuszczalnej i blonowej frakcji bialek z homogenatéow mysich

mozgow po implantacji komorek glejaka

W celu rozdzielenia biatek frakcji rozpuszczalnej i blonowej stosowano metode
bazujaca na ultrawirowaniu homogenatéw mysich potkul moézgéw objetych guzem, po
implantacji komorek GL261-WT. Poczatkowo do moézgéw dodawano bufor do
homogenizacji mysich mo6zgéw po implantacji komorek glejaka przed frakcjonowaniem
(z dodatkiem inhibitorow proteaz i fosfataz) w ilosci 0,1 ml/0,1 g tkanki. Nast¢pnie, przy
uzyciu mechanicznego homogenizatora z metalowym ostrzem modzgi rozdrabniano przez
ok. 30 sekund, inkubowano na lodzie przez 20 minut i wirowano w 4°C przez 10 minut
(1000 x g). Czes¢ otrzymanego supernatantu pozostawiano do dalszych analiz jako frakcje
biatek niepoddanych frakcjonowaniu (input). Pozostata cze$¢ supernatantu umieszczano
w probowkach przeznaczonych do ultrawirowania i wirowano w 4°C przez godzing
(100000 x g). Uzyskany supernatant, ktoéry zawierat biatka frakcji rozpuszczalne;,
pobierano do probowek, a osad, ktory stanowit frakcje biatek btonowych, zawieszano przy
uzyciu strzykawki-insulinowki w buforze do zawieszenia bialek frakcji blonowe;.
Nastepnie stezenie biatka we wszystkich probkach (input, biatkach frakcji rozpuszczalnej
oraz btonowej) mierzono z wykorzystaniem Pierce™ BCA Assay Kit. Probki
przygotowywano do analizy Western blot poprzez wyréwnanie ich stezenia, dodanie 4x
stezonego buforu Laemmliego i pigciominutowg inkubacje w 95°C. Prébki przeznaczone
do testow ELISA po pomiarze st¢zenia biatka przechowywano w -80°C do momentu

przeprowadzenia analizy.
3.5.6. Barwienia immunofluorescencyjne skrawkow mysich mézgow

Po perfuzji przy uzyciu PBS oraz 4% PFA w PBS, mysie mézgi poddane
implantacjom komoérek GL261-luc’-tdT" na 24 godziny umieszczane byty w 4% roztworze
PFA w 4°C. W celu krioprotekcji mézgi nastepnie inkubowano w 4°C w 30% roztworze
sacharozy, ktéry wymieniano tgcznie dwa razy, kiedy zaobserwowano, ze mozgi znajduja
sie na dnie probowki. Nastepnie mézgi krojono na skrawki o grubosci 40 pum w -20°C przy
uzyciu kriostatu. Skrawki umieszczane byly w buforze zapobiegajacym zamrazaniu

1 przechowywane w -20°C do momentu dalszych analiz.
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W momencie rozpoczgcia barwienia skrawki ptukane byty w PBS 1 inkubowane
przez godzing w roztworze PBS =z dodatkiem 5% HS, celem uniemozliwiania
niespecyficznego zwigzania przeciwcial. Nastgpnie skrawki inkubowano przez noc w 4°C
z przeciwciatami pierwszorzedowymi zawieszonymi w roztworze PBS z dodatkiem 1%
BSA, 1% NDS 1 0,3% Trition-X-100. Nastepnie skrawki trzykrotnie ptukano PBS
1 inkubowano przez godzing w ciemnos$ci, w temperaturze pokojowej, z przeciwciatami
drugorzedowymi sprz¢zonymi z odpowiednimi fluoroforami, zawieszonymi w tym samym
buforze, co przeciwciata pierwszorzedowe. Po zakonczonej inkubacji skrawki trzykrotnie
plukano PBS, a ostatnie ptukanie wzbogacono o dodatek DAPI (ostateczne stezenie
1 pg/ml) w celu wyznakowania jader komorkowych. Nastepnie skrawki przenoszono na
szkietka mikroskopowe, osuszano i1 zamykano przy uzyciu zatapiacza 1 szkielka
nakrywkowego. Tak przygotowane preparaty po calkowitym wysuszeniu byty obrazowane
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Leica DM400B lub mikroskopu konfokalnego

Zeiss LSM 700.

3.5.7. Dysocjacja mozgow przed analiza cytometryczng i sortowaniem komorek

mieloidalnych

Po perfuzji PBS, mysie moézgi 21 dni po implantacji komorek GL261-WT
umieszczano w HBSS bez dodatku jonow Ca®" i Mg?" i rozdzielano na dwie potkule.
Potkule objeta guzem dysocjowano mechanicznie skalpelem, a nastepnie przenoszono do
C-tuby, do ktorej dodawano mieszaning enzymoé6w DNazy (0,5 mg/ml) i Kolagenazy IV
(2,5 mg/ml) zawieszonych w DMEM 2z dodatkiem 10% FBS. C-tuby umieszczano
w urzadzeniu GentleMACS™ QOcto Dissociator 1 dysocjowano wedtug ustawien programu
37C NTDK 1. Po zakonczeniu dysocjacji dzialanie enzyméw hamowano poprzez dodanie
HBSS z dodatkiem jonow Ca** i Mg?*. Mieszanine nastepnie filtrowano wykorzystujac
filtry nylonowe o $rednicy porow 70 um oraz 40 pm i wirowano w 4°C przez 10 minut
(300 x g). Celem pozbycia si¢ mieliny, otrzymany po wirowaniu osad zawieszono
w schlodzonym buforze do wytworzenia gradientu gestosci z dodatkiem Perkolu i 1,5M
NaCl, a nastepnie bardzo powoli, przy uzyciu pipety serologicznej dodawano DPBS tak,
aby utworzyt on osobng warstwe pokrywajaca bufor do wytworzenia gradientu gestosci.
Tak przygotowana zawiesina wirowana byla w 4°C przez 20 minut (900 x g) bez

przyspieszen ani hamowan. Proces ten miat na celu wyodrgbnienie z mieszaniny mieliny,

65



ktora po wirowaniu znajdowata si¢ na granicy DPBS oraz buforu do wytworzenia gradientu
gestosci, co umozliwiato jej doktadne usuniecie. Pozostaly osad komorkowy zawieszono
w PBS i liczono przy uzyciu automatycznego licznika komorek. W przypadku analizy
cytometrycznej, z kazdej probki pobrano 5 x 10° komoérek do analizy profilu komérek linii
mieloidalnej badz limfoidalnej. Na potrzeby kontroli pobierano 2,5 x 10° komorek.
Pozostatg cze$¢ materiatu wykorzystywano do sortowania komérek CD11b" metoda FACS

(ang. fluorescence activated cell sorting).
3.5.8. Cytometria przeplywowa

Po liczeniu komorki przenoszono na 96-dotkowa plytke typu ,,V-bottom”
1 wirowano w 4°C przez 5 minut (300 x g). Warunki dla kazdego nast¢pnego wirowania
opisanego w tej podsekcji pozostawaly takie same. Komoérki uzywane jako kontrola
niebarwiona, kontrola pozytywna znakowania niezywych komorek badz kontrole
pozbawione jednego fluoroforu (ang. fluorescence minus one, FMO) stanowity mieszaning

materiatu pochodzacych z mozgow myszy WT oraz SorLA-KO w proporcjach 1:1.

Celem wyznakowania niezywych komorek i wykluczenia ich z dalszych analiz,
osad na 10 minut zawieszano w 100 pl PBS z dodatkiem Fixable Viability Dye eFluor™
455UV. Wyjatek stanowita kontrola niebarwiona, ktora zostata zawieszona w samym PBS.
Jako kontrole pozytywng znakowania niezywych komorek wykorzystano komorki,
z ktorych potowa zostata uSmiercona przez 5 minutowa inkubacj¢ w temperaturze 55°C.
Nastepnie do wszystkich komoérek dodawano 100 pl buforu FACS i wirowano. Osad
nastepnie zawieszano na 10 minut w 200 pl buforu FACS z dodatkiem odczynnika FcBlock
celem uniemozliwienia niespecyficznego wigzania przeciwciat. Po kolejnym wirowaniu
komorki zawieszono w 100 pl buforu Brilliant stain z dodatkiem przeciwciat wchodzacych
w sktad panelu limfo- lub mieloidalnego (Sekcja 3.1. ,, Odczynniki i przeciwciata uzyte do
analizy cytometrycznej i sortowania komorek mieloidalnych”) wiazacych biatka
powierzchniowe. Inkubacja ta trwata 45 minut 1 przeprowadzono ja w ciemnosci. W tym
samym czasie komorki stanowigce kontrole niebarwiong oraz kontrole pozytywna
znakowania niezywych komorek zawieszano w 100 ul buforu FACS, natomiast komorki
stanowigce kontrole FMO zostaty zawieszone w 100 pl mieszaniny przeciwciat bez
dodatku tego, dla ktorego stanowily kontrole. Po uptywie czasu inkubacji komorki

wirowano. W przypadku komorek stuzacych do analizy panelu limfoidalnego, na tym

66



etapie poddano je dodatkowo 30 minutowej inkubacji w buforze do
permeabilizacji/utrwalania, po czym wirowano je, a nastepnie przez 45 minut inkubowano
w ciemnosci z przeciwcialem anty-Foxp3 zawieszonym w buforze do permeabilizacji. Po
wirowaniu komorki te, analogicznie do komoérek wykorzystanych do analizy panelu
mieloidalnego zawieszono w 200 pl buforu FACS i filtrowano do probowek. Obstluga
cytometru BD LSR Fortessa 1 analiza uzyskanych danych z wykorzystaniem
oprogramowania FlowJo® (v. 10.5.3, FlowJo LLC, BD) przeprowadzona zostala przez
pracownikow Laboratorium Cytometrii Instytutu Nenckiego PAN w Warszawie. Na
Rycinie 9 przedstawiono strategi¢ bramkowania komoérek dla panelu limfoidalnego
(Rycina 9A) 1 mieloidalnego (Rycina 9B). Bramki ustawiono na podstawie kontroli FMO
oraz kontroli pozytywnej znakowania niezywych komorek.
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Rycina 9. Strategia bramkowania komorek dla panelu limfo- i mieloidalnego. (A) Strategia
bramkowania komorek panelu limfoidalnego, (B) strategia bramkowania komorek panelu
mieloidalnego.

3.5.9. Sortowanie komorek mieloidalnych CD11b+

Po pobraniu komérek do analizy cytometrycznej, pozostate komorki przeznaczano
na sortowanie celem pozyskania z mikrosrodowiska glejaka myszy WT 1 SorLA-KO
komorek mieloidalnych CD11b". Komoérki uzywane jako kontrola niebarwiona bgdz
kontrola pozytywna znakowania niezywych komorek stanowily mieszaning materiatu
pochodzacego z mozgow myszy WT oraz SorLA-KO w proporcjach 1:1. Opisane ponizej

wirowania przeprowadzano w 4°C przez 5 minut (300 x g).

Po liczeniu komoérki wirowano i przenoszono do proboéwek typu FACS. Celem
wyznakowania niezywych komorek i wykluczenia mozliwos$ci ich sortowania, komorki
zawieszano w PBS z dodatkiem barwnika LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead Cell Stain
Kit w ilosci 1 x 10° komérek/100 pl, z wyjatkiem kontroli niebarwionej. Kontrole

pozytywna znakowania niezywych komorek stanowita mieszanina komorek, wsrod
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ktorych potowa zostata u§miercona przez 5 minutowg inkubacj¢ w temperaturze 55°C. Po
trwajacej 10 minutowej inkubacji na lodzie, do komoérek dodano bufor FACS 1 wirowano.
Uzyskany osad komorkowy zawieszano w buforze FACS z dodatkiem FcBlock w ilo$ci
1 x 10° komérek/100 pl celem zablokowania niespecyficznego wigzania przeciwciat.
Nastepnie bezposrednio do zawiesiny dodawano przeciwciatlo CD11b-FITC. Komorki
inkubowano w ten sposéb 45 minut na lodzie, w ciemnosci. Po zakonczonej inkubacji do
komoérek dodano bufor FACS i wirowano. Otrzymane osady komoérkowe zawieszano
w buforze FACS w objetosci 500-1000 ul (w zalezno$ci od poczatkowej liczby komorek),
filtrowano, 1 w tej formie poddawano sortowaniu w Laboratorium Cytometrii Instytutu
Nenckiego PAN w Warszawie z wykorzystaniem sortera BD FACSAria II. Wszystkie
komorki sortowano do 20% roztworu BSA w PBS. Po zakonczonym sortowaniu komarki
wirowano, plukano zimnym PBS, po czym ponownie wirowano. Z otrzymanych osadéw
komoérkowych izolowano nast¢gpnie RNA oraz biatka. Na Rycinie 10 przedstawiono

strategie bramkowania komorek CD11b".
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Rycina 10. Strategia bramkowania komoérek CD11b" przeznaczonych do sortowania.
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3.5.10. Izolacja RNA oraz bialek z wysortowanych komorek CD11b*

W celu jednoczesnego pozyskania z wysortowanych komorek CD11b" materiatu
w postaci RNA oraz bialek, zastosowano metod¢ oparta na wykorzystaniu TRIzolu
i chloroformu. Osady komdrkowe lizowano poprzez 5 minutowa inkubacj¢ w TRIzolu, po
ktorej do probek dodawano chloroform w tej samej objetosci, co miato na celu oddzielenie
kwasow nukleinowych od bialek. Probki wirowano w 4°C przez 5 minut (5000 x g).
Otrzymang po wirowaniu faze gorng (wodng) zawierajaca RNA pobierano i dodawano
jedna objetos¢ 70% etanolu, po czym przeprowadzano izolacje kwasu nukleinowego przy
wykorzystaniu zestawu komercyjnego firmy EURX. Do fazy dolnej, w ktorej znajdowaly
si¢ biatka, dodawano 4 objetosci metanolu, 3 objetosci wody 1 1 objetos¢ chloroformu. Po
doktadnym wymieszaniu, probki wirowano w 4°C przez 15 minut (5000 x g) po czym
odciggano ciecz znad interfazy, ktora stanowily wyizolowane biatka. W celu ich wytracenia
do probek dodawano 6 objetosci metanolu, mieszano 1 wirowano w 4°C przez 5 minut
(5000 x g). Po odrzuceniu supernatantu wytracone biatka suszono w 37°C przez 5 minut
1 zawieszano w buforze do solubilizacji biatek. Pomiar stezenia biatka przeprowadzano
z wykorzystaniem Pierce™ BCA Assay Kit, po czym probki przygotowywano do analizy
Western blot poprzez wyrdéwnanie ich stezenia, dodanie 4x stezonego buforu Laemmliego

1 pigciominutowg denaturacje w 95°C.
3.6. Testy ELISA

Testy immunoenzymatyczne ELISA przeprowadzone byly wedlug zalecen
producenta. Zarowno pozywki hodowlane mikrogleju WT oraz SorLA-KO, jak réwniez
biatka frakcji rozpuszczalnej pozyskane z homogenatow mysich potkul mézgow objetych
glejakiem, przed przeprowadzeniem testu zostaly odpowiednio rozcienczone. Wartosci
absorbancji uzyskane przy pomiarze dtugosci fali 470 nm z korekcja przy dtugosci fali 570
nm byly normalizowane byty do wczesniej okreslonego z wykorzystaniem zestawu BCA
Pierce™ BCA Protein Assay stezenia biatka w lizacie komorkowym, uzyskanym z hodowli
komorek, z ktorych pochodzita badana pozywka hodowlana lub st¢zenia bialek frakcji

rozpuszczalnej pozyskanych z homogenatow mysich potkul mozgow.
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3.7. Elektroforeza i Western blot

Zdenaturowane dziataniem buforu Laemmliego 1 temperatury 95°C biatka
poddawane byty rozdziatowi elektroforetycznemu w zZelu denaturujacym (ang. Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE). W zalezno$ci od masy
analizowanego biatka wykorzystywano zele o 12% (biatka ponizej 40 kDa), 10% (biatka
o masie 40 — 140 kDa) lub 8% (biatka o masie 140-250 kDa) stezeniu poliakrylamidu.
Przygotowane probki naktadano do studzienek w zZelu w identycznych ilo$ciach,
aw zalezno$ci od eksperymentu ilo$¢ biatka w probce wynosita od 5 do 30 pg (z wyjatkiem
probek po koimmunopercypitacji, gdzie po uwolnieniu biatek ze ztoza niemozliwy byt
pomiar stezenia). Rozdzial elektroforetyczny przeprowadzono w 1x stezonym buforze do
elektroforezy, przy poczatkowym napigciu pradu wynoszacym 90V, a nastgpnie 120V.
Kazdy rozdziat elektroforetyczny prowadzony byt w obecno$ci markera wielkos$ci mas

czasteczkowych bialek.

Po zakonczeniu rozdziatu elektroforetycznego zel poliakrylamidowy ptukano w 1x
stezonym buforze do transferu, a nastgpnie przeprowadzano transfer biatek z Zelu na
membrang nitrocelulozowa przy uzyciu aparatu Trans-Blot Turbo Transfer System
1 komercyjnie przygotowanych zestawow. W zaleznosci od analizowanych biatek
wybierano program dedykowany bialkom o niskiej, $redniej lub duzej masie
czasteczkowej. Po przeprowadzonym transferze membrany plukano w wodzie
destylowanej i barwiono odczynnikiem Ponceau S celem uwidocznienia efektywnosci
transferu. Membrany przez godzing inkubowano w 5% roztworze mleka odtluszczonego
w TBS-T, co mialo na celu uniemozliwienie niespecyficznego wigzania przeciwciat.
Nastepnie membrany inkubowano przez noc w 4°C z przeciwciatami pierwszorz¢gdowymi
zawieszonymi w 5% roztworze mleka odttuszczonego w TBS-T. Po zakonczonej inkubacji
membrany trzykrotnie ptukano TBS-T i1 przez godzing inkubowano z odpowiednimi
przeciwcialami drugorzegdowymi IgG-HRP zawieszonymi w tym samym buforze, co
przeciwciala pierwszorzedowe. Nastgpnie, po ponownym trzykrotnym przeptukaniu
membran w TBS-T, sygnal chemiluminescencji rejestrowano w urzadzeniu ChemiDoc
dzigki uzyciu komercyjnie dostepnych odczynnikow ECL. Analizy intensywnosci sygnatu
przeprowadzano w programie Image Lab 6.1. (BioRad). Sygnat pochodzacy od badanego

biatka normalizowano do sygnatu pochodzacego od dehydrogenazy aldehydu

71



3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH),
B-aktyny lub PonceauS, a w przypadku okreslania poziomu biatek fosforylowanych, do ich

form niefosforylowanych.
3.8. llosciowa reakcja lancuchowa polimerazy z odwrotna transkrypcja

Celem okreslenia poziomu ekspresji genéw stosowano metodg qPCR. W tym celu
z hodowli pierwotnych mikrogleju WT oraz wysortowanych komorek CD11b" z objetych
nowotworem potkul mézgdéw myszy WT i SorLA-KO izolowano RNA z wykorzystaniem
komercyjnie dostepnych zestawoéw firm Qiagen lub EURx. Uzyskane RNA poddawano
nastepnie reakcji odwrotnej transkrypcji w celu uzyskania kodujacego DNA (ang. coding
DNA, cDNA) przy wykorzystaniu komercyjnie dostepnego zestawu firmy Applied
Biosystems. W zaleznosci od stopnia efektywnosci izolacji, uzywano w tym celu RNA
w ilosci od 100 do 500 ng, Reakcje przeprowadzano w termocyklerze w nastepujacych

warunkach:
e Temperatura 37°C, 1 godzina
e Temperatura 95°C, 5 minut

e Temperatura 4°C, oo.

Otrzymane cDNA w zalezno$ci od wyjsciowej ilosci RNA rozcienczano do finalnego
stezenia wynoszacego ok. 5 ng na reakcje. Reakcje qPCR przeprowadzono

z wykorzystaniem urzadzenia QuantStudio 12K Flex.

e W przypadku uzycia sond Tagman, do probek dodawano mieszaning buforu Fast
Universal PCR Master Mix oraz odpowiednich sond TagMan, ktore rozcienczono
do koncowego stezenia 1x z wykorzystaniem ultraczystej wody. Koncowa objetosc
mieszaniny reakcyjnej wynosita 10 pl. Reakcj¢ przeprowadzono wedle

nastepujacych etapow:

1) Temperatura 95°C, 20 sekund
2) Temperatura 95°C, 1 sekunda

40 cykli
3) Temperatura 60°C, 20 sekund
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e W przypadku uzycia starterow, do probek dodawano mieszaning buforu SYBR™
Green oraz mieszaning odpowiednich starterow. Przy uzyciu ultraczystej wody
mieszaning rozcienczano do koncowego stezenia buforu 1x oraz 10 uM kazdego ze
starterow. Koncowa objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 10 pl. Reakcje

przeprowadzono wedtug nastepujacych etapow:

1) Temperatura 50°C, 2 minuty
2) Temperatura 95°C, 10 minut

3) Temperatura 95°C, 15 sekund
40 cykli

4) Temperatura 60°C, 1 minuta
Kazda probka analizowana byla przy uzyciu reakcji qPCR w dwodch powtdrzeniach
technicznych. Poziom ekspresji badanego genu normalizowany byt do poziomu ekspresji
genow referencyjnych, ktérych poziom nie zmienia si¢ pod wptywem badanych warunkow
(tzw. housekeeping genes), tj. Hprtl lub f2M. W tym celu wyznaczano wartos¢ ACr, ktora
wyraza roznice wartosci cyklu progowego (ang. threshold cycle) zarejestrowang dla genow
Hprtl lub f2M 1 genu badanego. Od warto$ci ACt kazdej z probek odejmowano nast¢pnie
usredniong warto$¢ ACt wszystkich probek kontrolnych (w przypadku wysortowanych
komoérek CDI11b" jako kontrole uznawano materiat pochodzacy ze zwierzat WT).
Uzyskana warto$é AACt przeliczano na krotno$é zmiany w poziomie ekspresji genow

stosujac wzor 2 24CT,

3.9. Analiza zdj¢¢ preparatow immunofluorescencyjnych wykonanych z uzyciem

mikroskopii
3.9.1. Analiza morfologii mikrogleju w mysim moézgu

Analize¢ morfologii mikrogleju w mikrosrodowisku glejaka oraz pétkulach mysich
mozgoéw nieobjetych guzem przeprowadzono na zdjeciach skrawkow mozgow myszy WT
i SorLA-KO pozyskanych 21 dni po implantacji komorek GL261-luc™-tdT". Zdjecia
zebrano w postaci Z-stackoéw, tzn. wielu zdje¢ wykonanych w réznych odlegtosciach
ogniskowych, a nastgpnie natozonych na siebie. Przy wykorzystaniu oprogramowania

Imagel ze zdj¢¢ wybierano pojedyncze komorki, a obejmujace je Z-stacki duplikowano



1 zapisywano w formie nowych plikéw. Nastepnie przy uzyciu programu Imaris 9.1.2.,
wykorzystujac opcje Imaris Filament Tracer zaznaczano punkty poczatkowe 1 koncowe
kazdej komorki. Otrzymywany tym sposobem zrekonstruowany szkielet komorki

w projekcji 3D poddawano analizie Sholla.

