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Streszczenie

Glejak wielopostaciowy (GBM) to najbardziej ztosliwy nowotwor mézgu u dorostych.
Ze wzgledu na wysokg opornos¢ tego nowotworu na leczenie, mediana przezycia pacjentow
wcigz pozostaje niska, a jego wznowa jest niemal pewna. Z tego wzgledu, kluczowe znaczenie
ma zrozumienie mechanizméw patofizjologicznych lezacych u podtoza tego nowotworu. Jedng
z gldwnych przyczyn agresywnego charakteru GBM jest wysoka heterogenno$é, spowodowana
obecno$cig zroznicowanych populacji komorek nowotworowych, w tym komorek
macierzystych GBM (GSC). GSC odgrywaja kluczowa rol¢ w rozwoju guza, jego
réznicowaniu i mechanizmach odpowiedzialnych za inwazj¢. Wraz z progresja, GBM nabywa
oporno$ci na leczenie, co ma $cisty zwigzek z mikrosrodowiskiem guza, ktore wykazuje
wlasciwo$ci immunosupresyjne, pomagajac komérkom nowotworowym unikng¢ odpowiedzi

uktadu odpornosciowego.

W celu poszukiwania nowych strategii diagnostycznych, a takze terapeutycznych GBM,
coraz wigcej badan skupia si¢ na poznaniu roli niekodujacych RNA w rozwoju i progresji tego
nowotworu. Doniesienia dotyczace matych jaderkowych RNA (snoRNA), a takze
pochodzacych z nich czasteczek sidRNA w GBM s3 nieliczne. Z tego wzgledu, niniejsza
rozprawa doktorska obejmuje badania skupiajace si¢ na identyfikacji i charakterystyce tych
czasteczek w GBM. Analiza wynikéw sekwencjonowania, a takze przeprowadzona walidacja
pozwolity na selekcje kandydatow sdRNA potencjalnie zaangazowanych w rozwdj tego
nowotworu. Dalsza ocena poziomu wybranych kandydatow w warunkach hipoksji, a takze
frakcji GSC, sugeruje odmienny udzial badanych czasteczek w procesie nowotworzenia.
Uzyskane wyniki potwierdzity rowniez obecno$¢ badanych czasteczek w pecherzykach
zewnatrzkomoérkowych (EV), co wskazywaé¢ moze na ich potencjalng role¢ w komunikacji
miedzykomorkowej. Z kolei immunoprecypitacja biatek wigzacych wybrane SARNA, jak i

SNORNA pozwolita na wstepng ocen¢ ich mechanizmu dziatania.

Biorgc pod uwage, ze biogeneza czasteczek sdRNA nie jest znana, analiza struktur
drugorzedowych wybranych snoRNA pozwolita na ocen¢ lokalizacji obecnych w nich
sekwencji sdRNA. Natomiast analizy oparte o zmiany poziomu biatka FUS, a takze
immunoprecypitacje biatek zaangazowanych w przetwarzanie prekursorowych snoRNA,

pozwolity okresli¢ ich potencjalny udziat w powstawaniu sURNA.
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Nieodzownym elementem badan nad nowotworami staje si¢ rOwniez poszukiwanie
biomarkeréw, szczegoélnie tych obecnych w plazmie krwi pacjentdéw. W niniejszej pracy
potwierdzono obecno$¢ badanych czasteczek W plazmie pochodzacej od pacjentow ze

zdiagnozowanym GBM, sugerujac ich udziatl we wznowie nowotworu.

Przedstawione wyniki potwierdzity, ze poziom zdecydowanej wickszosci
zidentyfikowanych czasteczek sdRNA, jak i ich prekursorowych snoRNA jest podwyzszony w
GBM, co sugeruje ich udzial w procesie nowotworzenia. Wstgpna analiza pozwolita rowniez
na ocen¢ potencjalnego mechanizmu powstawania wybranych sdRNA, a takze ich potencjalne;j
roli w tym nowotworze. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pozwalaja lepiej zrozumieé
mechanizmy molekularne odpowiedzialne za rozwoj i progresj¢ GBM w oparciu o nowe klasy
regulatorowych RNA — snoRNA i powstajace z nich sdRNA, co w przysztosci moze pomoc w

opracowaniu skutecznych metod leczenia, a takze lepszej diagnostyki pacjentow.
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Abstract

Glioblastoma (GBM) is the most malignant brain tumor in adults. Due to the high
resistance of this cancer to treatment, the median survival of patients remains low, and its
recurrence is almost certain. Therefore, it is crucial to understand the pathophysiological
mechanisms underlying this cancer. One of the main reasons for the aggressive nature of GBM
is its high heterogeneity, caused by the presence of diverse tumor cell populations, including
GBM stem cells (GSCs). GSCs play a key role in tumor development, differentiation,
and mechanisms responsible for invasion. As GBM progresses, it becomes resistant
to treatment, which is closely related to the tumor microenvironment. The tumor
microenvironment has immunosuppressive properties, helping cancer cells evade the immune

system's response.

In order to search for new diagnostic and therapeutic strategies for GBM, more research
is focused on understanding the role of non-coding RNAs in the development and progression
of this cancer. Reports on small nucleolar RNAs (snoRNAs) and sno-derivedRNAs (sdRNAS)
in GBM are scarce. Therefore, this dissertation covers research focusing on identifying and
characterizing these molecules in GBM. The analysis of the sequencing results and the
performed validation allowed for the selection of SURNA candidates potentially involved in the
development of this cancer. Further assessment of the level of selected candidates in hypoxic
conditions and the GSC fraction suggests a different involvement of both snoRNAs and
sdRNAs in the carcinogenesis process. The obtained results also confirmed the presence of this
molecules in extracellular vesicles (EVs), which may indicate their potential role in intercellular
communication. In turn, immunoprecipitation of proteins binding selected sURNAs and

snoRNAs allowed for a preliminary assessment of their mechanism of action.

Given the unknown biogenesis of sSARNA molecules, the analysis of the secondary
structures of selected snoRNAs was conducted, to assess the location of the SARNA sequences
present in them. However, more in-depth analyses, including those based on changes in FUS
protein levels, as well as immunoprecipitation of proteins involved in the processing of
precursor SnoRNAs, were also performed. These analyses provided valuable insights into the
potential involvement of these molecules in the formation of SORNAs, further strengthening the

scientific basis of this research.
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The search for biomarkers, especially those present in patients' plasma, is also becoming
an indispensable element of cancer research. This study confirmed the presence of the tested
molecules in the plasma of patients diagnosed with GBM, suggesting their involvement in

cancer recurrence.

The presented results not only confirmed the increased levels of the vast majority of
identified sSARNA molecules, as well as their precursor snoRNAs, in GBM, suggesting their
involvement in the carcinogenesis process, but also provided a preliminary analysis of the
potential biogenesis of selected sURNAs, as well as their potential role in this cancer. These
findings significantly contribute to the understanding of the molecular mechanisms responsible
for the development and progression of GBM, particularly based on new classes of regulatory
RNAs - snoRNAs and sdRNAs derived from them. This understanding could potentially pave
the way for the development of more effective treatment methods and improved diagnostics for

patients in the future.
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1. Wprowadzenie

1.1. Nowotwory osrodkowego ukladu nerwowego (OUN)

Nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego (OUN, ang, Central Nervous System),
cho¢ u dorostych stanowig zaledwie niecale 2 % zachorowan na nowotwory ztosliwe, powoduja
znaczng $Smiertelnos¢ w kazdym wieku. Stanowig one najczestsze nowotwory diagnozowane u
dzieci w wieku do 14 lat i drugie pod wzgledem czestosci nowotwory diagnozowane u
mlodziezy. Mimo wieloletnich badan nad ich etiologia, nie wykryto zadnego istotnego
czynnika ryzyka, ktory moglby by¢ przypisany do znacznej liczby przypadkow. Jedynym
wspolnym czynnikiem ryzyka jest ekspozycja na duze dawki promieniowania jonizujacego [1,
2].

W 2021 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization)
opublikowata pigte wydanie Klasyfikacji Nowotworow OUN w ramach migdzynarodowego
standardu klasyfikacji nowotworéw mozgu i rdzenia krggowego [3]. Nowotwory te obejmuja
ponad 100 typéw, charakteryzuja sie wysoka ztozonos$cig histologiczng i wykazuja wiele
dobrze poznanych cech charakterystycznych dla nowotworu. Najnowsze kryteria klasyfikacji
ktada wigkszy nacisk na rol¢ czynnikow molekularnych w diagnostyce nowotworow OUN.
Najczestszymi nowotworami ztosliwymi OUN u dorostych sa glejaki, wywodzace si¢ z
komorek glejowych. W Europie kazdego roku diagnozuje si¢ 27 000 nowych przypadkow tych

NOWOtWOrow.

Ogolna klasyfikacja nowotwordéw pochodzenia glejowego u dorostych wraz z profilem
mutacji gendw czy zmian molekularnych zostata przedstawiona w Tabeli 1. W Tabeli 2
natomiast przedstawiono poréwnanie nomenklatury glejakow rozsianych u dorostych z
poprzedniej wersji Klasyfikacji Nowotworéw OUN z 2016 roku oraz wspomnianej wczesniej

najnowszej wersji z 2021 roku [2, 4].
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Tabela 1. Ogdlna klasyfikacja nowotworéw pochodzenia glejowego u dorostych. Opracowano
na podstawie [5].

Stopien
Profil mutacji genéw .
Guz ztosliwoSci ) Zrodlo
/zmian molekularnych
wedlug WHO

Glejaki rozsiane typu dorostego

Mutacje w genach IDH, TP53, delecja w ATRX,
Gwiazdziak i, 1, v T [6]
duplikacja w CDKN2A/B

Mutacja w genie IDH z kodelecja 1p/19q, delecja
Skapodrzewiak I, promotora TERT, mutacje w CIC, FUBP1, [7]
NOTCH1

) ) ] Brak mutacji w genie IDH, mutacja promotora
Glejak wielopostaciowy

(GBM) v TERT, dodatkowa kopia chromosomu 7 i utrata [8]
ramienia chromosomu 10, amplifikacja EGFR
Ograniczone glejaki astrocytarne
Gwiazdziak | Fuzja KIAA1549-BRAF, mutacje w genach BRAF, (0]
wlosowatokomorkowy NF1, KRAS
Gwiazdziak o wysokim

) Zmiany w szlaku MAPK, zmiany w NF1, mutacja
stopniu ztosliwosci z ", v ) [10]
o ] w ATRX, delecja w CDKN2A/B
cechami piloidalnymi

Zotakogwiazdziak . Mutacje w pTERT, delecje w genach BRAF, [11]
pleomorficzny ’ CDKN2A/B
Gwiazdziak
podwyscidtkowy | Mutacje w genach TSC1, TSC2 [12]
olbrzymiokomoérkowy
Glejak struniakowy | Mutacja w PRKCA [13]
Gwiazdziak zarodkowy -1V Mutacja w MNL1, aberracje w chromosomie X [14]
Guzy glioneuronalne

Zwojakoglejak I Mutacja w BRAF [15]
Brodawkowaty
nowotwor I Fuzja SLC44A1-PRKCA [16]
glioneuronalny
Guz glioneuronalny )

I Mutacje w genach FGFR1, PIK3CA, NF1 [17]

tworzacy rozety
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Sluzowaty nowotwor .
. I Mutacja w PDGFRA [18]
glioneuronalny

Tabela 2. Porownanie nomenklatury glejakow rozsianych u dorostych wedlug Klasyfikacji
Nowotworow OUN z 2016 roku i 2021 roku. Opracowano na podstawie [5].

Klasyfikacja Nowotworow OUN wedlug WHO Klasyfikacja Nowotworow OUN wedlug WHO
z 2016 roku z 2021 roku

Rozlany gwiazdziak, mutant IDH, stopien Il Gwiazdziak, mutant IDH, stopien II

Gwiazdziak anaplastyczny, mutant IDH, stopien 1| Gwiazdziak, mutant IDH, stopien II1

Glejak wielopostaciowy, mutant IDH, ‘ ) ‘
) ) Gwiazdziak, mutant IDH, stopien IV
stopien 1V (glejak wtorny)

Rozlany gwiazdziak, typ dziki IDH, stopien II

) ) o ) Glejak wielopostaciowy,
Gwiazdziak anaplastyczny, typ dziki IDH, stopien I1I o )
typ dziki IDH, stopien IV

Glejak wielopostaciowy, typ dziki IDH,
stopien IV (glejak pierwotny)

Skapodrzewiak, mutant IDH i kodelecja 1p/19q, Skapodrzewiak, mutant IDH i kodelecja 1p/19q,

stopien |1 stopien Il

Anaplastyczny skagpodrzewiak, mutant IDH i kodelecja Skapodrzewiak, mutant IDH i kodelecja 1p/19q,
1p/19q, stopien |11 stopien I11

1.2. Ogodlna charakterystyka glejaka wielopostaciowego (GBM)
1.2.1. Klasyfikacja i epidemiologia

Glejak wielopostaciowy (GBM, ang. glioblastoma) nalezy do najbardziej ztosliwych z
nowotworow OUN i stanowi 50 % wszystkich glejakow. Pomimo leczenia mediana przezycia
pacjentow wynosi $rednio 15 miesiecy od postawienia diagnozy. Wedlug najnowszej
klasyfikacji, mianem GBM okresla si¢ wszystkie nowotwory wywodzace si¢ z komorek
glejowych bez mutacji w genie kodujacym IDH (ang. isocitrate dehydrogenase) [3, 19].
Komorki glejowe, sktadajace si¢ z mikrogleju, astrocytow i oligodendrocytow, stanowig nawet
ponad 50 % masy mozgu u ludzi i pelnig szereg funkcji, od odzywania komoérek nerwowych,

przez syntez¢ enzymow istotnych dla wytwarzania neuroprzekaznikow, po tworzenie ostonek
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mielinowych aksondéw czy wspottworzenie bariery krew-moézg (BBB, ang. Blood-Brain

Barrier) [20].

GBM jest znany ze swojej duzej agresywnosci 1 inwazyjnosci, ale przewaznie pozostaje
zlokalizowany w mdzgu, a przerzuty pozaczaszkowe wystepuja niezwykle rzadko, dotykaja
jedynie 0,5 — 2 % pacjentéw i zazwyczaj obejmujg takie miejsca jak ptuca, kosci czy watroba
[21-23].

Czestos¢ wystepowania GBM wynosi od 3,19 przypadkéw na 100 000 oséb ([24, 25])
do 4,17 przypadkoéw na 100 000 os6b [26]. Wiek jest waznym czynnikiem w rozwoju chorob
nowotworowych. W przypadku GBM, zdecydowana wigkszo$¢ przypadkow zachorowan
wystepuje u osob powyzej 40 roku zycia, a prawie 50 % pacjentow osigga wiek powyzej 65 lat
[27]. Badania wskazujg rowniez na wigksza czg¢stos¢ wystgpowania GBM u mezczyzn z uwagi
na ochronny wptyw zenskich hormonéw piciowych na rozwoj GBM [28]. Jedynym uznanym
czynnikiem ryzyka GBM jest narazenie na wysokie dawki promieniowania jonizujacego.
Badania epidemiologiczne wykazaty réwniez zwigzek miedzy zwigkszonym ryzykiem
zachorowania na GBM a otytoscig lub wysokim wzrostem. Nie odnotowano zwigzku mi¢dzy
paleniem papierosow lub narazeniem na metale ci¢zkie a wigkszym ryzykiem rozwoju GBM,

z kolei narazenie na pestycydy zwigkszato chemiooporno$é¢ u pacjentow [19].
1.2.2. Symptomy i diagnostyka

Obraz kliniczny pacjentow zalezy od lokalizacji i wielkosci guza w momencie
rozpoznania. U pacjentow czgsto  wystepuja objawy zwigkszonego  ci$nienia
wewnatrzczaszkowego, w tym bol glowy 1 nudnosci, utrata masy ciata czy ogniskowe lub
postepujace ubytki neurologiczne, w tym deficyty motoryczne, splatanie oraz zaburzenia
widzenia i mowy [29]. U 25 % pacjentow we wczesnym do 50 % pacjentow w pozniejszym

stadium choroby wystepuja rowniez napady padaczkowe [30].

Tomografia komputerowa (CT, ang. Computed Tomography) lub rezonans
magnetyczny ze wzmocnieniem kontrastowym (MRI, ang. Magnetic Resonance Imaging) sa
najpowszechniej stosowanymi technikami obrazowania diagnostycznego GBM [31]. W
przypadku wysoce swoistego obrazowania mozna rozwazy¢ pozytonowg tomografi¢ emisyjng
(PET, ang. Positron Emission Tomography) lub innowacyjne ,,obrazowanie celowane
immunologicznie”, w ktorym przeciwciata o wysokiej swoistosci tacza si¢ z danym celem na
powierzchni komorki nowotworowej, a nastgpnie do obrazowania wykorzystuje si¢ PET [32].

W badaniu MRI prawie wszystkie GBM charakteryzuja si¢ masg o nieregularnym ksztatcie z
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wzmocnieniem kontrastu na krawedziach 1 hipointensywnym $rodkiem martwicy. W okoto 13
% przypadkéw, GBM moze objawia¢ si¢ jako zmiana wieloogniskowa (wigcej niz dwie
zmiany, w tym rozsiane w oponach mozgowo-rdzeniowych), odlegta (druga zmiana nie
sgsiadujgca ze zmiang pierwotng) lub rozlana [33]. GBM najcze$ciej zlokalizowany jest w
gornej czgsci mozgu (przestrzeni nadnamiotowej) (ponad 85 %) lub w placie czolowym (25
%). Najrzadziej wystepuje w pniu mozgu, rdzeniu krggowym czy moézdzku (< 5 %) [34].
Morfologicznie glowne cechy diagnostyczne GBM stanowig atypia jadrowa, pleomorfizm

komorkowy, wysoka aktywnos$¢ mitotyczna, proliferacja mikronaczyn i nekroza [35].
1.2.3. Leczenie

Protokot Stuppa stat si¢ standardem postepowania w leczeniu GBM od czasu jego
publikacji w 2005 roku i doprowadzit do znacznej poprawy przezycia pacjentow. Standardowe
leczenie GBM obejmuje resekcje neurochirurgiczng potaczong z réwnoczesng radio- |
chemioterapig [36]. W przypadku radioterapii rozpoczynanej od czterech do szesciu tygodni po
operacji lub wczesniej, w wigkszosci przypadkow odpowiednia jest dawka od 50 do 60 Gy,
pozwalajaca wyeliminowa¢ zmiany mikroskopowe po resekcji guza. Standardowym
zatwierdzonym srodkiem chemioterapeutycznym w leczeniu GBM jest temozolomid (TMZ,
ang. Temozolomide), ktory stosunkowo szybko przenika przez barier¢ krew-mozg i
doprowadza do apoptozy komorek zlokalizowanych w mozgu [31]. Jednakze, GBM czgsto
nabiera lekoopornos$ci w trakcie chemioterapii. Podstawowym mechanizmem opornosci na
TMZ jest indukcja ekspresji metylotransferazy DNA O6-metyloguaniny (MGMT, ang. O-6-
Methylguanine-DNA Methyltransferase) odpowiedzialnej za naprawe uszkodzen DNA
wywotanych przez chemioterapeutyk [37].

Pomimo stosowania przyjete;j strategii terapeutycznej, wznowa GBM jest nadal niemal
pewna ze wzgledu na wysoka oporno$¢ tego nowotworu na chemioterapeutyki lub radioterapig.
W przypadku nawrotu rokowanie pacjentow jest gorsze (mediana przezycia pacjentéw wynosi
od 2 do 9 miesiecy). Wznowa rozwija si¢ z komorek zlokalizowanych blisko pierwotnego
marginesu guza migrujacych z obszarow obwodowych nowotworu przed zabiegiem
chirurgicznym lub pozostajacych w stanie uspionym na obrzezach guza. Podczas nawrotu profil
genomowy zwykle wykazuje inne zmiany genetyczne niz w przypadku GBM w chwili
rozpoznania, co powoduje, ze leczenie nawrotowego GBM wciaz pozostaje wyzwaniem [38].
Zatwierdzonym przez FDA (ang. Food and Drug Administration) chemioterapeutykiem
stosowanym w leczeniu nawrotowego GBM jest bewacyzumab, nieznacznie jednak
zwickszajacy czas przezycia pacjentow [39].
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Z tego wzgledu poszukuje si¢ nowych podejs¢ terapeutycznych w leczeniu GBM. W
1997 roku FDA zatwierdzita zastosowanie ptytek Gliadel® w leczeniu nawrotowego, a w roku
2003 réowniez nowo zdiagnozowanego GBM. Plytki te zawieraja karmustyne, ktéra zakloca
synteze 1 naprawe DNA, a takze synteze¢ RNA czy bialek. Ptytki Gliadel® wszczepia si¢ do
jamy chirurgicznej po usuni¢ciu guza, a nast¢pnie karmustyna uwalniania jest przez okoto 5
dni po operacji [40]. Metaanaliza opublikowana w 2020 roku obejmujaca ponad 5800
pacjentow z GBM leczonych karmustyna, wykazata, ze pacjentow tych cechowat wydtuzony
czas przezycia zarowno w przypadku zastosowania samej karmustyny, jak i w potaczeniu z

TMZ [41].

Obiecujacym podejsciem wydaje si¢ by¢ zastosowanie terapii adjuwantowe] z
wykorzystaniem zwigzku chemicznego SNAP w potaczeniu z TMZ. Dziatanie SNAP polega
na regulowaniu stezenia tlenku azotu (NO) w organizmie, wptywajac na procesy proliferacji i
apoptozy komoérek nowotworowych. Dowiedziono, ze SNAP powodowatl obnizenie poziomu

MGMT, tym samym obnizajac chemiooporno$¢ na TMZ w komoérkach GBM [42].

Kolejnym z podejs¢ jest terapia inhibitorami celujgcymi w receptory nadmiernie
aktywowane w komodrkach nowotworowych. Wiadomym jest, ze szlaki zwigzane z receptorami
kinazy tyrozynowej (RTK, ang. Receptor Tyrosine Kinase) maja zwigzek z nowotworami
ztosliwymi. W GBM obserwuje si¢ mutacje lub amplifikacje receptora naskorkowego czynnika
wzrostu (EGFR, ang. Epidermal Growth Factor Receptor) [43]. Wykazano, ze zatwierdzony
przez FDA do leczenia niedrobnokomorkowego raka ptuc inhibitor EGFR - Afatynib, zwigksza
catkowite przezycie pacjentow z GBM w potaczeniu z TMZ [44].

Nowag strategig terapeutyczng GBM jest terapia polami TTFields utrudniajgcymi podziat
komorek nowotworowych poprzez zaktdcanie procesu naprawy DNA, zwigkszajac przy tym
dziatanie TMZ. Terapia ta moze tez promowac dziatanie $cisle zwigzanego z inwazja GBM
szlaku PI3K/AKT/mTOR na autofagi¢ komorkowa oraz zwigkszaé przepuszczalno$¢ btony

komorkowej dla chemioterapeutykow [45].

Laserowa Termoterapia Srodmigzszowa (LITT, ang. Laser Interstitial Thermal
Therapy) to technika neurochirurgiczna wykorzystujaca energi¢ cieplng. Kierowany przez
urzadzenie stereotaktyczne §wiattowdd wytwarza cieplo w centrum guza spalajac przy tym
komorki nowotworowe. Wykazano przedtuzone przezycie nowo zdiagnozowanych pacjentow
z GBM po zabiegu LITT. Obiecujace jest rowniez zastosowanie tej terapii w przypadku

pacjentow z guzami nieresekcyjnymi [46].
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W ostatnich latach FDA zatwierdzita immunoterapi¢ jako standardowa metode leczenia
wielu typow nowotwordéw. To innowacyjne podej$cie ma na celu zwickszenie skutecznosci
leczenia poprzez aktywacj¢ uktadu odpornosciowego. Glowne metody immunoterapii
testowane dotychczas w przypadku leczenia GBM to terapia cytokinowa, inhibitory
immunologicznych punktéw kontrolnych, terapia CAR-T (ang. Chimeric Antigen Receptor T-
cell), onkolityczne wirusy czy terapie oparte o szczepionki [47]. Powszechnie uznaje si¢, ze
GBM wywoluje miejscowa i ogolnoustrojowa immunosupresj¢, co czyni go stosunkowo
niewrazliwym na immunoterapi¢ [48]. Kolejnym ograniczeniem w immunoterapii GBM jest
BBB znacznie utrudniajgca dostarczanie leku. Ponadto, GBM jest w stanie indukowa¢ zmiany
w BBB, tworzac strukturalnie odmienng bariere (barier¢ nowotworu mozgu), ktéra rowniez
przyczynia si¢ do stabej penetracji $rodkéw terapeutycznych [49]. Cho¢ w przypadku
immunoterapii nie dokonano przetomu, potencjat obecnie prowadzonych badan klinicznych

ukazuje obiecujacg perspektywe dla pacjentow z GBM [47].
1.2.4. Profil molekularny GBM

Biorac pod uwage duze wysitki badaczy oraz wynikajacy z nich niewielki sukces w
opracowaniu skutecznych metod leczenia GBM, kluczowe znaczenie ma identyfikacja i
zrozumienie mechanizmdéw patofizjologicznych tego nowotworu. W ciggu ostatniej dekady
liczba opublikowanych artykutéw dotyczacych genetyki GBM znacznie wzrosta. W
najnowszej klasyfikacji nowotworéw OUN z 2021 r., procz braku mutacji w genie kodujacym
IDH zdefiniowano trzy parametry genetyczne stuzace do diagnozowania GBM: mutacja
promotora TERT (ang. telomerase reverse transcriptase), amplifikacja EGFR oraz jednoczesne
zyskanie dodatkowej kopii chromosomu 7 (lokalizacja EGFR) i utrata catego ramienia
chromosomu 10 (lokalizacja PTEN) [8]. Najczgsciej wystepujace mutacje i zmiany

molekularne w GBM wraz z czgstoscig ich wystepowania zostaty przedstawione w Tabeli 3.
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Tabela 3. NajczeSciej wystepujace mutacje i zmiany molekularne w GBM.

Nazwa genu

Profil mutacji / zmian molekularnych i ich

znaczenie

Czestosé
wystepowania

w GBM

Zrédlo

promotor genu
TERT

Mutacje promotora genu TERT powoduja zwigkszenie
poziomu odwrotnej telomerazy, skutkujac naprawa
telomeréw 1 uniknigciem  $mierci  komorek

nowotworowych.

okoto 80 %

[8, 50]

VEGF

Podwyzszony poziom VEGF-A jest glownym
mediatorem angiogenezy i progresji nowotworu, a takze
zapoczatkowat opracowanie chemioterapeutyku

przeciw VEGF — bewacyzumabu.

64,1%

[51]

TPS53

Mutacje w genie TP53 sg zwigzane z inaktywacja biatka
p53, skutkujac progresja GBM skorelowana ze
zwigkszong inwazja i proliferacja. W niektérych GBM
biatko p53 moze ulec podwyzszeniu i przejaé¢ funkcje

onkogenne.

34,4 % - 60 %

[52-54]

EGFR

Amplifikacja oraz mutacja (EGFRvIII) w genie EGFR.
Gen EGFR koduje kinaze tyrozynowa odgrywajaca
kluczowa role w proliferacji, r6znicowaniu i rozwoju
komorek. Mutacja EGFRVIII zwigksza potencjat
nowotworowy GBM poprzez aktywacje i utrzymanie
mitotycznych i antyapoptotycznych  szlakow

sygnatowych.

33,6 % - 50 %

[8, 55, 56]

MGMT

Metylacja promotora genu MGMT kodujacego biatko
odpowiedzialne za napraw¢ DNA, prowadzi do
wyciszenia genu. Metylacja jest skorelowana z gorsza
prognoza przezycia pacjentéw, jednoczesnie pacjenci z

metylacja wykazuja silniejsza odpowiedz na TMZ.

48.5 %

[57]

PTEN

Mutacja w genie kodujacym biatko PTEN powoduje
jego inaktywacj¢, co sprzyja proliferacji komorek i

hamuje apoptozg.

20 -40 %

[58]

MKI-67

Biatko Ki-67 to wskaznik proliferacji komorek
wykrywany glownie w obszarach o wysokiej
aktywnos$ci mitotycznej. Wysoki poziom biatka Ki-67 w

GBM wiaze si¢ z wigksza objetoscia guza,

15-40%

[58, 59]

25



zwigkszonym ryzykiem nawrotu, a w konsekwencji

gorszym rokowaniem.

Mutacja w genie NF1 powoduje inaktywacje biatka,
zwigkszajac roliferacje, indukcje rzejscia

NF1 ! P ! ! pre 13-14% [60, 61]
nabtonkowo-mezenchymalnego czy wplywajac na

komorki odpornosciowe i mikrosrodowisko guza.

Brak mutacji. Obecno$¢ mutacji w genie IDH ma
IDH , . o - [62]
zwigzek dtuzsza mediang przezycia pacjentow.

