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Streszczenie

Glejak wielopostaciowy (GBM) to najbardziej agresywny i $miertelny typ guza
moézgu, ktéry mimo znacznego rozwoju medycyny nadal pozostaje nowotworem, w
przypadku ktorego dostepne $ciezki leczenia sg nieskuteczne. Spowodowane jest to wieloma
czynnikami takimi jak obecno$¢ bariery krew-moézg, wysoka heterogennos¢ molekularna w
obrgbie guza, ogromna agresywnos¢ i szybkie naciekanie zdrowej tkanki, a takze czesty
rozw0j opornosci komorek na chemio- i radioterapi¢. Procesy te sa $ci§le zwigzane z
obecno$cig komorek macierzystych glejaka, w duzej mierze odpowiedzialnych za progresje
guza, a takze wystgpowaniem zjawiska nazywanego przejsciem nablonkowo-
mezenchymalnym, ktére powoduje utrate adhezji komorek oraz wzrost ich potencjatu
migracyjnego. Dlatego tez niezwykle wazne jest jeszcze dokladniejsze poznanie i
zrozumienie podstaw molekularnych odpowiadajacych za rozwoj GBM, co moze by¢
kluczowe w dalszym poszukiwaniu celow terapeutycznych i diagnostycznych.

GBM charakteryzuje si¢ nieprawidlowa ekspresja wielu niekodujagcych RNA, w tym
kolistych RNA (circRNA). Koliste RNA to klasa kowalencyjnie zamknigtych, pozbawionych
koncéw 5 1 3° RNA, ktore ulegaja obfitej ekspresji w mdzgu, a w ostatnim czasie odkryto, ze
petnia tez réznorodne role zwigzane z rozwojem i progresja nowotworéw. Moga one wptywac
na rozne procesy komorkowe poprzez interakcj¢ z innymi czasteczkami - do tej pory szeroko
opisano ich oddziatywanie z microRNA, jednak wiadomo, ze moga takze wptywac na biatka
wigzace RNA (RBP), ktore jednoczesnie sa modulatorami biogenezy circRNA. Wartos¢
diagnostyczna circRNA i kompleksow circRNA/RBP jest nadal w duzej mierze nieznana.
Dlatego tez w niniejszej pracy skupiono si¢ na poréwnaniu profilu ekspresji circRNA i RBP
na podstawie sekwencjonowania RNA z pobranych od pacjentoéw guzéw i probek zdrowego
mozgu. Umozliwito to wstepne okreslenie relacji miedzy tymi czasteczkami oraz potencjalny
wplyw RBP na poziom ekspresji circRNA. Wykonana analiza pozwolita ponadto na
wyselekcjonowanie kandydatéw circRNA o obnizonym poziome ekspresji.

Kolejna cze$¢ pracy poswiecona zostata badaniu wybranych kolistych RNA —
circATXN10 oraz circFAM188A, w przypadku ktorych skupiono si¢ na ich potencjalnej roli
w procesach zwigzanych z rozwojem GBM. Dzigki zastosowaniu szeregu testow
funkcjonalnych oraz eksperymentéw opartych na podejsciu typu ,utrata funkcji” oraz
,habycie funkcji” okreslono ich relacje z liniowymi odpowiednikami oraz oddziatywanie z
innymi czasteczkami takimi jak biatka czy miRNA, a takze ustalono ich potencjalny wptyw

na procesy zwigzane z migracja oraz inwazja komorek GBM.
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W ostatniej czesci niniejsze dysertacji skupiono si¢ na badaniu wptywu wybranych
RBP na circRNA o obnizonym poziomie ekspresji. Umozliwito to wstepne okreslenie
jednego z prawdopodobnych powodéw zmienionego profilu ekspresji circATXNI10 oraz
circFAM188A w guzach GBM.

Uzyskane wyniki dostarczyly informacji o profilu ekspresji RBP oraz circRNA, co
moze by¢ podstawg do dalszych badan wybranych czasteczek w kontekscie rozwoju GBM.
Wykonana analiza potwierdzita wysoka heterogenno$¢ guzow GBM na poziomie
molekularnym. Ponadto udowodniono udzial wybranych circRNA w procesach zwigzanych z
progresja guza, a takze wptyw RBP na biogeneze kolistych RNA, co dodatkowo $wiadczy o
dalszej potrzebie badania tych czasteczek w celu lepszego zrozumienia podioza

molekularnego tego nowotworu.
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Abstract

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most aggressive and fatal type of brain tumor,
which, despite the enormous development of medicine, remains a cancer with ineffective
treatment methods. It is caused by multiple factors, such as the presence of the blood-brain
barrier, vast molecular heterogeneity within the tumor, high aggressiveness, and rapid
infiltration of healthy tissue, as well as the frequent development of cell resistance to
chemotherapy and radiotherapy. These processes are closely related to the presence of glioma
stem cells in the tumor, which are largely responsible for tumor progression, as well as the
occurrence of a phenomenon called epithelial-mesenchymal transition, which causes the loss
of cell adhesion and an increase in their migration potential. Therefore, it is essential to better
understand the molecular basis responsible for the development of GBM, which may be
crucial in the further search for therapeutic and diagnostic targets.

GBM is characterized by aberrant expression of multiple noncoding RNAs, including
circular RNAs (circRNAs). Circular RNAs are a class of covalently closed, lacking 5'- and 3'-
ends RNAs that are abundantly expressed in the brain and have recently been found to play a
variety of roles in cancer development and progression. They can influence various cellular
processes by interacting with other molecules - their interaction with microRNA has been
widely described so far, but it is known that they can also affect RNA-binding proteins
(RBPs), which are also modulators of circRNA biogenesis. The diagnostic value of circRNAs
and circRNA/RBP complexes is still largely unknown. Therefore, this study focused on
comparing the expression profile of circRNA and RBP based on RNA sequencing from
patient tumors and healthy brain samples. This approach enabled to initially determine the
relationship between these molecules and the potential impact of RBP on the level of
circRNA expression. The analysis also allowed for the selection of downregulated circRNA
candidates.

The next part of the work was devoted to the study of selected circular RNAs -
circATXN10 and circFAM188A, with a special interest in their potential role in processes
related to the development of GBM. The series of functional assays and experiments utilizing
the "loss-of-function” and "gain-of-function” approaches allowed to establish their
relationship with their linear counterpart and interaction with other molecules such as proteins
or microRNAs, as well as their potential impact on processes related to migration and

invasion of GBM cells.
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The last part of this dissertation focused on studying the impact of selected RBPs on
downregulated circRNAs. This allowed to initially determine one of the presumable reasons
for the disrupted expression profile of circATXN10 and circFAM188A in GBM cells.

The obtained results provide information on the expression profile of RBPs and
circRNAs, which may lay the foundations for further and more comprehensive studies of
selected molecules in the context of GBM progression. The performed analysis confirmed the
vast heterogeneity of GBM tumors at the molecular level. Moreover, the participation of
selected circRNAs in processes related to tumor development, as well as the impact of RBPs
on the biogenesis of circular RNAs, was proven, which additionally demonstrated the need for

further study of these molecules to better understand the molecular basis of GBM.
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1. Wprowadzenie

1.1. Nowotwory centralnego ukladu nerwowego

Pierwotne nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) to heterogenna grupa,
w sktad ktorej wchodzi 100 odrgbnych histologicznie typow guzéw o rdznej epidemiologii,
histologii, charakterystyce klinicznej i odmiennych $ciezkach leczenia. Na nowotwory OUN
sktadajg si¢ guzy pierwotne jak i wtorne (przerzutowe) — te pierwsze dzielg si¢ na nowotwory
tagodne 1 ztosliwe, natomiast guzy wtorne powstaja w wyniku przemieszczania si¢ komorek
nowotworowych z krwig lub limfg z guza pierwotnego do innego narzadu, gdzie moga daé
poczatek guzowi przerzutowemu (nowotworami najczesciej ulegajacymi przerzutom sg

nowotwor piersi i ptuc) [1].

W ostatnim czasie Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World Health
Organization) ogtosita zaktualizowana, V wersje klasyfikacji nowotworow OUN, ktora
powstata w oparciu nie tylko o cechy histologiczne, ale rowniez szczegdtowe Kryteria
molekularne [2]. Bez wzgledu na stopien ztosliwosci poszczegdlnych nowotworéw OUN,
stanowig one bardzo powazne zagrozenie zycia, glownie ze wzgledu na ich wptyw na wzrost
ci$nienia wewnatrzczaszkowego, ktory zwigzany jest ze wzrostem guza w ograniczonej
przestrzeni czaszki. Mimo, iz guzy centralnego uktadu nerwowego nie sg tak powszechne, jak
inne nowotwory, nadal pozostajg ogromnym wyzwaniem wspoétczesnej medycyny, stanowig

bowiem jedng z gléwnych przyczyn zgondéw u dzieci 1 dorostych [3].

Etiologia nowotworé6w OUN nie jest doktadnie poznana, jednak odkryte zostaty
potencjalne czynniki kancerogenne takie jak promieniowanie jonizujace, pole
elektromagnetyczne, urazy glowy oraz predyspozycje genetyczne [4]. Zgodnie z Krajowym
Rejestrem Nowotworéw Centrum Onkologii  zachorowalno$¢ na pierwotne ztosliwie
nowotwory OUN wynosi prawie 3000 przypadkow rocznie, co obejmuje 2 % zachorowan na
nowotwory ztosliwe w Polsce. Ponad 70 % z nich stanowig glejaki, w przypadku ktorych
zachorowalnos$¢ zwigksza si¢ wraz z wiekiem, a drugg co do czestosci wystepowania grupg sa

oponiaki [5,6].

1.2. Glejak wielopostaciowy
1.2.1. Epidemiologia i klasyfikacja

Okoto 49 % ztosliwych pierwotnych guzéw moézgu stanowig glejaki wielopostaciowe
(GBM, and. Glioblastoma), a 30 % - glejaki o niskim stopniu ztosliwosci — tzw. LGG (ang.
Low-grade glioma) [7]. Glejaki wywodza si¢ z komorek gleju, ktore stanowia najliczniejsza
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grupe komorek ludzkiego mozgu. Glej pelni glownie role w transporcie substancji
odzywczych do komodrek nerwowych, wspoltworzeniu bariery krew-mozg, utrzymywaniu
homeostazy jonowej oraz produkcji ostonki mielinowej. Gtownymi typami komorek, z
ktorych powstaja glejaki, tworzacymi tzw. makroglej sg astrocyty, oligodendrocyty oraz
ependymocyty [8,9].

Wedlug tradycyjnej klasyfikacji opartej jedynie na morfologii komorek, glejaki
podzieli¢ mozna na nastepujace grupy: glejaki pochodzenia zarodkowego (rdzeniaki), glejaki
pochodzenia  astrocytarnego  (gwiazdziaki), glejaki  gleju  skgpowypustkowego
(skapodrzewiaki), glejaki gleju wysSciotkowego (wysciotczaki) oraz glejaki mieszane ztozone
z roznych typoéw komorek [10]. Wedlug aktualizacji klasyfikacji stworzonej w 2016 roku
przez WHO glejaki podzielone zostaly nie tylko ze wzgledu na cechy fenotypowe, ale
rowniez cechy molekularne guza [11]. Ponadto wprowadzono czterostopniowa skale
okreslajaca stopien ztosliwosci poszczegdlnych glejakow (ang. grading), w ktorej stopien I
okresla nowotwory najmniej zlo§liwe, a stopien IV najbardziej agresywne. Do
najwazniejszych zaburzen genetycznych bedacych podstawa profilowania molekularnego

glejakoéw naleza:

e Mutacje w genach kodujacych dehydrogenazy izocytrynianianowe 112 (IDH1
i IDH2, ang. Isocitrate dehydrogenase 1 and 2)

e Mutacje lizyny w pozycji 27 histonu 3 (K27M, ang. Histone H3 lysine 27
methylation, H3)

e Mutacje genu kodujacego czynnik transkrypcyjny ATRX (ang. Alpha-
thalassemia/mental retardation, X-linked)

e kodelecje 1p/19q

e Mutacje genu TP53

e Mutacje promotora TERT (ang. Human telomerase reverse transcriptase)

e Profil ekspresji receptora naskérkowego czynnika wzrostu EGFR (ang.

Epidermal Growth Factor Receptor)

W najnowszej wersji klasyfikacji nowotworow OUN wprowadzono wiele zmian
dotyczacych podziatu glejakéw oraz ich nazewnictwa, co wynikato z doniesien wskazujacych
na znacznie wigksze znaczenie profilu molekularnego w kontekscie prognostycznym oraz
terapeutycznym [12]. Ponizsza tabela numer 1 ukazuje réznice w ostatnich dwoch wersjach

klasyfikacji nowotworéw OUN opublikowanych przez WHO.
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Tabela 1. Klasyfikacja glejakéw wedtug WHO, edycjaIV i V.

KLASYFIKACJA WHO IV EDYCJA

(2016)

KLASYFIKACJA WHO V EDYCJA
(2021)

Rozlane

guzy astrocytarne [

oligodendroglejowe:

gwiazdziak rozlany, IDH-mutant
gwiazdziak rozlany, IDH-wildtype

gwiazdziak rozlany, NOS (ang. not
otherwise specified)

gwiazdziak  anaplastyczny, IDH-
mutant

gwiazdziak  anaplastyczny, IDH-
wildtype

gwiazdziak anaplastyczny, NOS
glejak wielopostaciowy, IDH-
wildtype

glejak wielopostaciowy, IDH-mutant
glejak wielopostaciowy, NOS

rozlany glejak linii  $rodkowej,
H3K27M-mutant
skapodrzewiak, IDH-mutant z
kodelecja 1p/19q

skapodrzewiak, NOS

skapodrzewiak anaplastyczny,
mutant, kodelecja 1p/19q

skapodrzewiak anaplastyczny, NOS
skapodrzewiakogwiazdziak, NOS
skapodrzewiakogwiazdziak
anaplastyczny, NOS

IDH-

Inne guzy astrocytarne:

gwiazdziak wlosowatokomorkowy
gwiazdziak podwysciotkowy
z6ttakogwiazdziak pleomorficzny
anaplastyczny zottakogwiazdziak
pleomorficzny

Rozlane glejaki typu dorostego:
e gwiazdziak, IDH-mutant
e skapodrzewiak, IDH-mutant z kodelecja 1p/199-
e glejak wielopostaciowy, IDH-wildtype

Rozlane glejaki o niskim stopniu zlosliwosci typu
dzieciecego:
e gwiazdziak rozlany, MYB- or MYBL1-zmieniony
e glejak angiocentryczny
e polimorficzny guz neuroepitelialny o niskim
stopniu ztosliwosci wieku dziecigcego
e rozlany glejak o niskim stopniu zlosliwosci ze
zmienionym szlakiem MAPK
Rozlane glejaki o wysokim stopniu zloSliwo$ci typu
dzieciecego:
e rozlany glejak linii srodkowej, H3 K27-zmieniony
e rozlany glejak potkulowy, H3 G34-mutant
e rozlany glejak o wysokim stopniu ztosliwosci
typu dziecigcego, H3-wildtype and IDH-wildtype
glejak potkulowy wieku wezesnodziecigcego

Ograniczone glejaki astrocytarne:

e gwiazdziak wlosowatokomoérkowy

e gwiazdziak o wysokim stopniu zlosliwosci z
cechami piloidalnymi

e 7oltakogwiazdziak pleomorficzny

e gwiazdziak
olbrzymiokomorkowy

e glejak struniakowy

e gwiazdziak zarodkowy, MN1-zmieniony

podwyscidtkowy

Glejak wielopostaciowy jest najbardziej agresywnym i ztosliwym rodzajem glejaka

(IV stopien wedlug skali WHO), na ktéry co roku zapada okoto 5/100 000 osob. Czestosé

wystepowania GBM jest $cisle zwigzana z wickiem, a wigkszo$¢ przypadkoéw wystepuje u

pacjentow powyzej 40 roku zycia. Potwierdzity to badania Kai’a 1 wspotpracownikow, w

ktorych wykazano, iz prawie 48 % pacjentow w momencie diagnozy miata powyzej 65 lat, a
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ponad 46 % byto w wieku od 40 do 60 lat [13]. Ponadto wskazuje si¢ rOwniez na czgstsze
wystgpowanie tego nowotworu u mezczyzn, co moze by¢ posrednio zwigzane z réznicami w
gospodarce hormonalnej — w przypadku kobiet sugeruje si¢ ochronng rolg estrogenu, a takze

sprzyjajacy na rozwoj GBM wplyw receptorow androgenowych [14].

W przypadku GBM S$redni czas przezycia przy zastosowaniu dostepnych standardéw
leczenia to mniej wigcej 15 miesigcy, a 5-letni wspotczynnik przezycia wynosi jedynie 5 %.
Glejaki wielopostaciowe moga rozwija¢ si¢ de novo jako glejaki pierwotne lub powstawaé w
wyniku progresji glejakow o nizszym stopniu zto$liwosci jako glejaki wtorne. W nowej
klasyfikacji WHO z 2021 roku glejaki u dorostych i dzieci zostaly po raz pierwszy
sklasyfikowane oddzielnie na podstawie roznic w patogenezie molekularnej i oceny
przypuszczalnego przebiegu choroby. Wedlug najnowszego podzialu w grupie rozlanych
glejakow dorostych czynnikami klasyfikujacymi poszczegodlne guzy jest obecnos¢ lub brak
mutacji w genie IDH oraz obecno$¢ kodelecji 1p/19. W klasyfikacji z 2016 roku glejak
wielopostaciowy wystepowat jako podtyp IDH-wildtype, IDH-mutant lub NOS (and. Not-
otherwise specified). W najnowszym podziale GBM IDH-mutant zastapiony zostat
rozpoznaniem gwiazdziaka z obecng mutacjg IDH, wyrdzniony zostat rowniez skapodrzewiak
z jednoczesng mutacja IDH oraz kodelecja 1p/19. Jest to wazne z perspektywy oceny
prawdopodobnego rozwoju choroby, gdyz obecno$¢ mutacji IDH wigze si¢ z dluzszym

przezyciem i lepszymi rokowaniami [15].
1.2.2. Diagnostyka oraz leczenie

Objawy rozwoju glejaka wielopostaciowego zalezg od jego wielkosci 1 lokalizacji. Do
objawéw ogolnych nalezy wzrost ci$nienia srédczaszkowego, co moze manifestowac si¢
poprzez bole glowy, nudnosci, zaburzenia pamigci 1 $wiadomos$ci, napady padaczkowe i1
uposledzenie psychoruchowe. Na podstawie objawoéw ogniskowych, ktore sa S$cisle
uzaleznione od doktadnego miejsca rozwoju guza, mozna wstepnie okresli¢ jego lokalizacje —
glejak rozwijajacy si¢ w placie czotowym moze powodowaé zaburzenia osobowosci, dysfazje
oraz apraksj¢, natomiast guz umiejscowiony w ptacie skroniowym prowadzi do omaméw

stuchowych 1 wechowych oraz zaburzen pamiegci [16].

Podstawowym narzedziem diagnostycznym glejaka wielopostaciowego  jest
tomografia komputerowa (TK ang. Computed tomography) oraz rezonans magnetyczny (MR,
ang. Magnetic resonance). Zastosowanie TK pozwala na szybkie pozyskanie obrazu, ponadto

jest to zdecydowanie bardziej dostgpna metoda umozliwiajaca szybka diagnostyke rdznicowa
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miedzy nowotworem, a krwotokiem mozgu [17]. Rezonans magnetyczny natomiast pozwala
na tatwiejszg ocen¢ guzoéw poprzez doktadniejsze obrazowanie szczegdélow anatomicznych
moézgu oraz umozliwia skuteczniejsze wykrywanie naciekow nowotworowych [18].
Ostateczne rozpoznanie GBM opiera si¢ na badaniu histopatologicznym oraz molekularnym
srodoperacyjnie usunictego guza, a jesli catkowita resekcja guza jest niemozliwa, wykonuje
si¢ biopsj¢ cienkoigtowg. Obraz histologiczny GBM zwykle obejmuje polimorficzne,
wrzecionowate, proliferujace komorki z atypowymi, zwigkszonymi jadrami komorkowymi.
Ponadto w komoérkach glejaka obecne s3 duze wakuole tluszczowe. Guzy GBM
charakteryzujg si¢ duzym unaczynieniem oraz licznymi obszarami martwiczymi wywotanymi
niedotlenieniem [19,20]. W celu potwierdzenia diagnozy stosuje si¢ takze barwienia
immunohistochemiczne (IHC, ang. Immunohistochemistry), takie jak barwienie biatka EGFR,
P53, ATRX czy MDM2 w celu okreslenia poziomu ich ekspresji [21].

Mimo ogromnych postepéw w diagnostyce GBM, ze wzgledu na ogromng
heterogennos¢ guza, mozliwosci terapeutyczne sg nadal bardzo ograniczonego, a mediana
przezycia w przypadku zastosowania standardowej procedury leczenia waha si¢ miedzy 14 a
20 miesi¢cy. Leczenie bazujace na opublikowanym w 2005 protokole Stuppa opiera si¢ na
resekcji chirurgicznej po ktorej stosuje si¢ chemioterapi¢ polaczong z radioterapia [22,23].
Glejak wielopostaciowy jest nowotworem silnie naciekajacym, co czg¢sto uniemozliwia jego
catkowite usuniecie i powoduje pojawianie si¢ nawrotéw. Dlatego tez dostepny schemat
leczenie zapewnia jedynie zmniejszenie tempa rozwoju guza, a nie catkowite wyleczenie [24].
Kolejnym problem w przypadku terapii GBM jest bariera krew mozg (BBB, ang. Blood-brain
barrier), ktora jest selektywnie przepuszczalna dla lekow, a jedynym obecnie dostgpnym
chemioterapeutykiem zdolnym do jej przenikniecia jest temozolomid (TMZ, ang.
Temozolomide). Metabolity TMZ wykazuja dziatanie silnie alkilujagce, co prowadzi do
uszkodzenia DNA i $mierci komoérek. U okoto 50 % pacjentow wystepuje jednak zwickszony
poziom ekspresji enzymu MGMT (ang. O6-alkylguanine DNA alkyltransferase), ktory bierze
udzial w naprawie uszkodzonego DNA i zmniejsza cytotoksyczne dziatanie temozolomidu
[25,26]. Niezwykle agresywny charakter komorek GBM uwarunkowany jest rowniez ich
zdolnoscig do hamowania odpowiedzi immunologicznej, dlatego tez ostatnim kierunkiem
poszukiwan nowatorskich mozliwosci terapeutycznych stala sie immunoterapia. Obecnie
trwaja badania nad r6znego rodzaju terapiami opartymi na inhibitorach punktéw kontrolnych,
zmodyfikowanych limfocytach T (CAR-T, ang. Chimeric antygen receptor) oraz

szczepionkach wzmacniajacych antynowotworowa odpowiedz immunologiczng [27,28]. Co
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wiecej, jedng z najnowszych metod terapeutycznych jest leczenie za pomocg zmiennych pol
elektrycznych o niskim natgzeniu (ang. TTFields). Powoduje ono zahamowanie mitozy
komoérek nowotworowych i1 skierowanie ich na apoptoze, jednak tak jak w przypadku

immunoterapii stanowi ono jedynie uzupetnienie standardowej Sciezki leczenia GBM [29,30].
1.2.3. Charakterystyka molekularna GBM

Glejak wielopostaciowy charakteryzuje si¢ ogromng heterogennos$cig nie tylko migdzy
guzami réznych pacjentow, ale rowniez w obrebie jednego, tego samego guza. Jego wysoka
inwazyjno$¢ oraz mala wrazliwo$cia na radio- 1 chemioterapi¢ ma swoje podloze w
zmienno$ci molekularnej, ktérej zrozumienie jest kluczowe dla rozwoju nowych

potencjalnych metod terapeutycznych oraz dla postepu medycyny spersonalizowane;j.

Najwazniejszym kryterium diagnostycznym okreslajacym agresywno$¢ danego guza
jest obecno$¢ lub brak mutacji we wspomnianym wczesniej genie IDH.  Enzym
dehydrogenazy izocytrynianowej katalizuje oksydacyjng dekarboksylacje izocytrynianu
podczas cyklu Krebsa, odgrywajac w ten sposob istotng rolg w utrzymaniu homeostazy
komorkowej [31]. Przeprowadzone badania wykazaty, ze obecno$¢ mutacji w genie IDHL i
IDH2 jest korzystna prognostycznie, a mediana przezycia u takich pacjentow byta znacznie
wigksza W poréwnaniu do pacjentow z profilem IDH-wildtype [32]. Inne istotne mutacje
warunkujgce profil molekularny poszczegolnych guzow GBM przedstawione zostaty w tabeli

numer 2.
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Tabela 2. Najwazniejsze zmiany molekularne decydujace o agresywnosci guza GBM.

Nazwa

Znaczenie

Zrodlo

ATRX

Gen ATRX koduje biatko zaangazowane w reorganizacj¢
chromatyny, a jego mutacje wystepuja w ponad polowie wtornych
GBM oraz znacznie czesciej w GBM IDH-mutant. Mutacje
obecne w tym genie sg pozytywnym czynnikiem prognostycznym.

[11,33]

Promotor
genu TERT

Mutacje promotora genu TERT skutkuja zwigkszong aktywnoscia
odwrotnej telomerazy, co promuje rozwoj GBM. Mutacje te
wystepuja znacznie czg¢sciej w GBM IDH-wildtype.

[11,34]

TP53

Mutacje genu TP53 skorelowane sg z progresja i inwazyjno$cig
GBM promujac niekontrolowang proliferacje komorek i
zmniejszajac apoptoze. Mutacje tego genu sa znacznie czgstsze w
GBM IDH-wildtype i negatywnie wplywaja na przezywalnosé
pacjentow.

[11,35]

B-RAF
V600E

B-RAF jest czes$cig $ciezki zwigzane] z regulacja wzrostu
komorek, a mutacja VO60OE, ktora polega na substytucji waliny
glutaminianem  skutkuje  niekontrolowanymi  podziatami
komorkowymi i propagowaniem formacji guza.

[36,37]

GATA4

Mutacje czynnika transkrypcyjnego GATA4 skutkujacego jego
zmniejszonym poziomem ekspresji wplywajg na zwigkszong
proliferacje i promowanie rozwoju opornosci na chemioterapig,
tak wiec moga by¢ markerem prognostycznym odpowiedzi na
leczenie.

[38,39]

FGFR1

Rodzina biatek FGFR to transblonowe receptory majace funkcje
kinazy tyrozynowej, a ich zwigkszony poziom ekspresji promuje
inwazyjnos¢ i rozwdj opornosci na radioterapi¢, co negatywnie
wplywa na przezywalno$¢ pacjentow.

[40,41]

EGFR

Biatko EGFR, majace funkcj¢ kinazy tyrozynowej, wplywa na
proliferacje komorek, a jego zwigkszony poziom w guzach GBM
promuje ich rozwdj i negatywnie wplywa na przezywalnosé
pacjentéw. Mutacje EGFR znacznie czgéciej wystepuja w GBM
IDH-wildtype.

[42-44]

MGMT

MGMT jest biatkiem odpowiedzialnym za naprawg DNA, a status
metylacji jego promotora wpltywa na skuteczno$¢ dzialania
chemioterapii. Terapia temozolomidem u pacjentow z
hipermetylacja  promotora =~ MGMT  jest zdecydowanie
skuteczniejsza niz u pacjentéw z jego hipometylacja.

[45,46]

WT1

Mutacja genu WT1 prowadzi do zwigkszonego poziomu ekspresji
tego czynnika transkrypcyjnego, co promuje rozwdj GBM.

[47]

PTEN

Mutacje powodujace obnizenie poziomu ekspresji biatka PTEN
prowadza do zwigkszonej przezywalnosci komorek i zwigzane sg z
gorszymi prognozami.

[48,49]
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1.2.3.1. Klasyfikacje molekularne GBM

W zwigzku z ogromng heterogennoscig molekularng GBM =zaistniala potrzeba
podejécia spersonalizowanego i1 jeszcze lepszej klasyfikacji kazdego guza, tak by moc
wpltyna¢ na zwigkszenie przezywalnosci pacjentow, a takze skuteczniej przewidzieé
odpowiedZz na leczenie w kazdym konkretnym przypadku. Dzigki skatalogowaniu
nieprawidlowosci genetycznych 30 najczgstszych nowotwordow, na podstawie ponad 10
tysigcy probek, w ramach repozytorium TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas), uzyskano
jeszcze szerszy obraz zmian molekularnych w glejaku wielopostaciowym [50]. Na podstawie
tej bazy, w 2010 roku, Verhaack i wspotpracownicy zaproponowali nowe podtypy
molekularne GBM bazujace na profilu ekspresji genéw, mutacjach genetycznych oraz liczbie
kopii DNA. Obejmuja one 4 grupy: podtyp proneuralny, neuralny, klasyczny oraz
mezenchymalny. Kazdy z nich r6zni si¢ stopniem agresywnos$ci, wrazliwoscig na chemio- i
radioterapi¢ oraz prognozami przezycia. Roznice te zostaly podsumowane w tabeli numer 3.

Tabela 3. Najwazniejsze roznice migdzy podtypami molekularnymi GBM zapropowanymi przez
Verhaacka i wspotpracownikow.

Podtyp Cechy charakterystyczne Agresywnos¢
Proneuralny Mutacje PDGFRA i IDH1 Najmniejsza
Neuralny Mutacje w NEFL, GABR1, SLC12A5i SYT1 Srednia
Zwigkszony poziom EGFR, brak mutacji Srednia agresywnos¢,
Klasyczny TP53, delecja CDKN2A, delecja wicksza niz w podtypie
chromosomu 10 proneuralnym
eranangiElny Mutacja NF1, TP52 oraz PTEN, zwiekszona Najwicksza
aktywnosc¢ Sciezki NF-xB

Kolejnym zaproponowanym podziatem GBM byta klasyfikacja oparta na profilu
metylacji opublikowana przez Brennana i wspotpracownikow w 2013 roku [51]. Obecnie
poszukiwane sg nowe czasteczki mogace jeszcze lepiej okres§lic profil molekularny
konkretnych guzéw GBM, aby dokladniej zrozumie¢ natur¢ jego agresywnosci 1 zmiennosci.
W ostatnim czasie szczeg6lnie intensywnie skupiono si¢ na niekodujacych RNA (ncRNA,
ang. Non-coding RNA), takich jak mikro RNA (miRNA, ang. microRNA) i dhugich
niekodujacych RNA (IncRNA, ang. Long non-coding RNA), ktére w sposob posredni moga
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wplywaé na biologi¢ komodrek glejaka i regulowa¢ najwazniejsze procesy kancerogenezy

[52,53].
1.2.3.2. Komérki macierzyste glejaka

W przypadku wigkszo$ci nowotworow potwierdzono zwigzek miedzy ich rozwojem, a
obecnoscig niezroznicowych komorek o cechach komoérek macierzystych, ktore
charakteryzuja si¢ ogromnym potencjatem proliferacyjnym i duzg plastycznos$cia. Zostaty one
okreslone jako nowotworowe komorki macierzyste (CSC, ang. Cancer stem cell) i
odpowiedzialne sa za progresje guza, rozwdj opornosci na leczenie, wystepowanie
przerzutow oraz regulacje angiogenezy [54-56]. W ostatnich latach ustalono, ze komorki
macierzyste glejaka (GSC, ang. Glioblastoma stem cell), sg kluczowym elementem jego
wysokiej agresywnosci oraz zdolno$ci do nawrotéw, co wskazuje na ogromny potencjal
ukierunkowania terapii w ich strong, w celu skuteczniejszy walki z GBM [57]. Singh i
wspoOtpracownicy jako pierwsi przedstawili dowody na obecno$¢ komoérek macierzystych
GBM, odkrywajac populacje komorek zdolnych do inicjacji wzrostu guza in vivo [58].
Markerem powierzchniowych tych komoérek jest CD133, znany tez jako prominina-1, a
okreslenie poziomu ekspresji tego biatka pomaga w okresleniu potencjatu samoodnawiania
guza [59]. Komorki macierzyste GBM s3 czesto zlokalizowane w specyficznych
mikrosrodowiskach guza, zwanych niszami komodrek macierzystych. Nisze te tworza
korzystne warunki dla utrzymania GSC. W glejaku wielopostaciowym komorki macierzyste
sg umiejscowione w rdzeniu guza (ang. Core) co jest niezwykle wazne dla ich
funkcjonowania, poniewaz obecne tam $rodowisko charakteryzuje si¢ niedoborem tlenu.
Warunki hipoksyjne sprzyjaja nie tylko rozwojowi angiogenezy, ale réwniez wzmagaja
agresywnos$¢ guza, W tym ekspansj¢ i promowanie komorek macierzystych poprzez aktywacje
szlaku czynnika indukowanego hipoksjg 1 (HIF-1 ang. Hypoxia inducible factor 1) [60,61].
Brak skutecznej terapii uwzgledniajacej komorki macierzyste glejaka jako jeden z celow
terapeutycznych uwaza si¢ obecnie za gltéwny powod niepowodzen w leczeniu tego

nowotworu i jego nieuniknionego nawrotu [62].
1.2.3.3. Przejscie nablonkowo-mezenchymalne

Przejscie nabtonkowo-mezenchymalne (EMT, ang. Epithelial-to-mesenchymal
transition) to ztozony proces zachodzacy naturalnie w zdrowym organizmie podczas rozwoju
embrionalnego oraz w przebiegu gojenia si¢ ran [63]. Zjawisko to towarzyszy rowniez

progresji nowotworu, kiedy to zréznicowane komorki nabtonkowe tracg swoja okreslong
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polarnos¢, adhezyjnos¢ oraz potaczenie z innymi komodrkami, przeksztatcajac si¢ pod
wzgledem morfologicznym i molekularnym w komoérki mezenchymalne. Ten typ komorek
charakteryzuje si¢ duza ruchliwosciag, inwazyjnoscia, a takze zwigkszonym potencjatem
proliferacyjnym, co przyczynia si¢ do agresywnego charakteru nowotworow [64]. Najbardziej
charakterystycznymi markerami EMT, ktorych ekspresja wzrasta w wyniku tego procesu, sa
biatka zwigzane z adhezjg i ruchem komorek takie jak: N-kadheryna, wimentyna, czynniki
transkrypcyjne  Snaill i Snail2, Twist, ZEB1 oraz metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomérkowej (MMP, ang. Metalloproteinase). Czasteczki, ktorych ekspresja ulega
obnizeniu podczas tego procesu to mi¢gdzy innymi: E-kadheryna, okludyna i B-katenina, ktore

w fizjologicznych warunkach odpowiedzialne sg za utrzymanie integralnosci komorek [65].

W glejaku wielopostaciowym EMT jest bardzo waznym procesem, ktory warunkuje
wysoka inwazyjno$¢ oraz wystgpowanie nawrotow, umozliwiajagc komérkom odrywanie si¢
od masy pierwotnego guza, a co za tym idzie ich migracj¢ i naciekanie sasiadujacych
zdrowych tkanek [66,67]. W przypadku GBM proces EMT jest Scisle zwigzany z komorkami
macierzystymi glejaka, ktore podobnie do komoérek mezenchymalnych majg wiele cech
wspolnych z GSC, takich jak zwigkszony potencjat proliferacyjny oraz zdolnos¢ do
samoodnawiania przy zachowaniu ich niezr6znicowanego charakteru [68]. Ponadto, proces
ten, jest takze zwigzany z angiogeneza, ktora jest kluczowym procesem przy wzroscie guza i
rozwoju wokot niego nowych naczyn krwiono$nych, majacych za zadanie dostarczanie tlenu
oraz substancji odzywczych do komorek nowotworowych [69,70]. Wszystkie te cechy oraz
fakt, iz EMT jest procesem odwracalnym powoduja, iz stal si¢ on obiecujgcym celem nowych
terapii GBM [71-73].

1.2.3.4. Mikrosrodowisko guza - macierz zewnatrzkomoérkowa i pecherzyki

zewnatrzkomorkowe

Mikrosrodowisko guza to bardzo ztozona i dynamiczna sie¢ powigzan miedzy
komorkami 1 substancjami pozakomorkowymi, ktére otaczajg tkanke nowotworowa. W sieci
tej wystepuja nie tylko komodrki nowotworowe, ale réwniez fibroblasty — tak zwane
fibroblasty zwigzane z nowotworem (CAF — ang. Cancer assosiated fibroblast) oraz komorki
uktadu odpornosciowego. W sktad mikrosrodowiska guza wchodza takze niekomorkowe
sktadniki, takie jak kolagen, fibronektyny, lamininy, ro6znego rodzaju proteoglikany i
glikozaminoklikany, ktore tworzg macierz zewnatrzkomérkowa (ECM, ang. Extracellular
matrix), ktorej sktad jest specyficzny tkankowo i podlega cigglym przemianom. ECM petni
funkcje nie tylko rusztowania dla komorek, ale odpowiada rowniez za transport czynnikow
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wzrostu 1 posredniczy w przekazywaniu sygnatéw biochemicznych [74,75]. W macierzy
zewnatrzkomorkowej zdrowego mozgu i GBM wystepuja znaczne rdéznice — W przypadku
tego pierwszego, ogdlna gestosc i sztywnos¢ ECM jest stosunkowo niska, ponadto obecne sa
w niej bialtka bioragce udziat w dojrzewaniu neuronow. W przypadku glejaka
wielopostaciowego gestos¢ ECM jest zdecydowanie wigksza, a biatka bedace jej cze$cig
promuja angiogenez¢ i inwazje [76]. Zwigkszone usieciowienie ECM w guzie powoduje
ostabienie odpowiedzi na leczenie, poniewaz wigksza gesto$¢ stanowi mechaniczng
przeszkode w dostarczaniu terapeutykow [77]. Usztywnienie ECM spowodowane jest
odktadaniem si¢ kolagenu, fibronektyn oraz tenascyny, a takze zwigkszong produkcjg i
wydzielaniem czynnikow prozapalnych takich jak roéznego rodzaju cytokiny czy czynniki
wzrostu [78]. Sztywno$¢ ECM jest takze odpowiedzialna za wywotanie niedotlenienia poprzez
naciskanie na otaczajace guz naczynia krwionosne. Wptywa to na indukcje¢ szlaku oddychania
beztlenowego, ktore jest w komorkach nowotworowych preferencyjne i nazwane zostato
efektem Warburga [79,80]. Warto rowniez zaznaczy¢, iz ECM w przypadku guzéw GBM jest
niezwykle dynamiczna i podlega wielu stosunkowo szybkim zmianom, co spowodowane jest
zwigkszong obecno$cig rdéznego rodzaju metaloproteinaz, ktore nie tylko modeluja

srodowisko guza, ale wplywaja tez na inwazje otaczajacych guz tkanek zdrowego mozgu [81].