3.9.2. Pomiar kolokalizacji TNF-a z markerami poszczegolnych kompartmentow

komoérkowych w mikrogleju

Celem okreslenia kolokalizacji TNF-a z biatkowymi markerami poszczegolnych
kompartmentéow komoérkowych w  mikrogleju  WT 1 SorLA-KO stosowano
oprogramowanie Image], w ktérym po zaznaczeniu pojedynczej komorki obliczano
wspotczynnik korelacji Mandersa 1 sygnatu pochodzacego z barwienia TNF-a oraz

okreslonego markera przy wykorzystaniu wtyczki ,,colocalization plugin”.
3.9.3. Okreslenie ilosci aktywnie proliferujacego mikrogleju in vitro

W celu okreslenia ilosci aktywnie proliferujgcego mikrogleju poddanego
wspothodowli z komorkami mysiego glejaka, wykorzystujac zdjecia preparatow
immunofluorescencyjnych obliczano liczbe jader komorkowych Ki67" oraz liczbe jader
DAPI', a nastepnie wyznaczano stosunek obu warto$ci. Analiz¢ przeprowadzono
z wykorzystaniem oprogramowania Image). Zdj¢cia kazdego kanatu poddawano
modyfikacjom przy uzyciu funkcji ,,Threshold” w celu wyraznego zaznaczenia
wybarwionych komorek. Nastepnie jadra komorkowe Ki67" oraz DAPI' liczono

z wykorzystaniem funkcji ,,Analyze particles”.

3.9.4. Okreslenie ilosci aktywnie proliferujacego mikrogleju w mikrosrodowisku

glejaka in vivo

Analiza ilosci aktywnie proliferujacego mikrogleju w mikrosrodowisku glejaka
myszy WT oraz SorLA-KO zostata przeprowadzona z wykorzystaniem zdj¢¢ skrawkow
mysich mozgdéw pozyskanych 21 dni po implantacji koméorek GL261-luc*-tdT*. Skrawki
barwiono immunofluorescencyjnie przeciwcialami anty-Ibal oraz anty-Ki67. Liczba
komorek Ibal "Ki67" obliczana byta manualnie z wykorzystaniem oprogramowania ImageJ

oraz wtyczki CellCounter. Liczba komorek z danego pola widzenia byta nast¢pnie dzielona
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przez wymiary calego zdjecia w celu uzyskania informacji dotyczacej ilosci komorek na

powierzchnie 1 mm?.

3.9.5. Analiza infiltracji komorek ukladu odpornosciowego do mikrosrodowiska

glejaka

Intensywnos$¢ sygnatu pochodzacg z barwien immunofluorescencyjnych skrawkéw
mozgow myszy WT 1 SorLA-KO pozyskanych 21 dni po implantacji komorek GL261-
luc"™tdT" z uzyciem przeciwcial znakujacych poszczegodlne populacje komorek uktadu

odpornos$ciowego obliczano z wykorzystaniem funkcji ,,Measure” w programie Imagel.
3.9.6. Ocena zdolnos$ci mikrogleju WT i SorLA-KO do fagocytozy

Intensywnos$¢ sygnatu fluorescencji pochodzaca ze sfagocytowanych przez
mikroglej kulek IgG-FITC mierzono z wykorzystaniem oprogramowania QuPath-0.5.1.
Przy pomocy funkcji ,,Cell detection” program zaznaczal pojedyncza komodrke na

podstawie zadanych parametrow:
e Nucleus parameters:
o Background radius: 10 um
o Median filter radius: 1 um
o Sigma: 1,5
o Minimum area: 30 pm?
o Maximum area: 400 um?
¢ Intensity parameters:
o Threshold: 200
o Vv Split by shape
e (Cell parameters
o Cell expansion: 20 um
e General parameters:

o v Smooth boundaries
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o Vv Make measurements

Nastepnie, w celu okreslenia powierzchni cytoplazmy odejmowano od powierzchni calej
komorki powierzchnig jadra, a otrzymang warto$¢ mnozono przez $rednig intensywnos$¢
sygnatu FITC w celu uzyskania wartosci odpowiadajgcej catkowitej intensywnosci sygnatu

w komorce.
3.10. Analiza statystyczna

Do przeprowadzenia analiz statystycznych oraz graficznej prezentacji wynikow
liczbowych wykorzystywano program GraphPad Prism 9. Testy przeprowadzane w ramach
poréwnania dwéch grup badanych obejmowaly test t-studenta dla jednej proby (odnoszac
sie do hipotetycznej wartosci 1), dwustronny test t-studenta oraz test U Manna-Whitneya.
Dla poréwnan wielokrotnych stosowano analiz¢ wariancji ANOVA, jedno- lub
dwuczynnikowa, dla ktoérych w zalezno$ci od analizy stosowano dodatkowo test post-hoc
Tuckey’a lub test Sidak’a. Stupki btedéw na wykresach liczbowych przedstawiaja btad

standardowy $redniej (ang. standard error mean, S.E.M).

Jezeli analiza nie wykazata istotnych r6znic pomiedzy badanymi grupami, wynik
opisywano jako ,,ns” (nieistotny statystycznie) lub liczbowo wskazywano wartos¢ p. Jezeli
roznica wykazywala istotnos$¢ statystyczng oznaczano jg symbolem ,,*”, a liczba symboli
odnosita si¢ do wartosci p: ,,*” p <0,05; ,,**” p <0,01; ,,***” p <0,001; ,,****” p <0,0001.
Litera n opisywano liczbe wykorzystanych w do$wiadczeniach powtorzen biologicznych.

Informacje na temat poszczegdlnych analiz zawarte sg w opisach rycin.
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IV. WYNIKI

4.1.  Okreslenie mechanizmow regulujacych ekspresje¢ Sorl/l w pierwotnym mysim

mikrogleju

Analizy bioinformatyczne danych scRNA-seq pochodzacych z probek pacjentow
chorujacych na GBM wykazaty, ze poziom ekspresji SORL1 w ludzkich GAMs moze by¢
zwigzany z ich potencjalnymi wilasciwosciami pronowotworowymi (wysoki poziom
SORLI) lub prozapalnymi (niski poziom SORLI) (sekcja 1.8.). W zwiazku z tym
postanowiono sprawdzié, czy poziom ekspresji Sor/l w mikrogleju moze ulega¢ zmianom
w zaleznos$ci od kierunku aktywacji komorek. W tym celu pierwotny mysi mikroglej; WT
traktowano LPS lub wspothodowano z komérkami mysiej linii glejaka GL261-GFP. Miato
to na celu odwzorowanie polaryzacji fenotypu mikrogleju zachodzacej odpowiednio pod
wplywem stanu zapalnego badz czynnikow wydzielanych przez komorki glejaka. Analiza
poziomu ekspresji genu Sorll wykazata, ze traktowanie komorek z wykorzystaniem LPS
powoduje spadek poziomu ekspresji Sor/l (Rycina 11A), podczas gdy pod wptywem
wspothodowli z komoérkami GL261 poziom jego transkryptu w mikrogleju wzrasta
(Rycina 11B), co wskazuje, iz w zaleznos$ci od kierunku aktywacji mikrogleju, poziom

ekspresji genu kodujacego SorLLA ulega zmianom.
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Rycina 11. Poréwnanie ekspresji genu Sor/l w pierwotnym mysim mikrogleju WT zalezy od
kierunku jego aktywacji. Wykresy przedstawiajace poziom ekspresji Sor// w mikrogleju (A) po
24-godzinnym traktowaniu LPS oraz (B) po 24-godzinnej wspothodowli z komoérkami mysiej linii
glejaka GL261-GFP. Poziom ekspresji Sor/l normalizowano do poziomu ekspresji genow
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referencyjnych (A) Hprtl oraz (B) f2M. Analizg statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem
testu t-studenta dla jednej proby. Liczba powtdrzen biologicznych n=6-7.

4.1.1. Ocena wplywu wybranych czynnikéw na poziom ekspresji Sorll w mysim

mikrogleju

Majac na uwadze fakt, iz poziom ekspresji genu kodujacego SorLA zalezy od
polaryzacji fenotypu mikrogleju, w celu okreslenia mechanizmu regulujacego to zjawisko
postanowiono zidentyfikowa¢ wptyw wybranych czynnikéw na poziom transkryptu Sor/1.
W pierwszej kolejnosci skupiono si¢ na czynnikach, o ktérych wiadomo, ze wydzielane sg
przez komorki glejaka i mogg wptywac na rozwdj wspierajacych nowotwor wlasciwosci
GAMs: M-CSF, IL-10 oraz CX3CL1. W przypadku traktowania komérek M-CSF lub
IL-10 nie zaobserwowano zmian w poziomie ekspresji Sorll pomiedzy mikroglejem
hodowanym w warunkach kontrolnych, a stymulowanym (Rycina 12A-B), podczas gdy
stymulacja komoérek z wykorzystaniem CX3CL1 spowodowata wzrost ekspresji genu

kodujacego receptor SorLA (Rycina 12C).

Jako kolejne czynniki mogace potencjalnie wplywac¢ na poziom ekspresji Sor/l
w mikrogleju wybrano NRG-1 oraz BDNF, o ktérych wiadomo, iZ moga uczestniczy¢
w polaryzacji fenotypu mikrogleju (Charlton 1 in., 2023; Y. Ma i in., 2022; X. Zhang 1 in.,
2014) 1 promujg ekspresje SORLI w komorkach linii ludzkiego nowotworu piersi (NRG-
1) (Al-Akhrass 1 in., 2021) lub neuronach (BDNF) (Young i in., 2015). Stymulacja
mikrogleju tymi czynnikami nie spowodowala jednak zmian w poziomie ekspresji Sorl/

w mysim mikrogleju (Rycina 12D-E).
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Rycina 12. Poziom ekspresji genu Sorll w mysim mikrogleju wzrasta pod wplywem
stymulacji CX3CL1. Wykresy przedstawiajace poziom ekspresji Sor/l w mikrogleju po 24-
godzinnej stymulacji (A) M-CSF, (B) IL-10, (C) CX3CLI1, (D) NRG-1 oraz (E) BDNF. Analiz¢
statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem testu t-studenta dla jednej proby. Liczba
powtorzen biologicznych n=3-8.

4.2. Identyfikacja bialek wydzielanych przez mikroglej w sposob zalezny od
SorLA

Jedng z gtownych konsekwencji polaryzacji fenotypu mikrogleju zachodzacej pod
wptywem okreslonych warunkoéw jest wydzielanie biologicznie aktywnych bialek, ktére
maja na celu promowanie procesow prozapalnych badz proregeneracyjnych. SorLA jako
receptor sortujacy, odgrywa kluczowa role w regulacji uwalniania bialek poza komorke,
jednakze nie zostalo wczesniej zweryfikowane, czy obecno$¢ receptora warunkuje ten
proces rowniez w mikrogleju. Majac na uwadze fakt, iz poziom ekspresji Sorll
w komorkach mikrogleju rézni si¢ w zalezno$ci od typu jego aktywacji (sekcja 4.1.)
postanowiono sprawdzi¢, czy SorLA moze bezposrednio ksztattowaé odpowiedz

mikrogleju poprzez regulacj¢ wydzielanych przez niego biatek. W tym celu mikroglej WT
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1 SorLA-KO przez 24 godziny hodowano w pozywce DMEM z dodatkiem Glutamax
wzbogaconej PMA, ktora nastepnie analizowano przy uzyciu MS. Uzycie w do§wiadczeniu
PMA podyktowane byto faktem, iz w warunkach in vitro aktywuje ono biatkowa kinazg C,
co w efekcie pobudza komorki do produkcji i wydzielania réznego rodzaju bialek

(Caoiin., 2020).

Analiza MS wykazata, iz sklad pozywki hodowlanej pochodzacej z hodowli
mikrogleju pozbawionego SorLA w poréwnaniu do pozywki pozyskanej z hodowli
mikrogleju WT réznit si¢ pod katem obecnosci okreslonych biatek (Rycina 13, Tabela 4).
Jako biatka wydzielane roznicowo przez mikroglej SorLA-KO wybrano te, ktore spetniaty
nastepujace kryteria: (1) zlogarytmowana warto$¢ krotnosci zmiany (logzSorLA-KO/WT)
wynosita 0,3 < badz > -0,3; (2) réznica migdzy genotypami byla istotna statystycznie

(-logio(wartos¢ p) > 1,3).

7.5

® niezmienione w SorLA-KO
® zwickszone w SorLA-KO
® obnizone w SorLA-KO

5.0

25

-log,,(warto$é p)

0.0

log,(SorLA-KO/WT)

Rycina 13. Brak SorLA wplywa na wydzielanie bialek przez mikroglej.
Wykres typu Volcano Plot przedstawiajacy relatywne ilo$ci bialek wydzielanych przez mikroglej
SorLA-KO w poréwnaniu do mikrogleju WT. Warto$ci na osi X wyrazajg zlogarytmowane
wartos$ci krotno$ci zmian w ilo$ci biatek wydzielanych przez mikroglej SorLA-KO. Wartosci
zlogarytmowanej krotnosci zmian biatek wydzielanych w sposob roéznicowy zostaly wyznaczone
jako 0,3 < badz > -0,3 (linie pionowe). Wartosci na osi Y przedstawiaja -logio(wartos¢ p).
Zlogarytmowane warto$ci krotnosci zmian, dla ktérych -logio z wartosci p wynosit > 1,3 uznane
zostaly za istotne statystycznie (linia pozioma). Biatka uznane za wydzielane w mniejszych
ilosciach przez mikroglej SorLA-KO w poréwnaniu do mikrogleju WT zaznaczono na wykresie
kolorem czerwonym, z kolei w wigkszych — kolorem zielonym. Bialka, dla ktorych wartosci
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zlogarytmowanej krotno$ci zmian miescily si¢ w przedziale -0,3 - 0,3 lub zaobserwowana roznica
nie wykazywata istotnos$ci statystycznej (-logiowarto$¢ p < 1,3) zaznaczono kolorem szarym.
Liczba powtorzen biologicznych n=6.

Tabela 4. Wybrane bialka réznicowo wydzielane przez mikroglej SorLA-KO.

Wartos¢ p FDR™ Krotnos¢ zmiany
CDh14 0,0024 0,0310 1,32
CD44 0,0009 0,0198 4,99
CXCL16 0,0017 0,0271 1,66
SPP1 0,0164 0,0976 0,586
MMP9 0,0080 0,0587 0,686

*Skroty objasnione w dalszej czesci tekstu.

**Wspolczynnik falszywych odkry¢ (ang. false discovery rate, FDR)

Do grupy biatek, ktorych wydzielanie przez mikroglej SorLA-KO byto zwigkszone
w poroéwnaniu do mikrogleju WT zaliczy¢ mozna m.in. CD14 (ang. cluster of diffrentiation
14), CD44 (ang. cluster of diffrentiation 44), czy CXCL16 (ang. CXC ligand
chemoreceptor 16). Kazde z nich zlokalizowane jest w obrgbie blony komorkowej, gdzie
peti okreslone funkcje. Jednakze na skutek okreslonych bodzcoéw takich jak wzmozony
stan zapalny w zywym organizmie czy stymulacja PMA w warunkach in vitro, ulegaja one
cigciu przez enzymy proteolityczne. Na skutek tego procesu uwalniana jest ich tzw. czes$¢
rozpuszczalna (ang. soluble), pelnigca okreslone funkcje, oraz stanowigca biomarker stanu
zapalnego (Lehrke 1 in., 2007; Tabung i in., 2017; Wong 1 in., 2024). W przypadku CD14,
waznego elementu inicjujacego odpowiedz komorek na LPS, jego ciecie stanowi wazny
mechanizm regulujacy ilo$¢ receptora na powierzchni komorki (Rokita & Menzel, 1997).
CD44 to z kolei czasteczka adhezyjna, ktora odgrywa znaczaca role w przebudowie ECM.
Spekuluje sie, iz cigcie CD44 na skutek ktorego powstaje sCD44 stanowi wazny element
rozwoju odpowiedzi prozapalnej (Pur¢ & Cuff, 2001). Forma rozpuszczana CXCL16
aktywuje z kolei receptor CXCR6, prowadzac do zapoczatkowania kaskady rekeji
promujacych odpowiedz zapalng i chemoatrakcje komorek uktadu odpornosciowego (Abel

11n., 2004; Garcia i in., 2007).
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Wsrod grupy biatek, ktore przez mikroglej SorLA-KO byly wydzielane
W mniejszym stopniu niz przez mikroglej WT zidentyfikowano m.in. SPP1 oraz
metaloproteinaze 9 (ang. metalloproteinase 9, MMP9), a wigc biatka, ktorych wiasciwosci
mozna najogodlniej okresli¢ jako proregeneracyjne. Jak zostato wspomniane w sekcji 1.3,
wydzielana przez komorki glejaka SPP1 wplywa na polaryzacje fenotypu GAMs
w kierunku wspierajacym nowotwor. Jednakze GAMs réwniez wydzielajg SPP1, ktora
odpowiada m.in. za reorganizacj¢ ECM, promujac tym samym wzrost guza (C. He 1 in.,
2021). Podobna sytuacja dotyczy MMP9, enzymu proteolitycznego, ktory zaangazowany
jest w przebudowe ECM, co przyczynia si¢ do tworzenia bardziej sprzyjajacego

srodowiska dla wzrostu nowotworu (F. Hu i in., 2014).

Z wykorzystaniem testow immunoenzymatycznych ELISA postanowiono
potwierdzi¢ wyselekcjonowane wyniki pochodzace z analizy MS, wykorzystujac ten sam
schemat doswiadczalny, tzn. badajac pozywke hodowlang mikrogleju po 24-godzinne;j
stymulacji PMA jak rowniez taka, ktora pochodzita z mikrogleju niepoddanego stymulacji.
Tym samym potwierdzono, iz w poréwnaniu do mikrogleju WT, komorki pozbawione
SorLA wydzielaja zwigkszone ilosci CD14 (Rycina 14A), a zmniejszone ilosci SPP1
(Rycina 14B). Dodatkowo postanowiono sprawdzi¢, czy SorLA moze wplywaé na
wydzielanie przez mikroglej cytokin znanych ze swoich prozapalnych wtasciwosci, ktore
nie zostaly zidentyfikowane w ramach analizy MS — IL-6 oraz TNF-a. Analizy
przeprowadzone z wykorzystaniem zestawu Luminex (IL-6) oraz Murine U-Plex
Biomarker Group 1 assay (TNF-a) wykazaly, iz mikroglej pozbawiony SorLA wydziela
znacznie wigksze ilosci obu rodzajow cytokin w poréwnaniu do mikrogleju WT (Rycina

14C-D).

82



A CD14 B SPP1

*
%k %k *
150000
40000 | *x
E E °
5 T 5 100000~ . S
z & z A4
E 20000 L £ 3 o
= € 50000- ° _
:-Ill m]
0- T T 0- T T
CTRL PMA CTRL PMA CTRL PMA CTRL PMA
WT SORLA KO wT SORLA KO
C IL-6 D TNF-a
250~ KKk k HEFE
200 o 400- -
E T o
2 150 E” B
: 2 :
E i E
£ 100 o £ 200+ L
o
50~ " o
F i ]
0'_~ T ﬁ T 0‘_* T T
CTRL PMA CTRL PMA CTRL PMA CTRL PMA
WT  SORLAKO wWT SORLA KO

Rycina 14. Brak SorLA w mikrogleju wplywa na zwi¢kszone wydzielanie bialek
o wlasciwosciach prozapalnych. Wykresy przedstawiajace wyniki testow poréwnujacych ilosci
(A) CD14, (B) SPP1, (C) IL-6 oraz (D) TNF-a w pozywkach hodowlanych mikrogleju WT
i SorLA-KO hodowanych w warunkach kontrolnych (CTRL) lub po 24-godzinnej stymulacji PMA.
Analiz¢ statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji
ANOVA z testem post-hoc Tukey’a. Liczba powtodrzen biologicznych n=3-10. Testy poréwnujgce
ilosci SPP1 oraz IL-6 zostaly wykonane przez dr hab. Ann¢ Malik. W przypadku TNF-a, pomiar
zostal przeprowadzony w laboratorium Thomasa Willnowa w MDC w Berlinie.