1.2.5. Klasyfikacja GBM

Jedng z gltéwnych przyczyn agresywnego zachowania GBM jest heterogennos¢
obserwowana nie tylko pomigdzy pacjentami (ang. inter-tumoral heterogeneity), ale takze
wewnatrz guza (ang. intra-tumoral heterogeneity), charakteryzujgca si¢ obecnoscig
zroznicowanych populacji komoérek nowotworowych, komorek macierzystych GBM (GSC,
ang. Glioblastoma Stem Cells) czy sktadnikoéw mikro$rodowiska nowotworu [63]. W celu
lepszego zrozumienia molekularnych podstaw nowotworéw, w tym GBM, w ramach projektu
TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas) majacego na celu skatalogowanie, a takze odkrycie
nowych zmian genetycznych nowotworow, utworzono baze¢ obejmujaca ponad 30 nowotwordw
u ludzi przeanalizowanych na podstawie wynikow sekwencjonowania na duza skale [64].
Dzigki wykorzystaniu zgromadzonych danych, w 2010 roku, Verhaak i wspotautorzy
zaproponowali nowg klasyfikacje GBM obejmujaca cztery podtypy: proneuralny, neuralny,
klasyczny 1 mezenchymalny. Analiza ta obejmowala réwniez odpowiedZz poszczegdlnych
podtypow na terapi¢, gdzie najlepsza odpowiedz wykazat podtyp klasyczny a najgorsza
proneuralny [65]. W najnowszej aktualizacji Verhaak’a dotyczacej reklasyfikacji podtypow
GBM z 2017 roku, podtyp neuralny zostat usunigty z uwagi na trudnosci w identyfikacji GBM
powstajacych de novo a nawrotowych, ze wzgledu na jego ciggle zmiany sygnatury
genomowej. Co wiecej, podtyp neuralny zostal powigzany z marginesem guza, w ktorym
wystepuje wysokie prawdopodobienstwo obecnosci zdrowej tkanki mozgowej [66, 67]. Tabela
4 przedstawia klasyfikacje GBM zaproponowang przez Verhaak’a i wspotautorow wraz z
mutacjami czy zmianami molekularnymi charakteryzujacymi dany podtyp, jego agresywnos¢

oraz odpowiedz na terapig.
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Tabela 4. Charakterystyka podtypéw GBM zaproponowanych przez Verhaak’a i wspotautoréw.

Najczesciej wystepujace .. Przewazajacy .,
Podtyp mutacje Agresywnosé (50 M Zrodlo
Mutacje w genach TP53
Proneuralny i IDH1, regulacja w gor¢ Najnizsza Oligodendrocyty
MKI67, amplifikacja PDGFRA
Mutacja w genie PTEN,
Klasyczny regulacja w gore TP53, EGFR, Srednia Astrocyty [65, 68, 69]

NES, VIM

Mutacja NF1, PTEN, TP53,
regulacja w gore MGMT,
amplifikacja EGFR, regulacja
w dot ATRX

Komoérki glejowe

Mezenchymalny (w tym astrocyty)

Najwyzsza

Procz przyjetej w Srodowisku naukowym klasyfikacji zaproponowanej przez
Verhaak’a, z uwagi na wysoka heterogennos¢ GBM i wystepujace roéznice na poziomie
molekularnym w obr¢bie jednego podtypu, badacze wciaz poszukuja najlepszego wzorca w
celu doktadniejszej klasyfikacji GBM [55]. Jedna z prob jest stratyfikacja GBM na podstawie
wzorca metylacji, ktory jak wykazano jest $cisle skorelowany z przezyciem pacjentow [70-72].
Metylacja DNA weczesniej wspomnianego promotora genu MGMT, odpowiedzialnego za
chemioopornos¢ jest obserwowana u prawie potowy pacjentow z GBM [73]. Ponadto, Skiriute
i wspotautorzy odnotowali metylacje gendéw GATA6 (68,4 % pacjentow), CASP8 (56,8 %
pacjentow), CD81 (46,1 % pacjentow) i DR4 (41,3 % pacjentéw) [74], natomiast odrgbna grupa
GBM wykazata hipermetylacje wysp CpG (G-CIMP), charakteryzujaca si¢ korzystnym
rokowaniem wsrod pacjentow [75]. W 2019 roku Neftel i wspotautorzy przy pomocy
sekwencjonowania RNA pojedynczych komorek, zaproponowali cztery stany komoérkowe
rozwoju GBM, reprezentujace rozne typy komorek nerwowych: prekursorowo-neuralny,
prekursorowo-oligodendrocytowy, astrocytowy i mezenchymalny, wskazujagc roéwniez na
plastycznos¢ danych stanow oraz wptyw mikrosrodowiska na przejscie z jednego stanu w inny.
Czestotliwos¢ komorek w kazdym stanie roznita si¢ w zalezno$ci od danej proby GBM i1 byta
zalezna od amplifikacji CDK4, EGFR i PDGFRA oraz mutacji w genie NF1 [76]. Obecnie
badacze intensywnie poszukujg nowych metod klasyfikacji GBM, opartych o niekodujagce RNA
(ncRNA, ang. non-coding RNA), ktorych odmienna sygnatura w potaczeniu ze specyficznymi
dla danego podtypu cechami, moze pomoc w lepszym klasyfikowaniu pacjentow, a w

przysztosci opracowaniu bardziej precyzyjnych strategii terapeutycznych [77, 78].
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1.2.6. Mikrosrodowisko nowotworu (TME) i komorki macierzyste GBM (GSC)

Mikro$rodowisko nowotworu (TME, ang. Tumor Microenvironment) to ekosystem
komorek i sktadnikéw zewnatrzkomorkowych otaczajacych komorki nowotworowe. TME na
ogo6t sklada sie z komoérek nowotworowych, zrebu, naczyn krwionos$nych i sktadnikow
naczyniowych oraz naciekajacych komorek zapalnych [79]. W przypadku GBM, obserwuje si¢
réwniez immunosupresyjne TME, ktore jest kluczowym elementem jego progresji [80]. W tym
srodowisku komorki odpornosciowe, ktore podejmowatyby dziatania hamujace nowotwor,
przechodza w stan sprzyjajacy =zapaleniu 1 ucieczce nowotworu przed ukladem
immunologicznym. Te zmienione komoérki odpornosciowe obejmujg mikroglej, reaktywne
astrocyty, makrofagi zwigzane z nowotworem (TAM, ang. Tumor-Associated Macrophages),
czy komorki supresorowe pochodzenia mieloidalnego (MDSC, ang. myeloid-derived
suppressor cells) [81-84]. TAM pochodzg z mikrogleju znajdujacego si¢ w mozgu i sg uwazane
za dominujgcg naciekajaca populacje immunologiczng, stanowigcg okoto 30 — 40 % populacji
komorek w GBM [85]. TAM poprzez produkcje cytokin i czynnikdw wzrostu, mogg promowac
wzrost nowotworu i angiogeneze, a takze maja zwiazek z opornoscia pacjentoéw na leczenie
[86, 87]. MDSC rowniez odgrywaja wazng rolg w immunosupresji nowotworu [88].
Dowiedziono, ze MDSC moga hamowac przeciwnowotworowa odpowiedz komoérek NK (ang.
Natural Killer Cells), a takze limfocytow T poprzez wytwarzanie reaktywnych form tlenu
(ROS, ang. Reactive Oxygen Species) [89, 90]. Dodatkowo, komoérki nowotworowe GBM
uwalniajg ligandy, takie jak PD-L1 (ang. Programmed Death-Ligand 1), ktore po zwigzaniu si¢
z receptorem PD1 (ang. Programmed Death Receptor 1) hamuja odpowiedZ immunologiczng
[91].

Komorki macierzyste GBM (GSC, ang. Glioblastoma Stem Cells) reprezentuja
subpopulacje samoodnawiajacych si¢ komoérek zaangazowanych w utrzymanie guza.
Wykazano, ze komorki te wykazujg si¢ wysoka plastycznoscia, zdolnoscig do proliferacji 1
tworzenia innych typéw komorek budujacych guz [92]. GSC odgrywaja kluczowg rolg nie tylko
w przezyciu komorek, ale takze w réznicowaniu i inwazji [93-95]. Wykazano, ze GSC sa
oporne na chemio- i radioterapi¢, umozliwiajagc komérkom GBM przetrwanie, prowadzac do
niemal nieuniknionej wznowy [96-98]. Jednym z markeréw powierzchniowych GSC jest
CD133 - biatko transbtonowe kodowane przez gen promining 1 [99]. Cho¢ GSC znajduja si¢
glownie w niedotlenionych i okolonaczyniowych obszarach masy guza, ich populacje
znaleziono réwniez w TME [100, 101]. Istnieje powigzanie migdzy GSC a komodrkami

srodblonka tworzacymi naczynia krwiono$ne. Wykazano, ze oddzialtywanie miedzy tymi
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komorkami jest dwukierunkowe. Z jednej strony, komorki $rodblonka wytwarzajg liczne
czynniki wzrostu, ktore napgdzajg samoodnowg i przezycie GSC [102, 103], dodatkowo region
okotonaczyniowy wzbogacony jest w biatka macierzy zewnatrzkomorkowej (np. lamining czy
integryne a6), ktore promuja proliferacje i migracje GSC [104]. Z drugiej strony GSC moga
uwalnia¢ VEGF w celu promowania migracji komoérek §rédbtonka i tworzenia nowych naczyn
[105]. Wazna dla utrzymania populacji GSC jest rowniez nisza hipoksyjna, w ktorej
obserwujemy nadekspresje czynnikow indukowanych hipoksja lo (HIF1a, ang. Hypoxia-
Induced Factor 1a) oraz HIF2a (ang. Hypoxia-Induced Factor 2a) [106, 107]. Kontrola TME
wraz z wyeliminowaniem GSC, mogtaby by¢ uzupekieniem standardowe;j terapii GBM, przez
jednoczesne hamowanie wznowy guza, a takze zapobieganie immunosupresji, co pozwolitoby

na skuteczng odpowiedz immunologiczng.
1.2.7. Srodowisko hipoksyjne w GBM

Hipoksja to stan, w ktorym komoérka zostaje pozbawiona odpowiedniego natlenienia,
spowodowany zapotrzebowaniem na tlen przekraczajacym jego podaz. Niedotlenienie w
nowotworach zwigzane jest gtownie ze zwigkszong proliferacja komorek, powigzang z
nieregularng neowaskularyzacjg guza, prowadzac do stabej dyfuzji tlenu [108-110]. Mimo, ze
GBM jest jednym z nowotwordw o najwyzszym unaczynieniu u ludzi, jego mikrokrazenie jest
bardzo nieefektywne, co skutkuje powstawaniem wysoce niedotlenionych obszarow wewnatrz
guza i towarzyszacej im nekrozy [111]. Dodatkowo, niedostateczna podaz sktadnikoéw
odzywczych spowodowana niedotlenieniem sprzyja zmianom genetycznym. Wykazano, ze
niedotlenienie komérek GBM jest silnie powigzane z inwazjg nowotworu oraz opornoscig na
leczenie [112-114]. Co wigcej, niedotlenione regiony sprzyjaja utrzymaniu i ekspansji GSC
[115]. Odpowiedzia komorek nowotworowych na niesprzyjajace warunki srodowiska, jakim
jest hipoksja, jest autofagia, jednak jej wplyw na komorki GBM pozostaje niejednoznaczny.
Autofagia moze chroni¢ komorki nowotworowe przed chemio- i radioterapia, z drugiej strony
za$ moze hamowaé wzrost komoérek i wywotywaé starzenie si¢ [116]. Ostatnie badania
kliniczne z uzyciem chlorochiny bedacej inhibitorem autofagii przyniosty zadowalajace efekty
w leczeniu GBM [117]. Modulacja autofagii wydaje si¢ by¢ obiecujacg strategia w leczeniu
GBM, dlatego tak wazne jest doktadniejsze poznanie nie tylko samej autofagii, ale takze

towarzyszacego temu procesowi Srodowiska hipoksyjnego.
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1.2.8. Pecherzyki zewngtrzkomorkowe (EV) w GBM

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EV, ang. Extracellular Vesicles) mogace zawieraé
zarowno biatka, lipidy, DNA, mRNA (ang. messenger RNA) czy ncRNA, oddzielajg si¢ od
powierzchni komorki i biorg udzial w przenoszeniu czasteczek zwigzanych z btong do
sgsiednich komorek lub ptynéw pozakomdrkowych. Mozemy wyrdzni¢ dwa gtéwne typy EV:
egzosomy (ang. exosomes) i mikropgcherzyki (ang. microvesicles). Egzosomy sg mniejsze
(Srednica od 30 do 150 nm) i pochodzg z btony endosomalnej, natomiast wielko$¢
mikropgcherzykéw waha si¢ od 50 do 1300 nm i1 sg uwalniane bezposrednio w wyniku
paczkowania blony komodrkowej. Procz nich wystepuja rowniez czastki blonowe (ang.
membrane particles) i pecherzyki apoptotyczne (ang. apoptotic vesicles). EV mozna wykry¢ za
pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM, ang. Transmission Electron
Microscopy), analizy $ledzenia nanoczastek (NTA, ang. Nanoparticle Tracking Analysis), czy
obecnosci szeregu biatek zwigzanych z btong, takich jak CD63, CD81, CD9, CD37, CD53,
CD82, ICAM-1 i integryny, zidentyfikowanych za pomoca cytometrii przeptywowej lub
techniki Western Blot [118].

EV odgrywaja kluczowa rolg w komunikacji mi¢dzykomérkowej w obrebie
nowotworu, modulujac interakcje komorkowe a takze wptywajac na jego TME. Dowiedziono,
ze EV moga posredniczy¢ w indukcji przej$cia nablonkowo-mezenchymalnego (EMT, ang.
Epithelial-Mesenchymal Transition) i nadawaniu komoérkom zdolnos$ci do migracji [119, 120].
Ponadto, przyczyniajg si¢ rozwoju i progresji nowotworu, wzmozonej angiogenezy i opornosci
na leczenie [121-123]. EV moga rowniez ulatwia¢ tworzenie immunosupresyjnego TME,
pomagajac komérkom nowotworowym w uniknigciu odpowiedzi uktadu odpornosciowego
poprzez zmniejszenie immunogennosci, indukcje komorek supresorowych, modulowanie
prezentacji antygenu i wydzielanie czynnikow immunosupresyjnych [124]. Co wigcej, EV
moga by¢ réwniez wydzielane przez GSC 1 utatwia¢ komunikacj¢ tej populacji komorkowe;j
[125]. Wykazano, ze komorki GBM posiadajace zmutowang wersje biatka EGFRVIII, dzigki
przekazywaniu EV do sasiednich komoérek nieposiadajacych tej mutacji, wzmagaja ich
proliferacje [126]. Setti i wspotautorzy wykazali, ze biatko CLIC1, obecne w EV uwalnianych
przez GSC, promuje wzrost i rozwoj komorek [127]. EV przenoszac niekodujagce RNA ncRNA,
moga przyczynia¢ si¢ do zwigkszonego tempa rozwoju komoérek, hamowania apoptozy czy

wywota¢ opornos¢ na chemioterapie¢ w dotychczas wrazliwych komoérkach [128-130].

Dzigki zdolnosci do przekraczania BBB, EV odgrywaja istotng role nie tylko w
komunikacji miedzykomorkowe;j, ale takze w progresji i diagnostyce GBM. Ptyny ustrojowe,
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takie jak krew, ptyn mozgowo-rdzeniowy, $lina czy mocz stanowig cenne zrédto informacji,
pozwalajac na wykrycie czasteczek takich jak biatka, DNA czy RNA [131, 132]. W
przeciwienstwie do wolnokrazacych czasteczek w ptynach ustrojowych, te obecne w EV
wykazujg si¢ wiekszg stabilnoscig, co czyni je obiecujagcymi biomarkerami GBM [118, 133].
Wykazano, ze stezenie EV bylo zwigkszone u pacjentow z GBM w pordwnaniu ze zdrowa
grupa kontrolng 1 pacjentami z innymi chorobami OUN. Dodatkowo, stwierdzono, ze ich
wzrost korelowal ze wznowa GBM, co sugeruje, ze EV moga by¢ przydatne takze w
przewidywaniu nawrotu tego nowotworu [134]. Badania dowodza, ze EV moga okazac¢ si¢
obiecujace nie tylko w diagnostyce czy ocenie progresji GBM, ale takze terapii odgrywajac
role w dostarczaniu lekéw ze wzglgdu na ich niezdolno$¢ do wywotywania odpowiedzi

immunologicznej [133].

TME w GBM wraz z obecng populacja GSC, EV oraz obszarami hipoksyjnymi z

widoczng nekrozg zostalo przedstawione na Rycinie 1.

A °
Q.ﬁ Komérki GBM ° B ®
MDSC

TAM

‘.
. GSC
x

Rycina 1. Mikrosrodowisko (TME) w GBM. MDSC - komorki supresorowe pochodzenia
mieloidalnego, TAM — makrofagi zwigzane z nowotworem, GSC — komorki macierzyste GBM, EV —

pecherzyki zewnatrzkomorkowe.
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1.3. Niekodujace RNA (ncRNA)

Szacuje sie, ze transkrypcji ulega okoto 70 — 80 % ludzkiego genomu, z czego tylko
okoto 2 % koduje biatka, pozostate czasteczki natomiast nalezg do klasy ncRNA [135].
Klasyfikacja ncRNA obejmuje dwie grupy: konstytutywne oraz regulatorowe. Konstytutywne
ncRNA s3 niezbedne do utrzymania podstawowych funkcji komoérkowych i obejmuja
czasteczki zaangazowane w procesy translacji - rybosomalny RNA (rRNA, ang. ribosomal
RNA) i transportujacy RNA (tRNA, ang. transfer RNA), splicingu — maty jadrowy RNA
(SnRNA, ang. small nuclear RNA) czy modyfikacji RNA — maty jaderkowy RNA (snoRNA,
ang. small nucleolar RNA) [136]. Te ostatnie (snoRNA) mogg petni¢ réwniez funkcje
regulatorowe. Regulatorowe RNA mozna podzieli¢ w zalezno$ci od ich dtugosci, na krotkie
ncRNA dla transkryptéw krotszych niz 200 nukleotydow (tu wyrdzniamy mikroRNA (MiRNA,
ang. microRNA), piRNA (ang. piwi-interacting RNA) i sdRNA (ang. sno-derived RNA) i dlugie
ncRNA, ktére majg dlugosé powyzej 200 nukleotydow, do ktorych nalezg dhugie niekodujace
RNA (IncRNA, ang. long non-coding RNA) oraz koliste RNA (circRNA, ang. circular RNA)
[137]. Podziat ncRNA zostat przedstawiony na Rycinie 2.

Niekodujgce RNA (ncRNA)
Regulatorowe RNA
<200 >200
nukleotydow nukleotydow

+ miRNA * IncRNA
* piRNA * circRNA
» sdRNA

« snoRNA

« rRNA
« tRNA
« snRNA

Konstytutywne RNA

Rycina 2. Podzial niekodujacych RNA (ncRNA). Opracowano na podstawie [137].
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Na przetomie lat stato si¢ jasne, ze ncRNA odgrywaja znaczaca role w rozwoju i
progresji nowotworéw, w tym GBM. Dowiedziono, ze IncRNA XIST wykazuje wysoka
ekspresje w GBM i wzmaga angiogeneze¢ [138], a IncRNA H19 czy remodelujacy chromatyne
HOTAIR promujg proliferacje i jednoczesnie hamujg proces apoptozy [139, 140]. Z kolei
circRNA MMP9 o wysokiej ekspresji w GBM nie tylko promuje proliferacjg, ale takze migracj¢
i inwazje tego nowotworu [141]. Inni badacze odnotowali zalezno$¢ migdzy zwigkszonym

poziomem ekspresji circASAP1 w komoérkach GBM a opornoscig na TMZ [142].

Wsrod regulatorowych krotkich RNA, najlepiej przebadang grupg sg miRNA.
Czasteczki te zostaly opisane zardwno jako supresory, jak i onkogeny w GBM. Najbardziej
znanym onkogenem w GBM jest miR-21, ktory jest zaangazowany w regulacje apoptozy,
proliferacj¢ i oporno$¢ na chemioterapi¢ [143-146]. Innymi szeroko badanymi onkogenami w
GBM sa miR-93 i miR-10b, regulujace takie procesy, jak proliferacja, migracja, inwazja czy
chemioopornos¢, a ekspresja miR-10b byta dodatkowo pozytywnie skorelowana z stopniem
zaawansowania GBM [147-152]. Z kolei wsréd miRNA petnigcych funkcje supresorowe w
GBM, najszerzej opisanymi sg miR-7, miR-34a czy miR-128 [153-156].

1.3.1. NcRNA jako potencjalne biomarkery GBM
1.3.1.1. Wolnokrazace ncRNA w plynach ustrojowych

Poszukiwanie biomarkeréow GBM staje si¢ nicodzownym elementem badan
naukowych, ukierunkowanych na wypracowanie skutecznych strategii zaréwno
diagnostycznych, jak i terapeutycznych. Biomarkery te moga wystgpowac jako wolnokrazace
czasteczki, a takze by¢ obecne w krazacych komoérkach nowotworowych (CTC, ang.

Circulating Tumor Cells) czy wspomnianych wczesniej EV [118].

Obecnos¢ BBB w mozgu moze stanowi¢ przeszkod¢ w uwalnianiu biomarkerow do
krazenia ogolnoustrojowego, w tym do krwi, dlatego ptyn mézgowo-rdzeniowy wydaje si¢ by¢
lepszym ich zrodlem, ze wzgledu zar6wno na kontakt z tkankg mozgowa, a takze blisko$¢
samego guza [131]. W plynie moézgowo-rdzeniowym zaobserwowano wysoki poziom
wolnokrazacych miR-10b i miR-21 u pacjentéw ze zdiagnozowanym GBM [157, 158]. Z kolei
Akers i wspotautorzy odnotowali dziewie¢ miRNA (miR-21, 218-5p, 193b-3p, 331-3p, 374a-
5p, 548c-3p, 520f-3p, 27b-3p i 30b-3p), potencjalnie stuzgcych jako nowe biomarkery GBM
[159], a inni badacze wytypowali pig¢ miRNA obecnych w ptynie moézgowo-rdzeniowym
(miR-30e, miR-140, let-7b, mR-10a i miR-21-3p), dzigki ktérym mozliwe byto rozroéznienie

GBM od glejakow o niskim stopniu zto§liwosci, czy oponiakow i przerzutéw do moézgu [160].
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Ze wzgledu na tatwos$¢ pobierania i bezpieczenstwo pacjentow, a takze koszty diagnozy
i szybkos$¢ jej wykonania, badacze coraz czesciej skupiaja si¢ na poszukiwaniu biomarkerow
obecnych we krwi pacjentdow. Metaanaliza przeprowadzona w 2019 roku obejmujaca ponad
2000 pacjentow z GBM wykazata, ze wolnokrgzace miRNA mogg by¢ skuteczne w
diagnozowaniu GBM, a najlepszymi biomarkerami okazaty si¢ by¢ czgsteczki miR-21, miR-
125 i miR-222 [161]. Wykazano rowniez, ze poziom wolnokrazacych we krwi miR-222 i miR-
221 byl znacznie wyzszy u pacjentow z GBM w poréwnaniu ze zdrowa grupa kontrolng i
jednoczesnie skorelowany z gorszym rokowaniem wérod pacjentow [162]. Inni badacze
zaobserwowali zwigzek pomigdzy poziomami w plazmie krwi pacjentow z GBM czasteczek
miR-20a-5p, miR-106a-5p i miR-181b-5p a stopniem ztosliwosci [163] oraz czasteczek miR-
19a-3p, miR-106a-5p i mMiR-181b-5p a przezyciem pacjentow [164]. Shen i wspdlautorzy
odnotowali natomiast wysoki poziom IncRNA HOTAIR oraz niski poziom IncRNA GAS5 w
plazmie pacjentow z GBM skorelowane z gorszg prognoza przezycia pacjentow [165].
Jednocze$nie, HOTAIR zostal uznany przez innych badaczy za obiecujacy marker w

diagnostyce GBM [166].
1.3.1.2. NcRNA obecne w EV w plynach ustrojowych

Z uwagi na wigkszg stabilno$¢ czasteczek zawartych w EV anizeli wolnokrazacych,
czasteczki w nich zawarte wydaja si¢ by¢ obiecujacymi biomarkerami [118, 133]. MiRNA o
wysokim poziomie w EV pochodzacych z plazmy pacjentow ze zdiagnozowanym GBM,
pozwolity na odrdznienie pacjentow z GBM od zdrowych oso6b z grupy kontrolnej. Takiej
obserwacji dokonali Santangelo i wspotautorzy, ktorzy odnotowali wysoki poziom czgsteczek
miR-21, miR-222 i miR-124-3p, a czasteczka miR-21 pozwolita na odréznienie zdrowych osob
z grupy kontrolnej od pacjentow z GBM [167]. Podobnej obserwacji dokonali Manterola i
wspotautorzy, ktorzy przeanalizowali obecno$¢ miRNA w EV z plazmy 75 pacjentow z GBM
i potencjalnymi biomarkerami okazaty si¢ by¢ czasteczki miR-320, miR-574-3p, jak réwniez
SnRNA RNU6-1 [168], a czasteczki miR-182-5p, miR-328-3p, miR-339-5p, miR-340-5p, miR-
485-3p, miR-486-5p i mMiR-543 odroznity pacjentow z GBM od zdrowych o0soéb z grupy
kontrolnej z doktadnoscig 91,7 % [169]. Inni badacze dowiedli, ze miR-301a moze by¢
potencjalnym biomarkerem zaréwno diagnostycznym jak i prognostycznym GBM, gdyz jego
poziom byl wyzszy w glejakach o wysokim stopniu zto§liwosci, po chirurgicznej resekcji
obnizal si¢, po czym zndéw wzrastal podczas nawrotu choroby [170]. W badaniu
przeprowadzonym przez Simionescu i wspotautorow zaobserwowano rézne wzorce ekspresji

miRNA w mikropgcherzykach pochodzacych od pacjentow z GBM, a miR-625-5p zostat przez
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nich uznany jako biomarker do monitorowania regresji lub nawrotu tego nowotworu [171]. W
egzosomach zaobserwowano rowniez circSMARCAS i circHIRK?2 nalezace do circRNA [172]
i sSnoRNA SNORD116-21 [173]. Yuan i wspoétautorzy dowiedli réwniez, ze poziom
egzosomalnego IncRNA HOTAIR byt znaczaco wyzszy w komdrkach GBM opornego na TMZ
[35].

1.3.2. Charakterystyka malych jaderkowych RNA (snoRNA)

Mate jaderkowe RNA (snoRNA, ang. small nucleolar RNA) to rodzina
konstytutywnych ncRNA o dtugosci 60 — 300 nukleotydow. Sg one zlokalizowane glownie w
jaderkach i ciatkach Cajala — matych, pozbawionych btony ziarnistosciach obserwowanych w
jadrach komorek proliferujacych, jak komorki nowotworowe [174]. Sekwencjonowanie RNA
frakcji zarowno jadrowej jak i cytoplazmatycznej, potwierdzito obecno$¢ snoRNA gldwnie w
jadrze [175]. SnoRNA obecne w jaderkach — miejscu syntezy rRNA, nazywane sa
kanonicznymi, natomiast te wystepujace w ciatkach Cajala, gdzie zachodzi ostatni etap
powstawania spliceosomalnego RNA nazywane sg SCaRNA (ang. small Cajal body-specyfic
RNA).