Mikrosrodowisko guza pelni rowniez rolg posrednika w komunikacji miedzy
komorkami nowotworowymi, co w przypadku GBM odgrywa niezwykle wazng rolg.
Komorki glejaka kontaktuja si¢ bowiem nie tylko ze soba, ale rowniez ze zdrowymi
komorkami mézgu wpltywajac na rozwdj guza [82]. Komunikacja ta odbywa si¢ poprzez
bezposrednie  potaczenia  miedzykomorkowe, ale rowniez  przez  pecherzyki
zewnatrzkomoérkowe (EV, ang. Extracellular vesicles). To uwalniane przez komorki mate
struktury btonowe (wielkosci od 30 nm do 1 um), obserwowane w praktycznie wszystkich
ptynach fizjologicznych. Zawieraja one roznego rodzaju bialka, fragmenty DNA, mRNA oraz
niekodujagce RNA [83,84]. W wielu przypadkach EV uwalniane sg konstytutywnie przez
zdrowe tkanki, jednak nierzadko produkowane i wydzielane sg przez komorki nowotworowe
[85,86]. Pecherzyki docieraja do innych komoérek docelowych i sa przez nie pobierane
niespecyficzne za pomocag makropinocytozy lub fagocytozy. Moga by¢ takze rozpoznawane
specyficznie za pomoca oddzialywaé receptor-ligand na drodze zaleznej od klatryny lub
kaweolin i pobierane na drodze endocytozy [87]. PO wniknigciu do komorek zawartos¢ EV
zostaje uwolniona, a czasteczki w niej zawarte moga wpltywac na rdéznego rodzaju procesy

komorkowe [88].
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W  przypadku GBM zidentyfikowano szerokie spektrum  pecherzykoéw
zewnatrzkomorkowych, ktore przenosza nie tylko biatka, ale rowniez niekodujace RNA, ktore
wplywaja na zmiang ekspresji gendow w komodrkach docelowych przez co promowaé moga
procesy zwigzane z rozwojem nowotworu, takie jak proliferacja, inwazja czy angiogeneza [89-
91]. Wptywaja one nie tylko na inne komorki glejaka czy zdrowe komoérki mézgu, ale rowniez
na komorki uktadu odpornosciowego, takie jak makrofagi zwigzane z nowotworem (TAM,
ang. Tumor-associated macrophages). Wykazano, ze EV uwalniane z linii komorkowej GBM
zdolne sg do modyfikacji fenotypu TAM, zmieniajgc ich profil na przeciwzapalny |
wspierajac rozwoj guza m.in. poprzez produkcj¢ cytokin, czynnikOw wzrostu oraz enzymow
degradujacych macierz zewnatrzkomorkowa [92]. Badania te poparty kolejne dowody na
pobieranie przez TAM pecherzykow zawierajacych roznego rodzaju onkogenne microRNA
[93,94]. Istniejg liczne doniesienia o zdolnosci EV do pokonywania bariery krew-mozg, dzigki
czemu s3 one w stanie oddziatywac nie tylko lokalnie, na komorki zlokalizowane w mozgu,
ale rowniez na caty organizm [95,96]. W serum pacjentow chorych na glejaka zidentyfikowano
EV, w ktérych znajdowat si¢ IncRNA HOTAIR promujacy rozwdj opornosci komorek
glejaka na temozolomid [97]. Z kolei w biatkach transportowanych do serum przez pecherzyki
zewnatrzkomorkowe z guza, upatruje si¢ potencjalne biomarkery rozwoju glejaka, ktore w
tatwy 1 szybki sposob moglyby wspomoc diagnostyke oraz monitorowanie r0Zwoju tego

nowotworu [98].
1.3. Koliste RNA

Odkrycie 1 zastosowanie metod wysokoprzepustowego sekwencjonowania pozwolito
na ujawnienie szerokiej gamy niekodujacych RNA oraz odkrycie, ze stanowia one wigkszos¢
calej informacji genetycznej [99]. Klasyfikacja niekodujacych RNA obejmuje dwie grupy -
RNA konstytutywne, ktore sg niezbedne do utrzymania homeostazy komorkowej, takie jak
rRNA (ang. Ribisomal RNA) czy tRNA (ang. Transfer RNA) oraz regulatorowe RNA.
Regulatorowe RNA mozna dalej podzieli¢, w zaleznosci od ich dtugos$ci, na krotkie - dla
transkryptow krotszych niz 200 nukleotydéw i dlugie, ktore maja dlugos¢ wieksza niz 200
nukleotydow. Schemat klasyfikacji nieckodujgcych RNA zostat przestawiony na rycinie numer
1.
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Konstytutywne
RNA

Rycina 1. Klasyfikacja niekodujacych RNA.

Dzigki nowym narzedziom molekularnym badanie struktur, funkcji oraz lokalizacji
niekodujagcych RNA stalo si¢ mozliwe i bardzo szybko jasnym stato si¢, ze czasteczki te
odgrywaja znaczacg rol¢ nie tylko w procesach fizjologicznych, ale rowniez w progresji
nowotworow. Najlepiej poznang grupg regulatorowych RNA sg miRNA oraz INCRNA, ktore
moga dziata¢ zaréwno jako promotory jak i supresory nowotworu [100,101]. W ostatnim czasie
duza uwage skupiono na innych regulatorowych RNA takich jak piRNA (and. Piwi-
interacitng RNA), sdRNA (ang. SnoRNA-derived RNA) czy koliste RNA (circRNA ang.
Circular RNA) [102-104].

Koliste RNA stanowig grupg endogennych jednoniciowych RNA, ktorych dlugosé
waha si¢ od okoto 100 do 4000 nukleotydow. Powstaja one ze swoich liniowych,
rodzicielskich odpowiednikéw mRNA (ang. Messenger RNA), a to co wyrdznia je sposrod
innych regulatorowych RNA, to kowalencyjnie zamkni¢ta struktura oraz brak 3’ konca z
ogonem poliA oraz 5’ konca z czapeczka [105]. Dzigki temu sg one oporne na degradacje
przez rybonukleaze R (RNaza R ang. Ribonuclease R) [106]. Miejsce wigzania konca 5’ z
koncem 3’°, nazywane BSJ (ang. Back-splice junction site), umozliwia ich identyfikacje i

odroznia od liniowego odpowiednika. Dzigki swojej strukturze koliste RNA posiadajg dtuzszy
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okres pottrwania od swoich liniowych form rodzicielskich [107]. Ponadto wykazano obecno$é¢
cyrkulujacych kolistych RNA w EV w roznych ptynach fizjologicznych, w tym w krwi, co
czyni z nich obiecujacych kandydatow w kontek$cie poszukiwania nowych biomarkeréw

[108].
1.3.1. Historia i klasyfikacja kolistych RNA

Po raz pierwszy istnienie kolistych RNA udowodnil Sanger i wspotpracownicy W
1976 roku, kiedy to zidentyfikowali oni chorobotwoércze wiroidy roslinne. Po 3 latach
udokumentowano istnienie eukariotycznych circRNA, a pierwszym odkrytym u cztowieka
kolistym RNA byl wirus zapalenia watroby typu delta (HDV) [109,110]. Nastepnie, w latach
90., odkryto endogenne czasteczki RNA pozbawione wolnych koncow 5’ i 3°, opisane jako
produkty niekanonicznego splicingu pochodzace z genu DCC (ang. Deleted in colorectal
carcinoma), jednak ulegaty one ekspresji na bardzo niskim poziomie, dlatego tez uznano je za
artefakty  transkrypcji  [111].  Dopiero  rozwdj technik  wysokoprzepustowego
sekwencjonowania RNA umozliwit identyfikacje tysigcy kolistych RNA i spowodowal
wyrazny wzrost zainteresowania tymi czasteczkami w kontekscie procesow fizjologicznych
oraz chorobotworczych. W 2013 Salzman i1 wspdtpracownicy udowodnili, ze niektére
CircRNA posiadajg znacznie wyzszy od swoich liniowych odpowiednikow poziom ekspresji,
co wskazato na preferencyjne powstawanie circRNA podczas splicingu [112-114]. Byt to
przelomowy moment w badaniu tych czasteczek, ktore okazaty si¢ by¢ istotnymi
regulatorowymi RNA powstajagcymi gltownie z sekwencji kodujacych, obecne wsrod
wszystkich przedstawicieli krolestwa eukariotycznego [115]. Wtedy tez powstaty pierwsze
bazy danych zbierajace informacje o tysigcach nowo odkrywanych kolistych RNA takie jak
circBase, CIRCpedia czy CircInteractome, ktore nie tylko umozliwity usystematyzowanie i
unifikacje nazewnictwa, ale rowniez pozwolily odkry¢ ich tkankowo specyficzny charakter

oraz niezwykle liczne wystepowanie m.in. w ludzkim moézgu [116-120].
1.3.2. Biogeneza kolistych RNA

Unikalna dla kolistych RNA struktura powstaje podczas tzw. backsplicingu — procesu,
ktéry znacznie r6zni si¢ od kanonicznego splicingu. W backsplicingu miejsce splicingowe 3’
potozone ponizej (ang. downstream) laczone jest z miejscem 5° miejsca splicingowego
potozonego powyzej (ang. upstream), wiec w sposob odwrotny niz w klasycznym splicingu.
Co ciekawe wykazano, ze w backsplicingu bierze takze udzial spliceosom, poniewaz

zastosowanie inhibitora tego kompleksu, jakim jest izoginkgetyna, spowodowato obnizenie
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poziomu ekspresji nie tylko mRNA, ale rowniez ich kolistych odpowiednikow [121]. Odkryto
takze, ze poziom ekspresji circRNA nie zawsze koreluje z poziomem ekspresji jego liniowe;j
formy, co wskazuje na to, ze ekspresja obu tych transkryptow jest $cisle kontrolowana, a
spliccosom musi by¢ zdolny do wyboru pomiedzy kanonicznym splicingiem, a

backsplicingiem [122].

Dokladny mechanizm powstawania kolistych RNA =zalezy od typu CcircRNA.
Wyrézniamy 3 typy: egzonowe CircRNA, intronowe circRNA oraz egzonowo-intronowe
CircRNA, przy czym te pierwsze stanowig znaczng wiekszo$¢ wszystkich naturalnie
wystepujacych czasteczek [112]. Gléwne mechanizmy odpowiedzialne za biogeneze circRNA
to: cyrkularyzacja za posrednictwem bialek wigzacych RNA (RBP, ang. RNA-binding
protein), cyrkularyzacja wspomagana parowaniem intronow oraz cyrkularyzacja katalizowana
przez lariat. Uproszczony schemat biogenezy oraz typow kolistych RNA przedstawiony zostat

na rycinie numer 2.
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Rycina 2. Uproszczony schemat typow i biogenezy kolistych RNA.

Pierwszy mechanizm zaktada udziat RBP, ktore wigza si¢ do regionow flankujacych
sekwencje kolistych RNA i zblizaja do siebie koniec 5’ i 3°, wspomagajac w ten sposob
proces cyrkularyzacji. W ten sposob powstaja egzonowe oraz egzonowo-intronowe circRNA
[123,124]. Przykladem takiego biatka, moze by¢ QKI, ktére nalezy do rodziny biatek STAR
(ang. Signal transduction and activation of RNA) oraz biatko ADAR (ang. Adenosine
deaminase RNA specific). Oba te bialka zaangazowane s3 w kancerogeneze, a ich
podwyzszony poziom promuje biogenez¢ wielu kolistych RNA [123,125]. Kolejnym ciekawym

przyktadem biatka potencjalnie zaangazowanego w biogeneze circRNA jest biatko FUS, ktore
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jest znanym 1 waznym czynnikiem biorgcym udzial w kanonicznym splicingu. W kontekscie
powstawania Kkolistych RNA jego udziat zostal udowodniony w przypadku neuronow
ruchowych pochodzacych z embrionalnych komoérek macierzystych myszy oraz w komoérkach
pacjentow ze stwardnieniem zanikowym bocznym, co moze wskazywac na jego istotng role w

koordynowaniu biogenezy kolistych RNA w obrebie uktadu nerwowego [126,127].

Mechanizm zwigzany z parowaniem intronéw jest zwigzany z powstawaniem zarowno
egzonowych jak i egzonowo-intronowych circRNA. W tym przypadku w pre-mRNA introny
okalajace sekwencje circRNA zawierajg odwrdcone komplementarnie sekwencje, co
prowadzi do parowania tych regiondw z obu stron i promowania cykularyzacji czasteczki

[112,128,129].

Ostatni ze znanych mechanizméw biogenezy kolistych RNA zwigzany jest ze
zjawiskiem omijania egzonow (ang. Exon-skipping). W tym przypadku lariat, ktory jest
produktem ubocznym splicingu, nadal pozostaje polaczony z ominigtym egzonem lub
egzonami. W dalszym etapie z powstalej czasteczki moze zosta¢ usuniety intron, co prowadzi
do powstania egzonowych circRNA, jednak moze on rowniez pozosta¢ czescig powstalej
czasteczki tworzac egzonowo-intronowe circRNA. Ponadto w przypadku tego mechanizmu
moze rowniez doj$¢ do powstania wylgcznie intronowego circRNA, co promowane jest przez
11-nukleotydowy motyw bogaty w reszty C oraz 7-nukleotydowy element bogaty w reszty
GU w poblizu miejsca splicingowego 5° [130,131].

Co ciekawe typ kolistego RNA decyduje o jego subkomorkowej lokalizacji —
intronowe oraz egzonowo-intronowe CircRNA zlokalizowane sg glownie w jadrze
komorkowym, w ktorym powstaja, natomiast egzonowe CircRNA znajdujg si¢ w cytoplazmie,
co ma swoje nastgpstwa rowniez w petnionych przez nich funkcjach. W przypadku mRNA
doktadnie znane sa mechanizmy odpowiedzialne za jego transport przez pory jadrowe do
cytozolu, jednak w przypadku kolistych czasteczek niewyjasnionym pozostaje fakt w jaki
sposob, mimo braku 5° czapeczki, ulegaja one translokacji na zewnatrz jadra komorkowego
[132,133]. Ostatnie badania wskazuja rowniez na obecno$¢ kolistych RNA w innych
kompartmentach komoérkowych takich jak mitochondria, jednak i w tym przypadku niewiele

wiadomo o charakterze ich selekcji i transportu [134-136].
1.3.3. Degradacja kolistych RNA

Sredni okres péttrwania kolistych RNA wynosi 48 godzin co jest zdecydowanie

dluzszym czasem w poréwnaniu do sredniej wynoszacej 10 godzin w przypadku mRNA [107].
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Co ciekawe circRNA ulegaja bardzo szybkiej degradacji w ludzkim serum, co wskazuje na
role pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych jako transporterow, ktore chronig koliste RNA
przed dziataniem réznych enzymow [137]. Do dnia dzisiejszego nieznane sa jednak doktadne
czynniki odpowiedzialne za degradujace kolistych RNA, ktore ze wzgledu na swojg budowe

oporne s3 na dziatanie wigkszos$ci rybonukleaz [138].

Obecnie proponowanych jest kilka potencjalnych mechanizméw odpowiedzialnych za
degradacje kolistych RNA. Pierwszym z nich jest mechanizm degradacji przez rybonukleaze
HI, ktéra moze dokonywa¢ hydrolizy wigzan, ktore w przypadku kolistych RNA bogate sg w
reszty GC, przez co moga formowaé petle R wchodzac w miejscowe interakcje z DNA.
Dotyczy¢ to moze jednak jedynie czasteczek, ktore wystepuja w jadrze komorkowym [139].
Kolejnymi potencjalnymi czynnikami degradujacymi circRNA sa biatka GW182 oraz Ago2
[140,141]. Wykazano, iz o degradacji kolistych RNA moze decydowa¢ modyfikacja mo6A,
ktora polega na metylacji N6-adenozyny, a na stabilno$¢ circRNA moze wplywaé poprzez
rekrutacj¢ biatka YTHDF2 w kompleksie z rybonukleaza P [142,143]. Badania wskazatly tez,
ze cze$¢ kolistych RNA moze by¢é wrazliwa na n-tlenek trimetyloaminy, ktory jest

wytwarzany przez mikroflore jelitowa pod wptywem diety bogatej w cukry i thuszcze [144].

Niejasne pozostaje jednak czy i jaki mechanizm jest gtéwnym sposobem degradacji
kolistych czasteczek, poniewaz dotychczas zaproponowane modele sugerujg degradacje
jedynie poszczegolnych CiIrcRNA, posiadajacych specyficzne motywy strukturalne lub
modyfikacje, nie moga wigc by¢ traktowane jak powszechny system eliminacji tych

czasteczek przez komorki [145].
1.3.4. Funkcje kolistych RNA

Koliste RNA pelnig szeroka game funkcji zarowno w konteks$cie procesow
fizjologicznych, ale biorg rowniez udzial w przebiegu wielu stanow patologicznych, w tym w
kancerogenezie [146]. CircRNA dzialaja na wielu poziomach rdéznego rodzaju proceséw
komorkowych za pomocg czterech podstawowych mechanizmow: interakcji z miRNA (ang.
Sponging), wigzania biatek (ang. sequestering), regulacji ekspresji innych transkryptow oraz

ulegania translacji [147].
1.3.4.1. Oddzialywanie z miRNA
Interakcje z miRNA sg szczegolnie interesujacg i1 szeroko opisang funkcjg kolistych

RNA. MiRNA s3 krotkimi (21-23 nukleotydéw) niekodujacymi RNA, ktore reguluja
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ekspresje gendw poprzez dwa gtowne mechanizmy: represj¢ translacji oraz destabilizacje
transkryptow, z ktorymi si¢ wiagza zgodnie z reguta komplementarnosci. MiRNA stanowig
niezwykle wazny element sieci regulujacej ekspresje gendw, poniewaz szacuje si¢, ze prawie
jedna trzecia ludzkiego mRNA moze by¢ celem roznych miRNA [148]. Kazde miRNA moze
oddziatywa¢ z wieloma mRNA, dlatego taz maja one potencjal do regulowania ekspres;ji
wielu roznych genoéw jednoczesnie [149]. Koliste RNA moga wptywaé na funkcjonowanie
miRNA poprzez regulacje ich biodostgpnosci — circRNA posiadaja miejsca wigzania z
poszczegdlnymi miRNA stanowigc dla nich tzw. molekularne ,,gabki” co utrudnia im
wigzanie si¢ z docelowym mRNA 1 prowadzi do zwigkszenia poziomu ekspresji bialka.
Pojedyncza czasteczka kolistego RNA moze wigza¢ si¢ z kilkoma réznymi miRNA
jedoczesnie lub/i posiada¢ wiele miejsc wigzania dla tego samego miRNA [150,151]. Jednym z
lepiej poznanych circRNA, w przypadku, ktorego bardzo doktadnie zostat opisany
mechanizm wigzania miRNA jest CDR1as (ang. Cerebellar degeneration-related protein 1
antisense). Czasteczka ta posiada az 70 miejsc wigzania z miR-7, ktére jest zaangazowane w
rozwo6j wielu réoznych nowotworéw poprzez udzial w regulacji proceséw fizjologicznych w
mozgu. Udowodniono, iz usuni¢gcie z genomu myszy kolistej czasteczki CDRlas
powodujeich uposledzenie sensomotoryczne, co wskazuje na wazng role tej czasteczki w
regulacji prawidtowego funkcjonowania mézgu [152,153]. Nie wszystkie koliste RNA pelnig
funkcje molekularnych ,,gabek” dla miRNA, poniewaz wigkszo$¢ circRNA to czasteczki o
dhugosci okolo 500 nukleotydow, sa wiec zbyt krotkie, by posiada¢ wiele potencjalnych
miejsc wigzania [154]. Nadal jednak nierozstrzygnigtym pozostaje dokladny mechanizm
interakcji migdzy tymi dwoma rodzajami czasteczek. Cze$¢ badaczy wskazuje, iz koliste
RNA jedynie blokuja dziatanie miRNA przez ograniczenie ich biodostepnosci, natomiast inni
postuluja schemat dziatania, w ktorym circRNA moga degradowa¢ miRNA. W przypadku
CDR1as badania wskazaty na mozliwg degradacj¢ miR-671 przez AGO2. W tym przypadku
wykazano pelng komplementarno§¢ miR-671 1 CDRlas co mogloby wskazywac, iz
mechanizm wigzania lub degradacji miRNA zalezny moze by¢ od tego, czy migdzy tymi

dwoma czasteczkami wystepuje petna czy tylko czgs§ciowa komplementarno$¢ [145,153].
1.3.4.2. QOddzialywanie z RBP

RBP moga wptywa¢ na biogeneze circRNA, wykazano jednak, iz circRNA moga
réwniez wptywac¢ na biomodulacje¢ biatek. Biatka moga by¢ wiazane przez circRNA, co
pozwala zar6wno na hamowanie jak i stymulacje ich dziatania [155,156]. Interakcje CircRNA z

biatkami mozna w uproszczeniu podzieli¢ na trzy grupy:
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o wigzanie circRNA z dwoma biatkami jednoczesnie i wzmaganie ich wzajemnych
interakcji.
o interakcja circRNA z jednym biatkiem i hamowanie jego dziatania,

o interakcja circRNA z jednym biatkiem i wzmacnianie jego dzialania,

W przypadku pierwszego rodzaju oddziatywan circRNA posredniczy glownie w
modyfikacjach potranslancyjnych (takich jak ubikwitynacja i fosforylacja) poprzez utatwianie
interakcji migdzy biatkiem poddawanym modyfikacji, a biatkiem katalizujgcym modyfikacje.
Ponadto koliste RNA mogg wptywa¢ na promowanie interakcji migdzy dwoma réznymi
biatkami, wzmacniajagc ich wzajemne oddziatywanie. Przykladem moze by¢ circFoxo2, ktory
wchodzi w interakcj¢ z biatkiem P53 oraz MDM?2 (ang. Mouse double minute 2 homolog)
wzmagajac ubikwitynacje tego pierwszego, co z kolei wplywa na apoptozg 1 wrazliwos¢
komorek na chemioterapi¢ [157]. Podobnie circNfix wzmacnia wigzanie si¢ biatka YBX1
(ang. Y-box binding protein 1) z ligazg ubikwitynowg NEDD4L (ang. Neural precursor cell
expressed developmentally downregulated gene 4-like) co hamuje proliferacje
kardiomiocytow 1 wplywa na apoptoz¢ po zawale migs$nia sercowego u myszy [158]. W
przypadku mechanizmu zwigzanego ze wzmacnianiem interakcji miedzy biatkami, wykazano,
iz circCTNNB1 promuje rozw6j nowotworu piersi poprzez wzmacnianie oddzialywania
biatka YY1 (ang. Ying yang 1) i biatka DDX3 (ang. DEAD-box helicase 3) co zwigksza

ekspresj¢ docelowych genow zaangazowanych w aktywacj¢ beta kateniny [159].

CircRNA mogg takze blokowac¢ interakcje biatka z innymi czgsteczkami. Niedawnym
przetomem bylo odkrycie, ze circSCAR (ang. Steatohepatitis-associated circRNA ATP5B
regulator) kodowany przez genom mitochondrialny moze wigza¢ si¢ z podjednostka ATP5B
(ang. ATP synthase subunit b), ktora znajduje si¢ w kompleksie porow i blokowaé ich

interakcje z cyklofing D, co z kolei hamuje wytwarzanie reaktywnych form tlenu [135].

Wzmacnianie dziatania bialka przez circRNA moze odbywaé si¢ na drodze jego
retencji lub redystrybucji w komorkach. CircAmotl1, ktory wystepuje w jadrze komérkowym,
wigze si¢ z bialkiem c-Myc zwigkszajac w ten sposdb jego stabilnos¢ i retencje jadrowa co z
kolei wzmacnia jego dziatania jako czynnika transkrypcyjnego gendéw promujacych
proliferacje i inwazje nowotworu [160]. Ten sam kolisty RNA moze réwniez wplywa¢ na
translokacj¢ biatka STAT3 (ang. Signal transducer and activator of transcription 3) do jadra
komorkowego co powoduje jego wigzanie si¢ z promotorem DNMT3a (ang. DNA cytosine-5-
methyltransferase 3A) i aktywacje jego transkrypcji. W przypadku circFoxo3 zaobserwowano
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z kolei jego wptyw na translokacje biatka PTBP1 (ang. Polypyrimidine tract-binding protein
1) do cytoplazmy [161].

Koliste RNA mogg wptywac na transkrypcje oraz translacje zard6wno pozytywnie jak i
negatywnie. Najczegsciej] wptywaja na ekspresje swoich liniowych odpowiednikow, jednak
znane s3 rowniez przyktady regulacji ekspresji innych czasteczek [162]. Jednymi z pierwszych
kolistych RNA, w przypadku ktérych udowodniony zostal ich wptyw na transkrypcje, byty
egzonowo-intronowe circRNA, takie jak circEIF3J 1 circPAIP2 znajdujace si¢ w jadrze
komorkowy, ktére zwigzane byly z dzialaniem Ul snRNP (ang. Small nuclear
ribonucleoprotein) i wpltywaly na inicjacj¢ transkrypcji. Obnizenie poziomu ekspres;ji
wspomnianych circRNA za pomocg ASO (ang. antisense oligonucleotide) i siRNA (ang.
small interfering RNA) powoduje zmniejszenie poziomu ekspresji ich liniowych
odpowiednikéw bez wptywu na ekspresje innych mRNA [163]. Ponadto koliste RNA wplywaé
mogg takze na etap elongacji transkrypcji. CircANKRDS52, ktory jest intronowym CircRNA
wzmacnia transkrypcje swojego liniowego odpowiednika poprzez interakcje z
ufosforylowana podjednostka polimerazy II [130]. Koliste RNA moga réwniez wptywacé na
splicing — circSEP3 faworyzuje alternatywny splicing swojego liniowego odpowiednika, a
CircSMARCAS stymuluje czynnik splicingowy SRSF1 (ang. Serine and arginine rich
splicing factor 1), ktory nastgpnie moduluje ekspresj¢ izoform SRSF3 (ang. Serine and
arginine rich splicing factor 3) [164,165]. CircRNA mogg takze wspotzawodniczy¢ ze swoim

liniowym odpowiednikiem w trakcie splicingu, czego przyktadem moze by¢ circMbl [124].

Koliste RNA moga roéwniez wplywaé na ekspresj¢ mRNA poprzez regulacje
translacji. Odkryto, iz circPABPN1 wchodzi w interakcj¢ z biatkiem HuR (ang. Human
antigen R) i obniza poziom ekspresji swojego liniowego odpowiednika poprzez represj¢ etapu
inicjacji translacji [166]. Kolejnym kolistym RNA wchodzacym w interakcj¢ z biatkiem HuR
jest circBACHL1. HUR w fizjologicznych warunkach hamuje translacj¢ inhibitora kinazy
zaleznej od cyklin p27. W komodrkach nowotworu watroby circBACH1 wptywa na
translokacj¢ tego biatka do cytoplazmy co z kolei wplywa na zmniejszony poziom ekspresji

p27 [167].
1.3.4.3. Uleganie translacji

Ostatnio odkryto, 1z koliste RNA moga stuzy¢ takze jako matryca do syntezy bialka.
Poczatkowo nie brano pod uwage tej mozliwosci, ze wzgledu na brak 5° czapeczki oraz 3’

ogona poliA w strukturze tych czasteczek. Badania wykazaty jednak, iz niektore koliste RNA
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moga ulegac¢ translacji w mechanizmie niezaleznym od czapeczki, ze wzgledu na obecno$¢ w
ich sekwencji wewnetrznych miejsc wigzania rybosymu (IRES ang. Internal ribosome entry
site) oraz otwartych ramek odczytu (ORF, ang. Open reading frame) [168-170]. IRES
umozliwiajg zwigzanie si¢ podjednostki 40S rRNA bez koniecznosci obecnosci 5 UTR. (ang.
Untranslated region) [171]. W pozniejszym czasie odkryto réwniez kolejny mechanizm
umozliwiajacy translacj¢ circRNA zwigzany z metylacja N6-adenozyny, ktora odpowiada za
mozliwo$¢ bezposredniego zwigzania eukariotycznego czynnika inicjacji translacji |
rekrutacje 40S rRNA. W tym przypadku koliste RNA nie posiadaty sekwencji IRES, a
jedynie ORF [172,173]. Posrod circRNA posiadajagcych potencjal kodujgcy biatko jedng z
najlepiej poznanych czasteczek jest circZNF609, ktory jest matryca dla translacji biatka o
dhugoséci 251 aminokwasow, ktore bierze udzial w dojrzewaniu miocytow [174]. Funkcje
biatek powstajacych z kolistych RNA sg czesto zbiezne z funkcjami biatek kodowanych przez
liniowe transkrypty rodzicielskie, jednak w zwiazku z tym, Ze czgsto sg one duzo krotsze
moga tez petnié¢ inne, czasem przeciwstawne role. Dla przyktadu circ-FBXW?7 koduje biatko
o dhugosci 185 aminokwasow, ktére moze konkurowac z biatkiem pochodzacym z mRNA o
wigzanie z biatkiem USP28 (ang. Ubiquitin specific peptidase 28) i promowaé w ten sposob
degradacj¢ biatka c-Myc [175]. Odkryto réwniez interesujace zjawisko polegajace na tym, iz
niektore biatka kodowane przez koliste RNA mogg wplywaé na heterodimeryzacje biatek
pochodzacych z ich liniowych odpowiednikow, powodujac utrate ich funkcjonalno$ci
[176,177]. Zgota odmiennie dzialanie wykazata mikroproteina kodowana przez circSHPRH,
ktora dziata ochronnie i zmniejsza degradacj¢ analogicznego biatka o pelnej dlugosci, w ten
sposob zwiekszajac ekspresje swojego liniowego odpowiednika [178]. Obecnie probuje si¢
wykorzysta¢ potencjal kodowania biatek przez koliste RNA, ze wzgledu na ich wysoka
stabilno$¢ 1 odporno$¢ na degradacjg. Syntetyczne circRNA maja potencjat stworzenia
efektywnej platformy ekspresyjnej, co czyni je jeszcze bardziej interesujgcymi potencjalnymi
czasteczkami terapeutycznymi [179]. Uproszczony schemat potencjalnych funkcji kolistych
RNA oraz ich relacje z innymi czgsteczkami przedstawione zostalty schematycznie na rycinie

numer 3.
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Rycina 3. Uproszczony schemat relacji miedzy kolistymi RNA a bialkami, mRNA oraz miRNA.
1.3.5. Profil ekspresji kolistych RNA

Rozwdj sekwencjonowania nowej generacji, a takze powstanie licznych baz danych,
umozliwilo doktadne okreslenie profilu ekspresji kolistych RNA w réznych tkankach, co z
kolei bylo podstawa do ustalenia przestrzennych i czasowych wzorcow ekspresji tych
czasteczek. W 2013 roku Salzman i1 wspotpracownicy odkryli, iz circRNA wykazuja wysoka
specyficznos¢ komorkowa. Ponadto ustalili, ze poziom ekspresji tych czasteczek w rd6znych
tkankach rézni si¢ na poszczegdlnych etapach rozwoju [180]. Ustalono, iz prawie 12 %
kolistych RNA u cztowieka oraz ponad 34 % kolistych RNA u myszy jest specyficznych
tkankowo [181]. Wskaznik ten jest poroéwnywalny do wskaznika tkankowo specyficznych
MRNA, jednak zdecydowanie wyzszy niz w przypadku IncRNA [182]. Przelomowym okazaty
si¢ badania prowadzone przez Rybak-Wolf 1 wspotpracownikow, ktore dowiodty, ze mozg
jest bardzo bogaty w koliste RNA, a wigkszos¢ (> 90 %) znanych circRNA mozna wykry¢ w
tkankach mézgu czlowieka lub myszy. Ponadto wiele circRNA ulegato ekspresji tylko w
mozgu, co wskazywato na wazng role kolistych RNA w funkcjonowaniu tego organu

[117,183].
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Dzigki szeroko zakrojonym badaniom udato si¢ ustali¢, iz koliste RNA biorg udziat
nie tylko w rozwoju stanéw patologicznych, ale rowniez petnig funkcjonalng rolg w procesach
fizjologicznych. TSCD (ang. Tissue-Specific CircRNA Database) to obszerna baza danych na
temat specyficznych tkankowo kolistych RNA, ktora szczegdtowo opisuje profil ekspresji
tych czasteczek u dorostego czlowieka, ludzkiego ptodu oraz myszy [181]. Uwaza sig, iz
koliste RNA s3 w duzej mierze zwigzane z rozwojem i réznicowaniem si¢ tkanek — niektore z
nich posiadajg podobny poziom ekspresji w roznych narzadach, jednak spora ich grupa ulega
ekspresji na réznym poziomie w réznych tkankach [184]. Jak zostato to juz opisane wczesniej,
najwyzszy poziom ekspresji CiIrcRNA obserwuje si¢ w mdzgu, ale rOwniez w watrobie oraz
sercu w poréwnaniu do innych tkanek. Ponadto zauwazalny jest trend podwyzszenia poziomu
ekspresji klastrow circRNA pochodzacych z liniowych odpowiednikéw zwigzanych z
biologicznymi funkcjami danego organu. Dla przyktadu — koliste RNA o wysokim poziomie
ekspresji w mozgu pochodza z mRNA kodujacych biatka zwigzane z transmisjg synaptyczng
oraz réznicowaniem i dojrzewaniem neurondéw [185]. Podobnie w watrobie obserwuje si¢
wysoka ekspresje circRNA, ktérych liniowe odpowiedniki odpowiedzialne sg za udzial w

cyklu ornitynowym [186].

Coraz wigcej dowodoéw wskazuje rowniez na to, ze warunki stresowe, takie jak
wysoka temperatura lub stres oksydacyjny, moga zmieniac profil ekspresji kolistych RNA, co
zwigzane moze by¢ z czynnikami wigzacymi si¢ do sekwencji intronowych. Wykazano, ze
biatka takie jak ADAR moga modulowac ekspresje kolistych RNA podczas stresu retikulum
endoplazmatycznego [187,188]. Co wiecej, sekwencjonowania RNA wykazaly, iz poziom
ekspresji circRNA znacznie zwigksza si¢ wraz z wiekiem, co zwigzane moze by¢ z kilkoma
mechanizmami. Po pierwsze circRNA sa odporne na degradacje i cechuja sie wysoka
stabilno$cia co moze prowadzi¢ do ich akumulacji w starzejacych si¢ komorkach. Po drugie
podczas procesoéw starzenia si¢ dochodzi do kaskady zmian w procesie splicingu, co moze
promowac¢ powstawanie kolistych czasteczek RNA. Postuluje si¢ rowniez udziat réznych
biatek, ktore moga bra¢ udziat w zwigkszonej produkcji circRNA podczas procesow starzenia

[189].

Istnieje takze grupa kolistych RNA, ktore posiadajg specyficzny poziom ekspresji w
nowotworach, a wiedza o nich zostata podsumowana w specjalnej bazie danych CSCD (ang.
Cancer-Specific CircRNA Database). Bylto to podstawa do doktadniejszego zbadania roli tych
czasteczek w kancerogenezie i umozliwito ustaleniec wzorca ekspresji circRNA w rdznego

rodzaju guzach [190].
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1.3.6. Kaoliste RNA w nowotworach

Dzie¢ki bazie danych CSCD mozliwe byto ustalenie profilu ekspresji kolistych RNA w
nowotworach w porownaniu do odpowiadajagcym im zdrowym tkankom. W wigkszosci
nowotworow poziom ekspresji circRNA ulegat obnizeniu, co zwigzano z negatywna korelacja
miedzy poziomem kolistych RNA a tempem proliferacji, ktore w przypadku komorek
nowotworowych jest bardzo wysokie [186].Obserwuje si¢ jednak tez nowotwory, takie jak rak
piersi czy szyjki macicy, w przypadku ktorych wigksza liczba kolistych RNA posiada

zwiekszony poziom ekspresji w porownaniu do zdrowych tkanek [191-193].

Udziat kolistych RNA w nowotworzeniu mozna wyjasni¢ w trzech réoznych aspektach.
Po pierwsze circRNA moze ulega¢ ekspresji wytacznie w komorkach nowotworowych na
skutek translokacji chromosomowych, ktore sa dos¢ czgsto wystepujacym zjawiskiem w
kontekscie kancerogenezy. Guarnerio i wspoOlpracownicy w swoim badaniu opisali nowo
powstaty kolisty RNA, ktory bral udziat w rozwoju biataczki promielocytowej, a jego
wystepowanie zwigzane byto z najczesciej wystepujaca w tym nowotworze translokacjg [194].
Kolejny mechanizm zaktada, iz w nowotworach moze dochodzi¢ do obnizenia poziomu
ekspres;ji antyproliferacyjnych kolistych RNA, ktore bezposrednio lub posrednio biorg udziat
w mechanizmach zwigzanych z supresja nowotworu. Natomiast trzeci aspekt zwigzany jest ze
zwiekszeniem poziomu ekspresji kolistych RNA promujacych rozwdj nowotworu, co jest
szczegolnie interesujace w kontekscie potencjalnego wykorzystania tych czasteczek jako

biomarkeréw rozwoju poszczegdlnych nowotwordw [195,196].

W 2011 roku Hannah i Weinberg zdefiniowali osiem najwazniejszych cech komoérek

nowotworowych:

o proliferacja niezalezna od sygnalow regulujacych podziaty komorki,
o brak reakcji na czynniki hamujace proliferacje,

o brak programowanej $§mierci komorki,

o niesmiertelnos¢ replikacyjna,

o angiogeneza,

o aktywacja proceséw naciekania i przerzutowania,

o niestabilno$¢ genomu,

o stan zapalny sprzyjajacy powstawaniu nowotworu,

o zmiany metabolizmu energetycznego,

o ,ucieczka” od mechanizméw ,,nadzoru” immunologicznego [197]
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Kazda z tych cech zwigzana jest z kaskadg wieloczynnikowych szlakoéw
molekularnych, w ktorych udzial moga bra¢ koliste RNA [198]. W przypadku udzialu w
utrzymywaniu proliferacji komorek nowotworowych najlepiej zbadanych kolistym RNA jest
circFOXO03, ktérego poziom ekspresji w roznych nowotworach jest obnizony. Ten circRNA
moze regulowaé procesy zwigzane z proliferacja poprzez rézne mechanizmy. Moze on
wchodzi¢ w interakcje z biatkiem p53, a takze tworzy¢ kompleks z p21-CDK2 (ang. Cyclin
dependent kinase 2) co powoduje zahamowanie cyklu komorkowego [157,199]. Ponadto Wang
1 wspotpracownicy wykazali, iz hsa circ 0014717, ktéorego poziom jest obnizony w raku
jelita grubego. moze hamowac¢ proces kancerogenezy poprzez stymulacje¢ ekspresji inhibitora
kinazy zaleznej od cyklin p16 [200]. Ciekawym przyktadem udziatu circRNA w braku reakcji
na czynniki hamujace proliferacje moze by¢ circZKSCANI1, ktory w przypadku raka watroby
razem ze swoim liniowym odpowiednikiem cechuje si¢ obnizonym poziomem ekspresji, a
rolg obu tych transkryptow jest supresja proliferacji [201]. Podobnie, w przypadku tego
samego nowotworu, circMTO1 wykazywal supresyjne dziatanie poprzez wigzanie
onkogennego miR-9, a co za tym idzie promowanie ekspresji inhibitora kinazy zaleznej od

cyklin p21 [202].

Li i wspotpracownicy wskazali, iz zwigkszona ekspresja CircBRC4 moze modulowaé
apoptoze komorek poprzez szlak zwigzany z miR-101 w raku pecherza, natomiast w
przypadku niedrobnokomoérkowego raka ptuca circHIPK2 hamuje mechanizmy zwiazane z

programowang $miercig komorki poprzez interakcje z miR-149 [203,204].

Telomery, to struktury ochronne, ktére zabezpieczajg konce liniowych chromosomow
zachowujac w ten sposob stabilno$¢ genomu. Sg one gldéwnymi czynnikami wplywajacymi na
nie$miertelno$¢ replikacyjna, poniewaz w warunkach fizjologicznych, wraz z podziatami
komorek ulegaja one skracaniu, do momentu osiggnigcia krytycznej dtugos¢, co powoduje
trwale zatrzymanie cyklu komoérkowego. Maksymalna liczba podziatow, przez ktore moze
przej$¢ kazda zdrowa komorka nazwany zostatl limitem Hayflicka. Nie dotyczy on jednak
komorek nowotworowych, w przypadku ktoérych enzym odpowiedzialny za wydluzanie
telomerow — telomeraza czesto ulega mutacjom, ktore wptywajg na jej zwickszong aktywnosé
[205]. W konteks$cie regulacji niesSmiertelnosci replikacyjnej odkryto, iz hsa circ 0020397 w
raku jelita grubego bierze udzial w tym procesie poprzez interakcje z miR-138, ktory z kolei

wptywa na poziom ekspresji odwrotnej telomerazy [206].

Istnieje rowniez wiele doniesien na temat roli kolistych RNA w angiogenezie. W
zwigzku z tym, iz proces ten jest nierozerwalnie zwigzany z hipoksja, Noeckel i
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wspolpracownicy zidentyfikowali koliste RNA, ktorych poziom ekspresji ulegal modyfikacji
w warunkach niedoboru tlenu. Spos$rdd nich circZNF292 okazat si¢ czasteczka promujaca
rozw0j naczyn krwiono$nych poprzez pobudzanie rozwoju komodrek endotelialnych [207]. W
przypadku raka piersi odkryto, iz circMYLK moze promowaé angiogeneze poprzez
modulacje Sciezki sygnalizacyjnej zwigzanej z VEGFA/VEGFR2 (ang. Vascular endothelial

growth factor A/ Vascular endothelial growth factor receptor 2) [208].

Wiele kolistych RNA bierze udziat w procesie inwazji, ktory w duzej mierze decyduje
o stopniu zto$liwosci nowotworu. Wykazano, iz circCCDC66 wplywa na tempo inwazji w
przypadku nowotworu jelita grubego, z kolei w przypadku circBRAF zaobserwowano wptyw
na inwazj¢ w gruczolakoraku trzustki [209]. Dokladne mechanizmy zwigzane z promowaniem
EMT przez koliste czasteczki czgsto pozostaja jednak nieznane, a obserwowany jest jedynie

efekt funkcjonalny zwiazany z manipulacjg poziomu ekspresji badanego circRNA [209,210].