Podsumowujac, uzyskane wyniki staty si¢ podstawa do postawienia hipotezy, iz
brak SorLA moze zwigksza¢ prozapalny potencjal mikrogleju poprzez promowanie

wydzielania przez niego czynnikow bioracych udziat w tym rodzaju odpowiedzi.
4.3. TNF-a jako ligand wigzany przez SorLA

SorLA, podobnie jak inne receptory z domeng VPS10P, reguluje komorkowsa

dystrybucj¢ swoich biatkowych ligandow poprzez bezposrednie interakcje z nimi. Majac
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na uwadze zaobserwowang rdéznice w poziomie wydzielanego TNF-o pomigdzy
mikroglejem WT a SorLA-KO postanowiono zweryfikowac, czy SorLA moze wigzac ta
cytoking, regulujac tym samym na jej transport. W tym celu wykorzystujac lini¢
komoérkowa HEK293 przeprowadzono do§wiadczenie bazujace na koimmunopercypitacii,
umozliwiajace] weryfikacje oddziatywan biatkowych. W celu wywotania nadekspres;ji,
komorki transfekowano dwoma plazmidami, z ktorych jeden kodowat biatko SorLA,
a drugi TNF-o-GFP. Jako kontrole negatywna wykorzystano wariant, w ktorym zamiast
plazmidu TNF-a-GFP do transfekcji uzyto plazmidu kodujacego wytacznie biatko GFP
(Rycina 15A). Po 24 godzinach od transfekcji, na otrzymanych lizatach komdrkowych
przeprowadzano koimmunopercypitacje z uzyciem ztoza sprzezonego z przeciwciatami
rozpoznajacymi biatko GFP. Uzyskane kompleksy biatko-przeciwciato (GFP-IP), jak
réwniez frakcj¢ bialek niepoddanych koimmunopercypitacji (input) analizowano nastgpnie

z wykorzystaniem techniki Western blot.

W wyniku przeprowadzonego doswiadczenia zaobserwowano, iz SorLA obecna
jest w koimmunopercypitacie pochodzagcym z komoérek poddanych transfekcji plazmidem
TNF-a-GFP, podczas gdy obecno$ci receptora nie wykryto w koimmunopercypitacie
pochodzacym z komorek transfekowanych plazmidem kodujacym jedynie GFP, co
dowodzi zachodzenia interakcji pomigdzy receptorem SorLA a TNF-o. Réwnoczesnie,
SorLA oraz biatko GFP obecne byly w prébkach niepoddanych koimmunopercypitacji, co
potwierdzito efektywny przebieg procesu transfekcji (Rycina 15B).
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Rycina 15. SorLA oddzialuje z cytoking TNF-a. (A) Schematyczne przedstawienie
do$wiadczenia wykonane z wykorzystaniem programu BioRender. (B) Wynik analizy Western blot
przedstawiajacy obecno$¢ biatka SorLA oraz biatka GFP po transfekcji komoérek HEK?293
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plazmidami  kodujagcymi  SorLA  oraz  TNF-o-GFP, w  probkach niepoddanych
koimmunopercypitacji (input) oraz w probkach po procedurze koimmunopercypitacji (GFP-IP).
Transfekcja plazmidem GFP stuzyla jako kontrola negatywna. Dos$wiadczenie zostato
przeprowadzone przez dr hab. Ann¢ Malik.

4.3.1. Identyfikacja domeny SorLA odpowiedzialnej za interakcj¢ z TNF-a

Sposroéd  wszystkich receptorow z domeng VPS10P, struktura SorLA jest
najbardziej zlozona — oprdcz charakterystycznej domeny VPS10P posiada rowniez inne
funkcjonalne fragmenty, mogace wigza¢ biatkowe ligandy (Jacobsen 1 in., 2001;
Mehmedbasic 1 in., 2015). W zwigzku z tym postanowiono okresli¢, ktory z nich
odpowiada za interakcje receptora SorLA z TNF-a. W tym celu przeprowadzono dwa
dos$wiadczenia, oba  bazujace na  transfekcji komodrek linii  HEK293
1 koimmunopercypitacji. W pierwszym podejsciu do transfekcji komorek oprocz plazmidu
TNF-0-GFP stosowano jeden z plazmidow z grupy tzw. mutantéw delecyjnych SorLA,
ktore pozbawione byty jednej okre$lonej domeny w czeéci luminalnej receptora.
W drugim podejsciu, do transfekcji z plazmidem TNF-a-GFP uzywano natomiast
plazmidéw z grupy tzw. mini-receptorow, ktore kodowaty wytacznie jedng domeng
luminalng SorL A, potagczonych dodatkowo z metka ,,myc”. Schematyczne przedstawienie
struktury receptora SorLA oraz zastosowanych w doswiadczeniu mutantow delecyjnych

1 mini-receptoréw przedstawiono na Rycinie 16.

@ domena B-harmonijki (BP)
© domena typu EGF

O klaster CR

© Kklaster FNIII

<
SorLA AVPS10P_AFN3 ACR AEGF/BP VPS10P FN3 CR__EGF/BP

mutanty delecyjne mini-receptory

Rycina 16. Schematyczne przedstawienie struktury SorLA oraz uzytych w do$wiadczeniu
wersji receptora pozbawionych jednej z domen funkcjonalnych (mutanty delecyjne) oraz
skladajacych sie z jednej funkcjonalnej domeny (mini-receptory). W polu po prawej stronie
opisano nazewnictwo poszczegdlnych domen funkcjonalnych SorLA [na podstawie Kaminska
iin., 2024].
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W podejsciu doswiadczalnym, w ktorym zastosowano mutanty delecyjne SorLA,
jako kontrole wykorzystano wariant, gdzie komorki transfekowano plazmidem kodujacym
SorLA-WT 1 TNF-a-GFP. Kontrol¢ negatywna stanowil natomiast wariant, w ktérym
komorki transfekowane byly plazmidami kodujagcymi SorLA-WT oraz GFP. Po
przeprowadzeniu koimmunopercypitacji probki analizowano wykorzystujac technike
Western blot. Nalezy zaznaczy¢, iz komercyjnie dostepne przeciwciata pierwszorzedowe
rozpoznajace SorLA wigza fragmenty czgéci luminalnej receptora, co mogtoby
uniemozliwi¢ detekcje mutantow delecyjnych. W zwigzku z tym w tym do$wiadczeniu
uzyto przeciwciata skierowanego na cze$¢ cytoplazmatyczng SorLA (C-koniec). Celem
stwierdzenia czy brak okreslonej domeny SorLA wptywa na ostabienie wigzania TNF-a-
GFP, obliczano stosunek intensywnosci sygnatu SorLA pochodzacego z probek po
koimmunopercypitacji wzgledem odpowiadajagcym im intensywno$ciom sygnatu SorLA
pochodzacego z probek input. Wyniki do$wiadczenia nie wykazaly, aby usunigcie
ktorejkolwiek z domen SorLLA istotnie wplywato na ostabienie interakcji pomiedzy
receptorem a TNF-a-GFP w poréwnaniu do SorLA-WT (Rycina 17A). Zaobserwowano
natomiast, iz SorLA pozbawiona domeny EGF/BP wykazywata tendencj¢ do najstabszego
wigzania cytokiny, podczas gdy SorLA bez domeny CR oddzialywala z nig najsilnie;.
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Rycina 17. Pozbawienie SorLA jednej z funkcjonalnych domen zewnetrznych nie wplywa
istotnie na oslabienie interakcji z TNF-a. (A) Wynik analizy Western blot przedstawiajacy
obecnos¢ mutantéw delecyjnych SorL A i SorLA-WT oraz biatek TNF-0-GFP lub GFP w prébkach
pochodzacych z transfekcji komorek liniit HEK293 niepoddanych koimmunopercypitacji (input)
oraz w probkach po procedurze koimmunopercypitacji (GFP-IP). Transfekcja komorek
z wykorzystaniem plazmidow kodujacych SorLA-WT oraz GFP stuzyla jako kontrola negatywna.
(B) Wykres przedstawiajacy obliczony dla kazdego wariantu transfekcji stosunek intensywnosci
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sygnatu pochodzacego od biatka SorLA zarejestrowanego w probkach GFP-IP do sygnatu
zarejestrowanego w probkach imput. Stosunek ten wyliczono dla kazdego z 6 powtorzen
biologicznych. Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA z testem post-hoc Tukey’a, odnoszac si¢ do wartosci liczbowych otrzymanych
dla wariantu transfekcji SorLA-WT:TNF-a-GFP.

Alternatywne podejscie, w ktorym do transfekcji komoérek linii HEK293
zastosowano mini-receptory SorLA z dolagczonym peptydem ,,myc” umozliwilo wysnucie
pewniejszych wnioskow co do okreslenia domeny receptora odpowiedzialnej za interakcje
z TNF-a-GFP. Analiza Western blot wykazata bowiem, ze wigzanie TNF-a-GFP byto
najsilniejsze w przypadku mini-receptora skladajacego si¢ jedynie z domeny EGF/BP
(Rycina 18A). Obserwacje to zostaly potwierdzone przez dane liczbowe,
odzwierciedlajace stosunek intensywnosci sygnatu ,,myc” pochodzacego z probek GFP-IP

wzgledem intensywnosci sygnatu ,,myc” pochodzacego z probek input (Rycina 18B).
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Rycina 18. Domena EGF/BP receptora SorLA wykazuje najwieksza zdolnosé¢ do
oddzialywania z TNF-a. (A) Wynik analizy Western blot przedstawiajgcy obecnos¢ mutantow
receptora SorLA zawierajagcych metke myc oraz bialek TNF-o-GFP Iub GFP w probkach
pochodzacych z transfekcji komorek HEK293 z wykorzystaniem mini-receptorow SorLA we
frakcji input oraz frakcji GFP-IP. Transfekcja komorek z wykorzystaniem plazmidoéw kodujacych
mini-receptor EGF/BP oraz GFP stuzyla jako kontrola negatywna. (B) Wykres przedstawiajacy
obliczony dla kazdego wariantu transfekcji stosunek intensywnos$ci sygnatu pochodzacego od
peptydu myc zarejestrowanego w probkach GFP-IP do sygnatu zarejestrowanego w probkach
input. Stosunek ten wyliczono dla kazdego z 3 powtdrzen biologicznych. Analize statystyczng
przeprowadzono wykorzystujac analiz¢ jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem post-hoc
Tukey’a, odnoszgc si¢ do wartosci liczbowych otrzymanych dla wariantu transfekcji EGF/BP: TNF-
a-GFP.
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4.4. OkreSlenie wplywu receptora SorLA na komorkowg dystrybucje TNF-a

w mysim mikrogleju

Receptory z domeng VPSI10P wplywaja na komoérkowa dystrybucje swoich
biatkowych ligandow, transportujac je pomiedzy poszczegdlnymi elementami systemu
endomembranowego, co stanowi istotny element regulujacy procesy zwigzane z egzo-
1 endocytoza, jak roéwniez lizosomalng degradacja. Niejednokrotnie wykorzystujac
eksperymenty in vitro udowodniono, ze brak receptoréw z domeng VPS10P, badz mutacje
wplywajace na ich oddziatywania z bialkami adaptorowymi zaktdcaja komoérkowe
rozmieszczenie ich biatkowych ligandow (Dumanis 1 in., 2015; Herskowitz 1 in., 2012;
Mehmedbasic 1 in., 2015; Schmidt 1 in., 2007). W przypadku SorLA, wptyw receptora
zostal doktadnie udokumentowany w przypadku regulowania komorkowej dystrybucji
APP — SorLA kierujagc APP na drogg transportu wstecznego z powierzchni btony
komorkowej do $wiatta TGN zatrzymuje go w S$wietle organelli, co zapobiega jego
proteolitycznemu cieciu 1 powstawaniu toksycznego af} (Dumanis 1 in., 2015). Majac na
uwadze fakt, iz SorLA oddziatuje z TNF-a, postanowiono sprawdzi¢, czy rdznice w ilo$ci
wydzielanej cytokiny pomigdzy mikroglejem WT i SorLA-KO (sekcja 4.2.) sa powiazane
ze zmianami w jej komorkowej dystrybucji. W tym celu pomigdzy mikroglejem WT
1 SorLA-KO, poddanemu 24-godzinnej stymulacji PMA poroéwnano kolokalizacje TNF-a
z wybranymi biatkami wystepujacymi w poszczegolnych elementach systemu

endomembranowego.

Kierujac si¢ dobrze scharakteryzowang rolg SorLA w regulacji transportu
wstecznego, w pierwsze] kolejnosci postanowiono sprawdzi¢, czy brak SorLA
w mikrogleju moze wptywaé na lokalizowanie TNF-a w obrebie aparatu Golgiego. Nie
zaobserwowano jednak roznic pomigdzy komorkami o dwoch genotypach w poziomie
kolokalizacji cytokiny z markerem organelli, biatkiem macierzy Golgiego 130 (ang. Golgi
matrix protein 130, GM130) (Rycina 19A). Podobny wynik otrzymano w przypadku
porownywania kolokalizacji TNF-a z markerem endosoméw poznych, biatkiem Rab7 oraz
markerem pecherzykow lizosomalnych, biatkiem Lampl (ang. lysosome-associated

membrane glycoprotein 1) (Rycina 19B-C).
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Rycina 19. Brak SorLA w mikrogleju nie wplywa na stopien lokalizowania TNF-a w aparacie
Golgiego, endosomach p6znych i lizosomach. Reprezentatywne zdjecia mikrogleju WT oraz
SorLA-KO, barwionego immunofluorescencyjnie przy uzyciu DAPI znakujgcego jadra
komorkowe, przeciwciata anty-TNF-a oraz przeciwciat skierowanych na markery kompartmentow
komoérkowych: (A) GM130, (B) Rab7 oraz (C) Lampl. Powigkszony obraz wybranych komorek
znajduje si¢ w polu po lewej stronie zdjecia. Analize statystyczng przeprowadzono
z wykorzystaniem dwustronnego testu t-studenta. Liczba przeanalizowanych komorek: 40-35.
Skala: 50 um (A), 20 um (B-C).

Istotne réznice w dystrybucji TNF-a pomigdzy mikroglejem WT a SorLA-KO
stwierdzono natomiast w przypadku pecherzykdéw wydzielniczych: kolokalizacja cytokiny
z ich biatkowym markerem, Vtilb (ang. Vesicle Transport Through Interaction With T-
SNAREs homolog IB) byla zwigkszona w przypadku mikrogleju pozbawionego SorLA
(Rycina 20A). Z kolei w mikrogleju WT, TNF-a silniej kolokalizowal z markerem

endosomow recyklujacych, biatkiem Rabl1l (Rycina 20B). Wyniki te sugeruja, ze brak
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SorL A promuje kierowanie TNF-a na droge egzocytozy, co moze stanowi¢ wytlumaczenie

wzmozonego wydzielania cytokiny przez mikroglej SorLA-KO.
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Rycina 20. Brak SorLA w mikrogleju promuje wzmozone lokalizowanie TNF-o w obre¢bie
pecherzykow wydzielniczych. Reprezentatywne zdjecia mikrogleju WT oraz SorLA-KO,
barwionego immunofluorescencyjnie przy uzyciu DAPI znakujgcego jadra komodrkowe,
przeciwciala anty-TNF-a oraz przeciwcial skierowanych na markery kompartmentow
komoérkowych (A) Vtilb oraz (B) Rabl1. Powigkszony obraz wybranych komorek znajduje si¢
w polu po lewej stronie zdjecia. Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem
dwustronnego testu t-studenta. Liczba przeanalizowanych komorek: 55-64. Skala: 25 um.
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4.5. Porownanie proteomu mikrogleju WT i SorLA-KO hodowanego w obecnosci

komorek mysiego glejaka

Jak wykazaly wczesniejsze doswiadczenia, pod wpltywem wspothodowli
z komorkami glejaka poziom transkryptu Sor/l w mikrogleju wzrasta (sekcja 4.1.).
Réwnoczesnie, brak SorLA w komorkach mikrogleju promuje wydzielanie przez komoérki
czynnikbw o charakterze prozapalnym (sekcja 4.2.). Bazujac na tych obserwacjach
postanowiono sprawdzi¢, czy brak SorLA moze wplywa¢ na wlasciwosci mikrogleju
w obecnosci komorek glejaka. W tym celu przeprowadzono wspothodowlg mikrogleju WT
1 SorLA-KO z komérkami GL261-GFP, a nast¢gpnie z wykorzystaniem analizy MS
poréwnano ilosciowo sktad proteomu (biatek obecnych w komodrkach) mikrogleju o obu

genotypach.

Analiza MS wykazata, ze brak SorLA wptywa na sktad proteomu mikrogleju
w obecnosci komoérek mysiego glejaka. Jako biatka obecne réznicowo w mikrogleju
SorLA-KO wybrano te, ktore spetniaty nastepujace kryteria: (1) zlogarytmowana warto$¢
krotnosci zmiany (log2SorLA-KO/WT) wynosita -0,2 < badz > 0,2; (2) rdéznica mi¢dzy

genotypami byla istotna statystycznie (-logio(wartos¢ p) > 1,3).

Na podstawie otrzymanych wynikow wyselekcjonowano trzy grupy biatek, ktorych
ilos¢ znaczaco roznita si¢ migdzy genotypami. Tym samym stwierdzono, iz mikroglej
SorLA-KO pod wplywem wspothodowli z komorkami glejaka charakteryzuje si¢
zwigkszong iloscig biatek zwigzanych z odpowiedzia zalezng od interferonéw (ang.
interferons, IFN) oraz biatek zwigzanych z receptorami Fcy dla immunoglobulin (ang. Fcy
receptors for immunoglobulins, FcyR), ktore odpowiadaja za fagocytoze czasteczek
opsonizowanych przez przeciwciata IgG (Bournazos 1 in., 2020; Fitzer-Attas 1 in., 2000).
Jednoczes$nie, brak SorLA wigzat si¢ z nizszym poziomem biatek zwigzanych z cyklem
komoérkowym (Rycina 21, Tabela 5). Ze wzgledu na zlozono$¢ nazewnictwa, nazwy

biatek przedstawionych w Tabeli 5 nie zostaly przettumaczone na jezyk polski.
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Rycina 21. Brak SorLA wplywa na proteom mikrogleju hodowanego w obecnos$ci komoérek
mysiej linii glejaka. Wykres typu Volcano Plot przedstawiajacy relatywne ilo$ci biatek w probkach
pozyskanych z mikrogleju SorLA-KO w poréwnaniu do mikrogleju WT. Komorki mikrogleju
hodowano w obecnosci mysiej linii glejaka GL261-GFP. Warto$ci na osi X wyrazaja
zlogarytmowane warto$ci krotnosci zmian w iloSci bialek obecnych w mikrogleju SorLA-KO.
Wartosci zlogarytmowanej krotno$ci zmian bialek obecnych réznicowo w mikrogleju SorLA-KO
zostaly wyznaczone jako -0,2 < badz > 0,2 (linie pionowe). Wartosci na osi Y przedstawiaja
-logio(warto$¢ p). Zlogarytmowane wartosci krotno$ci zmian, dla ktérych -logio z wartosci p
wynosit > 1,3 uznane zostaly za istotne statystycznie (linia pozioma). Bialka o zmienionym
poziomie w mikrogleju SorLA-KO zwigzane z odpowiedzig interferonowg zaznaczono kolorem
niebieskim, biatka zwigzane z fagocytozg kolorem zielonym, a biatka zwigzane z cyklem
komoérkowym kolorem pomaranczowym. Bialka, dla ktorych wartosci zlogarytmowanej krotnosci
zmian miescily si¢ w przedziale -0,2 - 0,2, badz zaobserwowana réznica nie wykazywata istotnosci
statystycznej (-logiowartos¢ p < 1,3) uznano za niezmienione migdzy genotypami. Liczba
powtorzen biologicznych n=4.
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Tabela 5. Wybrane bialka rdéznicowo obecne w mikrogleju SorLA-KO poddanemu
wspéthodowli z komérkami GL261-GFP.