Na podstawie ich charakterystycznych elementow sekwencji wyr6zniamy dwie gtowne
klasy snoRNA: klasa C/D i klasa H/ACA. SnoRNA nalezgce do klasy C/D (SNORD) zawieraja
w swojej sekwencji motyw C (RUGAUGA, gdzie ,,R” oznacza puryn¢) i motyw D (CUGA)
oraz mniej zachowawcze motywy C’ 1 D’. Natomiast te nalezace do klasy H/ACA (SNORA)
zawieraja w swojej strukturze dwie ,,spinki do wtosow” oddzielone motywem H (ANANNA,
gdzie ,,N” oznacza dowolny nukleotyd) i zakonczone motywem ACA (ACA) [176, 177]. Wsrod
snoRNA mozemy wyrdznic¢ rowniez tak zwane ,,sieroce sSnoRNA” (ang. orphan snoRNA), ktore
nie posiadajg specyficznych motywow sekwencji i petnig nieznane funkcje [178, 179]. Rycina

3 przedstawia klasy snoRNA wraz z charakterystycznymi dla nich motywami sekwencji.
1.3.2.1. Biogeneza snoRNA

SnoRNA s3 kodowane gtownie przez regiony intronowe zaréwno gendéw kodujacych
biatka, jak i tych niekodujacych biatek [180]. Dowiedziono, ze produkcja snoRNA jest
powiazana z produkcja rybosoméw w zwigzku z petniong przez nie funkcjg [181]. Wigkszos¢
snoRNA zlokalizowana jest w konserwatywnym obszarze intronow genow metabolizmu
podstawowego, kodujacych biatka niezbedne do biogenezy czy funkcjonowania rybosomow i
jest transkrybowana przez polimeraze I1 [182]. Podczas splicingu, introny sg wycinane, tworzac

lasso, ktore nastepnie moze ulec degradacji. SnoRNA unikajg degradacji enzymatycznej
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poprzez tworzenie kompleksow z biatkami, tak zwanych matych jaderkowych
rybonukleoprotein (SnoRNP, ang. small nucleolar ribonucleoprotein) [183]. W celu utworzenia
kompleksu, biatka sg transportowane z cytoplazmy. Uwaza sig, ze jedno lub wigcej biatek wiaze
si¢ z czasteczka pre-snoRNA, po czym nast¢puje jej obrobka nukleolityczna przez enzymy. Tak
powstale snoRNP, przemieszczajg si¢ nastgpnie do jaderka lub ciatek Cajala. Wyniki sugeruja,
ze snoRNP mogg krazy¢ pomiedzy nimi, w miar¢ wzroStu i spadku zapotrzebowania na funkcje
jaderkowe [181]. SnoRNA nalezace do klasy C/D w celu pelnienia przez nie funkcji tacza si¢
z fibrylaryna, natomiast te nalezace do klasy H/ACA z dyskering, a nastepnie z zestawem bialek
specyficznych dla danej klasy, ktore sg wymagane do aktywnos$ci enzymatycznej, stabilnosci i
lokalizacji snoRNP. Biatkami specyficznymi dla klasy C/D sa Nop56, Nop58, Snul3, natomiast
w klasie H/ACA sa to Garl, Nhp2 i Nop10 [184]. Rycina 3 ukazuje biatka wigzace si¢ z danymi
klasami snoRNA.

1.3.2.2. Funkcje snoRNP

SnoRNP petig swoja funkcje zard6wno poprzez mechanizmy kanoniczne, jak i
niekanoniczne. Mechanizm kanoniczny snoRNP jest zaangazowany gtdéwnie w modyfikacje
potranskrypcyjne rRNA, snRNA i tRNA, odgrywajac kluczowa role w biogenezie rybosoméw,
splicingu czy translacji [185]. W zaleznosci od klasy do jakiej naleza, snoRNP biorg udziat w
dwoch réznych typach modyfikacji potranskrypcyjnych: metylacji 2°-O rybozy przez klas¢ C/D
1 pseudourydylacji polegajacej na konwersji urydyny do pseudourydyny przez klas¢ H/ACA
[186]. W przypadku metylacji 2°-O rybozy, sekwencja elementow antysensownych obecnych
w motywach C’ i D’ snoRNA jest komplementarna do sekwencji docelowych rRNA [187]. Z
kolei pseudourydylacja zachodzi w tak zwanych kieszeniach pseudourydylacyjnych, obecnych
w strukturze snoRNA z klasy H/ACA [177]. Klasy snoRNA wraz z charakterystycznymi dla
nich motywami sekwencji, biatkami wigzacymi 1 pelnionymi funkcjami zostaty przedstawione

na Rycinie 3.
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Rycina 3. Klasy snoRNA wraz z charakterystycznymi dla nich motywami sekwencji, wigzacymi
bialkami i pelnionymi funkcjami. A. Klasa C/D snoRNA wraz z charakterystycznymi dla niej
motywami C, D, C’ oraz D’, a takze specyficznymi dla tej klasy biatkami wigzacymi: fibrylaryng razem
z Nop56, Nop58 i Snul3. B. Klasa H/ACA snoRNA zawierajagca w swojej strukturze dwie ,,spinki do
wlosow” oddzielone motywem H i zakonczone motywem ACA, a takze specyficzne dla tej klasy biatka
wigzgce: dyskerina wraz z Nop10, Nhp2 i Garl. Opracowano na podstawie [174, 188].

Oprocz funkcji kanonicznych, snoRNP moga réwniez funkcjonowaé poprzez
mechanizmy niekanoniczne. Dowiedziono, ze mogg bra¢ udzial w modyfikacjach takich jak
metylacja tRNA [189] czy acetylacja rRNA [190]. Inni badacze zaobserwowali kompleksy
snoRNA wraz z biatkami przetwarzajagcymi koniec 3> mRNA, co moze wskazywa¢ na ich
udziat w liczebnosci mRNA, poprzez hamowanie badZ promowanie jego przetwarzania czy
stabilizacje kompleksow RNA — biatko, powstalych podczas poliadenylacji [191]. Ono i
wspolautorzy wykazali, ze snoRNA nalezace do klasy C/D HBII-180c nie tylko bierze udziat
w metylacji 2'-O rybozy, ale takze posiada region M-box, dzigki ktéremu moze dziata¢ jako
miRNA w procesie interferencji [192]. Inni badacze zidentyfikowali biatka rdzeniowe snoRNP
— fibrylaryne i NOP56 w kompleksach z AGO2 i AGOI1, co potwierdza te doniesienia [193].
Wykazano rowniez, ze snoRNA HBII-52 moze bra¢ udzial w regulacji alternatywnego
splicingu receptora serotoniny 2C, a SNORDS86 kontroluje poziom jednego z glownych biatek
wigzacych snoRNA — NOPS56 rowniez poprzez regulacje alternatywnego splicingu [194, 195].
Inni badacze zaobserwowali natomiast, ze SNORA73 moze by¢ zwigzane z chromatyna

wplywajac na stabilno$¢ genomu [196].
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1.3.2.3. SnoRNA w nowotworach

Liczne badania wskazuja na udziat snoRNA w proliferacji, migracji i inwazji komorek
nowotworowych, a takze ich wptyw na populacje GSC czy przezycie pacjentow, petnigc w
wigkszosci przypadkow role onkogenéw w réznych typach nowotworow [188, 197].
Doniesienia dotyczace GBM s3 jednak nieliczne i dotycza SNORD47 i SNORD76 znanych
jako supresory w tym nowotworze [198, 199]. Tabela 5 zawiera wybrane snoRNA wraz z ich
peliong rolg w wybranych nowotworach.

Tabela 5. Wybrane snoRNA wraz z pelniona przez nie funkcja w wybranych nowotworach,
w tym GBM.

Nazwa snoRNA Dzialanie Funkcije Zrédlo

GBM

Hamuje proliferacj¢ poprzez szlak Wnt,
SNORDA47 Supresor wydluza czas przezycia u ortotopowych [198]
myszy

Hamuje proliferacje i rozwoj komorek

SNORD?76 Supresor poprzez wptyw na zwigkszenie ekspres;ji [199]
pRb
Rak pluc
SNORAT7A, SNORATB, Wplywaja na zwigkszong proliferacje,
Onkogeny ) S [200]
SNORAG5 inwazj¢ i migracje komorek

Promuje inwazj¢ poprzez EMT, jego
SNORD78 Onkogen o [201]
wysoki poziom zostat odnotwany w GSC

Promuje proliferacje, migracje i inwazje
SNORAT71A Onkogen komorek poprzez szlak sygnatowy [202]
MAPK

Rak jelita grubego

Promuje rozw6j nowotworu, pomaga w
utrzymaniu populacji komorek

SNORD1C Onkogen i ) [203]
macierzystych, zwigzany ze

zmniejszonym przezyciem u pacjentow
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SNORD12C/78

Onkogen

Promuje rozwo6j nowotworu poprzez
metylacje 2°O-rybozy za posrednictwem

NOP58

[204]

SNORA21

Onkogen

Wptywa na odlegle przerzuty i gorsza

prognozg przezycia pacjentow

[205]

Rak zoladka

SNORD105B

Onkogen

Promuje proliferacje, migracje i inwazje
komoérek poprzez szlak sygnatowy
ALDOA / C-myc

[206]

SNORA21

Onkogen

Wptywa na odlegle przerzuty, wptywa

na gorszg prognozg przezycia pacjentow

[207]

Rak piersi

SNORAS0

Supresor

Hamuje tworzenie kolonii poprzez
metylacj¢ 28S rRNA

[208]

SNORA71B

Onkogen

Promuje proliferacje, migracje i inwazjg

komorek

[209]

SNORATB

Onkogen

Promuje proliferacje, migracje i inwazjg
komoérek, wptywa na gorsza prognoze

przezycia pacjentow

[210]

Rak watrobowokomoérkowy

SNORDS52

Onkogen

Promuje proliferacje poprzez stabilizacje
CDK1, wptywa na gorsza prognoze

przezycia pacjentow

[211]

SNORA42

Onkogen

Promuje rozwo6j nowotworu poprzez

szlak sygnatowy p53

[212]

SNORAZ23

Supresor

Hamuje proliferacje, migracj¢ i inwazje
komorek poprzez metylacj¢ 2°O-rybozy
28 STRNA

[213]

Rak jajnika

SNORAT72
SNORDS89

Onkogeny

Aktywuja transformacj¢ komorek raka

jajnika w komorki macierzyste

[214, 215]

Bialaczka

SNORD42A

Onkogen

Promuje proliferacj¢ i tworzenie kolonii

[216]
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1.3.3. Krotkie RNA pochodzace ze snoRNA (sdRNA)

W ostatnich latach wykazano, ze krotkie fragmenty RNA pochodzgce ze snoRNA s3
specyficznie cigte 1 funkcjonalne. Krotkie RNA pochodzace ze snoRNA (sdRNA, ang. sno-
derived RNA) nalezacych do klasy H/ACA moga mie¢ dtugo$¢ od 20 - 24 nukleotydow,
natomiast te pochodzace z klasy C/D wykazuja rozktad dtugosci od 17 — 19 lub powyzej 27
nukleotydow [217, 218]. Badacze wykazali, ze loci genomowe niektorych prekursorow miRNA
pokrywaja si¢ z loci snoRNA, a analiza ich sekwencji ujawnita szereg znanych miRNA
pochodzacych z obydwu klas snoRNA [218, 219]. Sekwencjonowanie frakcji jadrowej i
cytoplazmatycznej wykazato, ze wigkszo$¢ sdRNA pochodzacych z klasy C/D snoRNA lokuje
si¢ w jadrze [175]. Z kolei niektore sSARNA znane sg ze swojej funkcji w procesie interferencji

RNA, co wskazuje na ich cytoplazmatyczng lokalizacje [219, 220].
1.3.3.1. Potencjalne mechanizmy powstawania SARNA

Uwaza si¢, ze przetwarzanie prekursorow SNORNA nie jest przypadkowe, a
selektywno$¢ miejsc ciecia moze byé wyznaczana przez same snoRNA czy bialka biorace
udzial w biogenezie sARNA lub zalezna od struktury drugorzgdowej snoRNA [183]. Doktadny
mechanizm powstawania SURNA nie jest jednak znany. Z uwagi na sugerowane pochodzenie
niektorych miRNA ze snoRNA, a takze podobny rozklad dlugosci miRNA i sdRNA, uwaza

si¢, ze mechanizmy biorgce udziat w powstawaniu tych czasteczek moga by¢ zblizone.
1.3.3.1.1. Mechanizm powstawania zaleiny od DICER

Wigkszos¢ miRNA u ludzi jest kodowana w regionach migdzygenowych lub w obrgbie
intronow, ale takze w eksonach gendéw kodujacych biatka i1 transkrybowana w jadrze przez
polimerazg II. W wyniku transkrypcji powstaje tak zwany pri-miRNA, ktory jest nastgpnie
przetwarzany w jadrze przez domen¢ wigzaca RNA DGCRS8 oraz biatko DROSHA o
aktywnosci RNazy III, tworzac pre-miRNA, ktéry najczesciej przyjmuje strukture ,,spinki do
wloséw”. Kolejno, pre-miRNA jest transportowane do cytoplazmy, gdzie zostaje przecigte
przez biatko DICER 0 wlasciwosciach RNazy III, w wyniku czego powstaja dupleksy miRNA-
miRNA*. Jedna z nici, tak zwana ni¢ wiodaca, taczy si¢ z biatkiem AGO?2, tworzac kompleks
miRISC, a druga ni¢, zwana nicig pasazerskg ulega degradacji [221]. Niedawno opublikowana
praca wskazuje na mechanizm przetwarzania snoRNA niezalezny od enzymu DICER. W tej
pracy, Godang i wspotautorzy wykazali, ze dla zdecydowanej wigkszo$ci poziom sdRNA ulegt
zmniejszeniu w komoérkach pozbawionych genu DICER, z kolei dla miRNA zaobserwowano

odwrotng zalezno$¢ [222]. Co wiecej, inni badacze zaobserwowali, ze cigcie SNORNA
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SCARNAILS5 na sdRNA jest zalezne od biatka Dicer, ale niezalezne od kompleksu
DROSHA/DGCRS8 [223]. Analiza wynikow sekwencjonowania wykazata, ze poziom
wigkszosci siARNA pochodzacych z klasy H/ACA byl nizszy w komoérkach z delecja genu
DICER i genu DGCR8. Z drugiej strony zas$, biatko DGCR8 moze rowniez petnié role inhibitora
biogenezy tych czasteczek, gdyz poziom niektorych z nich byl wyzszy po delecji genu tego
biatka [217]. Przeprowadzona przez innych badaczy immunoprecypitacja z ,,cross-linking”
potwierdzita wigzanie DGCR8 ze snoRNA, a delecja genu tego bialka miala wptyw na
obnizenie poziomu sdRNA niezaleznie od DROSHA, co wskazuje na wigzanie DGCRS z inng
nukleaza w procesie biogenezy sdRNA [224]. Z kolei Logan i wspotautorzy dowiedli, ze
SCARNAY9, SCARNA2 i SCARNA17 sg przetwarzane przez kompleks DROSHA/DGCRS,
generujac krotkie sdRNA [225, 226].

1.3.3.1.2. Mechanizm powstawania zaleiny od AGO2

Jednym z najbardziej znanych miRNA powstajacych niezaleznie od enzymu DICER
jest miR-451 [227], ktory powstaje z udzialem biatka AGO2. Biatko to nalezy do rodziny
Argonaute (Ago) i1 dzigki obecnosci domen PAZ i MID wigze RNA, a dzigki domenie PIWI z
funkcjonalng triada DDH, jako jedyne z rodziny, moze petni¢ funkcj¢ nukleolityczng [228].
AGO?2 jest zlokalizowane gtownie w cytoplazmie, najnowsze doniesienia jednak méwig o jego
obecnosci w jadrze w niektorych komorkach ludzkich [229, 230] oraz mysich [231, 232]. W
szlaku powstawania miRNA zaleznym od biatka AGO?2, po jadrowej obrobce przez kompleks
DROSHA/DGCRS, przetransportowane do cytoplazmy pre-miRNA taczy si¢ bezposrednio z
biatkiem AGO2, ktore umozliwia powstanie dojrzatego miRNA [227, 233]. W kompleksach z
AGO?2 badacze zidentyfikowali fibrylaryne — jedno z bialek nalezacych do kompleksu snoRNP,

co moze sugerowa¢ wigzanie AGO2 ze SnoORNA w celu ich przetworzenia [193].
1.3.3.1.3. Inne mechanizmy biogenezy krétkich RNA

W przeciwienstwie do biogenezy sdRNA podobnej do miRNA, inne doniesienia
sugeruja przetwarzanie SnoRNA w szlaku odpowiedzialnym za powstawanie piRNA. Sugeruje
si¢, ze snoRNA sa eksportowane do ciatek Cajala, gdzie ulegaja enzymatycznemu przycigciu z
udziatem enzymu Zucchini (Zuc), po czym nast¢puje przylaczenie domeny PIWI, a snoRNA
ulega dalszym obrobkom i jest transportowany do cytoplazmy [234, 235]. Analiza
sekwencjonowania RNA zidentyfikowata pie¢ piRNA pochodzacych ze snoRNA nalezacych
do klasy C/D, z miejscami cigcia obejmujacymi $rodek sekwencji snoRNA [236].
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FUS (ang. Fused in Sarcoma) to jadrowe biatko wigzagce RNA i DNA, ktore odgrywa
kluczowa role w réznych procesach komorkowych, w tym w transkrypcji, dojrzewaniu mRNA
oraz odpowiedzi na uszkodzenia DNA [237]. Gawade i wspotautorzy zidentyfikowali szereg
snoRNA o zrdéznicowanym poziomie w komorkach pozbawionych genu FUS. Pomimo, ze
biatko FUS nie wykazuje aktywnos$ci nukleolitycznej, wyniki te moga sugerowac jego posredni
wplyw na przetwarzanie snoRNA [238]. Inni badacze dowiedli, ze biatko FUS ma udziat w
biogenezie konkretnego podzbioru miRNA, poprzez wigzanie do chromatyny w miejscach
transkrypcji pri-miRNA, a obnizony poziom FUS w tych miejscach miat zwigzek z obnizonym
poziomem DROSHA w tych samych loci. Co wiecej, w komorkach o obnizonym poziomie
biatka FUS odnotowano nizszy poziom miR-132, miR-9 i miR-192. Sugeruje si¢, ze biatko
FUS moze by¢ wymagane do rekrutacji DROSHA w okreslonych miejscach pri-miRNA na
wczesnych etapach transkrypcji [239].

1.3.3.2. Potencjalne funkcje sdRNA

W literaturze mozna znalez¢ doniesienia o0 miRNA pochodzacych ze snoRNA i
peliacych funkcj¢ w mechanizmie interferencji RNA. Interferencja RNA jest jednym z
mechanizmoéow regulacji ekspresji genéw na poziomie posttranskrypcyjnym. Ni¢ przewodnia
miRNA laczy si¢ z biatkiem AGO2 tworzac kompleks RISC (ang. RNA-induced silencing
complex), ktory rozpoznaje i wiaze si¢ z komplementarng sekwencja w docelowym mRNA
poprzez parowanie zasad w regionie ,,seed” obecnym w miRNA. Po zwigzaniu miRNA do
docelowego mRNA, RISC moze hamowac ekspresje genu poprzez degradacje mRNA lub
hamowanie translacji [240]. Badacze wykazali, ze miR-605 nie tylko moze pochodzi¢ ze
snoRNA z klasy H/ACA, ale takze po utworzeniu kompleksu z dyskering moze bra¢ udziat w
pseudourydylacji rRNA [219]. Inni badacze zaobserwowali natomiast, ze miR-605 jest
zaangazowany w szlak zwigzany z biatkiem p53, a zwigkszenie jego poziomu spowodowato
obnizenie ekspresji MDM?2, podczas gdy obnizenie jego poziomu miato odwrotny skutek, co
sugeruje, ze miR-605 moze dziata¢ jak miRNA w procesie interferencji RNA [241]. Innym
biatkami docelowymi dla miR-605 sa INPP4B - fosfataza wymagana do aktywacji onkogenu
AKT w czerniaku [242] oraz EN2 - regulator szlaku PI3K/AKT w raku prostaty, petnigc role
supresorow w tych nowotworach [243]. Z kolei miR-28 pochodzacy ze SNORD28 obniza
ekspresje genu TAF9B — biatka znanego ze stabilizacji p53. Co wiecej, zaobserwowano wysoki
poziom zaré6wno miR-28 jak i jego prekursora w raku piersi [220]. Kolejnym przyktadem
miRNA pochodzacego ze snoRNA jest miR-1248, ktérego wysoki poziom odnotowano w
GBM [244, 245]. Badacze wykazali rowniez jego potencjalny udziat w interferencji RNA w
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astrocytach poprzez podwyzszenie poziomu OGG1 zaangazowanego w procesy naprawy DNA
[246], a takze w raku jelita grubego poprzez obnizenie poziomu PSMD10 [247]. Analiza
sekwencjonowania krotkich RNA zwigzanych z AGO2 ujawnila natomiast, ze sdRNA
pochodzace z klasy C/D nie byly zwigzane z tym biatkiem, co moze wskazywa¢ na inng role
tych czasteczek [248]. Dowiedziono rowniez, ze krotkie RNA potencjalnie mogace pochodzié
ze snoRNA, zawierajg motywy funkcjonalne obecne w snoRNA, a takze moga tworzy¢
kompleksy z biatkami. Badacze wykazali, ze niektére czasteczki piRNA pochodzace ze
snoRNA posiadajg konserwatywne motywy C 1 D, co moze sugerowac petnienie przez nich
funkcji w metylacji 2°O-rybozy [236, 249]. Wykazano, ze szereg siRNA pochodzacych z klasy
C/D snoRNA moze bra¢ udziat w regulacji splicingu receptora serotoniny 2C [194].

1.3.3.3. SARNA w nowotworach

W literaturze mozna znalez¢ wiele doniesien o czasteczkach znanych jako miRNA czy
piRNA, ale mogacych pochodzi¢ ze snoRNA. Czasteczki te wykazujg zréznicowany poziom w
wielu nowotworach, a petnigc role w procesie interferencji RNA maja wplyw na ich rozwoj i
progresje. Sekwencjonowanie tkanek pochodzacych od pacjentow z rakiem trzustki,
zidentyfikowato 18 sdRNA o zréznicowanym poziomie W tym nowotworze, z czego 4 z nich
wykazaty wyraznie wysoki poziom [250]. Z kolei wysokoprzepustowa analiza profilu sSARNA,
ktora obejmowala ponad 10 tysigcy pacjentow i1 32 rodzaje nowotwordw, nie uwzgledniajac
jednak GBM, pozwolita na rozréznienie pacjentow z ré6znymi typami nowotwordw, a takze
identyfikacj¢ poszczegdlnych podtypow w obrebie jednego nowotworu [251]. Tabela 6 zawiera
opisane w literaturze czasteczki sdARNA niezidentyfikowane wczesniej jako miRNA, a takze te
znane jako miRNA czy piRNA, pelniace role zarowno supresorow jak i onkogenow w

nowotworach.

Tabela 6. Wybrane sdRNA o zréznicowanym poziomie w wybranych nowotworach.

Nazwa Nazwa
MIRNA/SIRNA prekursorowej  Nowotwoér Dzialanie Zrédlo
SNnoRNA
sdRNA niezidentyfikowane jako miRNA

hsa-sno-HBII- Rak . .

2068 SNORD91B trzustki Odnotowano niski poziom [250]
Wplywa na destabilizacje p53

sno-miR-28 SNORD28 Rak piersi  Onkogen poprzez obnizenie ekspresji [220]
TAF9B

sdRNA-93 SNORDB93 Rak piersi  Onkogen  Promuje inwazj¢ komorek [252]
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Rak

Promuje rozwoj nowotworu

sdRNA-D19b SNORD19b rostat Onkogen  poprzez obnizenie ekspresji CD44  [253]
P y — Znanego supresora raka prostaty
Promuje rozwdj nowotworu
Rak poprzez obnizenie ekspresji
SARNA-24A SNORA24 prostaty Onkogen CDK12 - znanego supresora raka [253]
prostaty
sdRNA zidentyfikowane jako miRNA
Hamuje proliferacj¢, zywotnos¢ i
Rak . X , .
watroby Supresor  inwazj¢ komoérek oraz promuje [254]
miR-664 SNORA36B apoptoze
o Hamuje wzrost komorek poprzez
Rak jajnika. Supresor obnizenie ekspresji c-Myc [255]
Hamuje proliferacj¢ poprzez
Rak Supresor zmniejszenie obnizenie FOXA2, [256,
trzustki P uwrazliwia komorki na 257]
chemioterapi¢
— Hamuje proliferacjg, migracje i
MiR-1291 SNORAZC Rak nerki Supresor  inwazj¢ poprzez obnizenie [258]
ekspresji GLUT1
Rak Promuje proliferacje i tworzenie
rostat Onkogen  guzdw poprzez obnizenie [259]
P y ekspresji MED1
Rak Odnotowano wysoki poziom [260]
prostaty WysoKip
Glejak o
niskim
miR-1248 SNORAS81 stopniu Odnotowano wysoki poziom na obrzezach [261]
ztosliwosci
u dzieci
GBM Odnotowano wysoki poziom [243,
245]
. Rak jelita Promuje proliferacj¢ poprzez
MIR-3651 SNORA84 grubego Onkogen obnizenie ekspresji TBX1 [262]
Mikro$rodowisko obecne w
Przerzut moézgu wptywa na niski poziom
miR-768 SNORD71 rakaplic  Supresor o et WPLywa né P [263]
do mozgu miR-768 i promuje przerzuty raka
phuc do mézgu poprzez KRAS
piRNA pochodzace ze snoRNA
Niski poziom pi-sno75 zwigzany
pi-sno75 SNORD75 Rak piersi ~ Supresor  jest z niskim poziomem biatka [264]
TRAIL promujacego apoptoze
. Rak Lo
pi-sno78 SNORD78 prostaty Odnotowano wysoki poziom [265]
piR-017061 SNORD91A Rak nerki Odnotowano niski poziom [250]
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2. Materialy i metody

2.1. Odczynniki chemiczne oraz gotowe zestawy odczynnikéw

Tabela 7. Lista odczynnikow uzytych w pracy.

Nazwa odczynnika

Producent, numer katalogowy

PBS Millipore, 524650-1EA

Opti-MEM Gibco, 31985062

Trypsyna Sigma-Aldrich, T4049-100ML
Akutaza StemPro Thermo Fisher Scientific, A1110501

MACS® Tissue Storage Solution

Miltenyi Biotec, 130-100-008

Medium do mrozenia Cryo-SFM

Sigma-Aldrich, C-29912

TRIzol TRI Reagent® Solution

Invitrogen, AM9738

TRIzol LS Reagent

Invitrogen, 10296010

Chloroform

POCH, 234430427

2-Propanol (Izopropanol)

Sigma-Aldrich, 563935

Agaroza Sigma-Aldrich, A9539-500G
Kwas borowy POCH, 531360738
EDTA (kwas wersenowy) POCH, 593280117

SYBR™ Safe DNA Gel Stain

Thermo Fisher Scientific, S33102

DNA Gel Loading Dye (6X)

Thermo Fisher Scientific, R0611

EtOH

Pol-Aura, 113964200#10L

Igepal CA-630

Supelco, 56741

Inhibitory RNAz

Roche, RNAINH-RO

Sacharoza BioShop, SUC507.1
Glicerol Pol-Aura, PA-03-2385-M#1KG
Mocznik BioShop, URE001

Chlorek sodu

Sigma-Aldrich, S6546

Chlorek magnezu

Sigma-Aldrich, 63069

Tris

Invitrogen, 15504-020

Tris-HCI pH 7,5

Thermo Fisher Scientific, 15567027
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Tris-HCI pH 6,8

EURx, E0270-01

Tris-HCI pH 8,8

EURx, E0274-01

Poli-L-Lizyna

Merck, 25988-63-0

Bufor boranowy Merck, 89273

Formaldehyd BioShop, FOR201.500
TWEEN 20 Sigma-Aldrich, P9416-50ML
Metanol Chempur, 116219904

SDS (Dodecylosiarczan sodu)

Pol-Aura, PA-13-BP166#500GR

4 x Protein Loading Buffer

EURx, E0268-01

APS

Pol-Aura, PA-07-32708

TEMED

Pol-Aura, PA-13-BP150

Akrylamid/Bis-akrylamid, 37,5:1, 30%

Pol-AURA, PA-03-4329-E#100ML

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific, 26619

Pierce™ ECL Western Blotting Substrate

Thermo Fisher Scientific, 32106

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, SM0311

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, SM0322

Universal Reverse Primer

Agilent, 600037

PVDF Transfer Membrane

Thermo Fisher Scientific, 88518

Tabela 8. Lista gotowych zestawow uzytych w pracy.

Nazwa zestawu

Producent, numer katalogowy

DNA-free™ DNA Removal Kit

Thermo Fisher Scientific, AM1906 I

Transcriptor High-Fidelity cDNA Synthesis Kit

Roche, 04379012001

miRNA 1st-Strand cDNA Synthesis Kit

Agilent, #600036

LightCycler® 480 SYBR Green I Master Mix

Roche, 04707516001

Lipofektamine 2000 Transfection Reagent

Thermo Fisher Scientific, 11668019

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, 23227

ViewRNA™ [SH Cell Assay Kit

Invitrogen, QVC0001

exoEasy Maxi Kit

Qiagen, 76064

CD133 MicroBead Kit

Miltenyi Biotec, 130-100-857
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2.2. Oligonukleotydy

Tabela 9. Sekwencje oligonukleotydéw do amplifikacji sdRNA.