W przypadku nowotworé6w mutacje genomu oraz jego niestabilno$¢ decyduja o
rozwoju oraz agresywnosci guza. Badania wskazujg, ze i na tym poziomie koliste RNA moga
petni¢ wazne funkcje. Modyfikacje m6A circNSUN2 w raku jelita grubego wzmaga jego
transport do cytoplazmy, gdzie razem z biatkiem IGF2BP2 (ang. Insulin-like growth factor 2
mRNA-binding protein 2) formuje on kompleks wptywajacy na stabilno§¢ mRNA HMGA
(ang. High-mobility group A). HMGA bierze udzial w utrzymywaniu stabilnosci genomu,

wigc oddzialywanie to w rezultacie promuje powstawanie przerzutéw [211].

Stan zapalny jest kolejnym elementem sprzyjajacym rozwojowi NOWOtworu [212,213].
Koliste RNA moga regulowaé¢ komoérki odpornosciowe, ktore nastgpnie wpltywaja na inicjacje
stanu zapalnego w mikrosrodowisku guza. W nowotworze watroby zaobserwowano obnizenie
poziomu ekspresji circARSP91, ktore wzmaga nadzor immunologiczny komorek NK (ang.
Natural killer) [214,215]. Ponadto udowodniono, iz hsa_circ_0005519 moze wptywaé na
ekspresj¢ cytokin prozapalnych IL-12 i IL-6 (ang. Interleukin), a hsa_circ_0012919 bierze
udzial w epigenetycznej regulacji czynnika martwicy nowotworu TNF (ang. Tumor necrosis
factor) [214].

Jak wspomniano wczesniej, metabolizm komorek nowotworowych jest w duzej
mierze zalezny od glikolizy. Ten fenomen pozwala komorkom nowotworowym napedzac
reakcje anaboliczne, takie jak biosynteza kwasow nukleinowych, lipidow i aminokwasoéw
niezbedne przy wysokim tempie proliferacji. Jednym z waznych elementow calej tej

komorkowej kaskady energetycznej jest kinaza biatkowa aktywowana przez AMP (AMPK,
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ang. 5' AMP-activated protein kinase). Li i wspotpracownicy dowiedli, iz circACC1 bierze
udzial w sktadaniu i aktywacji kompleksu AMPK w raku jelita grubego, podobnie jak
CircMAT2B w przypadku raku watroby [216,217].

Ostatnim aspektem wptywajacym na rozwdj nowotworu jest zdolno§¢ do oslabienia
oraz ucieczki spod nadzoru ukladu odpornosciowego. W kontekscie kolistych RNA
zaobserwowano, iz circFGFR1 moze oddzialywa¢ z miR-381, podnoszac w ten sposob
poziom ekspresji jego docelowego MRNA — CXCR4 (ang. C-X-C Chemokine receptor type
4), co skutkuje rozwojem opornosci na immunoterapi¢ opartag o przeciwciala skierowane
przeciwko receptorowi programowanej $mierci PD-1 (ang. Programmed cell death protein 1)

[218].

Wymienione przyktady udzialu kolistych RNA w mechanizmach zwigzanych z
rozwojem przez komorki fenotypu nowotworowego stanowig jedynie niewielka czes¢ dotad
zbadanych interakcji tych czasteczek z elementami molekularnych $ciezek zwiazanych z
nowotworzeniem. Ogromna liczba coraz to nowszych doniesien zwigzanych z wazng rolg
kolistych RNA w kancerogenezie wskazuje na istotno$¢ ich dalszego badania, szczego6lnie w
kontekscie nowotworow, w przypadku ktorych aktualne standardy leczenia nie przynosza
oczekiwanych rezultatow. Dlatego tez poszukiwanie nowych celow terapeutycznych oraz
doktadniejsze zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych za ich wysoka ztosliwos$¢ moze

by¢ przetomowe [219].
1.3.6.1. Koliste RNAw GBM

Dzigki istnieniu baz danych podsumowujacych dotychczasowa wiedze o profilu
ekspresji oraz sekwencji kolistych RNA, a takze dzigki rozwojowi wysokoprzepustowego
sekwencjonowania oraz narzedziom bioinformatycznym udoskonalajacym wykrywanie tych
czasteczek, mozliwym stalo si¢ jeszcze dokladniejsze zbadanie profilu ich ekspresji w
problematycznych oraz niezwykle zlosliwych nowotworach. Jest to niezwykle wazne, nie
tylko z naukowego punktu widzenia, ale réwniez z perspektywy poszukiwa¢ nowych

potencjalnych biomarkerow, a takze celow terapeutycznych [220].

W 2019 Josh Vu oraz wspétpracownicy przeprowadzili doglebng analizg, ktora
wykazata ztozony profil ekspresji circRNA zwigzanych z nowotworami w ponad 2000 probek

pochodzacych z guzoéw raka phuca, tarczycy, piersi oraz pecherza [221].
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Jednym z przelomowych badan w konteks$cie kolistych RNA w GBM bylo to
przeprowadzone przez Songa i wspotpracownikow, w ktorym przedstawione zostato
nowatorskie podejscie do detekcji circRNA przez wykorzystanie narzedzia UROBORUS
uwzgledniajgcego identyfikacj¢ miejsce BSJ. W swojej pracy przedstawili oni dane z

sekwencjonowania 46 guzow glejaka oraz probek zdrowego mozu [222].

W 2017 Zhu i wspotpracownicy opublikowali dane z analizy roznicowej ekspres;ji
circRNA na podstawie sekwencjonowania RNA z 5 guzéw pobranych od pacjentow
chorujacych na GBM oraz 5 probek zdrowego mozgu. Posrod ponad 1400 deregulowanych
circRNA zidentyfikowali oni 1205 circRNA o obnizonym profilu ekspresji i 206 0
podwyzszonym. Odkryli takze, ze poziom ekspresji circBRAF byt zdecydowanie nizszy w
guzach o wyzszym stopniu zto§liwosci (stopien III 1 IV wedtug WHO) niz w probkach guza o
nizszym stopniu zto§liwosci (stopien I i II wedlug WHO) [223]. Otworzylo to nowe
perspektywy poszukiwan czasteczek zaangazowanych w rozwoj oraz progresj¢ glejaka

wielopostaciowego.

Koliste RNA moga wptywac¢ na zdolno$¢ komorek GBM do proliferacji poprzez
regulacje ekspresji genow zaangazowanych w ten proces lub poprzez oddzialywanie z
elementami S$ciezek sygnatowych. Ekspresja hsa_circ_0074027 jest w GBM znacznie
podwyzszona oraz powigzana z jego cechami klinicznymi. Promuje on ekspresje IL17RD
(ang. Interleukin 17 receptor D) poprzez wigzanie si¢ z miR-518a-50, co z kolei wptywa na
zwigkszone tempo proliferacji komorek [224]. CircPITX1, ktorego poziom ekspresji w glejaku
jest takze podwyzszony, wplywa na wzrost guza zwigzany z proliferacja poprzez wigzanie

miR-584, ktory wptywa na poziom ekspresji KPNBI1 (ang. Karyopherin Subunit Beta 1) [225].

Inwazja oraz przerzuty komorek glejaka to ztozony i dynamiczny proces, ktory polega
na przebudowie cytoszkieletu oraz zmianach w mikrosrodowisku guza. Waznym
mechanizmem odpowiedzialnym za to zjawisko jest EMT, w ktorym dochodzi to utraty
polarnosci komorek, przerwania potagczen miedzy nimi oraz nabycia przez nie potencjatu
migracyjnego. Nadekspresjonowany w GBM circPARP4 moze wptywaé na EMT poprzez
oddziatywanie z miR-125a, co zwigksza zywotno$¢ komorek oraz wzmaga ich
przemieszczanie si¢ [226]. Ogromne znaczenie w procesie EMT maja metaloproteinazy, ktore
sg zaleznymi od cynku enzymami proteolitycznymi, ktérych zadaniem jest przebudowa i
degradacja macierzy zewnatrzkomorkowej. CircMMP9, ktorego poziom ekspresji w GBM
jest wyraznie zwigkszony, ma wpltyw nie tylko na proliferacje, ale rowniez 1 na migracje
komorek. Jego biogeneza jest regulowana przez elF4A3 (ang. Eukaryotic initiation factor
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4A3), ktory przez wigzanie si¢ z mRNA MMP9 (ang. Metalloproteinase 9) promuje
powstawanie kolistego transkryptu. CircMMP9 wiagze czasteczki miR-124 przez co wplywa
na zwigkszone tempo proliferacji, poniewaz zapobiega obnizeniu poziomu ekspresji
transkryptow CDK4 (ang. Cyclin-dependent kinase 4) oraz AURKA (ang. Aurora kinase A),
ktore sg w fizjologicznych warunkach celami miR-124. Ponadto circMMP9 stabilizuje
liniowy transkrypt MMP9, ktorego gtowna rolg jest degradacja kolagenu typu IV, bedacego
glownym sktadnikiem blony podstawnej oraz rusztowania macierzy zewnatrzkomorkowej

[227,228].

Co ciekawe, wykazano rowniez, ze circRNA wptywaja na progresjc GBM poprzez
regulacje neowaskularyzacji GBM. Neowaskularyzacja jest $cisle zwigzana z Szybkim
rozwojem GBM, gdyz glejaki o wysokim stopniu zto§liwosci uznawane sg za jedne z
najbardziej unaczynionych guzow [229]. W kontekscie tego procesu, odkryto, iz circPOSTN
powoduje zwigkszenie poziomu ekspresji naczyniowo-srodbtonkowego czynnik wzrostu
VEGFA, poprzez wigzanie miR-219a. Ponadto circSMARCA wptywa na regulacje splicingu
mRNA VEGFA poprzez wigzanie SRSF1 i reguluje w ten sposob tempo powstawania
nowych naczyn krwiono$nych w obrebie guza [230].

CircRNA moga réwniez wptywac na subpopulacj¢ komorek macierzystych glejaka.
Gao i inni wykazali, ze circ-E-cadherin koduje 14 aminokwasowy peptyd, ktory laczy si¢ z
domeng strukturalng CR2 receptora EGFR 1 aktywuje szlak sygnalizacyjny EGFR-STATS,
utrzymujac tym samym agresywny fenotyp GSC [231].
Wykazano, iz ramka odczytu circEGFR nie zawiera kodonu stopu, co skutkuje ciggla
translacjg bialka, sktadajacego si¢ z powtarzajacej si¢ sekwencji aminokwasoéw, zwanego
rEGFR, ktéry wpltywa na agresywnos¢ GBM, wzmacniajac onkogenne dziatania EGFR,
poprzez jego stabilizacje [232]. Z drugiej strony, niektore circRNA, takie jak circAKTS3,
CircFBXW?7 czy circLINC-PINT koduja biatka, ktore petnig rolg w supresji rozwoju GBM.
Wigkszos¢ z nich dziata poprzez funkcje molekularnej ,,gabki” dla roznych microRNA lub
innych biatek [175,233,234].

Rozwoj opornosci na temozolomid jest kolejnym istotnym zjawiskiem warunkujacym
wysoka ztosliwos¢ komorek GBM i takze w tym procesie moga bra¢ udziat koliste RNA. Rao
i wspotpracownicy odkryli, iz poziom ekspresji circASAP1 w komodrkach GBM opornych na
temozolomid jest podwyzszony, a jego nadekspresja promuje rozwdj opornosci na TMZ.
Ponadto, obnizenie poziomu ekspresji tego circRNA w modelu mysim, przywrocito
wrazliwo$¢ komorek na ten chemioterapeutyk, co jest prawdopodobnie spowodowane
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wigzaniem MiR-502, co z kolei wplywa na ekspresje NRAS (ang. Neuroblastoma RAS viral
oncogene homolog) [235].

Badania wykazaty, ze poziomy ekspresji circRNA moga korelowa¢ z rdznymi
cechami kliniczno-patologicznymi GBM, w tym wielko$cia guza, stopniem zto§liwosci i
zaawansowania oraz prawdopodobienstwem nawrotu. Stwierdzono, ze ekspresja
hsa_circ_0029426 jest skorelowana z wielko$cig guza i klasyfikacja WHO [236]. Ponadto
odkryto, iz ekspresja circEPB41L5 koreluje z wickiem, liczbg zmian, zmianami martwiczymi,
nawrotem i przezyciem u pacjentow z GBM [237]. W ostatnich latach probuje sie rowniez
wykorzystaé¢ circRNA do oceny rokowania u pacjentow z GBM poprzez korelacj¢ poziomu
ekspresji kolistych RNA ze wskaznikiem przezycia catkowitego (OS, ang. Overall survival).
Liu 1 wspotpracownicy okreslili, ze poziom circCDC45 w GBM jest $ci$le zwiazany ze ztym
rokowaniem dla pacjentow [238]. Badacze poszukujg réwniez kolistych RNA, ktére mogtyby
stuzy¢ za biomarkery GBM w krwi. Odkryto, ze komorki glejaka oporne na promieniowanie
wydzielaja znacznie ilosci kolistych RNA  znajdujacych si¢ w  pecherzykach
zewnatrzkomorkowych, sposrod ktorych wyselekcjonowano circATP8B4, ktory przez
wigzanie MiR-766 w znaczny spos6b wptywa na rozwoj radioopornosci [239]. Ze wzgledu na
réznorodny i szeroki zakres funkcji, wysokg stabilno$¢ i obecno$¢ w plynach ustrojowych,
circRNA uwazane sa za cenne potencjalne biomarkery oraz cele terapeutyczne w GBM,

jednak obszar ten nadal wymaga doglebnych badan i dalszych analiz [240].
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2. Materialy i metody

2.1. Wazniejsze odczynniki chemiczne oraz gotowe zestawy odczynnikow

Tabela 4. Lista wazniejszych odczynnikow.

Nazwa odczynnika

Trizol TRI Reagent® Solution
Chloroform

2-Propanol (1zopropanol)
EtOH

SYBR™ Safe DNA Gel Stain
Agaroza

DNA Gel Loading Dye (6X)
Tris-HCI pH 7.5

Kwas borowy

Matrigel

Geltrex

Akutaza StemPro

Trypsyna

PBS

TGFp

EDTA (kwas wersenowy)
RNaza R

Medium do mrozenia Cryo-SFM

Bufor do przechowywania tkanek MACS®

Tissue Storage Solution
NP40

Tween-20

Glicyna

SDS (Dodecylosiarczan sodu)
Tris

Formamid

Chlorek sodu

Chlorek magnezu

DTT

4 x Protein Loading Buffer
APS

Temed

Akrylamid/Bis-akrylamid, 37,5:1, 30 %
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder,
Pierce ECL Western Blotting Substrate

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
GoTaq G2 Master Mix, 2x
Przeciwciato anty-ATXN10

Przeciwcialo drugorzedowe przeciw mysim IgG

Producent oraz numer katalogowy
Invitrogen, AM9738

POCH, 234430427

Sigma-Aldrich, 563935
POL-AURA, 113964200#10L
ThermoFisher Scientific, S33102
Sigma-Aldrich, A9539-500G
ThermoFisher Scientific, R0611
ThermoFisher Scientific,, 15567027
POCH, 531360738

Corning, 356234

ThermoFisher Scientific, A1569601
ThermoFisher Scientific, A1110501
Sigma-Aldrich, T4049-100ML
Millipore, 524650-1EA
ThermoFisher Scientific, PHG9214
POCH, 593280117

Lucigen, RNR07250
Sigma-Aldrich, C-29912

Miltenyi Biotec, 130-100-008

ThermoFisher Scientific, 85124
Sigma-Aldrich, P9416-50ML
Pol-Aura, PA-03-2385-M#1KG
Pol-Aura, PA-13-BP166#500GR
ThermoFisher Scientific, 17926
ThermoFisher Scientific, 17899
Sigma-Aldrich, S6546
Sigma-Aldrich, 63069
ThermoFisher Scientific, P2325
Eurx, E0268-01

POL-AURA, PA-07-32708
POL-AURA, PA-13-BP150
POL-AURA, PA-03-4329-E#100ML
ThermoFisher Scientific, 26619
ThermoFisher Scientific, 32106
ThermoFisher Scientific, SM0311
ThermoFisher Scientific, SM0322
Promega, M7822

Sigma-Aldrich, HPA049531
Sigma-Aldrich, A9044
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sprzgzone z peroksydaza

Przeciwcialo drugorzgdowe przeciw kroliczym
19G sprzezone z peroksydaza

Przeciwcialo  anty-GAPDH  sprzgzone z
peroksydaza

Sigma-Aldrich, A6154

Santa Cruz Biotechnology, sc-47724

Tabela 5. Lista wazniejszych gotowych zestawow.

Nazwa zestawu Producent oraz numer katalogowy
DNA-free™ DNA Removal Kit ThermoFisher Scientific, AM1906 |
Transcriptor High-Fidelity cDNA Synthesis Kit Roche, 04379012001

GeneJET Plasmid Maxiprep Kit ThermoFisher Scientific, KO491

LightCycler® 480 SYBR Green I Master Mix Roche, 04707516001
In-Fusion® HD Cloning Plus PCR Cloning Kits  Takara Bio, 6389

BCA Protein Assay Kit ThermoFisher Scientific, 163283
DNA Gel Loading Dye (6X) ThermoFisher Scientific, R0611

2.2. Bufory i pozywki wykorzystane w pracy
Bufor TEB 10x pH 8,3

e 500 mM Tris-HCL
e 500 mM kwas borowy
e 10mM EDTA

Bufor do rozdzialu elektroforetycznego bialek (1L)

e 144 gglicyna
e 30,29 Tris-HCI
e 109gSDS

Bufor do transferu bialek

e 25mM Tris-HCI
e 190 mM glicyna

e 20 % metanol
Bufor TBS (1L)

e 249 Tris-HCI
e 5609Tris
e 8,76 g Chlorek sodu



Bufor do blokowania membrany po transferze Western Blot

e 5% mleko w proszku
e I1XTBS
o 1% Tween20

Bufor do plukania membran Western Blot

e 1XTBS
e 19% Tween20

Bufor do lizy - ,,pulldown”

e 50mM Tris-HCI pH 7,5
e 150 mM NaCl

e 3 mM MgCl:

e 0,5% NP40

e 2mMEDTA

e 1IMMDTT

Bufor do hybrydyzacji (2x) - ,,pulldown”

e 100 mM Tris-HCI pH 7,5 Tris-HCI pH 7,5
e 300 mM NaCl

e 1 mM MgCl

e 0,2% SDS

e 15 % Formamid

e 0,5% NP40

e 10 mM EDTA

e 1mMDTT

Pozywka LB plynna

e 1 % baktotrypton
e 0,5 % esktrakt drozdzowy
e 0,5% NaCl

Pozywka LB stala

e 1 % baktotrypton

e 0,5 % esktrakt drozdzowy
e 0,5% NaCl

e 15% agaroza
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2.3. Oligonukleotydy

Tabela 6. Sekwencje oligonukleotydow.

Sekwencja startera R (5°23)

Nazwa Sekwencja startera F (5°=>3?)
HPRT TGACCTTGATTTTGCATACC CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
N-kadheryna GCCCAAGACAAAGAGACCCA GCTGACTCCTTCACTGACTCC
SNAIL2 GACCCTGGTTGCTTCAAGGA TGTTGCAGTGAGGGCAAGAA
Zebl GCACCTGAAGAGGACCAGAG TGCATCTGGTGTTCCATTTT
OCT4 GTGGAGAGCAACTCCGATG TGCTCCAGCTTCTCCTTCTC
SOX2 CGAGTGGAAACTTTTGTCGGA TGTGCAGCGCTCGCAG
Nanog ATTCAGGACAGCCCTGATTCTTC TTTTTGCGACACTCTTCTCTGC
CADPS2_L ATTGCCACTCCCATACCAGC GCAGGAGATGCCTGGTTCAT
CADPS2_C GAAGTCAGTTGCTCCCAATCG GTTCCCTTCTGATCTGGGCT
EPB41L5 L CATGCTTTCTTCCGCCTTCG GCCTGTTGGGAGCCATTACT
EPB41L5 C GGGCCTGTAGCTGGAATACG TCCATAGTGTCAGATGCCCCA
UNC13 L GAGATGTGGCCATGACCCTG CACTTCATGCCTTGCCTTGC
UNC13_C AAGCAAATGGCAGAGTTGGAAG CAAACCAGAAGCAAAGCTCCA
USP45 L GACTTTTCTGGAAGCGTCGTG GACTTTTCTGGAAGCGTCGTG
USP45 C AAATATTCATCAACCTAGAGCTGCC | GGCCTTTTACTTCTTTTGGCTTTCT
ARID1A L AGCCGAATCTCATGCCTTCC GCCGCTTGTAATTCTGCTGTT
ARID1A C CCAGTAAGGGAGGGCAAGAAG CTGTTGCTGCGAGTATGGGT
GUSBP1_L AAAACACTGGGGCTGGTGAAT TGTTCGTGCATCAGGTACGG
GUSBP1_C CGTGTATGGAGTGGAAACGC GCCTGGTTGTCCACGACTTT
PLOD2_L CATGGACACAGGATAATGGCTG AGGGGTTGGTTGCTCAATAAAAA
PLOD2_C AGTATTGGAGGGGGCCAGAA GGAATCCATCACTTTCTTTTGTTGC
VCAN_L AGGTGGTCTACTTGGGGTGA CGATGGTTGTAGCCTCTTTAGGTTT
VCAN_C AGAAGCTGCAGAAGCTAGG AACATCAGGCTCACCACCTG
EGFR_L GACAGGCCACCTCGTCG TCGTGCCTTGGCAAACTTTC
EGFR_C AAACAACACCCTGGTCTGGA GGGTGGCACTGTATGCACTC
HLA-B_L ATGGCGAGGACCAAACTCAG CACAACTGCTAGGACAGCCA
HLA-B_C TGGCTGTCCTGGTTGTCCTAGC CACCCCCACCACTTACACGCA
circinter6p22 GCCTCTCACAGGACGTTTTC GCCCAACACCCAACACACAT
ri8s CGCCGCTAGAGGTGAAATTC CATTCTTGGCAAATGCTTTCG
miR-576 ATTCTAATTTCTCCACGTCTTT
miR-1238 CTTCCTCGTCTGTCTGCCCC
EIF4A3 AAGGGAGAGATGTCATGCAC GCTTGAGTTTCACGAACCTGA
FUS ATGGCCTCAAACGATTATACCCA GTAACTCTGCTGTCCGTAGGG
PDK1 CTGTGATACGGATCAGAAACCG TCCACCAAACAATAAAGAGTGCT
GLUT1 TTGCAGGCTTCTCCAACTGGAC CAGAACCAGGAGCACAGTGAAG
ANG CTGGGCGTTTTGTTGTTGGTC GGTTTGGCATCATAGTGCTGG
FN1 ACAACACCGAGGTGACTGAGAC GGACACAACGATGCTTCCTGAG
Gi':tFraH GTCCCCAGAAACAGGAGGTC AAGAAAGCGTCCCCCACCTA
GAPDH
GAAAGCCTGCCGGTGACTAA GCCCAATACGACCAAATCAGAGA

egzon-egzon
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2.4. Hodowla komdrkowa

2.4.1. Linie komorkowe

Linie komdérkowe GBM uzyte w eksperymentach wraz z warunkami ich hodowli

zostaly przestawione w tabeli numer 7.

Tabela 7. Lista komorek GBM oraz warunki ich hodowli.

Medium suplementowane (producent oraz

Warunki hodowli
numer katalogowy)

Nazwa Producent

U251-MG Eagle’s Minimum Essential Medium

American Type EMEM (LGC Standards, ATCC-30-2003) +

5% CO,, 37°C,

U138-MG Cg;::;:zn 95 % wilgotnosci | 10 % FBS (EURX, E5050) + 500 pl roztworu
(ATCC) penicyliny/streptomycyny 100x
u87-MG (ThermoFisher Scientific, 10378016)

2.4.2. Kultury in vitro

Eksperymenty z wykorzystaniem hodowli komoérkowych przeprowadzono w
sterylnych warunkach, z wykorzystaniem komory z laminarnym przeplywem powietrza. W
celu namnozenia komorek, adherentne linie hodowano w butelkach o powierzchni 75 cm?i 25
cm? w odpowiednio 10 ml i 5 ml wlasciwej suplementowanej pozywki, do momentu
osiggniecia ok. 80 % konfluencji. Komorki przechowywano w inkubatorze w temperaturze
37°C i atmosferze 5 % COz. Pozywke wymieniano na $wiezg co 48 h, a w celu odklejenia
komorek od dna, hodowle przemywano sterylnym buforem PBS, a nastgpnie dodawano do
nich 2 ml roztworu trypsyny i inkubowano 5 minut w 37°C. Po inkubacji calosc
inaktywowano poprzez dodanie 4 ml suplementowanej pozywki, a komoérki wirowano przez 3
minuty przy 1500 rpm w temperaturze pokojowej. Supernatant zlewano, a osad zawieszano w
Swiezej pozywce 1 przenoszono do nowego naczynia hodowlanego. Liczbe komorek liczono
przy uzyciu automatycznego licznika Luna II (Logos Biosystems). Po zakonczeniu hodowli
komorki mrozono w odczynniku Cryo-SFM 1 przechowywano w ciekltym azocie. W
przypadku eksperymentéw wykonywanych na plytkach komorki wysiewano wedlug tabeli

numer 8.

Tabela 8. Liczba komérek wysiewanych na ptytki wielodotkowe.

Wielkos$¢ plytki Liczba komorek Objetos¢ pozywki
Plytka 96-dotkowa 1x10* 0,2 mi
Plytka 6-dotkowa 2x10° 2,5 ml

53



2.4.3. Sfery

Neurosfery z linii komorkowych GBM hodowano zgodnie z protokotem
opracowanym przez Vinci i wspotpracownikow [241]. Komorki wysiewano na ptytkach 6-
dotkowych w liczbue podanej w tabeli numer 8, w specjalnie przygotowanym medium do
neurosfer, ktorego sktad zawarty zostat w tabeli numer 9. Pozywke przed samym uzyciem
suplementowano dodatkowo 0,7 ul EGF/1 ml i 0,7 pl FGF/Iml. Pasaz przeprowadzano w
momencie osiggni¢cia przez neurosfery wielkosci powyzej 200 um z uzyciem akutazy (2 ml
na komorki zebrane z catej plytki 6-dotkowej), inkubacje prowadzano w 37°C przez 10 min,
nastepnie wirowano przez 3 min w 300 rcf, zlewano supernatant, a komoérki przenoszono do
swiezej pozywki.

Tabela 9. Sktadniki pozywki do hodowli neurosfer.

Ilos¢é (na 50 ml
Nazwa (producent oraz numer katalogowy) gotowej pozywki)
DMEM F12 (ThermoFisher Scientific, 11320033) 48 ml
B27 (ThermoFisher Scientific, 17504044) 1ml
N2 (ThermoFisher Scientific, 17502048) 500 pl
Rozwtor penicyliny/streptomycyny 100x ((ThermoFisher Scientific, 500 ul
10378016)

2.5. Tkanki glejaka pobrane od pacjentéow oraz probki zdrowego mozgu

Tkanki GBM uzyskano z Katedry i Kliniki Neurochirurgii i Neurotraumatologii na
Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu i Kliniki Neurochirurgii w Wielospecjalistycznym
Szpitalu Miejskim im. J. Strusia w Poznaniu. Przed zebraniem tkanek uzyskano zgode
Komisji Bioetycznej Rady Naukowej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (nr zgody
534/18) oraz zgodg¢ pacjentow. Pobrane podczas resekcji fragmenty guza zostaly umieszczone
w specjalnym buforze do przechowywania tkanek (MACS® Tissue Storage Solution), a
nastepnie w ciggu kilku godzin przewiezione do laboratorium i1 zamrozone poprzez
zanurzenie w cieklym azocie. Tak przygotowane probki byly nastgpnie opisane i
przechowywane w -80°C. Zgromadzone probki zostaly uzyte do izolacji RNA, ktory
wykorzystano w sekwencjonowaniu RNA, a takze dalszych analizach. Stezenie oraz jakos¢
RNA zostalo zmierzone za pomocg urzadzenia Bioanalyzer 2100 firmy Agilent Technologies,
dzigki czemu dla kazdej probki ustalony zostal wspolczynnik RIN (ang. RNA Integrity

Number). Tabela numer 10 podsumowuje informacje z zebranych fragmentow guzéw GBM, a

54



tabela numer 11 charakteryzuje probki zdrowego mozgu, ktore byly mieszaning catkowitego

RNA.

Tabela 10. Charakterystyka zgromadzonych prébek GBM pobranych od pacjentow.

Nazwa
probki

P01
P02
P03
P04
P05
P06
P07
P08
P09
P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
R1
R2
R3

Pleé

Mezczyzna
Kobieta
Kobieta
Kobieta

Megzczyzna

Mezczyzna
Kobieta

Mezczyzna
Kobieta

Megzczyzna

Megzczyzna

Megzczyzna

Mezczyzna

Mezczyzna
Kobieta

Mezczyzna

Mezczyzna
Kobieta

Mezczyzna

Mezczyzna
Kobieta
Kobieta
Kobieta
Kobieta

Mezczyzna

Mezczyzna

Wiek

59
58
56
65
63
61
58
61
63
52
62
67
49
60
70
83
64
74
68
65
68

58
52
49
47

Lokalizacja guza
(potkula)

Zakres resekcji

Afazja  Prawa Lewa Obie Zupelna Czesciowa

Symptomy
Bol
glowy
X
X
X
X
X X
X X
X
X
X X
X
X
X

Brak informacji

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

Brak informacji

Brak informacji

X
X

X| X| X X| X| X| X X

X

X

Wartos¢

RIN

8,1
9
9,2
9,9
9,4
8,8
8,2
7,6
8,7
8,8
8,4
8,5
8,6
7,8
7,8
9,3
7,6
8,5
8,2
7,4
8,6
8,4
8
7,5
8,9
7,7
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Tabela 11. Charakterystyka probek RNA ze zdrowego mozgu.

Ka talﬁ ucr)ner oraz Liczba Warto$¢é
Nazwa Producent gowy probek RIN
LOT
First Choice Human Brain . AM6050,
Reference RNA Ambion LOT 1204014 23 91
FirstChoice® Human Brain Ambion 6051, 12 9
Reference Total RNA LOT 105P055201A
. 636530,
Human Brain Total RNA Clontech LOT 1812054 3 8,2
. 636530,
Human Brain Total RNA Takara LOT 1602002 3 8,8

2.6. Sekwencjonowanie RNA tkanek GBM oraz roznicowa analiza ekspresji
CircRNA

Przygotowanie bibliotek oraz sekwencjonowanie RNA wykonane zostalo przez
jednostke Max Delbriick Center w Berlinie wedlug protokotu producenta (Illumina,
20020594). Podczas przygotowania bibliotek, RNA zostal poddany rybodeplecji, a
sekwencjonowanie wykonano z uzyciem platformy HiSeq 4000 firmy Illumina w technologii
krotkich odczytow sparowanych (ang. Paired-end reads) o dlugosci 150 nukleotydow.
Sekwencjonowaniu poddano 26 probek RNA z fragmentéw guzoéw pobranych od pacjentow
chorych na GBM (guzy pierwotne n=24, guzy wtérne n=3) oraz 4 probki ztozone z
mieszaniny RNA wyizolowanego ze zdrowych mozgoéw (n=41), ktére postuzyly jako
kontrola. Odczyty przyrownane zostaly do genomu ludzkiego GRCh37 v30 uzyskanego z
bazy danych Gencode. Do identyfikacji kolistych RNA uzyto narzgdzia CIRI w wersji 2.0.6 i
circMeta R, a réznicowa analiza ekspresji zostala wykonana za pomocg oprogramowania
EdgeR [242,243]. Zastosowanymi kryteriami odcigcia byty krotno$¢ zmiany FC > 2 (ang. Fold
change) i wykrycie obecnosci circRNA w co najmniej 50 % analizowanych probek.
Ostateczna identyfikacja wykrytych circRNA zostala przeprowadzona z wykorzystaniem

bazy danych circBase [118].
2.6.1. Roéznicowa analiza ekspresji transkryptow bialek wigzacych RNA

W celu identyfikacji transkryptow biatek wigzacych RNA o zmienionym profilu
ekspresji w GBM, odczyty z sekwencjonowania RNA zostaly zmapowane do ludzkiego
genomu (GRCh37 v30 od Gencode) za pomocg narzedzia Burrows-Wheeler Aligner [244].

Roéznicowa analiza ekspresji przeprowadzona zostata przy uzyciu testu glmQLFTest z pakietu
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edgeR [243]. RBP zostaly wybrane sposrod gendéw o zmienionym poziomie ekspresji na

podstawie listy RBP uzyskanej od Gerstberger i wspolpracownikow [245].

2.6.2. Korelacja poziomu ekspresji transkryptéow bialek wiazacych RNA i

kolistych RNA posiadajacych potencjalne miejsca wiagzania

W celu identyfikacji potencjalnych miejsc wigzania RBP z deregulowanymi w GBM
circRNA, na poczatku sekwencje kolistych RNA zostaly wyodrebnione za pomocg narzedzia
FcircSEC a nastgpnie przeprowadzono analize¢ miejsc wigzania (k-meréw) miedzy circRNA o
zmienionym i niezmienionym profilu ekspresji [246]. Analiza k-merow (k=6) zostata
wykonana za  pomocg  funkcji  kmer compare z  pakietu  FeatureReachR
(https://github.com/TaliaferroLab/FeatureReachR). W kolejnym kroku 6-mery wzbogacone w
deregulowanych circRNA zmapowano do miejsc wigzania RBP ustalonych na podstawie
danych eCLIP (ang. Enhanced Crosslinking Immunoprecipitation) lub danych z RBNS (ang.
RNA Bind-n-Seq) uzywajac funkcji estimate motif from_kmer z pakietu FeatureReachR
[247,248]. Analiza zostala nastepnie powtorzona dla regiondéw flankujacych circRNA (o

dhugosci 1000 nt).
2.6.3. Stratyfikacja prob GBM w oparciu o ekspresje bialek wiazacych RNA

Analiza stratyfikacji probek GBM, zgodnie ze zmianami w poziomach ekspresji
transkryptow RBP, przeprowadzona zostata przy uzyciu procedury CircIMPACT [249]. W
pierwszym kroku wybrano podzbiér RBP zdolnych do klasyfikacji probek GBM na dwie
grupy w zalezno$ci od ich ekspresji, bez istotnego zwiazku ze znanymi molekularnymi
podtypami GBM (test ¥, wartos¢ p p> 0,01). Nastepnie przeprowadzono klastrowanie
pacjentOow w nowe podgrupy powigzane wspolnym wzorcem ekspresji RBP. W koncowym
etapie przetestowano, ktore RBP wykazuja istotne zmiany ekspresji migdzy wczesniej

zdefiniowanymi klastrami (test ANOVA jednoczynnikowy, wartosci p < 0,05).
2.7. Izolacja calkowitego RNA oraz DNAzowanie

Izolacja catkowitego RNA z tkanek pacjentow z GBM, z linii komérkowych oraz
neurosfer zostata przeprowadzona przy uzyciu odczynnika Trizol Reagent (Invitrogen)
zgodnie z protokotem producenta. Komorki przemywano buforem PBS, a nastgpnie do kazdej
probki dodawano 500 pl Trizolu i inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowe;.
Tkanki GBM, ze wzgledu na ich rozmiar, wymagaly dodatkowego kroku homogenizacji

mechanicznej. Uzyskane lizaty przenoszono do probowek typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml,
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do ktorych dodawano 100 pl chloroformu i wytrzgsano przez 15 sekund. Po 10 minutowej
inkubacji wirowano przez 15 minut w 4°C przy 13000 rpm. Nastgpnie gorng frakcje
przenoszono do nowych probowek 0 pojemnosci 1,5 ml i dodawano ekwiwalentng ilo$¢
izopropanolu w celu wytragcenia RNA. Probki inkubowano przez 15 minut w -20 °C i
wirowano przy 13000 rpm w temperaturze 4 °C. Supernatant usuwano, a uzyskany osad
przemywano 1 ml zimnego 80 % etanolu i krétko worteksowano. Probki wirowano przez 8
minut przy 7000 rcf w temperaturze 4°C. Osad osuszano w temperaturze pokojowej i
zawieszano w 20 pul sterylnej wody. Stezenie wyekstrahowanego RNA mierzono
spektrofotometrem NanoDrop 2000, a jego jako$¢ ustalano za pomoca elektroforezy w zelu

agarozowym.

Probki RNA przeznaczone do dalszych analiz poddawano trawieniu DNazg I za
pomoca zestawu DNA-free™ (ThermoFischer Scientific) zgodnie z opisem dotaczonym
przez producenta. W celu sekwencjonowania RNA, integralno§¢ RNA zweryfikowano przy
uzyciu analizatora Agilent Bioanalyzer 2100. RNA wyekstrahowany z tkanek pacjentow z
GBM o wartosci RIN co najmniej 7 zostaly uzyte do przygotowania bibliotek i analizy RNA-
seq, a takze do analizy gPCR (ang. Quantitative Polymerase Chain Reaction) w celach

walidacyjnych.
2.8. Rozdzial elektroforetyczny kwasow nukleinowych w Zelu agarozowym

Rozdzial elektroforetyczny kwasow nukleinowych prowadzono w 1,2 - 1,5 % zelach
agarozowych z dodatkiem SYBR™ Safe firmy ThermoFischer Scientific. W skrocie
odpowiednig ilo$¢ agarozy rozpuszczano w buforze TBE, a nastgpnie podgrzewano do
momentu réwnomiernego rozpuszczenia agarozy. Do przestudzonej mieszaniny dodawano
SYBR™ Safe w stezeniu 0,5 ug/ml. Do probek zawierajacych DNA/RNA dodawano
obcigzacz, a rozdzial prowadzono przez godzing w buforze TBE, przy napieciu 5V/cm. Do
oznaczania dlugosci fragmentéw kwasoéw nukleinowych uzywano markeréw wielkosci 100 1
1000 pz (ThermoFischer Scientific). Produkty rozdziatu wizualizowano poprzez fluorescencje

system dokumentacji zeli G-BOX CHEMI XRS5 firmy Syngene.
2.9. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono przy uzyciu gotowego zestawu
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) zgodnie z protokotem producenta.
Matryca do reakcji odwrotnej transkrypcji byt catkowity RNA izolowany ze wszystkich
wymienionych typow hodowli oraz tkanek GBM w ilosci 500 ng/probke. Sktad mieszaniny
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reakcyjnej i kolejne etapy reakcji przedstawiono w tabeli numer 12. Produkty odwrotnej
transkrypcji - komplementarny DNA (cDNA) - przechowywano w -20°C i
wykorzystywanego jako matryce w reakcji qPCR.

Tabela 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji odwrotnej transkrypcji.

Etap Skladnik Hosé Warunki
Matryca (RNA) 500 ng Inkubacja 10
| Starter (random hexamer primer) — Il minut w 65°C,
600pmol/ ul schtodzenie na
Woda Do 13 ul lodzie
Bufor 5x 4 ul Inkubacja 10
I Inhibitory RNaz 40U/ pul 0,5 ul minut w 25°C,
Odwrotna transkryptaza 20U/ul 0,5 ul nastepnie 60
Miks deoksynukleotydow 10 mM 2 ul minut w 50°C

Inkubacja 5

Inaktywacja - ) minut w 85°C

2.10. Reakcja poliadenylacji oraz micro-RT

Reakcji poliadenylacji poddawany zostat RNA, w ktorym oceniano nastgpnie poziom
ekspresji mMiRNA. W tym celu uzyto gotowego zestawu miRNA 1st-Strand cDNA Synthesis
Kit (Agilent Technologies) stosujac si¢ do protokotu producenta. Mieszaning reakcyjng
sktadajacg si¢ z 4 pl 5x poly A polymerase buffer, 1 pul rATP (10mM), 0,5 ul E. coli poly A
polymerase oraz 500 ng RNA dopetniono do 10 ul sterylng woda, a nastgpnie inkubowano w
37°C przez 30 minut i w 95°C przez 5 minut i przeniesiono na 16d. Tak przygotowany RNA
stanowil matryce dla reakcji micro-RT, ktéra przeprowadzono z uzyciem gotowego zestawu
odczynnikow miRNA 1st-Strand cDNA Synthesis Kit (Aglient Technologies). W probowce
zmieszano 1 pl 10x AffinityScript RT buffer, 0,4 pl ANTP mix (100mM), 0,5 ul RT adapter
primer (10uM), 0,5 pl AffinityScript RT/RNase Block enzyme mixture, 3,6 ul sterylnej wody
oraz 2 pl wcezesniej przygotowanego poliadenylowanego RNA. Mieszaning poddano serii
nastepujacych po sobie inkubacji: 5 min w 55°C, 15 min w 25°C, 30 min w 42°C, 5 min w
95°C. Na koniec proby przeniesiono na 16d 1 dodano do kazdej z nich 130 pl sterylnej wody.