Wartosé p FDR Krotnos$¢ zmiany

Interferon-induced protein with 0,042 0,176 1,539
tetratricopeptide repeats 2 (IFIT2)

Interferon-induced protein with 0,036 0,164 1,495
tetratricopeptide repeats 3 (IFIT3)

Z-DNA—binding protein 1 0,045 0,179 1,475

Interferon-inducible GTPase 1 0,002 0,075 1,362

Low affinity immunoglobulin gamma 0,012 0,119 1,362

Fc region receptor III-A
High affinity immunoglobulin gamma 0,034 0,161 1,344
Fe receptor I

Cyclin-A2 0,0002 0,084 0,586

G2/mitotic-specific cyclin-B2 0,001 0,071 0,692

Proliferation marker protein Ki-67 0,003 0,084 0,701

Majac na uwadze dobrze okreslong role IFN w ksztaltowaniu odpowiedzi
prozapalnej komorek, w tym mikrogleju (Aw 1 in., 2020; Negishi i in., 2018; Roy 1 in.,
2020), jak rowniez wplyw fagocytozy na promowanie odpowiedzi przeciwnowotworowe;j
(Richard, 2022) 1 wydzielanie czynnikow prozapalnych (Fitzer-Attas 1 in., 2000),
podwyzszony poziom biatek zwigzanych z tymi procesami w mikrogleju SorLA-KO pod
wptywem wspothodowli z komorkami glejaka moze $wiadczy¢ o aktywacji ich
prozapalnych wlasciwosci. Zaobserwowane réznice w poziomie bialek powigzanych
z cyklem komoérkowym w komoérkach pozbawionych SorLA, ze wzgledu na czgsto
sprzeczne doniesienia dotyczace powigzania zdolnos$ci proliferacyjnych z typem aktywacji
mikrogleju (Gieryng 1 in., 2017; S. Wang 1 in., 2020; Zusso 1 in., 2012), nie mogg zostaé
jednoznacznie powigzane z okreslonym kierunkiem polaryzacji fenotypu mikrogleju

SorLA-KO poddanego wspothodowli z komorkami mysiej linii glejaka.
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4.5.1. Walidacja wynikow dotyczacych zdolnosci mikrogleju WT i SorLA-KO do

proliferacji

Celem okreslenia, czy pod wptywem wspothodowli z komoérkami glejaka brak
SorLA wptywa na zmniejszenie zdolnosci mikrogleju do podzialéw, wykonane zostaty
barwienia immunofluorescencyjne mikrogleju WT 1 SorLA-KO znakujace biatko jadrowe
Ki67 (marker komorek proliferujagcych) (X. Sun & Kaufman, 2018), ktorego poziom
w mikrogleju SorLA-KO w obecnosci komérek GL261-GFP byl obnizony (Tabela 5).
Otrzymane wyniki nie wykazaly jednak zmian w liczbie komoérek Ki67" pomiedzy
genotypami (Rycina 22). W odniesieniu do wynikow analizy MS nie stwierdzono zatem,
aby wspothodowla z mysig linig glejaka wptywata na zmienione zdolnosci do podziatéw

mikrogleju SorLA-KO w poréwnaniu do mikrogleju WT.
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Rycina 22. Brak SorLA nie wplywa na zdolno$ci mikrogleju do proliferacji w obecnosci
komorek glejaka. (A) Reprezentatywne zdjecia poddanego wspothodowli z mysig linig glejaka
mikrogleju WT oraz SorLA-KO, barwionego immunofluorescencyjnie przy uzyciu DAPI
znakujacego jadra komorkowe, przeciwciata anty-Ki67 oraz przeciwciata anty-Ibal. Skala: 50 pm
(B) Wykres przedstawiajgcy stosunek liczby jader Ki67" do liczby jader DAPI'. Analize
statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwustronnego testu t-studenta. Liczba powtorzen
biologicznych n=3.

4.5.2. Ocena wplywu SorLA na zdolnos¢ mikrogleju do fagocytozy zaleznej od

receptorow Fcy

Wyniki analizy MS wykazaty, ze w obecno$ci komorek linii GL261-GFP proteom
mikrogleju SorLA-KO charakteryzuje zwigkszona ilo$¢ biatek zwigzanych z FcyR, ktore
rozpoznaja antygeny opsonizowane przez przeciwciala IgG i umozliwiajg ich fagocytoze

(Fitzer-Attas 1 in., 2000). W celu okreslenia roli SorLA w ksztaltowaniu zdolnosci
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mikrogleju do przeprowadzania tego typu fagocytozy zastosowano komercyjnie dostepny
zestaw, umozliwiajacy ocen¢ pochtaniania przez komorki lateksowych kulek
optaszczonych przeciwciatami IgG sprzezonych z fluoroforem FITC. W celu aktywacji
mikrogleju WT 1 SorLA-KO, przez 24 godziny komoérki hodowano w pozywce
kondycjonowanej pochodzacej z komoérek GL261-GFP, a nastepnie inkubowano je przez
4 godziny z kulkami optaszczonymi IgG, po czym przeprowadzano pomiar sygnatu
fluorescencji FITC w obrgbie cytoplazmy poszczegdlnych komorek. Analiza zdjeé
mikroskopowych wykazata, ze mikroglej SorLA-KO charakteryzuje si¢ zwigkszong
intensywnos$cig sygnatu pochodzaca od sfagocytowanych czasteczek (Rycina 23), co
swiadczy o zwigkszeniu fagocytarnych wilasciwosci mikrogleju pod wptywem braku

SorLA.
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Rycina 23. Zdolnosci mikrogleju do fagocytozy zaleznej od receptorow Fcy zaleza od
receptora SorLA. (A) Reprezentatywne zdjecia mikrogleju WT 1 SorLA-KO po
przeprowadzonym tescie oceniajgcym fagocytarne zdolnosci komorek. Zielony sygnat pochodzi od
sfagocytozwanych kulek IgG-FITC, jadra komorkowe zostaly wybarwione z wykorzystaniem
DAPI. Skala: 100 pm (B) Wykres przedstawiajacy obliczong dla mikrogleju WT i SorLA-KO
intensywnos$¢ sygnatu pochodzacego od fluoroforu FITC w obrgbie cytoplazmy. Jeden punkt na
wykresie odpowiada pojedynczej komorce. O$ Y wyraza jednostki arbitralne (ang. arbitrary units,
AU). Analizg statystyczna przeprowadzono z wykorzystaniem testu U Manna-Whitneya.
Poziomymi liniami zaznaczono mediang wartosci. Liczba analizowanych komorek: 4059-7082.

4.6.  Okreslenie wplywu mikrogleju WT i SorLA-KO na komorki mysiego glejaka

Majac na uwadze zwigkszong zdolno$¢ mikrogleju SorLA-KO do wydzielania

czynnikdw prozapalnych, jak réwniez zaobserwowane zmiany w jego proteomie po
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poddaniu  wspothodowli z komoérkami GL261-GFP, postanowiono nast¢pnie
zweryfikowaé, czy komorki glejaka moga réznicowo reagowacé na obecnos¢ mikrogleju
WT 1 SorLA-KO w kontek$cie aktywacji mechanizméw zwigzanych ze S$miercig
komoérkowa. W tym celu, wykorzystujac lizaty biatkowe komodrek GL261-GFP poddanych
wspothodowli z mikroglejem WT lub pozbawionym SorL A, poréwnano poziom markerow
wybranych rodzajéw programowanej $mierci komorkowej. Nie stwierdzono, aby ilo$¢
cigtego biatka PARP (ang. poly (ADP-ribose) polymerase-1), ktore uczestniczy m.in.
w procesach naprawy DNA i ktorego ilo§¢ zwigksza si¢ na skutek aktywacji apoptozy
(Chaitanyai1in., 2010) roznita si¢ w komorkach GL261-GFP w zaleznosci, czy poddawano
je wspothodowli z mikroglejem WT badz SorLA-KO (Rycina 24).
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Rycina 24. Obecno$¢ mikrogleju WT i SorLA-KO nie aktywuje procesow zwigzanych
z apoptoza w komoérkach mysiego glejaka. (A) Wynik analizy Western blot przedstawiajacy brak
roznic w poziomie ci¢cia biatka PARP w komorkach linii GL261-GFP wspothodowanych
z mikroglejem WT i SorLA-KO (SLKO). Cigta forma biatka PARP charakteryzuje si¢ masg
czgsteczkowg na poziomie ok. 89 kDa, podczas gdy jego niecigta forma — ok. 116 kDa. Jako
kontrole tadowania biatka na Zel wykorzystano rejestracj¢ sygnalu pochodzacego od bialka
GAPDH. (B) Wykres przedstawiajacy stosunek sygnatu pochodzacego od cigtej i niecietej formy
PARP. Analizg statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwustronnego testu t-studenta.
Liczba powtorzen biologicznych n=4.

Nastepnie postanowiono okresli¢, czy wspothodowla z mikroglejem WT badz
SorLA-KO wptywa w komoérkach GL261-GFP na aktywacj¢ nekroptozy, rodzaju §mierci
komorkowej zwanej inaczej programowang nekroza, indukowanej na skutek rozwinietego
stanu zapalnego. Nekroptoza, podobnie jak nekroza, cechuje si¢ postepujacym
pecznieniem komorek i utratg integralno$ci blony komoérkowej (Dhuriya & Sharma, 2018).

Jednakze w przeciwienstwie do nekrozy, nekroptoza wymaga aktywacji okreslnych $ciezek
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sygnatowych zaleznych w gtownej mierze od kinaz biatkowych, wsrod ktorych kluczowa
jest m.in. kinaza RIP3 (ang. receptor-interacting protein kinase 3). Fosforylacja RIP3
(p-RIP3) jest kluczowa dla aktywacji biatka MLKL (ang. mixed lineage kinase domain like
pseudokinase), promujacego powstawanie porow w btonie komorkowej (Dhuriya &
Sharma, 2018). Zaobserwowano, ze w komodrkach GL261-GFP pod wpltywem
wspothodowli z mikroglejem SorLA-KO ilo$¢ p-RIP3 wykazuje tendencje do
podwyzszonego poziomu w poréwnaniu do komoérek glejaka hodowanego z mikroglejem
WT (Rycina 25). Sugeruje to, iz czynniki wydzielane przez mikroglej SorLA-KO moga
aktywowa¢ w komorkach GL261-GFP procesy zwigzane ze $miercig komoérkowa na

drodze nekroptozy.

A B GL261-GFP
0.1261
WT WT S
- . : 3
DRIPS | e o, B89 — 50 o
2 o5
RIPS (e g O oy —0  zos i
£ 0.2
GAPDH |l o B “‘_37 0.1 |g| o
°
0.0 T :
WT SorLA-KO
mikroglej uzyty
do wspéthodowli

Rycina 25. Mikroglej SorLA-KO moze aktywowal procesy zwigzane z nekroptozg
w komoérkach mysiej linii glejaka. (A) Wynik analizy Western blot przedstawiajacy tendencje¢ do
zwigkszonej 1ilosci biatka p-RIP3 w komorkach linii GL261-GFP, wspothodowanych
z mikroglejem SorLA-KO (SLKO) w poréwnaniu do wspéthodowli z mikroglejem WT. Jako
kontrole tadowania biatka na zel wykorzystano rejestracj¢ sygnalu pochodzacego od biatka
GAPDH. (B) Wykres przedstawiajacy stosunek sygnatu pochodzacego od biatka p-RIP3 do
sygnatu pochodzacego od biatka RIP3. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem
dwustronnego testu t-studenta. Liczba powtorzen biologicznych n=4.

4.7.  Zdefiniowanie wplywu SorLA na wielko$¢ guzow w mysim modelu glejaka

Podczas rozwoju GBM jako jedng z gtéwnych przyczyn trudnosci w jego leczeniu
uznaje si¢ wspierajagce guz mikrosrodowisko, ktore w glowne] mierze tworza
przeprogramowane w kierunku pronowotworowym GAMs. Odwrdcenie polaryzacji
fenotypu GAMs w kierunku prozapalnym mogtoby zmieni¢ charakter mikros§rodowiska

GBM, tworzac je bardziej podatnym na odpowiedz przeciwnowotworowd. Bazujac na
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przedstawionych wczesniej doswiadczeniach in vitro potwierdzajacych, iz SorLA
ksztaltuje wilasciwosci mikrogleju postanowiono sprawdzi¢, czy brak receptora moze
wplywa¢ na rozwdj mysiego glejaka in vivo. W tym celu myszy WT i1 SorLA-KO
(pozbawione ekspresji Sorll we wszystkich komorkach organizmu) poddano domézgowe;j
implantacji komorkami linii GL261-tdT"-luc*. Co 7 dni od momentu operacji
monitorowano wielko$¢ guza na podstawie oceny bioluminescencji pochodzacej z rozktadu
podanej zwierzetom D-lucyferyny przez obecny w komoérkach GL261 enzym lucyferazy.
W przypadku 7-u i 14-u dni po implantacji komérek nowotworowych nie stwierdzono
istotnych r6znic w wielkos$ci guza pomiedzy myszami WT a SorLA-KO. Jednakze 21 dni
po implantacji komorek glejaka, a wigc punkcie czasowym, ktory charakteryzuje sie
zaawansowanym stopniem rozwoju guza 1 jego w pelni wyksztalconym
mikrosrodowiskiem, u myszy SorLA-KO zaobserwowano, ze nowotwory w porownaniu

z myszami WT sg mniejsze (Rycina 26).
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Rycina 26. Brak SorLA zapobiega rozwojowi guza w mysim modelu glejaka. (A)
Reprezentatywne zdjecia zarejestrowanego w moézgach myszy WT 1 SorLA-KO sygnatu
bioluminescencji [P/s/mm?] emitowanego przez komorki glejaka linii GL261-tdT*-luc™ 7, 141 21
dni po implantacji komorek glejaka. Zarejestrowane intensywnosci sygnatu przedstawione za
pomocg skali kolorystycznej zestawiono z wykonanymi réwnolegle zdjeciami rentgenowskimi
zwierzat. (B) Odpowiadajace (A) dane liczbowe przedstawiajace intensywno$¢ sygnatu
bioluminescencji. Analiz¢ przeprowadzono z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji
ANOVA z testem post-hoc Sidak’a. Liczba powtorzen biologicznych n=6-8. Implantacje komorek
glejaka oraz obrazowanie wielko$ci guzow zostaty przeprowadzone przez dr hab. Ann¢ Malik.

4.8.  OkreSlenie wplywu receptora SorLA na wlasciwosci mikrogleju w mysim

mikrosrodowisku glejaka

Nalezy zaznaczy¢, iz myszy SorLA-KO uzyte w opisanym powyzej do§wiadczeniu

pozbawione s3 genu Sor/l we wszystkich komodrkach organizmu. Celem weryfikacji, czy
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zaobserwowana zmniejszona wielko$¢ guzoéw u myszy SorLA-KO moze byc¢
spowodowana utratg SorLA przez GAMs sprawdzono, czy receptor ten obecny jest w tych
komorkach na poziomie biatka. W tym celu wykorzystano wysortowane komorki CD11b*
pozyskane z objetych nowotworem potkul moézgéw myszy WT i SorLA-KO. Wyniki
analizy Western blot wykazaly obecnos¢ SorLA w GAMs pochodzacych z myszy
niezmodyfikowanych genetycznie (Rycina 27). Bioragc pod uwage te obserwacje oraz
wczesniej przedstawione wyniki badan in vitro stwierdzono zatem, ze brak SorLA moze

odgrywac rolg w ksztaltowaniu wiasciwosci mikrogleju w mysim modelu glejaka.
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A - *
s [0 T T AL
B-aktyna | S n - Q d— 50

Rycina 27. SorLA obecna jest w populacji GAMs na poziomie bialka. Wynik analizy Western
blot potwierdzajacy obecnos¢ biatka SorLA w GAMs pochodzacych z mikrosrodowiska myszy WT
i jego brak w GAMs pochodzacych z mikrosrodowiska myszy SorLA-KO (SLKO), 21 dni po
implantacji komorek glejaka. Jako kontrolg tadowania biatka na zel wykorzystano rejestracje
sygnatu pochodzgcego od biatka B-aktyny. Liczba powtorzen biologicznych n=3.

4.8.1. Ocena morfologii mikrogleju w mikrosrodowisku glejaka myszy WT

i SorLA-KO

Celem okreslenia, czy w mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO mikroglej
wykazuje inne wlasciwosci niz mikroglej obecny z mikrosrodowisku guza myszy WT,
w pierwszej kolejnosci postanowiono przeprowadzi¢ analize morfologii komorek, ktéra
stanowi wazny parametr $wiadczacy o typie ich aktywacji. Wiadomo, ze wysoki stopnien
rozgatezienia mikrogleju $wiadczy o stanie homeostatycznym badz proregeneracyjnym.
Z kolei aktywacja w kierunku prozapalnym powoduje przybieranie przez mikroglej
ksztaltu ameboidalnego, o zmniejszonej liczbie wypustek (Franco-Bocanegra 1 in., 2021;
Morrison 1 in., 2017; Vidal-Itriago 1 in., 2022). Celem wizualizacji komoérek mikrogleju
w mikro$rodowisku glejaka myszy WT 1 SorLA-KO, skrawki moézgdéw zostaty
wyznakowane fluorescencyjnie przy uzyciu przeciwciata anty-Tmem119 (Rycina 28A).
Nastepnie pojedyncze komorki zlokalizowane przy granicy nowotworu analizowane byly
z wykorzystaniem analizy Sholla, ktora pozwala okresli¢ liczb¢ wypustek przecinajacych

okregi znajdujace si¢ w okreslonej, rosnacej odleglosci od ciata komoérki. Wyniki analizy
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wykazaty, iz mikroglej w mikrosrodowisku glejaka myszy WT charakteryzuje zwigkszona
liczba wypustek w porownaniu do mikrogleju otaczajacego glejaka u myszy SorLA-KO
(Rycina 28B). Sugeruje to, iz komorki pozbawione SorLLA najprawdopodobniej cechuje

wzmozona aktywnos¢ prozapalna.
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Rycina 28. Mikroglej w mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO charakteryzuje si¢ inng
morfologia niz mikroglej w mikrosrodowisku glejaka myszy WT. (A) Reprezentatywne zdje¢cia
fragmentow potkul mysich mézgdw objetych nowotworem, 21 dni po implantacji komorek glejaka,
barwionych immunofluorescencyjnie przy uzyciu przeciwciala anty-Tmeml119 (marker
mikrogleju). Skala: 15 pm. (B) Wykres przedstawiajgcy wyniki analizy Sholla poréwnujacej
stopien rozgalezienia mikrogleju jak w (A). Analize statystyczng przeprowadzono
z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post-hoc Sidak’a. Dla
kazdego z genotypow przeanalizowano po 5 komoérek pochodzacych od 4 zwierzat, a nastgpnie
warto$¢ dla kazdego z nich usredniono.

W analogiczny sposob przeprowadzono analiz¢ morfologii mikrogleju
w nieobjetych guzem potkulach mézgéw myszy WT 1 SorLA-KO. Miato to na celu
weryfikacje, czy zaobserwowane wczesniej zmiany w morfologii mikrogleju
spowodowane s3 obecnoscig nowotworu, a nie jedynie brakiem SorLA. W tym wypadku
nie zaobserwowano jednak roznic w poziomie rozgalezienia mikrogleju pomiedzy
genotypami (Rycina 29), co $wiadczy o tym, iz SorLA odgrywa znaczaca rolg

w ksztaltowaniu wiasciwosci mikrogleju pod wplywem obecnosci komorek glejaka.
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Rycina 29. Brak SorLA nie wplywa na morfologie mikrogleju w pétkuli mysiego mézgu
nieobjetej nowotworem. (A) Reprezentatywne zdjecia fragmentéw podtkul mysich mozgow
nicobjetych nowotworem, 21 dni po implantacji komorek glejaka, barwionych
immunofluorescencyjnie przy uzyciu przeciwciata anty-Tmem119 (marker mikrogleju). Skala: 15
um. (B) Wykres przedstawiajagcy wyniki analizy Sholla poréwnujacej stopien rozgalezienia
mikrogleju jak w (A). Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwuczynnikowe;j
analizy wariancji ANOVA z testem post-hoc Sidak’a Dla kazdego z genotypoéw przeanalizowano
po 5 komorek pochodzacych od 4 zwierzat, a nastepnie wartos¢ dla kazdego z nich usredniono.
Analiza zostata wykonana we wspolpracy z mgr Sylwig Piatek.

4.8.2. Ustalenie ilosci aktywnie prolierfujacego mikrogleju w mikrosrodowisku

glejaka myszy WT i SorLA-KO

Mikroglej stanowi populacj¢ komorek, ktora w OUN w warunkach homeostazy
ulega rzadkim podziatlom komoérkowym. Jednakze, pod wplywem stanu patologicznego,
komorki te moga aktywowac procesy zwigzane z proliferacja (Gao 1 in., 2023). Bazujac na
wynikach analizy MS wykazujacych réznice w poziomie bialek zwigzanych z regulacja
cyklu komoérkowego w mikrogleju SorLA-KO hodowanym w obecno$ci mysiej linii
glejaka (sekcja 4.5.) postanowiono sprawdzi¢, czy w mikrosrodowisku guza mézgu brak
SorLA moze wplywa¢ na zdolnosci tych komoérek do podziatow. Analiza zdjec
mikroskopowych mikrogleju zlokalizowanego na granicy guza wykazata, iz w
mikro$rodowisku glejaka myszy SorLA-KO wystepuje wiecej mikrogleju (Ibal™)
wyrazajacego Ki67" niz w mikrosrodowisku guza myszy WT (Rycina 30).
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Rycina 30. Mikroglej w mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO wykazuje zwi¢kszony
potencjal do proliferacji. (A) Reprezentatywne zdjecia fragmentow potkul mysich mozgow
objetych nowotworem, 21 dni po implantacji komodrek glejaka, barwionych
immunofluorescencyjnie przy uzyciu przeciwciata anty-Ibal (marker mikrogleju i makrofagow)
oraz anty-Ki67 (marker komorek proliferujagcych) Skala: 20 um. (B) Wykres przedstawiajacy liczbe
komorek Ibal'Ki67" na mm? Analiz¢ statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem
dwustronnego testu t-studenta. Liczba powtdrzen biologicznych n=6.