Nazwa Sekwencje starterow (5° 2 3°) Temperatura
Forward GCAGACTCACTATGCACCTG
1 707-5p 55,7°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward GTGCTGTGGCTGCCTC .
1.707-3p 55,7°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward ACTGGCTAGGGAAAATGATTGGA .
hsa-miR-664a-5p 55°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward TATTCATTTATCCCCAGCCTAC
hsa-miR-664a-3p 55°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward AGCCTCTAAGAAGTTGACTGAA
hsa-miR-3653 55°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward CCTCCTGATGATTCTTCTTCCTGA .
22_10490-3p 61,4°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward CAGCTGCCTCTCCTCCATC .
2.1843-3p 59°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward AGCAGGATTCAGACTACAATAT
3_2423-5p 55,7°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward CCTCCTACAAAGGCATGTCT .
17_9367-5p 95,7°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward CCCCATATACACCTCAGCTC .
20_10089-5p 59°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward TCATTTGCCTCCCAGCCTACA
hsa-miR-664b-3p 55,7°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward CATGTGATGAAGCAAATCAGT .
hsa-mir-3607-5p 61,4°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward CCTTCTTGTATAAGCACTGTGCTAAA
hsa-mir-1248 55,7°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
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Reverse

GGAAGGCCAAAGTATCATGCC

Forward CTGTTTACAACACACCCAAC .
X.111.66 59°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Forward TGAAAGCCGTTTCCCGTGTTT
20_10199-5p 55,7°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)
Tabela 10. Sekwencje oligonukleotydéw do amplifikacji snoRNA.
Nazwa Sekwencje starterow (5° 2> 3°) Temperatura
Forward ACTTCCAGGCAGGTGCTTTT .
SNORA77 55,7°C
Reverse CATCGCCCTGGATAGGTGAG
Forward AGTTCAGTTCAGGGTAGCTT
SNORA36B 63,3°C
Reverse TTCCCTAGCCAGTTTCAATG
Forward ATGATTCTTCTTCCTGAGCA
SNORD125 61,4°C
Reverse CCCCTTCAGTCAACTTCTTA
Forward GCTTAGTCACAAAGGGATTT .
SCARNAG 59°C
Reverse AGATCATAGCCACAGATACCA
Forward CAATATAGCTGCTAAGTGCT
SNORAG63 95,7°C
Reverse TTTATTTTAAGCAGGGGGAAC
Forward AGGCATGTCTATAGTTCCTTG
SNORA38B 63,3°C
Reverse CACATTTCTTTGCCTCCAAT
Forward ACCTACCCCATATACACCTC .
SNORA51 63,3°C
Reverse TTCCCCCATTCACAATACAG
Forward AAATGGGCTAAGGGAGATGA .
SNORAS3GA 63,3°C
Reverse CTGGGAGGCAAATGAATAGAA
Forward CATGTGATGAAGCAAATCAGT
SNORD138 59°C
Reverse CAGAAAGCGTTTACAGTATCATG
Forward AAAATTGCAGACACTAGGACCA
SNORAS81 55,7°C
Reverse AAGAGGTCCACCCCAGTCTTT
Forward TCCTCTGTTTACAACACACCCA
SNORA11 64,5°C
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SNORAGO

Forward TGCTCTGGTCATCAATAACG

Reverse

AAACGGCTTTCAGCAATTC

59°C

Tabela 11. Sekwencje oligonukleotydéw do amplifikacji wybranych transkryptow oraz miRNA.

Nazwa Sekwencje starterow (5> > 3°) Temperatura
Forward GACACTAGGACCATGTCTTG

pre-miR-1248 55,7°C - 64,5°C
Reverse  TGCTGTTACTTTTCTTCTTGTGTG
Forward  TGACCTTGATTTTGCATACC

HPRT 55,7°C - 64,5°C
Reverse  CGAGCAAGACGTTCAGTCCT

SDHA 55,7°C - 64,5°C
Reverse  ATTTTCTAGCTGTGCTGCAA

R18S 55,7°C - 64,5°C
Forward  ATGACGAACCCATCAGACCG

ATP2B4 63,3°C

EIF4A2 63,3°C
Reverse  GGCTTCTCAAAACCGTAAGCA

GAPDH intron 61,4°C

GAPDH Forward  GAAAGCCTGCCGGTGACTAA

61,4°C

ekson - ekson Reverse ~ GCCCAATACGACCAAATCAGAGA

GLUT 63°C
Reverse  CAGAACCAGGAGCACAGTGAAG

PDK1 63°C
Reverse  TCCACCAAACAATAAAGAGTGCT
Forward  GTGGAGAGCAACTCCGATG

OCT-4 63°C

NANOG 63°C

Reverse

TTTTTGCGACACTCTTCTCTGC
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Forward CGAGTGGAAACTTTTGTCGGA
sox2 saec
Reverse  TGTGCAGCGCTCGCAG

Forward ATGGCCTCAAACGATTATACCCA
FUS 64,5°C
Reverse GTAACTCTGCTGTCCGTAGGG

Forward TGTCACAGAATGTCGTTCCAC
DROSHA e
Reverse ~ GGGCCTAAAGGATGGTGCT

Forward TCCACCTAGACCCGACTTTGG
AGO?2 sonc
Reverse GTGTTCCACGATTTCCCTGTT

Forward TAGCTTATCAGACTGATGTTGA
hsa-miR-21 60°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)

Forward AAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG
hsa-miR-106a 60°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)

Forward TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG
hsa-miR-20a 60°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)

Forward AACATTCATTGCTGTCGGTGGGT
hsa-miR-181b 60°C
Reverse  Universal Reverse Primer (Agilent)

2.3. Analiza wynikéw sekwencjonowania RNA

Biblioteki do sekwencjonowania krotkich RNA zostaly przygotowane w Zaktadzie
Neuroonkologii Molekularnej ICHB PAN w roku 2012 z uzyciem protokotu firmy Applied
Biosystems Incorporated (ABI). Analiz¢ przeprowadzono na aparacie SOLiD V4 przez firme
Sequomics Biotechnology Ltd. z siedzibg w Szeged, Wegry. Sekwencjonowaniu RNA zostaty
poddane tkanki pochodzace od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM (n = 4) pozyskane w
latach 2010 — 2011. Analiza danych sekwencjonowania zostata wykonana przez dr hab. Marka
Zywickiego, prof. UAM (Zaktad Biologii Obliczeniowej). W skrocie, adaptery zostaty usuniete
przy pomocy narzg¢dzia CutAdapt

(http://journal.embnet.org/index.php/embnetjournal/article/view/200), a nastgpnie dane zostaty
zmapowane do ludzkiego genomu GRCh37. Kolejno w celu uzyskania czasteczek sdRNA,
wykorzystano narzedzie miRDeep2 w wersji 2.0.0.5 [266], wyodrebniono sekwencje

dojrzatych czasteczek wraz z ich prekursorami, a nastgpnie porownano ze znanymi miRNA z
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bazy danych miRBase [267, 268]. Dane sekwencjonowania obejmujgce czasteczki miRNA

zostaty opublikowane w 2015 roku w czasopismie Molecular Oncology [269].

2.4. Tkanki oraz probki krwi pochodzace od pacjentow ze zdiagnozowanym
GBM

Tkanki oraz probki krwi pochodzace od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM zostaty
pozyskane z Katedry i Kliniki Neurochirurgii i Neurotraumatologii na Uniwersytecie
Medycznym w Poznaniu oraz Kliniki Neurochirurgii w Wielodyscyplinarnym Szpitalu
Miejskim w Poznaniu. Zgoda na uzycie tkanek GBM oraz probek krwi w celach badawczych
zostata wydana przez Komisje Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu (nr
zgody 534/18), dodatkowo od kazdego pacjenta pozyskano $wiadoma zgode na wykorzystanie
wyzej wymienionego materiatu. Pozyskane podczas standardowej resekcji fragmenty tkanek
GBM, zanurzone zostaly w buforze do przechowywania tkanek (MACS® Tissue Storage
Solution), a nast¢pnie w ciggu kilku godzin dostarczone do laboratorium i zamrozone poprzez
zanurzenie w cieklym azocie. Tak przygotowany do dalszych analiz material byt
przechowywany w -80°C. Krew zostata pobrana od pacjentéw przed operacja i przechowywana
w EDTA w temperaturze 4°C, a nastgpnie dostarczona do laboratorium w ciggu kilku godzin,
gdzie od razu przeprowadzono izolacje RNA z probek krwi. Charakterystyka tkanek i probek
krwi pochodzacych od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM pozyskanych w celu oceny
poziomu czasteczek RNA zostala zamieszczona w Tabeli 12 i Tabeli 13. Kontrole stanowity
komercyjnie dostepne probki, bedace mieszaning RNA pochodzacego ze zdrowego mozgu
opisane w Tabeli 14.

Tabela 12. Charakterystyka tkanek pobranych od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM
(K — kobieta, M — mezczyzna).

Lokalizacja guza

Nazwa Symptomy Zakres resekcji
. (potkula)
probki Ple¢  Wiek Bil Podtyp
0
GBM Afazja Prawa Lewa  Calkowita Cze$ciowa
glowy
GBM 1 K 58 X X X Klasyczny
GBM 2 K 63 X X Mezenchymalny
GBM 3 M 52 X X X Proneuralny
GBM 4 M 62 X X Mezenchymalny
GBM 5 M 83 X X X Proneuralny
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GBM 6 K 74 X X X X Klasyczny

GBM 7 M 68 X X Brak danych
GBM 8 K 74 Brak danych Klasyczny
GBM 9 K 73 Brak danych Brak danych
GBM 10 K 63 X X X Brak danych
GBM 11 M 51 Brak damych Mezenchymalny
GBM 12 M 52 X X X Proneuralny

Tabela 13. Charakterystyka prébek krwi pobranych od pacjentéw ze zdiagnozowanym GBM
(K — kobieta, M — mezczyzna).

Lokalizacja guza

Nazwa Symptomy Zakres resekcji
) (potkula)
probki Ple¢  Wiek Bl Podtyp
0
GBM Afazja Prawa Lewa  Calkowita Cze$ciowa
glowy
Pacjent 1 M 49 X X X Brak danych
Pacjent 2 M 49 X X Brak danych
Pacjent 3 M 64 X X X Brak danych
Pacjent 4 K 49 Brak danych Brak danych

Tabela 14. Charakterystyka probek RNA pochodzacych ze zdrowego mézgu.

Liczba
Nazwa Producent Numer katalogowy, LOT
prébek
First Choice Human Brain AMG6050,
Ambion 23
Reference RNA LOT 1204014
FirstChoice® Human Brain 6051,
Ambion 12
Reference Total RNA LOT 105P055201A
636530,
Human Brain Total RNA Clontech 3
LOT 1812054
. 636530,
Human Brain Total RNA Takara 3
LOT 1602002
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2.5. Hodowle komorkowe

Hodowle komorkowa prowadzono w sterylnych warunkach, z uzyciem komory
laminarnej z poziomym przeptywem powietrza. Linic komoérkowe byly hodowane w
inkubatorach zapewniajacych optymalne warunki wzrostu komorek zwierzecych: temperatura
37°C, wilgotnos¢ 95%, stezenie CO2 5%, chyba ze podano inaczej. Wykorzystane do badan
linie komoérkowe hodowano na butelkach do hodowli komérkowych o pojemnosci 75 cm? i 25
cm? oraz ptytkach 6-dotkowych do osiggniecia 80% konfluencji. Po osiggnieciu 80%
konfluencji komorki poddawano pasazowi. W tym celu komorki przemywano sterylnym PBS,
a w celu odklejenia komorek od naczyn hodowlanych, dodawano 2 ml 1% trypsyny i
inkubowano 3-5 minut w 37°C. Nastgpnie trypsyn¢ inaktywowano poprzez dodanie 4 ml
suplementowanej pozywki, a cato§¢ wirowano przez 3 min. przy 200 RCF w temperaturze
pokojowej. Media hodowlane przechowywano temperaturze 4°C 1 podgrzewano do
temperatury 37°C bezposrednio przed uzyciem. Linie komoérkowe byly zawieszane w
CryoSFM (Sigma-Aldrich) i stopniowo schtadzane przez 24 godziny w tazni wypelnione;j
izopropanolem w temperaturze -80°C celem ich dtugoterminowego przechowania. Ostatecznie
zamrozone kultury komodrkowe umieszczano W oparach cieklego azotu. Skiad uzytych do
poszczegolnych hodowli mediow hodowlanych zostal podany w Tabeli 15, natomiast linie
komorkowe uzyte podczas przygotowania pracy wraz z warunkami hodowli zostaty

zamieszczone w Tabeli 16.

Tabela 15. Sklad pozywek stosowanych podczas hodowli komorkowych.

Ilo$¢ na 50 ml gotowej

Skladnik Producent, numer katalogowy
pozywki
Dulbecco's Modified Eagle's Medium
LGC Standards, ATCC-30-2002
(DMEM)
44 ml
Eagle’s Minimum Essential Medium
LGC Standards, ATCC-30-2003
(EMEM)
FBS EURXx, E5050 5ml
Roztwor penicyliny/ streptomycyn
pemeyTny plomyeyny Thermo Fisher Scientific, 10378016 1ml

(100x)
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Tabela 16. Lista linii komérkowych uzytych podczas pracy oraz warunki ich hodowli.

Linia Medium Warunki
Pochodzenie komérek Producent
komorkowa hodowlane hodowli
DMEM
U118-MG Glejak 10% FBS

1% antybiotyki

U251-MG Glejak

UB7-MG Glejak 596 GOy, 37°C, American Type
EMEM 95% wil o e

wilgotnosci

Hep G2 Rak watroby o wie Collection (ATCC)
10% FBS

Caco-2 Rak jelita grubego 1% antybiotyki

MRC-5 Fibroblasty ptucne

HEK-293 Endotelium nerki

2.6. Izolacja calkowitego RNA

Zaréwno linie komoérkowe jak i tkanki pochodzace od pacjentow zostaty poddane
izolacji catkowitego RNA z uzyciem odczynnika TRIzol Reagent (Invitrogen). Przed
przystapieniem do izolacji RNA, usuni¢to medium hodowlane z ptytek, na ktorych rosty
komorki, a nastepnie przeptukano PBS i dodano 500 ul TRIzolu. Fragmenty tkanek pochodzace
od pacjentow z GBM zostaly poddane homogenizacji przy uzyciu homogenizatora
mechanicznego z regulowang sita rozdrabniania (PRO Scientific Inc.) w obecnosci 700 pl
TRIzolu. Po dodaniu TRIzolu préby inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowe;j.
Kolejno dodano 100 pl chloroformu i wytrzasano recznie przez 15 sekund. Rozdzielenie frake;ji
wodnej 1 organicznej nastapito przez wirowanie przy 12 500 RPM przez 15 minut w 4°C.
Nastgpnie ostroznie przeniesiono faz¢ wodng zawierajaca kwasy nukleinowe do nowej
probowki o pojemnosci 1,5 ml. Do fazy wodnej dodano ekwiwalentng ilo$¢ izopropanolu i
wymieszano obracajac probowke kilka razy. Proby inkubowano w -20°C przez 20 minut, a
nastepnie wirowano przy 12 500 RPM przez 8 minut w 4°C. Supernatant usuni¢to, a do osadu
dodano 1 ml zimnego 80% etanolu. Proby nastepnie zworteksowano 1 zwirowano w 7500 RPM
przez 10 minut w 4°C oraz usuni¢to supernatant. Osad poddawano suszeniu w temperaturze
pokojowej, a nastepnie dodano 15 pl sterylnej, podwdjnie destylowanej wody. Stezenie
wyizolowanego RNA mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A 260 nm, a jego

integralno$¢ sprawdzono przez rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym.
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2.7. Oczyszczanie calkowitego RNA z zanieczyszczen DNA

Wyizolowane catkowite RNA poddano trawieniu DNazg przy uzyciu gotowego zestawu
odczynnikow DNA-free™ DNA Removal Kit (Invitrogen), zgodnie z dotgczong przez
producenta procedurg. W celu zapobiezenia degradacji RNA, przez caly czas przeprowadzania
reakcji, z wylaczeniem czasu inkubacji, proby trzymano na lodzie. Proces rozpoczeto od
przygotowania w probowkach o pojemnosci 1,5 ml mieszaniny reakcyjnej, w ktorej skiad
wchodza: 1 pl enzymu rDNase I, 1 pl buforu (10x DNase I Buffer), RNA o stezeniu 5000
ng/ml. Nastepnie calo$¢ dopelniono sterylng, podwojnie destylowana woda do catkowitej
objetosci 10 pl. Tak przygotowang mieszaning inkubowano 20-30 min w 37°C. Nastepnie do
prob dodano 1 pl inaktywatora (DNase Inactivation Reagent) i inkubowano 2 minuty w
temperaturze pokojowej, czasem mieszajac. Kolejno catos¢ wirowano przy 7500 RPM przez
1,5 minuty w temperaturze 4°C. Faza wodna zawierajgca oczyszczony RNA zostata
przeniesiona do nowych probowek o objetosci 1,5 ml. Stezenie oczyszczonego RNA zmierzono
z uzyciem spektrofotometru przy dlugosci fali A 260 nm. W celu sprawdzenia jakoSci
uzyskanego RNA przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny kwaséw nukleinowych w zelu

agarozowym.
2.8. Rozdzial elektroforetyczny kwaséw nukleinowych w zelu agarozowym

Elektroforeza RNA zostala przeprowadzona w 1% zelu agarozowym, w ktérego sktad
wchodza 50 ml buforu TBE 1x oraz 0,5 g agarozy, wybarwionym za pomoca 4 pl barwnika
SYBR®Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific). Sktad buforu do elektroforezy
kwasoéw nukleinowych zostal podany w Tabeli 17. Do kazdej z kieszonek natozono 10 pnl
mieszaning zawierajagcg 500 ng RNA, 2 pl buforu DNA Gel Loading Dye (Thermo Fisher
Scientific) oraz sterylng, podwojnie destylowang wodg. Elektroforeza zostala przeprowadzona
przy natezeniu rownym 75 mA i napigciu wynoszacym 300 V przez 30 min. Wizualizacja byta
mozliwa dzigki wykorzystaniu systemu detekcji zeli G-BOX CHEMI XR5 (Syngene).

Tabela 17. Sklad buforu do elektroforezy kwasow nukleinowych TEB (10x) pH 8,3.

Bufor TBE (10x) pH 8,3

Sktadnik Stezenie koncowe
Tris-HCI 500 mM

Kwas borowy 500 mM

EDTA 10 mM
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2.9. Reakcja odwrotnej transkypcji

Reakcja odwrotnej transkrypcji przeprowadzona zostata z wykorzystaniem gotowego
zestawu odczynnikow Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche), zgodnie z
procedura zalecang przez producenta. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji zostaty
umieszczone w Tabeli 18. Z wyjatkiem podanych w Tabeli 18 czaséw inkubacji, proby przez
caty proces trzymano na lodzie. Otrzymany cDNA rozcienczono przez dodanie 20 ul sterylne;j,

podwodjnie destylowanej wody.

Tabela 18. Sklad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji odwrotnej transkrypcji.

Etap Skladnik Ilos¢é Warunki
RNA 500 ng
) - ) 10 minut w 65°C,
Przytaczanie starterow Mieszanina starterow (600 pmol/pl) 2 ul

schlodzenie na lodzie

Sterylna, podwojnie destylowana woda do 13 ul

Bufor (5x) 4 ul
_ Miks deoksynukleotydéw (10 mM) 2ul 10 minut w 25°C,
Odwrotna transkrypcja . .
Inhibitory RNaz 40U/ul 0,5 ul 60 minut w 50°C

Enzym odwrotna transkryptaza 20U/l 0,5 ul

Inaktywacja enzymow - - 5 minut w 85°C

2.10. Reakcja poliadenylacji i odwrotna transkrypcja

W celu oceny poziomu sdRNA, oczyszczone RNA zostalo poddane reakcji
poliadenylacji a nastgpnie odwrotnej transkypcji. W tym celu wykorzystano gotowy zestaw
odczynnikow miRNA 1st-Strand cDNA Synthesis Kit (Agilent Technologies), stosujac
procedure zalecang przez producenta. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji
przedstawiono w Tabeli 19. Po zakonczeniu kolejnych cyklow inkubacji, proby zostaly
przeniesione na l6d a nastepnie dodano do kazdej z nich 130 pl sterylnej, podwdjnie

destylowanej wody.
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Tabela 19. Sklad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji poliadenylacji RNA oraz
odwrotnej transkrypcji.

Etap Skladnik Ilos¢ Warunki
RNA 500 ng
Bufor (5x) 2ul 30 minut w 37°C,
Reakcja poliadenylaciji rATP (10 mM) 0,5 ul 5 minut w 95°C,
Polimeraza poli(A) 0,5 ul schlodzenie na lodzie

Sterylna, podwdjnie destylowana woda do 10 pl

Poliadenylowane RNA 2 ul

Bufor (10x) 1l

Miks deoksynukleotydéw (100 mM) 0.4 ul 5 minut w 55°C,
Odwrotna transkrypcja 15 minut w 25°C,

Miks starterow (10 uM) 0,5 ul 30 minut w 42°C

Mieszanina enzymow 0,5l

Sterylna, podwdjnie destylowana woda 5,6 ul

Inaktywacja enzymow - - 5 minut w 95°C

2.11. Frakcjonowanie subkomdérkowe RNA

Izolacja frakcji subkomérkowych (cytoplazmatycznej oraz jadrowej) zostata wykonana
zgodnie z protokotem opisanym przez Conrad i @rom [270]. Komérki GBM w liczbie 5 x 10°
przemyto w PBS 1 inkubowano z roztworem trypsyny w temperaturze 37°C przez 5 minut.
Reakcje¢ trypsynizacji zatrzymano dodajac 10 ml zimnego medium komorkowego. Nastepnie
komorki wirowano przy 200 RCF przez 5 minut oraz dwukrotnie przeptukiwano zimnym PBS
i wirowano przy 200 RCF kolejno przez 5 minut i 2 minuty. Tak przygotowany osad
komorkowy poddano lizie zimnym buforem Igepal i inkubowano przez 5 minut. Aby
wyizolowac frakcje cytoplazmatyczng i jadrows, lizat komorkowy natozono na zimny bufor
sacharozowy i wirowano przy 3500 RCF przez 10 minut. Sktad buforu do lizy zostat
przedstawiony w Tabeli 20, a buforu sacharozowego w Tabeli 21. Nastepnie supernatant
zawierajacy frakcje cytoplazmatyczng wirowano przy 14 000 RCF przez 1 minutg, a osad
zawierajacy jadra przeptukano 1 ml zimnym PBS-EDTA, ktérego sktad podano w Tabeli 22 i
wirowano przy 3500 RCF przez 5 sekund. Wszystkie cykle wirowan przeprowadzono w
temperaturze 4°C, a kazda inkubacje¢ na lodzie. Przygotowane bufory zostaly przefiltrowane z

uzyciem filtrow 0,22 pm (Corning, 430624). Bezposrednio przed uzyciem, do buforéw zostat
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dodany inhibitor RNAz (Merck). Potowa materiatu z wyizolowanych préb zawierajacych osad
jadrowy zostata przeznaczona do izolacji RNA, natomiast druga polowa do izolacji frakcji
RNA zwigzanych z chromatyng. W celu izolacji RNA =z frakcji jadrowej oraz
cytoplazmatycznej, dodano 1 ml odczynnika TRIzol na kazde 200 pl ekstraktu
cytoplazmatycznego i do osadu jadrowego. Dodatkowo, w celu rozbicia osadu jadrowego zostat
on przepuszczony Kilka razy przez igle o rozmiarze 21G za pomoca strzykawki o pojemnosci
2ml.

Tabela 20. Skitad buforu do lizy komorek.

Bufor do lizy Igepal

Skladnik Stezenie koncowe
TrispH 7,4 10 mM

NaCl 150 mM

Igepal CA-360 0,15%

Inhibitory RNAz (Merck) 20 U/ml

Tabela 21. Sklad buforu sacharozowego.

Bufor sacharozowy

Skladnik Stezenie koncowe
TrispH 7,4 10 mM

NaCl 150 mM
Sacharoza 24%

Inhibitory RNAz (Merck) 20 U/ml

Tabela 22. Sklad buforu PBS-EDTA.

Bufor PBS-EDTA

Sktadnik Stezenie koncowe
PBS 1x
EDTA pH 8,0 500 mM
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2.12. 1zolacja frakcji RNA zwiazanych z chromatyng

Aby rozdzieli¢ frakcje jadrowa na nukleoplazme i chromatyng, do osadu frakcji
jadrowej pozyskanego wedtug opisu w punkcie 2.11. dodano 250 pl buforu glicerolowego, a
nastgpnie 250 ul buforu do lizy zawierajacego mocznik. Sktady buforow zostaty podane w
Tabeli 23 i Tabeli 24. Kolejno proby worteksowano przez 4 sekundy i inkubowano na lodzie
przez 2 minuty. Aby wytraci¢ kompleks chromatyna-RNA, préby wirowano przy 13 000 RCF
przez 2 minuty. Supernatant zawierajacy nukleoplazme przeniesino do nowej probowki i
dodano 1 ml TRIzolu na 200 pl ekstraktu nukleoplazmatycznego w celu izolacji RNA. Osad
zawierajacy chromatyne przeptukano buforem PBS-EDTA, a nast¢pnie aby wyizolowa¢ RNA
zwigzane z chromatyng dodano 1 ml TRIzolu. W celu rozpuszczenia osadu, zostal on
przepuszczony kilka razy przez igle o rozmiarze 21G za pomocg strzykawki o pojemnosci 2

ml.

Tabela 23. Sklad buforu glicerolowego.

Bufor glicerolowy

Sktadnik Stezenie koncowe
TrispH 7,4 20 mM

NaCl 75 mM

EDTA 0,5 mM

Glicerol 50%

Tabela 24. Skiad buforu do lizy z mocznikiem.

Bufor do lizy z mocznikiem

Skladnik Stezenie koncowe
TrispH 7,4 10 mM

Mocznik 1M

NaCl 0,3M

MgCl, 7,5 mM

EDTA 0,2 mM

Igepal CA-360 1%

59



2.13. Frakcjonowanie subkomorkowe bialek

Frakcjonowanie subkomodrkowe biatek na frakcj¢ jadrowa i cytoplazmatyczng zostato
przeprowadzone przy uzyciu gotowego zestawu odczynnikow NE-PER Nuclear and
Cytoplasmic Extracion Reagents (ThermoFisher Scientific) wedlug protokotu zamieszczonego
przez producenta. Osad (2 x 108 komérek) pochodzacy z linii GBM poddano wirowaniu przy
najwyzszych obrotach przez 15 sekund w 4°C a nastgpnie inkubowano na lodzie przez 10
minut. Kolejno dodano schtodzony bufor CER II, zworteksowano przez 5 sekund i poddano
inkubacji na lodzie przez 1 minutg. Nastepnie proby ponownie worteksowano przez 5 sekund i
wirowano przy 16 000 RCF przez 5 minut w 4°C. Supernatant stanowiacy frakcje
cytoplazmatyczng przeniesiono do wczesniej schtodzonej probdéwki typu eppendorf i
zamrozon0 W -80°C. Do osadu stanowigcego frakcje jadrowa dodano 100 pl schtodzonego
bufor NER, worteksowano przez 15 sekund a nastgpnie inkubowano przez 40 minut na lodzie,
worteksujac proby przez 15 sekund co kazde 10 minut. Kolejno proby wirowano przy 16 000
RCF przez 10 minut w 4°C. Supernatant stanowiacy frakcje jadrowa przeniesiono do wczesniej
schtodzonej probowki typu eppendorf i zamrozono w -80°C. W celu izolacji biatek do prob
dodano 500 pl buforu 10 mM Tris-HCI pH 7,5. Poprawnos¢ przeprowadzonego frakcjonowania
potwierdzono przez analiz¢ typu Western Blot z wykorzystaniem przeciwciata skierowanego

przeciwko markerowi jadrowemu - histonowi H3.
2.14. Indukcja hipoksji

W celu indukcji hipoksji, komérki GBM (5 x 10°) poddawane byly warunkom
niedoboru tlenu (okoto 1 % O) przez 5 dni w inkubatorze. Kontrolg stanowity komorki
hodowane w inkubatorze w standardowych warunkach ze st¢zeniem tlenu wynoszacym okoto
19 %. Po 5 dniach z komorek wyizolowano catkowite RNA. Niedobor tlenu potwierdzono
poprzez oceng poziomu markerow hipoksji (GLUT, PDK1) za pomoca ilosciowe] reakcji
tancuchowej polimerazy (qQPCR, ang. quantitative Polymerase Chain Reaction) oraz metody
Western Blot.

2.15. Magnetyczna separacja frakcji komorek macierzystych GBM (GSC)

Z linii komoérkowej U-251 MG utworzono trojwymiarowe struktury (neurosfery)
zgodnie z protokolem opracowanym przez Vinci i wspolpracownikow [271]. Komorki
hodowano w medium, ktoérego sktad zostat podany w Tabeli 25. W celu wzbogacenia frakcji
GSC, neurosfery hodowano przez dwa tygodnie, a nastepnie poddano separacji magnetycznej.
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Separacja opiera si¢ na kulkach magnetycznych znakowanych przeciwciatem CDI133,
rozpoznajacym epitop 1 antygenu CD133 znajdujacego si¢ na powierzchni komorek GSC.
Separacja magnetyczna przeprowadzona zostala z wykorzystaniem gotowego zestawu
odczynnikow CD133 MicroBead Kit (Miltenyi Biotec) zgodnie z protokotem zamieszczonym
przez producenta zestawu. Komorki delikatnie zdysocjowano za pomocg akutazy (StemPro),
znakowano kulkami magnetycznymi z przeciwciatem i rozdzielono przy uzyciu wczesniej
przygotowanych kolumn LS. Uzyskane frakcje — populacje GSC (frakcja CD133+) i przeptyw
stanowigcy kontrole, poddano izolacji RNA. Poprawnos¢ wyizolowanej frakcji potwierdzono
poprzez oceng poziomu markerow GSC (OCT-4, NANOG, SOX2).