2.11. Trawienie calkowitego RNA rybonukleaza R i lancuchowa reakcja polimerazy

W celu potwierdzenia kowalencyjnie zamknietej struktury wybranych circRNA, 2 pg
catkowitego RNA zostato strawione przez dodanie 4U rybonukleazy R (Lucigen, RNR07250)
1 inkubacje w temperaturze 37°C przez 10 minut. Nastepnie rybonukleaz¢ inaktywowano

przez inkubacje w temperaturze 65°C przez 20 minut. Tak otrzymany strawiony RNA
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oczyszczano za pomocg kolumn NucAway Spin (Invitrogen, AMI10070) zgodnie z
protokotem dostarczonym przez producenta. Oczyszczony i strawiony RNA postuzyt jako
matryca do odwrotnej transkrypcji, a otrzymany w ten sposob cDNA zostal uzyty do
przeprowadzenia reakcji PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) z wykorzystaniem starterow
specyficznych dla wybranych transkryptow liniowych i Kkolistych. Warunki oraz sktad
mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli numer 13 i 14. Deplecj¢ liniowej formy
transkryptu oraz obecno$¢ circRNA potwierdzono analizujac produkty PCR na zelu

agarozowym.

Tabela 13. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR.

Skladnik Ilos¢
GoTaq G2 Master Mix, 2x 25 ul
Starter F (10 uM) 5ul
Starter R (10 uM) S5ul
Matryca cDNA 50-100 ng
H20 Do 50 pl

Tabela 14. Warunki reakcji PCR.

Etap Temperatura Czas Liczba powtérzen
Denaturacja wstgpna 95°C 3 minuty 1
Denaturacja 95°C 30 sekund
Przytaczanie starterow 60 °C 30 sekund 35-40
Elongacja 72 °C 1 minuta/1000 par zasad
Koncowa elongacja 72 °C 72 °C 1
Chlodzenie 4°C o0 1

2.12. Frakcjonowanie

Komoérki GBM w liczbie 5 x 1076 przemyto buforem PBS, a nastgpnie zwirowano
przy 200 rcf przez 5 minut. Osad komérkowy poddano 5-minutowej lizie przy uzyciu buforu
sktadajacego si¢ z 10 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NacCl, 0.15 % i 20 U/ml inhibitoréw RNaz.
Lizat naktadano na wierzch buforu sacharozy sktadajacego si¢ z 10 mM Tris, pH 7.4, 150
mM NaCl, 24 % sacharozy i 20 U/ml inhibitorow RNaz. Nastepnie cato§¢ wirowano przy
3500 rcf przez 10 minut. Supernatant zawierajacy frakcj¢ cytoplazmatyczng przenoszono do
nowej probowki i wirowano przy 14000 rcf przez minute w celu oczyszczenia, a osad
zawierajacy frakcje jadrowa przeptukiwano zimnym buforem PBS-EDTA i wirowano przez 5
sekund przy 3500 rcf. Frakcja jadrowa zostala nastgpnie przeptukana przez strzykawke

insulinowa z igla 21G w celu jej rozpuszczenia. Wszystkie wirowania odbywaty sie w
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temperaturze 4°C, a catg procedure wykonywano na lodzie. Z frakcji cytoplazmatycznej oraz
jadrowej izolowano RNA. Czystos¢ oby frakcji potwierdzano z wykorzystaniem
odpowiednich markeréw cytoplazmatycznych i1 jadrowych. Tak przygotowany materiat

poddawano nastepnie analizie qPCR.
2.13. Transfekcja za pomoca siRNA

Wybrane eksperymenty przeprowadzone na liniach komorkowych i sferoidach
wymagaty obnizenia poziomu ekspresji poszczegdlnych transkryptow za pomoca krotkich
interferujacych RNA — siRNA (ang. Short Intergering RNA). Sekwencje zaprojektowanych
siRNA zostaly przedstawione w tabeli numer 15. W przypadku obnizania ekspresji
transkryptow liniowych uzyto gotowych siRNA z firmy Sigma Aldrich (ATXNIO -

SASI_Hs01_00149923, FAM188A - SASI_Hs01_0011-0292, EIF4AA3 — AM16704).

Tabela 15. Sekwencje siRNA.

Nazwa

Sekwencja siRNA (5°23’)

siRNA kontrolne circATXN10 (scrambled)
ni¢ sensowna

AUUAAAUGUCGUUGGGAUCGC [dTdT]

SiRNA kontrolne circATXN10 (scrambled)
ni¢ antysensowna

GCGAUCCCAACGACAUUUAAU [dTdT]

SiIRNA.1 circATXN10 ni¢ sensowna

AACCAAGACAAGCUUUUCGCU [dTdT]

SIRNA.1 circATXN10 ni¢ antysensowna

GAUAACCAAGACAAGCUUUUC [dTdT]

siRNA.2 circATXN10 ni¢ sensowna

AGAUAACCAAGACAAGCUUUU [dTdT]

siRNA.2 circATXN10 ni¢ antysensowna

AAAAGCUUGUCUUGGUUAUCU [dTdT]

siRNA.3 circATXN10 ni¢ sensowna

ACAAGCUUUUCGCUGUGGCCU [dT][dT]

siRNA.3 circATXN10 ni¢ antysensowna

AGGCCACAGCGAAAAGCUUGU [dT][dT]

siRNA.1 circFAM188A ni¢ sensowna

AGAUACUGUAAGGGUUUGUGU [dTdT]

siRNA.1 circFAM188A ni¢ antysensowna

ACACAAACCCUUACAGUAUCU [dTdT]

siRNA.1 circFAM188A ni¢ sensowna

GAUACUGUAAGGGUUUGUGUU [dTdT]

siRNA.1 circFAM188A ni¢ antysensowna

AACACAAACCCUUACAGUAUC [dTdT]

siRNA.1 circFAM188A ni¢ sensowna

AGAUACUGUAAGGGUUUGUGU [dTdT]

siRNA.1 circFAM188A ni¢ antysensowna

ACACAAACCCUUACAGUAUCU [dTdT]

siRNA kontrolne circFAM188A (scrambled)
ni¢ sensowna

UACACUACAUAACAGAUAACC [dTdT]

SiRNA kontrolne circFAM188A (scrambled)
ni¢ antysensowna

GGUUAUCUGUUAUGUAGUGUA [dTdT]

W celu dostarczenia siRNA do komorek, zastosowano transfekcje z wykorzystaniem

odczynnika na bazie poliamin - siPORT™ Amine Transfection Agent (ThermoFisher
Scientific, AM4502) zgodnie z protokotem producenta. Komoérki wysiewano 24 h przed

transfekcjg na ptytki 6-dotkowe lub 96-dotkowe zgodnie z warunkami podanymi w tabelki
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numer 8. Jako kontroli transfekcji uzywano kontrolnego siRNA (scr — scrambled), ktory
podawany byt w tym samym stezeniu co wlasciwe siRNA. Transfekcj¢ przeprowadzano przy
konfluencji komoérek wynoszacej 80-90 %. Komorki przemywano buforem PBS i dodawano
do nich niesuplementowane medium w ilosci zredukowanej o objetos¢ mieszaniny
transfekcyjnej. Koncowe stezenie siRNA wynosito 25 nM oraz 50 nM. Pierwszym krokiem
przygotowania mieszaniny transfekcyjnej byto potaczenie siPORT Amine Transfection Agent
oraz Opti-MEM | Reduced Serum Medium (ThermoFisher Scientific, 11520386) w jednej
probowce oraz odpowiedniej ilosci siRNA z Opti-MEM w drugiej probowce. Obie
mieszaniny inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie taczono i powtornie

inkubowano 10 min. Doktadny sktad mieszanin przestawiono w tabeli numer 16.

Tabela 16. Sktad mieszanin transfekcyjnych.

Mieszanina I
Skladnik Plytka 6-doltkowa Plytka 96-dotkowa
Opti-MEM 95 uL 9,7 uL
SiPORT 5ulL 0,3 uL
Mieszanina Il
Skladnik Plytka 6-doltkowa Plytka 96-dotkowa
Opti-MEM 98,75 ul 97,5 ul 9,875 ul 9,75 ul
Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
. koncowe koncowe koncowe koncowe
SIRNA (50 uM) 25 nM 50 nM 25 nM 50 nM
1,25 uL 2,5 ulL 0,125 pL 0,25 uL.

Po inkubacji mieszaning podawano na dotki ptytek hodowlanych, a komorki zbierano
po 48 godzinach od momentu przeprowadzenia transfekcji w celu izolacji RNA lub biatek, a

takze w celu przeprowadzenia eksperymentow funkcjonalnych.
2.14. Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (ang. Quantitative Polymerase Chain Reaction)
przeprowadzona zostata w celu analizy ilosSciowej RNA dla wybranych transkryptow. Jako
matrycy uzywano cDNA uzyskanego w reakcji odwrotnej tranksrypcji, a analize iloSciowa
wzgledem genow referencyjnych (HPRT dla transkryptow kolistych i liniowych oraz r18S dla
miRNA) przeprowadzono metoda kwantyfikacji wzglgednej (metoda AACY).

Kazda probka analizowana byla w tryplikacie w termocyklerze CFX Conncet (Bio-

Rad). Mieszaning reakcyjng przygotowywano z uzyciem odczynnkow LightCycler® 480
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SYBR Green | Master (Roche), a jej sktad oraz warunki rekacji przestawiono w tabeli numer
171 18.

Krzywe standardowe dla kazdej pary starterow uzyskano poprzez amplifikacje serii
rozcienczen cDNA (x1, x2, x4, x8, x16, x32), a optymalng temperatur¢ dla przylaczania
starterow do matrycy ustalano za pomocg zastosowania gradientu temperaturowego. Jako$¢
uzyskanych produktow PCR sprawdzono poprzez analiz¢ krzywych topnienia oraz za pomocg

elektroforezy w zelu agarozowym.

Tabela 17. Sktad mieszaniny reakcyjnej reakcji qPCR.

Skladnik llosé

LightCycler® 480 SYBR Green I Master 5ul
Starter Forward (5 uM) 1 ul

Starter Reverse (5 uM) 1wl

Woda 2 ul

Matryca cDNA 1 ul

Tabela 18. Warunki reakcji gPCR.

Etap Temperatura Czas Liczba powtérzen
Denaturacja wstgpna 95°C 10 minut 1
Denaturacja 95°C 15 sekund
Przytaczanie starterow 55-65 °C 30 sekund 40
Elongacja 72°C 30 sekund
Koncowa elongacja 72°C 2 minuty 1
95°C 1 min
Oznaczanie krzywej 50°C 30s 1
topnienia 55-95°C 0,1°C/s
95°C 30s
Chtodzenie 4°C 00 1

2.15. Test zablizniania rany

Komoérki poddawano testowi zabliZzniania rany w celu oceny potencjalu migracyjnego
po obnizeniu poziomu ekspresji wybranych transkryptow. Po 48 godzinach po transfekcji
pozywke na plytkach hodowlanych wymieniano na $wiezg. Za pomocg koncowki do pipet o
pojemnosci 200 uL wykonywano rys¢ na $rodku dotka ptytki 6-dotkowej. Co 24 godziny
wykonywano zdjecia dotkdéw, do momentu zaros$nigcia rysy w dotku, w ktorym komorki
transfekowane byly siRNA kontrolnym. Dane analizowane byly za pomoca oprogramowania
TScratch.
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2.16. Test formowania sfery

Steroidy pochodzace z komérek GBM po transfekcji siRNA na plytce 96-dotkowe;j
oceniano pod wzgledem ich potencjalu inwazyjnego. Po 48 godzinach od transfekcji
zmieniano pozywke na §wiezg (niesuplementowang), a Matrigel® (Corning Cat. No. 356234)
rozcienczano do st¢zenia koncowego 2,8 mg/mL i podawano na wierzch pozywki. Nastepnie
ptytke inkubowano w 37°C przez 30 minut, aby spolimeryzowa¢ Matrigel®. Po inkubacji
dodawano 50 pL suplementowanej pozywki na wierzch kazdego dotka, a ptytke¢ umieszczano
w inkubatorze. Inwazj¢ komoérek monitorowano przez 192 godziny, wykonujac co 24 godziny

zdjecia pod mikroskopem $wietlnym.
2.17. Monitorowanie tempa migracji

Komorki poddano monitorowaniu tempa migracji po obnizeniu poziomu ekspresji
wybranych transkryptéw za pomocg systemu xCELLigence przy uzyciu aparatu RTCA DP
(Agilent). Eksperyment przeprowadzono na 16-dotkowych ptytkach, w ktorych do dolnej
cze$ci dodano pozywke hodowlang z dodatkiem FBS pehigcej funkcje chemoatraktantu. Do
gornej czesci plytki dodano pozywke niesuplementowang | W pierwszym etapie zmierzono
warto$¢ oporu elektrycznego tta. Nastgpnie w gornej komorze kazdej studzienki wysiano 10
tys. komorek U251-MG oraz U138-MG transfekowanych wczes$niej siRNA. Plytk¢ CIM
umieszczono w aparacie RTCA DP i przez 36 godzin rejestrowano poziom oporu

elektrycznego w odstepach 15-minutowych.
2.18. Analiza dystrybucji komérek w cyklu komérkowym

W celu okreslenia dystrybucji komorek w cyklu komorkowym wykorzystano metode
cytometrii przeptywowej z barwieniem komorek jodkiem propidyny za pomoca gotowego
zestawu Guava® Cell Cycle Reagent (Luminex, 4500-0220) wedlug protokotu dostarczonego
przez producenta. Komorki GBM, 48 h po transfekcji sSiRNA, zbierano, przemywano
dwukrotnie zimnym buforem PBS, a nastepnie utrwalano przez dodawanie 800 pl zimnego
etanolu 70 % przy jednoczesnym worteksowaniu probek. Nastgpnie probki inkubowano przez
minimum 12 godzin w —20°C. Nastepnego dnia komorki wirowano przez 5 minut przy 450
rcf w temperaturze 4°C. Supernatant zlewano, a komoérki przemywano zimnym buforem PBS
1 powtdrnie wirowano. Po usunieciu supernatantu dodawano 200 pL reagenta zawierajacego
jodek propidyny i inkubowano 30 minut w temperaturze pokojowej w ciemni. Oceng
zywotnosci komorek przy uzyciu jodku propidyny przeprowadzano z wykorzystaniem

cytometru przeptywowego Luminex Guava Muse Cell Analyzer.
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2.19. Indukcja przejscia nablonkowo-mezenchymalnego za pomoca TGFp

Komérki wysiane na ptytke 6-dotkowg traktowano transformujgcym czynnikiem
wzrostu beta — TGFB o koncowym stezeniu 5ng/ml, w standardowych warunkach hodowli.
Komorki zbierano co 24 godziny, izolowano RNA, ktére poddawano analizie RT-gPCR z
uwzglednieniem potwierdzenia zmiany fenotypu komodrek z nabtonkowego na

mezenchymalny za pomoca odpowiednich markerow.
2.20. Indukcja hipoksji

Komorki GBM poddawane byty warunkom niedoboru tlenu przez 5 dni w inkubatorze
z zawarto$cig tlenu wynoszacg 1 %, w celu indukcji hipoksji. Rownoczes$nie jako kontrole, w
standardowych warunkach, hodowano ten sam pasaz komoérek. Nastepnie z obu hodowli
izolowano RNA, ktére poddawano nastepnie analizie qPCR, z uwzglednieniem potwierdzenia

wystapienia hipoksji za pomocg odpowiednich markerow hipoksyjnych.

2.21. Przygotowanie Kkonstruktéw do podwyzszenia poziomu ekspresji Kkolistej

formy ATXN10 i FAM188A w liniach komoérkowych

W celu przygotowania wektora do podwyzszenia poziomu ekspresji poszczegdlnych
circRNA w liniach komérkowych wykorzystano gotowy zestaw In-Fusion® HD Cloning

(Takara Bio, 102518) i przeprowadzono reakcje zgodnie z instrukcja producenta.

W pierwszym kroku zlinearyzowano wektor pcDNA3.1(+) CircRNA Mini Vector
(Adgene, 60648) za pomocg reakcji Inverse PCR, w ktorej wykorzystano startery zawierajgce
dodatkowe 15 nukleotydow na koncu 5°, ktére byly komplementarne do obu koncow
insertow. W probowce wymieszano 12,25 pL. CloneAmp HiFi PCR Premix, 2,5 pL startera F
(5 uM), 2,5 uL startera R (5 uM), oraz 0,1 ng wektora, a catos¢ dopetniono do 25 pL sterylng
woda. Reakcje PCR prowadzono wedtug warunkoéw przedstawionych w tabeli numer 14.
Linearyzacje wektora potwierdzono za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym, a catos¢
oczyszczono poprzez inkubacje w 37 °C przez godzing z enzymem Dpnl, ktory strawit
kowalencyjnie zamknigte plazmidy. Nast¢pnie probki oczyszczono na kolumienkach za
pomoca gotowego zestawu (QIAquick PCR Purification Kit, 28104) zgodnie z instrukcja

dostarczong przez producenta.

W celu uzyskania insertow, bedacych pelng sekwencjg wybranych circRNA, w
proboéwce wymieszano 12,25 pl CloneAmp HiFi, 2,5 pL startera F (5 uM), 2,5 pL startera R
(5 uM,) 100 ng cDNA z linii komorkowej GBM, a cato§¢ dopelniono do 25 pL sterylng
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woda. Reakcje PCR przeprowadzono wedlug warunkow przedstawionych w tabeli 14.
Dhugos¢ oraz jako$¢ uzyskanych insertéw sprawdzono za pomoca elektroforezy w zelu
agarozowym, a cato$§¢ oczyszczono na kolumienkach za pomoca gotowego zestawu
(QIAquick PCR Purification Kit, 28104) zgodnie z instrukcjg dostarczong przez producenta.

Wszystkie startery uzyte w eksperymencie przedstawiono w tabeli numer 18.

Nastepnie stezenie produktow PCR (insertow) oraz zlinearyzowanego wektora
ustalono z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop. W celu przeprowadzenia
klonowania w probowce wymieszano 2 ul 5X In-Fusion HD Enzyme Premix, 70 ng
oczyszczonego insertu, 160 ng zlinearyzowanego wektora, a cato$¢ dopetniono do 10 ul
sterylng woda. Cato§¢ inkubowano 15 minut w 37°C, 15 minut w 50°C a nast¢pnie
schtodzono na lodzie. Jako kontroli negatywnej uzyto probki bez dodanego oczyszczonego
insertu. Tak przygotowany wektor uzywany byt do transformacji bakterii metoda szoku

cieplnego.

Tabela 19. Sekwencja starterow uzytych do przygotowanie konstruktow.

Nazwa Sekwencja startera (5°=23’)

Startery do linearyzacji wektora

CircATXN10.F GATAACCAAGACAAGGTAAGAAGCAAGGTTTC

Startery do linearyzacji wektora

GIrcATXNIOR GGCCACAGCGAAAAGCTGAAGTATAAAAAAAAAG

Startery do linearyzacji wektora

CircEAML88A.E CACTAAACACAAACCCTGAAGTATAAAAAAAAAG

Startery do linearyzacji wektora

CircEAM188A R TTAAGATACTGTAAGGTAAGAAGCAAGGTTTC

Insert circATXN10.F CTTTTCGCTGTGGCCTGCAGTTTTTAG

Insert circATXN10.R CTTGTCTTGGTTATCTTTATTCTTG
Insert circFAM188A.F GGTTTGTGTTTAGTGAATCAG
Insert circFAM188A.R CTTACAGTATCTTAAAGCTTCC

2.22. Transformacja bakterii metoda szoku cieplnego

Do 100 ul zawiesiny bakterii kompetentnych E. coli (Promega, JM109) dodano 10 ng
wektora z odpowiednim konstruktem, inkubowano przez 30 minut na lodzie, a nast¢pnie 90
sekund w 42°C. Probki schtodzono, a nastgpnie dodano do 200 ul pozywki LB. Potowg probki
nanoszono na ptytki Petriego ze stala pozywka LB zawierajaca ampicyling w stezeniu 50

pug/ml i umieszczono w inkubatorze w temperaturze 37°C na 16 godzin.
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2.23. PCR kolonijny

PCR kolonijny przeprowadzono w celu identyfikacji rekombinowanych plazmidow i
potwierdzenia prawidlowo$ci przeprowadzonej transformacji bakterii. Koncowki do pipet o
pojemnosci 200 ul zanurzano w pojedynczych koloniach bakteryjnych, a nastepnie tak
pobrane fragmenty kolonii zawieszano w 50 ul sterylnej wody, a proboéwki poddawano
denaturacji w 95°C przez 10 minut. Nastgpnie wirowano przez 5 min przy 12 000 rpm, a
supernatant wykorzystywano jako matryce do reakcji PCR. W probéwce wymieszano: 5 ul
2xMyTag Red Mix (Meridian Bioscience, BIO-25043), 1 ul startera F (5 uM), 1 ul startera R
(5 uM) oraz 4 ul wczesniej przygotowanej matrycy. Reakcje przeprowadzano wedlug
warunkéw przedstawionych w tabeli numer 14. Identyfikacji produktéw PCR dokonywano za

pomocy elektroforezy w zelu agarozowym.
2.24. lzolacja plazmidéw w duzej skali

W celu namnozenia plazmidu z konstruktem, pojedyncze kolonie transformowanych
bakterii przenoszono do 10 ml pozywki LB zawierajacej antybiotyk selekcyjny (ampicylina —
50 pg/ml pozywki). Po 16 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C z wytrzasaniem przy
250 rpm przenoszono 1 ml hodowli do kolby hodowlanej zawierajacej 100 ml pozywki LB z
amplicyling. Hodowle bakterii prowadzono do momentu osiggnigcia gesto$ci optycznej
ODeoo=1,5. Nastepnie calos¢ wirowano przez 10 minut w 4°C przy 4000 rpm, a izolacje
plazmidow wykonano z uzyciem gotowego zestawu HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Qiagen,
12643) zgodnie z instrukcja producenta. Pomiaru wyizolowanego DNA wykonano z
wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop 2000 przy diugosci fali A260 nm. Jako$¢
wyizolowanego plazmidu oceniano za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym, a probki

przechowywano w -20°C.
2.25. Transfekcja komérek plazmidem

W celu dostarczenia plazmidow z konstruktem do nadekspresji circRNA do komorek,
zastosowano transfekcje z wykorzystaniem Lipofektaminy 2000 (ThermoFisher Scientific,
11668019) zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta. Komoérki wysiewano 24 h
przed transfekcja na plytki 6-dotkowe, a w dniu transfekcji zmieniano pozywke na
niesuplementowang. Komorki transfekowano plazmidem o stezeniu 1 ug oraz 3 ug. W jednej
probéwce wymieszano 6,5 ul Lipofektaminy z 243,5 ul Opti-MEM, a w drugiej
przygotowywano mieszaning plazmidu o odpowiednim stezeniu z pozywka Opti-MEM. Po 10

minutach inkubacji w temperaturze pokojowej laczono mieszaning lipofektaminy z
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mieszaning plazmidu i ponownie inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Tak
przygotowany miks reakcyjny dodawano do hodowli komoérkowej (500 upl/dotek). Jako
kontroli uzywano pustego plazmidu, a komorki hodowano przez 48 godzin, po czym zbierano

je w celu izolacji RNA lub biatka.
2.26. Sekwencjonowanie DNA metodg Sangera

W celu walidacji circRNA (poprzez identyfikacj¢ miejsca BSJ) oraz w celu
potwierdzenia prawidtowosci przygotowania konstruktow do nadekspresji circRNA,
przygotowywano probowki zawierajace 4,5 pul startera (10 pM), 450 ng DNA
plazmidowego/100 ng produktu PCR uzupekione do 15 pl sterylng wodg. Sekwencjonowanie
przeprowadzalo Laboratorium Technik Biologii Molekularnej na Wydziale Biologiit UAM w

Poznaniu. Otrzymane wyniki analizowano w programie SnapGene.
2.27. Analiza Western Blot (WB)

W celu identyfikacji biatek za pomoca techniki immunoblotingu, zebrane komorki
przemywano buforem PBS, a nastepnie wirowano 3 minuty przy 1500 rpm. Po usunigciu
supernatantu osad zawieszano w 500 ul buforu 10mM Tris-HCI pH 7,5 suplementowanego
inhibitorami proteaz i poddawano sonikacji na lodzie: 3x10 sekund z 20-sekundowymi
przerwami przy amplitudzie 75 %. Nastgpnie probki wirowano 10 minut przy 10000 rpm w
4°C, przenoszono supernatant do nowej probowki typu eppendorf. Stezenie biatka mierzono

kolorymetrycznie za pomoca metody BCA.

Na zel poliakrylamidowy naktadano od 5 do 10 pg biatka (w zalezno$ci od uzywanego
przeciwciala). Kazda probka byta najpierw laczona z buforem obcigzajagcym, a nastepnie
poddawana denaturacji w 95°C przez 10 minut. Do rozdzielania biatek uzywano 10 % i 12 %

zeli poliakrylamidowych, ktérych sktad przedstawiony zostat w tabeli numer 20.

Tabela 20. Sktad zeli poliakrylamidowych do rozdziatu elektroforetycznego biatek.

Procentowos¢
Nazwa skladnika 10 % 12 % Zel zageszczajacy

Tris-HCI 1M pH 8,8 3,75 ml 3,75 ml 0,62 ml
Akrylamid/Bis-akrylamid, 37,5:1, 30 % 3,35 ml 4 ml 0,85 ml
H.0 2,85 ml 2,2 ml 3,5ml

SDS 20 % 50 ul 50 ul 25 ul

APS 10 % 75 ul 75 ul 75 ul

Temed 7,5 ul 7,5 ul 7,5 ul
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Rozdziat elektroforetyczny bialek w zelu poliakrylamidowym prowadzano w
temperaturze pokojowej przy napigciu 250 V i natezeniu pradu 40 mA w buforze do rozdziatu
biatek przez ok. 2 godziny. Wielko$¢ bialka oznaczano na podstawie rozdziatu markera
PageRuler Plus. Po rozdziale biatka transferowane byly na membrang¢ PVDF w buforze do
transferu przez 45-60 min (w zaleznosci od wielko$ci biatka) w temperaturze 4°C przy stalym
natgzeniu 130 mA. Nastepnie membrang przeptukiwano 3x5 min. w buforze do plukania i
blokowano przez godzing w 5 % roztworze mleka w TBST w temperaturze pokojowej na
wytrzgsarce. Nastepnie membran¢ inkubowano z odpowiednim przeciwciatem
monoklonalnym rozcienczonym w 5 % roztworze mleka w TBST (rozcienczenie kazdego
przeciwciala ustalano eksperymentalnie podczas optymalizacji, a informacje o nich
zamieszczono w tabeli numer 4) w temperaturze 4°C przez calg noc na wytrzasarce. W
niniejszej pracy uzyto nast¢pujacych przeciwcial: anty-ATXN10 (Sigma HPA049531) w
rozcienczeniu 0,2 pg/ml oraz anty-Ago2 (R.386.2, Invitrogen) w rozcienczeniu 1:1000.
Nastepnego dnia, po trzykrotnym przemyciu, membran¢ inkubowano przez godzing
(temperatura pokojowa) z przeciwcialem drugorzedowym sprzgzonym z peroksydaza
chrzanowg (w zalezno$ci od gatunku, z ktérego pochodzilo przeciwciato pierwszorzgdowe
uzywano przeciwciat z firmy Sigma-Aldrich: Anti-Mouse IgG (Peroxidase antibody produced
in rabbit A9044) / Anti-Rabbit IgG (Peroxidase antibody produced in goat A6154). Nastepnie
przemywano membrang¢ 3x5 min. w buforze do ptukania i dodawano substrat ECL. Sygnat
chemiluminescencji uwidaczniano za pomocg systemy Alliance Q9 (Uvitec Cambridge), a
intensywno$¢ prazkéw oceniano densytometrycznie przy wykorzystaniu programu

ImageQuant (Molecular Dynamics).
2.28. Immunoprecypitacja AGO2

W  celu okreslenia potencjalnego wigzania si¢ kolistych RNA z miRNA
przeprowadzono immunoprecypitacje biatka AGO2. W tym celu komorki GBM (minimum
1x107 komoérek) oraz zdysocjowane tkanki przemywane byty dwukrotnie zimnym buforem
PBS. Do komoérek dodawano 300 pl zimego buforu RIP zawierajacego inhibitory RNaz i
proteaz. Po 30 minutach inkubacji na lodzie lizat zbierano i wirowano w temperaturze 4°C
przy 14,000 rcf przez 10 minut. Supernatant przenoszono do nowych probowek. Z kazdego
lizatu pobierano 5 pl i oznaczano jako ,,input”. Nastepnie 300 ul kazdej probki inkubowano
na rotorze w temperaturze 4°C z dodanymi 100 pl kulek magnetycznych optaszczonych
biatkiem G, w ramach wstgpnego oczyszczania z niespecyficznie zwigzanych biatek (Pierce

Protein G Magnetic Beads, 88847, Thermo Scientific). Po godzinie inkubacji probowki
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umieszczano na separatorze magnetycznym, a lizat przenoszono do nowych proboéwek. W
miedzyczasie przygotowano probowki, do ktoérych dodano po 100 pl $wiezych kulek
magnetycznych i 4 ug przeciwciata anty-Ago2 (R.386.2, Invitrogen). Catos¢ inkubowano na
rotatorze w temperaturze pokojowej przez 45 minut. Jako kontroli negatywnej uzywano
probki z ekwiwalentng ilo$cig IgG kroliczego (02-6102, Invitrogen). Nastepnie do tak
przygotowanych kulek dodawano wcze$niej uzyskany, oczyszczony lizat komorkowy 1 catosé
inkubowano na rotatorze w temperaturze 4°C przez cala noc. Kolejnego dnia kulki
przemywano 4 razy buforem RIP na separatorze magnetycznym, a supernatanty
przechowywano jako kontrole do analizy western blot. Probki rozdzielono na dwie czg¢sci,
jedna z nich wykorzystywano do analizy western blot, a drugg do izolacji RNA w celu

okreslenia obecnosci kolistych RNA.
2.29. Eksperyment typu ,,pulldown”

Celem identyfikacji

kolistych  RNA przeprowadzano eksperyment typu ,,pulldown”, ktéry opiera si¢ na

potencjalnych partnerow molekularnych poszczeg6lnych

zastosowaniu biotynylowanych oligonukleotydéw, komplementarnych do sekwencji BSJ,
ktora specyficzna jest dla transkryptow kolistych. Ponadto przeprowadzano réwniez
»pulldown” liniowego transkryptu ATXNI10, a sekwencje antysensownych nukleotydow

(ASO) przedstawiono w tabeli numer 21.

Tabela 21. Sekwencje sond wykorzystanych w eksperymencie ,,pulldown”.

Nazwa sondy Sekwencja 5'->3" Znaczn!k na 3’
koncu
CircATXN10.1 GGCCACAGCGAAAAGCTTGTCTTGGTTATC Biotyna
circATXN10.2 CTGCAGGCCACAGCGAAAAGCTTGTCTTGG Biotyna
circATXN10.3 AACTGCAGGCCACAGCGAAAAGCTTGTCTT Biotyna
circATXN10.4 CCACAGCGAAAAGCTTGTCTTGGTTATCTT Biotyna
circFAM188A.1 CACTAAACACAAACCCTTACAGTATCTTAA Biotyna
circFAM188A.2 AACACAAACCCTTACAGTATCTTAAAGCTT Biotyna
circFAM188A.3 TGATTCACTAAACACAAACCCTTACAGTAT Biotyna
circFAM188A .4 CACAAACCCTTACAGTATCTTAAAGCTTCC Biotyna
linATXN10.1 Ex2-3 ATCGTATCCAAGTTCCTGATTGAATTCTGG Biotyna
linATXN10.2 Ex2-3 ATCCAAGTTCCTGATTGAATTCTGGTTCAC Biotyna
linATXN10.3 Ex2-3 CACCAATCGTATCCAAGTTCCTGATTGAAT Biotyna
linATXN10.4 Ex2-3 CGTATCCAAGTTCCTGATTGAATTCTGGTT Biotyna
linATXN10.5 Ex10-11 TGGGTCAGAAAGGGGTTACTGTCACTGATG Biotyna
linATXN10.6 Ex10-11 TATCACCCACTGGGTCAGAAAGGGGTTACT Biotyna
linATXN10.7 Ex10-11 CCCACTGGGTCAGAAAGGGGTTACTGTCAC Biotyna
linATXN10.8 Ex10-11 CACTGGGTCAGAAAGGGGTTACTGTCACTG Biotyna
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Lacz.1 AATGTGAGCGAGTAACAACC Biotyna
LacZ.2 ATTAAGTTGGGTAACGCCAG Biotyna
LacZ.3 AATAATTCGCGTCTGGCCTT Biotyna
LacZ.4 AATTCAGACGGCAAACGCT Biotyna
LacZ.5 ATCTTCCAGATAACTGCCGT Biotyna

W pierwszym kroku komorki przemywano dwukrotnie zimnym buforem PBS, a
nastepnie dodawano 500 pl buforu do lizy suplementowanego inhibitorami proteaz i RNaz.
Zebrane komorki przenoszono do probowki typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml i catosé
przynajmniej 8 razy przeptukiwano przez strzykawke insulinowg z igla 27G, a nast¢pnie
inkubowano na rotatorze w temperaturze 4°C przez 30 minut. Po inkubacji probki wirowano
15 minut przy 15000 rcf w temperaturze 4°C. Supernatant przenoszono do nowej probowki 0
pojemnosci 2 ml, a stezenie lizatu ustalano za pomoca metody BCA. Do kazdej reakcji
uzywano minimum 1 mg lizatu, a w osobnej probéwce umieszczono 10 % lizatu oznaczonego
jako ,,input”. Jako kontroli negatywnej uzywano mieszaniny sond komplementarnych do
bakteryjnego transkryptu lacZ. Do przygotowanych lizatow dodawano 100 pm mieszaniny
sond specyficznych dla poszczegélnych transkryptow zawieszonej w 50 upl buforu do
hybrydyzacji, ktéra byla wczeéniej zdenaturowana w 95°C przez 5 minut. Tak przygotowane
probki inkubowane byly na rotatorze przez 4 godziny w temperaturze 4°C. Pod koniec
inkubacji przygotowano kulki magnetyczne optaszczone straptawidyna (Streptavidin
MagneSphere, Promega, Z548C). Na jedna reakcje przygotowano 100 ul kulek, ktore zostaty
wczesniej przemyte dwukrotnie buforem do hybrydyzacji. Cato$¢ inkubowano na rotatorze
przez godzing w temperaturze 4°C po czym przemywano 4 razy buforem do hybrydyzacji z
uzuciem separatora magnetycznego. Na koncu kazda z probek rozdzialano na dwie czesci —
do Y probki dodawano 500 pl odczynnika TRizol 1 izolowano RNA, a 3% probki

wykorzystywano do przeprowadzenia spektrometrii mas.
2.30. Przygotowanie préobek do spektrometrii mas

Probki uzyskane podczas eksperymentu typu ,,pulldown” przekazywano do analizy
spektroskopii mas w celu identyfikacji biatek oddzialujacych z wybranymi transkryptami.
Analiza ta zostala wykonana przez Miedzynarodowy Instytut Mechanizméw 1 Maszyn
Molekularnych Polskiej Akademii Nauk (IMol) w Warszawie. Przed wystaniem probek
wykonywano ich oczyszczanie oraz trawienie biatek w celu ich elucji. Na poczatku probki
przemywano 3 razy buforem 100 mM TriS-HCI pH 7.5 z uzyciem separatora magnetycznego.
Nastepnie do kazdej probki dodawano 100 pl buforu HEPES pH 8.0 oraz 1 pg trypsyny
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(Promega, V5111) 1 inkubowano przez godzing w temperaturze 37°C i1 wytrzasaniu 1100 rpm.
Probki umieszczano na separatorze magnetycznych i przenoszono supernatant do nowych
probowek. Do kazdej z nich dodawano TCEP (do koncowego st¢zenia 5 mM) oraz
chloroacetamid (do koncowego stezenia 10 mM), cato$¢ inkubowano przez cata noc w
temperaturze 37 °C i wytrzgsaniu 600 rpm. Na koncu do kazdej z probek dodawano kwas
trifluorooctowy (do koncowego stezenia 1 %). Tak przygotowane probki peptydow

przechowywano w -80°C do momentu ich wystania.
2.31. Spektrometria mas

Wczesniej przygotowane peptydy znakowano przy uzyciu protokotu znakowania TMT
na kolumnie [250]. Aby usunaé¢ produkty uboczne po znakowaniu, mieszaning peptydow
znakowanych TMT odsalano przy uzyciu protokotu peptydu opartego na obracalnym C18-
StageTip o wysokim pH [251]. Peptydy przemyto 0,1 % TEA / 5 % ACN, eluowano 0,1 %
TEA /50 % ACN i wysuszono w aparacie SpeedVac.

Przed pomiarem LC-MS (ang. Liquid chromatography-mass spectrometry) frakcje
peptydowe zawieszono w 0,1 % TFA i 2 % acetonitrylu. Rozdzial chromatograficzny
przeprowadzono na kolumnie Easy-Spray Acclaim PepMap o dlugosci 50 cm i $rednicy
wewnetrznej 75 pm w temperaturze 55°C, stosujagc 90-minutowe gradienty acetonitrylu w 0,1
% wodnym roztworze kwasu mréwkowego przy natgzeniu przeptywu 300 nl/min. System
nano-LC UltiMate 3000 polaczono ze spektrometrem masowym Q Exactive HF-X za
posrednictwem zrodla tatwo rozpylajacego. Q Exactive HF-X dziatat w trybie TMT ze
skanami badawczymi uzyskanymi w rozdzielczosci 60 000 przy m/z 200.