4.8.3. Analiza poziomu markerow aktywacji GAMs w objetych glejakiem poltkulach
mozgow myszy WT i SorLA-KO

Poroéwnanie wilasciwosci mikrogleju w mikrosrodowisku glejaka myszy WT
1 SorLA-KO przeprowadzono takze przy uzyciu homogenatéw pochodzacych z potkul
mysich mozgow objetych nowotworem. Wykorzystujac analiz¢ Western blot
postanowiono poréwnac¢ migdzy myszami o obu genotypach poziom aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych z grupy STAT (ang. signal transducers and activators of transcription),
wyrazony przez ich fosforylacje. Fosforylowany STAT3 (p-STAT3) indukuje bowiem
ekspresje gendéw zwigzanych z aktywacja komorek w kierunku pronowotworowym
1 immunosupresyjnym (Dumas 1 in., 2020), a jego wyciszenie powoduje
przeprogramowanie GAMs w kierunku prozapalnym, co hamuje rozwdj guza w mysim
modelu glejaka (L. Zhang 1 in., 2009). Rownocze$nie, biorac pod uwage wyniki analizy
MS proteomu mikrogleju SorLA-KO po wspothodowli z komoérkami GL261-GFP (sekcja
4.5.) postanowiono poréwna¢ roéwniez poziom fosforylowanego czynnika
transkrypcyjnego STAT1 (p-STAT1), ktorego ilos¢ wzrasta pod wptywem odpowiedzi
prozapalnej zaleznej od IFN (Sadzak i in., 2008). W przypadku p-STAT3 zaobserwowano
istotne zmniejszenie ilo$ci biatka w objetych glejakiem potkulach mézgéw myszy SorL A-

KO w poréwnaniu do analogicznego materiatu pozyskanego z myszy WT (Rycina 31A).
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Jednoczesnie, p-STAT1 okazat si¢ wykazywac tendencj¢ do zwigkszonej ilosci w probkach
pozyskanych od zwierzat pozbawionych SorLA (Rycina 31B). Wyniki te wskazuja, iz
mikro$rodowisko glejaka myszy SorLA-KO charakteryzuje si¢ zwigkszonym potencjatem

prozapalnym na rzecz zmniejszonego charakteru pronowotworowego.
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Rycina 31. MikroSrodowisko glejaka myszy SorLA-KO charakteryzuje si¢ zmniejszona
ilo$cig bialka p-STAT3 oraz tendencja do zwigekszonej ilosci bialka p-STAT1. Wyniki analizy
Western blot poréwnujace ilosci (A) biatka p-STAT3 oraz (B) biatka p-STAT1 w objetych
nowotworem pdtkulach mézgdéw myszy WT i SorLA-KO (SLKO), 21 dni po implantacji komorek
glejaka. Sygnaly pochodzace od bialek p-STAT3 i p-STATI normalizowano do sygnatu
pochodzacego od ich form nieforsforylowanych (wykresy po prawej stronie Ryciny). Jako kontrole
tadowania biatka na zel wykorzystano rejestracje sygnatu pochodzgcego od biatka GAPDH.
Analize¢ statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwustronnego testu t-studenta. Liczba
powtorzen biologicznych n=5-6.

pSTAT1 / STAT1

WT SLKO

Majac na uwadze zaobserwowang tendencj¢ do wyzszego poziomu p-STATI
w mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO, ktéra sugeruje wzmozong aktywacje
odpowiedzi zaleznej od IFN, postanowiono poréwna¢ mi¢dzy mikrosrodowiskiem glejaka
myszy WT 1 pozbawionych SorLA poziom receptora dla interferonu-y (IFNyR). W tym
celu wykorzystano frakcje blonowg biatek pozyskang z objetych nowotworem poétkul
moézgow myszy WT 1 SorLA-KO. Analiza Western blot wykazala tendencj¢ do
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zwiekszonej ilosci receptora w probkach pochodzacych od myszy pozbawionych SorLA
(Rycina 32). Wynik ten moze wskazywa¢ wigc na zwigkszong podatno$¢ komorek
obecnych w mikro$rodowisku glejaka myszy SorLA-KO na aktywacje odpowiedzi
zaleznej od IFN-y.
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Rycina 32. W mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO IFNYR wykazuje tendencj¢ do
zwiekszonej ilosci w poréwnaniu do mikrosrodowiska glejaka myszy WT. (A) Wynik analizy
Western blot porownujacy ilosci IFNYR w objetych nowotworem potkulach mézgow myszy WT
i SorLA-KO (SLKO), 21 dni po implantacji komoérek glejaka. (B) Wykres przedstawiajacy
stosunek sygnatu pochodzacego od biatka IFNyR, do intensywnos$ci sygnatu pochodzacego ze
znakowania biatek przy wykorzystaniu barwnika PonceauS. Analize¢ statystyczng przeprowadzono
z wykorzystaniem dwustronnego testu t-studenta. Liczba powtdrzen biologicznych n=6

4.8.4. Oznaczenie poziomu ekspresji gendw zwiazanych z polaryzacja fenotypu
GAMs w komorkach pochodzacych z mikrosrodowiska glejaka myszy WT i
SorLA-KO

Mimo, iz powyzej przedstawione wyniki wskazujg na zalezne od SorLA zmiany
w charakterze mikrosrodowiska mysiego glejaka nalezy zaznaczy¢, iz bazuja one na
wykorzystaniu cato$§ciowych homogenatow mysich pétkul mézgéw objetych glejakiem,
a wiec materiale pochodzacym ze wszystkich komorek obecnych w mikro$rodowisku guza.
W zwigzku z tym nie mozna na ich podstawie wnioskowa¢ na temat bezposredniej roli
SorLA w ksztattowaniu wtasciwosci GAMs. W kolejnych dos$wiadczeniach, celem
mozliwosci pewniejszego okreslenia roli SorLA w ksztattowaniu kierunku polaryzacji
fenotypu GAMs, analizy przeprowadzono z wykorzystaniem komorek CDI11b"
wysortowanych z objetych nowotworem potkul mézgéw myszy WT i SorLA-KO. Przy
wykorzystaniu RNA pochodzacego z uzyskanych w ten sposob GAMs sprawdzono poziom

ekspresji genow charakterystycznych dla ich pronowotworowych wtasciwosci. Analizy te
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wykazaty, iz GAMs pochodzace z mikrosrodowiska glejaka myszy SorLA-KO
charakteryzuje obnizona ekspresja gendw zwigzanych z funkcjami wspierajagcymi rozwoj

guza, tj. CD163 oraz CD206 (Rycina 33) (Bertani i in., 2017; Lisi 1 in., 2017).
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Rycina 33. GAMs pochodzace z mikrosrodowiska glejaka myszy SorLA-KO wykazuja
obnizong ekspresje genow zwigzanych z wlasciwoSciami wspierajagcymi nowotwor.
Poroéwnanie poziomu ekspresji genow (A) CDI163 oraz (B) CD206 w komorkach CDI11b*
wysortowanych z objetych nowotworem poétkul mozgéow myszy WT i SorLA-KO, 21 dni po
implantacji komorek glejaka. Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem testu
t-studenta dla jednej proby. Liczba powtorzen biologicznych n=3-4.

Weczedniejsze doswiadczenia in vitro wykazaly, iz mikroglej pozbawiony SorLA
hodowany w obecno$ci komoreki glejaka wykazuje wyzszy poziom biatek zwigzanych
z odpowiedzig zalezng od IFN niz mikrogle] WT (sekcja 4.5.). Co wigcej, poziom p-STAT1
oraz IFNyR réwniez wykazywat tendencje do zwigkszonej ilosci w mikrosrodowisku
glejaka myszy pozbawionych SorLA (sekcja 4.8.3.). W zwiazku z tym postanowiono
sprawdzi¢, czy GAMs pochodzace z objetych nowotworem poétkul mozgow myszy WT
1 SorLA-KO wykazujg réznice w poziomie transkrypcji gendéw aktywowanych pod
wptywem odpowiedzi zaleznej od IFN. W tym celu skupiono si¢ na genach z grupy IFIT
(ang. interferon-induced proteins with tetracopeptides), ze wzgledu na fakt, iz analiza MS
proteomu mikrogleju WT 1 SorLA-KO poddanych wspéthodowli z komorkami GL261-
GFP wykazata, 1z biatka IFIT2 oraz IFIT3 wystgpowaly w wiekszych ilosciach
w mikrogleju pozbawionym SorLA (sekcja 4.5.). Gtéwnag funkcjg bialek IFIT jest
blokowanie translacji wirusowego RNA, jednak wiadomym jest, iz poziom ich ekspresji
drastycznie wzrasta po ogolnej aktywacji odpowiedzi komoérkowej zaleznej od IFN

(gtownie IFN z grupy I) (Vladimeriin., 2014). W GAMs pochodzacych z mikrosrodowiska
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glejaka myszy SorLA-KO zaobserwowano wzrost poziomu ekspresji genow [FITI oraz
IFIT2 w porownaniu do GAMs pozyskanych z myszy WT (Rycina 34A-B). Roznica
w poziomie ekspresji genu /FI73 nie byla natomiast istotna statystycznie (Rycina 34C).
Wyniki te wskazuja, iz GAMs pozbawione SorLA s3 bardziej podatne na aktywacje

odpowiedzi zaleznej od IFN, co moze wzmagac ich prozapalne wiasciwosci.
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Rycina 34. GAMs z mikros$rodowiska glejaka myszy SorLA-KO wykazuja podwyzZszona
ekspresje genéw aktywowanych pod wplywem odpowiedzi zaleznej od interferonow.
Poréwnanie poziomu ekspresji genow (A) IFITI (B) IFIT?2 oraz (C) IFIT3 w komoérkach CD11b*
wysortowanych z objetych nowotworem potkul mézgow myszy WT i SorLA-KO, 21 dni po
implantacji komorek glejaka. Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem testu
t-studenta dla jednej proby. Liczba powtdrzen biologicznych n=4.

4.9. Porownanie ilosci CD14, SPP1 oraz TNF-a pomi¢dzy mikrosrodowiskiem

glejaka myszy WT i SorLA-KO

Weczesniejsze doswiadczenia in vitro wykazaty, ze mikroglej SorLA-KO
w porownaniu do mikrogleju WT wydziela wigksze ilosci CD14 oraz TNF-a, a wigc biatek
zwigzanych ze stanem zapalnym. W przypadku SPP1, w kontekscie glejaka znanej przede
wszystkim ze swoich pronowotworowych funkcji, brak SorLA hamowat natomiast jej
wydzielanie przez mikroglej (sekcja 4.2). Majac na uwadze fakt, ze zmiany w poziomie
wydzielania wszystkich wyzej wymienionych biatek przez mikroglej moga znaczaco
wplywac na catosciowy charakter mikrosrodowiska glejaka, postanowiono poréwnac ich
ilo$ci pomiedzy frakcjami biatek rozpuszczalnych pozyskanych z objetych nowotworem
potkul mozgdéw myszy WT 1 SorLA-KO. W przypadku biatka CD14 zaobserwowano
tendencje do jego zwigkszonej ilosci w mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO,

podczas gdy ilos¢ cytokiny TNF-a nie roznita si¢ pomiedzy genotypami (Rycina 35A-B).
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Co ciekawe, poziom SPP1 byt wyzszy w prébkach pochodzacych od myszy SorLA-KO,

co stanowi zmiang przeciwng do tej zaobserwowanej w warunkach in vitro (Rycina 35C).
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Rycina 35. Poréwnanie ilo$ci bialek CD14, TNF-a i SPP1 w mikrosrodowisku glejaka myszy
WT i SorLA-KO. Wykresy przedstawiajace wyniki testow porownujacych ilosci (A) CD14 (B)
TNF-a oraz (C) SPP1 we frakcji biatek rozpuszczalnych pochodzacych z objgtych nowotworem
potkul mézgdw myszy WT i SorLA-KO, 21 dni po implantacji komoérek glejaka. Test (A) oraz (C)
przeprowadzono przy wykorzystaniu komercyjnie dostgpnych zestawoéw ELISA, test (B)
przeprowadzono z wykorzystaniem Murine U-Plex Biomarker Group 1 assay w laboratorium prof.
Thomasa Willnowa w MDC w Berlinie. Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem
dwustronnego testu t-studenta. Liczba powtorzen biologicznych n=6.

4.10. Analiza poziomu markerow wybranych rodzajow programowanej Smierci

komorkowej miedzy mikrosrodowiskiem glejaka myszy WT i SorLA-KO

Na podstawie wynikéw wskazujacych na zwigkszony potencjat prozapalny GAMs
w mikro$rodowisku nowotworu mézgu myszy SorLA-KO stwierdzono, ze to wilasnie
wzmozona odpowiedZ prozapalna najprawdopodobniej stanowi przyczyne ograniczenia
wzrostu glejaka u tej grupy zwierzat. Celem okreslenia mechanizmu tego zjawiska
postanowiono poréwna¢ poziom markeréw roéznych rodzajow programowanej $mierci
komoérkowej pomigdzy homogenatami uzyskanymi z obj¢tych nowotworem potkul
moézgow myszy WT i SorLA-KO. W szczeg6lnosci postanowiono skupi¢ si¢ na tych
procesach, ktore mogg by¢ aktywowane przez wzmozony stan zapalny, czyli apoptozie,

ferroptozie i nekroptozie.

W przypadku poréwnywania poziomu markerdow apoptozy pomigdzy
mikrosrodowiskiem glejaka myszy WT i SorLA-KO, analiza Western blot nie wykazata

roznic w poziomie cigtego PARP miedzy genotypami (Rycina 36A). Nastepnie pordwnano
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poziom markerow charakterystycznych dla ferroptozy, czyli Smierci komorkowej zalezne;j
od jonow zelaza, zachodzacej na skutek utlenienia tluszczéw tworzacych btone
komorkowa. Aktywacja ferroptozy wigze si¢ ze wzrostem iloSci receptora transferryny
(ang. transferrin receptor, TrfR) oraz spadkiem ilos$ci peroksydazy glutationu 4 (ang.
glutathione peroxidase 4, GPX4) (Y. Chen 1 in., 2023). Jednakze réwniez w ilosci tych
biatek nie zaobserwowano réznic pomig¢dzy mikrosrodowiskiem glejaka myszy WT
i SorLA-KO (Rycina 36B). W przypadku markerow charakterystycznych dla procesu
nekroptozy, a wigc biatek p-RIP3 oraz p-RIP1 (tworzacego kompleks biatkowy z p-RIP3),
zaobserwowano natomiast ich zwiekszong ilo§¢ w probkach pochodzacych od zwierzat
SorLA-KO (Rycina 36C). Wynik ten moze sugerowaé, iz zwigkszony potencjat
prozapalny mikrosrodowiska glejaka myszy SorLA-KO spowodowany zmieniong
aktywnos$cia GAMs promuje aktywacje¢ procesu nekroptozy, ktora potencjalnie moze

odpowiada¢ za $mier¢ komoérek nowotworowych i ograniczenie rozwoju guza.
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Rycina 36. Mikrosrodowisko mysiego glejaka pozbawione SorLA charakteryzuje sie
zwiekszong ilosciag markerow §wiadczacych o aktywacji procesu nekroptozy. Wyniki analiz
Western blot poréwnujgcych w objetych nowotworem pétkulach mézgdéw myszy WT i SorLA-KO
(SLKO), 21 dni po implantacji komorek glejaka ilosci (A) cigtego biatka PARP (B) biatek TRFR
1 GPX4 oraz (C) bialek p-RIP1 oraz p-RIP3. Sygnat pochodzacy od cigtej formy biatka PARP
normalizowano do jego niecigtej formy (A), sygnaly pochodzace od bialek TRFR i GPX4
normalizowano do intensywnos$ci sygnalu GAPDH (B), a sygnaly pochodzace od bialek p-RIP1
oraz p-RIP3 normalizowano do ich form niefosforylowanych (C). W przypadku (A) i (C) rejestracja
sygnatu pochodzacego od biatka GAPDH stuzyta jako kontrola fadowania biatka na Zel. Analize¢

statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwustronnego testu t-studenta. Liczba powtorzen
biologicznych n=6.

108



4.11. Pordownanie mikrosrodowiskia glejaka myszy WT oraz SorLA-KO pod

katem obecnos$ci komorek ukladu odpornosciowego

Jedna z konsekwencji silnie immunosupresyjnego charakteru mikrosrodowiska
glejaka jest ograniczenie naplywu komorek uktadu odpornosciowego do objetego
nowotworem  moézgu oraz  uniemozliwienie im  rozwini¢cia  odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Majac na uwadze fakt, iz u myszy SorLA-KO GAMs wykazuja
zwigkszony potencjat prozapalny, na skutek ktorego potencjalnie moga wydziela¢ czynniki
wplywajace na infiltracj¢ komorek uktadu odpornosciowego w okolice guza, postanowiono
poréwna¢ profil okreslonych populacji komoérek odpornosciowych pomigdzy

mikrosrodowiskiem glejaka zwierzat WT 1 pozbawionych SorLA.

4.11.1. Barwienia immunofluorescencyjne skrawkow mozgow myszy WT

i SorLA-KO po implantacji komorek glejaka

Wykorzystujac skrawki mozgéw myszy WT 1 SorLA-KO, przy uzyciu barwien
immunofluorescencyjnych postawiono poréwnaé¢ wystepowanie wybranych populacji
komorek uktadu odpornosciowego w mikrosrodowisku glejaka myszy o obu genotypach.
W pierwszej kolejnosci skupiono si¢ na komodrkach wchodzacych w sktad populacji
GAMs: makrofagach oraz mikrogleju. Uzycie przeciwciata znakujacego naptywajace
z obwodu makrofagi (anty-Galektyna-3, Gal-3) nie wykazato r6znic w intensywnos$ci
sygnatu pochodzacego z barwienia pomi¢dzy mikrosrodowiskiem glejaka myszy WT
1 SorLA-KO (Rycina 37A). Jednocze$nie barwienie z uzyciem przeciwciala anty-
Tmem119 znakujacego mikroglej wykazato obnizong intensywno$¢ sygnatu
w mikro$rodowisku guza myszy pozbawionych SorLA (Rycina 37B). Kolejne analizy nie
wykazaly roéznic pomiedzy genotypami w ilo$ci infiltrujagcych limfocytow
T cytotoksycznych (CTL) (CD8") (Rycina 37C), jednakze w mikrosrodowisku glejaka
myszy SorLA-KO zaobserwowana zostata zwickszona intensywno$¢ sygnatu
pochodzacego z barwienia mieloperoksydazy (ang. myeloperoxidase, MPO) (Rycina
37D). MPO to biatkowy marker charakterystyczny dla populacji neutrofilii aktywnie
wytwarzajacych reaktywne formy tlenu (Lin i in., 2024). Ostatnie doniesienia wskazuja
jednak, ze rowniez monocyty 1 makrofagi moga syntetyzowaé¢ MPO, co wigze si¢ ich
z wlasciwosciami przeciwnowotworowymi (Karimi 1 in., 2023). Na podstawie

wykonanych barwieni immunofluorescencyjnych nie mozna zatem wnioskowac, ktora
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z tych populacji komorek intensywniej naplywa do mikrosrodowiska nowotworu myszy

pozbawionych SorLA.
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Rycina 37. Komorki MPO" silnie infiltruja mikro$rodowisko glejaka myszy SorLA-KO.
Reprezentatywne zdjecia objetych nowotworem potkul mézgdéw myszy WT i SorLA-KO, 21 dni
po implantacji komorek glejaka, barwionych immunofluorescencyjnie z wykorzystaniem
przeciwcial znakujgcych (A) Gal-3 (B) Tmeml119 (C) CD8 oraz (D) MPO. Jadra komérkowe
wyznakowano za pomocg DAPI, z kolei komorki nowotworowe GL261-tdT*-luc* zaznaczone s3
kolorem czerwonym. Zotta przerywana linia widoczna w (A) i (B) wskazuje granice guza. Po
prawej stronie kazdego przedstawionego zdjecia znajduje si¢ wykres przedstawiajgcy intensywnosé
sygnatu pochodzacg ze znakowania biatka stanowigcego marker danej populacji komorek. Skala:
200 um. Analize statystyczna przeprowadzono z wykorzystaniem dwustronnego testu t-studenta.

Liczba powtorzen biologicznych n=4-8. Barwienia i analizy zostaly przeprowadzone przez dr hab.
Anng¢ Malik.
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4.11.2. Analiza cytometryczna komorek pochodzenia limfo- i mieloidalnego

w mikrosrodowisku glejaka myszy WT i SorLA-KO

Mikrosrodowisko glejaka charakteryzuje si¢ wysokim stopniem zlozono$ci,
a obecno$¢ r6znych populacji komoérek uktadu odpornosciowego naptywajacych z obwodu
moze zaleze¢ od wielu czynnikow, w tym od okreslonego rejonu guza (Moffet 1 in., 2023).
Majac ten fakt na uwadze, postanowiono poréwnaé¢ mikrosrodowisko myszy WT
1 SorLA-KO pod katem obecnosci komorek uktadu odpornosciowego, wykorzystujac
w tym celu cytometri¢ przeptywowa. Technika ta w przeciwienstwie do barwien
immunofluorescencyjnych umozliwia uzyskanie ilosciowych informacji pochodzacych

z catej potkuli mézgu objetej guzem, a nie jej fragmentu.