Tabela 25. Sktad pozywki hodowlanej do neurosfer.

Producent, Ilo$¢ na 50 ml gotowej
Skladnik
numer katalogowy pozywki
DMEM F12 Thermo Fisher Scientific, 11320033 48 ml
B27 Thermo Fisher Scientific, 17504044 1ml
N2 Thermo Fisher Scientific, 17502048 500 pl

Rozwtor penicyliny/streptomycyny 100x  Thermo Fisher Scientific, 10378016 500 pl

Czynnik wzrostu fibroblastow (FGF) Thermo Fisher Scientific, PHG0261 0,7 pl na 1 ml pozywki

Czynnik wzrostu naskorka (EGF) Sigma-Aldrich, E5036-500UG 0,7 pl na 1 ml pozywki

2.16. Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR)

Aby oceni¢ poziom badanych snoRNA, sdRNA oraz wybranych transkryptow
zastosowano metode ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
(gPCR, ang. quantitative Polymerase Chain Reaction). Matryce dla amplifikacji czgsteczek
SnoRNA oraz wybranych mRNA stanowilo ¢cDNA otrzymane na drodze odwrotnej
transkrypcji, natomiast dla czasteczek sdRNA, cDNA poddane reakcji poliadenylacji oraz
odwrotnej transkrypcji. Procedure rozpoczynano od przygotowania mieszanin reakcyjnych,
ktorych sktad podano w Tabeli 26. W celu amplifikacji czgsteczek sdRNA, starter reverse
stanowil uniwersalny starter komplementarny do poliadenylowanej sekwencji (Agilent

Technologies).
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Tabela 26. Sklad mieszaniny reakcyjnej do reakcji qPCR.

Amplifikacja snoRNA oraz mRNA Amplifikacja sdRNA

Skladnik Ilos¢ Skladnik Tlos¢

LightCycler® 480 SYBR Green I Master 5ul LightCycler® 480 SYBR Green I Master 5 pl

Starter Forward (5 uM) 1 ul Starter Forward (5 pM) 1 ul
Starter Reverse (5 pM) 1 ul Universal Reverse Primer (3,125 uM) 1,4 ul
Woda 2ul Woda 1,6 ul
Matryca cDNA 1 ul Matryca cDNA 1 ul

Reakcje gPCR przeprowadzano przy uzyciu termocyklera CFX96 Real-Time System
na 96-dotkowych ptytkach z przezroczystym dnem (BioRad). Przed umieszczeniem gotowej
ptytki w termocyklerze, zaklejano ja uszczelniong termicznie folig (BioRad) i wirowano 1 min
przy 1000 RPM. Warunki reakcji przedstawiono w Tabeli 27. Analizg ilosciowa wzgledem
genow referencyjnych przeprowadzono metoda kwantyfikacji wzglednej (AACt) z uzyciem
dotaczonego do termocyklera oprogramowania (CFX Maestro Software). Kazda probka cDNA
analizowana byla trzykrotnie. Genami referencyjnymi dla snoRNA oraz wybranych
transkryptow byly HPRT oraz SDHA, natomiast dla czasteczek sdRNA R18S. Krzywe
standardowe dla kazdej pary starteréw uzyskano poprzez amplifikacje serii rozcienczen cDNA
(x1, x2, x4, x8, x16, x32), a optymalng temperatur¢ dla przytaczania starterow do matrycy
ustalono za pomocg zastosowania gradientu temperaturowego. Jakos¢ uzyskanych produktow
PCR sprawdzono poprzez analiz¢ krzywych topnienia oraz za pomoca elektroforezy w Zelu
agarozowym.

Tabela 27. Warunki reakcji gPCR.

Etap Temperatura Czas Powtorzenia

Denaturacja wstepna 95°C 3 minuty 1
Denaturacja 95°C 15 sekund

Amplifikacja  Przylaczanie starterow  55°C - 65°C 30 sekund 40
Elongacja 72°C 20 sekund

Oznaczanie krzywej topnienia 65°C - 95°C 0,5°C co 5 sekund 1

Chlodzenie 4°C o0 1
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2.17. Manipulacja poziomem bialka FUS

Dzi¢ki uprzejmosci Zaktadu Ekspresji Genow Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu kierowanego przez dr hab. Dorot¢ Raczynska, prof. UAM, pozyskano RNA z linii
komorkowej U-87 MG, ktora zostata pozbawiona genu FUS z uzyciem techniki CRISPR/Cas9
[238]. Pozyskane RNA zostato nastgpnie DNazowaniu, a jego jako$¢ oceniono poprzez rozdziat
elektroforetyczny w zZelu agarozowym. Nastgpnie przeprowadzono reakcje odwrotnej
transkypcji oraz reakcj¢ poliadenylacji i odwrotnej transkrypcji celem oceny poziomu
czgsteczek snoRNA i sdRNA z wykorzystaniem gPCR. Réwniez dzieki uprzejmosci Zaktadu

Eskpresji Gendéw pozyskano wektor do nadekspresji genu FUS.

2.18. Transfekcja komérek GBM plazmidem do nadekspresji genu FUS
W celu dostarczenia wektora do nadekspresji genu FUS do komorek, zastosowano
metode transfekcji z wykorzystaniem Lipofektaminy 2000 (Thermo Fisher Scientific).
Komoérki wysiewano na ptytki 6-dotkowe W liczbie 2 x 10°/dotek. Po 24 godzinach komorki
poddano transfekcji plazmidem ekspresyjnym FUS o stezeniu 250 ng oraz 500 ng. W tym celu

przygotowano dwie mieszaniny, ktorych sktad podano w Tabeli 28.

Tabela 28. Sklad mieszaniny transfekcyjnej.

Mieszanina | Mieszanina Il
Producent, Ilo$¢é na 1 Producent, Tlosé na 1
Skladnik Skladnik
nr katalogowy prébe nr katalogowy  préobe
) Lipofektamina  Invitrogen,
Plazmid - 250 ng / 500 ng 3ul
2000 11668019
) Gibco, ) Gibco,
Opti-MEM do 100 pl Opti-MEM 97 ul
31985062 31985062
Przygotowane mieszaniny | i Il inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej,

nastepnie obie mieszaniny potagczono i inkubowano kolejne 20 minut w temperaturze
pokojowej. W  trakcie inkubacji, medium komorkowe zostalo zmienione na
niesuplementowane. Przygotowang mieszaning reakcyjng dodawano do komoérek w ilosci 200
pl/dotek. Kontrolg negatywng stanowitly komorki poddane transfekcji mieszaning II
niezawierajaca plazmidu. Komoérki hodowano przez 48 oraz 72 godziny, po czym poddawano

je izolacji catkowitego RNA i biatek.
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2.19. Analiza Western Blot

Komérki GBM poddawano trypsynizacji a osad przemywano buforem PBS i wirowano
3 minuty przy 200 RCF. Po usunigciu supernatantu osad zawieszano w 500 pl buforu 10mM
Tris-HCI pH 7,5 suplementowanego inhibitorami proteaz i poddawano sonikacji w
nastepujacych warunkach: 3 x 10 sekund z 30-sekundowg przerwa pomi¢dzy cyklami sonikacji
przy amplitudzie 80% na lodzie. Kolejno proby wirowano przez 10 minut przy 10 000 RPM w
4°C. Supernatant przenoszono do nowej proboéwki typu eppendorf, a osad wyrzucano. Stezenie
biatka mierzono kolorymetrycznie za pomocg metody BCA (Thermo Fisher Scientific). Przed
nalozeniem na zel, do kazdej z prob dodawano 5 pl buforu obcigzajacego (EURX), a nast¢pnie
inkubowano w 95°C przez 10 minut. Na Zel poliakrylamidowy o procentowos$ci rownej 10 %

lub 12 %, ktorych sktad podano w Tabeli 29, naktadano odpowiednig ilo$¢ biatka.

Tabela 29. Sklad zeli poliakrylamidowych do rozdzialu elektroforetycznego bialek.

Procentowos$¢
Skladnik 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 4ml 0,85 ml
H.0 2,85 ml 2,2 ml 3,56 ml
SDS 20 % 50 ul 50 ul 25 ul
APS 10 % 75 ul 75w 75 ul
TEMED 7,5 ul 7,5 ul 7,5 ul

Rozdziat elektroforetyczny bialek w zelu poliakrylamidowym prowadzano przy
napieciu 75 V przez 15 minut, a nast¢pnie przy 125 V przez 2 godziny w temperaturze
pokojowej w buforze do elektroforezy biatek, ktorego sktad zostat podany w Tabeli 30.
Wielkos¢ biatka oznaczano na podstawie rozdziatu markera PageRuler™ Prestained Protein
Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific). Rozdzielone biatka przenoszone byly na membrane
PVDF (Thermo Fisher Scientific) w procesie elektrotransferu z wykorzystaniem urzadzenia
Western Unity (BioRad) przez 30-60 min (w zalezno$ci od wielkosci biatka) w buforze do
transferu, ktorego sktad podano w Tabeli 31 w temperaturze 4°C przy statym nat¢zeniu 130

mA. Nastgpnie membrang przeptukiwano 3 x 5 minut w buforze TBST, ktorego sktad podano
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w Tabeli 32 i blokowano w 5% roztworze mleka w TBST przez 1 godzing w temperaturze

pokojowej na wytrzasarce.

Tabela 30. Skiad buforu do rozdziatlu elektroforetycznego bialek (10x).

Bufor do elektroforezy bialek

Sktadnik Stezenie koncowe
Glicyna 19M

Tris-HCI (pH 7,5) 250 mM

SDS 35mM

Tabela 31. Sklad buforu do transferu bialek (10x).

Bufor do transferu bialek

Skladnik Stezenie koncowe
Glicyna 190 mM

Tris-HCI (pH 7,5) 25 mM

Metanol 20%

Tabela 32. Sklad buforu TBST.

Bufor TBST
Sktadnik Stezenie koncowe
Tris 4,6 mM
Tris-HCI (pH 7,5) 20 mM
Chlorek sodu 15mM
TWEEN 20 1%

Membrang inkubowano z monoklonalnym przeciwciatem pierwszorzedowym
specyficznym wobec badanych bialek przez noc w temperaturze 4°C na wytrzasarce.
Nastepnego dnia membrang przeptukiwano 3 x 5 minut w buforze TBST, kolejno inkubowano
przez 1 godzing w temperaturze pokojowej na wytrzasarce Z przeciwciatem drugorzedowym
sprzezonym z peroksydaza chrzanowa (w zaleznosci od gatunku, z ktérego pochodzito

przeciwcialo pierwszorzedowe). Spis przeciwcial uzytych w niniejszej pracy wraz z
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zastosowanym rozcienczeniem zostat podany w Tabeli 33. Po przeptukaniu membrany 3 x 5
minut w buforze TBST, dodano 2 ml substratu ECL i inkubowano w ciemni przez 2 minuty.
Detekcji sygnatu chemiluminescencyjnego dokonywano z wykorzystaniem systemu Alliance
Q9 (Uvitec Cambridge), a intensywnos¢ prazkéw oceniano densytometrycznie przy

wykorzystaniu programu ImageJ (https://imagej.net/ij/).

Tabela 33. Spis przeciwcial uzytych w niniejszej pracy.

Nazwa przeciwciala Producent, nr katalogowy Rozcienczenie
Anty-FUS Invitrogen, PA5-96477 1:1 000
Anty-DROSHA Abcam, AB12286 1:2 000
Anty-AGO2 Abcam, AB186733 1:1 500
Anty-Histon 3 Abcam, AB1791 1:2 500
Anty-CD63 Proteintech, 67605-1-Ig 1:7 500
Anty-PDK1 Invitrogen, MA5-32702 1:1 000
Anty-GLUT Invitrogen, MA5-31960 1:1 000
Anty-GAPDH Abcam, AB185059 1: 500
Drugorzedowe anty-mysie Sigma Aldrich, A9044 1:10 000
Drugorzedowe anty-krolicze Sigma Aldrich, A6154-ML 1:10 000

2.20. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

Mikroptytki Ibidi z usuwalnymi silikonowymi $ciankami do hodowli komérkowych i
obrazowania (Animalab, 80841) pokryto 300 pl roztworem Poli-L-Lizyny (Merck) w buforze
boranowym, nastepnie inkubowano przez 3 godziny w 37°C 1 przeptukano 3-krotnie sterylna,
podwojnie destylowang woda oraz 1-krotnie buforem PBS. Fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ (FISH, ang. Fluorescent In Situ Hybridization) zostata wykonana zgodnie z protokotem
opisanym przez producenta z uzyciem ViewRNA™ ISH Cell Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific). Na mikroptytki pokryte Poli-L-Lizyng (Merck) wysiano komérki GBM w liczbie
3,5 x 10%dotek na 24 godziny przed planowanym eksperymentem. Nastepnego dnia usunieto
medium, a komorki przeptukano 2-krotnie 400 pl buforu PBS. Nastepnie, aby utrwali¢
komorki, dodano 200 pl §wiezo przygotowanego 4 % formaldehydu w PBS i inkubowano przez
30 minut w temperaturze pokojowej. Kolejno, komorki przeptukano 3-krotnie 400 pl buforu
PBS. W celu permeabilizacji btony komorkowej, do komorek dodano 200 pl Detergent

Solution QC i inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej i przeptukano 2-krotnie
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400 pl buforu PBS. Nast¢pnie dodano 200 pul Protease QS w stezeniu 1:4000/dotek w PBS i
inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej i przeptukano 3-krotnie 400 ul buforu PBS.
Do komorek dodano 200 ul mieszaniny sond i podgrzanego do temperatury 40°C buforu Probe
Set Diluent QF w stosunku 1:100, wyszczegélnionych w Tabeli 34 i inkubowano przez 3
godziny w 40°C, a nastepnie przeptukano 3-krotnie 400 ul Wash Buffer, uwzgledniajac 2-
minutowe inkubacje pomigdzy wymiang buforu. Jako kontroli negatywnej uzyto sondy

wykrywajacej bakteryjny transkrypt Bacillus S. dapB.

Tabela 34. Spis sond uzytych podczas fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ.

Nazwa sondy Producent, nr katalogowy Znacznik detekcji
hsa-mir-1248 Themo Fisher Scientific, VPNKRM6 Alexa Fluor 488
hsa-mir-1248 Themo Fisher Scientific, VP7DPJK Alexa Fluor 647
SNORAS81 Thermo Fisher Scientific, VA1-3020052-VC Alexa Fluor 546
dapB Thermo Fisher Scientific, VF4-10408 Alexa Fluor 488

Po zwigzaniu si¢ sond z RNA, do komorek dodawano kolejno mieszaniny
umozliwiajace zwigkszenie oraz detekcje sygnatu. Po dodaniu kazdej z nich, komorki
inkubowano 30 minut w 40°C oraz zastosowano seri¢ 3-krotnych ptukan 400 pul Wash Buffer
pomiedzy dodaniem kazdej z mieszanin, uwzgledniajagc 2-minutowe inkubacje pomigdzy
wymiang buforu. Komoérki wybarwiono DAPI w PBS w stosunku 1:100 przez 1 minute w
temperaturze pokojowej 1 plukano 400 pl PBS. Po usunigciu silikonowych $cianek z ptytek
Ibidi, natozono Prolong® Gold Antifade Reagent (Thermo Fisher Scintific) na kazda probke i
nakryto szkietkiem nakrywkowym. Obrazowanie zostalo przeprowadzone z uzyciem

mikroskopu fluorescencyjnego Keyence BZ-X810 z oprogramowaniem BZ-X00E Analyzer.

2.21. Izolacja calkowitego RNA z plazmy krwi pacjentéow z GBM

Izolacje catkowitego RNA z plazmy krwi pacjentow ze zdiagnozowanym GBM
przeprowadzono za pomocg roztworu TRI LS Reagent® (Thermo Fisher Scientific). Krew
zostala pozyskana od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM przed operacjg 1 aby zapobiec
krzepnigciu przechowywana w EDTA w temperaturze 4°C, a nastepnie dostarczona do
laboratorium w ciaggu kilku godzin W pierwszej kolejnosci probki krwi rozcienczono w PBS w
stosunku 1:2 i podzielono na 250 pl porcje. Do kazdej proby dodano 750 ul TRI LS Reagent®

1 inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodano 200 pl chloroformu
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i wirowano przy 14 000 RCF w 4°C, a supernatant przeniesiono do nowej proboéwki o
pojemnosci 1,5 ml. Do kazdej z préb dodano ekwiwalentng ilo$¢ izopropanolu i inkubowano w
temperaturze — 20°C przez noc. Nastgpnego dnia proby wirowano przy 14 000 RCF przez 30
minut w 4°C, supernatant usuni¢to, a powstaly osad przeptukano 1 ml 80 % zimnym etanolem
i wirowano przy 14 000 RCF przez 10 minut w 4°C oraz usuni¢to supernatant. Osad zostat
poddany suszeniu w temperaturze pokojowej, a po wysuszeniu dodano 20 pl sterylnej,
podwojnie  destylowanej  wody.  Stezenie  wyizolowanego  RNA  mierzono
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A 260 nm, a jego integralno$¢ sprawdzono na zelu

agarozowym.
2.22.1zolacja pecherzykow zewnatrzkomorkowych (EV) z pozywki hodowlanej

W celu oceny obecnosci zardowno snoRNA jak i sdRNA w EV ulegajacych sekrecji do
pozywki hodowlanej z komorek GBM, zastosowano gotowy zestaw do izolacji exoEasy Maxi
Kit (Qiagen). Komorki wysiano w liczbie 5 x 10°/butelke i 48 godzinach zebrano po 16 ml
pozywki hodowlanej z kazdej linii oraz przepuszczono przez filtry o wielkosci 0,8 pm
(Sartorius, 16592). Kolejno dodawano 1 objetos¢ buforu XBP do jednej objgtosci
przefiltrowanej pozywki i wymieszano Kilkukrotne obracanie. Pozywke z buforem XBP
naktadano dotaczone do zestawu kolumienki i wirowano przez 1 minut¢ przy 500 RCF.
Przesacz wylewano, a na kolumienki naktadano 10 ml buforu XWP i wirowano przez 5 minut
przy 5000 RCF. Ponownie wylewano przesacz, a na kolumienk¢ dodawano 500 pl buforu do
elucji XE i inkubowano przez 1 minutg, po czym wirowano 5 minut przy 500 RCF. Eluaty
pochodzace z tej samej linii komoérkowej mieszano ze soba, po czym dzielono w celu izolacji
RNA oraz biatka (1/3 eluatu do izolacji RNA 1 2/3 eluatu do izolacji biatka). W celu izolacji
RNA do préb dodawano 500 pl odczynnika TRIzol, natomiast eluat do izolacji biatka suszono
przez 5 godzin w temperaturze pokojowej z przerwami co godzing z uzyciem koncentratora
prozniowego Eppendorf Concentrator plus (Eppendorf) a do osadu dodawano 1 ml Tris-HCI
pH 7,5. Poprawnos¢ przeprowadzonej izolacji EV potwierdzono przez analize typu Western

Blot z wykorzystaniem przeciwciata skierowanego przeciwko markerowi EV - CD63.
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2.23. Immunoprecypitacja z zastosowaniem ,,cross-linking”

Komoérki GBM hodowano na szalkach o $rednicy 150 mm do osiggnigcia minimum
90% konfluencji. Nastgpnie przemyto je buforem PBS, dodano 10 ml zimnego buforu PBS na
szalke i przeniesiono na 16d. Kolejno komoérki poddano ,,cross-linkingowi” na lodzie z
wykorzystaniem promieniowania UV o dlugosci fali 254 nm i intensywnosci 0,4 J/cm?. Po tej
procedurze, bufor PBS usuwano, a do komoérek dodano 1 ml buforu RIP, ktérego sktad znajduje
si¢ w Tabeli 35, przeniesiono do probowek typu eppendorf i inkubowano 20 minut na lodzie.
Tak przygotowang mieszaning komoérek przepuszczono 7 razy przez igle o rozmiarze 21G za
pomoca strzykawki o pojemnos$ci 2 ml i wirowano przez 10 minut w 13 000 RPM w 4°C. Po
wirowaniu supernatant przeniesiono do nowej proboéwki typu eppendorf a osad wyrzucono.
Kolejno, przy pomocy metody BCA (Thermo Fisher Scientific) oceniono stezenie biatka.
Nastegpnie w probowce typu eppendorf o pojemnosci 2 ml wymieszano 1 mg biatka wraz z 1
ug przeciwciata na wybrane biatko (FUS, DROSHA Iub AGO2) lub przeciwciata przeciwko
IgG. Dodatkowo w o0sobnej probéwce przygotowano rowniez ,input” stanowigcy 10 %
objetosci uzytego biatka. Kolejno proby inkubowano na rotorze w 4°C. Czas inkubacji
uzalezniony byl od biatka: w przypadku biatek FUS i AGO2 inkubacja trwata 2 godziny,
natomiast dla biatka DROSHA calg noc. Kolejno przygotowano 30 pl kulek magnetycznych
optaszczonych biatkiem G (Dynabeads, Protein G, Thermo Fisher Scientific, 10004D) na probe
przemywajac je dwukrotnie ekwiwalentng objetoscig buforu RIP i na koniec rozpuszczajac je
w 30 pl buforu RIP. Tak przygotowane kulki magnetyczne dodano przygotowanych wczesniej
prob 1 inkubowano na rotorze w 4°C przez 1 godzing. Po inkubacji oddzielono supernatant z
uzyciem separatora magnetycznego 1 usuni¢to go. Kulki magnetyczne ze zwigzanymi
kompleksami biatko-RNA przemyto trzykrotnie 800 pul ,,Wash Buffer”, a nastepnie trzykrotnie
800 ul ,,High-salt Wash Buffer”, ktorych sktady podano w Tabeli 36 i Tabeli 37. Podczas
kazdego ptukania proby mieszano na rotorze przez 2 minuty w temperaturze pokojowej. W
ostatnim kroku proby przemyto buforem RIP rowniez mieszajac na rotorze przez 2 minuty w
temperaturze pokojowej. Nastepnie kazda probe rozpuszczono w 60 ul buforu RIP. 1/3
objetosci zostata wykorzystana w celu wykonania analizy Western Blot, a 2/3 objetosci do
izolacji RNA. Do prob przeznaczonych do wykonania metody Western Blot dodano 5 pl buforu
obcigzajacego (EURx) i zamrozono w -20°C. Kulki magnetyczne oddzielono przy pomocy
separatora magnetycznego, a supernatant natozono na zel poliakrylamidowy. Jako przeciwciata
drugorzedowego uzyto przeciwciata Veriblot (Abcam, AB131366). Do préb przeznaczonych
do izolacji RNA dodano 5 pl proteinazy K i dopetniono buforem do proteinazy K (sktad buforu
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zamieszczony w Tabeli 38) do objetosci 100 pl. Nastepnie inkubowano przez 1 godzing w 70°C
z wytrzasaniem przy 300 RPM. Kolejno do kazdej z prob dodano 700 pl TRIzolu i zamrozono
w -80°C. Nastepnego dnia przeprowadzono izolacje RNA wedlug opisanego w niniejszej pracy

protokotu z catonocng inkubacjg -80°C po dodaniu izopropanolu.

Tabela 35. Sklad buforu RIP.

Bufor RIP
Skladnik Stezenie koncowe
Tris pH 8.0 20 mM
NaCl 100 mM
EDTA 0,5mM
NP40 0,5%
SDS 0,1%

Tabela 36. Sklad buforu ,,Wash Buffer”.

Bufor “Wash Buffer”

Sktadnik Stezenie koncowe
TrispH 7,4 50 mM

NaCl 100 mM

MgCl, 1 mM

NP40 0,05%

Tabela 37. Sklad buforu ,,High Salt Wash Buffer”.

Bufor “High Salt Wash Buffer”

Sktadnik Stezenie koncowe
TrispH 7,4 50 mM

NaCl 500 mM

MgCl, 1mM

NP40 0,05%
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Tabela 38. Skiad buforu do proteinazy K.

Bufor do proteinazy K

Skladnik Stezenie koncowe
NacCl 100 mM

TrispH 7,4 10 mM

SDS 0,5%

EDTA 1 mM

2.24. Analizy in silico

Do wygenerowania struktur drugorzedowych snoRNA wykorzystano narzedzie

RNAfold WebServer (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cqi).

Dziatanie programu opiera si¢ na przewidywaniu struktur przy uzyciu algorytmu minimalne;j
swobodnej energii (MFE, ang. Minimum Free Energy), co skutkuje generowaniem struktur
charakteryzujacych si¢ najwieksza stabilno$cig. Analizy dotyczace bialek wigzacych snoRNA
zostaty wykonane z uzyciem narz¢dzia POSTAR3 wykorzystujacego baze danych CLIPdb,
zawierajacg dane z sekwencjonowania RNA po zastosowaniu immunoprecypitacji z ,,cross-
linking” na poszczegodlne biatka [272]. Sie¢ interakcji biatko-biatko zostata wygenerowana przy

pomocy narzedzia STRING w wersji 12.0 (http://string-db.org). Analizy ekspresji transkryptow

wybranych biatek zostaly wykonane z wykorzystaniem serwera GEPIA2 [273]. Serwer ten
korzysta z danych sekwencjonowania RNA z projektu TCGA. Analiza procentowa udziatu
r6éznych regionéw 1 rodzajow RNA w wiazaniu z wybranymi biatkami zostalta wykonana

korzystajac z danych dostepnych w bazie danych EURBPDB (http://eurbpdb.gzsys.org.cn/).

2.25. Réznicowa analiza poziomu sdRNA i snoRNA w EV wyizolowanych z

plazmy krwi pacjentow ze zdiagnozowanym GBM

W celu identyfikacji SARNA oraz snoRNA wystepujacych w EV obecnych w plazmie
krwi  pacjentow ze zdiagnozowanym GBM, wykorzystano dane pochodzace z
sekwencjonowania RNA zaczerpnigte z repozytorium NCBI Gene Expression Omnibus (GEO)
(numer dostepu GEO: GSE122488). Sekwencjonowanie RNA zostalo wykonane z uzyciem
platformy Illumina HiSeq 2000 w technologii pojedynczych odczytow (ang. single-end reads).
Sekwencjonowaniu RNA zostalo poddane RNA wyizolowane z EV pozyskanych z plazmy

krwi pacjentow ze zdiagnozowanym GBM (n = 12) oraz RNA z plazmy zdrowych 0séb z grupy
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kontrolnej dobranych pod wzgledem wieku 1 ptci (n = 16). EV zostaty wyizolowane z uzyciem
metody chromatografii wykluczania zaleznej od wielkosci czasteczek (SEC, ang. Size

Exclusion Chromatography) [169].

Analiza bioinformatyczna zostala przeprowadzona przez dr. Marcina Sajka (RNA
Bioscience Initiative, University of Colorado School of Medicine, Aurora, USA). Surowe
odczyty jako pliki fastq zostaty pobrane z repozytorium GEO przy pomocy pakietu SRA-
Toolkit w wersji 3.03 (https://github.com/ncbi/sra-tools). Kontrole jakosci surowych odczytow

sekwencjonowania przeprowadzono za pomoca narzedzia FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) w wersji 0.12.1. Sekwencje
adapterow zostaty zidentyfikowane za pomocg programu FindAdapt [274], a nastgpnie usuni¢te
przy uzyciu narzedzia Cutadapt [275] w wersji 4.4 uzywajac nastgpujacych ustawien: -a
SEKWENCJA_ADAPTERA -m 15 -j 0 --trim-n. Nastgpnie przeprowadzono druga kontrolg
jako$ci za pomoca narzedzia FastQC. Kolejno, pliki *.fastq zostaty przekonwertowane do
formatu FASTA  przy pomocy narzedzia Seqtk seq =z  pakietu  Seqtk
(https://github.com/Ih3/seqtk) w wersji 1.4. Do dalszych analiz pozostawiono tylko unikalne
odczyty, usuwajac kopie wynikajace z reakcji PCR przy uzyciu narzedzia fastx collapser z
pakietu FASTX-Toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) w wersji 0.0.14. Odczyty
zmapowano do ludzkiego transkryptomu GRCh38 pobranego z Gencode v.45 z uzyciem
narzgdzia Bowtie 2 [276] w wersji 2.2.5, a poziom poszczegdlnych transkryptow oceniono przy
uzyciu narzedzia Salmon [277] w wersji 1.6.0. Dla obydwu narzedzi (Bowtie 2 i Salmon) uzyto
parametrOw wczesniej opisanych jako optymalne dla oceny poziomu krotkich RNA [278].
Roéznicowa analiza ekspresji (DGE, ang. Differential Gene Expression) zostata wykonana z
wykorzystaniem biblioteki DESeq2 [279] w wersji 1.34.0. W celu znalezienia czasteczek
miRNA pochodzacych ze snoRNA plik *.gtf pobrany z Gencode v.45 zawierajacy koordynaty
genow 1 transkryptow dla genomu GRCh38 wczytano do R za pomocg biblioteki rtracklayer
[280] w wersji 1.54.0, a nastepnie wyszukano naktadajace si¢ koordynaty snoRNA i miRNA
przy pomocy biblioteki valr [281] w wersji 0.6.6. Wizualizacje analizy wykonano przy pomocy
bibliotek ggpubr (https://rpkgs.datanovia.com/ggpubr/) w wersji 0.4.0 i pheatmap
(https://github.com/raivokolde/pheatmap) w wersji 1.0.12.
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2.26. Analiza statystyczna wynikéow

Analiza statystyczna wynikow zostata przeprowadzona z wykorzystaniem
oprogramowania GraphPad Prism 9 (GraphPad Software). Wszystkie eksperymenty zostaty
wykonane w 3 powtorzeniach biologicznych, a wyniki przedstawione jako warto$ci §rednie +
SD. Roéznice miedzy warto$ciami $rednich prob badanych a kontrolg zostaty poréwnane z
zastosowaniem analizy wariancji ANOVA. W przypadku wynikow dotyczacych poziomu
wybranych czasteczek na tkankach pochodzacych od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM,
istotno$¢ statystyczna zostala obliczona za pomoca testu T Studenta dla prob niezaleznych, a
wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci £ SEM. Za statystycznie istotne przyjeto wyniki
na poziomie: * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p < 0,001; brak istotnosci statystycznej
dlap >0,05.
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3. Cel pracy

Gléwnym celem pracy doktorskiej byta identyfikacja i charakterystyka nowej klasy

regulatorowych RNA — sdRNA wraz z ich prekursorowymi snoRNA, a takze okre§lenie ich

roli w rozwoju i progresji GBM. Waznymi elementami badan byta rGwniez ocena ich potencjatu

prognostycznego oraz diagnostycznego, jak i potencjalnych mechanizmoéw powstawania

sdRNA. Cel pracy zostat zrealizowany w oparciu o nastgpujace hipotezy oraz cele badawcze:

1.