2.32. Sekwencjonowanie RNA prébek po obnizeniu poziomu ekspresji transkryptow
ATXN10

W celu okreslenia wpltywu obnizenia poziomu ekspresji transkryptu kolistego 1
liniowego ATXNI10 na ogdlny profil ekspresji gendow w komorkach GBM, wykonano
sekwencjonowanie RNA. Sekwencjonowanie przeprowadzone zostato w Pracowni Genomiki
w Instytucie Chemii Bioorganicznej w Poznaniu. Po obnizeniu ekspresji transkryptow w
liniach U251-MG, U138-MG oraz U87-MG za pomocg siRNA w stezeniu 50 ng (3
powtorzenia biologiczne z kazdej linii), z probek wyizolowano RNA, a stezenie oraz RIN
ustalono za pomocg aparatu BioAnalyzer 2100. W przypadku bibliotek cDNA wykorzystano
podejscie z rybodeplecja, a sekwencjonowanie wykonano z uzyciem platformy NextSeq 550

firmy Illumina w technologii krotkich odczytow sparowanych (ang. Paired-end reads) o
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dhugosci 150 nukleotydéw. Odczyty przyréwnane zostaly do genomu ludzkiego T2T-CHM13
uzyskanego z bazy danych UCSC. Do identyfikacji kolistych i liniowych RNA uzyto
narzgdzia CirComPara2, ktore bazuje na czterech ré6znych metodach takich jak DCC, CE2,
FC, CIRI2, a roznicowa analiza ekspresji zostala wykonana za pomocg narzedzia DEseq2

[252,253].
2.33. lzolacja pecherzykow zewngtrzkomorkowych z pozywki hodowlanej

W celu okreslenia obecnosci miRNA 1 circRNA w  pecherzykach
zewnatrzkomoérkowych ulegajacych sekrecji do pozywki hodowlanej z komoérek GBM
zastosowano gotowy zestaw do izolacji exoEasy Maxi Kit (Qiagen, 76064). Ponadto
porownano poziomy ekspresji circRNA i miRNA w pecherzykach ulegajacych sekrecji z
komoérek GBM hodowanych w hipoksji oraz w standardowych warunkach. W skrécie 16 ml
pozywki filtrowano przez filtry o wielkosci 0.8 um (Sartorius, 16592), a nastgpnie dodawano
1 objetos¢ buforu XBP do jednej objetnosci przefiltrowanej pozywki. Cato$¢ naktadano na
kolumienki 1 wirowano przez 1 minute przy 500 rcf. Przesacz wylewano, a na kolumienki
naktadano 10 ml buforu XWP i wirowano przez 5 minut przy 5000 rpm. Ponownie wylewano
przesacz, a na kolumienke dodawano 400 pl buforu do elucji i inkubowano 2 minuty, po
czym wirowano 5 minut przy 5000 rpm. Eluat dzielono na dwie czesci - do jednej z nich
dodawano 500 pl odczynnika Trizol 1 izolowano RNA, a z drugiej czesci izolowano bialka.
Poprawno$¢ przeprowadzonej izolacji pecherzykéw zewnatrzkomodrkowych potwierdzano
przez analiz¢ western blot z wykorzystaniem przeciwciala skierowanego przeciwko

markerowi EV jakim jest CD63.
2.34. Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wynikdw uzyto programu GraphPad Prism 8. Wszystkie
eksperymenty wykonano w 3 powtorzeniach biologicznych, a wyniki przedstawiono jako
wartos$ci srednie z odchyleniem standardowym (SD). R6znice w warto$ciach §rednich migdzy
probka badang, a kontrolng oceniono za pomocg analizy wariancji ANOVA rozszerzonej
testami Tukeya lub Bonferroniego. Wyniki istotne statycznie przedstawiono nastepujaco:
* dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001 i ns dla braku istotnosci
statystyczej (p>0,05).
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3. Cel pracy

Glownym celem pracy doktorskiej bylo szczegdtowe zbadanie profilu ekspresji
kolistych RNA i transkryptow RBP w GBM oraz proba okreslenia ich roli w rozwoju oraz
progresji tego nowotworu. Waznym elementem badan byla takze identyfikacja oddziatywan
miedzy circRNA, RBP i miRNA. W ramach zalozonego celu gltownego zrealizowano

nastepujace cele szczegdtowe:

1. Okreslenie profilu ekspresji kolistych RNA w glejaku wielopostaciowym —
identyfikacja czasteczek o potencjale diagnostycznym, prognostycznym i
terapeutycznym. Za pomocg sekwencjonowania RNA okreslony zostat catkowity profil
ekspresji circRNA w tkankach pochodzacych od pacjentéw chorych na GBM, a takze w
probkach zdrowego mézgu. Walidacja eksperymentalna otrzymanych wynikow potwierdzita
ekspresje wybranych circRNA oraz umozliwila selekcje kandydatoéw do dalszych badan

funkcjonalnych.

2. Poszukiwanie funkcji wybranych kolistych RNA w glejaku wielopostaciowym.
Na podstawie danych uzyskanych z sekwencjonowania wyselekcjonowano circRNA o
znaczaco obnizonym poziomie ekspresji w GBM w porownaniu do zdrowego moézgu -
CircATXN10 i circFAM188A. W celu okreslenia ich roli w rozwoju i progresji GBM
zastosowano podej$cie typu ,utrata funkcji” oraz ,nabycie funkcji” z wykorzystaniem
odpowiednio SiRNA oraz wektora ekspresyjnego. W wyniku przeprowadzonych badan
okreslono funkcje wybranych circRNA, a takze schemat ich oddziatywania z transkryptem
rodzicielskim, RBP oraz miRNA.

3. Badanie oddzialywania miedzy bialkami wigzacymi RNA a kolistymi RNA.
Przeprowadzone sekwencjonowania RNA pozwolito okresli¢ profil ekspresji transkryptow
biatek wigzacych RNA w tkankach GBM. Ustalono takze korelacje miedzy poziomami
ekspresji circRNA 1 transkryptow RBP w GBM, a w przypadku badanych circATXM10 i
circFAM188A zidentyfikowano specyficzne biatka mogace wptywaé na ich biogenezg. W
oparciu o uzyskane wyniki zaproponowano dodatkowo nowg klasyfikacj¢ molekularng guzow

opartg o wzor ekspresji transkryptow RBP.
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4. Wyniki
4.1. Sekwencjonowanie RNA
4.1.1. Okreslenie profilu ekspresji kolistych RNA w GBM

W  celu okreslenia profilu ekspresji  kolistych RNA  przeprowadzono
sekwencjonowanic RNA, w ktorym wykorzystano material wyizolowany z guzéw
pierwotnych (n=23) i wtoérnych (n=3) oraz probek zdrowego mozgu, ktére postuzyty jako
kontrola (n=41). Przed sekwencjonowaniem jako$¢ oraz st¢zenie RNA zostaly zmierzone za
pomoca instrumentu BioAnalyzer, a do dalszych analiz przekazane zostaty jedynie probki

posiadajgce wartos¢ RIN (ang. RNA integrity number) wieksza niz 7,5.
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Rycina 4. Integralnos¢ RNA 2z probek poddanych sekwencjonowaniu. Przyktadowe
elektroforegramy ilustrujace jakos$¢ wyizolowanego RNA oraz wartosci RIN poszczegdlnych probek.

Wyniki przeprowadzonego sekwencjonowania umozliwity identyfikacje 29141
circRNA we wszystkich probkach. Sposrod nich 10790 ulegato ekspresji zarowno w guzach
pierwotnych, wtornych, jak i w zdrowym mozgu. Ponadto, 4306 circRNA byto unikalnych
dla probek guzéow pierwotnych, 1273 dla probek guzéw wtérnych, a 12232 dla probek
zdrowego mozgu (Ryc. 5 A). Analiza pochodzenia genomowego zidentyfikowanych circRNA
wskazata, iz zdecydowana wigkszos¢ z nich nalezy do typu egzonowego, a circRNA
intronowe i miedzygenowe stanowig zdecydowang mniejszo$¢ (Ryc. 5 B). Ponadto
zaobserwowano, iz 26 % ze wszystkich zidentyfikowanych circRNA nie bylo dotad
opisanych w zadnej znanej bazie danych, w tym 21 % circRNA w zdrowym moézgu, 21 % w
guzach pierwotnych i 11 % w guzach wtornych (Ryc. 5 C).

Przeprowadzona analiza réznicowej ekspresji kolistych RNA (pierwotne guzy GBM

vs zdrowy moézg) wykazata, iz 1211 circRNA posiada zmieniony poziom ekspresji w guzach
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GBM o wartosciach zmian log2 miedzy 8,9 a -5,6 (p<0,05). Wigkszos¢ z nich - 1056
CircRNA (87 %) wykazywata obnizony poziom ekspresji, a 155 circRNA (13 %)
podwyzszony (Ryc. 5 D). Ponadto, w celu identyfikacji circRNA potencjalnie
zaangazowanych w progresj¢ GBM, przeprowadzono analiz¢ réznicowej ekspresji pomig¢dzy
tkankami guzow pierwotnych (ang. primary) oraz wtornych (ang. recurrent). Umozliwita ona
identyfikacj¢ trzech circRNA o podwyzszonym poziomie ekspresji — CirCEGFR oraz dwoch
wczesniej nieznanych CircRNA — circHLA-B, ktory powstaje z transkryptu mRNA ludzkiego
antygenu leukocytarnego oraz circlnter6p22 pochodzacy z miedzygenowego regionu na
chromosomie 6p22.1, ktory nie posiada swojego liniowego odpowiednika (Ryc. 5 E). Aby
okresli¢ doktadng relacj¢ miedzy circRNA o zmienionym profilu ekspresji, a ich formami
liniowymi, wykonano analiz¢ stosunku wzglednego poziomu ekspresji obu transkryptow.
Obrazuje ona warto$¢ CLR (ang. Circular-to linear ratio), ktora obliczana jest na podstawie
wzoru [circ / (circ + lin)]. Warto§¢ CLR>0,5 oznacza, iz liczba czasteczek CIrcCRNA jest
wigksza niz liczba czasteczek rodzicielskiego mRNA, natomiast wartos¢ CLR<0,5 wskazuje
na sytuacje odwrotng. Analiza ta uwzglgednia rownocze$nie poziom ekspresji obu czasteczek
w GBM w poréwnaniu do zdrowego mdzgu. Co ciekawe, otrzymane wyniki wskazaty, iz w
wielu przypadkach liczba circRNA byta wigksza niz liczba ich rodzicielskich odpowiednikow
liniowych (CLR>0,5). Zaobserwowano réwniez, ze najczesciej nadekspresji ulegata zarowno
kolista jak i liniowa czasteczka, co wskazuje na pozytywna korelacje miedzy nimi.
Najrzadziej natomiast wystgpowata sytuacja, w ktorej czasteczka liniowa posiadata
zwigkszony poziom ekspresji, a circRNA — obnizony, co mogtoby wskazywa¢ na mozliwos¢
preferencyjnej ekspresji mRNA wptywajacych na rozwdj GBM kosztem powstawania formy
kolistej (Ryc. 5 F).
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Rycina 5. Profil ekspresji circRNA w pierwotnych i wtérnych guzach GBM. A. Diagram Venna
przedstawiajacy zaleznos$¢ miedzy zidentyfikowanymi circRNA w probkach zdrowego moézgu (HB),
guzach pierwotnych (GBM PRM) oraz guzach wtornych (GBM REC). B. Wykres stupkowy
przedstawiajacy pochodzenie genomowe zidentyfikowanych circRNA. C. Rozktad znanych (ang.
annotated) oraz nowych (ang. novel) zidentyfikowanych circRNA. D. Wykres typu volcano plot
ilustrujacy liczbe CircRNA o zmienionym profilu ekspresji w guzach pierwotnych GBM w
poréwnaniu do probek kontrolnych zdrowego mozgu (HB). E. Wykres typu volcano plot ilustrujacy
liczbg circRNA o zmienionym profilu ekspresji w guzach wtérnych GBM w poréwnaniu do guzéow
pierwotnych GBM. Niebieskie punkty wskazujg na circRNA o obnizonym poziomie ekspresji, a
czerwone — circRNA o podwyzszonym poziomie ekspresji. F. Wykres przedstawiajacy proporcje
pozioméw ekspresji kolistych i liniowych RNA w GBM w poréwnaniu do kontroli. Na osi X
zaznaczono log2FC circRNA, a na osi Y warto$ci 1og2FC odpowiadajgcych im mRNA. CLR oznacza
stosunek relatywnego poziomu ekspresji circRNA do linRNA.
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4.1.2. Walidacja wynikow wybranych kandydatéw kolistych RNA o obnizonym
poziomie ekspresji

Przeprowadzone sekwencjonowanie RNA umozliwito identyfikacje circRNA o
zmienionym poziomie ekspresji w guzach GBM. W celu walidacji otrzymanych wynikoéw
wybrano losowe CircRNA sposrod czasteczek o najbardziej obnizonym i podwyzszonym
poziomie ekspresji i potwierdzono ich profil ekspresji za pomocg metody gPCR. Do walidacji

uzyto CDNA uzyskanego z guzéw GBM oraz kontroli, jakim byt cDNA ze zdrowego mozgu.

W celu specyficznej amplifikacji transkryptu kolistego i liniowego zaprojektowano
unikalne startery. W przypadku kolistego transkryptu amplifikowaty one sekwencje
obejmujacg BSJ, a wigc miejsce taczenia konca 5° z koncem 3’ (tzw. startery dywergentne).
Startery sluzace do identyfikacji liniowej formy obejmowaty natomiast potaczenie egzon-
egzon, ktore nie wchodzito w sktad circRNA (tzw. startery konwergentne), co umozliwito
specyficzng detekcje kazdego z transkryptow (Ryc. 6). Oprocz identyfikacji poziomu
ekspresji kolistych 1 liniowych transkryptow w guzach GBM, okreslono takze poziom

korelacji pomiedzy nimi, aby ustali¢ czy powstawanie obu form moze by¢ od siebie zalezne.

Back-
splice
junction
site

N ¢ 5
5 &2
5@{@/' ‘\f@fe
9

8 circRNA
7
Starter 1 Starter 2
BT c EESEEENTN s 0Sn 10 QT mRNA
—_— 44—

Starter 3 Starter 4

Rycina 6. Schemat projektowania starteréw stuzacych do identyfikacji kolistego i liniowego
transkryptu. Para starteréw 1 i 2 stuzy do amplifikacji sekwencji obejmujacej BSJ w przypadku
circRNA, a para starterow 3 i1 4 do amplifikacji sekwencji mRNA.
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W przypadku badanych circRNA o podwyzszonym poziomie ekspresji, walidacji
poddano circARID1A, circGUSBP1, circPLOD2 oraz circVCAN wraz z ich liniowymi
odpowiednikami. Szczegodlnie wysoki poziom ekspresji, bo ponad 60-krotnie wigkszy w
guzach GBM, odnotowano w przypadku circVCAN. W tej grupie circRNA zaobserwowano,
iz ich liniowe odpowiedniki rowniez charakteryzuja si¢ podwyzszonym poziomem ekspresji
w GBM w poréwnaniu do kontroli, jakg byt zdrowy moézg (Ryc. 7 A). Nie zaobserwowano
jednak istotnej statystycznie korelacji pomi¢dzy poziomami ekspresji CIrCRNA i linRNA, z

wyjatkiem transkryptow VCAN, ktore wykazywaty pozytywng korelacje (Ryc. 7 B).
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Rycina 7. Walidacja wybranych circRNA o podwyzszonym poziomie ekspresji w guzach
pierwotnych GBM za pomoca techniki qPCR. A. Okreslenie poziomu ekspresji wybranych
circRNA oraz mRNA w guzach GBM (GBM 1-8) w poréwnaniu do kontroli - probek zdrowego
moézgu (HB). Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie
wartosci £ SD. Istotno$¢ statystyczna obliczona zostala za pomocg testu Two-Way ANOVA
rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla
p<0,001; **** dla p<0,0001. B. Okreslenie wspotczynnika korelacji Pearsona migdzy wybranymi
transkryptami kolistymi i liniowymi.
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W kontekscie kandydatow circRNA o obnizonym poziomie ekspresji walidacji
poddano circCADSP2, circUSP45, circATXN10 oraz circFAM188A. Szczegdlnie niski
poziom ekspresji odnotowano w przypadku circCADSP2, ktorego wzglgdny poziom ekspresji
byt nawet 20-krotnie mniejszy w guzach GBM w poréwnaniu do zdrowego mézgu. Rowniez
w tej grupie circRNA zaobserwowano, iz obnizeniu poziomu ekspresji formy kolistej
towarzyszy obnizenie poziomu ekspresji formy liniowej. Wyjatkiem byl circATXN10, w
przypadku ktorego zaobserwowano, iz forma rodzicielska cechuje si¢ podwyzszonym
poziomem ekspresji w guzach GBM w poroéwnaniu do kontroli jakg byt zdrowy mézg (Ryc. 8
A). Ponadto zaobserwowano wysoki poziom korelacji pomiedzy obiema formami tego

transkryptu (Ryc. 8 B).
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Rycina 8. Walidacja wybranych circRNA o obnizonym poziomie ekspresji w guzach
pierwotnych GBM za pomoca techniki qPCR. A. Okreslenie poziomu ekspresji wybranych
circRNA oraz mRNA w guzach GBM (GBM 1-8) w poréwnaniu do kontroli - probek zdrowego
moézgu (HB). Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie
wartosci £ SD. Istotno$¢ statystyczna obliczona zostala za pomoca testu Two-Way ANOVA
rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla
p<0,001; **** dla p<0,0001. B. Okreslenie wspolczynnika korelacji Pearsona migdzy wybranymi
transkryptami kolistymi i liniowymi.
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W przypadku kolistych RNA, ktore charakteryzowaty si¢ zwickszonym poziomem
ekspresji w guzach wtoérnych w poréwnaniu do guzoéw pierwotnych potwierdzono
podniesiony poziom ekspresji circinter6p22 oraz circEGFR, natomiast nie odnotowano
istotnych statystycznie zmian w circHLA-B. Co ciekawe circEGFR wykazywatl wyjatkowo
wysoki poziom ekspresji - w guzach wtornych byt zwigkszony nawet o 15000 razy (Ryc. 9).
Zaden z badanych circRNA nie wykazywat jednak istotnej korelacji z poziomem ekspresji

swojego liniowego odpowiednika.
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Rycina 9. Walidacja wybranych circRNA o podwyzszonym poziomie ekspresji w guzach
wtornych GBM za pomoca techniki gPCR. A. Okreslenie poziomu ekspresji wybranych circRNA
oraz mRNA w guzach GBM (GBM 1-3) w poréownaniu do kontroli - probek guzéw pierwotnych
(PRM). Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie warto$ci +
SD. Istotnos¢ statystyczna obliczona zostata za pomocg testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem
Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla
p<0,0001. B. Okreslenie wspotczynnika korelacji Pearsona migdzy wybranymi transkryptami
kolistymi i liniowymi.

Przeprowadzona walidacja potwierdzita wyniki uzyskane na podstawie
sekwencjonowania RNA. Wyjatkiem byt circHLA-B, ktory wykazal podwyzszony poziom
ekspresji w analizie RNA-seq, a wyniki walidacji za pomocg techniki qPCR wskazaly, iz

zmiana jego poziomu ekspresji nie byla istotna statystycznie. Ponadto w przypadku

83



circUSP45 nie potwierdzono jego obnizonego poziomu ekspresji w guzach GBM. Ponizsza

tabela podsumowuje otrzymane wyniki.

Tabela 22. Poréwnanie warto$ci zmian poziomu ekspresji (log2) wynikow uzyskanych na podstawie
sekwencjonowania RNA i gPCR.

Nazwa Log2FC gPCR Log2FC RNA-seq
CircARID1A 0,36 2,87
circGUSBP1 2,9 3,96
circPLOD2 2,38 2,82

circVCAN 4,54 34
circCADSP2 -3,79 -3,8
circUSP45 -0,03 -4,61
circATXN10 -2,12 -2,48
FAM188A -2,83 -2,17
CircEGFR 12,84 11,4
circHLA-B -0,4 6,85
circinter6p22 0,31 7,19

4.1.3. Analiza profilu ekspresji transkryptow bialek wiazacych RNA w glejaku

wielopostaciowym

Biorac pod uwage potencjalne wigzanie si¢ circRNA i biatek, a z drugiej strony
mozliwy udzial RBP w biogenezie circRNA, przeprowadzono analize profilu ekspresji

transkryptow RBP w guzach GBM i ich mozliwych interakcji z circRNA.

W  pierwszym kroku, na podstawie wynikow sekwencjonowania RNA,
zidentyfikowano transkrypty RBP ulegajace ekspresji w badanych probkach. W zdrowym
mozgu ekspresji ulegato 1420 z nich, w probkach pierwotnych guzéw GBM 1436, a w
probkach guzow wtornych 1430 (Ryc. 10 A). Analiza roznicowej ekspresji genow wskazata,
iz ponad potowa z 1542 dotychczas zidentyfikowanych ludzkich RBP posiadata zmieniony
poziom ekspresji w GBM w porownaniu do kontroli zdrowego mdzgu — sposrod nich 469

charakteryzowalo si¢ zwickszonym poziomem ekspresji, a 348 obnizonym (Ryc. 10 B) [245].
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Rycina 10. Profil ekspresji transkryptéow RBP w guzach GBM. A. Diagram Venna
przedstawiajacy zalezno$¢ miedzy zidentyfikowanymi RBP w probkach zdrowego moézgu (HB),
guzach pierwotnych (GBM PRM) oraz guzach wtérnych (GBM REC). B. Wykres typu volcano plot
ilustrujacy liczbg transkryptow RBP 0 zmienionym profilu ekspresji w guzach GBM w poréwnaniu do
probek kontrolnych zdrowego mozgu. Niebieskie punkty wskazujag na RBP o obnizonym poziomie
ekspresji, a czerwone — RBP o podwyzszonym poziomie ekspresji.

4.1.4. Analiza korelacji poziomu ekspresji kolistych RNA oraz bialek wigzacych

RNA z uwzglednieniem potencjalnych miejsc wigzania

Doniesienia literaturowe wskazuja, iz RBP wptywaja na biogenezg circRNA poprzez
wigzanie si¢ z intronami oskrzydlajacymi sekwencje kolistych RNA i w ten sposob promujg
backsplicing. Ponadto circRNA moga wchodzi¢ w interakcje z RBP i tym samym regulowac
ich funkcjonowanie [123254]. Korzystajac z danych uzyskanych na podstawie
przeprowadzonego sekwencjonowania RNA wykonano analizy majace na celu okreslenie
wzajemnej relacji migdzy CircRNA, a RBP charakteryzujacymi si¢ zmienionym profilem

ekspresji w guzach GBM.

W przypadku identyfikacji potencjalnych miejsc wigzania RBP w analizie
bioinformatycznej bierze si¢ najczgsciej pod uwage sekwencje 6-nukleotydowe (tzw. 6-mery).
Sg one do$¢ krotkie, jednak na tyle specyficzne, by silnie wigza¢ okreSlone rodziny biatek.
Ponadto sg one zakonserwowane ze wzgledu na swoja istotno$¢ funkcjonalng [248]. W
kontekscie potencjalnego oddziatywania circRNA i RBP, zweryfikowano wzbogacenie
sekwencji cirRNA o zmienionym w GBM profilu ekspresji w 6-mery i poréwnano je z

motywami wigzacymi wystepujacymi w RBP. W ten sposob zidentyfikowano 18 biatek, ktore
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posiadaty motywy wigzace dla circRNA o podwyzszonym w GBM poziomie ekspresji i 19
bialek z motywami wigzagcymi dla circRNA o obnizonym poziomie ekspresji.
Zaobserwowano, iz motywy wigzace circRNA o obnizonym poziomie ekspresji byty bogate
w reszty U, a motywy wigzace circRNA o podwyzszonym poziomie ekspresji posiadaty wiele
reszt G i C (Ryc. 11).

transkrypty RBP o podwyzszonym transkrypty RBP o obnizonym
poziomie ekspresji poziomie ekspresji
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Rycina 11. Transkrypty RBP o zmienionym poziomie ekspresji z motywami wiazacymi w
circRNA. A. RBP o podwyzszonym poziomie ekspresji z motywami wigzacymi circRNA o
podwyzszonym poziomie ekspresji. B. RBP o obnizonym poziomie ekspresji z motywami wigzgcymi
circRNA o podwyzszonym poziomie ekspresji. C. RBP o podwyzszonym poziomie ekspresji z
motywami wigzacymi circRNA o obnizonym poziomie ekspresji. D. RBP o obnizonym poziomie
ekspresji z motywami wigzacymi circRNA o obnizonym poziomie ekspresji.

Nastepnie okreslony zostat wspolczynnik korelacji miedzy ekspresja wcze$niej
zidentyfikowanych transkryptow RBP i circRNA o zmienionym w GBM profilu ekspresji.
Zaobserwowano, iz poziom ekspresji niektorych transkryptow RBP jest istotnie skorelowany
z ekspresja kilkuset circRNA. Zdecydowana wigkszos¢ RBP, takich jak biatka z rodziny
ELAV i CPEG wykazata dodatnig korelacje, a bialka takie jak ZFP36, RBM47, PTBPI,
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RBMSS 1 SF3B4 byty gltownie negatywnie skorelowane z poziomem ekspresji circRNA.
(Ryc. 12 A). Aby ustali¢ czy korelacja tych samych RBP dotyczy jedynie kolistych
transkryptow, czy obejmuje rowniez ich liniowe odpowiedniki, obliczono wspodtczynnik
korelacji dla podzbioru mRNA. Ponadto okreslono, czy korelacja RBP z liniowymi
transkryptami posiada ten sam czy przeciwny Kkierunek co korelacja z ich kolistymi
odpowiednikami. Mogloby to wskaza¢ na potencjalny udziat tych biatek w dyskryminacji
miedzy promowaniem klasycznego splicingu, a backsplicingu. Wigkszos¢ z analizowanych
korelacji wykazala ten sam kierunek w przypadku circRNA jak i odpowiadajacych im
MRNA, to znaczy zarowno kolisty jak i liniowy transkrypt byt pozytywnie lub negatywnie
skorelowany z poziomem RBP. Zaobserwowano jednak, ze w niektorych przypadkach
korelacje posiadaty kierunek odwrotny, a wigc poziom RBP pozytywnie skorelowany z
poziomem ekspresji circRNA byt jednoczesnie negatywnie skorelowany z odpowiadajaca mu
forma liniowa lub odwrotnie. Wskazywato to na potencjalny udziat RBP w powstawaniu
wylacznie jednego z transkryptow i promowaniu tylko klasycznego splicingu lub jedynie

backsplicingu (Ryc. 12 B).
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Rycina 12. Okreslenie korelacji miedzy poziomem ekspresji transkryptow RBP a CircRNA i
linRNA. A. Liczba circRNA o zmieniony profilu ekspresji w GBM istotnie skorelowanych z
poziomem ekspresji deregulowanych transkryptéow RBP. B. Poroéwnanie kierunku korelacji pomiedzy
RBP i circRNA (z podpunktu A) oraz korelacji RBP i odpowiadajacych im mRNA. RBP oznaczone
kolorem niebieskim ilustruja ten sam kierunek korelacji z poziomem ekspresji CircRNA i mRNA, a
RBP oznaczone kolorem czerwonym wskazuja Kierunek przeciwny.
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W celu okreslenia czy RBP o zmienionym profilu ekspresji moga by¢ zaangazowane
nie tylko w biogeneze circRNA, ale rowniez by¢ przez nie wigzane, okreslono, czy istnieje
wspolny podzbior RBP, posiadajacych jednoczesnie motywy wigzgce w intronach
oskrzydlajacych sekwencje circRNA, motywy wigzace W pre-mRNA i motywy wigzace w
catkowitej sekwencji circRNA. W rezultacie okreslono 10 takich RBP: CPEB3, ELAVLZ2,
ELAVL3, KHDRBS2, RBM41, RBM47, RBMS2, SF3B4, TIAl, ZFP36 (Ryc. 13 A).
Ponadto obliczono czgstotliwo$¢ wystepowania motywow wigzacych w  regionie
obejmujgcym BSJ, regionie 100 nt przed i 100 nt po BSJ, regionie potgczen egzon-intron oraz
intron-egzon, ktéra okazata si¢ by¢ podobna w przypadku wigkszosci zidentyfikowanych
bialek. Zaobserwowano jednak zwigkszong liczbe motywow wiazacych w sekwencjach
obejmujacych region flankujacy koniec 5° CircRNA w przypadku biatka CPEB3. Podobng
zalezno$¢ odnotowano w przypadku biatka SF3B4, ktore dodatkowo charakteryzowala

zwiekszona liczba motywow w regionie oskrzydlajacym 3’ circRNA (Ryc. 13 B-C).
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Rycina 13. Motywy RBP wigzace sekwencje circRNA oraz introny okalajace sekwencje circRNA
w pre-mRNA. A. Diagram Venna przedstawia zalezno$¢ miedzy liczbg RBP z motywami wigzacymi
introny okalajace sekwencje RNA a RBP z motywami wigzacymi w catkowitej sekwencji circRNA.
B. Schemat ukazujacy mozliwe regiony wigzania si¢ RBP. C. Czestotliwo$¢ wystepowania motywow
wigzacych RBP w regionach zilustrowanych w podpunkcie B.
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4.1.5. Nowe podtypy oparte o profil ekspresji bialek wigzacych RNA

Podtypy molekularne GBM umozliwiajg lepsza predykcje odpowiedzi na leczenie
oraz prognozowanie catkowitego czasu przezycia. Ponadto, dokladniejsza klasyfikacja
kazdego guza daje mozliwos¢ indywidualnego podejscia do kazdego z pacjentow, CO jest
podstawa zyskujacej coraz wigksza popularno$¢ i uznanie medycyny spersonalizowanej

[255,256].

W zwiazku z tym podjeto probe stworzenia klasyfikacji molekularnej w oparciu o
profil ekspresji transkryptow RBP, ktore moglyby postuzy¢ jako dodatkowe elementy
stratyfikacji pacjentow z GBM. W pierwszym etapie analizy poszczegolne tkanki przypisano
do znanych podtypow molekularnych: neuralnego (n=5), proneuralnego (n=5), klasycznego
(n=5) i mezenchymalnego (n=8) (Ryc. 14 A). Nast¢pnie zidentyfikowano transkrypty RBP o
zmienionym profilu ekspresji, ktore byty w stanie segregowac tkanki GBM w dwie lub wigcej
grup. W tym przypadku biatka takie jak CPEB1, CPEB3, IGF2BP, RBM47, RBM6, ELAVL2
zdolne byly do stratyfikacji probek GBM na 2 grupy, natomiast ELAVL3 dzielit probki na 3
grupy (Ryc. 14 B). Wszystkie sposrod wymienionych RBP posiadaty ponadto motywy
wigzace w circRNA o zmienionym w GBM profilu ekspresji — zarowno w regionach
oskrzydlajacych sekwencje circRNA jak i w sekwencjach catego circRNA. Co ciekawe,
wskazane RBP razem z 34 innymi bialkami stanowig uzupehlienie stratyfikacji na

wspomniane wczesniej, znane 4 podtypy molekularne (Ryc. 14 C).
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Rycina 14. Stratyfikacja guzow GBM w oparciu o profil ekspresji RBP. A. Heatmapa przedstawia
klasyfikacje probek GBM wykorzystanych w sekwencjonowaniu wedlug podzialu na podtypy
molekularne. B. RBP z motywami wiazacymi W CircRNA/regionach okalajacych circRNA, ktore
zdolne sa do podziatu probek GBM na 2 lub 3 nowe grupy. C. Heatmapa ilustruje réznice w poziomie
ekspresji 41 RBP w probkach GBM nalezacych do réznych podtypéw molekularnych.

4.2. Charakterystyka wybranych kolistych RNA

Na podstawie wynikow walidacji CircRNA oraz uwzgledniajac role ich liniowych
odpowiednikow w stanach fizjologicznych i patologicznych, do podzniejszych analiz
wyselekcjonowano dwie czasteczki RNA — circATXN10 oraz circFAM188A. Oba
transkrypty zostaty poddane dalszym walidacjom eksperymentalnym w celu okre$lenia ich
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potencjalnej roli w GBM. Podstawowe informacje o transkryptach ATXN10 oraz FAM188A

podsumowane zostaty w ponizszej tabeli.

Tabela 23. Ogoblna charakterystyka wybranych kandydatow circRNA.

Nazwa circRNA circATXN10 circFAM188A
ID circRNA hsa_circ_0001246 hsa_circ_0000220
Dlugosé 782 pz 707 pz
Koordynaty chr22:46096161-46136418 chr10:15863654-15889942
chromosomowe
Odpowiednik ATXN10 wariant 1 FAM188A wariant 1
mMRNA NM_013236.4 NM_001318330.2
ATXN10 bierze udziat w
Funkcja funkcjonowaniu i réznicowaniu FAM188A posiada domeng wigzaca
liniowego neurondw oraz w neurogenezie kaspazy 1 moze bra¢ udziat w
odpowiednika | poprzez pobudzanie dziatania kinaz apoptozie.

aktywowanych mitogenami.

W nastepnym etapie potwierdzono kolista strukture obu kandydatow poprzez
trawienie RNA wyizolowanego z guzéw GBM za pomoca rybonukleazy R, ktéra z wysoka
wydajnoscig degraduje jedynie liniowe formy transkryptow. Trawienie przeprowadzono w 4
punktach czasowych: 5, 10, 15 i 20 minut. Nastepniec RNA zostalo poddane odwrotne;j
transkrypcji, a uzyskane cDNA bylo matryca do reakcji PCR, w ktorej amplifikowane byty
zarowno transkrypty Koliste jak i liniowe. Przeprowadzony eksperyment potwierdzit kolistg
strukturg circATXN10 i circFAMI188A, ktore byly oporne na hydrolizg¢, podczas gdy ich
liniowe odpowiedniki ulegaly catkowitej degradacji (Ryc. 15 A-B). Ponadto w celu
identyfikacji  unikalnej sekwencji BSJ kazdego 2z circRNA  przeprowadzono

sekwencjonowanie cDNA za pomocg metody Sangera (Ryc. 15 C-D).
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Rycina 15. Walidacja kolistej struktury wybranych kandydatéw circRNA. Trawienie RNA Rnazg
R i amplifikacja transkryptow ATXNIO (A) oraz FAMI88A (B). M - marker wielkosci, C —
amplikony czasteczki kolistej, L —amplikony czasteczki liniowej. Chromatogram z sekwencjonowania
amplikonow czasteczek circATXN10 (C) oraz circFAM188A (D).

4.2.1. Analiza poziomu ekspresji kolistej i1 liniowej formy AXTN10 oraz

FAM188A w wybranych liniach komoérkowych oraz sferach

Ze wzgledu na duzg heterogenno$¢ guzéw glejaka, pierwszym etapem przed
rozpoczeciem badan funkcjonalnych byta selekcja najbardziej odpowiedniego modelu
badawczego, jakim byty linie komorkowe GBM. W tym celu, za pomoca techniki qPCR,
okreslono poziom ekspresji wybranych transkryptow liniowych i kolistych ATXN10 i
FAM188A w liniach T98G, U118-MG, U138-MG, U138-MG, U251-MG oraz U87-MG
(Ryc. 16 A-B). Do dalszych badan i testow funkcjonalnych, ze wzglgdu na najnizszy poziom
ekspresji circRNA, wybrano linie U138-MG oraz U251-MG. Okre$lono roéwniez poziomy
ekspresji wybranych transkryptow w tkankach GBM 1 w zdrowym moézgu. Zaobserwowano,
iz forma liniowa transkryptu ATXN10 wystepowata w zdrowym mdzgu w mniejszej liczbie
niz forma kolista, natomiast stosunek ten byl odwrotny w przypadku guzéw GBM, gdzie
forma liniowa dominowata nad forma kolista. Warto odnotowaé, iz mimo obnizonego
poziomu ekspresji circATXN10 w guzach GBM, bezwzgledna liczba tych czasteczek
pozostawata nadal stosunkowo duza (Ryc. 16 C). W przypadku transkryptow FAM188A nie

odnotowano podobnej zaleznosci — W probkach zdrowego mozgu obie formy wystgpowaty w
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podobnej liczbie, natomiast w guzach GBM circRNA wystepowatl w mniejszej ilo$ci niz jego

liniowy odpowiednik (Ryc. 16 D).
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Rycina 16. Analiza poziomu ekspresji transkryptow ATXN10 (A) i FAM188A (B) w liniach
komérkowych GBM oraz w zdrowym mézgu i tkankach GBM (C-D). Wyniki znormalizowano do
poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako §rednie warto$ci + SD. Istotnos¢ statystyczna obliczona
zostata za pomocg testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne
statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.

Sfery wyprowadzone z linii komodrkowych charakteryzuja sie wzbogacong
subpopulacjga komorek macierzystych, co umozliwia formowanie przez nie kolistych struktur
3D. Dzigki temu stanowig one atrakcyjny model badawczy, poniewaz lepiej niz linie
adherentne imitujg strukture guza oraz zachodzace w nim procesy [257]. Z tego powodu, w
kolejnym etapie badan, okreslono poziom ekspresji wybranych circRNA oraz ich liniowych
odpowiednikéw w sferach wyprowadzonych z linii adheretnych GBM (Ryc. 17 A). W celu

potwierdzenia wzbogacenia sfer w komorki CD133+ okreslono relatywny poziom ekspresji
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markeré6w komorek macierzystych glejaka, takich jak SOX2, OCT4 oraz NANOG i
potwierdzono ich zwigkszony poziom zaréwno w sferach komorek U251-MG jak i U138-MG
(Ryc. 17 B). Nastepnie zbadano poziom ekspresji transkryptow ATXN10 i FAMI188A i
odnotowano, ze w obu przypadkach zarowno poziom ekspresji liniowej jak i kolistej formy
byt znaczaco zwigkszony w sferach w poréwnaniu do linii adherentnych. W przypadku
ATXN10 zaobserwowano, ze poziom kolistej czasteczki jest zwigkszony o 107 % i 124 %, a
liniowej 0 35 % i 30 % odpowiednio w sferach U251-MG oraz U138-MG. W kontekscie
FAM188A odnotowano podniesienie poziomu ekspresji formy kolistej 0 273 % i 171% oraz
formy liniowej 0 289 % i 183 % odpowiednio w sferach wyprowadzonych z linii U251-MG
oraz U138-MG (Ryc. 17 C-D).
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Rycina 17. Analiza poziomu ekspresji transkryptow ATXN10 (B) i FAM188 (C) w neurosferach.
A. Mikroskopowy obraz neurosfer wyhodowanych z linii U138-MG. B. Poziom ekspresji markerow
CD133+ w neurosferach. C. Poziom ekspresji transkryptow ATXN10 w neurosferach z linii U138-
MG i U251-MG. D. Poziom ekspresji transkryptow FAMI88A w neurosferach z linii U138-MG i
U251-MG. Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako S$rednie
warto$ci £ SD w odniesieniu do komorek kontrolnych (adherentnych). Istotno$¢ statystyczna
obliczona zostala za pomoca testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns —
nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.

4.2.2. Okreslenie lokalizacji subkomorkowej wybranych kolistych RNA

Wewnatrzkomorkowe rozmieszczenie CircRNA w gléwnej mierze decyduje o ich
funkcji [258]. Dlatego tez, pierwszym etapem w probie ustalenia roli wybranych kolistych

RNA w GBM bylo okreslenie ich subkomorkowej lokalizacji za pomoca frakcjonowania,
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dzieki ktoremu mozliwe jest rozdzielenie frakcji jadrowej i cytoplazmatycznej. W pierwszym
kroku potwierdzono poprawnos¢ przeprowadzonego eksperymentu poprzez okreslenie
poziomu ekspresji markerdw cytoplazmatycznych i1 jadrowych takich jak taczenie egzon-
egzon i intron w GAPDH w trzech liniach GBM — U251-MG, U138-MG oraz U87-MG (Ryc.
18 A-C). Nastepnie okreslono relatywny poziom ekspresji kolistych transkryptéw w kazdej z
frakcji i zaobserwowano, iz zaréwno circATXN10 jak i circFAMI188A znajduja si¢ gldwnie

w cytoplazmie, co zbiezne jest z ich egzonowym pochodzeniem (Ryc. 18 D-F).
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Rycina 18. Analiza poziomu ekspresji markerow jadrowych i cytoplazmatycznych po
frakcjonowaniu komorek U251-MG U138-MG i U87-MG (A-C) oraz poziom kolistych
transkryptow w poszczegélnych frakcjach komorek U251-MG U138-MG i U87-MG (D-F).
Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie wartosci + SD w
odniesieniu do probek kontrolnych (total). Istotnos¢ statystyczna obliczona zostala za pomoca testu
Two-Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; **
dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.
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4.3. Charakterystyka circATXN10
4.3.1. Obnizenie poziomu ekspresji kolistej i liniowej formy ATXN10 za pomoca
siRNA

W celu okreslenia potencjalnej roli circATXNIO w rozwoju GBM zastosowano
réznego rodzaju testy funkcjonalne. Opieraty si¢ one na podejéciu typu ,utrata funkcji” z
wykorzystaniem SiRNA oraz na podejéciu typu ,nabycie funkcji” z uzyciem wektora
ekspresyjnego. Miaty one na celu obserwacj¢ zmian fenotypowych oraz ocene modyfikacji w
funkcjonowaniu komorek GBM, w ktérych zmieniony zostal poziom ekspresji wybranych

transkryptow.