Analiza populacji komoérek linii mieloidalnej nie wykazala réznic w odsetku
komoérek mikrogleju (CD11b*CD45") naptywajacych z krwi komorek mieloidalnych
(CD11b"CD45"*°K) ¢zy neutrofilii (Ly6C¥"Ly6G**°X)) pomiedzy mikrosrodowiskiem
glejaka myszy WT i1 SorLA-KO (Rycina 38A-C). W mikrosrodowisku myszy SorLA-KO
zaobserwowano natomiast zwigkszony odsetek populacji konwencjonalnych komorek
dendrytycznych (cDC) (CD11bCD11c") (Rycina 38D), ktore nalezg do grupy komorek
prezentujacych antygen (APC) i1 stanowig kluczowy element w rozwoju nabytej
odpowiedzi uktadu odpornosciowego, bedacej podstawg odpowiedzi
przeciwnowotworowej (Bottcher & Reis e Sousa, 2018). Zastosowanie markerow
majacych na celu rozréznienie populacji monocytow (Ly6C™s°KiF4/80™¥s°k)  od
makrofagow (Ly6CMkiF4/80"K)) nie wykazalo réznic w odsetkach tych populacji
pomiedzy genotypami (Rycina 38E-F). Co ciekawe w mikrosrodowisku glejaka myszy
SorLA-KO zaobserwowano natomiast tendencj¢ do zwigkszonego odsetka komorek
bedacych w stanie posrednim migdzy monocytami a makrofagami (monocyty/makrofagi)

(Ly6C*edniF4/80%°4") (Rycina 38G).
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Rycina 38. Mikrosrodowisko glejaka myszy SorLA-KO charakteryzuje si¢ zwiekszonym
odsetkiem komorek dendrytycznych i komorek stanowiacych stadium posrednie miedzy
monocytami a makrofagami. Wykresy przedstawiajace procentowe ilosci (A) mikrogleju (B)
naptywajacych z krwi komorek mieloidalnych (C) neutrofilii (D) konwencjonalnych komorek
dendrytycznych (E) monocytow (F) makrofagdéw oraz (G) komorek w stadium posrednim migdzy
monocytami a makrofagami, w mikrosrodowisku nowotworu myszy WT i SorLA-KO, 21 dni
implantacji komorek glejaka. Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem
dwustronnego testu t-studenta. Liczba powtdrzen biologicznych n=4. Panele A-D przedstawiajg
odsetek, jaki dana populacja stanowi w obrgbie wszystkich zywych komorek. Panele E-G
przedstawiajg odsetek, jaki dana populacja stanowi w obrebie komorek CD45%°KCD11b*, a wiec
naptywajacych z obwodu komoérek mieloidalnych.

W przypadku analizy populacji komoérek linii limfoidalnej w mikrosrodowisku
glejaka myszy SorLA-KO odnotowano obnizony odsetek populacji limfocytow T (CD3™)
oraz tendencj¢ do zwickszonego odsetka komodrek naturalnych zabojcow (ang. natural
killer cells, NK)(CD3NKI1.1"), aktywnie uczestniczagcych w eliminacji zagrozenia
w organizmie, w tym komorek zmienionych nowotworowo (Coénon i in., 2024) (Rycina
39A-B). Nie zaobserwowano natomiast r6znic mi¢dzy genotypami w odsetku limfocytow

T pomocniczych (Th) (CD4") oraz limfocytow B (CD19") (Rycina 39C-D).

Zaskakujaca okazala si¢ za to zaobserwowana réznica w odsetku ilosci CTL (CD8")
oraz limfocytow T regulatorowych (CD4 Foxp3") pomigdzy mikrosrodowiskiem glejaka
myszy WT 1 SorLA-KO (Rycina 39E-F). Limfocyty T cytotoksyczne znane sg bowiem ze
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swoich przeciwnowotworowych wlasciwosci (Lee-Chang, 2022), a wyniki analizy
cytometrycznej wykazaty ich obnizony odsetek w probkach pochodzacych od myszy
SorLA-KO, ktorych mikrosrodowisko glejaka na podstawie wcze$niej przedstawionych
wynikdw charakteryzuje si¢ oslabionym potencjalem pronowotworowym niz
mikrosrodowisko nowotworu myszy WT. Co ciekawe, odsetek limfocytow
T regulatorowych, cechujacych si¢ zdolnoscig do wyciszania odpowiedzi wywotanej przez
pozostate komorki uktadu odporno$ciowego, charakterystycznych dla
immunosupresyjnego mikrosrodowiska nowotworu (Ooi i in., 2014) okazat si¢ zwigkszony

w mikro$rodowisku glejaka myszy SorLA-KO (Rycina 39F).
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Rycina 39. Mikrosrodowisko glejaka myszy SorLA-KO charakteryzuje si¢ zwiekszonym
naplywem komorek NK i limfocytéow T regulatorowych, a zmniejszonym naplywem
limfocytow T cytotoksycznych. Wykresy przedstawiajgce odestek (A) limfocytow T (B) komorek
NK (C) limfocytéw B (D) limfocytow Th (E) limfocytow T cytotoksycznych oraz (F) limfocytow
T regulatorowych, w mikro$rodowisku nowotworu myszy WT i SorLA-KO, 21 dni po implantacji
komorek glejaka. Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwustronnego testu
t-studenta. [lo$¢ powtdrzen biologicznych n=4. Panele A-C przedstawiajg odsetek danych populacji
w obrgbie wszystkich zywych komorek. Panele D-F przedstawiaja odsetek, jaki dana populacja
stanowi w obrebie limfocytow T CD3".
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4.12. Poréwnanie liczby komorek ukladu odpornosciowego we krwi obwodowej

myszy WT i SorLA-KO po implantacji komoérek glejaka

W celu zweryfikowania, czy zaobserwowane roznice w naptywie komoérek uktadu
odpornosciowego do mikrosrodowiska glejaka myszy SorLA-KO nie wynikaja z braku
SorL A we wszystkich komorkach organizmu i towarzyszacych temu zmian np. w procesie
hematopoezy, postanowiono okresli¢ profil poszczegdlnych populacji komorek uktadu
odpornosciowego we krwi obwodowej myszy WT 1 SorLA-KO, poddanych implantacji
komorek glejaka. Analiza nie wykazata, aby profil wybranych populacji komoérek uktadu
odpornosciowego roznit si¢ miedzy myszami WT a SorLA-KO (Rycina 40A). Co wigcej,
analogiczna analiza krwi obwodowej myszy WT i1 SorLA-KO niepoddanych implantacjom
komorek glejaka (myszy zdrowych) takze nie wykazala roznic w profilu komorek uktadu
odpornosciowego (Rycina 40B). W zwigzku z tym mozna wnioskowaé, iz opisane
wczesniej roznice w odsetkach danych populacji komorek uktadu odpornosciowego
w mikrosrodowisku glejaka myszy WT 1 SorLA-KO moga wynika¢ ze zmienionych pod
wplywem braku SorLA wlasciwosci GAMs, wplywajacych na catosciowy charakter

mikrosrodowiska glejaka.
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Rycina 40. Brak SorLA nie wplywa na profil komoérek ukladu odpornosciowego we krwi
obwodowej zwierzat poddanych implantacjom komorek glejaka oraz zwierzat zdrowych.
Wykresy przedstawiajace profile wybranych populacji komorek uktadu odpornosciowego we krwi
obwodowej myszy WT i SorLA-KO (A) 21 dni po implantacji komorek glejaka oraz (B) u myszy
zdrowych. Analizg statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwustronnego testu t-studenta.
Liczba powtorzen biologicznych n=3-6.
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V. DYSKUSJA

5.1. Wykorzystanie w doSwiadczeniach in vivo myszy pozbawionych SorLA we

wszystkich komorkach organizmu

Przez dhugi czas uwazano, ze w OUN receptory z domeng VPS10P pelnig swoje
funkcje jedynie w komoérkach nerwowych. Receptor SorLA zostat najlepiej poznany
w kontekscie swoich protekcyjnych funkcji w przebiegu rozwoju AD, a badania majace na
celu doktadne scharakteryzowanie tych wlasciwosci rozpoczgly si¢ na poczatku lat
dwutysiecznych. Wykorzystywane w tym celu modele zwierzece bazowaty jednak na
uzyciu myszy pozbawionych genu kodujacego Sor/l we wszystkich komorkach organizmu
(Andersen 1 in., 2005; Dodson 1 in., 2008). Obecnie, dzigki zaawansowanym metodom
biologii molekularnej takim jak scRNA-seq wiadomym jest, iz SorLA w OUN ulega
transkrypcji réwniez w mikrogleju, zarobwno w zdrowym (Sankowski 1 in., 2024) jak
1 objetym AD (Gosselin 1 in., 2017) ludzkim mozgu, a takze modzgu mysim
(Van Hove 1 in., 2019). Co ciekawe, mutacje genu SORLI, ktorym w przebiegu AD
przypisywano powstawanie nieprawidlowosci w funkcjonowaniu receptora w komorkach
nerwowych, moga wplywac¢ rowniez na mikroglej (Nott i in., 2019), ktéry w patogenezie
tej choroby odgrywa znaczaca rolg (Leng & Edison, 2021). W zwigzku z tym dopiero od
niedawna uwaga badaczy skupia si¢ na okresleniu roli SorLA w ksztattowaniu funkcji
mikrogleju w kontek$cie AD, jednak badania te bazuja na wykorzystaniu modeli in vitro
(Mishra 1 in., 2025; Ovesen 1 in., 2025). Mozna zatem stwierdzi¢, iz proby zdefiniowania
roli receptora SorLA w mikrogleju stanowig nowy kierunek badan w tematyce receptorow
z domeng VPS10P. Majac na uwadze nieopisany wczesniej w zaden sposoéb wptyw SorLA
na wlasciwosci mikrogleju w kontek§cie nowotworow mozgu, w niniejszej] pracy
postanowiono wykorzysta¢ wiec dostepne zwierzgta SorLA-KO pozbawione ekspresji

Sorll we wszystkich komadrkach organizmu.

Przeprowadzony przez nas przeglad ogolnodostepnych danych pochodzacych
z scRNA-seq mikrosrodowiska GBM wykazat, ze GAMs charakteryzujg si¢ wysokim
poziomem ekspresji genu kodujacego receptor SorLA, podczas gdy w innych typach
komorek nie zaobserwowano znaczacej ilosci jego transkryptu. Co wigcej stwierdzono, iz

poziom ekspresji genu SORL I wydaje si¢ zaleze¢ od kierunku polaryzacji fenotypu GAMs

117



(Kaminska 1 in., 2024), (sekcja 1.8.). W zwigzku z tym wysnuta zostata hipoteza, iz to
wlasnie w tej populacji komorek obecnych w mikrosrodowisku glejaka SorLA moze
odgrywa¢ znaczaca funkcje. Na tej podstawie zapoczatkowane zostaly przedstawione
W niniejszej pracy badania nad rola receptora SorLA w ksztatltowaniu funkcjonalnych

wlasciwosci GAMs.

W GAMs pochodzacych z mikrosrodowiska nowotworu moézgu myszy WT
stwierdzono obecnos¢ SorLA na poziomie biatka (sekcja 4.8.), co daje podstawe do
wnioskowania, iz to wtasnie utrata receptora w tej populacji komoérek u myszy SorLA-KO
po implantacji komorek glejaka powoduje polaryzacje ich fenotypu w kierunku
prozapalnym, co ogranicza wzrostu guza (sekcja 4.7.). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze GAMs
to heterogenna grupa komorek, ktére mimo podobienstw, stanowig odrgbne populacje
mikrogleju oraz makrofagéw. Biorac jednak pod uwage wczesniej udokumentowang
ekspresje genu kodujacego SorLA w mikrogleju (Sankowski 1 in., 2024; Van Hove 1 in.,
2019), w niniejszej pracy, zarowno w dos§wiadczeniach in vitro oraz in vivo, postanowiono
skupi¢ si¢ przede wszystkim na tej populacji komorek. Niewykluczone natomiast, iz SorLA
wplywa takze bezposrednio na wlasciwosci makrofagow. W zwigzku z tym, w celu
dopethienia wiedzy dotyczacej roli SorLA w ksztattowaniu fenotypu GAMs jako calej
grupy, analogiczne do$wiadczenia powinny zosta¢ w przysztosci przeprowadzone rowniez

z uwzglednieniem makrofagow.

Nalezy zaznaczy¢, ze nowotwor bez wzgledu na lokalizacjg, silnie oddziatuje na
caty organizm. Nie mozna zatem wykluczy¢, iz procesy zalezne od SorLA majace miejsce
poza OUN moga w pewien sposob wplywa¢ na ograniczenie wzrostu guzow mozgu
u myszy SorLA-KO. Rola SorLA niejednokrotnie zostata potwierdzona bowiem
m.in. w kontekscie regulacji metabolizmu thuszczow (Schmidt, Schulz, 1 in., 2016; Y. Zhu
1 in., 2004). Kwestig nierozstrzygnieta pozostaje wigc, czy zmiany w metabolizmie tych
czasteczek spowodowane brakiem SorLA we wszystkich komorkach organizmu mogtyby
wplywac na rozw6j mysiego glejaka w OUN. W celu jednoznacznego okreslenia wptywu
braku SorLA na ksztalttowanie prozapalnych funkcji mikrogleju nalezy przeprowadzi¢
zatem doswiadczenia z wykorzystaniem myszy genetycznie modyfikowanych tak, aby gen

Sorll nie ulegat ekspresji wylacznie w tej populacji komorek.
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5.2.  Regulacja ekspresji genu Sor/l w mysim mikrogleju

Wydzielane przez komorki glejaka czynniki powodujg polaryzacje fenotypu GAMs
w kierunku wspierajacym nowotwor, przez co komorki te uwalniajg szereg biologicznie
aktywnych biatek promujacych procesy angiogenezy, przebudowy ECM czy podzialow
macierzystych komoérek nowotworowych. GAMs wptywajg takze na naptyw 1 funkcje
innych komorek wuktadu odpornosciowego, przez co tlumiona jest odpowiedz
przeciwnowotworowa (Buonfiglioli & Hambardzumyan, 2021; F. Khan 1 in., 2023).
W zwigzku z tym okre§lenie oraz zablokowanie molekularnych mechanizméw
odpowiedzialnych za rozwdj pronowotworowych witasciwosci GAMs stanowi kluczowy

element w rozwoju nowych terapii glejakow.

SorLA jako receptor sortujacy odgrywa wazng rol¢ w regulacji wydzielania bialek,
przez co moze wptywaé na funkcjonalne wtasciwosci komorek. Biorac wigc pod uwage
znaczgcg ekspresje genu SORLI w GAMs (sekcja 1.8.) oraz fakt, iz w zaleznosci od typu
aktywacji komorki te wydzielajg czynniki proregeneracyjne lub prozapalne (X. Hu i in.,
2015), w niniejszej pracy postanowiono okresli¢ mechanizmy regulujace poziom ekspresji
genu kodujacego SorLA w mysim mikrogleju. Przeprowadzone do$wiadczenia wykazaty,
ze w mikrogleju pod wptywem wspothodowli z komérkami mysiej linii glejaka GL261
poziom ekspresji genu Sorll wzrasta, podczas gdy pod wptywem stymulacji LPS maleje
(sekcja 4.1.). Doswiadczenia te dowodza, iz poziom SorLA w mikrogleju zalezy od
kierunku aktywacji komorek, co wskazuje na zaangazowanie receptora w ksztaltowanie ich

funkcjonalnych whasciwosci.

Majac na uwadze mnogos¢ czynnikow wydzielanych przez komaérki nowotworowe,
w celu okreslenia mechanizmu wzmagajacego transkrypcje genu Sor// w mikrogleju pod
wplywem obecno$ci komorek glejaka postanowiono skupi¢ si¢ na wybranych biologicznie
aktywnych biatkach wptywajacych na polaryzacje fenotypu GAMs: M-CSF, IL-10 oraz
CX3CL1 (fraktalina) (sekcja 4.1.1.). Wykazano, iz traktowanie mikrogleju przy
wykorzystaniu CX3CL1 powoduje wzrost poziomu transkryptu Sor//. CX3CL1 aktywuje
na powierzchni komorek mikrogleju swoisty receptor CX3CR1, a interakcja ta
w warunkach homeostazy odpowiada za komunikacj¢ komoérek nerwowych i1 mikrogleju,
kluczowga dla fagocytozy potaczen synaptycznych majacych ulec degradacji (Cornell 1 in.,
2021). W warunkach patologicznych, aktywacja CX3CRI1 przez fraktaling moze wzmagaé
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natomiast aktywacj¢ mikrogleju 1 wydzielanie cytokin prozapalnych (Mattison 1 in., 2013;
Zujovic 1 in., 2000) badz tez promowac efekty przeciwne, zwigzane z zapobieganiem
nadmiernej aktywacji komorek (Cardona iin., 2006; J. Wang11in., 2021). W zwigzku z tym
kierunek polaryzacji fenotypu mikrogleju zaleznej od aktywacji CX3CR1 wydaje si¢ by¢
zalezny od kontekstu (Lauro 1 in., 2015). W kontekscie glejaka, GAMs charakteryzujg si¢
podwyzszong ekspresja genu CX3CRI (Hattermann 1 in., 2014), a aktywacja receptora,
glownie za sprawa wydzielanej przez komoérki nowotworowe fraktaliny, promuje
nabywanie przez nie funkcji wspierajacych nowotwor (Held-Feindt 1 in., 2010; Pong 1 in.,
2013). Obserwujac wzrost ekspresji Sorll w mikrogleju pod wplywem traktowania
CX3CL1 mozna spekulowac, iz to wiasnie ta chemokina moze by¢ odpowiedzialna za

zwigkszenie ilosci transkryptu SorLA w GAMs.

W kontek$cie prob zdefiniowania mechanizmow zaangazowanych w regulacje
poziomu ekspresji genu Sorll w mikrogleju postanowiono skupi¢ si¢ réwniez na
czynnikach o ktérych wiadomo, iz wplywaja na wzrost transkrypcji tego genu
w komorkach innych niz mikroglej: BDNF oraz NRG-1 (sekcja 4.1.1.). Traktowanie
neuronéw BDNF wplywa bowiem na wzrost ekspresji genu kodujacego SorLA, co moze
by¢ zwigzane z protekcyjng funkcjg receptora w kontekscie rozwoju AD (Rohe 1 in., 2009;
Young 1 1in., 2015). Wykorzystanie BDNF do stymulacji mikrogleju nie wptyneto jednak
na poziom ekspresji genu Sorl/l. Kwestig nierozstrzygnieta pozostaje, czy mikroglej wyraza
na swej powierzchni wystarczajaca ilos¢ receptorow Trk odbierajacych sygnaty od tej
neurotrofiny (Prowse & Hayley, 2021). Istniejg doniesienia wskazujace na role BDNF
w ksztattowaniu polaryzacji fenotypu mikrogleju in vitro, bazuja one jednak na schematach
doswiadczalnych, w ktérych badano wpltyw neurotrofiny na kierunek aktywacji komorek

pod wptywem dziatania LPS (Charlton 1 in., 2023) badz ATP (X. Zhang 1 in., 2014).

Majac na uwadze udokumentowany wplyw NRG-1 na wzrost ekspresji genu
SORLI w komorkach ludzkiej linii nowotworu piersi w ramach aktywacji $ciezek
sygnalowych zaleznych od kinaz regulowanych sygnalami zewnatrzkomorkowymi (ang.
extracellular signal-regulated kinases, ERK) (Al-Akhrass 1 in., 2021) postanowiono
zweryfikowaé, czy czynnik ten moze regulowac transkrypcje genu roOwniez w mysim
mikrogleju. Co wazne, NRG-1, aktywujac receptory powierzchniowe o aktywnosci kinaz

tyrozynowych z grupy EGFR, moze ksztattowa¢ kierunek aktywacji mikrogleju zaréwno

120



w kierunku prozapalnym jak i proregeneracyjnym (Y. Ma 1 in., 2022; L. J. Simmons 1 in.,
2016; Xiang 11n., 2015). W przypadku genu Sor/1, NRG-1 okazata si¢ nie wptywac jednak

na poziom jego transkrypcji w mikrogleju.

Ciekawym aspektem dalszych badan zwigzanych z regulacja ekspresji Sorll
w mikrogleju bedzie zdefiniowanie okreslonej $ciezki sygnatowej aktywujacej
transkrypcje tego genu. Interesujagcym wydaje si¢ fakt, iz aktywacja CX3CR1 moze
wplywac na kaskady sygnatowe zalezne od kinaz ERK (Rivas-Fuentes 1 in., 202 1), ktérych
aktywacja, jak wspomniano wczesniej, wptywa na indukcje ekspresji genu SORLI
w ludzkiej linii nowotworu piersi (Al-Alkhrass 11n., 2021). Mozliwe jest zatem, ze roOwniez
za posrednictwem $ciezki sygnatowej zwigzanej z kinazami ERK, aktywowanej za
posrednictwem CX3CRI1, moze dochodzi¢ do wzmozonej ekspresji genu Sor/l

w mikrogleju.