Identyfikacja i ocena poziomu sdRNA oraz ich prekursorowych snoRNA w glejaku
wielopostaciowym. Na podstawie uzyskanych wynikow sekwencjonowania RNA,
wybrano czasteczki sdARNA o najwyzszej liczbie odczytow w GBM. Walidacja
wybranych czasteczek pozwolita na poréwnanie ich poziomu migedzy GBM a kontrola
zdrowego mozgu, a takze poziomu ich prekursorowych snoRNA, co umozliwito wybor

kandydatéw potencjalnie zaangazowanych w rozwoj tego nowotworu.

Ocena potencjalu prognostycznego i diagnostycznego wybranych sdRNA oraz
snoRNA w glejaku wielopostaciowym. W celu oceny potencjatu prognostycznego
wybranych  czasteczek, zweryfikowano ich obecno$¢ w  pecherzykach
zewnatrzkomorkowych z medium hodowlanego, a takze plazmie pochodzacej od
pacjentdw ze zdiagnozowanym GBM. W poszukiwaniu biomarkeréw GBM, ocenie
poddano ich poziom w podtypach GBM, a takze w pecherzykach

zewnatrzkomorkowych (EV) w plazmie pacjentow z GBM i zdrowych osob.

Ogolna charakterystyka i badanie potencjalnych funkcji wybranych sdRNA oraz
ich prekursorowych snoRNA. Realizacja tego celu obejmowata ocene tkankowo- i
subkomoérkowo-zaleznej specyficznosci wystepowania wybranych czasteczek. Aby
okresli¢ ich udzial w procesie nowotworzenia, okreslono ich poziom w warunkach

hipoksji 1 frakcji komorek macierzystych GBM oraz interakcje z wybranymi biatkami.

Badanie mechanizméw powstawania SORNA. W celu identyfikacji biatek
zaangazowanych w mechanizm przetwarzania snoRNA do sdRNA, wygenerowano
struktury drugorzedowe snoRNA 1 okreslono lokalizacje¢ obecnych w nich sekwenc;ji
sdRNA. Analizy oparte o zmiany poziomu biatka FUS, a takze immunoprecypitacji

wybranych biatek, pozwolity okresli¢ ich potencjalny udziat w powstawaniu sdRNA.

Zatozone cele zostaly osiggnigte, a uzyskane wyniki zostaty przedstawione w niniejszej

rozprawie doktorskiej.
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4. Wyniki
4.1. Ocena poziomu czasteczek sdRNA oraz ich prekursorow snoRNA w GBM

4.1.1. Analiza wynikow sekwencjonowania RNA

Na postawie wynikow sekwencjonowania wykonanego w Zakladzie Neuronkologii
Molekularnej ICHB PAN pozyskano dane dotyczace liczby odczytow dla czasteczek sdRNA
wraz z ich pochodzeniem. Sekwencjonowanie zostalo przeprowadzone z wykorzystaniem
tkanek pacjentéow ze zdiagnozowanym GBM w celu oceny transkryptomu krétkich ncRNA w
GBM [269]. Wyniki przeprowadzonego sekwencjonowania RNA pozwolity na identyfikacje
23 czasteczek sdRNA. Ponad 50 % zidentyfikowanych czasteczek to nieadnotowane wczesniej
w bazach danych czasteczki, pozostatle natomiast to znane czasteczki miRNA mogace
pochodzi¢ z czasteczek snoRNA (Ryc. 4 A). Dla zidentyfikowanych czasteczek sdRNA
odnotowano zroznicowang liczbe odczytow na milion (RPM, ang. Reads Per Million).
Najwigksza ich liczbe sumarycznie we wszystkich badanych probach odnotowano dla
czasteczek hsa-miR-664a-3p (suma = 493,99), hsa-miR-664b-3p (suma = 45,34) oraz hsa-miR-
3607-5p (suma = 44,68), najmniejszg natomiast dla czgsteczek 3 2423-3p, hsa-miR-664b-5p,
hsa-miR-3607-3p, 20_10089-3p, hsa-miR-1291, 20 10199-3p, hsa-miR-3651 oraz 17 9367-
3p (suma < 1) (Ryc. 4 B). Wszystkie zidentyfikowanie czasteczki sARNA z sumaryczng liczba
RPM we wszystkich poddanych sekwencjonowaniu tkankach GBM wraz z ich potencjalnymi
prekurosorowymi snoRNA zostaly zamieszczone w Tabeli 39. Dlugos¢ zidentyfikowanych
czasteczek sdARNA wynosi pomigdzy 19 (dla czasteczki 1_707-3p) a 26 (dla czasteczki hsa-
mMiR-1248) nukleotydow, natomiast w przypadku snoRNA pomiedzy 63 (dla czasteczki
SNORDI138) do 266 (dla czasteczki SCARNAG6) nukleotydoéw. Z wigkszosci czasteczek
SnoRNA (70 %): SNORA36B, SNORA36A, SNORD138, SNORA60, SNORA77, SNORAG3,
SNORAS51, SNORD125, SNORA38B powstaja dwie czasteczki pochodne sdRNA. Wigkszos¢
snoRNA (75 %) nalezy do klasy H/ACA z wyjatkiem tych nalezacych do klasy C/D:
SNORA138 i SNORA125 czy czasteczki SCARNAG6 zlokalizowanej w ciatkach Cajala (Tab.
39).
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A
Total = 23

[ Nieadnotowane
[E] Adnotowane

FGBM 1

FGBM 2

rGBM 3

FGBM 4

1_707-5p
1_707-3p
hsa-miR-664a-5p
2_1843-3p-
hsa-miR-1248-
3_2423-5p-
3_2423-3p
hsa-miR-3607-5p-
hsa-miR-3607-3p+
hsa-miR-3651
hsa-miR-1291
17_9367-5p
17_9367-3p-
20_10089-5p
20_10089-3p-
20_10199-5p+
20_10199-3p+
hsa-miR-3653-3p+
22_10490-5p-
X_11166-5p
hsa-miR-664b-5p-

hsa-miR-664b-3p-

hsa—miR—664a—3p-|

120

115

110

200
150
100

Rycina 4. Czasteczki SURNA zidentyfikowane w GBM. A. Rozktad danych nieadnotowanych oraz
adnotowanych wczesniej zidentyfikowanych sdRNA. B. Heatmapa przedstawiajaca liczbe odczytow na
milion (RPM) zidentyfikowanych czasteczek sdRNA.
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Tabela 39. Czasteczki sdRNA zidentyfikowane w GBM wraz z ich prekursorowymi czasteczkami snoRNA. Tabela zawiera sumaryczng liczbg
odczytow na milion (RPM) sdRNA uzyskanych podczas sekwencjonowania wraz z wytypowanymi dla nich potencjalnymi prekursorowymi czasteczkami
snoRNA. W tabeli przedstawiono rowniez dtugosci czasteczek sdRNA i snoRNA, klasy, do jakich naleza snoRNA oraz sekwencje nukleotydowe snoRNA
wraz z zaznaczonymi na niebiesko sekwencjami nukleotydowymi sdRNA.

Suma RPM

Nazwa sdRNA

Dlugo$é
SdRNA

Nazwa snoRNA

Dlugo$é
SNORNA

Klasa snoRNA

Sekwencja snoRNA (5° 2 3°)
sekwencja sdRNA zaznaczona na niebiesko

493,99

hsa-miR-664a-3p

22

SNORA36B

131

H/ACA

UUCCAAAGUGUUAAGUUCAGUUCAGGGUAGCUUCCCU
GCUCUGUUAAUUAAACUUUGGAACAUUGAAACUGGC
UAGGGAAAAUGAUUGGAUAGAAACUAUUAUUCUAUU
CAUUUAUCCCCAGCCUACAAAA

23,32

hsa-miR-664a-5p

23

SNORA36B

131

H/ACA

UUCCAAAGUGUUAAGUUCAGUUCAGGGUAGCUUCCCU
GCUCUGUUAAUUAAACUUUGGAACAUUGAAACUGGC
UAGGGAAAAUGAUUGGAUAGAAACUAUUAUUCUAUU
CAUUUAUCCCCAGCCUACAAAA

45,34

hsa-miR-664b-3p

21

SNORAS36A

131

H/ACA

UUCCAAAGUGUUGAGUUCAGUCCAGGGCAGCuUuUcCccuU
GUUCUGUUAAUUAAACUUUGGGACAUUAAAAUGGGC
UAAGGGAGAUGAUUGGGUAGAAAGUAUUAUUCUAUU
CAUUUGCCUCCCAGCCUACAAAA

0,84

hsa-miR-664b-5p

23

SNORA36A

131

H/ACA

UCCAAAGUGUUGAGUUCAGUCCAGGGCAGCUUCCCUG
UUCUGUUAAUUAAACUUUGGGACAUUAAAAUGGGCU
AAGGGAGAUGAUUGGGUAGAAAGUAUUAUUCUAUUC
AUUUGCCUCCCAGCCUACAAAA

44,68

hsa-mir-3607-5p

21

SNORD138

63

C/ID

GUGCAUGUGAUGAAGCAAAUCAGUAUGAAUGAAUUC
AUGAUACUGUAAACGCUUUCUGAUGUA

0,74

hsa-miR-3607-3p

19

SNORD138

63

C/ID

GUGCAUGUGAUGAAGCAAAUCAGUAUGAAUGAAUUC
AUGAUACUGUAAACGCUUUCUGAUGUA

29,65

20_10199-5p

21

SNORAGO

136

H/ACA

CCUGCAUUCAAAAAUGAUCACGGGCUGCCUGUGCUCU
GGUCAUCAAUAACGCAGGGAGAGGAAUUGCUGAAAG
CCGUUUCCCGUGUUUGGAGGGUUCACACcuGuUcCccU
UUCAAAUGCUGGCGCUUUCACACACUC
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0,47

20_10199-3p

21

SNORAG0

136

H/ACA

CCUGCAUUCAAAAAUGAUCACGGGCUGCCUGUGCUCU
GGUCAUCAAUAACGCAGGGAGAGGAAUUGCUGAAAG
CCGUUUCCCGUGUUUGGAGGGUUCACACCUGUCCCUU
UCAAAUGCUGGCGCUUUCACACACUC

27,15

2_1843-3p

19

SCARNAG

266

Ciatka Cajala

GGUCAAUGAUGAAUGGUAAAAGGUCUGAGUCCUCAG
AUCCCCUCCCGGCAUCCCAGUUAUCCCCAGCUGCCcUC
UCCUCCAUCGCACUUCAGAAGUGCUGCGAUGGGCAG
AAGGGCAGCUGACACUCCGUGAUGUCCCUCAUUCUGU
GUUCCUCCGUGAGCUCAGGGAAGACACUGGUUGGCAU
CCAACAGCUUAGUCACAAAGGGAUUUGAUUGUUGGG
AGUGCUGGUAUCUGUGGCUAUGAUCUGCCUUGUUCAA
GCUGAGACCU

16,63

1_707-5p

20

SNORAT77

125

H/ACA

GCAGACUCACUAUGCACCUGACUGUACUUCCAGGCA
GGUGCUUUUUCUGUCUGCCAGAGAAACAUUCCAGGGU
GCUGUGGCUGCCUCACCUAUCCAGGGCGAUGCAGCUC
CCUGGGGACACAGGU

3,20

1_707-3p

16

SNORAT77

125

H/ACA

GCAGACUCACUAUGCACCUGACUGUACUUCCAGGCAG
GUGCUUUUUCUGUCUGCCAGAGAAACAUUCCAGGGU
GCUGUGGCUGCCUCACCUAUCCAGGGCGAUGCAGCU
CCCUGGGGACACAGGU

15,83

3 2423-5p

22

SNORAG3

135

H/ACA

AAAGCAGGAUUCAGACUACAAUAUAGCUGCUAAGUG
CUGUGUUGUCGUUCCCCCUGCUUAAAAUAAAGUUGUU
UCUUAACUAUACCUGUCUGCUAUUCUCCUGUAGCAGC
CAGGGACGCUUGGUCUCAUACAUGU

0,85

3 2423-3p

19

SNORAG3

135

H/ACA

AAAGCAGGAUUCAGACUACAAUAUAGCUGCUAAGUGC
UGUGUUGUCGUUCCCCCUGCUUAAAAUAAAGUUGUU
UCUUAACUAUACCUGUCUGCUAUUCUCCUGUAGCAGC
CAGGGACGCUUGGUCUCAUACAUGU

14,88

20_10089-5p

20

SNORAS51

132

H/ACA

GGCCUCCUGGUGCUUACCACAGGCUGUGUUCUUACAC
UGACUGUAUAGAAAGAGGAGGUAGAGUAAACCUACC
CCAUAUACACCUCAGCUCAGGCccuGuGccuGaucu
GUAUUGUGAAUGGGGGAACAUAG
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0,73

20_10089-3p

19

SNORAS1

132

H/ACA

GCCUCCUGGUGCUUACCACAGGCUGUGUUCUUACACU

GACUGUAUAGAAAGAGGAGGUAGAGUAAACCUACCCC
AUAUACACCUCAGCUCAGGCCCUGUGCCUGGUCUGUA

UUGUGAAUGGGGGAACAUAG

14,61

X.111.66

20

SNORAL11

131

H/ACA

GGGGUGUGCUCAGAGCAGGGGGCCCAAAGAAUG
GCUCCUCUGUUUACAACACACCCAACAGGAAUC
UGGGGUCAUUGUGAUGAGGGCGUCAAACUUGUG
GCUUCCCUAUGAACAAACGUCCCCCAACACCU

10,62

hsa-mir-1248

26

SNORAS81

178

H/ACA

ACCUUCUUGUAUAAGCACUGUGCUAAAAUUGCAGAC
ACUAGGACCAUGUCUUGGUUUUUGCAAUAAUGCUUGC
AGAGUACACACAAGAAGAAAAGUAACAGCACUAGAU
UGUAAAGACUGGGGUGGACCUCUUUCUUAAUGUCCAA
UGUCCUUUGUCUUAAGAUUUGGUGCAAUAUCU

5,67

hsa-miR-3653-5p

20

SNORD125

96

C/ID

ACCCCUGGCAGCCCCUCCUGAUGAUUCUUCUUCCUG
AGCACGCUCAUGAUGAGCAAACUGAGCCUCUAAGAAG
UUGACUGAAGGGGCUGCUUCCCC

1,49

hsa-miR-3653-3p

18

SNORD125

96

C/ID

ACCCCUGGCAGCCCCUCCUGAUGAUUCUUCUUCCUGA
GCACGCUCAUGAUGAGCAAACUGAGCCUCUAAGAAG
UUGACUGAAGGGGCUGCUUcCcCcC

5,25

17_9367-5p

20

SNORA38B

130

H/ACA

CCUCCUACAAAGGCAUGUCUAUAGUUCCUuGUCUUU
GGACAUGUAAGAAUUGGAGGCAAAGAAAUGUGGACU
UGGAGAAAUCUGGGGCCAGCUUGCUCUCCGCAGGCUC
AAGAUCAACCAUCCCACAUAG

0,14

17_9367-3p

20

SNORA38B

130

H/ACA

CCUCCUACAAAGGCAUGUCUAUAGUUCCUUGUCUUUG
GACAUGUAAGAAUUGGAGGCAAAGAAAUGUGGACUU
GGAGAAAUCUGGGGCCAGCUUGCUCUCCGCAGGCUCA
AGAUCAACCAUCCCACAUAG

0,61

hsa-miR-1291

23

SNORAZ34

136

H/ACA

GUGGCCCUGACUGAAGACCAGCAGUUGUACUGUGGC
UGUUGGUUUCAAGCAGAGGCCUAAAGGACUGUCUUCC
UGUGGUCUGUUGGCUGUUCUGGGACCUCAGUAGGGA
AUGGCUAUUUCAUUUGGAAGAAACAAC

0,23

hsa-miR-3651

23

SNORAS84

132

H/ACA

GCCCUGUGGUUGCUGGAUGCUGUUGUGCAUGGACAGC
UCUCCAGUGGAUUCGAUGGGCCAUAGCAAUCCUGUGA
UUUAUGCAUGGAGGCUGCUUCUCCUCAGCAGCUGCCA
UAGCCCGGUCGCUGGUACAUG
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4.1.2. Walidacja wybranych czasteczek sdRNA oraz ich prekursorow snoRNA w
tkankach GBM

Przeprowadzone sekwencjonowanie RNA umozliwito identyfikacje czasteczek siRNA
0 zmienionym poziomie w tkankach pochodzacych od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM.
W celu identyfikacji SURNA potencjalnie zaangazowanych w rozw6j GBM, walidacji poddano
15 czasteczek SURNA, dla ktérych odnotowano sumaryczng wartos¢ RPM > 1 wraz z ich
prekursorowymi czasteczkami snoRNA. Walidacja zostata przeprowadzona za pomoca metody
RT-qPCR z wykorzystaniem 12 tkanek pochodzacych od pacjentéw ze zdiagnozowanym
GBM. Jako kontroli uzyto komercyjnie dostepnego RNA pochodzacego ze zdrowego modzgu.
Wszystkie poddane walidacji czasteczki sdRNA jak i snoRNA, za wyjatkiem SNORA77,
wykazuja podwyzszony poziom w porownaniu do kontroli zdrowego mozgu. Wsérdd nich

mozemy wyrdzni¢ 3 grupy:

1) czasteczki sdRNA wykazujace podwyzszony poziom w GBM w poréwnaniu do

zdrowego mozgu jak i prekursorow snoRNA (20 %); (Ryc. 5 A-B)

2) czasteczki sdRNA wykazujace podwyzszony poziom w GBM w poréwnaniu do
zdrowego mozgu ale nizszy w poréwnaniu do prekursorow snoRNA (54 %); (Ryc. 5 C-

H)

3) czasteczki sdRNA wykazujace podwyzszony poziom w GBM w pordéwnaniu do
zdrowego moézgu i podobny poziom w porownaniu do prekursoréw snoRNA (26 %);

(Ryc. 5 I-L).

W grupie pierwszej mozemy wyrozni¢ czasteczke sdRNA 1.707-5p, ktoérej poziom w
tkankach GBM jest niemal 6-krotnie wyzszy niz w zdrowym mozgu i jednoczesnie prawie 2,5-
krotnie wyzszy w poréwnaniu do jej prekursorowej SNORA77. Kolejng czasteczka powstajaca
ze SNORAT7 jest 1_707-3p, ktora cechuje ponad 2,5-krotnie wyzszy poziom w tkankach GBM
niz w zdrowym moézgu. SNORAT7 jako jedyna z badanych czasteczek wykazuje nizszy poziom
w GBM anizeli w zdrowym mozgu (Ryc. 5 A). W przypadku czasteczki hsa-miR-1248
obserwujemy prawie 19-krotny wzrost jej poziomu w tkankach GBM w porownaniu do
kontroli, przy 3-krotnie nizszej wartosci poziomu dla jej prekursora SNORAS81. Jednoczesnie,
czasteczka hsa-miR-1248 wykazuje najwyzszy poziom w poréwnaniu do zdrowego mozgu w

stosunku do wszystkich walidowanych czasteczek, zar6wno sdRNA jak i snoRNA (Ryc. 5 B).
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Dla ponad 50 % czasteczek sdRNA obserwujemy podwyzszony poziom w GBM w
porownaniu do zdrowego mozgu, ale nizszy w pordéwnaniu do prekursorow snoRNA
Czasteczki sdARNA pochodzace z prekursorowego SNORDI125 wykazujg ponad 1,5-krotny
wzrost poziomu w poréwnaniu do zdrowego moézgu przy jednoczesnym prawie 3-krotnie
nizszym dla czasteczki hsa-miR-3653-3p i ponad 4-krotnie nizszym dla czasteczki hsa-miR-
3653-5p poziomie w poréwnaniu do SNORD125 (Ryc. 5 C). SHARNA hsa-miR-664a-3p oraz
hsa-miR-664a-5p pochodzace ze SNORA36B wykazujg ponad 5-krotnie wyzszy poziom w
tkankach GBM anizeli w zdrowym mozgu 1 jednocze$nie ponad 2,5-krotnie nizszy oraz 1,5-
krotnie nizszy poziom dla kolejno hsa-miR-664a-3p i hsa-miR-664a-5p w poréwnaniu z
SNORA36B (Ryc. 5 D). W przypadku czasteczki hsa-miR-664b-3p pochodzacej ze
SNORA36A obserwujemy jej prawie 3-krotny wzrost wzgledem zdrowego mozgu, z
jednoczesnym ponad 4,5-krotnie wyzszym poziomem jej prekursora SNORAS36A (Ryc. 5 E).
Podobnie jest w przypadku czasteczki 20 10199-5p pochodzacej ze SNORAG60, ktorej poziom
jest 2,5-krotnie wyzszy anizeli w kontroli i jednocze$nie ponad 5-krotnie nizszy niz SNORA60
(Ryc. 5 F). Ponadto, SNORA36B, SNORA36A, jak i SNORAG0 wykazuja najwyzszy poziom
wsrod walidowanych snoRNA, ktory jest ponad 12-krotnie wyzszy w tkankach GBM niz w
zdrowym moézgu (Ryc. 5 D-F). SARNA 17_9367-5p wykazuje prawie 6-krotnie wyzszy poziom
w tkankach GBM w odniesieniu do kontroli (Ryc. 5 G), natomiast SURNA 2_1843-3p ponad 2-
krotnie wyzszy (Ryc. 5 H). Poziom obydwu tych czasteczek jest 1,5-krotnie nizszy niz ich
prekursorow, kolejno SNORA38B i SCARNAG (Ryc. 5 G-H).

W ostatniej grupie wszystkie sARNA posiadajg zblizony poziom w poréwnaniu do
zdrowego mozgu w odniesieniu do swoich prekursorow. W tej grupie czasteczek, najwyzszym
poziomem w tkankach GBM w poréwnaniu do zdrowego mézgu charakteryzuja si¢ siRNA
3_2423-5p (Ryc. 2 1) oraz 20_10089-5p (Ryc. 2 J). Czasteczk¢ sARNA X 11166-5p cechuje
prawie 3-krotnie wyzszy poziom w tkankach GBM niz w zdrowym mozgu (Ryc. 2 K), a hsa-
miR-3607 prawie 2-krotnie wyzszy poziom (Ryc. 2 L).
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Rycina 5. Wzgledny poziom wybranych snoRNA i sdRNA w tkankach pochodzacych od
pacjentow ze zdiagnozowanym GBM (A-L). Wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci = SEM,
znormalizowano wzglgdem genow referencyjnych i przyrownano do RNA pochodzacego ze zdrowego
mozgu. Na wykresie, linia na kolumnie reprezentuje mediang, natomiast znak ,,+” $rednig wartosc¢.
Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomoca testu T Studenta dla prob niezaleznych: ns — nieistotne
statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p < 0,001; **** dla p < 0,0001 brak istotnosci
statystycznej (ns) dla p > 0,05.
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4.2. Potencjal diagnostyczny wybranych czasteczek siRNA oraz SnoORNA
4.2.1. Ocena poziomu wybranych sdRNA oraz snoRNA w podtypach GBM

Wedtug najnowszej klasyfikacji Verhaak’a z 2017 roku, wyrézniamy 3 podtypy GBM:
proneuralny, klasyczny i mezenchymalny, z czego podtyp mezenchymalny charakteryzuje si¢
najwiekszg agresywnoscig, a klasyczny najlepsza odpowiedzia pacjentow na leczenie [65, 66].
Wykonane w Zaktadzie Neuroonkologii Molekularnej sekwencjonowanie RNA tkanek
pochodzacych od pacjentéw ze zdiagnozowanym GBM (n = 26) umozliwito ich stratyfikacje
na wymienione wyzej 3 podtypy molekularne GBM. Wigkszos¢ tkanck GBM (9/12)
wykorzystanych w niniejszej pracy pokryta si¢ z tkankami poddanymi sekwencjonowaniu, co
pozwolito na oceng¢ poziomu zaréwno sdRNA, jak i snoRNA w podtypach molekularnych
GBM.

Poziom wszystkich badanych sdRNA, jak i snoRNA nie réznit si¢ znacznie miedzy
podtypami molekularnymi GBM. Dla czasteczki 1_707-3p, najwyzszy poziom odnotowano w
podtypie mezenchymalnym, charakteryzujacym si¢ najwyzszg agresywnoscia (Srednia = 1,77),
a najnizszy w podtypie proenuralnym o najnizszej agresywnosci. W podtypie
mezenchymalnym wysoki poziom odnotowano dla sdRNA hsa-miR-664a-3p (Srednia = 1,87),
a W podtypie proneuralnym wysoki poziom zaobserwowano dla czgsteczek hsa-miR-3653-3p i
hsa-miR-3653-5p. Czasteczka 2 1843-3p natomiast wykazuje wysoki poziom we wszystkich
podtypach.

Odnosnie prekursorowych czasteczek snoRNA, prawie wszystkie czasteczki za
wyjatkiem SNORA77 oraz SNORA60 w podtypie proneuralnym, wykazywaty wysoki poziom
we wszystkich podtypach. Najwyzsze warto$ci odnotowano dla czasteczki SNORAS81 w
podtypie klasycznym (Srednia = 4,39) i proneuralnym (Srednia = 4,02). W podtypie
mezenchymalnym natomiast najwyzszy poziom zaobserwowano dla czasteczki SCARNAG6, a
jej najnizszy poziom w podtypie proneuralnym. Dla czasteczek SNORA77 i SNORD138

zaohserwowano podobny poziom we wszystkich podtypach (Ryc. 6).
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Rycina 6. Heatmapa przedstawiajaca poziom wybranych sdRNA oraz snoRNA w podtypach
GBM. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartoSci = SEM o istotno$ci statystycznej p < 0,05 i
znormalizowano wzgledem genow referencyjnych.

4.2.2. Analiza poziomu wybranych sdRNA i snoRNA w EV

EV odgrywaja kluczowa rolg w rozwoju i progresji GBM poprzez przenoszenie
obecnych w nich czasteczek do sgsiednich komoérek lub ptyndéw pozakomoérkowych. Wsrod
tych czasteczek, procz biatek, wyrdzniamy rowniez ncRNA, ktore opisane zostaty jako

potencjalne biomarkery diagnostyczne, jak i prognostyczne w GBM [119, 120, 172, 173, 282].