W pierwszym kroku zaprojektowano oraz przetestowano 3 rozne siRNA, ktorych
sekwencja byta komplementarna do regionu obejmujacego BSJ w circATXN10 (Ryc. 19 A).
W przypadku liniowej formy uzyto gotowego siRNA komplementarnego do miejsca
potaczenia egzon-egzon w regionie, ktéry nie wchodzit w sktad sekwencji circRNA, tak aby
zastosowane obnizenie poziomu ekspresji byto specyficzne dla kazdego z transkryptow. Jako
kontroli uzyto niespecyficznego siRNA (scr, ang. Scrambled), ktory posiadat ten sam sktad
nukleotydowy co wybrane siRNA, ale inng sekwencje, ktora nie byta komplementarna do
zadnego znanego ludzkiego RNA. Przeprowadzona optymalizacja wskazala, iz najbardziej
specyficzny 1 wydajny byt siRNA.1, ktory skutecznie obnizyt poziom ekspresji circATXN10
o okoto 60-70 % w linii U251-MG i 40-60% w linii U138-MG. Pozostate siRNA (siRNA.2 i
siRNA.3) w stezeniu koncowym 50 nM obnizaty réwnocze$nie poziom ekspresji formy
liniowej, co sugerowato ich niespecyficzne wigzanie si¢ z MRNA ATXN10, dlatego tez w

kolejnych eksperymentach zastosowany zostat siRNA.1 (Ryc. 19 B-C).
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Rycina 19. Schemat projektowania siRNA (A) oraz analiza zmian poziomu ekspresji
transkryptow ATXN10 po obnizeniu poziomu ekspresji circATXN10 oraz linATXN10 za
pomoca testowanych siRNA w liniach U251-MG (B) i U138-MG (C). Wyniki znormalizowano do
poziomu ekspresji HPRT 1 przedstawiono jako $rednie warto$ci £ SD w odniesieniu do komorek
kontrolnych traktowanych siRNA kontrolnym (scr). Istotno$¢ statystyczna obliczona zostala za
pomocg testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; *
dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.

Po wykonanej optymalizacji przeprowadzono transfekcje komoérek U251-MG oraz
U138-MG wybranym siRNA o st¢zeniu koncowym 25 nM 1 50 nM, a wyniki poréwnano do
kontroli. SIRNA skutecznie obnizyl poziom ekspresji circATXNI10 i inATXN10 o okoto 50-
70 %, a najwicksza skuteczno$¢ obnizenia poziomu ekspresji zaobserwowano przy stezeniu
koncowym 50 nM, dlatego tez zastosowano g0 w pdzniejszych eksperymentach

funkcjonalnych. Zaobserwowano, iz w przypadku linii U251-MG przy obnizaniu poziomu

98



ekspresji formy liniowej, poziom ekspresji formy kolistej ulegat zwickszeniu, podczas gdy
wyciszenie formy kolistej nie wplywato istotnie na poziom ekspresji formy liniowej (Ryc. 20
A-B). W linii U138-MG poziom ekspresji formy kolistej nie ulegal zmianie przy obnizeniu
poziomu ekspresji formy liniowej, za to forma liniowa ulegata zwickszonej ekspresji przy
wyciszeniu circATXN10. W zwigzku z réznymi obserwacjami przeprowadzono dodatkowy
eksperyment typu ,utrata funkcji” w trzeciej linii komérkowej — U87-MG. Tym razem
zaobserwowano wzajemnie zwigkszony poziom ekspresji kazdego z transkryptow (o okoto 40
%) w przypadku obnizenia poziomu ekspresji przeciwnego z nich (Ryc. 20 C). Linia U87-MG
jest linig najbardziej wzbogacona w subpopulacje komorek macierzystych glejaka, w zwigzku
z czym jest zdolna do samoistnego tworzenia sfer. Ponadto wczesniej uzyskane wyniki
wskazaly na zwigkszony poziom circATXN10 i linATXN10 w sferach wyprowadzonych z
linii GBM, co mogto sugerowa¢ zaleznos¢ miedzy GSC, a oboma transkryptami. Dlatego tez
przeprowadzono dodatkowy eksperyment z uzyciem siRNA na sferach wyprowadzonych z
linii U251-MG oraz U138-MG. W tym przypadku zaobserwowano te sama zalezno$¢ co w
przypadku komoérek U87-MG — forma kolista ulegata zwigkszonej ekspresji przy wyciszaniu
formy liniowej i na odwrot (Ryc. 20 D-E).
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Rycina 20. Analiza zmian poziomu ekspresji transkryptéw ATXN10 po obnizeniu poziomu
ekspresji circATXN10 oraz linATXN10 za pomoca siRNA w liniach U251-MG (A), U138-MG
(B), UB7-MG (C), sferach U251-MG (D) oraz sferach U138-MG (E). Wyniki znormalizowano do
poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako srednie wartosci = SD w odniesieniu do komoérek
kontrolnych traktowanych siRNA kontrolnym (scr). Istotno$¢ statystyczna obliczona zostata za
pomoca testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; *
dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.
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W kolejnym kroku, za pomocg techniki western blot, okreslono poziom biatka
ATXNI10 po obnizeniu poziomu ekspresji kolistego i liniowego transkryptu z uzyciem
specyficznych siRNA. Wyniki potwierdzity wczesniej zaobserwowane zmiany w poziomach
ekspresji poszczegolnych transkryptow. W przypadku linii U251-MG nie zmieniat si¢ poziom
biatka ATXN10 w probkach z obnizonym poziomem ekspresji circATXN10, natomiast w
linii U138-MG oraz U87-MG odnotowano zwigkszony poziom biatka ATXN10 po
wyciszeniu formy kolistej, tam samo jak w przypadku zmian zaobserwowanych wczesniej na
poziomie RNA. Potwierdzito to podwyzszenie poziomu ekspresji nie tylko mRNA ATXNI10,
ale takze biatka ATXNI10 po wyciszeniu formy kolistej. Ponadto potwierdzono skuteczne
obnizenie poziomu biatka ATXN10 poprzez zastosowanie SiRNA komplementarnego do
transkryptu linATXN10 (Ryc. 21).
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Rycina 21. Analiza zmian poziomu bialka ATXN10 po obnizeniu poziomu ekspresji circATXN10
oraz linATXN10 za pomoca siRNA w liniach U251-MG (A-B), U138-MG (C-D) oraz U87-MG
(E-F). Wyniki znormalizowano do poziomu biatka GAPDH i przedstawiono jako $rednie wartosci +
SD w odniesieniu do komodrek kontrolnych traktowanych siRNA kontrolnym (scr). Istotnos¢
statystyczna obliczona zostata za pomoca testu One-Way ANOVA rozszerzonej testem Tukey’a.: ns —
nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.
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43.1.1. Badanie tempa migracji komorek za pomocq testu zarastania rany

Komorki nowotworowe posiadajg zdolno$¢ do unikania sygnatow hamujacych wzrost
i cechujg si¢ zwigkszonym tempem proliferacji. Zdolno$¢ masy nowotworowej do wzrostu
wigze si¢ jednak nie tylko z nadmierng proliferacja komorek, ale takze z ich migracja co
wplywa na proces naciekania otaczajacych guz zdrowych tkanek. Bioragc pod uwage
potencjalng role transkryptow ATXNI10 w procesach zwigzanych z rozwojem GBM
okreslono wptyw zmiany poziomu ekspresji CircATXN10 i lInNATXN10 na wilasciwosci
migracyjne komérek GBM. Zmiany tempa oceniono w tescie zarastania rany po obnizeniu
poziomu ekspresji formy Kkolistej 1 liniowej ATXN10 za pomoca SIRNA w stezeniu
koncowym 50 nM w linii U251-MG oraz U138-MG. Obie wymienione linie komorkowe
przylegaja do powierzchni naczynia hodowlanego tworzac adherentng monowarstwe. Linia
U87-MG natomiast, w normalnych warunkach, samoistnie formuje sfery tworzac kulture 3D.
Dlatego tez, ze wzgledow technicznych, nie zastosowano jej w zaprezentowanych testach
funkcjonalnych - majac na uwadze trojwymiarowy charakter tej linii wykonanie wielu

eksperymentow z jej uzyciem jest znacznie utrudnione lub niemozliwe.

Zaobserwowano, iz tempo migracji znacznie wzrasta w przypadku obnizenia poziomu
ekspresji formy liniowej w pordwnaniu do kontroli, natomiast obniza si¢ przy wyciszeniu
formy kolistej (Ryc. 22). Po wyciszeniu formy liniowej najwigksza otwarta powierzchnia rany
wynosita 0,17 % i 0,0016 % w porownaniu do pierwotnej powierzchni w U138-MG oraz 0 %
i 0 % w U251-MG, odpowiednio po 48 i 72 godzinach. Po wyciszeniu formy Kolistej
najwigksza otwarta powierzchnia wynosita 64,18 % i 37,42 % w poréwnaniu do pierwotnej
powierzchni rany w U251-MG oraz 54,07 % i 31,39 % w U138-MG, odpowiednio po 48 i 72
godzinach. Obserwacje te wskazaty, iz obnizenie poziomu ekspresji formy liniowej powoduje
zwickszong migracj¢ komorek GBM, a obnizenie poziomu ekspresji formy kolistej ATXN10
— zmniejszong migracje. Wyniki te w polaczeniu z zaleznoscig miedzy zmianami poziomow
ekspresji obu form wskazaty, iz circATXN10 i lin ATXN10 charakteryzuja si¢ potencjalnie

przeciwstawnym dziataniem.
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Rycina 22. Analiza zmian tempa migracji komérek GBM po obnizeniu poziomu ekspresji
transkryptéow ATXNI10 za pomoca siRNA. A-B. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe
przedstawiajace szybkos¢ migracji komorek U251-MG (A) oraz U138-MG (B) po obnizeniu poziomu
ekspres;ji transkryptow ATXN10. Fotografie wykonywano co 24 h, az do catkowitego zaros$nigcia rany
w komorkach traktowanych kontrolnym siRNA (scr). C-D. Tempo migracji komoérek ocenione na
podstawie zmian w powierzchni rysy w komorkach U251-MG (C) oraz U138-MG (D). Wyniki
przedstawiono jako $rednie wartosci £ SD w odniesieniu do komorek kontrolnych traktowanych
SiRNA kontrolnym (scr). Istotno$¢ statystyczna obliczona zostata za pomoca testu Two-Way ANOVA
rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla
p<0,001; **** dla p<0,0001.
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43.1.2. Badanie tempa migracji komodérek za pomoca systemu

xCELLIigence

W celu potwierdzenia obserwacji dokonanych na podstawie testu zarastania rany
wykonano badanie tempa migracji komorek za pomocg systemu xCELLigence. W przypadku
tej metody, komorki wysiane na ptytce zawierajacej ztotg elektrode i dwukomorowe dofki,
migrujg z goérnej komory, w ktoérej znajduje si¢ niesuplementowana pozywka, do komory
dolnej zawierajacej chemoatraktant. Dzi¢ki temu mozliwy jest pomiar szybkosci migracji
komorek poprzez rejestrowanie zmian w oporze elektrycznym. Ponizszy wykres przedstawia
zmiany w jednostce indeksu komoérek co odpowiada zmianom tempa migracji komorek.
Wskazuje on na zwigkszony potencjat migracyjny po wyciszeniu formy liniowej ATXN10 (0
okoto 20% w linii U251-MG oraz 10% w linii U138-MG), podczas gdy tempo migracji po
wyciszeniu formy kolistej nie ulegto istotnej statystycznie zmianie w poréwnaniu do komorek
kontrolnych (Ryc. 23).
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Rycina 23. Wplyw obnizenia poziomu ekspresji kolistej i liniowej formy ATXN10 na potencjal
migracyjny komérek U251-MG (A) oraz U138(MG). Migracja zostata zbadana za pomoca systemu
xCELLigence, pomiarow dokonywano przez 36 h, a pierwszy pomiar wykonany zostat 48 h po
transfekcji komorek za pomoca siRNA o stezeniu koncowym 50 nM. Wyniki przedstawiono jako
$rednie wartosci £ SD w odniesieniu do komorek kontrolnych traktowanych siRNA kontrolnym (scr).
Istotno$¢ statystyczna obliczona zostata za pomocg testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem
Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla
p<0,0001.
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4.3.1.3. Badanie tempa inwazji za pomoca testu formowania sfer

Zdolnos¢ nowotworu do tworzenia przerzutow jest Scisle zwigzania z procesem
inwazji, ktoéry obok proliferacji i migracji jest jednym z najwazniejszych mechanizméow
odpowiedzialnych za agresywno$¢ guza. Duze znaczenie w tym procesic maja komorki
macierzyste guza, ktore charakteryzuja si¢ nieograniczonym potencjatem proliferacyjnym, a
takze zdolno$cig do samoodnawiania si¢ [259]. W celu okreslenia roli transkryptow ATXN10
w opisanym procesie przeprowadzono test inwazji sfer. W tym celu po transfekcji komoérek za
pomoca siRNA wysiano je na ptytke 96-dotkowa, a nastepnic pokryto matrigelem i
obserwowano inwazj¢ komorek GBM. W przypadku probek z obnizonym poziomem
ekspresji linATXN10 tempo inwazji bylo znaczaco zwigkszone — $rednio 0 28 % w
przypadku linii U251-MG i okoto 40 % w linii U138-MG. W probkach z wyciszeniem
CircATXN10 nie zaobserwowano natomiast istotnej statycznie zmiany w porownaniu do

probek traktowanych kontrolnym siRNA (Ryc. 24).
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Rycina 24. Analiza zmian tempa inwazji po obnizeniu poziomu ekspresji transkryptow ATXN10
za pomoca siRNA. A-B. Reprezentatywne obrazy mikroskopowe przedstawiajace zmiany objgtosci
sfer z komorek U251-MG (A) oraz U138-MG (B) po obnizeniu poziomu ekspresji transkryptow
ATXN10. Fotografie wykonywano co 48 h. C-D. Tempo formowania sfer ocenione na podstawie
pomiaréw zmian powierzchni sfer U251-MG (C) oraz U138-MG (D). Wyniki przedstawiono jako
$rednie wartosci £ SD w odniesieniu do komorek kontrolnych traktowanych siRNA kontrolnym (scr).
Istotno$¢ statystyczna obliczona zostata za pomoca testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem
Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla
p<0,0001.
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4.3.1.4. OKkreslenie poziomu ekspresji markerow przejscia nablonkowo-

mezenchymalnego

W celu walidacji wynikow zwigzanych z potencjatem migracyjnym i inwazyjnym
komorek GBM po obnizeniu poziomu ekspresji transkryptéw ATXN10, okreslono poziom
ekspresji wybranych markeréw przejscia nablonkowo-mezenchymalnego, jakimi sag ZEBI,
SNAIL2 oraz FN1. Zaobserwowano, iz poziom ekspresji kazdego z markeréw byl istotnie
zwigkszony (od 50 do 90 % w linii U251-MG oraz od 30 do 40% w linii U138-MG) po
zastosowaniu siRNA o stezeniu koncowym 50 nM, ktory obnizal poziom ekspresji liniowej
formy ATXN10. W przypadku circATXN10 zaobserwowano z kolei obnizenie poziomu
ekspresji markerow w porownaniu do kontroli zarowno w linii U251-MG (o okoto 30 %) jak i
U138-MG (o okoto 25 %), co potwierdzito przeciwstawne dziatanie obu transkryptow oraz

ich wptyw na przebieg EMT (Ryc. 25).
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Rycina 25. Analiza zmian poziomu ekspresji markeréw przejscia nablonkowo-
mezenchymalnego po obnizeniu poziomu ekspresji circATXN10 oraz linATXN10 za pomoca
SiRNA w liniach U251-MG (A) oraz U138-MG (B). Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji
HPRT i przedstawiono jako $rednie wartosci = SD w odniesieniu do komoérek kontrolnych
traktowanych siRNA kontrolnym (scr). Istotno$¢ statystyczna obliczona zostata za pomoca testu Two-
Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla
p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.
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4.3.1.5. Okreslenie poziomu ekspresji transkryptow ATXN10 po indukcji
TGFp

Transformujacy czynnik wzrostu beta (TGFB ang. Transforming growth factor B) jest
istotnym elementem rozwoju nowotworu, poniewaz aktywuje transformacje komorek
nabtonka w komorki mezenchymalne, a wigc jest kluczowy dla indukcji EMT. Biorac pod
uwage wczesniejsze wyniki, ktore wskazaly na zmiang poziomu ekspresji markeréw EMT
pod wplywem wyciszenia circATXNIO oraz linATXN10, okreslono poziom obu tych
transkryptow po indukcji przej$cia nablonkowo-mezenchymalnego w komorkach U251-MG i
U138-MG za pomocg TGFpB w stezeniu 2 ng oraz 5 ng. W pierwszym kroku zweryfikowano
wystagpienie EMT w komorkach traktowanych TGFf poprzez okreslenie poziomu ekspresji
wybranych markeréw (Ryc. 26 A-B). Otrzymane wyniki wskazatly na obnizenie poziomu
ekspresji circATXN10 w obu liniach o okoto 40 %, podczas gdy poziom formy liniowej
pozostawat bez istotnych zmian. Wyjatkiem byly komorki traktowane TGFB w stezeniu 5 ng
w linii U138-MG, gdzie zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie poziomu ekspresji
formy liniowej o okoto 25 % w poréwnaniu do komorek nietraktowanych markerow (Ryc. 26
C-D). Ponizsze oraz wczesniej otrzymane wyniki potwierdzily potencjalng rolg obu

transkryptow w procesie EMT oraz mechanizmach zwigzanych z inwazjg i migracja.
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Rycina 26. Analiza zmian poziomu ekspresji transkryptow ATXNI10 po indukcji przejscia
nablonkowo-mezenchymalnego za pomoca TGFp. Poziom ekspresji markerow EMT w komorkach
U251-MG (A) oraz U138-MG (B) traktowanych roznymi stgzeniami TGFB. C-D. Poziom ekspresji
circATXNI10 i linATXN10 w komodrkach U251-MG (C) oraz U138-MG (D) traktowanych réznymi
stezeniami TGFp. Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie
wartosci £ SD w odniesieniu do nietraktowanych komorek kontrolnych (ctrl). Istotnos¢ statystyczna
obliczona zostala za pomocg testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns —
nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.

4.3.1.6. Badanie przebiegu cyklu komorkowego

Cykl komoérkowy polega na przechodzeniu komorek przez okreslone fazy, takie jak
faza G1 (okres przedreplikacyjny), faza S (synteza DNA), faza G2 (okres przed podziatem) i
faza M (mitoza). Zmiana faz jest $cisle regulowana przez r6znego rodzaju biatka kontrolne
cyklu komorkowego. Liczne mutacje genetyczne obecne w komorkach nowotworowych
moga prowadzi¢ do utraty kontroli nad cyklem, co prowadzi do nadmiernej proliferacji.

Zaburzenia w dystrybucji komorek w cyklu komoérkowym sa zatem jednym z kluczowych
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aspektow, ktore przyczyniajg si¢ do niekontrolowanego wzrostu guza. W celu zbadania
wplywu obnizenia poziomu ekspres;ji transkryptéw ATXN10 na cykl komérkowy, za pomoca
cytometru przeptywowego, okreslono przebieg cyklu komérkowego dla linii U251-MG oraz
U138-MG po transfekcji siRNA w stezeniu koncowym 50 nM. Zaréwno w przypadku
wyciszenia formy liniowej jak i kolistej nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w
porownaniu do kontroli, co wskazywaé¢ moze, iz transktypty ATXN10 nie biorg udzialu w

kontroli nad podziatlami komoérkowymi w GBM (Ryc. 27).
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Rycina 27. Analiza rozkladu komorek w cyklu komorkowym po obnizeniu poziomu ekspresji
circATXN10 oraz linATXN10 za pomocg siRNA w liniach U251-MG (A-C) oraz U138-MG (D-
F). Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci = SD w odniesieniu do komorek traktowanych siRNA
kontrolnym (scr) Istotno$¢ statystyczna obliczona zostata za pomoca testu Two-Way ANOVA
rozszerzonej testem Bonferroniego. Uzyskane wyniki nie byly istotne statystycznie.

4.3.2. Podwyiszenie poziomu ekspresji kolistej formy ATXN10 za pomoca

wektora

Wyniki wczesniej przeprowadzonych badan wskazaly na zalezno$¢ miedzy
poziomami ekspresji kolistej i liniowej formy ATXN10. W celu jej potwierdzenia wykonano
eksperyment typu ,,nabycie funkcji” z wykorzystaniem wektora ekspresyjnego. Wektor ten
posiadat sekwencje Alu, ktore sa odwrotnie powtdrzonymi sekwencjami wzmagajacymi W

warunkach fizjologicznych procesy cyrkularyzacji podczas backsplicingu. Sekwencje Alu
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znajduja si¢ w regionach oskrzydlajgcych miejsce, w ktore wklonowano insert bedacy peing
sekwencja circRNA. Sekwencje Alu sa wobec siebie komplementarne, co powoduje zblizanie
si¢ koncow 5’ i 3° circRNA oraz ich kowalencyjne wigzanie [260]. Analiza poziomu ekspresji
transkryptow ATXN10 po transfekcji komorek GBM za pomoca wektora (w stezeniu 1 pg
oraz 3 pg) wykazata, iz circATXN10 ulegat wydajnej nadekspres;ji siegajacej srednio 400000
%, 80000 % oraz 15000000 % odpowiednio w linii U251-MG, U138-MG i U87-MG.
Ponadto zaobserwowano, iz poziom ekspresji liniowej formy ATXNIO przy nadekspresji
circATXN10 byt istotnie obnizony w linii U138-MG (o okoto 20%) oraz U87-MG (o okoto
30%), a niezmieniony w przypadku linii U251-MG (Ryc. 28). Wyniki te potwierdzity
wczesniejsze obserwacje dotyczace zaleznosci migdzy poziomem ekspresji INATXN10 przy
manipulacji poziomem circATXN10 w kontekscie linii U138-MG oraz U87-MG, a takze brak
tej zalezno$ci w przypadku linii U251-MG.
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Rycina 28. Analiza zmian poziomu ekspresji transkryptow ATXN10 po podwyzszeniu poziomu
ekspresji circATXN10 za pomoca wektora w liniach U251-MG (A), U138-MG (B) oraz U87-MG
(C). Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie wartosci + SD
w odniesieniu do komodrek kontrolnych traktowanych pustym wektorem. Istotno$¢ statystyczna
obliczona zostala za pomoca testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns —
nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.
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4.3.3. ldentyfikacja czasteczek wchodzacych w interakcje z kolista i liniowa
formg AXTN10 za pomocg eksperymentu typu ,,pulldown”

Weczesniej przeprowadzone badania wskazaly na potencjalng zalezno$¢ miedzy
ekspresja kolistej i liniowej formy ATXN10. W zwiazku z tym przeprowadzono eksperyment
typu ,,pulldown”, w celu potwierdzenia potencjalnej interakcji pomiedzy obydwoma
transkryptami. W tym celu zaprojektowano sondy ASO znakowane biotyng na 3’ koncu, ktore
byty komplementarne do sekwencji BSJ w przypadku circATXN10 oraz komplementarne do
sekwencji obejmujgcych tgczenie egzon-egzon w linATXN10. Liczba zastosowanych sond
uzalezniona byta od dtugosci czasteczki — na kazde 200 nukleotydow przypadata jedna sonda,
a do eksperymentu uzyto mieszaniny wszystkich ASO. Kompleksy sond potaczonych z
wybranymi transkryptami mogly zosta¢ wyizolowane dzigki uzyciu kulek magnetycznych
optaszczonych streptawidyng. Schematyczny przebieg eksperymentu przedstawiono na

rycinie numer 29.

E T Q
\ 7/ —> T PS Q
\
Lizat Miks Kulki
komérkowy sond znakowanych magnetyczne ze
biotyna streptawidyna

Separacja
magnetyczna

Analiza biatek

Rycina 29. Schematyczny przebieg eksperymentu typu ,,pulldown”.

112



Uzyskane wyniki potwierdzity poprawno$¢ wykonania eksperymentu —
zaobserwowano wzbogacenie badanych probek w transkrypt kolisty (0 6,6 % i 7,9 %
odpowiednio w linii U138-MG oraz U251-MG) i transkrypt liniowy (0 1,39 % i 1,78 %
odpowiednio w linii U138-MG oraz U251-MG). W celu weryfikacji specyficznosSci
zastosowanych sond okreslono poziom circFAM188A oraz HPRT w badanych probkach, w
przypadku ktérych nie zaobserwowano wzbogacenia. Otrzymane wyniki wskazaty takze, ze
zarowno w badanych probkach z sondami circATXN10 obecna jest forma liniowa ATXN10
(wzbogacenie 0 0,18 % i 0,16 % odpowiednio w linii U138-MG oraz U251-MG) jak i w
probkach z sondami linATXN10 obecna jest forma kolista ATXN10 (wzbogacenie 0 0,21 % i
0,69 % odpowiednio w linii U138-MG oraz U251-MG). Potwierdzilo to posrednig lub
bezposrednig interakcje obu tych transkryptow, co wpltywaé moze na wzajemng regulacje ich

ekspresji (Ryc. 30).
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Rycina 30. Identyfikacja interakcji miedzy transkryptami ATXN10 za pomoca eksperymentu
typu ,,pulldown”. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci = SD i obliczono na podstawie
poréwnania ilosci wzglednej transkryptoéw w probkach badanych i iloSci wzglednej transkryptow w
probee ,,input”. A-B. Eksperyment typu ,,pulldown” przeprowadzono w komoérkach U138-MG z
wykorzystaniem sond specyficznych dla circATXN10 (A) oraz sond specyficznych dla linATXN10
(B). C-D. Eksperyment typu ,,pulldown” przeprowadzono w komoérkach U251-MG z wykorzystaniem
sond specyficznych dla circATXN10 (C) oraz sond specyficznych dla linATXN10 (D). Wyniki
przedstawiono jako $rednie wartos$ci = SD w odniesieniu do probek kontrolnych, w przypadku ktorych
uzyto sond LacZ. Istotno$¢ statystyczna obliczona zostala za pomocg testu Two-Way ANOVA
rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla
p<0,001; **** dla p<0,0001.
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Przeprowadzony eksperyment typu ,,pulldown” umozliwit ekstrakcj¢ kompleksow
sktadajacych si¢ z liniowych i kolistych transkryptow wraz z przytaczonymi do nich
czasteczkami. W celu identyfikacji biatek, ktore moglyby wchodzi¢ w interakcje z wybranymi
transkryptami i zwigzane by¢ z ich funkcjonowaniem, wykonano analize spektrometrii mas
badanych probek circATXN10 oraz linATXN10. Optymalizacja metody elucji bialek z
kompleksow transkryptow ATXNI10 przylaczonych do kulek magnetycznych umozliwita
przeprowadzenie analizy MS otrzymanych frakcji, a zidentyfikowane biatka zostaty
przestawione na rycinie numer 31 oraz w tabeli numer 24. W przypadku biatek zwigzanych z
forma kolista zaobserwowano wzbogacenie w biatka z rodziny RPA oraz U2AF zar6wno w
linii U251-MG jak i U138-MG. W badanych probkach z sondami komplementarnymi do
formy liniowej odnotowano natomiast zwigkszony poziom biatek z rodziny RPA1 i PPARD.
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Rycina 31. Identyfikacja bialek wchodzacych w interakcje z transkryptami ATXN10 za pomocg
spektrometrii mas (MS). A-B. Analiz¢ MS przeprowadzono na podstawie probek po eksperymencie
typu ,,pulldown” w komérkach U251-MG z wykorzystaniem sond specyficznych dla circATXN10 (A)
oraz sond specyficznych dla linATXN10 (B). C-D Analiz¢ MS przeprowadzono na podstawie probek
po eksperymencie typu ,,pulldown” w komoérkach U138-MG z wykorzystaniem sond specyficznych
dla circATXN10 (C) oraz sond specyficznych dla l[inATXN10 (D). Wyniki przyréwnano do probek
kontrolnych, w przypadku ktoérych uzyto sond LacZ i obliczono log2fold change. Istotnos¢
statystyczna obliczona zostata za pomoca testu T-studenta i przedstawiona zostata na osi y jako
warto$¢ -Log p-value.
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Tabela 24. Biatka wspolne dla obu linii GBM (U251-MG i U138-MG) zidentyfikowane po
eksperymencie ,,pulldown” z uzyciem sond dla kolistego i liniowego transkryptu ATXN10.

»Pulldown” transkryptu kolistego ATXN10

Nazwa Funkei U251-MG | U251-MG - | U138-MG | U138-MG -
bialka unkeja Log2FC Log p-value Log2FC Log p-value
U2AF2 | Podjednostki kompleksu U2AF 1,144 4,389 1,446 3,619
odpowiedzialnego za regulacje
U2AF1 splicingu 0,465 2,57 0,683 2,454
»Pulldown” transkryptu liniowego ATXN10
Nazwa Funkcia U251-MG | U251-MG - | U138-MG | U138-MG -
bialka ) Log2FC Log p-value Log2FC Log p-value
RPA1 Biorg udziat w replikacii, 2,531 5,032 2,141 4,144
RPA2 | Iékombinacji oraz naprawie 1,981 4,029 1,353 3,294
DNA przez wigzanie si¢ z
RPA3 Jednoniciowym DNA 1,841 4,134 0,965 2,016
Receptor jadrowy
odpowiedzialny za regulacje
PPARD | Ckspresii genbw zwigzanych 7 0,4275 1,069 0,478 1,014
metabolizmem komoérkowym,
proliferacja oraz przebiegiem
stanéw zapalnych.

4.3.4. Okreslenie profilu ekspresji po obnizeniu poziomu kolistego i liniowego

transkryptu ATXN10 za pomoca sekwencjowania RNA

W celu okreslenia wplywu obnizenia poziomu ekspresji circATXN10 oraz
linATXN10 na profil ekspresji w komorkach GBM przeprowadzono sekwencjonowanie RNA
probek po wyciszeniu obu tych form za pomoca siRNA w stezeniu koncowym 50 nM.
Roéznicowa analiza ekspresji wykazata, iz obnizenie poziomu ekspresji kolistego transkryptu
spowodowato deregulacje ekspresji 107, 180 oraz 1485 genéw odpowiednio w linii U251-
MG (Log2FC miegdzy -0,65 i 0,49), U138-MG (Log2FC migdzy -0,67 i 0,94), i U87-MG
(Log2FC miedzy -15 i 2) (Ryc. 32). W przypadku wyciszenia formy liniowej
zaobserwowano zmian¢ poziomu ekspresji 462, 577 oraz 2100 gendéw odpowiednio w linii
U251-MG (Log2FC pomiedzy -1,25 i 0,65), U138-MG (Log2FC pomiedzy -1,73 i 1,15), i
U87-MG (Log2FC pomigdzy -2,94 i 1,32) (Ryc. 33). Obnizenie poziomu ekspresji formy
liniowej spowodowato znaczne zwigkszenie liczby gendw o podniesionym poziomie ekspres;ji
(odpowiednio 76 %, 72 % i 70 % transkryptow) w poréwnaniu do wyciszenia formy kolistej
ATXN10 (odpowiednio 57 %, 63 %, 61 % transkryptow).
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Rycina 32. Analiza réznicowej ekspresji genéw po obnizeniu poziomu ekspresji circATXN10
komoérkach U251-MG (A-B), U138-MG (C-D) oraz U87-MG (E-F). Kazde wyciszenie zostato
wykonane w 3 powtdrzeniach biologicznych z uzyciem specyficznego siRNA o stezeniu koncowym
50 nM. Niebieskie punkty wskazujg na transkrypty o obnizonym poziomie ekspresji, a czerwone —
transkrypty o podwyzszonym poziomie ekspres;ji.
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Rycina 33. Analiza réznicowej ekspresji genow po
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komérkach U251-MG (A-B), U138-MG (C-D) oraz U87-MG (E-F). Kazde wyciszenie zostato
wykonane w 3 powtdrzeniach biologicznych z uzyciem specyficznego siRNA o stezeniu koncowym
50 nM. Niebieskie punkty wskazujg na transkrypty o obnizonym poziomie ekspresji, a czerwone —

transkrypty o podwyzszonym poziomie ekspres;ji.
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Ze wzgledu na duzg heterogenno$¢ linii komoérkowych 1 réznice w otrzymanych
wynikach analizy réznicowej ekspresji genéw, zdecydowano si¢ na identyfikacje wspdlnej
grupy transkryptow dla wszystkich trzech linii komorkowych. Dlatego tez wykonano analize,
w ktorej wzieto pod uwage jedynie te geny 0 zmienionym poziomie ekspresji, ktorych
deregulacja obecna byta jednoczesnie w linii U251-MG, U138-MG jak i U87-MG. W
przypadku wyciszenia formy liniowej zidentyfikowano 77 takich genéw, a przy wyciszeniu
formy kolistej — 44. Wybrane z nich, wraz z opisem ich funkcji, przestawiono w ponizszej
tabeli. Ws$rod genéow o obnizonym poziomie ekspresji po wyciszeniu formy liniowej
ATXNI10 znalazto si¢ mRNA kodujace biatko RPA1 zidentyfikowane wcze$niej jako
potencjalny interaktor biatkowy tego transkryptu. Ponadto odnotowano, iz najwigkszy efekt
zmiany profilu ekspresji genow obserwuje si¢ w przypadku linii U87-MG, co koresponduje z
wczesniej otrzymanymi wynikami, w ktoérych najwyrazniejsze wzajemne zmiany poziomow
ekspresji transkryptow ATXN10 zidentyfikowano wtasnie w tej linii komorkowe;.

Wszystkie wyniki udostepnione zostaty pod adresem:
https://drive.google.com/drive/folders/1h9IXZS_71ZcX9neGCRUxmkYb6cONUQAH?usp=d

rive link oraz zalaczone w formie ptyty CD do niniejszej rozprawy doktorskie;j.
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Tabela 25. Roznicowa analiza ekspresji wybranych genéw wspolnych dla wszystkich trzech linii
komoérkowych. Wszystkie przedstawione wyniki posiadajg adjusted p-value<0,01.

Wyciszenie linATXM10 — siRNA 50 nM

Linia komorkowa

Nazwa

Opis

U251-MG
Log2FC

U138-MG
Log2FC

u87-MG
Log2FC

GALNT7

Transferaza glikopeptydowa zaangazowana w
inicjacj¢ O-glikozylacji

0,48

0,84

0,95

SPARC

Bogate w cysteing biatko zwigzane z macierza
zewnatrzkomorkowa. Odpowiada za regulacje
wzrostu komorek w kooperacji z ECM.

0,36

0,93

1,32

RPA1

Biatko biorgce udziat w replikacji,
rekombinacji oraz naprawie DNA przez
wigzanie si¢ z jednoniciowym DNA

-0,28

-0,80

-0,93

CDC14B

Fosfataza biatkowa o podwojnej specyficznosci
zaangazowane w regulacje odpowiedzi na
uszkodzenie DNA, regulator punktu
kontrolnego fazy G2

-0,50

-0,86

-0,50

VMA21

Chaperon odpowiedzialny za sktadanie
lizosomalnej ATPazy

-0,51

-0,59

-0,34

CDKG6

Kinaza biatkowa serynowo-treoninowa
zaangazowana w kontrole cyklu komérkowego
i rdznicowanie; promuje przejscie faza G1/S.

-0,50

-0,72

-0,76

CCNG1

Cyklina regulujaca wzrost komorki poprzez
zatrzymanie fazy G2/M w odpowiedzi na
uszkodzenie DNA.

-0,46

-0,55

-0,83

ADCY9

Cyklaza adenylowa zaangazowana w
katalizowanie tworzenia czasteczki
sygnalizacyjnej CAMP w odpowiedzi na
aktywacje¢ receptorow sprz¢zonych z biatkiem

-0,54

-0,54

-1,03

LITAF

Odgrywa rolg¢ w transporcie biatek
endosomalnych i ukierunkowaniu biatek na
degradacje lizosomalng. Jest stymulatorem

monocytéw 1 makrofagdéw, indukujac
wydzielanie czynnika martwicy nowotworu alfa
1 innych mediatoréw stanu zapalnego.

-0,62

-0,41

-1,14

Woyciszenie circATXM10 —si

RNA 50 nM

Linia komorkowa

Nazwa

Funkcja

U251-MG
Log2FC

U138-MG
Log2FC

ug7-MG
Log2FC

TGFBR1

Receptor transformujacego czynnika wzrostu
beta bioracy udziat w regulacji roznicowania
komorek, cykl komoérkowy oraz procesy
Zwigzane z inwazj3a.

0,16

0,34

0,78

MAPKG6

Kinaza aktywowana mitogenami
odpowiedzialna za regulacj¢ cyklu
komoérkowego

0,40

0,38

0,94

POGK

Biatko zawierajace domeng KRAB o nieznanej
dotad funkcji.

-0,52

-0,38

-0,56
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4.4. Charakterystyka circFAM188A
4.4.1. Identyfikacja miRNA posiadajacych miejsca wigzania z circFAM188A

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze gléwng rolg circRNA w procesach zwigzanych
z nowotworzeniem jest wigzanie miRNA, co modyfikuje biodostgpnos¢ tych czasteczek i
moze prowadzi¢ do zwigkszonego poziomu ekspresji transkryptow, ktoére w fizjologicznych
warunkach bytyby przez nie degradowane [261]. Korzystajac z danych z bazy CircInteractome
przeprowadzano analiz¢ potencjalnych miejsc wigzania circFAMI188 i zidentyfikowano dwa
miRNA, ktore posiadaty po dwa miejsca wigzania z tym kolistym transkryptem — miR-1238
oraz miR-576 (Ryc. 34).

lhsa-miR-576-5p (3' ... 5

lhsa_circ 0000220 (5' .3

lhsa-miR-576-3p (3 3y UUUCUGCACCUCUUUAAUCUUA

Rycina 34. Analiza miejsc wigzania circFAM188A i microRNA. Tabela wskazuje na potencjalne
miejsca i typy wigzan CircFAM188A z miR-1238 oraz z miR-576. Dane uzyskane zostaly na
podstawie bazy Circlnteractome [120].

44.1.1. Potwierdzenie wiazania czasteczek miRNA przez circFAM188A za
pomoca immunoprecypitacji biatkka AGO2

W celu potwierdzenia potencjalnej interakcji circFAM188A z miRNA
przeprowadzono immunoprecypitacje¢ biatka Ago2, ktére wchodzi w sktad kompleksu RISC
odpowiedzialnego za wigzanie miRNA i degradacj¢ docelowego mRNA w procesie
interferencji RNA. Poprawno$¢ immunoprecypitacji potwierdzono za pomocg techniki
Wwestern blot, z uzyciem przeciwciata przeciwko AGO2, ktore potwierdzito obecnos$¢ tego
biatka w badanych probkach (Ryc. 35 A). Nastepnie zweryfikowano obecno$é¢ circFAM188A
oraz wybranych miRNA w wyizolowanych kompleksach i odnotowano wzbogacenie w
probkach po immunoprecypitacji — W przypadku circFAM188A bylo to 0,039; 0,19; 1 0,13
odpowiednio w linii U251-MG, U138-MG oraz tkance GBM (Ryc. 35 B).
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Rycina 35. Analiza potencjalnych interakcji miedzy circFAMI188A i miRNA za pomoca
immunoprecypitacji bialka AGO2. Western blot potwierdzajacy poprawnos¢ wykonania
immunoprecypitacji przy uzyciu przeciwciata AGO2 w tkance GBM oraz liniach komorkowych
U138-MG i U251-MG (A). Obecno$é¢ circFAM188 oraz miR-1238 we frakcji po immunoprecypitacji
AGO2. Wzbogacenie (fold enrichment) obliczone w poréwnaniu do frakcji kontrolnej z uzyciem
kroliczego IgG (B).

4.4.12. Okreslenie poziomu miR-1238 i miR-576 w tkankach GBM

W kolejnym kroku okreslono poziom ekspresji miR-1238 oraz miR-576 w tkankach
GBM. Przeprowadzana analiza wskazata, iz oba mMiIRNA wykazuja zwigkszony poziom
ekspresji w guzach w porownaniu do probek kontrolnych zdrowego mozgu. W przypadku
miR-1238 zaobserwowano sredni wzrost ekspresji o 160 %, a w przypadku miR-576 $redni
wzrost 0 72 % (Ryc. 36). Bioragc pod uwage wysoka nadekspresje miR-1238 oraz jego
udokumentowang rolg¢ w rozwoju chemioopornosci komorek GBM, dalszym analizom

poddano potencjalng interakcje CircFAM188A i miR-1238 [262].
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Rycina 36. Analiza poziomu miR-1238 (A) i miR-576 w guzach GBM. Wyniki znormalizowano do
poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie warto$ci + SD w odniesieniu do kontroli jaka
byty probki zdrowego moézgu (HB). Istotnos$¢ statystyczna obliczona zostata za pomoca testu One-
Way ANOVA rozszerzonej testem Tukey’a.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla
p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.