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty rowniez, ze pod wptywem aktywacji
prozapalnej indukowanej LPS poziom transkryptu genu Sorl/ w mikrogleju spada. Mozna
spekulowaé, iz obnizenie poziomu SorLA stanowi efekt funkcjonalny w kontekscie
wzmozone] zdolnosci komoérek do wydzielania czynnikdéw prozapalnych (sekcja 4.2.).
Ciekawa perspektywe dalszych badan nad tym zagadnieniem stanowi fakt, iz LPS aktywuje
sciezke sygnatowg zalezng od receptora Toll-podobnego 4 (ang. Toll-like receptor 4,
TLR4) i CD14 (Ciesielska 1 in., 2021), ktory przez mikroglej SorLA-KO in vitro
wydzielany jest intensywniej w poréwnaniu do mikrogleju WT (sekcja 4.2.) oraz ktory
wykazuje tendencje¢ do zwigkszonej ilosci w mikrosrodowisku glejaka myszy
pozbawionych SorLA (sekcja 4.9.). Mozliwe jest zatem, iz regulacja ekspresji Sor/l moze
zaleze¢ od tej $ciezki sygnatowej, ktorej aktywacja moze prowadzi¢ do zahamowania
ekspresji genu badz degradacji powstajacego transkryptu. Potwierdzenie tej hipotezy

wymaga jednak przeprowadzenia dodatkowych badan.
5.3. Wplyw SorLA na wydzielane przez mikroglej bialka w kontekscie glejaka

SorLA wiazac bezposrednio swoje bialtkowe ligandy reguluje ich transport
w obrebie systemu endomembranowego, definiujac tym samym ich ostateczng lokalizacjg.
Jak dotad, najlepiej poznanymi biatkami, ktorych transport w obrebie komoérek nerwowych
regulowany jest w sposob zalezny od SorLA sa BDNF, receptory Trk oraz APP i af
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(Schmidt, Subkhangulova, 1 in., 2016). W przypadku biatek zwigzanych z odpowiedzia
uktadu odpornosciowego, rola SorLA zostala réwniez potwierdzona w kontekscie
transportu IL-6 oraz jej receptora (Larsen & Petersen, 2017). Wyniki przedstawione
W niniejszej pracy przedstawiaja istotny wptyw receptora SorLA na wydzielanie biatek
przez mikroglej, komorki odpornosciowe OUN (sekcja 4.2.). W celu okreslenia, ktore
biatka wydzielane sg przez te komorki w sposob zalezny od SorLA, postanowiono
porowna¢ sktad pozywki hodowlanej mikrogleju WT i1 SorLA-KO pod wplywem
stymulacji PMA. PMA to aktywator biatkowej kinazy C, w zwigzku z czym jego uzycie
nie ogranicza zdolnosci komorek do wydzielania biatek w sposéb zalezny od okreslone;j
sciezki sygnatowej a co wigcej, pobudza proces egzocytozy (Aiiin., 2013; Xueiin., 2009).
Wybor takiego schematu do$wiadczalnego miat wigc na celu scharakteryzowanie jak

najszerszego spektrum wydzielanych bialek.

Analiza z wykorzystaniem MS wykazala, ze sktad pozywki hodowlanej mikrogleju
SorLA-KO znaczaco roznit si¢ od pozywki mikrogleju WT pod katem ilosci okreslonych
biatek. Wsrod nich zidentyfikowano takie, ktore moga znaczaco wptywaé na polaryzacje
odpowiedzi odpornosciowej w kierunku prozapalnym, a jednym z nich jest biatko CD14.
Co ciekawe, w probkach pozyskanych z objetych glejakiem potkul moézgow myszy SorLA-
KO, ktére rozwijajag mniejsze guzy w porownaniu do myszy WT, réwniez zaobserwowano
tendencje do zwigkszonej ilosci CD14 (sekcja 4.9.). Biatko CD14 znane jest ze swojej
lokalizacji w obrebie btony komorkowej, gdzie uczestniczy w przewodnictwie sygnalow
pochodzacych od tzw. wzorcow molekularnych zwigzanych z patogenami (ang.
patohogen-associated molecular patterns, PAMP) lub wzorcéw molekulanych zwigzanych
z zagrozeniem (ang. danger-associated molecular patterns, DAMP), ktére aktywuja
odpowiedz prozapalng (Ciesielska i in., 2021). Jednakze w obrgbie btony komorkowe;j
CD14 moze ulega¢ cigciu proteolitycznemu, co jest oznaka wzmozonego stanu zapalnego
1 moze stanowi¢ mechanizm regulujacy ilos¢ biatka CD14 (Bazil & Strominger, 1991),
badZz wtornie wptywaé na produkcje cytokin prozapalnych (Lévéque 1 in., 2017). Tym
samym mozna wnioskowac, iz zwigkszona ilos¢ CD14 w mikrosrodowisku glejaka myszy
SorLA-KO zwigzana jest ze zwigkszonym stanem zapalnym. Mimo, iZ w opisanym
do$wiadczeniu uzyto homogenatéw catych potkul mysich moézgdéw nalezy zaznaczy¢, iz to
wlasnie mikroglej oraz makrofagi sa komorkami, ktore w gtownej mierze produkuja biatko

CD14 (Beschorner i1 in., 2002; Janova 1 in., 2016; Silvin 1 in., 2023). W zwigzku z tym
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prawdopodobnym jest, iz to wtasnie brak SorLA w GAMs odpowiada za zwigkszone
wydzielanie CD14 w mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO 1 tym samym,

uczestniczy w rozwoju stanu zapalnego ograniczajacego wzrost guza.

Wsrod bialek wydzielanych w mniejszej ilosci przez mikroglej SorLA-KO
w poréwnaniu do mikrogleju WT in vitro zidentytikowano m.in. SPP1 (sekcja 4.2.).
Glikoproteina ta pelni szereg funkcji zwigzanych m.in. z regulacja odpowiedzi
odporno$ciowej, ktora w zalezno$ci od kontekstu moze przybiera¢ charakter prozapalny
badz proregeneracyjny (Ataiiin., 2011; Hur 1 in., 2007; Rollo 1 in., 1996; Yim iin., 2022).
W  kontekscie glejaka, odpowiednie modyfikacje produkowanej przez komorki
nowotworowe SPP1 powodujg uwolnienie jej biologicznie aktywnego fragmentu, ktory
wplywa na polaryzacj¢ fenotypu GAMs w kierunku pronowotworowym, a takze wspiera
procesy zwigzane z migracja i inwazyjnoscia (Ellert-Miklaszewska 1 in., 2016). Réwniez
w samych GAMs, zwigkszona produkcja SPP1 zwigzana jest z ich wlasciwosciami
wspierajagcymi nowotwor (Szulzewsky 1in., 2015, 2018). Zablokowanie SPP1 przy uzyciu
syntetycznego peptydu w mysim modelu glejaka GL261 pozytywnie wpltywa na
skuteczno$¢ terapii wykorzystujacej inhibitor immunologicznego punktu kontrolnego, co
wptywa na profil transkryptomiczny GAMs, sugerujacy ich przeciwnowotworowe
wiasciwosci (Ellert-Miklaszewska 1 in., 2025). W przeciwienstwie do przedstawionych
W niniejszej pracy wynikow in vitro, w probkach pochodzacych z objetych nowotworem
potkul moézgdéw myszy SorLA-KO zaobserwowano zwigkszong ilos¢ SPP1 w pordwnaniu
do probek pozyskanych od myszy WT (sekcja 4.9.), ktore charakteryzuja si¢ wiekszym
rozmiarem guzow 1 bardziej pronowotworowym mikrosrodowiskiem. Nalezy jednak
zaznaczy¢, iz SPP1 produkowana jest takze przez inne komorki obecne w mikrosrodowisku
glejaka, w tym w znaczacych ilo$ciach przez astrocyty, co ma miejsce réwniez pod
wptywem ich prozapalnej aktywacji (Choi 1 in., 2007; Ikeshima-Kataoka 1 in., 2018; Jin
i in., 2006). Niewykluczone zatem, iz mimo potencjalnej obnizonej zdolnosci GAMs do
wydzielania SPP1, w mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO aktywowane astrocyty

sg przewazajacym zrodlem produkcji tego biatka.

Analiza MS wydzielanych przez mikroglej WT i1 SorLA-KO biatek nie wykazata
roznic miedzy genotypami w ilosci produkowanych cytokin, kluczowych dla rozwoju

odpowiedzi odpornosciowej. Co wigcej, zadna z cytokin nie zostata zidentyfikowana wérod
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wszystkich bialek obecnych w badanych pozywkach hodowlanych (dane nie zostaly
przedstawione). Majac jednak na uwadze istotno$¢ cytokin w ksztattowaniu charakteru
odpowiedzi odpornosciowej, jako element uzupeliajacy wyniki analizy MS,
postanowiono porownac ilosci cytokin prozapalnych IL-6 oraz TNF-a w pozywkach
hodowlanych mikrogleju WT 1 SorLA-KO, hodowanych zaréwno w warunkach
kontrolnych jak i po 24-godzinnej stymulacji PMA. Analiza ta wykazata znaczaco
zwigkszong ilo$¢ obu bialek w materiale pochodzacym z mikrogleju SorLA-KO poddanego
stymulacji (sekcja 4.2), co dodatkowo potwierdzitlo wniosek, iz brak SorLA wzmaga
zdolnos¢ mikrogleju do wydzielania czynnikéw prozapalnych. Majac na uwadze fakt, iz
SorLA, aby regulowa¢ transport swoich biatkowych ligandow musi z nimi oddziatywac,
postanowiono skupi¢ si¢ na jej roli w kierowaniu komdrkowa dystrybucja TNF-a, ktorego
powigzanie z SorLA nie zostalo wcze$niej udokumentowane. Z wykorzystaniem
doswiadczen bazujacych na koimmunopercypitacji wykazano, iz SorLA wigze TNF-a za
posrednictwem domeny EGF/Bp (sekcja 4.3., sekcja 4.3.1.), co najprawdopodobniej
ogranicza wydzielanie cytokiny przez mikroglej (sekcja 4.2., sekcja 4.5.). Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze do§wiadczenia przedstawione w niniejszej pracy nie wykazaty, aby poziom
TNF-a w probkach pochodzacych z objetych nowotworem potkul mozgdéw myszy SorLA-
KO byl wyzszy w porownaniu do probek pozyskanych od myszy WT (sekcja 4.9).
Przyczyna tego zjawiska moze by¢ fakt, iz ze wzgledu na zmniejszony rozmiar guzéw
u myszy SorLA-KO, obecno$¢ wickszego fragmentu médzgu nieobjgtego nowotworem
w pewien sposOb moze maskowac ten efekt, nie uwydatniajgc tym samym potencjalnych

roznic w ilosci cytokiny miedzy genotypami.

5.4. Rola SorLA w ksztaltowaniu wlasciwosci mikrogleju pod wplywem komorek

glejaka

Analiza morfologii mikrogleju, stanowigcej wazny wyznacznik swiadczacy o typie
aktywacji komorek wykazata, iz w mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO mikroglej
przyjmuje bardziej ameboidalny, kompaktowy ksztalt, charakteryzujacy si¢ mniejsza
iloscig wypustek w poréwnaniu do mikrogleju obecnego w mikrosrodowisku glejaka
myszy WT, co wskazuje na jego odmienne wilasciwosci (sekcja 4.8.1.). Jednoczesnie,
w potkulach mysich mozgéw nieobjetych nowotworem nie zaobserwowano rdznic

w stopniu rozgalezienia mikrogleju (sekcja 4.8.1.), co $wiadczy o tym, ze to wlasnie
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obecnos¢ komorek nowotworowych wptywa na zalezne od SorLA funkcje mikrogleju.
Bezposredni wptyw SorLA na ksztaltowanie odpowiedzi mikrogleju pod wplywem
obecnosci komorek glejaka zostal rowniez wykazany przy uzyciu do$wiadczen in vitro
bazujacych na wspothodowli mikrogleju WT i SorLA-KO z komérkami mysiej linii glejaka
(sekcja 4.5.). Okazato si¢ bowiem, iz komoérki pozbawione SorLA charakteryzujg si¢
wyzszym poziomem biatek zwigzanych z odpowiedzig zalezng od IFN oraz FcyR, podczas
gdy poziom bialek zwigzanych z regulacja cyklu komoérkowego przez mikroglej SorLA-
KO jest obnizony.

IFN to grupa cytokin produkowanych przede wszystkim przez limfocyty T. Ich
gltowng rolg jest ksztatltowanie prozapalnej odpowiedzi komorek w odpowiedzi na
zagrozenie, najczesciej] w postaci infekcji wirusowej (Negishi i in., 2018). IFN mozna
podzieli¢ na kilka grup, mogacych aktywowac rézne $ciezki sygnatowe: IFN grupy I (IFN-
a oraz IFN-B), IFN grupy II (IFN-y) oraz IFN grupy III okreslane jako IFNs-A
(Negishi1in., 2018). Oprocz bardzo dobrze poznanej funkcji IFN w aktywacji odpowiedzi
przeciwwirusowej, rola cytokin z tej grupy niejednokrotnie zostala opisana réwniez
w kontekscie promowania odpowiedzi przeciwnowotworowej. IFN wptywaja na aktywacje
procesOw zwigzanych ze §miercig komorek nowotworowych, polaryzacj¢ fenotypu GAMs
w kierunku prozapalnym, a takze promuja rozwo6j wrodzonej odpowiedzi odpornosciowe;j
m.in. poprzez aktywacje zdolnosci cDC do prezentowania antygenu (Z. Du 1 in., 2017,
Jorgovanovic 1 in., 2020; D. P. Simmons 1 in., 2012). W kontek§cie GBM okazuje sig, iz
ekspresja gendw zwigzanych z odpowiedzig zalezng od IFN z grupy I koreluje ze
zwiekszong przezywalnoscig pacjentéw (Lim 1 in., 2024). Co wigcej, z wykorzystaniem
mysiego modelu glejaka GL261 zostalo udowodnione, iz brak receptora dla IFN-a
w komorkach organizmu myszy powoduje zmiany w profilu transkryptomicznym komoérek
mieloidalnych, ktére sugeruja wzmocnienie ich pronowotworowych wiasciwosci
(Blomberg 1 in., 2023). Z kolei domézgowe podanie czynnika regulatorowego interferonu
8 do mikrosrodowiska mysiego glejaka z uzyciem wektora wirusowego ograniczato wzrost
nowotworu i wplywato na polaryzacje fenotypu komoérek mieloidalnych w kierunku
przeciwnowotworowym (Montoya 1 in., 2024). W szczurzym modelu glejaka stwierdzono
natomiast, ze polaczenie terapii temozolomidem z IFN-y ogranicza wzrost guza oraz

poprawia zdolno$ci kognitywne i motoryczne gryzoni (Moslemizadeh 1in., 2022).
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Mimo, iz IFN to grupa do ktorej zaliczane sg rézne cytokiny, Scisle taczacym je
elementem jest aktywacja czynnika transkrypcyjnego STATI1 wyrazona poprzez jego
fosforylacje (Sadzak 1 in., 2008; Zhou 1 in., 2007), na skutek ktorej dochodzi do ekspresji
tzw. gendéw stymulowanych przez interferon (ang. interferon-stimulated genes, 1SG).
Zaobserwowana tendencja do wyzszego poziomu p-STAT1 w objetych glejakiem
potkulach mézgdéw myszy SorLA-KO (sekcja 4.8.3.) moze wskazywacé wigc na wzmozong
odpowiedz prozapalng zalezng od IFN, ktéra mogtaby przyczynia¢ si¢ do ograniczonego

wzrostu nowotworu i wzmocnienia prozapalnego charakteru mikrosrodowiska guza.

Bazujac na doswiadczeniach in vitro, ktore wykazaty, iz mikroglej pozbawiony
SorLA cechuje si¢ wyzszym niz komorki WT poziomem biatek zwigzanych z odpowiedzig
zalezng od IFN w warunakch wspothodowli z komorkami mysiego glejaka (sekcja 4.5.)
postanowiono zweryfikowac¢, czy GAMs pochodzace z mikrosrodowiska SorLA-KO moga
by¢ bardziej podatne na aktywacje tego typu odpowiedzi. Okazalo si¢, iz GAMs
wyizolowane z mikrosrodowiska glejaka myszy SorLA-KO charakteryzujg si¢ wyzszym
poziomem ekspresji ISG z grupy IFIT w poroéwnaniu do GAMs pochodzacych z mozgow
myszy WT (sekcja 4.8.4.). Aktywacja IFIT zwigzana jest przede wszystkim z odpowiedzia
zalezng od IFN z grupy | oraz III (Fensterl & Sen, 2015). Jednakze nalezy zaznaczy¢, iz
w probkach pochodzacych z objetych glejakiem pédtkul mozgow myszy SorLA-KO
stwierdzono tendencj¢ do wyzszego poziomu IFNYR (sekcja 4.8.3.), a zarowno mikroglej
jak 1 makrofagi zdolne sg do wyrazania na swej powierzchni tego receptora, a tym samym,
aktywacji odpowiedzi zaleznej od IFN-y (Dhananjayan i in., 2017; Kann 1 in., 2022). Na
podstawie przeprowadzonych doswiadczen nie jest wigc mozliwe jednoznaczne
rozstrzygnigcie, ktora grupa IFN wptywa na aktywacje GAMs w mikrosrodowisku glejaka
myszy SorLA-KO.

Mikroglej to komorki zdolne do fagocytozy, w ramach ktorej pochtaniajg m.in.
resztki mieliny, komorki apoptotyczne, fragmenty synaps czy toksyczny af} (Sierra i in.,
2013). Na powierzchni mikrogleju mozna wyr6ozni¢ kilka typoéw receptorow
zaangazowanych w proces fagocytozy, takich jak TREM2 (ang. triggering receptor
expressed on myeloid cells 2), FcyR, receptor dopetniacza (ang. complement receptor, CR)
1 13 czy receptor mannozowy (R. Fuiin., 2014). Aktywacja kazdego z tych receptorow

powoduje zmiany w strukturze cytoszkieletu prowadzace do wytworzenia pgcherzyka
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fagocytarnego (ang. phagocytic cup) i pochtoniecie okreslonej czgsteczki, a nastepnie jej
degradacj¢ w strukturach okreslonych mianem fagolizosomow (Frautschy, 2021;
Podleény-Drabiniok 1 in., 2020). Jako funkcjonalne nastgpstwa zaleznej od mikrogleju
fagocytozy, ktore sa zwigzane z odpowiedzig odpornosciowa mozna wymienic prezentacje
antygenu limfocytom T oraz regulacj¢ rozwoju stanu zapalnego (Sierra 1 in., 2013).
W kontekscie nowotworéw moézgu kwestig sporng jest natomiast, czy fagocytoza zalezna
od mikrogleju wiaze si¢ z efektami przeciw- czy pronowotworowymi. Okazuje si¢ bowiem,
ze mikroglej zlokalizowany w strefach nekrotycznych (martwiczych) charakteryzuje sie
wysokimi zdolno$ciami do fagocytozy, majacej na celu najprawdopodobniej
,oczyszczenie” Srodowiska, co sprzyja migracji 1 inwazji komorek nowotworowych
(Saavedra-Lopez 1 in., 2020). Z drugiej strony, zdolnosci mikrogleju do fagocytozy
komorek nowotworowych stanowig istotny mechanizm ograniczajacy rozwoj guza,
a zastosowanie terapii majgcej na celu uniemozliwienie komérkom nowotworowym
ochrony przed fagocytoza powoduje ograniczenie wzrostu guza i dtuzsza przezywalnos$¢

myszy po implantacji komorek linii GL261 (von Roemeling i in., 2020).

Interesujacym wydaje si¢ fakt, iz mikroglej SorLA-KO pod wplywem
wspothodowli z komorkami linii GL261 charakteryzuje si¢ wyzszym poziomem biatek
zwigzanych zaréwno z IFN jak i fagocytoza: okazuje si¢ bowiem, iz IFN mogg wptywac
na aktywacj¢ procesow fagocytarnych. Przyktadowo, IFN z grupy I zwigkszaja zdolnos$ci
mikrogleju do fagocytozy synaps w rozwoju osobniczym (Escoubas i in., 2024), a IFN-y
wzmaga zdolnosci tych komorek do prezentacji antygenu i fagocytozy komorek
apoptotycznych in vitro (Chan 1 in., 2001; Gottfried-Blackmore 1 in., 2009). Aktywacja
mikrogleju przez IFN-y w mysim modelu glejaka okazuje si¢ natomiast zwigksza¢ ich
zdolnos$ci do fagocytozy komorek nowotworowych w konteks$cie terapii z zastosowaniem
inhibitorow immunologicznych punktoéw kontrolnych (D. Cheniin., 2023). Co wigcej, IFN
moga aktywowac¢ fagocytoze zalezng od FcyR (Schiff i in., 1997; Sivo 1 in., 1993).
Mozliwym jest zatem, iz zwigkszone zdolnosci mikrogleju SorLA-KO do fagocytozy
czasteczek opsonizowanych przez przeciwciata IgG (sekcja 4.5.2.) sa nastgpstwem
odpowiedzi zaleznej od IFN, na skutek ktorej dochodzi do wzmozonego lokalizowania
FcyR w obrebie blony komorkowej 1 uwrazliwienia komoérek na te sygnaty. Weryfikacja

tej hipotezy wymaga jednak przeprowadzenia dalszych doswiadczen.
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W warunkach homeostatycznych w OUN mikroglej proliferuje na bardzo niskim
poziomie (Fiiger 1 in., 2017). Jednakze pod wptywem standw chorobowych, takich jak AD
(Fuger i in., 2017; Olmos-Alonso 1 in., 2016), udar niedokrwienny (T. Li 1 in., 2013) czy
uszkodzenie rdzenia krggowego (Bellver-Landete 1 in., 2019) moze dochodzi¢ do
zwigkszenia zdolno$ci mikrogleju do podziatow, co ma miejsce gtéwnie w obszarach
objetych zmianami patologicznymi. Niejednokrotnie udowodniono, iz w mikrosrodowisku
glejaka mikroglej roéwniez wykazuje zdolnosci do wzmozonych podziatlow komérkowych,
jednak fakt, czy zwigzane jest to z ich wlasciwo$ciami prozapalnymi badz
pronowotworowymi nie moze zosta¢ jednoznacznie okreslone. Przyktadowo, analiza
scRNA-seq probek ludzkich glejakow wykazata, ze mikroglej, ktérego profil
transkryptomiczny wskazuje na aktywacje prozapalng, cechuje si¢ rowniez ekspresja
gendw zwigzanych z proliferacja. Autorzy pracy zaznaczyli jednakze, ze komorki te
promuja wzrost guza (Liu1in.,2021). W probkach pochodzacych od pacjentow cierpigcych
na GBM oraz glejaka ze zmutowang wersjg genu IDHI takze stwierdzono obecnos$¢
aktywnie dzielgcego sie mikrogleju Ki67" (Klemm i in., 2020). Dane scRNA-seq uzyskane
z wykorzystaniem mysich modeli glejaka rowniez wykazuja obecno$¢ populacji
proliferujagcego mikrogleju w mikrosrodowisku nowotworu (Ochocka 1 in., 2021; Pombo
Antunes 1 in., 2021). Badania in vitro potwierdzity z kolei, ze traktowanie mikrogleju
pozywka hodowlang pochodzaca z komoérek szczurzej linii glejaka wpltywa na wzrost
aktywnosci proliferacyjnej mikrogleju (Ellert-Miklaszewska 1 in., 2013). W przypadku
mikrogleju SorLA-KO, przedstawione w niniejszej pracy wyniki analizy MS wykazaty, ze
pod wplywem wspéthodowli z komorkami GL261 charakteryzuje si¢ on nizszym
poziomem biatek zwigzanych z cyklem komérkowym (w tym Ki67) w poréwnaniu do
mikrogleju WT. Znakowanie Ki67 w komoérkach o obu genotypach nie wykazato jednak,
aby mikroglej pozbawiony SorLA charakteryzowal si¢ zmieniong zdolnoscig do
proliferacji w obecnosci komoérek nowotworowych (sekcja 4.5.1.). W celu doktadniejszego
okreslenia wplywu SorLA na zdolnosci mikrogleju do proliferacji pod wpltywem
wspothodowli z komérkami glejaka nalezaloby zatem przeprowadzi¢ inne do$wiadczenia,
np. bazujagce na wbudowywaniu do struktury DNA dzielagcych si¢ komoérek analogu
tymidyny (bromodeoksyurydyny). Co ciekawe, w mikrosrodowisku glejaka myszy SorL A-
KO stwierdzono natomiast zwigkszong ilo$¢ mikrogleju wyrazajacego Ki67 (sekcja 4.8.2),

co stanowi wynik przeciwstawny do danych pochodzacych z analizy MS in vitro. Na
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podstawie badan przeprowadzonych z wykorzystaniem innych mysich modeli chorob
mozna wnioskowaé, i1z zwigkszone zdolnosci do podzialéw mogg by¢ zwigzane
z aktywacjg prozapalng mikrogleju (McGuiness 1 in., 2016; Tan i in., 2022), a co wigcej,
proliferacja moze by¢ bezposrednio zwigzana z fagocytarng aktywnos$cig tych komorek

(Daria i in., 2017; Giulian & Ingeman, 1988).