W celu oceny udzialu badanych w niniejszej pracy czasteczek sdRNA oraz ich
prekursorowych snoRNA w rozwoju i progresji GBM, sprawdzono, czy czasteczki te moga by¢
sekwestrowane poza komorke 1 sag obecne w EV. Przy uzyciu gotowego zestawu odczynnikow,
przeprowadzono izolacj¢ EV z medium hodowlanego linii komérkowych U-251 MG oraz U-
118 MG. W celu potwierdzenia poprawnosci wykonanej izolacji, wykonano analiz¢ Western
Blot z uzyciem przeciwciala specyficznego dla biatka CD63 bedacego markerem EV.
Eksperyment potwierdzit obecnos¢ tego biatka we frakcji EV zarowno w linii komorkowej U-

251 MG (Ryc. 7 A), jak i U-118 MG (Ryc. 7 B).

Nastepnie ocenie poddano poziom wszystkich badanych sdRNA oraz snoRNA w
wyizolowanej frakcji. W przypadku czasteczek sdRNA najwyzszy poziom odnotowano dla
czasteczek 20 10199-5p ($rednia = 1,68) oraz hsa-miR-3653-5p ($rednia = 1,33) i hsa-miR-
3653-3p ($rednia = 1,03) w linii komorkowej U-118 MG. Dla wszystkich czasteczek sdRNA z
wyjatkiem wymienionych powyzej oraz czasteczki 1 _707-3p zaobserwowano wyzszy poziom
w EV w linii komorkowej U-251 MG. W tej linii najwyzszy poziom wykazano dla czasteczki
17_9367-5p ($rednia = 1,1). Pozostale czasteczki wykazywaty zblizony poziom ($rednia
pomigdzy 0,62 dla 20 10199-5p a 1,06 dla hsa-miR-3653-5p) (Ryc. 7 C).

84



Najwyzszy ze wszystkich czasteczek zaré6wno sdRNA jak i snoRNA poziom
odnotowano dla SNORA60 w EV pochodzacych z linii komérkowej U-118 MG ($rednia =
2,46). Za wyjatkiem tej czasteczki, wyzszy poziom czasteczek snoRNA w EV odnotowano w
linii komorkowej U-251 MG anizeli U-118 MG. W tej linii komdrkowej najwyzszy poziom
zostat zaobserwowany dla SNORDI138 ($rednia = 1,22), SNORAI11, SNORAS1 ($rednia =
1,14) oraz SNORA38B ($rednia = 1,12) (Ryc. 7 D).
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Rycina 7. Analiza poziomu sdRNA oraz snoRNA w pecherzykach zewnatrzkomérkowych (EV)
GBM. A-B. Western Blot potwierdzajacy obecnos¢ markera CD63 we frakcji EV wyizolowanej z
medium hodowlanego linii komérkowej U-251 MG (A) i U-118 MG (B). C-D. Heatmapa
przedstawiajaca poziom wybranych sdRNA (C) oraz snoRNA (D) w EV w linii komérkowej U-118
MG i U-251 MG. Wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci = SD o istotnosci statystycznej p < 0,05
i znormalizowano wzglgdem gendw referencyjnych.

4.2.3. Analiza poziomu wybranych sdRNA oraz snoRNA w plazmie pacjentow ze

zdiagnozowanym GBM

Ptyny ustrojowe, takie jak krew czy ptyn mozgowo-rdzeniowy, s3 istotnym zrodtem
informacji, umozliwiajagcym identyfikacje biomarkeréw RNA. Biomarkery RNA mogg by¢
obecne w plazmie pacjentdw zardwno jako wolnokrazace czasteczki, jak i obecne w EV. Wsréd
nich czasteczki MIRNA czy IncRNA okazalty si¢ by¢ obiecujacymi markerami zaréwno

diagnostycznymi, jak i prognostycznymi pacjentow z GBM [118, 283].

Aby oceni¢ potencjat diagnostyczny badanych w niniejszej pracy SARNA oraz ich

prekursorowych snoRNA, sprawdzono ich obecno$¢ w plazmie pacjentéw ze zdiagnozowanym
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GBM (n =4). W niniejszej pracy, plazma zostata oddzielona od obecnych w niej komorek przy
pomocy wirowania przy wysokich obrotach, tak wigc obecne w niej czasteczki s3
wolnokrazace, bagdz moga by¢ obecne w EV. W pierwszej kolejnosci ocenie poddano poziom
markerow plazmy - hsa-miR-21, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-20a-5p i hsa-miR-181b
wybranych na podstawie danych literaturowych [161, 163, 164]. Wszystkie z wymienionych
markeréw byly obecne we wszystkich czterech probkach krwi pochodzacych od pacjentow z

GBM (Ryc. 8 A).

Kolejno zweryfikowano obecno$¢ sdRNA i snoRNA w plazmie wyizolowanej z krwi
pacjentoéw z GBM, gdzie w znacznej wigkszosci prob zostala ona potwierdzona. Trzy z nich
(1_707-3p, hsa-miR-664a-3p i hsa-miR-664b-3p) zostaty zidentyfikowane we wszystkich
czterech probach. Czasteczki 1 _707-5p, 2_1843-3p i 20_10089-5p zaobserwowano w 75 %
prob. Pozostate czasteczki z wyjatkiem niezidentyfikowanych w plazmie hsa-miR-3653-5p i
hsa-miR-664a-5p zostaly wykryte u jednego lub dwoch pacjentow (Ryc. 8 B).

W przypadku czasteczek snoRNA, jedynie SNORA77 1 SNORA63 obecne byly w
plazmie wszystkich pacjentéw, SNORAS81 obecna byta w 75 % prob, natomiast SNORA38B,
SNORD138 i SNORA60 w jednej probie. Pozostate snoRNA nie zostaty wykryte w plazmie
pacjentow (Ryc. 8 C).
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Rycina 8. Analiza poziomu sdRNA oraz snoRNA w plazmie pacjentéw ze zdiagnozowanym
GBM. A. Poziom markerow w plazmie wyizolowanej z krwi pacjentow ze zdiagnozowanym GBM. Na
wykresie kazda kropka odpowiada jednemu pacjentowi. B-C. Heatmapa przedstawiajaca poziom
wybranych sdRNA (B) oraz snoRNA (C) w plazmie pacjentow ze zdiagnozowanym GBM. Wyniki
przedstawiono jako s$rednie wartosci = SD o istotno$ci statystycznej p < 0,05 i znormalizowano
wzgledem gendw referencyjnych.
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4.2.4. Analiza bioinformatyczna obecnos$ci sSdRNA i snoRNA w EV obecnych w

plazmie pacjentow ze zdiagnozowanym GBM

W przeciwienstwie do wolnokrazacych czgsteczek w plazmie, te obecne w EV
charakteryzujg si¢ wicksza stabilno$cig, co czyni je obiecujgcymi biomarkerami GBM [118,
133]. Pozyskanie RNA wyizolowanego z EV obecnych w plazmie pacjentow ze
zdiagnozowanym GBM pozwolitoby oceni¢, czy obecne w EV czasteczki sdRNA, jak i
snoRNA sg w stanie przekroczy¢ BBB i dosta¢ si¢ do krwioobiegu, jak réwniez, czy te obecne
w plazmie sa wolnokrazace, czy znajduja si¢ w EV. Natomiast aby oceni¢ potencjal
diagnostyczny czasteczek sdRNA i snoRNA, nalezatoby porowna¢ ich poziom w plazmie

pacjentow z GBM z plazma zdrowych osob.

W celu porownania uzyskanych w niniejszej pracy wynikow dotyczacych obecnosci
sdRNA oraz snoRNA zarowno w EV, jak i plazmie pochodzacej od pacjentow ze
zdiagnozowanym GBM, postuzono si¢ danymi pochodzacymi z sekwencjonowania RNA
zaczerpnigtymi z repozytorium NCBI Gene Expression Omnibus (GEO). Sekwencjonowaniu
zostalo poddane RNA pozyskane z EV wyizolowanych z plazmy pacjentow ze
zdiagnozowanym GBM oraz RNA z plazmy zdrowych osob z grupy kontrolnej (HC, ang.
healthy control) dobranych pod wzgledem wieku i1 pici z uzyciem metody SEC, ktoéra
umozliwia izolacje pecherzykow zewnatrzkomorkowych na podstawie ich rozmiaru. Podczas
badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy nie udato si¢ pozyska¢c RNA z EV
wyizolowanych z plazmy ze wzglgdu na niewystarczajgca ilo$¢ krwi pochodzacej od pacjentow

ze zdiagnozowanym GBM, z tego wzgledu postuzono si¢ danymi z repozytorium.

Analiza wynikow sekwencjonowania zidentyfikowata obecno$¢ szesciu czagsteczek
sdRNA pochodzacych ze snoRNA, zar6wno w EV wyizolowanych z krwi pacjentow z GBM,
jak 1 zdrowych os6b (HC). Cztery ze zidentyfikowanych sdRNA to czasteczki badane w
niniejszej pracy: hsa-miR-3653-3p, hsa-miR-1248, hsa-miR-664a-3p oraz hsa-miR-664b-3p.
Najwiekszg liczbe transkryptow na milion (TPM, ang. transcripts per milion) wykazano dla
czasteczki hsa-miR-664a-3p, ktora zostala jednoczesnie odnotowana w najwigkszej liczbie
prob. Z kolei czasteczka hsa-miR-3651 zostata zidentyfikowana tylko w jednej probie
pochodzacej z EV wyizolowanych z plazmy zdrowych oséb (Ryc. 9 A). Heatmapa przedstawia
wyniki wystandaryzowane przy pomocy z-score. Z-score dla prob GBM obrazuje, jak poziom
sdRNA w konkretnej probie (przyktadowo GBMO1) rozni si¢ od $redniego poziomu SARNA

we wszystkich probach GBM. Kolory czerwony i fioletowy oznaczaja, Ze poziom sdRNA w
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konkretnej probie GBM jest wyzszy niz srednia w grupie GBM, natomiast kolory jasnoszary i
ciemnoszary oznaczajg nizszy poziom. Analogicznie, z-score dla prob kontrolnych nalezy
interpretowa¢ w ten sam sposOb. Przeprowadzona analiza nie wykazata zadnego wzorca
poziomu zidentyfikowanych sidRNA w EV pacjentoéw z GBM wzgledem kontroli. Dla sidRNA
hsa-miR-664a-3p odnotowano podwyzszony poziom w EV wyizolowanych z plazmy
pacjentdow z GBM jedynie w 40 % prob, dla pozostatych sdRNA liczba préob, gdzie poziom
sdRNA u pacjentow z GBM przewyzszat poziom sdRNA u 0s6b zdrowych byta nizsza (Ryc. 9
B). Réznicowa analiza poziomu (DGE, ang. Differential Gene Expression) pomiedzy probami

GBM a kontrola, nie wykazala istotnie statystycznych zmian w poziomie sdRNA.
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Rycina 9. Analiza obecnosci sdRNA w EV obecnych w plazmie pacjentow ze zdiagnozowanym
GBM i zdrowych oséb. A. Wykres kolumnowy przedstawiajgcy liczbe transkryptéw na milion (TPM)
czgsteczek sdRNA obecnych w plazmie pacjentow ze zdiagnozowanym GBM i zdrowych oséb. B.
Heatmapa przedstawia poziom SURNA w EV obecnych w plazmie pacjentéw ze zdiagnozowanym GBM
oraz zdrowych osob (HC) wystandaryzowany przy pomocy z-score. Kolorem czerwonym zaznaczono
SdRNA pokrywajace si¢ z badanymi w niniejszej pracy

W przypadku czasteczek snoRNA obecnych w EV w plazmie pacjentow ze
zdiagnozowanym GBM, a takze plazmie osob zdrowych, zidentyfikowano 219 czasteczek.
Sposrdod nich, 8 snoRNA pokrylo si¢ z badanymi w niniejszej pracy, nalezg do nich: SNORA77,
SNORD125, SNORA36B, SNORA36A, SNORA38B, SNORAG63, SNORAS51 i SNORA11.
Tak jak w przypadku opisanych powyzej sdRNA, heatmapa przedstawia wyniki
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wystandaryzowane przy pomocy z-score. Wyniki wskazuja, ze wigkszos¢ snoRNA wykazuje
podwyzszony poziom w EV wyizolowanych z plazmy pacjentow ze zdiagnozowanym GBM,
anizeli plazmy osob zdrowych (Ryc. 10). DGE snoRNA pomig¢dzy probami GBM a kontrolg
(wartosci log2FC), wykazala, ze 2 czgsteczki snoRNA wykazuja nizszy poziom w EV
wyizolowanych z plazmy pacjentow z GBM w pordwnaniu do plazmy zdrowych osob:
SNORA33 o wartosci log2FC = - 2,56 oraz SNORA36B bedaca jedng z badanych w niniejszej
pracy snoRNA o wartosci log2GFC = - 1,4 (Ryc. 11 A). Wartosci TPM w analizowanych
probach dla tych czasteczek wykazaty, ze liczba czasteczek SNORA36B jest wyzsza zarowno
w EV wyizolowanych z plazmy pacjentoéw z GBM, jak i zdrowych oséb w poréwnaniu do

liczeby czasteczek SNORA33 (Ryc. 11 B).
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Rycina 10. Heatmapa przedstawia poziom sdRNA w EV obecnych w plazmie pacjentow ze
zdiagnozowanym GBM oraz zdrowych osob (HC) wystandaryzowany przy pomocy z-score. Kolorem
czerwonym zaznaczono snoRNA pokrywajace si¢ z badanymi w niniejszej pracy.
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Rycina 11. Identyfikacja ShoRNA w EV obecnych w plazmie pacjentow ze zdiagnozowanym GBM
i zdrowych osob. A. Wartosci log2FC dla czasteczek SNORA33 i SNORA36B o nizszym poziomie w
EV wyizolowanych z plazmy pacjentow z GBM w pordéwnaniu do zdrowych osob. B. Wykres
kolumnowy przedstawiajacy liczbe transkryptow na milion (TPM) czasteczek SNORA33 i SNORA36B
w badanych probach.

Tabela 40 zawiera podsumowanie zgromadzonych wynikéw dotyczacych obecno$ci
sdRNA w EV z medium hodowlanego GBM oraz w plazmie pacjentow ze zdiagnozowanym
GBM, a takze ich poziomu w EV obecnych w plazmie pacjentow z GBM. Tabela 41 zawiera
natomiast podsumowanie wyzej opisanych wynikow dotyczace snoRNA.

Tabela 40. Obecnos¢ sdRNA w EV pozyskanych z medium hodowlanego komérek GBM i w
plazmie pacjentow z GBM, a takze liczba prob, w ktérych poziom sdRNA w EV pozyskanych z
plazmy pacjentéow z GBM byl podwyzszony. Legenda: obecnos¢ w EV: +++++++ odnotowano

bardzo wysoki poziom, ++ odnotowano wysoki poziom, + odnotowano nisko poziom; obecno$¢ w
plazmie: - brak; podwyzszony poziom w EV w plazmie: - nie odnotowano

Nazwa sdRNA Ol\:\chn\(/)éc' Obecn(zré]é:w4§)lazmie POdeggm g)z)nzi;n;lz\;v EV
1 707-5p + 3 -
1 707-3p + 4 -
hsa-miR-1248 + 1 1
hsa-miR-3653-3p + 2 4
hsa-miR-3653-5p ++ - -
hsa-miR-664a-3p + 4 5
hsa-miR-664a-5p + - -
3.2423-5p + 1 -
17_9367-5p ++ 2 -
hsa-miR-664b-3p + 4 2
X_11166-5p + 1 -
2 1843-3p + 3 -
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hsa-miR-3607-5p + 3 -
20_10089-5p + 3 -
20_10199-5p ++ 2 -

Tabela 41. Obecnosé SNORNA w EV pozyskanych z medium hodowlanego komérek GBM i w
plazmie pacjentow z GBM, a takze liczba préb, w ktérych poziom sdRNA w EV pozyskanych z
plazmy pacjentow z GBM byl podwyzszony. Legenda: obecnos¢ w EV: +++++++ odnotowano
bardzo wysoki poziom, ++ odnotowano wysoki poziom, + odnotowano nisko poziom; obecno$¢ w
plazmie: - brak; podwyzszony poziom w EV w plazmie: - nie odnotowano

Nazwa snoRNA Obecnos¢ Obecnos¢ w plazmie  Podwyzszona obecno$¢ w EV

w EV (n=4) w plazmie (n = 12)
SNORA77 ++ 4 5
SNORAS81 + 3 -
SNORD125 ++ - 3
SNORAZ36B ++ - 6
SNORAG3 + 4 4
SNORA38B + 1 3
SNORA36A + - 2
SNORAL11 +++ - 2
SCARNAG + - -
SNORD138 + 1 -
SNORAS51 + - 6
SNORAG0 o+t 1 -

4.3. Charakterystyka wybranych czasteczek sdRNA oraz snoRNA

W celu okreslenia potencjalnej roli czasteczek sARNA w GBM, do dalszych analiz
wybrano czasteczki SURNA charakteryzujace si¢ najwyzszym poziomem w tkankach GBM w
poréwnaniu do zdrowego moézgu, jak i wyzszym poziomem w poréwnaniu do ich prekursorow
snoRNA: 1_707-5p wraz z prekursorowg SNORA77 oraz hsa-miR-1248 wraz z prekursorowg
SNORAS81. Dodatkowo, w celu oceny potencjalnego oddziatywania miedzy czasteczkami
sdRNA pochodzacymi z tej samej prekursorowej, wybrano réwniez czasteczke 1 707-3p

pochodzaca ze SNORA77.
4.3.1. Analiza struktur drugorzedowych SNORA77 oraz SNORAS1

Celem ustalenia, w ktorym miejscu struktury snoRNA lokuja si¢ pochodzace z nich
czasteczki sdRNA, wygenerowano struktury drugorzedowe snoRNA z uzyciem narzedzia

RNAfold. Wygenerowana struktura drugorzedowa SNORA77 o dlugosci 125 nukleotydow
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zawiera potencjalnie dwie czasteczki sARNA: 1 _707-5p o dlugosci 20 nukleotydow lokujaca
si¢ pomigdzy 1 a 21 nukleotydem, umiejscowiona blizej konca 5’ oraz 1_707-3p o dtugosci 16
nukleotydow znajdujaca si¢ pomigdzy 71 a 88 nukleotydem blizej konca 3°. Zar6wno sdRNA
1 707-5p jak i 1_707-3p sytuujg si¢ w obrebie struktury ,,spinki do wlosow”, a doktadniej w
regionach dwuniciowych, pomiedzy ktorymi wystepuje petla wewnetrzna, a czasteczka 1_707-
3p obejmuje dodatkowo fragment petli zewngtrznej (Ryc. 12 A). W przypadku struktury
drugorzedowej SNORASI o dtugosci 178 nukleotydow zidentyfikowano potencjalnie sdRNA
hsa-miR-1248 o dtugos$ci 27 nukleotydow, lokujacg si¢ miedzy 1 a 28 nukleotydem blizej konca
5°. Czasteczka hsa-miR-1248 obejmuje dwa regiony dwuniciowe przerwane dwiema petlami
wewnetrznymi. Co wigcej, w obrebie sekwencji SNORAS81 miedzy 1 a 104 nukleotydem
miesci si¢ czasteczka pre-miR-1248, ktora obejmuje sekwencj¢ hsa-miR-1248 (Ryc. 12 B).
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Rycina 12. Struktury drugorzedowe SNORA77 i SNORAS81 wraz z lokujacymi si¢ w nich czasteczkami sdRNA. A. Struktura drugorzedowa SNORA77
wraz z zaznaczonymi na z6tto sekwencjami sdRNA: 1 707-5p oraz 1_707-3p. B. Struktura drugorzegdowa SNORAS81 wraz z zaznaczong na zo6tto sekwencja
sdRNA hsa-miR-1248 oraz na r6zowo sekwencjg pre-miR-1248.
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4.3.2. Ocena korelacji miedzy 1_707-5p oraz 1_707-3p a ich prekursorem
SNORAT7

W celu oceny potencjalnej zaleznosci miedzy czasteczkami sdRNA 1 707-5p oraz
1 707-3p a ich prekursorowg SNORA77 okreslono korelacj¢ miedzy ich poziomami w
tkankach pochodzacych od pacjentéw ze zdiagnozowanym GBM. Analiza umozliwila
okreslenie, czy czasteczka SNORAT77 jest potencjalnym prekursorem dla sdRNA 1_707-5p
oraz 1 707-3p oraz czy badane czagsteczki sARNA mogg powstawaé rownolegle z ich
prekursorowg. Zaréwno czgsteczka 1 707-5p, jak i 1 _707-3p wykazaly silng pozytywng
korelacje ze SNORA77 o warto$ci wspotczynnika korelacji ,,r” wynoszacym odpowiednio
0,8958 oraz 0,7574 (Ryc. 13 A-C).

Aby okresli¢, czy proporcja migdzy sdRNA a ich prekursorami zmienia si¢ w zaleznosci
od stanu chorobowego, oceniono rdwniez poziom tych czgsteczek znormalizowany do genow
referencyjnych w zdrowym modzgu oraz w tkankach GBM. W przypadku czasteczek siARNA
1 707-5p oraz 1_707-3p odnotowano wyzszy poziom w GBM w odniesieniu do zdrowego
mozgu, natomiast dla ich prekursorowej SNORA77 zaobserwowano odwrotny stosunek —
poziom czasteczki SNORA77 byt wyzszy w zdrowym moézgu anizeli w GBM. Jednoczes$nie
sdRNA 1 707-5p wykazalo prawie 13-krotnie nizszy poziom w zdrowym mozgu niz
czasteczka 1_707-3p (Ryc. 13 D).
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Rycina 13. Ocena Kkorelacji miedzy sdRNA 1 707-5p oraz 1_707-3p a ich potencjalng
prekursorowa SNORA77. A-C. Wspbdlczynnik korelacji Pearsona migdzy sdRNA 1_707-5p (A) oraz
1_707-3p (B) a ich prekursorem SNORA77. D. Poziom SNORA77, 1_707-5p i 1_707-3p w tkankach
pochodzacych od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM oraz w zdrowym mézgu. Wyniki przedstawiono
jako $rednie wartoséci = SEM i znormalizowano wzgledem genow referencyjnych. Istotno$¢ statystyczna
obliczona za pomoca testu T Studenta dla prob niezaleznych: ns — nieistotne statystycznie; * dla p <
0,05; ** dlap <0,01; *** dla p <0,001; **** dla p < 0,000;1 brak istotnosci statystycznej (ns) dla p >
0,05.

4.3.3. Ocena korelacji miedzy hsa-miR-1248 a jej potencjalnymi prekursorami

Analiza struktury drugorzedowej SNORAS81 wykazata, ze czasteczka pre-miR-1248
bedaca potencjalnie prekursorem dla sdRNA hsa-miR-1248 lokuje si¢ w obrebie sekwencji
SNORAS81. W celu okreslenia, czy czasteczka SNORAS8L jest potencjalnym prekursorem
zarowno dla czasteczki pre-miR-1248, jak i hsa-miR-1248 oraz czy badane czasteczki moga
powstawac rownolegle z ich prekursorowg, w pierwszej kolejnosci poddano ocenie poziom pre-
miR-1248 w tkankach pochodzgcych od pacjentéw ze zdiagnozowanym GBM. Aby rozr6znic¢
czasteczke pre-miR-1248 od czasteczki SNORASI, startery zostaly zaprojektowane w taki
sposob, aby produkt amplifikacji SNORAS1 nie obejmowat fragmentu pre-miR-1248. Diugosé¢
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tego fragmentu wynosi zaledwie 75 nukleotydow, a zaprojektowane startery wykazywaty
wysoka niespecyficzno$¢ badz laczyly si¢ w dimery. Z tego wzgledu zaprojektowano startery
tak, aby starter sensowny (ang. forward) byt taki sam dla amplifikacji obydwu czgsteczek, a
starter antysensowny (ang. reverse) dla czasteczki SNORAS1 obejmowat fragment sekwenciji
nieobejmujacy pre-miR-1248. Schemat zaprojektowanych starterow zostal przedstawiony na
Rycinie 14. Nastgpnie, w celu oceny poziomu czasteczki pre-miR-1248, poziomy obydwu
czgsteczek: pre-miR-1248 oraz SNORAR8I zostaly znormalizowane do gendéw referencyjnych,
kolejno od poziomu pre-miR-1248 odj¢to poziom czgsteczki SNORAS81, a nast¢gpnie wynik ten

zostal przyrownany do zdrowego mozgu.

SNORAS1 — > «—

I STARTER 1 STARTER2 [ |
pre-miR-1248 —> «——

| STARTER 1 STARTER3 | |

hsa-miR-1248

I

Rycina 14. Schemat projektowania starteréw w celu identyfikacji czasteczek SNORAS]1 oraz pre-
MiR-1248. Para starteréw 1 i 2 stuzy do amplifikacji czasteczki SNORAS1, natomiast para starteréw 1
i 3 do amplifikacji zarowno czasteczki pre-miR-1248 jak i SNORAS81.

Podobnie jak w przypadku czasteczek SNORAS81 oraz hsa-miR-1248, odnotowano, ze
poziom czasteczki pre-miR-1248 w tkankach pochodzacych od pacjentéw ze zdiagnozowanym
GBM byt wyzszy anizeli w zdrowym mézgu (ponad 27-krotnie). Jednoczesnie, pre-miR-1248
wykazat podwyzszony poziom réwniez wzglegdem SNORARSI (prawie 5-krotnie wyzszy) i hsa-
miR-1248 (prawie 1,5-krotnie wyzszy) (Ryc. 15 A). Kolejno ocenie zostata poddana korelacja
miedzy czgsteczkami SNORAS81L, pre-miR-1248 i hsa-miR-1248. Wyniki wskazaty na brak
istotnej statystycznie korelacji zarowno miedzy hsa-miR-1248 a SNORAS8L, hsa-miR-1248 a
pre-miR-1248 oraz SNORAS8L a pre-miR-1248 (Ryc. 15 B-E). Ocena znormalizowanego
poziomu tych czasteczek w zdrowym moézgu 1 tkankach GBM wykazata wyraznie wyzszy
poziom wszystkich czasteczek w GBM anizeli w zdrowym modzgu. Jednoczesnie

zaobserwowano, ze w zdrowym moézgu najwyzszy poziom wykazala czasteczka SNORAS1
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(0,46) a dla potencjalnie powstajacych z niej czasteczek pre-miR-1248 oraz hsa-miR-1248
odnotowano tendencj¢ spadkowa — poziom czasteczki pre-miR-1248 byt ponad 3-krotnie
nizszy anizeli SNORARSI, a poziom czgsteczki hsa-miR-1248 prawie 3-krotnie nizszy niz pre-
miR-1248 i ponad 9-krotnie nizszy niz SNORAS8L (Ryc. 15 F).
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Rycina 15. Ocena korelacji miegdzy hsa-miR-1248 a jej potencjalnymi prekursorami pre-miR-
1248 oraz SNORAB8L. A. Wzgledny poziom SNORAS1, pre-miR-1248 oraz hsa-miR-1248 w tkankach
pochodzacych od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM. Wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci +
SEM, znormalizowano wzgledem gendéw referencyjnych i przyrownano do RNA pochodzacego ze
zdrowego mozgu. Na wykresie, linia na kolumnie reprezentuje mediane, natomiast znak ,,+” $rednig
warto$¢. B-E. Wspotczynnik korelacji Pearsona migdzy hsa-miR-1248 a SNORAB81 (B), hsa-miR-1248
a pre-miR-1248 (C), SNORAS8L a pre-miR-1248 (D). F. Poziom SNORAS81, pre-miR-1248 oraz hsa-
miR-1248 w tkankach pochodzacych od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM oraz w zdrowym mozgu.
Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci £ SEM i znormalizowano wzgledem genoéw
referencyjnych. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomoca testu T Studenta dla préb niezaleznych: ns
— nieistotne statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p < 0,001; **** dla p < 0,000;1 brak
istotnosci statystycznej (ns) dla p > 0,05.
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4.3.4. Ocena zalezno$ci miedzy snoRNA a ekspresja ,,genéw gospodarza”