44.1.3. Obnizenie poziomu ekspresji formy kolistej i liniowej FAM188A za
pomoca siRNA

Aby okresli¢ relacje miedzy circFAM188A oraz miR-1238 wykorzystano podejscie
typu ,utrata funkcji” i obnizono poziom ekspresji kolistego i liniowego transkryptu
FAM188A za pomoca siRNA. W pierwszym kroku zaprojektowano oraz przetestowano 3
rézne siRNA, ktorych sekwencja byta komplementarna do regionu BSJ w circFAM188A
(Ryc. 37 A). W przypadku liniowej formy uzyto gotowego siRNA komplementarnego do
faczenia egzon-egzon w regionie, ktory nie wchodzit w sktad sekwencji circRNA, tak aby
zastosowane obnizenie poziomu ekspresji bylo specyficzne dla kazdego z transkryptow. Jako
kontroli uzyto niespecyficznego siRNA (scr, ang. Scrambled), ktory posiadat ten sam sktad
nukleotydowy co wybrane siRNA, ale inng sekwencje, ktora nie byta komplementarna do
zadnego znanego ludzkiego RNA. Przeprowadzona optymalizacja wskazata, iz najbardziej
wydajny byl siRNA.1, ktory skutecznie obnizyt poziom ekspresji circFAM188 o ponad 50 %.
Pozostate siRNA (siRNA.2 i siRNA.3) w stezeniu koncowym 50 nM obnizaty ekspresje
kolistej formy FAM188A jedynie o okoto 20-30 %, dlatego tez w dalszych eksperymentach
zastosowano siRNA.1 (Ryc. 37 B-C).
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Rycina 37. Schemat projektowania siRNA (A) oraz analiza zmian poziomu ekspresji
transkryptéow FAM188A po obnizeniu poziomu ekspresji circATXN10 oraz linATXN10 za
pomoca réznych siRNA w liniach U251-MG (B) i U138-MG (C). Wyniki znormalizowano do
poziomu ekspresji HPRT 1 przedstawiono jako $rednie wartosci + SD w odniesieniu do komorek
kontrolnych traktowanych siRNA kontrolnym (scr). Istotno$¢ statystyczna obliczona zostala za
pomocg testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; *
dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.

Po optymalizacji przeprowadzono transfekcje komorek U251-MG oraz U138-MG
wybranym siRNA o stezeniu koncowym 25 nM 1 50 nM, a wyniki poréwnano do kontroli.
Potwierdzono obnizenie poziomu zaréwno kolistej jak i liniowej formy FAM188A. Ponadto
wyciszenie zadnej z form transkrypcyjnych nie wptywato na poziom ekspresji drugiej (Ryc.
38 A-B). Po obnizeniu poziomu ekspresji CircFAM188A (stezenie koncowe SiRNA 50 nM)

zaobserwowano, iz poziom ekspresji miR-1238 spada o $rednio 27 % i 30 % odpowiednio w
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linii U251-MG oraz U138-MG, natomiast nie zmienia si¢ w przypadku obnizenia poziomu
ekspresji [inFAM188A (Ryc. 38 C-D). Otrzymane wyniki wskazaty, iz poziom ekspresji miR-

1238 zalezy specyficznie od poziomu ekspresji transkryptu kolistego.
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Rycina 38. Analiza zmian ekspresji transkryptow FAM188A i miR-1238 po obnizeniu poziomu
ekspresji circFAMI88A oraz linFAMI88A za pomoca siRNA. Zmiany poziomu ekspresji
transkryptow FAM188A w liniach U251-MG (A) oraz U138-MG (B). Zmiany poziomu ekspresji
miR-1238 w liniach U251-MG (C) oraz U138-MG (D). Wyniki znormalizowano do poziomu
ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie wartosci £ SD w odniesieniu do komoérek kontrolnych
traktowanych siRNA kontrolnym (scr). Istotno$¢ statystyczna obliczona zostala za pomoca testu Two-
Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla
p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.

44.14. Podwyzszenie poziomu ekspresji kolistej formy FAMI188A za
pomoca wektora

Aby potwierdzi¢ wczesnie] zaobserwowang zalezno$¢ pomiedzy poziomem ekspresji
circFAM188A, a miR-1238 wykonano dodatkowy eksperyment wykorzystujac podejscie typu

,habycie funkcji” ze wspomnianym W rozdziale 4.3.2 wektorem ekspresyjnym zawierajacym
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sekwencje Alu. Po transfekcji komorek sprawdzono poziom ekspresji transkryptow
FAM188A i potwierdzono zwigkszenie poziomu ekspresji formy kolistej, ktore wynosito
$rednio 991100 % i 79600 % odpowiednio w linii U251-MG oraz U138-MG, podczas gdy
poziom ekspresji formy liniowej nie ulegal zmianie (Ryc. 39 A-B). Nastepnie okre$lono
poziom ekspresji miR-1238 i odnotowano jego podwyzszenie $rednio o 20 % i 120 %
odpowiednio w linii U251-MG i U138-MG (Ryc. 39 C-D). Otrzymane wyniki potwierdzity,
iz wyciszenie circCFAMI188A w komoérkach GBM zmniejsza poziom ekspresji miR-1238,
natomiast zwickszenie poziomu ekspresji circFAM188A powoduje wzrost poziomu ekspresji
miR-1238.
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Rycina 39. Analiza zmian ekspresji transkryptow FAMI88A i miR-1238 po podwyzszeniu
poziomu ekspresji circFAM188A za pomoca wektora. Zmiany poziomu ekspresji transkryptow
FAM188A w liniach U251-MG (A) oraz U138-MG (B). Zmiany poziomu ekspresji miR-1238 w
liniach U251-MG (C) oraz U138-MG (D). Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT oraz
r18S i przedstawiono jako $rednie wartos$ci = SD w odniesieniu do komorek kontrolnych traktowanych
pustym wektorem. Istotno$¢ statystyczna obliczona zostala za pomocag testu Two-Way ANOVA
rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla
p<0,001; **** dla p<0,0001.
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4415  Wplyw Ssrodowiska hipoksyjnego na poziom ekspresji
circFAM188A i miR-1238

Rozw¢j chemioopornosci komérek GBM jest $cisle zwigzany z hipoksja, poniewaz
warunki niedoboru tlenu propaguja rozw6j komorek macierzystych glejaka oraz indukuja
szlaki zwigzane z przejsciowym stanem spoczynku (ang. Cell quiescence) [263,264]. Jak
wspomniano wczesniej, doniesienia literaturowe wskazujg na role miR-1238 w rozwoju
chemioopornosci, dlatego tez zbadano wptyw niedoboru tlenu na poziom ekspresji
CircFAM188A i miR-1238. Po 5 dniach hodowli komorek w warunkach zmniejszonej
dostepnosci tlenu (1 %) okreslono poziom ekspresji markeréw hipoks;ji takich jak GLUTL,
ANG oraz PDK1 (Ryc. 40 A). Nastepnie zaobserwowano, iz w komorkach poddanych
hipoksji poziom miR-1238 spada 0 38 % i 33 %, a circFAM188A wzrasta 0 161 % i 79 %
odpowiednio w linii U251-MG oraz U138-MG w pordéwnaniu do komoérek hodowanych w
warunkach normoksji. Odnotowano jednocze$nie, iz poziom liniowej formy FAM188A nie

ulegat zmianie (Ryc. 40 B).
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Rycina 40. Wplyw hipoksji na poziom ekspresji transkryptow FAM188A oraz miR-1238. Poziom
ekspresji markerow hipoksji w komorka U251-MG oraz U138-MG (A). Zmiany poziomu ekspresji
transkryptow FAMI88A oraz miR-1238 w liniach U251-MG oraz U138-MG (B). Wyniki
znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT oraz r18S i przedstawiono jako $rednie wartosci + SD w
odniesieniu do komérek kontrolnych hodowanych w warunkach normoksji. Istotnos¢ statystyczna
obliczona zostala za pomoca testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns —
nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.

4416. Wplyw Srodowiska hipoksyjnego na poziom ekspresji
circFAM188A i miR-1238 w pecherzykach zewnatrzkomérkowych

Doniesienia literaturowe wskazujg, ze mMIiR-1238 znajduje si¢ w pecherzykach
zewnatrzkomorkowych, ktore ulegaja sekrecji z komorek GBM 1 oddzialuja w ten sposdb na
sasiadujace tkanki [262]. W zwigzku z tym, za pomoca gotowego zestawu, przeprowadzono
izolacje EV z pozywki komoérek U251-MG oraz U138-MG hodowanych w normoksji oraz
hipoksji, a poprawnos¢ izolacji potwierdzono za pomocg techniki western blot z uzyciem
przeciwciala specyficznego dla markera pgcherzykéw zewnatrzkomoérkowych jakim jest

CD63 (Ryc. 41 A-B). W kolejnym kroku zbadano poziom miR-1238 oraz circFAM188A i
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zaobserwowano, iz obie te czasteczki posiadajg zwickszony poziom ekspresji w EV
izolowanych z komorek, ktére hodowane byly w warunkach niedoboru tlenu. Wyniki te
wskazaty, iz poziom ekspresji obu tych czasteczek zalezny jest od hipoksji, ktéra moze

jedoczes$nie wptywac na ich dystrybucj¢ w komorkach i EV (Ryc. 41 C).
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Rycina 41. Analiza wplywu hipoksji na poziom ekspresji transkryptéow FAM188A oraz miR-
1238 w pecherzykach zewnatrzkomérkowych. Identyfikacja CD63 bedacego markerem
pecherzykdéw zewnatrzkomoérkowych za pomocg techniki western blot w celu potwierdzenia
poprawnosci wykonanej izolacji EV z medium komoérek U251-MG (A) i U138-MG (B). Wyniki
znormalizowano do poziomu biatka GAPDH. Poziom ekspresji miR-1238 i circFAM188A w
pecherzykach zewnatrzkomérkowych wyizolowanych z medium komorek U251-MG oraz U138-MG
(C). Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT oraz r18S i przedstawiono jako $rednie
warto$ci £ SD w odniesieniu do komoérek kontrolnych hodowanych w warunkach normoksji. Istotno$é
statystyczna obliczona zostala za pomoca testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem
Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla
p<0,0001.
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4.4.1.7. ldentyfikacja interakcji circFAM188A i miR-1238 za pomoca

eksperymentu typu ,,pulldown”

Otrzymane wyniki wskazaty na potencjalng interakcj¢ circFAM188A i miR-1238, aw
celu jej potwierdzenia przeprowadzono eksperyment typu ,,pulldown”. W pierwszym kroku
zaprojektowano sondy ASO znakowane biotyna na 3’ koncu, ktére byly komplementarne do
sekwencji BSJ circAFAMI188A, a do eksperymentu uzyto mieszaniny czterech sond.
Kompleksy ASO potaczone z circFAM188A i jego potencjalnymi interaktorami mogly by¢

nastepnie wyizolowane dzieki uzyciu kulek magnetycznych optaszczonych streptawidyna.

Uzyskane wyniki potwierdzity poprawno$¢ wykonania eksperymentu —
zaobserwowano wzbogacenie badanych probek 2z sondami komplementarnymi do
circFAM188A (wzbogacenie 0 0,18 % i 0,22 % odpowiednio w linii U138-MG oraz U251-
MG). W celu weryfikacji specyficznosci zastosowanych sond zbadano poziom circATXN10
oraz HPRT w badanych probkach, w przypadku ktérych nie zaobserwowano wzbogacenia.
Otrzymane wyniki wskazaty, ze w badanych probkach circFAM188A obecny jest miR-1238
(wzbogacenie 0 0,18 % i 0,16 % odpowiednio w linii U138-MG oraz U251-MG). Wyniki te
potwierdzity potencjalng posrednig lub bezposrednig interakcj¢ migdzy tymi czasteczkami

(Ryc. 42).
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Rycina 42. Identyfikacja interakcji miedzy circFAM188 i miR-1238 za pomocg eksperymentu
»pulldown”. Wyniki przedstawiono jako §rednie warto$ci + SD i obliczono na podstawie poréwnania
ilosci wzglednej transkryptow w probkach badanych i ilosci wzglednej transkryptéw w probee
. input”. Eksperyment ,,pulldown” przeprowadzono w komoérkach U251-MG (A-B) oraz U138-Mg
(C-D) z wykorzystaniem sond specyficznych dla circFAM188A. Wyniki przedstawiono jako $rednie
wartosci £ SD w odniesieniu do probek kontrolnych, w przypadku ktorych uzyto sond LacZ. Istotnos¢
statystyczna obliczona zostala za pomocg testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem
Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla
p<0,0001.

4.4.1.8. OKkreslenie transkryptow z miejscami wigzania dla miR-1238
W nastepnym kroku, w celu zidentyfikowania miejsc wigzania miR-1238 w 3' UTR
mRNA, przeprowadzono analiz¢ in silico z uzyciem dostgpnych baz danych miRDB i
TargetScan. Ponizsza tabela podsumowuje wybrane transkrypty, w przypadku ktorych

miejsca wigzania potwierdzone zostaly przez obie bazy.
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Tabela 26. Wybrane transkrypty z miejscami wigzania dla miR-1238 potwierdzone za pomoca bazy
miRDB i TargetScan.

Nazwa Typ wiazania Funkcja biatka
MPST 9% Tmer-Al Tranferaza biorgca udz_iai w rnetabolizr_nie cysteiny, spetnia
funkcje antyoksydacyjne.
CREBBP 3x 7Tmer-Al Koaktywator transkrypcyjny odpowiedzialny za remodelowanie
1x 7mer-m8 chromatyny.
Jeden z gtownych sktadnikéw mikrodomen bton komérkowych
CAV1 1x 7mer-m8 zwanych kaweolami. element zwigzany ze szlakiem regulacji
1x 6mer cyklu komérkowego — negatywny regulator kaskady kinaz

aktywowanych mitogenami.

Biatko wigzace RNA, odpowiedzialne za regulowanie ich

YTHDF2 2X Tmer-Al
1x 6mer stabilnosci — do degradacji kieruje RNA posiadajace
modyfikacje m6A.
HIGD1B 2x Tmer-Al Element szlaku zwigzanego z hipoksja obecny w btonie
komoérkowe;.
CLDN14 Sktadnik budujacy potaczenia $ciste miedzy komorkami -
1x 8mer \ .. ..
odgrywa gtéwna role w regulacji adhezji.
1x 8mer , . . .
VTI1A 1x 7mer-Al Posredniczy w szlakach transportu pecherzykow z endosomow
3y Bmer do sieci aparatu Golgiego.
EMILIN1 Glikoproteina macierzy zewnatrzkomorkowej zaangazowana w
1x 7mer-m8 . o .
regulacje formacji wlokien sprezystych.
CADM? 3% Tmer-Al Czasteczka adhezyjna biorgca udzial w organizacji komoérek oraz

ich adhezji. Preferencyjnie wigze si¢ z oligodendrocytami.

Nastepnie, wykonano kolejng analize in silico z uzyciem bazy danych String, ktora
umozliwia identyfikacj¢ znanych 1 przewidywanych interakcji migdzy biatkami. Do
przeprowadzenia analizy, uzyto wybranych biatek, z ktorych transkryptami moze potencjalnie
oddziatywa¢ miR-1238 (Ryc. 43). Bialka, ktore znalazly si¢ w wygenerowanej sieci
zaangazowane s3 W procesy biologiczne zwigzane z adhezja 1 regulacjg potaczen
komorkowych, a takze szlakami zwigzanymi z hipoksja. Jest to zgodne z wczeSniejszymi
obserwacjami dotyczacymi powigzania circFAM188A 1 miR1238 ze srodowiskiem niedoboru

tlenu.
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Rycina 43. Schematyczna sie¢ powiazan bialek, z ktorych transkryptami moze oddzialywaé
potencjalnie miR-1238. Znane, cksperymentalnie potwierdzone interakcje oznaczone sa linig
fioletowa, interakcje przewidziane na podstawie sasiedztwa gendéw — zielong, a na podstawie
homologii — niebieska.

4.5. Okreslenie wplywu bialek wiazacych RNA na ekspresje wybranych kolistych
RNA
45.1. ldentyfikacja miejsc wigzania RBP i wybranych kolistych RNA

Wiele badan wskazuje na wazng role bialek wigzacych RNA w powstawaniu
circRNA. W wielu przypadkach biatka te decyduja o biogenezie circRNA promujac
backsplicing poprzez wigzanie si¢ z sekwencjami flankujacymi oraz konicami 5’ 1 3° circRNA,
co powoduje ich zblizanie si¢ do siebie i cyrkularyzacje czasteczki [265,266]. W celu
okreslenia potencjalnego wptywu RBP na biogeneze wyselekcjonowanych wczesniej
kolistych RNA — circATXN10 oraz circFAM188A, przeprowadzono analiz¢ miejsc wigzania
w regionach oskrzydlajacych circRNA za pomocg danych dostepnych w bazie
CircInteractome. Wykazaty one, iz w regionach oskrzydlajacych sekwencje circFAM188A
znajduje si¢ 6 miejsc wigzania dla biatka EIF4A3, a w przypadku circATXN10 1 miejsce dla
biatka FUS oraz 7 miejsc wigzania dla biatka EIF4A3. Oba te bialka zostaly juz wcze$niej
zidentyfikowane jako RBP potencjalnie zaangazowane w biogenezg kolistych RNA (Ryc. 44)
[126,227,235,267]. Ponadto okreslono miejsca wigzania wybranych circRNA z biatkiem FUS i
EIF4A3 na podstawie danych z bazy Encori, ktora zawiera zdeponowane wyniki pochodzace
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z cksperymentow CLIP-seq. Ustalono, iz circFAMI188A posiada 8 potwierdzonych
eksperymentalnie miejsc wigzania z biatkiem FUS i 5 miejsc wigzania z EIF4A3, natomiast

circATXN10 ma odpowiednio 36 i 14 miejsc wigzania z obydwoma RBP [268].
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RNA-binding protein sites matching to circRNAs
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RNA-binding protein sites matching flanking regions of circRNA
RNA-binding Protein # Tags
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EIF4A3 10 FIRP I
FMRP 3 ;&,’: = M BindingSites
FUS 11 1or28P1
HuR 1 1GF28P3
IGF28P1 2
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LINDSA

C Circular|Circular
Circular < % |Alignment Ga Tag |[Ta S 2
RNA Tag Name Identity Linglh Pismatches Openzlgs Stagt‘ En?l RNA R'\.A
y Start | ENd
[hsa_circ_0000220|[HHLE2_150846_eIF4AIIl_rep2_150846_14_8S| 98.86 | 88 1 0 1 |88 137 24
lhsa_circ_0000220] HHLE]_45253_eIF4AIIl_repl_43253_1 32 | 96.88 32 1 0 1 |[ 32 138 169
lhsa_circ_0000220| HHLE1_45252_eIF4AIll repl_45252_1 37 | 100.00 | 37 0 0 1 37 172 || 208
lhsa_circ_0000220][HHLE2_150845_eIF4AIIl_rep2_150845_10_82| 100.00 82 0 0 1 |[s2 | 229 310
[hsa_circ_0000220] HHLE1_45251_eIF4AIll_repl_45251_5_66 || 100.00 | 65 0 0 1 |65 251 | 315
[hsa_circ_0000220|| HHLE2_150838_eIF4AIIl_rep2_150838_1_35 [ 100.00 34 0 0 1 |[34 334 [ 367
[hsa_circ_0000220| HHLE1_45250_eIF4AIll_repl_45250_4_51 | 100.00 | 51 0 0 1 ][5 368 || 418
[hsa_circ_0000220|| HHLE2_150835_eIF4AIIl_rep2_150835_3_37 [ 100.00 36 [) 0 1 |[36 448 | as3
[hsa_circ_0000220] HHLE1_45249_eIF4AII_repl_45249_3_35 || 100.00 | 34 0 0 1 |34 450 | 483
lhsa_circ_0000220] HHLE1_45246_eIF4AIll_repl_45246_12_77 | 100.00 76 ] 0 1 |[76 | 481 556
[hsa_circ_0000220/[HHLE2_150830_eIF4AIII_rep2_150830_15_83| 100.00 | 2 0 0 1 [ 82 3555 | 636
lhsa_circ_0000220] HHLE]_45245_eIF4AIIl_repl_435245 100.00 48 [ 0 1 |[48 | 389 636
lhsa_circ_0000220| HHLE1_45254_eIF4AIll_rep]_45254_5_57 | 100.00 | 56 0 0 1 || 56 $6 || 141
lhsa_circ_0000220|[HHLE2_150852_eIF4AIl_rep2_150852_ 100.00 49 0 0 1 [ 49 T
D Circular Tag Name % |Ali i n Ga.p Tag Tagfjczlc\!l,:“ C;:;l‘l:r
R? | Identity| Length Opemngs‘ Start End| Start ENd
sa_circ_0001246|[HFIMF2_243484_FUS_rep2_6_34] 10000 | 34 0 | o |1t 3+] e 669
Circular o % Alignment” Gap ‘ Tag 3 Tag Circ&llar Clrcfxlar
2 Tag Name sz 5 Mismatches| 5 RNA RNA
RNA 2 y| Length Openings (Start [End. Start ENd
hsa_circ_0001246|| HHLE1_231491_eIF4AIIl_repl_231491_11_78 | 100.00 78 0 0 1 |78 168 245
lhsa_circ_0001246|| HHLE2_758670_eIF4AIII_rep2_758670_23_91 || 100.00 91 0 0 1 [91 168 258
lhsa_circ_0001246|| HHLE2_758680_eIF4AIIl_rep2_758680_9_82 || 100.00 81 0 0 2 | 82 257 337
[hsa_circ_0001246]] HHLE1_231493_eIF4AIIl_repl_231493_1_47 |[ 100.00 47 0 0 1 a7 291 337
lhsa_circ_0001246][HHLE1_23 1496_eIF4AIIl_repl_231496_13_108|| 100.00 107 0 0 2 108 336 442
lhsa_circ_0001246|[HHLE2_758687_eIF4AIIl_rep2_758687_31_109/ 100.00 109 0 0 1 [[109] 396 504
lhsa_circ_0001246] HHLE1_231497_eIF4AIll_repl_231497_19_61 || 100.00 61 0 0 T | 61 334 504
fnsa_circ_0001246[HHLE2_758691_eIF4AIIl_rep2_758691_37_106] 100.00 105 0 0 2 106 502 606
[hsa_circ_0001246 [HHLE1_231500_eIF4AIII_repl_231500_31_112| 100.00 111 [ 0 2 12 s02 612
[sa_circ_0001246] HHLE2_758669_eIF4AIL_rep2_758669_12_57 || 100.00 56 0 0 2 |57 98 153

Rycina 44. Identyfikacja potencjalnych miejsc wiazania bialek i wybranych circRNA. Miejsca
wigzania bialek i circFAMI188A (A). Miejsca wigzania biatek i circATXN10 (B). Dlugo$¢ sekwencji
wigzacej biatko EIF4A3 w circFAMI188A (C) oraz biatka EIF4A3 i FUS w circATXN10 (D)
potwierdzone za pomocg eksperymentu CLIP-seq. Dane uzyskane na podstawie bazy CircInteractome
[120].
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4.5.2. Okreslenie poziomu ekspresji transkryptow FUS i EIF4A3 w guzach GBM

W nastepnym kroku okreslono poziom ekspresji transkryptow wybranych RBP w
guzach GBM w poréwnaniu do kontroli, jakg stanowity probki zdrowego mozgu. Wyniki
wskazaty, iz zard6wno FUS jak i1 EIF4A4 posiadaja zwigkszony poziom ekspresji,
odpowiednio o 700 % i 1005 % w guzach pierwotnych oraz 580 % i 903 % w guzach
wtornych (Ryc. 45).
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Rycina 45. Analiza poziomu ekspresji transkryptéw FUS (A) oraz EIF4A3 (B) w guzach glejaka.
Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie warto$ci = SD w
porownaniu do probki kontrolnej — zdrowego mozgu (HB). Istotnos¢ statystyczna obliczona zostata za
pomocg testu One-Way ANOVA rozszerzonej testem Tukey’a.: ns — nieistotne statystycznie; * dla
p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.

4.5.3. Badanie poziomu ekspresji wybranych kolistych RNA w komérkach

glejaka z delecja genu fus

Dzigki uprzejmosci Zaktadu Ekspresji Genow Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu pod kierownictwem Prof. Doroty Raczynskiej, uzyskano dostep do komorek,
ktore pozbawione zostaty ekspresji biatka FUS za pomoca techniki CRISPR/Cas9 [269].
Poziom ekspresji wybranych circRNA sprawdzono w trzech réznych klonach i
zaobserwowano, ze w komorkach pozbawionych biatka FUS w przypadku ATXN10 poziom
ekspresji obu transkryptow spada (circATXN10 o 35 % i linATXN10 o 29 %), natomiast jesli
chodzi 0 FAM188A obnizeng ekspresja charakteryzowata sie jedynie forma kolista (0 23 %),

podczas gdy poziom ekspresji formy liniowej pozostawat bez zmian (Ryc. 46).
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Rycina 46. Analiza poziomu ekspresji transkryptéw ATXN10 i FAM188A w komoérkach U87-
MG z inaktywowanym genem fus (KO). Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT i
przedstawiono jako S$rednie wartosci £ SD w poréwnaniu do probki kontrolnej — komorek typu
dzikiego (WT). Istotno$¢ statystyczna obliczona zostala za pomocg testu Two-Way ANOVA
rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla
p<0,001; **** dla p<0,0001.

4.5.4. Poziom wybranych kolistych RNA w komérkach GBM ze zwi¢kszonym
poziomem bialka FUS

Aby potwierdzi¢ potencjalny wplyw biatka FUS na poziom ekspresji wybranych
circRNA przeprowadzono eksperyment z wykorzystaniem podejscia typu ,,nabycie funkcji”
za pomocg wektora do nadekspresji tego biatka. Wektor zostat uzyskany dzigki uprzejmosci
Zaktadu Ekspresji Genoéw Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod
kierownictwem Prof. Doroty Raczynskiej. W pierwszym kroku sprawdzono poprawnosc
transfekcji poprzez okreslenie poziomu ekspresji transkryptu FUS oraz biatka FUS w liniach
U251-MG (Ryc. 47 A-B), U138-MG (Ryc. 48 A-B) oraz U87-MG (Ryc. 49 A-B). W kazdej z
linii udato si¢ potwierdzi¢ zwigkszony poziom ekspresji zaroOwno transkryptu jak i biatka
FUS, tak wigc w nastgpnym kroku zbadano poziom ekspresji wybranych circRNA.
Zaobserwowano, iz poziom ekspresji transkryptow ATXNI1O we wszystkich liniach
traktowanych wektorem o stezeniu 500 ng po 72h po transfekcji jest zwigkszony —
CircATXN10 0 93 %, 24 % i 35 % odpowiednio w liniach U251-MG, U138-MG oraz U87-
MG, a linATXN10 o 45 %, 21 % i 23 % odpowiednio w liniach U251-MG, U138-MG oraz
U87-MG. W przypadku FAM188A odnotowano jedynie podwyzszenie poziomu ekspresji
kolistego transkryptu o 60 %, 35 % i 34 % odpowiednio w liniach U251-MG, U138-MG oraz
U87-MG podczas gdy poziom ekspresji formy liniowej pozostawal bez zmian (Ryc. 47-49 C-
F). Otrzymane wyniki wskazaly na potencjalny wptyw biatka FUS na poziom ekspres;ji
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wybranych circRNA. Ponadto zaobserwowano, iz w przypadku ATXNI10 podwyzszonej
ekspresji ulegaja oba transkrypty, co dodatkowo potwierdzito zalezno$¢ migdzy biogeneza

formy liniowej i koliste;j.
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Rycina 47. Analiza poziomu ekspresji transkryptow ATXN10 i FAM188A w komorkach U251-
MG ze zwi¢kszonym poziomem bialka FUS. Poziom ekspresji transkryptu FUS po transfekcji
wektorem (A). Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie
warto$ci £ SD w poréwnaniu do probki kontrolnej — komorek traktowanych pustym wektorem (KO).
Poziom biatka po transfekcji wektorem — wyniki znormalizowano do poziomu biatka GAPDH (B).
Poziom ekspresji transkryptow ATXNIO0 po transfekcji wektorem (C-D). Poziom ekspresji
transkryptow FAMI188A po transfekcji wektorem (E-D). Wyniki znormalizowano do poziomu
ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie wartosci + SD w poréwnaniu do probki kontrolnej —
komorek traktowanych pustym wektorem (KO). Istotnos$¢ statystyczna obliczona zostata za pomoca
testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla
p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.
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Rycina 48. Analiza poziomu ekspresji transkryptow ATXN10 i FAM188A w komérkach U138-
MG ze zwiekszonym poziomem bialtka FUS. Poziom ekspresji transkryptu FUS po transfekcji
wektorem (A). Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie
warto$ci £ SD w poréwnaniu do probki kontrolnej — komorek traktowanych pustym wektorem (KO).
Poziom biatka po transfekcji wektorem — wyniki znormalizowano do poziomu biatka GAPDH (B).
Poziom ekspresji transkryptow ATXNI10 po transfekcji wektorem (C-D). Poziom ekspresji
transkryptow FAMI188A po transfekcji wektorem (E-D). Wyniki znormalizowano do poziomu
ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie wartosci + SD w poréwnaniu do probki kontrolnej —
komorek traktowanych pustym wektorem (KO). Istotno$¢ statystyczna obliczona zostata za pomoca
testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla
p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.
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Rycina 49. Analiza poziomu ekspresji transkryptéw ATXN10 i FAM188A w komoérkach U87-
MG ze zwi¢kszonym poziomem bialka FUS. Poziom ekspresji transkryptu FUS po transfekcji
wektorem (A). Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie
wartosci = SD w poréwnaniu do probki kontrolnej — komorek traktowanych pustym wektorem (KO).
Poziom biatka po transfekcji wektorem — wyniki znormalizowano do poziomu biatka GAPDH (B).
Poziom ekspresji transkryptow ATXN10 po transfekcji wektorem (C-D). Poziom ekspresji
transkryptow FAM188A po transfekcji wektorem (E-D). Wyniki znormalizowano do poziomu
ekspresji HPRT i przedstawiono jako $rednie warto§ci + SD w poréwnaniu do probki kontrolnej —
komorek traktowanych pustym wektorem (KO). Istotno$¢ statystyczna obliczona zostata za pomoca
testu Two-Way ANOVA rozszerzonej testem Bonferroniego.: ns — nieistotne statystycznie; * dla
p<0,05; ** dla p<0,01; *** dla p<0,001; **** dla p<0,0001.
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5. Dyskusja

Guzy centralnego uktadu nerwowego stanowig niezwykle grozng grupe nowotworéw
ze wzgledu na swoja lokalizacj¢ i ograniczone mozliwosci terapeutyczne [270]. W tej grupie
najbardziej agresywnym 1 najczedciej wystepujacym typem nowotworu jest glejak
wielopostaciowy, ktory charakteryzuje si¢ znaczacg zdolno$cig do infiltracji sgsiadujacych
tkanek [271,272]. Mimo ogromnego postepu medycznego przezywalno$¢ osob chorych na
GBM nie zwigksza si¢, a dostgpne terapie nie dostarczaja oczekiwanych rezultatow. Dlatego
tez niezwykle istotne jest jeszcze lepsze poznanie 1 zrozumienie mechanizmow
molekularnych odpowiadajacych za wysoka agresywnos¢ tego guza. W kontekscie GBM
istotne jest nie tylko poszukiwanie nowych celéw terapeutycznych, ale takze odkrywanie
markerow diagnostycznych i tworzenie klasyfikacji molekularnych, ktéore moga utatwic
wybor skuteczniejszej $ciezki leczenia, a takze dokladniej okresli¢ prognozy dotyczace

odpowiedzi na terapi¢ [273-275].
5.1. Profil ekspresji kolistych RNA w GBM

Niekodujace RNA staly si¢ w ostatnim czasie obiecujagcym obszarem badawczym w
kontekscie mechanizméw odpowiedzialnych za procesy zwigzane z rozwojem GBM. Wsrod
nich, ze wzgledu na duzg stabilno$¢ oraz specyficzny i wysoki poziom ekspresji w mozgu, za
niezwykle interesujace uwazane sa koliste RNA [276-278]. Do tej pory scharakteryzowano
potencjalny wptyw kilkudziesigciu circRNA na rozwdj i progresje guzow GBM. Nadal
brakuje jednak informacji o globalnych profilu ekspresji kolistych RNA oraz ich roli w sieci
powigzan z innymi czgsteczkami. Dotychczas przeprowadzono jedng szeroko zakrojong
analiz¢ poziomow ekspresji CircRNA w glejaku wielopostaciowym oraz glejakach o niskim

stopniu zlosliwosci, nie brata ona jednak pod uwage glejakéw wtdrnych [279].

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki z sekwencjonowania RNA 26 probek guzow
GBM (23 guzy pierwotne i 3 guzy wtorne). Otrzymane wyniki umozliwity identyfikacje
grupy nieznanych dotad circRNA, co wyraznie wskazuje na konieczno$¢ jeszcze
doktadniejszego badania tych czasteczek, ktorych calkowita liczba nie zostata jeszcze
okreslona. Przeprowadzona analiza profilu ekspresji circRNA oraz ich liniowych
odpowiednikéw w guzach GBM w poréwnaniu do zdrowego méozgu wskazata, iz wiekszo$¢
CircRNA charakteryzuje si¢ obnizonym poziomem ekspresji. Obserwacja ta zgodna jest z
badaniami circRNA w innych nowotworach takich jak rak krtani czy rak jelita grubego

[221,280]. Zjawisko to tlumaczy si¢ migdzy innymi faktem wysokiego tempa proliferacji
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komorek nowotworowych i nazwane zostato efektem ,rozcienczenia” (ang. ,.dillution”).
Backsplicing jest bowiem procesem duzo mniej wydajnym niz klasyczny splicingu, CO W
potaczeniu z szybkimi podziatami komoérkowymi skutkowa¢ moze zmniejszeniem ogoélnej
liczby kolistych RNA [186]. Hipoteza ta poparta jest dodatkowo badaniami wskazujgcymi na
akumulacje circRNA w nieproliferujgcych, starzejacych si¢ komorkach mysiego mozgu [281].
Na podstawie otrzymanych wynikdw zaobserwowano rowniez, iz istnieje grupa kolistych
RNA, ktorych poziom ekspresji w GBM jest obnizony, podczas gdy ich liniowe odpowiedniki
ulegaja zwickszonej ekspresji. Jest to zgodne z doniesieniami literaturowymi, ktére wskazuja,
iz poziom ekspresji niektorych CircRNA jest negatywnie skorelowany z poziomem ekspresji
ich rodzicielskich odpowiednikow. W tym przypadku liniowe transkrypty czgsto
odpowiedzialne sg za regulacj¢ procesow zwigzanych z progresja nowotworu — mechanizm
ten wiec powoduje preferencyjne powstawanie czasteczek MRNA kosztem ekspresji CircRNA
[221].

Do walidacji wynikow uzyskanych na drodze sekwencjonowania RNA wybrano
losowe circRNA o najwyzszym 1 najnizszym poziomie ekspresji w GBM w poroéwnaniu do
probek kontrolnych zdrowego mézgu. Wyniki otrzymane z uzyciem techniki qPCR w duzej
mierze potwierdzily zmian¢ poziomu ekspresji wybranych czasteczek wskazang przez analize¢
RNA-seq. Rozbieznosci wynikajace z doktadnego poziomu ekspresji moga wynikac z efektu
nazywanego ,rolling circle RT”, ktory polega na tym, ze podczas odwrotnej transkrypcji
synteza cCDNA na matrycy circRNA moze powodowa¢ powstawanie dlugich konkatamerow
fatszywie zwickszajacych liczbg regionéw BSJ, ktore poddawane sa amplifikacji podczas
reakcji gPCR [131,282]. Jednym z circRNA o najwyzszym poziomie ekspresji byt circVCAN,
ktorego nadekspresje zaobserwowano takze w raku zotadka i komérkach GBM opornych na
radioterapi¢. Przedstawione w literaturze obnizenie poziomu ekspresji tego CcircRNA
powodowato zahamowanie proliferacji i migracji oraz przyspieszong apoptoz¢ poprzez
regulacje biodostepnosci miR-587 i miR-1183 [283,284]. Kolejnym circRNA, w przypadku,
ktorego przeprowadzona walidacja wykazata podwyzszony poziom ekspresji byt circPLOD?2 -
w literaturze wskazuje si¢ na jego potencjalng rolg¢ biomarkera w GBM, a takze w raku
okreznicy [285,286].

Korelacja migdzy forma kolista a liniowa moze $wiadczy¢ o potencjalnej roli oraz
biogenezie obu czasteczek. Koliste RNA w stosunku do swoich transkryptow rodzicielskich
pelnig czesto synergistyczng role i sg waznymi regulatorami procesOw zwigzanych z

nowotworzeniem. Ponadto circRNA moga promowa¢ lub hamowacé ekspresje form liniowych
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poprzez oddzialywanie z rdéznego rodzaju biatkami lub miRNA [201,287-289]. Istnienie
korelacji migdzy poziomami ekspresji CircRNA i linRNA moze wskazywaé na ich wzajemna
zalezno$¢ w regulacji swojej biogenezy, natomiast brak korelacji sugeruje, ze na ich
powstawanie wigkszy wptyw majg bialkowe czynniki trans, takie jak RBP [290]. Ponadto
negatywna korelacja miedzy obydwoma czgsteczkami, w przypadku ktorej poziom ekspresji
formy liniowej jest znacznie podwyzszony, wskazywa¢ moze na preferencyjny wybor drogi
klasycznego splicingu kosztem backsplicingu [186]. Przeprowadzona analiza korelacji migdzy
forma kolista, a liniowa wybranych kandydatow wykazata, iz poziom ekspresji wiekszosci
walidowanych circRNA nie jest istotnie skorelowany z poziomem ekspresji formy liniowe;j.
Wyjatkiem byt circATXN10, co wskazywac¢ moze na wzajemng zalezno$¢ w biogenezie jego

transkryptow.

Przeprowadzona analiza umozliwita réwniez identyfikacj¢ circRNA o podwyzszonym
poziomie ekspresji w guzach wtérnych w pordéwnaniu do guzéw pierwotnych GBM.
CircEGFR posiadat najwiekszy poziom ekspresji sposrdd trzech zidentyfikowanych
kandydatow. Zostat on juz opisany jako onkogenny circRNA wptywajacy na inwazje GBM
poprzez interakcje z miR-1827 [291]. Zidentyfikowane circRNA s3 obiecujagcymi
czasteczkami, ktére moga by¢ zaangazowane w progresje glejaka, jednak ze wzglgdu na
ograniczong liczbe probek guzow wtornych uzytych w sekwencjonowaniu, analiza ta powinna
by¢ traktowana jako wstgpna, a w celu jej potwierdzenia, poziom ekspresji wybranych

circRNA musi zosta¢ zbadany na wigkszej liczbie probek.

5.2. Profil ekspresji transkryptéw RBP w GBM
5.2.1. Potencjalne interakcje kolistych RNA i bialek wiazacych RNA w GBM

Doniesienia literaturowe wskazuja na istotng rol¢ interakcji migdzy biatkami
wigzacymi RNA, a kolistymi RNA podczas ich biogenezy, co jest waznym czynnikiem
regulujacym rownowage w profilu ekspresji tych czasteczek [147,292]. Sugeruje si¢ takze, iz
circRNA moga nie tylko wigza¢ miRNA, ale takze RBP, co wplywa¢ moze na ich
biodostepnos¢ i funkcjonalno$é [153,166,187,293-298]. Nadal jednak brak systematycznej
analizy dotyczacej interakcji migdzy circRNA i RBP w GBM. Bioragc pod uwage
wieloptaszczyznowy potencjat oddziatywania kolistych RNA na procesy komorkowe oraz
mozliwy udzial RBP w regulacji ich ekspresji zrozumienie tych interakcji oraz sieci powiazan
moze mie¢ duzy wptyw na lepsze zrozumienie biologii GBM [299,300]. W zwigzku z tym, w
niniejszej pracy, korzystajac z danych otrzymanych z sekwencjonowania RNA guzéw GBM
oraz probek zdrowego mézgu, skupiono si¢ na zbadaniu wzajemnej relacji migdzy CircRNA i
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RBP. Przeprowadzone analizy wskazaly, iz znaczna cze$¢ ze znanych ludzkich transkryptow
RBP posiada zmieniony profil ekspresji w GBM. Okreslono takze, ze motywy wigzace RBP
w przypadku circRNA o podwyzszonym poziomie ekspresji bogate byly w reszty G i C, a
CircRNA o obnizonym poziomie ekspresji — w reszty U. Co ciekawe, wczesniejsze
doniesienia wskazuja, iz RBP preferencyjnie wigzace si¢ z motywami bogatymi w reszty G
posiadaja funkcje aktywatoréw splicingu. Moze to wskazywac na role zidentyfikowanych w
niniejszej pracy RBP w promowanie cyrkularyzacji kolistych RNA i ich aktywny udziat w
backsplicingu [248]. Wyjatkowo interesujagce w tym aspekcie s3 RBP o podwyzszonym
poziome ekspresji w GBM wigzace si¢ ze wspomnianymi motywami bogatymi w G
obecnymi w circRNA, ktore takze posiadaja zwickszony poziom ekspresji w guzach, takie jak
biatko SRSF1. W tym przypadku jego udzial w postawaniu kolistych RNA takich jak
circCSMARCAS oraz circATP5B zostat juz eksperymentalnie potwierdzony [230,301]. Z
drugiej strony doniesienia literaturowe wskazuja, iz motywy bogate w reszty U sa
skorelowane z szybszym tempem degradacji RNA [302]. Koliste RNA zidentyfikowane w
niniejszej pracy jako czasteczki o obnizonym w GBM poziomie ekspresji, cechowaty si¢
wzbogaceniem w reszty U, co mogtoby potencjalnie thumaczy¢ ich zmieniony profil ekspresji

W tym nowotworze.