5.5. Ocena poziomu markeréw $mierci komorkowej w mikrosrodowisku glejaka

myszy WT i SorLA-KO

Jednym z kierunkdéw eksperymentalnych strategii terapeutycznych glejakow jest
proba aktywacji procesOw programowanej S$mierci komorkowej w  komodrkach
nowotworowych m.in. na drodze apoptozy (Opel 1 in., 2008; Unterkircher 1 in., 2011),
nekroptozy (Huang i in., 2013; Pagano 1 in., 2022) czy ferroprozy (S. Sun i in., 2023;
7. Wang 1 in., 2018). Wszystkie z tych procesow moga by¢ indukowane na skutek
wzmozonego stanu zapalnego (Y. Cheniin., 2023; Y. Yang i1 in., 2015). Majac na uwadze
zwigckszony potencjat prozapalny mikrosrodowiska glejaka myszy SorLA-KO
postanowiono sprawdzi¢ wigc, czy ktory§ z wymienionych rodzajow programowanej
$mierci komoérkowej moze by¢ aktywowany pod wptywem braku SorLA i potencjalnie
wptywac na ograniczenie wzrostu guza (sekcja 4.10.). Okazalo si¢, iz w mikrosrodowisku
glejaka myszy SorLA-KO poziom markeréw zwigzanych z procesem nekroptozy, p-RIP1
oraz pRIP-3 jest wyzszy w porownaniu do mikro$rodowiska nowotworu myszy WT.
Dodatkowo, komorki linii GL261 pod wplywem wspothodowli z mikroglejem SorLA-KO
rowniez wykazaly tendencj¢ do wyzszego poziomu biatka p-RIP3 (sekcja 4.6.). Nalezy
zaznaczy¢, 1z dobrze scharakteryzowanym aktywatorem $mierci komorkowej na drodze
nekroptozy jest cytokina prozapalna TNF-a (Cho i in., 2009; S. He 1 in., 2009). Cho¢
przeprowadzone eksperymenty nie wykazaty réznic w ilosci cytokiny miedzy probkami
pochodzacymi od myszy WT i SorLA-KO poddanych implantacji komoérek glejaka (sekcja
4.9), znaczna roznica w ilo$ci wydzielanego TNF-a miedzy mikroglejem WT 1 SorLA-KO
in vitro (sekcja 4.2) moze wskazywac, iz to wlasnie wzmozone wydzielanie tej prozapalnej
cytokiny przez mikroglej pozbawiony SorLA moze aktywowaé nekroptoze komorek

glejaka.

Aktywacja nekroptozy w kontek$cie nowotwordéw nie zawsze zwigzana jest jednak

z efektami pozytywnymi. Okazuje si¢ bowiem, iz zwigzany z nekroptoza stan zapalny
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moze promowacé podzialy macierzystych komorek nowotworowych, angiogeneze czy
metastaze (Gong 1 in., 2019). W kontekscie GBM ekspresja genéw zwigzanych
z nekroptoza wigze si¢ z gorszymi rokowaniami pacjentoéw (Dong 1 in., 2019;
M. Khan 1 in., 2024), a badania in vitro wykazaty, ze makrofagi charakteryzujace si¢
aktywacja prozapalng moga by¢ bardziej podatne na $mieré¢ na drodze nekroptozy
(Hao 1 1in., 2021). Z drugiej strony natomiast, aktywacja nekroptozy moze wptywac na
zmniejszenie potencjalu pronowotworowego mikrosrodowiska guza na rzecz aktywacji
odpowiedzi skierowanej przeciwko niemu (Snyder i in., 2019; Yatim i in., 2015).
W zwiazku z dualistyczng rolg nekroptozy w nowotworach nie mozna zatem jednoznacznie
okresli¢, czy jej nasilenie w mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO ostatecznie wigze
si¢ z efektami korzystnymi. Majac jednak na uwadze zmniejszone rozmiary guzow u myszy
pozbawionych SorLA mozna przypuszczaé, ze w tym przypadku nekroptoza to zjawisko

pozadane.

5.6.  Analiza populacji komoérek ukladu odpornosciowego infiltrujacych

mikrosrodowisko glejaka myszy WT i SorLA-KO

Polaryzacja GAMs w kierunku wspierajacym rozwoj glejaka nie wplywa wytacznie
na procesy zwigzane z rozwojem nowotworu, ale rowniez wywiera efekt na inne komorki
uktadu odpornosciowego, ograniczajac ich naptyw do mikrosrodowiska nowotworu
1 hamujac ich odpowiedz skierowang przeciwko guzowi (P. Sharma i in., 2023). Majac na
uwadze zmniejszong wielko$¢ glejakow u myszy SorLA-KO (sekcja 4.7.) postanowiono
wiec poréwnac profile komorek uktadu odpornosciowego obecnych w mikrosrodowisku
glejaka myszy WT 1 SorLA-KO. Barwienia immunofluorescencyjne skrawkéw mysich
mozgoéw po implantacji komorek glejaka wykazaty, iz w mikrosrodowisku guza myszy
SorLA-KO najprawdopodobniej wystepuje mniej mikrogleju, podczas gdy naplyw
komorek MPO" jest zwickszony (sekcja 4.11.1.)). W przypadku mikrogleju analiza
cytometryczna nie wykazata jednak, aby pomiedzy mikrosrodowiskiem glejaka myszy WT
i SorLA-KO wystepowaty réznice w odsetku tej populacji komorek (sekcja 4.11.2.).
Nalezy zaznaczy¢ jednak, ze pod wptywem aktywacji mikroglej moze obniza¢ ekspresje
genow takich jak Tmem 119 (W. Ma 1 in., 2024; Mercurio 1 in., 2022), co mogto wptynaé
na zaobserwowang tendencj¢ do zmniejszonej intensywnosci sygnatu pochodzacego

z barwienia Tmem119 w mikro$rodowisku glejaka myszy SorLA-KO.
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MPO to dobrze scharakteryzowany marker populacji neutrofilii, kluczowy dla
produkcji reaktywnych form tlenu oraz tzw. zewnatrzkomorkowych sieci neutrofilowych
(Bjornsdottir 1 in., 2015). Ostatnie doniesienia wskazuja jednak, iz m.in.
w mikrosrodowisku glejaka do syntezy MPO zdolne sg rowniez monocyty oraz makrofagi,
charakteryzujace si¢ wilasciwosciami przeciwnowotworowymi (Karimi 1 in., 2023).
Analiza cytometryczna wykazata, iz mikrosrodowisko glejaka myszy SorLA-KO nie
odznacza si¢ zwigkszonym odsetkiem neutrofili w poréwnaniu do myszy WT, jednakze
zaobserwowano tendencje do zwigkszonego odsetka komoérek stanowiacych stadium
posrednie miedzy monocytami a makrofagami (sekcja 4.11.2.), ktére potencjalnie moga
by¢ zrodlem zaobserwowanej zwigkszonej liczby komorek MPO™. Nalezy zaznaczy¢, ze
rola MPO w kontek$cie nowotworéw moze by¢ zwigzana zar6wno z odpowiedzig pro-
badz przeciwnowotworowa (Valadez-Cosmes 11n., 2022). Z jednej strony aktywno$s¢ MPO
moze nadmiernie indukowac stan zapalny i wptywac na ekspresje genow zaangazowanych
w przebudowe ECM co sprzyja tworzeniu przerzutow w przypadku nowotworow piersi
(Panagopoulos 1 in., 2017). Zwiekszony poziom reaktywnych form tlenu produkowanych
na skutek aktywnosci MPO w neutrofilach moze takze wplywa¢ na powstawanie mutacji
w strukturze DNA promujac proces nowotworzenia (Giingor 1 in., 2010). Jednakze
aktywno$s¢ MPO moze przyczynia¢ si¢ takze do wzmocnienia odpowiedzi uktadu
odporno$ciowego poprzez wzmaganie procesOw zwigzanych z prezentacjg antygenu przez
APC takie jak cDC czy makrofagi (Biedron 1 in., 2015; Prokopowicz 1 in., 2010). W tym
kontekscie interesujace jest, i1z w mikrosSrodowisku glejaka myszy SorLA-KO
zaobserwowano wyzszy odsetek cDS, co moze §wiadczy¢ o wptywie MPO na ich zdolnosci

do prezentacji antygenu i rozw6j odpowiedzi przeciwnowotworowe;.

Mysi model glejaka GL261, w przeciwienstwie do ludzkich GBM, charakteryzuje
si¢ zwickszonym naptywem limfocytow T do mikrosrodowiska nowotworu (Yabo 1 in.,
2024). Mimo to, wykorzystanie tego modelu umozliwia uzyskanie cennych informacji
mogacych wskazywaé kierunki badan majacych na celu zwigkszenie stopnia infiltracji
limfocytéw T do mikrosrodowiska ludzkich glejakow. W mikrosrodowisku glejaka myszy
SorLA-KO zaobserwowano zmniejszony odsetek limfocytow T w pordéwnaniu do
mikrosrodowiska glejaka myszy WT, podczas gdy odsetek komoérek NK byl wyzszy
w przypadku zwierzat pozbawionych SorLA. Komoérki NK charakteryzujg si¢ silnymi

wlasciwos§ciami  przeciwnowotworowymi, uczestniczagc w  eliminacji komorek
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nowotworowych (Coénon 1 1n., 2024). Co wazne, komorki NK stanowig jedno z gtownych
zrodet produkeji IFN-y (Bach 1 in., 1997), w zwigzku z czym potencjalnie moga one
uczestniczy¢ w aktywacji odpowiedzi zaleznej od IFN w GAMs pochodzacych
z mikro$rodowiska glejaka myszy SorLA-KO. Zaskakujacy okazat si¢ natomiast
zaobserwowany zmniejszony odsetek CTL w mikrosrodowisku nowotworu myszy SorLLA-
KO, gdyz CTL znane s3 bowiem z wywolywania efektow przeciwnowotworowych (Lee-
Chang, 2022). W zwigzku z tym w mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO,
charakteryzujacego si¢ wyzszym potencjalem prozapalnym i zmniejszong wielkosciag guza
mozna by spodziewac¢ si¢, iz naptyw CTL bedzie wigkszy w porownaniu do myszy WT.
Mozliwe jest jednak iz mimo, ze do mikrosrodowiska glejaka myszy WT CTL naptywaja
w wigkszym stopniu, mogg one nie wykazywac funkcjonalnych wiasciwosci. Weryfikacja
tej hipotezy wymaga przeprowadzenia dalszych do§wiadczen, skupiajacych si¢ na analizie
ilosci CTL wyrazajacych markery aktywacji limfocytow, takich jak CD44 badz CD62L
(Nakajima 1 in., 2021). W mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO zaobserwowano
réwniez zwigkszony odsetek populacji limfocytéw T regulatorowych, charakterystycznych
dla mikro$rodowiska wspierajacego rozwdj nowotworu (El Andaloussi & Lesniak, 2006;
Ooi 1 in., 2014). Jednakze, majac na uwadze fakt, iz mikrosrodowisko glejaka myszy
SorLA-KO charakteryzuje si¢ wzmozonym charakterem prozapalnym, zwigkszony naptyw
limfocytow T regulatorowych moze stanowi¢ swego rodzaju mechanizm majacy na celu

jego wyciszenie (Arvey 1in., 2014; Burzyn 1 in., 2013).

5.7. Potencjalne konsekwencje wzmozonego stanu zapalnego w mikrosrodowisku
glejaka myszy SorLA-KO i perspektywy zablokowania funkcji receptora

w mikrogleju

Jak zostato wspomniane wczesniej, duzg uwage w opracowywaniu nowych strategii
terapeutycznych nowotworéw mozgu przypisuje si¢ wiasciwosciom GAMs, gdyz
przeprogramowanie ich fenotypu w kierunku prozapalnym moze mie¢ istotny wpltyw na
obnizenie pronowotworowego charakteru mikrosrodowiska guza (Kricha 1 in., 2024).
W  mikro$rodowisku glejaka myszy SorLA-KO, ktére rozwijaja mniejsze guzy
w porownaniu z myszami WT, stwierdzono zmniejszong ilo$¢ p-STAT3 oraz tendencje¢ do
zwigkszonej ilosci biatka p-STATI1, co $wiadczy o obnizeniu pronowotworowego

charakteru mikro$rodowiska guza na rzecz rozwoju stanu zapalnego (sekcja 4.8.3.).
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Kwestig dyskusyjng pozostaje jednak, czy wzmozony stan zapalny w mikrosrodowisku
glejaka myszy SorLA-KO, mimo zmniejszonych rozmiaréw guza, nie mogiby ostatecznie
doprowadza¢ do negatywnych konsekwencji, takich jak skrocona przezywalnos$¢ czy
szybsze wystapienie zaburzen neurologicznych. Nalezy mie¢ bowiem na uwadze, iz
wzmozony stan zapalny to jedna z cech charakterystycznych nowotworéw zwigzana z ich
agresywnoscig (Hanahan, 2022). W przypadku GBM niejednokrotnie udowodniono, ze
stan zapalny sprzyja podziatom macierzystych komérek nowotworowych, promuje zmiany
epigenetyczne DNA, wzmaga angiogeneze oraz uniemozliwia efektywne dziatanie
zastosowanych terapii (Bazan i in., 2021; N. Chen i in., 2022; V. Sharma i in., 2011; Vyas
11n., 2014). Z drugiej strony wiele razy wykazano, iz aktywacja prozapalnych wtasciwosci
GAMs zwigzana jest z efektami przeciwnowotworowymi (Fermi 1 in., 2023; Hajji 1 in.,
2022; Pilanc 1 in., 2021; L. Zhang 1 in., 2009). Na podstawie tych przeciwstawnych
wnioskOw mozna zatem stwierdzi¢, iz mikrosrodowisko glejaka charakteryzuje sie
ztozong, dynamiczng interakcjg migdzy czynnikami prozapalnymi a pronowotworowymi,

a zrozumienie jej jest kluczowe dla opracowania nowatorskich terapii.

Préby zmiany kierunku polaryzacji fenotypu GAMs stanowig jeden z obszarow
prac nad rozwojem nowatorskich terapii GBM (sekcja 1.3.). Na podstawie wynikow
przedstawionych w niniejszej pracy mozna wnioskowacé, iz zablokowanie funkcji SorLA
mogloby zwigksza¢ prozapalny charakter mikrogleju w mikrosrodowisku glejaka
1 aktywowac¢ go w kierunku walki z guzem. W przypadku receptorow z domeng VPS10P
przeprowadzano juz proby majace na celu zablokowanie ich funkcji, gtownie poprzez
uniemozliwienie zaj$cia interakcji migdzy receptorami a ich biatkowymi ligandami, co
najlepiej zostalo udokumentowane w przypadku sortiliny. W przebiegu otgpienia czotowo-
skroniowego, sortilina stanowi kluczowy czynnik wptywajacy na obnizenie
zewnatrzkomorkowego poziomu progranuliny, glikoproteiny odgrywajacej istotng rolg
w zapobieganiu rozwojowi choroby (H. Du 1 in., 2022). Zablokowanie interakcji mi¢dzy
sortiling a progranuling wigze si¢ z zahamowaniem lizosomalnej degradacji glikoproteiny,
dzieki czemu moze ona pelni¢ swoje neuroprotekcyjne funkcje (Leeiin., 2014), a podejscie
to testowane bylo na poziomie badan klinicznych (Ward i1 in., 2024). Mozna zatem
wnioskowac, iz proby majace na celu zablokowanie funkcji SorLA w mikrogleju bytyby
mozliwe do zrealizowania w praktyce klinicznej. Ciekawa perspektywe badan w tym

obszarze stanowitoby podejscie majace na celu zablokowanie domeny EGF/Bp, wiazacej
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TNF-a (sekcja 4.3.1.), dzigki czemu potencjalnie mogloby dochodzi¢ do wzmozonego
uwalniania cytokiny przez mikroglej i rozwoju odpowiedzi przeciwnowotworowej.
Zastosowanie takiego podejScia wymaga jednak stworzenia specyficznych narze¢dzi
blokujacych dostep do tej domeny oraz weryfikacjg, czy nie wptyngtoby to na wigzanie
innych biatkowych ligandéw przez SorLA.
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VI. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Celem niniejszej pracy bylo scharakteryzowanie roli receptora sortujacego SorLA
w ksztaltowaniu wlasciwosci mikrogleju poddanego wpltywowi komorek glejaka.
Przeprowadzone do$wiadczenia in vitro oraz in vivo pozwolily na wysuniecie

nastepujacych wnioskow:
1. Ekspresja genu Sor/l w mysim mikrogleju zalezy od polaryzacji fenotypu komorek.

2. Stymulacja prozapalna mikrogleju z wykorzystaniem LPS powoduje obnizenie
transkrypcji genu Sorll, podczas gdy stymulacja komoérek przy uzyciu CX3CLI
indukuje ekspresje genu kodujacego SorLA.

3. Brak SorLA w mysim mikrogleju powoduje nasilone wydzielanie biatek

odpowiedzi prozapalne;.

4. SorLA wigze TNF-a za posrednictwem domeny EGF/Bp, co prawdopodobnie

przyczynia si¢ do ograniczenia wydzielania cytokiny przez mikroglej.

5. W warunkach wspéthodowli z komorkami mysiej linii glejaka GL261, mikroglej
pozbawiony SorLA charakteryzuje si¢ wyzszym poziomem biatek zwigzanych
z odpowiedzig zalezng od IFN oraz fagocytoza w porownaniu do komoérek WT, co

swiadczy o jego aktywacji prozapalne;.

6. Mikroglej SorLA-KO pod wptywem pozywki hodowlanej pochodzacej z komoérek
mysiej linii glejaka GL261 wykazuje wyzszg aktywnos$¢ fagocytarng zalezng od

receptoréw Fcy niz komérki WT.

7. Myszy pozbawione SorLA rozwijaja mniejsze guzy moézgu w poréwnaniu

z myszami WT, co moze by¢ zwigzane z indukcja nekroptozy komorek glejaka.

8. Mikroglej wystepujacy w mikrosrodowisku glejaka myszy SorLA-KO wykazuje
cechy morfologiczne wskazujace na aktywacje¢ prozapalng. Komorki te
charakteryzuja si¢ réwniez obnizong ekspresja gendw zwigzanych z funkcjami
pronowotworowymi, podwyzszong ekspresja genow aktywowanych w odpowiedzi

na IFN oraz wigkszymi zdolno$ciami do proliferacji.
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9. Prozapalny charakter mikrosrodowiska glejaka myszy SorLA-KO wywotuje
zmiany w proporcjach naptywajacych w obreb nowotworu komorek uktadu

odpornosciowego linii mielo- i limfoidalne;.

Otrzymane wyniki pozwalajg twierdzi¢, iz zablokowanie funkcji receptora SorLA
moze wptywac na zwigkszenie prozapalnych wlasciwosci GAMs, co moze stanowi¢ nowy
kierunek badan nad terapiami glejakow majacych na celu przeprogramowanie fenotypu tej
populacji komorek. Co wigcej, zaprezentowane wyniki po raz pierwszy wykazaty nieznang
dotad role receptora SorLA w mikrogleju udowadniajac, iz receptor ten w OUN pelni

wazng funkcj¢ nie tylko w komoérkach nerwowych.
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