W kolejnej analizie okreslono korelacje migedzy poziomami ekspresji transkryptow
RBP i circRNA. Umozliwito to identyfikacje biatek z rodziny ELAV, ktore wykazuja
obnizony profil ekspresji w GBM i sa pozytywnie skorelowane z najwigksza liczba circRNA
charakteryzujacych si¢ zmniejszonym poziomem ekspresji w tym nowotworze. Doniesienia
literaturowe wskazuja, iz biatka ELAV rozpoznaja elementy bogate w AU w 3' UTR
transkryptow i w ten sposob reguluja ich ekspresje [303]. Co ciekawe, przeprowadzone analizy
wskazaty, iz ELAVL2 1 ELAVL4 wykazuja negatywng korelacje z liniowymi transkryptami,
przy jednoczesnej pozytywnej korelacji z ich kolistymi odpowiednikami. Moze to wskazywac

na wazng role tych bialek w dyskryminacji pomiedzy splicingiem a backsplicingiem.

Kolejng rodzing bialek, ktora wedlug przeprowadzonych analiz moze mieé
potencjalny wptyw na poziom ekspresji circRNA sg biatka CPEB. Sg one odpowiedzialne za
transport mRNA, a takze odgrywaja wazng rolg w rozwoju i funkcjonowaniu uktadu
nerwowego [304]. Zarowno CPEBI jak i CPEB3 wykazaly obnizony poziom ekspresji w
guzach GBM 1 wigzanie si¢ z regionami bogatymi w reszty U znajdujacymi si¢ w

sekwencjach circRNA o zmniejszonym poziomie ekspresji. Obserwacje te sa potencjalnie
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cennymi wskazéwkami wskazujagcymi na wazng rolg bialek wigzacych RNA w regulacji

profilu ekspresji circRNA w GBM.
5.2.2. Bialka wigzace RNA a podtypy molekularne GBM

Istnieje kilka klasyfikacji GBM opartych na morfologii komoérek nowotworowych,
wystepujacych w nich mutacjach genetycznych i profilu ekspresji genow. Klasycznie GBM
dzieli si¢ na guzy pierwotne oraz wtorne. Te pierwsze powstajg de novo, sg wyjatkowo
heterogenne i1 rzadko posiadaja mutacje genu IDH1, podczas gdy guzy wtore rozwijaja si¢
poprzez transformacje glejakow o nizszym stopniu zlosliwosci i czgsto charakteryzujg sie
mutacjg IDH1 [305]. Kolejny zaproponowany podziat molekularny zaktada klasyfikacje GBM
ze wzgledu na profil ekspresji genow, co wplywa na prognozy kliniczne 1 pozwala
przewidzie¢ odpowiedz na standardowe leczenie. Obejmuje on podtyp klasyczny,
proneuralny, neuralny i mezenchymalny. W tym pierwszym obecne sg liczne amplifikacje
genu EGFR oraz delecje chromosomu 10, podtyp proneuralny charakteryzuje si¢ obecnymi
mutacjami IDH1 oraz PDGFRA, neuralny - mutacjami genéw NEFL, GABR1, SLC12A5 i
SYT1, natomiast najbardziej agresywny i oporny na leczenie podtyp mezenchymalny posiada
mutacje inaktywujace gen NF1 [306]. W 2013 roku Brennan i wspotpracownicy, w $lad za
podtypami molekularnymi zaproponowanymi przez Verhaacka, podjeli probe stworzenia
klasyfikacji w oparciu o profil metylacji GBM [51]. Lepsze zrozumienie globalnego tta
molekularnego tego nowotworu jest niezwykle wazne, poniewaz indywidualne podejscie do
kazdego przypadku moze by¢ kluczowe w personalizacji leczenia 1 dokladniejszego

prognozowania catkowitego przezycia.

W przeprowadzonej analizie dokonano klasyfikacji guzéw GBM, na podstawie
ktorych wykonane zostato sekwencjonowanie RNA, do znanych podtypéw molekularnych —
proneuralnego, neuralnego, mezenchymalnego 1 klasycznego. Pozwolito to na
zidentyfikowanie ponad 40 transkryptow RBP, ktorych profil ekspresji moglby zostaé
powigzany z wymienionymi podtypami — wsrod nich znalazly si¢ wezesniej juz wspomniane
biatka z rodziny ELAV oraz CBEP. Ponadto okreslono RBP o zmienionym profilu ekspresji,
ktore byly zdolne do grupowania tkanek GBM w dwie nowe grupy, takie jak biatka z rodziny
CPEB, IGF2BP czy RBM. Stratyfikacja guzéw na podstawie profilu ekspresji transkryptu
ELAVL3 ujawnita natomiast podzial guzoéw na trzy grupy. Przeprowadzona analiza moze by¢
podstawa do stworzenia nowej klasyfikacji molekularnej GBM w oparciu o profil ekspresji

bialek wigzacych RNA, a takze uzupehienia znanej juz stratyfikacji.
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5.3. Rola wybranych kolistych RNA w GBM

W ostatnich latach w badaniach nad rolg kolistych RNA w nowotworzeniu skupiono
si¢ na circRNA o podwyzszonym poziomie ekspresji 1 ich potencjalnym dziataniu
onkogennym [307,308]. W niniejszej pracy, ze wzgledu na zidentyfikowane globalne obnizenie
poziomu ekspresji znacznej wigkszosci circRNA w GBM, przeprowadzono analiz¢ wlasnie
tych czasteczek. Sposrod kandydatow CIrcRNA, ze wzgledu na funkcje ich liniowych
odpowiednikéw oraz wyniki uzyskane na podstawie przeprowadzonej walidacji,
wyselekcjonowano circATXN10 oraz circFAM188A. Bialko ATXNI10 bierze udziat w
dojrzewaniu neuronow, odgrywa takze wazng role w procesie glikolizacji. Ponadto ekspansje
powtdrzen ATTCT 1 ATTCC w genie ATXNI0 sg powodem rozwoju ataksji rdzeniowo-
mozdzkowej typu 10 [309]. Nieliczne doniesienia literaturowe dotyczace circATXNIO0
wskazuja na podwyzszony poziom ekspresji tej czasteczki u pacjentdéw cierpigcych na
kardiomiopati¢ zastoinowg oraz obnizong ekspresj¢ w nowotworze gruczolu krokowego
[310,311]. W przypadku biatka FAM188A znana jest jego rola w regulacji apoptozy [312].
Jedyne badania dotyczace circFAM188 wskazuja z kolei na jego podwyzszony poziom

ekspresji w plazmie pacjentéw chorych na raka zotadka [313].

Dostepne metody stuzace potwierdzaniu kolistej struktury circRNA obejmujg
trawienie RNA rybonukleaza R, ktéra degraduje jedynie liniowe czasteczki oraz
sekwencjonowanie obszaru obejmujacego BSJ kolistych RNA [314]. Obie wymienione
metody potwierdzity kolistg struktur¢ wybranych kandydatéw, ponadto odnotowano duze
réznice w poziomach ekspresji obu circRNA w roznych liniach komérkowych GBM. Co
ciekawe zaobserwowano, iz w przypadku transkryptow ATXN10 liczba kolistych czasteczek
w zdrowym moézgu byta wigksza niz liczba czasteczek mRNA, natomiast w GBM zalezno$¢
ta byta odwrocona — linATXN10 ilosciowo dominowat nad circATXN10. Warto rowniez
odnotowa¢ fakt, iz pomimo obnizonego poziomu ekspresji circRNA w GBM w poréwnaniu
do zdrowego moézgu, bezwzgledna liczba jego czasteczek pozostawata nadal na bardzo
wysokim poziomie. Moze to wskazywa¢ na odmienne role obu transkryptow w procesach
zwigzanych z rozwojem GBM. Podobne relacje migdzy zmianami we wspotczynniku
wystepowania kolistego i liniowego RNA zaobserwowano juz w przypadku kilki circRNA w
raku prostaty [315]. Kolejnym ciekawym przyktadem moze by¢ tez circMBL, w przypadku
ktorego udowodniono istotng rol¢ wzajemne] regulacji poziomow ekspresji transkryptu
liniowego i kolistego. Introny oskrzydlajace sekwencje circMBL posiadaja miejsca wigzania

dla biatka MBL, ktore promuje jego cyrkularyzacj¢. W sytuacji nadmiaru biatka MBL w
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komorkach circMBL powstaje preferencyjnie, co jednocze$nie obniza poziom jego liniowej
formy — w tej sytuacji backsplicing dominuje nad klasycznym splicingiem, dzigki czemu w

komorce zachowana zostaje rownowaga [124].

Mechanizm dziatania kolistych RNA jest $cisle zwigzany z ich subkomoérkowsa
lokalizacja. CircRNA obecne w cytoplazmie najczgsciej wplywaja na regulacje dzialania
biatek, biodost¢pnos¢ microRNA, stabilnos¢ mRNA, a takze na translacje. Z drugiej strony
circRNA duzo rzadziej wystepuja w jadrze komorkowym 1 czesto sg tam zaangazowane w
regulacje transkrypcji 1 splicingu [258,316]. Ponadto umiejscowienie CircRNA w
poszczegolnych kompartmentach jest najczesciej zwigzane z jego typem — egzonowe
circRNA znajdujg si¢ gtownie w cytoplazmie, a intronowe w jadrze komérkowym. Zaréwno
badane circATXN10 jak i circFAM188A zostaly zlokalizowane w cytoplazmie, co byto

podstawg i pierwszym krokiem w dalszym badaniu mechanizmu ich dziatania.

W guzach GBM wystepuja charakterystyczne obszary nekrozy spowodowane
niedoborem tlenu. W niszach tych wystgpuja licznie komodrki macierzyste glejaka, ktére
odpowiedzialne s3 za progresje guza, naciekanie sgsiednich tkanek, a takze rozwoj
chemioopornosci. Hipoksja ma ogromne znaczenie dla GSC, gdyz promuje ich plastycznos$¢ i
agresywnos¢, a takze pozwala utrzymywac fenotyp i cechy molekularne typowe dla komoérek
macierzystych [317]. Standardowo uzywane w badaniach komorki adherentne moga nierzadko
zaburza¢ rzeczywisty obraz procesow toczacych si¢ w guzie GBM, ze wzgledu na brak
trojwymiarowej struktury 1 tworzenia si¢ niszy hipoksyjnej [318]. Dlatego tez cze$¢ z
przedstawionych w niniejszej pracy eksperymentow wykonana zostala na sferach
wyprowadzonych z linii komoérkowych GBM, ktore zdecydowanie lepiej oddaja rzeczywista

natur¢ tego guza.
5.3.1. CircATXN10

Jednym ze sposobow badania funkcji circRNA jest eksperyment typu ,,utrata funkcji”,
ktory polega na obnizeniu poziomu ekspresji transkryptow za pomoca siRNA i obserwacje
wplywu tych zmian na poziomie molekularnym oraz fenotypowym. SIRNA sa
zaprojektowane w taki sposob, aby byly zdolne do specyficznego przylaczania si¢ do
kolistego RNA w rejonie zawierajacym BSJ, a wiec miejscu taczenie konca 5° z koncem 3,
tak by celowa¢ jedynie w circRNA, a nie w transkrypt liniowy. W tym podejsciu nalezy
réwniez obnizy¢ poziom ekspresji formy liniowej, aby jeszcze doktadniej zbadac rolg i relacje

miedzy obydwoma transkryptami, a takze okresli¢ czy ich dziatania jest synergistyczne, czy
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antagonistyczne [314]. Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki wskazaly, iz poziom
ekspresji mMRNA ATXN10 ulegat podwyzszeniu po wyciszeniu formy kolistej i odwrotnie —
forma kolista byta nadekspresjonowana w przypadku obnizenia poziomu transkryptu
liniowego. Wyniki te nie byly jednak jednoznaczne w obu liniach GBM — U251-MG oraz
U138-MG. Dlatego tez zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ ten sam eksperyment na dodatkowej,
trzeciej linii — U87-MG, ktora charakteryzuje si¢ zwigkszong subpopulacja komorek
macierzystych glejaka, a wigc lepiej imituje wlasciwy profil molekularny guza GBM. W tym
przypadku zaobserwowano, iz ckspresja kazdej z form transkryptu ATXNI10 ulega
podwyzszeniu w sytuacji, kiedy przeciwna forma jest wyciszana przez siRNA. Otrzymane
wyniki wskazaly na konieczno$¢ zastosowania sfer, ktore tak jak linia U87-MG wzbogacone
sa w GSC i lepiej imitujg procesy zachodzace w guzach GBM. Dlatego tez okreslono zmiany
ekspresji transkryptow ATXN10 w sferach wyprowadzonych z linii U251-MG oraz U138-
MG, co potwierdzito wstepne obserwacje o wspotzaleznosci ekspresji circATXNI10 1
liINATXN10 i bylo zgodne z wynikami otrzymanymi z uzyciem linii U87-MG. Rdznice w
wynikach pomiedzy poszczegdlnymi liniami komoérkowymi wynikaé mogly z ogromnej
heterogennosci GBM 1 réznic molekularnych nie tylko w obrgbie jednego guza, ale réwniez

migdzy guzami réznych pacjentow.

W nastepnym kroku, aby potwierdzi¢ zaobserwowang zaleznos$¢, zastosowano
podejscie typu ,,nabycie funkcji”, a wigc zwigkszenie ekspresji CiIrcCATXN10. W tym celu
uzyto wektora zawierajacego sekwencje Alu, ktére wzmagaja cyrkularyzacj¢ umieszczonego
w nim insertu [260]. Otrzymane wyniki byly zgodne z wcze$niejszymi obserwacjami, a

podsumowanie zebranych wynikow zostato zawarte w tabeli numer 27.
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Tabela 27. Wzajemny wptyw modyfikacji poziomu ekspresji circATXN10 oraz linATXN10.

Wyciszenie circATX10

U251-MG U138-MG Us7-MG r:iﬁig';gg rﬁisﬁg

Poziom linATXN10 Bez zmian 0 0 0 1
Woyciszenie linATXN10

U251-MG U138-MG Us7-MG r::eisrf)s';gi/ rllJetsr?)sl;gi/

Poziom circATXN10 ) Bez zmian 1 0 1
Nadekspresja circATXN10
U251-MG U138-MG ug7-MG
Poziom linATXN10 Bez zmian ! !

Przeprowadzony eksperyment typu ,,pulldown”, z uzyciem sond komplementarnych
do liniowej i kolistej formy ATXN10, pozwolil potwierdzi¢ wzajemne wigzanie si¢ obu
czasteczek. Wskazato to na ich potencjalng interakcj¢, ktéra moze mie¢ wptyw na wzajemna
regulacje poziomow ekspresji. Istniejg doniesienia o tego typu zaleznosciach i mechanizmach
kontroli miedzy ekspresja formy kolistej i liniowej — circSEPALATAS reguluje poziom
swojego odpowiednika mRNA na poziomie splicingu, circSTAT3 wptywa na liniowg forme
STAT3 poprzez wiazanie si¢ z miRNA, a circPABPNI1 bierze udzial w koordynowaniu
procesu translacji swojego liniowego odpowiednika [165,166,319]. Biorgc pod uwage
lokalizacje circATXN10 w cytoplazmie zalozono hipoteze o regulacji ekspresji transkryptu

liniowego poprzez wptyw na jego stabilno$¢ lub poprzez oddziatywanie z innymi biatkami.

Wspomniany eksperyment typu ,,pulldown” umozliwil réwniez wykonanie analizy
spektrometrii mas 1 identyfikacje¢ bialek wchodzacych w interakcje z forma kolistg 1 liniowa
ATXN10. Otrzymane wyniki wskazaty, iz liniowa forma ATXN10 wchodzi w interakcje z
biatkami z rodziny RPA oraz bialkiem PPARD. Bialka RPA biorg udziat w replikacji oraz
rekombinacji poprzez wigzania si¢ z jednoniciowym DNA. Co ciekawe udowodniono ich
istotng role w rozwoju opornosci komoérek macierzystych glejaka na radioterapie. Ponadto
poziom biatek z tej rodziny jest znacznie podwyzszony w guzach GBM oraz koreluje ze
ztymi rokowaniami i krotszym przezyciem [320]. Biatka PPARD z kolei naleza do grupy
steroidowych receptorow jadrowych regulujacych transkrypcje wielu waznych genow

odpowiedzialnych za proces mielinizacji, regulacje metabolizmu lipidow 1 réznicowanie
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komorek naskorka. Zostaty rowniez zidentyfikowane jako wazne czynniki promujace rozwoj
nowotworu piersi poprzez redukcje stresu oksydacyjnego [321,322]. W przypadku formy
kolistej ATXN10 zidentyfikowano interakcje z biatkami z rodziny U2AF, ktore wchodzg w
sktad kompleksu rybonukleoproteinowego biorgcego udziat w splicingu. Ich rola w
nowotworzeniu opiera si¢ gtbwnie na promowaniu alternatywnego splicingu, jednak istniejg
réwniez doniesienia wskazujace na niekanoniczny mechanizm dziatania tych biatek
polegajacy na hamowaniu translacji [323,324]. Uzyskane wyniki oraz wymienione doniesienia
literaturowe pozwolily na postawienie hipotezy zaktadajacej dzialanie obu badanych
transkryptow poprzez zidentyfikowane biatka, co potencjalnie moze mie¢ wptyw zaréwno na
wzajemng regulacje ekspresji kolistej 1 liniowej formy ATXNI10, jak i na procesy zwigzane z
rozwojem GBM. Nadal jednak niezbedne jest przeprowadzenie dalszych eksperymentow,
ktore moglyby wyjasni¢ doktadniejszy mechanizm oddziatywania obu transkryptow ze

zidentyfikowanymi biatkami.

Wykonane testy funkcjonalne po wyciszeniu circATXN10 oraz linATXN10 za
pomoca siRNA pozwolity stwierdzi¢, iz obie formy transkrypcyjne maja wptyw na migracje 1
inwazj¢ komorek GBM. Wyciszenie formy liniowej ATXNIO powodowalo znaczne
podwyzszenie tempa migracji komoérek obserwowano zar6wno w tescie zarastania rany jak i
za pomocg systemu Xcelligence. Ponadto przeprowadzony test formowania sfer wskazal na
zwiekszony potencjat inwazyjny komorek z obnizonym poziomem linATXN10, co §wiadczy
rowniez 0 wzmozonym multipotentnym charakterze obecnych w sferze komorek
macierzystych guza. Zupelie odwrotne wyniki uzyskano w przypadku wyciszenia formy
kolistej] ATXN10 — tempo migracji i inwazji byto w tym przypadku obnizone, jednak zmiany
te byly zdecydowanie mniejsze niz przy wyciszeniu formy liniowej. Moze to byé
spowodowane faktem, iz realny wplyw na procesy zwigzane z GBM ma forma liniowa
ATXN10, a wptyw CcircATXN10 jest posredni i polega na wczesniej zaobserwowanym
podwyzszeniu poziomu ekspresji formy liniowej. Wyniki te potwierdzono ponadto za pomoca
pomiaru poziomu ekspresji markerow EMT, w przypadku ktorych zaobserwowano ich wzrost
po wyciszeniu liNATXN10 i spadek po obnizeniu poziomu ekspresji circATXNIO.
Udowodniono tez, iz obie formy ATXN10 nie wptywaja na tempo proliferacji, poniewaz nie

zaobserwowano zmian w dystrybucji komorek GBM w cyklu komérkowym.

Istnieje interesujaca hipoteza ,,go0 or grow” opisujaca dychotomiczng relacj¢ miedzy
migracja i proliferacja komorek GBM. Jest to zwigzane z faktem, iz procesy te charakteryzuja

si¢ wspolnymi szlakami sygnatlowymi, w zwigzku z czym nie mogg wystepowac
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roOwnoczesnie [325,326]. Dlatego tez komdrki GBM odznaczajace si¢ wysoka ruchliwoscig
maja zwykle nizszy poziom proliferacji i odwrotnie. Inne badanie przeprowadzone przez
Hatzikirou 1 wspolpracownikow wskazato, iz $rodowisko niedoboru tlenu moze by¢
odpowiedzialne za zmiane fenotypu komorek z proliferacyjnego na inwazyjny, odpowidajacy
za naciekanie sgsiednich, zdrowych tkanek [327]. Co ciekawe udokumentowano liczne
przypadki wpltywu circRNA na procesy zwigzane z progresja GBM, jednak wigkszos$¢ z nich
opiera si¢ na interakcjach z miRNA, niewiele z nich opisuje natomiast wptyw na procesy
komorkowe zwigzane z regulacjg rownowagi pomigdzy kolistg a liniowag formg transkryptu

[276].

W celu doktadniejszego okreslenia molekularnych podstaw zaobserwowanych zmian,
przeprowadzono sekwencjonowanie RNA po wyciszeniu lINATXN10 i circATXN10 w
liniach U251-MG, U138-MG oraz U87-MG. Otrzymane wyniki wskazaly na globalng
deregulacje ekspresji gendw — zaobserwowano jednocze$nie, iz istnieja duze rdznice
pomigdzy liniami komoérkowymi, co spowodowane bylo prawdopodobnie ogromng
heterogennoscia guzow GBM. Sprawia ona, iz guzy, a co za tym idzie linie komdrkowe,
charakteryzuja si¢ roznorodnoscig molekularng i wykazywac¢ moga roézne cechy [328]. Dlatego
tez zdecydowano si¢ wyselekcjonowaé geny, ktorych poziom ekspresji byt zmieniony we
wszystkich trzech uzytych liniach komorkowych. W przypadku wyciszenia liniowej formy
ATXN10 zaobserwowano geny o podwyzszonym poziomie ekspresji, ktorych onkogenna rola
w GBM zostata juz okreslona w dostegpne;j literaturze. Jest to zgodne wczeséniej otrzymanymi
wynikami, wskazujacymi, iz IInATXNIO cechuje si¢ dzialaniem hamujacym procesy
zwigzane z rozwojem glejaka. Jednym ze zidentyfikowanych transkryptéw o podwyzszonym
poziomie ekspresji byt GALBT7, ktory promuje inwazje komorek GBM poprzez modulacje
cytoszkieletu [329]. Podobnie SPARC, wptywa na ECM oraz propaguje naciekanie
sgsiadujgcych zdrowych tkanek przez komorki nowotworowe [330]. Ponadto zaobserwowano
obnizenie poziomu ekspresji genow o potwierdzonej supresorowej roli w GBM. To miedzy
innymi CDC14B, ktorego wysoki poziom ekspresji koreluje z wysokim wspotczynnikiem
przezycia wolnego od progresji, a takze wspoOlczynnikiem przezycia catkowitego w
przypadku GBM [331]. Z kolei LITAF zwicksza wrazliwo$¢ komorek GBM na radioterapi¢
[332]. Co ciekawe, odnotowano takze obnizenie poziomu transkryptu kodujacego biatko
RPAI1, ktére w analizie spektrometrii mas probek po eksperymencie typu ,,pulldown”

zidentyfikowane zostato jako potencjalny interaktor transkryptu liniowego ATXN10.
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W przypadku wyciszenia circATXN10 zidentyfikowano mniejsza liczbe gendéw o
zmienionym profilu ekspresji w poréwnaniu do wyciszenia linATXN10. Niemniej jednak
zaobserwowano podwyzszenie poziomu ekspresji TGFBR1 i MAPKG6 - waznych regulatorow
cyklu komorkowego. Ponadto odnotowano tez obnizenie poziomu ekspresji POGK, ktorego
ekspresja zostata skorelowana ze zlymi rokowaniami u pacjentow =z rakiem

watrobokomorkowym [333].

Odnotowano, iz najwigkszy efekt deregulacji profilu ekspresji wybranych genow
obserwuje si¢ w przypadku linii U87-MG. W tej samej linii zidentyfikowana zostata tez
najsilniejsza zalezno$¢ pomiedzy poziomami ekspresji transkryptow ATXN10 po wyciszeniu
kazdego z nich za pomoca siRNA. Moze to sugerowac, iz najbardziej reprezentatywne wyniki

otrzymano wtasnie w tej linii GBM.

Wykonane w ramach pracy doktorskiej badania wykazaty, iz liniowa forma ATXN10
charakteryzuje si¢ dzialaniem supresorowym, a kolista — onkogennym. Najwigksze réznice w
tempie migracji oraz inwazji komoérek zaobserwowano jednak po wyciszeniu transkryptu
liniowego. Moze by¢ to zwigzane z faktem, iz kolista czasteczka ATXN10 wptywa na
procesy zwigzane GBM posrednio poprzez regulacj¢ poziomu ekspresji formy liniowej, ktora
jest potencjalnie bezposrednim czynnikiem regulujacym EMT — wyciszenie formy kolistej
skutkowato bowiem zwigkszeniem poziomu ekspresji formy liniowej. Schemat potencjalnego
dziatania obu czasteczek oraz ich wzajemnej relacji zostal przedstawiony na ponizszej

rycinie.

153



pre-mRNA  [ATT—EIE—— @ — S
Klasyczny splicing Backsplicing

Promocja

Jadro komérkowe

.- Inhibicja

TN 2 TS
ATXN10
3

CircATXN10

. ., L2art
‘ T
Cytoplazma 7 T
.

circATXN10 e

Inhibicja - regulacja
stabilnosci

n"'
TN 2 s, —
O

ATXN10

/ Rybosom
: ';‘
. I CiIrcATXN10 «——— [inATXN10 l
Hamowanie
PPARD EMT
-------------- > .
7 Inwazja
Migracja l CIFCATXNIO  +——» [inATXN10 ‘[

Rycina 50. Schematyczna ilustracja relacji miedzy circATXN10 i lLinATXNI10 oraz ich
potencjalnego dzialania w komdérkach GBM.

Istnieja dowody na wyksztatcanie przez komoérki mechanizméw obronnych majacych
na celu odwrocenie procesOw zwigzanych z nowotworzeniem. Moze by¢ to zwigzane z
dzialaniem systemoéw naprawczych DNA, a takze zwigkszona produkcja czynnikow
hamujacych proliferacje 1 migracje [334,335]. Forma liniowa ATXN10 charakteryzuje si¢
zwigkszonym w GBM poziomem ekspresji w poréwnaniu do zdrowego moézgu, natomiast
kolista — zmniejszonym. Biorgc pod uwage charakter dzialania obu tych form na procesy
zwigzane z rozwojem GBM mozna przypuszczaé, iz zmiana réwnowagi w ekspresji

circATXN10 1 linATXN10 w glejaku w poréwnaniu do zdrowego mdézgu moze by¢ zwigzana
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z procesami kompensacyjnymi majgcymi na celu zahamowanie kancerogezy. Niemniej
jednak hipoteza ta wymaga dalszych badan, ktore mogltyby ujawni¢ doktadny mechanizm

stojacy za tym zjawiskiem.
5.3.2. CircFAM188A

Jak wspomniano wczes$niej, najczestszym mechanizmem dziatania circRNA jest
wigzanie miRNA. Przeprowadzona analiza potencjalnych miejsc wigzania drugiego z
badanych kandydatow — CircFAM188A, wskazata, iz posiada on dwa miejsca wigzania
zarowno z miR-1238 jak i miR-576. Ten pierwszy byt wyjatkowo interesujacy ze wzgledu na
obecne doniesienia literaturowe wskazujace na jego udzial w rozwoju chemiooopornosci
komorek GBM. Co ciekawe poziom miR-1238 byt podwyzszony w serum pacjentow chorych
na glejaka, a jego obecnos¢ potwierdzono w pecherzykach zewngtrzkomorkowych
ulegajacych sekrecji z komorek wykazujacych opornos¢ na temozolomid [262]. W badaniach
przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy okreslono, iz poziom miR-1238 w tkankach
GBM byt znacznie podwyzszony. Potwierdzono tez potencjalng interakcje circFAMI88A z
miR-1238 poprzez immunoprecypitacje biatka AGO2, ktore wchodzi w sktad kompleksu
RISC odpowiadajacego za wyciszanie ekspresji genow na drodze interferencji RNA. Co
wiecej przeprowadzony eksperyment typu ,,pulldown” pozwolil na potwierdzenie wigzania

si¢ kolistej formy FAM188A i badanego miRNA.

W dalszych badaniach okreslono wplyw obnizenia i podwyzszenia poziomu ekspresji
circFAM188A na poziom miR-1238. Zaobserwowano, iz zmniejszony poziom ekspresji
circFAMI88A spowodowal obnizenie poziomu miR-1238, natomiast nadekspresja

circFAM188A za pomoca wektora skutkowata podwyzszeniem poziomu tego miRNA.

Rozwo6j chemiooopornosci w GBM jest $cisle zwigzany z komorkami macierzystymi
guza i $rodowiskiem niedoboru tlenu. Mir-1238 wptywa na rozwoj chemiooopornosci
poprzez szlak zwigzany z kaweoling 1 receptorem naskérkowego czynnika wzrostu, ktorych
ekspresja z kolei moze by¢ regulowana przez warunki hipoksyjne [262,336,337]. Dlatego tez, w
niniejszej rozprawie, skupiono si¢ na wptywie niedoboru tlenu na circFAM188A i miR-1238.
W pierwszej kolejnosci okreslono poziomy ekspresji obu tych czasteczek w komorkach
hodowanych w warunkach normalnych i warunkach hipoksyjnych. Zaobserwowano, iz
poziom miR-1238 w komoérkach hodowanych w niedoborze tlenu zmniejsza si¢, natomiast
poziom circFAMI88A jest podwyzszony. W zwigzku z wcze$niejszymi doniesieniami o

sekrecji miR-1238 w pecherzykach zewnatrzkomorkowych postanowiono okreslic poziom
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ekspresji obu czgsteczek w EV znajdujacych si¢ w medium komérkowym. W tym przypadku
zaobserwowano podwyzszony poziom zaré6wno miR-1238 jak i circFAM188A w EV
ulegajacych sekrecji z komorek poddanych hodowli w warunkach niedoboru tlenu.
Obserwacje te pozwolily postawi¢ hipotez¢ o regulacji sekrecji miR-1238 przez
circFAM188A. W przypadku nadekspresji tego kolistego RNA, poziom miR-1238 w
komorkach ulegat zwickszeniu potencjalnie ze wzgledu na jego wigzanie i retencje¢. Z drugiej
strony obnizenie poziomu ekspresji CcircFAM188A mogto spowodowaé zwigkszone
wydzielanie miR-1238 do przestrzeni zewnatrzkomérkowej, co z kolei skutkowato
obnizeniem poziomu jego ekspresji w samych komorkach. Biorgc pod uwage wczesniejsze
wyniki zatozono, ze poziom miR-1238 spada w komorkach GBM w $rodowisku
hipoksyjnym, poniewaz sg one w tym czasie nadmierniec wydzielane do macierzy
zewnatrzkomoérkowej za pomoca EV, gdzie ich poziom jest zwigkszony. Koncepcje te
popieraja doniesienia literaturowe wskazujace, iz circRNA nie wptywaja na poziom ekspresji
mMiRNA, a reguluja ich biodostepnos¢ [338,339]. W badanym przypadku circFAM188A
moglby wigc wpltywaé na biodystrybucje miR-1238 w komorkach (Ryc. 51). Ciekawym
wydaje si¢ rowniez obserwacja zwickszonej ekspresji zarowno miR-1238 jak i circFAM188A
w EV, co moze wskazywaé na potencjat diagnostyczny tych czasteczek. Istnieja doniesienia
na temat zasadno$ci poszukiwa¢ nowych biomarkeréw, a te obecne w pecherzykach
zewnatrzkomorkowych sa wyjatkowo interesujace, ze wzgledu na mozliwo$¢ przenikania
bariery krew mozg i ich detekcji w krwi pacjentow [340-343]. Niemniej jednak potwierdzenie
przestawionej hipotezy wymaga dalszych badan, takich jak test reporterow lucyferazy, ktore
dowodzilyby Scistej interakcji pomigdzy tymi czgsteczkami, a takze proba ich identyfikacji w

serum pacjentéw chorych na GBM.
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Rycina 51. Schematyczne przedstawienie potencjalnej interakcji miedzy circFAMI88A i
miR-1238. A. Zwigkszona ekspresja circFAMI88A moze powodowaé retencje miR-1238 w
komorkach. B. Zmniejszona ekspresja circFAM188A moze wptywaé na zwickszona sekrecje miR-
1238 w pecherzykach zewnatrzkomérkowych.

Przeprowadzone analizy in silico wskazaly, iz transkrypty potencjalnie wigzane przez
miR-1238 zaangazowane sa w szlaki zwigzane z hipoksja oraz adhezjg komorek. Jeden z nich
- YTHDF2 zaangazowany jest w rozwoj opornosci na temozolomid przez komorki GBM.
[344]. Z kolei obnizony w glejaku poziom biatka CLDN14 i CADM2 powoduje zmniejszenie
adhezji komorek 1 promuje proces inwazji [345,346]. Moze to wskazywac na istotng rolg miR-
1238 nie tylko w rozwoju chemiooopornosci, ale takze procesach zwigzanych z naciekaniem

GBM na zdrowe tkanki.
5.4. Wplyw RBP na biogeneze wybranych kolistych RNA

Biogeneza circRNA jest $ci§le kontrolowanym procesem, ktory pozwala komorce
regulowa¢ rownowage migdzy powstawaniem liniowej formy transkryptu podczas splicingu,

a powstawaniem formy kolistej w przebiegu backsplicingu. Najwazniejszymi czynnikami
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wplywajgcymi na rozrdznianie obu tych proceséw sg odwrotnie komplementarne sekwencje
w regionach oskrzydlajacych circRNA, a takze biatka wigzace RNA [122]. Istnieje wiele
doniesien na temat istotnej roli RBP w promowaniu backsplicingu poprzez zblizanie do siebie
intronéw oskrzydlajgcych sekwencje circRNA, co moze wptywac na globalny profil ekspresji
circRNA w réznych nowotworach [124,266]. W zwigzku z faktem, iz w niniejszej pracy
doktorskiej skupiono si¢ na badaniu roli circRNA o obnizonym poziomie ekspresji,
zdecydowano si¢ takze na probe okreslenia powodow ich deregulacji. Dlatego tez, korzystajac
z dostepnych baz danych, okreslono miejsca wigzania dla RBP w regionach flankujacych
CircATXN10 oraz circFAM188A. Zaobserwowano, iz biatkami, wspolnymi dla obu
kandydatow circRNA sg bialka FUS oraz EIF4A3. Co cieckawe istnieja doniesienia
literaturowe wskazujace, iz FUS ma wptyw na globalny profil ekspresji kolistych RNA w
neuronach ruchowych myszy [126]. W przypadku EIF4A3 udowodniony zostat z kolei jego
udziat w regulacji biogenezy circMMP9, ktory wpltywa na promowanie rozwoju GBM
[227,347].

Przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badania wskazaty, iz
manipulacja poziomem ekspresji biatkka FUS ma znaczacy wplyw na poziom ekspresji
badanych circRNA. Zaobserwowano, iz komorki z delecja genu FUS wykazuja obnizony
poziom ekspresji zarowno circATXNI10 jak i circFAM188A. Ponadto zwigkszony poziom
biatka FUS skutkowal podwyzszeniem poziomu obu kolistych RNA. W przypadku ATXN10
zaobserwowano zmiany poziomu ekspresji zarowno kolistej jak i liniowej formy, co moze
by¢ zwigzane ze zidentyfikowang we wczesniejszych badaniach duza korelacja miedzy

obydwoma transkryptami.

Biatko FUS charakteryzuje si¢ podwyzszonym poziomem w wielu nowotworach, w
tym takze w guzach GBM. W S$wietle przeprowadzonych badan zasadne wydaje si¢ by¢
pytanie o role tego biatka w pozytywnej regulacji biogenezy circRNA. Doniesienia
literaturowe wskazuja, iz w nowotworach biatko FUS cechuje si¢ dzialaniem onkogennym
poprzez promowanie transkrypcji i splicingu genéw zaangazowanych w progresje guza [348].
Moze to wskazywaé na potencjalnie wigksze zaangazowanie tego biatka we wspomniane
procesy kosztem promowania backsplicingu. Jest to interesujagca mozliwos¢, biorgc pod
uwage badania, ktore wskazuje na mechanizmy odpowiedzialne za preferencyjne
powstawanie liniowych transkryptow poprzez redukcj¢ biogenezy circRNA [124]. Niemniej
jednak, doktadna rola biatka FUS w biogenezie wybranych kolistych RNA wymaga dalszych
badan.
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6. Whnioski i perspektywy

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie profilu ekspresji circRNA w GBM oraz
zbadanie relacji tych czasteczek z biatkami wigzacymi RNA. Ponadto wstepnie okreslono role
wybranych circRNA w rozwoju i progresji GBM, a takze ich oddzialywania z RBP.

Na podstawie przeprowadzonych badan:

1. Stwierdzono, ze profil ekspresji circRNA w guzach GBM ulega globalnej deregulacji,
a znaczng czg$¢ posrod tych czgsteczek stanowig koliste RNA o obnizonym poziomie
ekspres;ji.

2. Okreslono biatka wigzace RNA majace potencjalny wplyw na deregulacje wczesniej
zidentyfikowanych circRNA. Ponadto potwierdzono, iz profil RBP moze stuzy¢ do
stratyfikacji guzow GBM w oparciu o znane podtypy molekularne, a takze grupowac
tkanki wedtug zaproponowanej nowej klasyfikacji.

3. Zbadano wplyw transkryptu kolistego i liniowego ATXNI10 na rozw6] GBM —
okreslono, iz linATXN10 ma bezposredni wptyw na procesy takie jak migracja i
inwazja, natomiast circATXN10 pelni funkcje posrednig poprzez regulacj¢ poziomu
ekspresji formy liniowej. Stwierdzono, ze poziom ekspresji obu form ATXN10 jest
Scisle zwigzany 1 regulowany, a wyciszenie ich za pomocg siRNA ma wptyw na
ogo6lny profil ekspresji w GBM.

4. Opisano interakcje pomiedzy circFAMI88A i miR-1238, ktéra moze potencjalnie
pemié role w procesach zwigzanych z rozwojem chemiooporno$ci przez komorki
GBM. Okreslono, iz circFAMI188A wpltywa na biodystrybucje miR-1238 w
komorkach 1 pecherzykach zewnatrzkomorkowych.

5. Potwierdzono potencjalny udziat biatkka FUS w biogenezie circATXNIO i
CircFAM188A, co moze by¢ podstawg do dalszych badan w celu proby wyjasnienie

zachwianej rOwnowagi pomiedzy splicingiem a backsplicingiem.

Podsumowujac, badania wykonane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
dowodza waznej roli circRNA w rozwoju GBM poprzez wpltyw na wiele S$ciezek
zwigzanych z procesami takimi jak inwazja, migracja czy funkcja komorek
macierzystych. Ponadto wskazujg na potrzebe dalszej identyfikacji czynnikow
zaangazowanych w regulacje biogenezy circRNA, co w przysztosci mogloby wyjasnié

zjawisko globalnej deregulacji tych czasteczek w nowotworach. Niemniej jednak,
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trudnosci w badaniu kolistych RNA oraz wyzwania zwigzane z zawilg naturg ich dziatania

wskazujg na ogrom wysitku, ktory nalezy jeszcze wlozy¢ w analize tych czasteczek.
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