Wigkszo$¢ ,,genow gospodarza” (ang. host genes), z ktorych intronéw powstajg
snoRNA to geny kodujgce biatka, ale mogg to by¢ rowniez geny nieckodujgce biatek [180].
SNORAT7 pochodzi z intronu 20 genu ATP2B4, kodujgcego biatko blonowe PMCA4 (Ryc. 16
A). Nalezy ono do rodziny ATPaz transportujagcych dwuwarto$ciowe jony wapnia na zewnatrz
komorek eukariotycznych [284]. SNORA81 pochodzi natomiast z intronu 7 genu EIF4A2
kodujacego cytoplazmatyczne biatko EIF4A2 - podjednostke kompleksu elF4F biorgcg udziat
W rozpoznawaniu czapeczki, jak i wymagana do wigzania mRNA z rybosomem [285] (Ryc. 16
A). Ekspresja transkryptow ATP2B4 oraz EIF4A2 zostata zbadana w tych samych 12 tkankach
pochodzacych od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM, w ktorych ocenie poddano poziom
czasteczek snoRNA oraz sdRNA. Zarowno ATP2B4 jak i EIF4A2 wykazatly podwyzszony
poziom ekspresji w tkankach GBM w poroéwnaniu do zdrowego mozgu. Gen ATP2B4 ulegat
ponad 5-krotnie wyzszej ekspresji wzglgdem kontroli, przy jednoczesnym 2-krotnie wyzszym
poziomie w poréwnaniu do czasteczek SNORA77 i 1 _707-3p i podobnym w odniesieniu do
sdRNA 1_707-5p. Z kolei EIF4A2 ulegat ponad 1,5-krotnie wyzszej ekspresji w tkankach
pacjentow wzgledem zdrowego mozgu, jednakze wykazuje nizszy poziom anizeli SNORASI
(4-krotnie nizszy) i hsa-miR-1248 (12-krotnie nizszy) (Ryc. 16 B). Analiza korelacji miedzy
»genami gospodarza” a pochodzacymi od nich snoRNA, nie wykazata istotnie statystycznej
zalezno$ci zardwno miedzy ATP2B4 i SNORA77, jak i EIF4A2 i SNORASI (Rys. 16 C-D).
Aby oceni¢ potencjalny udziat transkrytpow ATP2B4 i EIF4A2 w gliomagenezie, okreslono
ich poziom ekspresji w zdrowym moézgu jak i tkankach pochodzacych od pacjentow ze
zdiagnozowanym GBM. W obydwu przypadkach zaobserwowano wyzszy poziom ekspresji w
tkankach GBM anizeli w zdrowym mozgu: prawie 5-krotnie wyzszy w przypadku ATP2B4 i
1,5-krotnie wyzszy w przypadku EIF4A2 (Rys. 16 E).
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Rycina 16. Ocena korelacji miedzy SNORA77 oraz SNORAS81 a ekspresja ,,genéw gospodarza”.
A. Schemat przedstawia lokalizacje¢ czasteczek snoRNA oraz SARNA w sekwencji ,,genéw gospodarza”.
B. Wzgledny poziom ekspresji genow ,,gospodarza” oraz wzgledny poziom wybranych snoRNA i
sdRNA w tkankach pochodzacych od pacjentéw ze zdiagnozowanym GBM. Wyniki przedstawiono
jako $rednie wartosci £ SEM, znormalizowano wzgledem genow referencyjnych i przyréwnano do RNA
pochodzacego ze zdrowego mozgu. Na wykresie, linia na kolumnie reprezentuje mediang, natomiast
znak ,,+” $rednig warto§¢. C-D. Wspodtczynnik korelacji Pearsona migdzy ,,genami gospodarza” a
pochodzacymi z nich snoRNA. E. Poziom ekspresji ,,gendow gospodarza” w tkankach pochodzacych od
pacjentow ze zdiagnozowanym GBM oraz w zdrowym moézgu. Wyniki przedstawiono jako s$rednie
warto$ci £ SEM i znormalizowano wzgledem genow referencyjnych. Istotnos$¢ statystyczna obliczona
za pomocg testu T Studenta dla prob niezaleznych: ns — nieistotne statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla
p <0,01; *** dlap <0,001; **** dla p < 0,000;1 brak istotnosci statystycznej (ns) dla p > 0,05.
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4.3.5. Ocena tkankowo-zaleznej specyficznosci wystepowania wybranych
sdRNA oraz snoRNA w liniach komérkowych GBM i nie-GBM

Aby oceni¢ tkankowo-zalezng specyficznos¢ wystepowania wybranych sdRNA oraz ich
prekursorowych snoRNA, oceniono ich poziom w wybranych liniach komoérkowych: zdrowe;j
linii fibroblastow ptucnych (MRC-5), zdrowej linii nerki (HEK-293), liniach pochodzacych z
raka jelita grubego (Caco-2) i raka watroby (HepG2) oraz czterech liniach komérkowych GBM
(U-118 MG, U-251 MG, U-138 MG, U-87 MG). Czasteczka hsa-miR-1248 wykazata
podwyzszony poziom we wszystkich liniach GBM w poroéwnaniu do innych nowotworow, czy
zdrowych tkanek. Podobnag sytuacje zaobserwowano dla czasteczki SNORA77, z wyjatkiem jej
wysokiego poziomu w zdrowych fibroblastach ptucnych (ponad 100-krotnie wyzszy niz w
innych liniach komorkowych nie-GBM 1 okolo 5-krotnie wyzszy poziom niz w GBM). Wysoki
poziom w linii komérkowej MRC-5 odnotowano rowniez dla sdRNA 1_707-3p pochodzacej
ze SNORAT77. Druga pochodna SNORA77 — 1 707-5p wykazata podwyzszony poziom w
liniach GBM, ale rowniez w zdrowej nerce oraz raku jelita grubego. SNORAS81 natomiast
charakteryzowata si¢ podwyzszonym poziomem w liniach komoérkowych nie-GBM w
poréwnaniu z liniami GBM z wyjatkiem jej wysokiego poziomu w linii U-118 MG. Dodatkowo
zaobserwowano réwniez podwyzszony poziom SNORA77 i SNORAS81 w linii komorkowej U-
87 MG (Ryc. 17). Ze wzgledu na wysoki poziom wszystkich badanych czasteczek w liniach
komorkowych U-118 MG oraz U-251 MG, szczegblnie czasteczek sdRNA, zostaly one

wybrane jako linie modelowe w dalszych badaniach.
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Rycina 17. Heatmapa przedstawiajaca zréznicowany poziom wybranych snoRNA i SURNA w
roznych liniach komorkowych GBM oraz nie-GBM. Wyniki przedstawiono jako Srednie wartosci +
SD i znormalizowano wzgledem genow referencyjnych. MRC-5 — zdrowe fibroblasty plucne, HEK-293
— zdrowa nerka, Caco-2 — rak jelita grubego, HepG2 — rak watroby, U-118 MG, U-251 MG, U-138 MG,
U-87 MG — glejak wielopostaciowy (GBM).
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4.3.6. Okreslenie subkomérkowo-zaleznej specyficzno$ci wystepowania

wybranych sdRNA oraz snoRNA

SnoRNA sg zlokalizowane gtéwnie w jaderkach i ciatkach Cajala, a takze mogg krazy¢
pomiedzy nimi [174]. Dowiedziono, ze wigkszo$¢ pochodzacych z nich czasteczek sdRNA
rowniez lokuje si¢ w jadrze, jednakze ze wzgledu na doniesienia o petnionej przez nie funkcji
w procesie interferencji RNA, mogg by¢ one takze obecne w cytoplazmie [175, 219, 220].
Celem poznania zar6wno miejsca biogenezy jak i potencjalnych funkcji wybranych sdRNA, w
pierwszej kolejnosci ocenie poddano ich lokalizacj¢ subkomdrkowa zaréwno w komoérkach
GBM (U-251 MG, U-118 MG) jak i linii zdrowych fibroblastow ptucnych (MRC-5). Aby
potwierdzi¢ prawidlowos¢ wykonanego frakcjonowania, okreslono poziom ekspresji markerow
cytoplazmatycznych (GAPDH ekson-ekson) i jadrowych (GAPDH intron). Startery uzyte do
amplifikacji markera cytoplazmatycznego zaprojektowane zostaty w obrebie sekwencji ekson-
ekson transkryptu GAPDH, a do markera jadrowego w obrgbie sekwencji intronu 2 transkryptu
GAPDH.

W przypadku linii GBM, zaobserwowano podwyzszong ekspresje GAPDH ekson-
ekson w cytoplazmie w poroéwnaniu do frakcji catkowitego RNA w linii komérkowej U-251
MG (Ryc. 18 A), jak i U-118 MG (Ryc. 18 B), przy jednoczesnym obnizonym poziomie
ekspresji tego markera w jadrze, nukleoplazmie i frakcji RNA zwigzanych z chromatyna w
obydwu liniach komérkowych GBM (Ryc. 18 A-B). Rownoczesnie prawidlowos¢ wykonanego
eksperymentu potwierdzila znacznie zwigkszona ekspresja markera GAPDH intron w jadrze,
jak i frakcji RNA zwigzanej z chromatyng, zarowno w linii U-251 MG (Ryc. 18 A), jak i U-
118 MG (Ryc. 18 B).

Wykazano, ze wszystkie wybrane SORNA oraz ich prekursorowe snoRNA byty obecne
w jadrze, a ich udzial we frakcji cytoplazmatycznej byt niemal zerowy (Ryc. 18 C-D).
Jednocze$nie, poziom wszystkich wybranych czasteczek sdRNA jak i snoRNA byl najwyzszy
we frakcji zwigzanej z chromatyng zaréwno w linii komoérkowej U-251 MG jak i U-118 MG
(Ryc. 18 C-D). W przypadku czasteczki 1 _707-5p odnotowano nawet 65-krotnie wyzszy, a dla
czasteczki 1 _707-3p nawet 45-krotnie wyzszy poziom w tej frakcji w pordwnaniu z frakcja
catkowitego RNA w linii komérkowej U-118 MG (Ryc. 18 D). W przypadku ich prekursorowej
SNORAT77 zaobserwowano 40-krotnie wyzszy poziom w tej frakcji w linii komorkowej U-251
MG (Ryc. 18 C). Jednoczesnie SNORA77 wykazata najwyzszy poziom w jadrze ze wszystkich

czasteczek (ponad 7-krotnie wyzszy niz we frakcji catkowitej RNA) w obydwu liniach
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komorkowych GBM (Ryc. 18 C-D). W przypadku czasteczki hsa-miR-1248 zaobserwowano
Jje] wyzszy poziom zaréwno w jadrze, jak i frakcji zwigzanej z chromatyng w poréwnaniu z jej
prekursorowa SNORAS81 w obydwu liniach komorkowych (Ryc. 18 C-D). Co wigcej, dla
czgsteczek sdRNA 1.707-3p i hsa-miR-1248 odnotowano réwniez podwyzszony poziom w

nukleoplazmie w porownaniu do frakcji catkowitej RNA (Ryc. 18 C-D).
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Rycina 18. Lokalizacja subkomoérkowa wybranych czasteczek sSnoRNA oraz sARNA w GBM. A-
B. Wzgledny poziom ekspresji markeréow frakcjonowania subkomorkowego we frakcji jadrowe;,
cytoplazmatycznej, nukleoplazmie oraz frakcji RNA zwigzanych z chromatyng w linii komoérkowej U-
251 MG (A) i U-118 MG (B). C-D. Wzgledny poziom wybranych sdRNA i snoRNA we frakcji
jadrowej, cytoplazmatycznej, nukleoplazmie oraz frakcji RNA zwigzanych z chromatyng w linii
komoérkowej U-251 MG (C) i U-118 MG (D). Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci + SD,
znormalizowano wzgledem genow referencyjnych i przyroéwnano do frakcji catkowitej RNA. Istotnosé
statystyczna obliczona zostata za pomocg testu Two-Way ANOVA: ns — nieistotne statystycznie; * dla
p <0,05; ** dla p <0,01; *** dla p <0,001; **** dla p < 0,0001; brak istotnosci statystycznej (ns) dla
p > 0,05.
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Zaréwno biatka, jak i RNA mogg zmienia¢ swoja lokalizacj¢ subkomorkowa w roznych
stanach patologicznych, w tym nowotworach. Zmiana lokalizacji ma znaczenie dla sieci
interakcji a takze petnionej funkcji, wptywajac na rozwdj i inwazje nowotworu [286, 287]. Aby
ocenié, czy jadrowa lokalizacja wybranych sdRNA jest specyficzna dla GBM, zbadano ich
poziom réowniez w linii komorkowej zdrowych fibroblastow ptucnych (MRC-5). Poziom
ekspresji markerow cytoplazmatycznego i jadrowego w poszczegdlnych frakcjach potwierdzity

poprawnos¢ wykonanego eksperymentu (Ryc. 19 A).

Potwierdzono jednocze$nie obecno$¢ wszystkich wybranych sdRNA wraz z ich
prekursorowymi snoRNA w jadrze komérkowym (Ryc. 19 B). Najwyzszy poziom w jadrze
wzgledem frakcji catkowitej RNA odnotowano dla sdRNA 1.707-5p (ponad 13-krotnie
wyzszy). Podobnie jak w liniach komorkowych GBM, najwyzszy poziom wszystkich badanych
czasteczek sdRNA i1 snoRNA zostal okreslony we frakcji RNA zwigzanej z chromatyng (prawie
140-krotnie wyzszy dla sdRNA 1.707-5p i ponad 50-krotnie wyzszy dla jej prekursorowe;j
SNORAT77). W przypadku hsa-miR-1248 zaobserwowano wyzszy poziom zaréwno w jadrze,
jak 1 frakcji zwigzanej z chromatyng w poréwnaniu z jej prekursorowg SNORAS81 réwniez w
linii komérkowej MRC-5. W linii fibroblastow ptucnych, rowniez dla tych samych czasteczek
sdRNA: 1.707-3p i hsa-miR-1248 odnotowano podwyzszony poziom w nukleoplazmie w
poréownaniu do frakcji catkowitej RNA (Ryc. 19 B).
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Rycina 19. Lokalizacja subkomérkowa wybranych czasteczek snoRNA oraz sdRNA w zdrowych
fibroblastach ptucnych. A. Wzgledny poziom ekspresji markerow frakcjonowania subkomorkowego
we frakcji jadrowej, cytoplazmatycznej, nukleoplazmie oraz frakcji RNA zwiazanych z chromatyng w
linii komérkowej MRC-5. B. Wzgledny poziom wybranych sdRNA i sSnoORNA we frakcji jadrowe;j,
cytoplazmatycznej, nukleoplazmie oraz frakcji RNA zwigzanych z chromatyng w linii komorkowej
MRC-5. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci + SD, znormalizowano wzgledem genow
referencyjnych i przyrownano do frakcji catkowitej RNA. Istotno$¢ statystyczna obliczona zostata za
pomoca testu Two-Way ANOVA: ns — nieistotne statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla
p <0,001; **** dla p < 0,0001; brak istotnosci statystycznej (ns) dla p > 0,05.
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Doniesienia literaturowe wskazuja na mozliwe dzialanie hsa-miR-1248 w procesie
interferencji RNA poprzez obnizenie poziomu ekspresji OGG1 [246]. Sugerowac to moze jego
cytoplazmatyczng lokalizacje w astrocytach, dlatego tez w celu doktadnej oceny lokalizacji
subkomorkowej tej czasteczki, przeprowadzono badanie z wykorzystaniem znakowania
fluorescencyjnego i detekcji z wykorzystaniem metody FISH. Zastosowano sondy znakowane
fluorescencyjnie zaprojektowane wobec sekwencji hsa-miR-1248 oraz jej prekursorowej
SNORAS1. Wyniki wskazujg na jadrowg lokalizacj¢ obydwu badanych czasteczek zarowno w
linii komorkowej U-251 MG jak i U-118 MG (Ryc. 20).

DAPI hsa-miR-1248 SNORAS1 merge

U-251 MG

U-118 MG

Rycina 20. Lokalizacja subkomérkowa SNORAS81 oraz hsa-miR-1248 w komorkach GBM z
wykorzystaniem metody FISH. Niebieska fluorescencja (DAPI) — jadro komorkowe; zielona
fluorescencja (FITC) — sonda na hsa-miR-1248; czerwona fluorescencja (Cy3) — sonda na SNORAS8L;
merge — jednoczesnie zastosowane sondy na hsa-miR-1248 i SNORAS..

4.3.7. Poziom wybranych sdRNA oraz snoRNA w warunkach niedoboru tlenu

Wykazano, ze niesprzyjajace warunki S$rodowiska nowotworu, jakim jest
niedotlenienie, maja wptyw na zréznicowany profil ekspresji ncRNA w GBM, w szczegolnosci
INcRNA i miRNA. Te z kolei moga by¢ zaangazowane w procesy autofagii indukowane;j
hipoksja, adaptacji komdrek do warunkow stresowych, a takze wykazujg zwiazek z gorszym
rokowaniem ws$rod pacjentow [115, 288-291]. Dowiedziono, ze nisza hipoksyjna jest wazna
dla utrzymania populacji GSC, odgrywajacej kluczowa role nie tylko w przezyciu komorek, ale
takze w ich roznicowaniu i inwazji [92, 106]. W zwigzku z powyzszymi doniesieniami
literaturowymi, w celu przyblizenia potencjalnej roli sARNA w procesach zwigzanych z
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niedotlenieniem, oceniono poziom zaré6wno wybranych sdRNA, jak i ich prekursorowych
snoRNA w warunkach niedoboru tlenu (1 % O: - hipoksja) w porownaniu do standardowych

warunkow hodowli (21 % Oz — normoksja).

W pierwszej kolejnosci oceniono markery hipoksji GLUT1 oraz PDK1 zaréwno na
poziomie mRNA jak i biatka. Zaobserwowano podwyzszony poziom wybranych markerow w
linii komorkowej U-251 MG (ponad 1,5-krotnie wyzszy poziom ekspresji mRNA w przypadku
obydwu markerow oraz prawie 4-krotnie wyzszy poziom biatka GLUT1 i ponad 2,5-krotnie
wyzszy poziom biatka PDK 1 w poréwnaniu do kontroli) (Ryc. 21 A-B), jak i U-118 MG (ponad
6-krotnie wyzszy poziom ekspresji mRNA oraz prawie 4-krotnie wyzszy poziom biatka
GLUT1 i ponad 6,5-krotnie wyzszy poziom biatka PDK1 w poréwnaniu do kontroli) (Ryc. 21
C-D).

Analiza poziomu wybranych snoRNA oraz sdRNA wskazala na obnizony poziom
sdRNA 1 _707-5p, 1_707-3p oraz hsa-miR-1248 w warunkach niedoboru tlenu, podczas gdy
poziom ich prekursorowych SNORA77 oraz SNORA81 ulega nawet 2,5-krotnemu
podwyzszeniu w przypadku SNORA77 w linii komérkowej U-118 MG (Ryc. 21 E-F). Dla
czasteczki 1 _707-5p zaobserwowano 40 % obnizenie poziomu w linii komérkowej U-251 MG
(Ryc. 21 E) oraz prawie 60 % obnizenie poziomu w linii komérkowej U-118 MG (Ryc. 21 F).
W przypadku czgsteczek sdRNA 1_707-3p oraz hsa-miR-1248 poziom w obydwu liniach spadt
o mniej wigeej 30 % (Ryc. 21 E-F).

Aby oceni¢, czy podwyzszony poziom badanych snoRNA w hipoksji ma zwigzek z
potencjalng funkcja tych czasteczek w warunkach stresowych, czy jest efektem zwigkszonej
ekspresji ich ,,genow gospodarza”, ocenie poddano réwniez poziom transkryptow ATP2B4
oraz EIF4A2, z ktorych powstaja kolejno SNORA77 i SNORAS]1. Nie zaobserwowano zmian
pozioméw ekspresji ,,gendw gospodarza” w warunkach niedoboru tlenu zaré6wno w linii

komérkowej U-251 MG (Ryc. 22 A), jak i U-118 MG (Ryc. 22 B).
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Rycina 21. Poziom wybranych czasteczek sdRNA oraz snoRNA w warunkach niedoboru tlenu. A.
Wzgledny poziom ekspresji markerow hipoksji — GLUT1 i PDK1 w linii komérkowej U-251 MG. B.
Poziom biatka markeré6w hipoksji — GLUT1 i PDK1 w linii komorkowej U-251 MG. C. Wzgledny
poziom ekspresji markeréw hipoksji — GLUT1 i PDK1 w linii komérkowej U-118 MG. D. Poziom
biatka markeréw hipoksji — GLUT1 i PDK1 w linii komoérkowej U-118 MG. E-F. Wzgledny poziom
wybranych czgsteczek sARNA i SNORNA w warunkach niedoboru tlenu w linii komoérkowej U-251 MG
(E) oraz U-118 MG (F). Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci = SD, znormalizowano wzglgdem
genow referencyjnych i przyrownano do warunkéw normoksji. Istotno$¢ statystyczna obliczona za
pomocg testu Two-Way ANOVA: ns — nieistotne statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla
p <0,001; **** dla p < 0,0001; brak istotnosci statystycznej (ns) dla p > 0,05.
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Rycina 22. Poziom ekspresji ,,genéw gospodarza” w warunkach niedoboru tlenu. A-B. Wzgledny
poziom ekspresji ,,genéw gospodarza” — ATP2B4 i EIF4AA2 w linii komorkowej U-251 MG (A) i U-
118 MG (B). Wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci £ SD, znormalizowano wzglgdem genoéw
referencyjnych i przyréwnano do warunkow normoksji. Istotnos$¢ statystyczna obliczona za pomoca
testu Two-Way ANOVA: ns — nieistotne statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p <
0,001; **** dla p < 0,0001; brak istotnosci statystycznej (ns) dla p > 0,05.

4.3.8. Poziom wybranych sdRNA oraz snoRNA we frakcji komorek
macierzystych GBM (GSC)

W celu oceny obecnosci sdRNA, jak i ich prekursorow w populacji GSC, linia
komorkowa U-251 MG zostata frakcjonowaniu z wykorzystaniem gotowego zestawu

odczynnikow z przeciwciatem przeciwko CD133 — markerowi obecnemu na powierzchni GSC.

W pierwszej kolejnosci zidentyfikowano poziom ekspresji markerow frakcji GSC.
Odnotowano ponad 1,5-krotnie wyzszy poziom ekspresji OCT-4 oraz ponad 2,5-krotnie
wyzszy dla NANOG i SOX2 (Ryc. 23 A). W przypadku sdRNA, zaobserwowano prawie 2,5-
krotnie podwyzszony poziom dla czgsteczki hsa-miR-1248 w poroéwnaniu do kontroli, dla
czasteczek 1 _707-5p oraz 1_707-3p nie odnotowano zmian. Natomiast w przypadku czasteczek
snoRNA, poziom czasteczki SNORAS81 wzrost ponad 2-krotnie we frakcji GSC w odniesieniu
do kontroli, a poziom SNORA77 nie zmienit si¢ (Ryc. 23 B).
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Rycina 23. Poziom wybranych czasteczek sdRNA oraz snoRNA we frakcji komorek
macierzystych GBM (GSC). A. Wzgledny poziom ekspresji markerow frakcji komorek macierzystych
—OCT-4, NANOG i SOX2 w linii komorkowej U-251 MG. B. Wzgledny poziom wybranych czasteczek
sdRNA i snoRNA we frakcji komorek macierzystych w linii komorkowej U-251 MG. WyniKki
przedstawiono jako $rednie wartosci = SD, znormalizowano wzglgdem gendéw referencyjnych i
przyrownano do kontroli. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomocg testu Two-Way ANOVA: ns —
nieistotne statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p < 0,001; **** dla p < 0,0001; brak
istotnosci statystycznej (ns) dla p > 0,05.
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4.4. Interakcje siRNA oraz snoRNA z wybranymi bialkami
4.4.1. Ocena poziomu wybranych sdRNA i snoRNA w komérkach GBM z delecjg
genu FUS

Analiza wynikow sekwencjonowania komoérek z delecjag genu FUS ujawnita szereg
SnoRNA 0 zréznicowanym poziomie, a immunoprecypitacja tego biatka potwierdzita jego
wigzanie z czasteczkami snoRNA, co popiera wczesniejsze doniesienia 0 jego wigzaniu z
intronami [238, 292]. Z tego wzgledu, aby oceni¢ znaczenie biatka FUS w biogenezie sARNA,
oceniono poziom wybranych sdRNA oraz ich prekursorowych snoRNA w linii komérkowej U-
87 MG, ktora zostata pozbawiona genu fus z uzyciem techniki CRISPR/Cas9 [238]. Klony z
delecja biatka FUS zostaly pozyskane dzigki uprzejmosci Zaktadu Ekspresji Gendw
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu kierowanego przez dr hab. Dorote
Raczynska, prof. UAM. W komorkach pozbawionych biatka FUS nie odnotowano réznic w
poziomie czasteczek SORNA (Ryc. 24 A-B). W przypadku ich prekursorowych snoRNA,

zaobserwowano, iz poziom SNORA77 wzr6st prawie 2-krotnie, a poziom SNORAS81 obnizyt
sie¢ 0 35 %. (Ryc. 24 A-B).
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Rycina 24. Ocena poziomu wybranych sdRNA oraz ich prekursorowych snoRNA w komérkach
pozbawionych bialka FUS. A-B. Wzgledny poziom wybranych czgsteczek SURNA i sSnoRNA w linii
komoérkowej U-87 MG pozbawionej genu fus. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci + SD,
znormalizowano wzglgdem genéw referencyjnych i przyrownano do komorek kontrolnych typu
dzikiego. Istotno$¢ statystyczna obliczona za pomocg testu Two-Way ANOVA: ns — nieistotne
statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p < 0,001; **** dla p < 0,0001; brak istotnosci
statystycznej (ns) dla p > 0,05.
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4.4.2. Ocena poziomu wybranych sdRNA i snoRNA w komorkach GBM ze

zwiekszonym poziomem bialtka FUS

W celu dalszej oceny wptywu biatka FUS na poziom wybranych czasteczek siRNA
oraz snoRNA, wykonano eksperyment typu ,,nabycie funkcji”. W tym celu uzyto wektora do
nadekspresji genu fus, uzyskanego dzigki uprzejmosci Zaktadu Ekspresji Genéw Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu kierowanego przez dr hab. Dorote Raczynska, prof. UAM.
Aby wyniki byly spdjne z analizg poziomu wybranych czasteczek po delecji genu FUS, procz
linii komdrkowych U-251 MG oraz U-118 MG, eksperyment zostat wykonany réwniez na linii
U-87 MG. Komorki zostaty poddane transfekcji plazmidem ekspresyjnym FUS o stezeniu 250
ng oraz 500 ng i zebrane w celu izolacji catkowitego RNA i biatka w dwoch punktach

czasowych: po 48 hipo 72 h.

W pierwszej kolejnosci, w celu oceny poprawnosci wykonanego eksperymentu, ocenie
poddano poziom zaroéwno transkryptu jak i biatka FUS. Wyniki potwierdzily znaczny wzrost
ekspresji mRNA FUS juz po 48 h od transfekcji, nawet ponad 100-krotny w linii U-251 MG
po 72 h (Ryc. 25 A), czy prawie 60-krotny w linii U-118 MG po 72 h (Ryc. 26 A). Najnizszy
wzrost poziomu ekspresji FUS po 72 h odnotowano w linii U-87 MG (okoto 20-krotny) (Ryc.
27 A). We wszystkich badanych liniach komodrkowych, wzrost poziomu bialka zostat
zaobserwowany po 72 h od transfekcji. Najwyzszy wzrost poziomu biatka odnotowano w linii
komorkowej U-87 MG przy stezeniu plazmidu 500 ng (ponad 7,5-krotny wzrost w poréwnaniu
do kontroli) (Ryc. 27 C), w linii U-251 MG natomiast poziom biatka wzrdst 2-krotnie przy
stezeniu 250 ng i prawie 3-krotnie przy stezeniu 500 ng (Ryc. 25 B), aw linii U-118 MG wzrdst
ponad 2-krotnie przy stezeniu 500 ng (Ryc. 26 B).

Kolejno ocenie zostal poddany poziom wybranych czasteczek siRNA oraz snoRNA.
Po 48 h, zaobserwowano ponad 1,5-krotny wzrost poziomu czasteczek 1 _707-3p oraz hsa-miR-
1248 w linii komorkowej U-251 MG zaréwno przy stezeniu plazmidu 250 ng, jak 1 500 ng
(Ryc. 25 C). Podobng tendencje odnotowano dla tych czgsteczek w pozostatych liniach
komorkowych U-118 MG oraz U-87 MG, jednakze dla czgsteczki hsa-miR-1248 wzrost
zaobserwowano jedynie przy stezeniu plazmidu réwnym 500 ng (Ryc. 26 C, 16 C). W
przypadku prekursorowych snoRNA, w linii U-87 MG poziom czasteczki SNORA77 ulegt
obnizeniu o 35 % w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 27 C). Nie odnotowano zmian w poziomie
czgsteczek 1 707-5p oraz SNORAS81 po 48 h (Ryc. 25 C, 26 C, 27 C). Po 72 h, poziom

czasteczki 1 707-5p wzrost we wszystkich badanych liniach komoérkowych wprost
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proporcjonalnie do st¢zenia plazmidu do nadekspresji fus. Najwyzszy wzrost, bo ponad 7,5-
krotny zaobserwowano w linii komérkowej U-251 MG przy stezeniu plazmidu rownym 500
ng. Po tym samym czasie, dla czasteczek hsa-miR-1248 oraz SNORA77 odnotowano znaczne
obnizenie poziomu w poréwnaniu do kontroli we wszystkich badanych liniach komérkowych.
We wszystkich badanych liniach, poziom czasteczki hsa-miR-1248 ulegl obnizeniu $rednio o
okoto 25 % przy stezeniu plazmidu réwnym 250 ng i $rednio i o okolo 45 % przy stezeniu
plazmidu rownym 500 ng. W przypadku SNORA77, zaobserwowano nawet 80 % obnizenie
poziomu tej czasteczki w linii komdrkowej U-87 MG przy stezeniu plazmidu rownym 500 ng.
W pozostatych liniach, jej poziom malat odwrotnie proporcjonalnie do st¢zenia plazmidu o
srednio 40 — 70 %. W przypadku czasteczki sdRNA 1 707-3p odnotowano 30 % spadek
poziomu w linii komorkowej U-251 MG przy stezeniu plazmidu réwnym 500 ng, natomiast dla
SNORA&8L1 nie odnotowano zmian w jej poziomie po 72 h od transfekcji (Ryc. 25 D, 26 D, 27
D). Warto wspomnie¢, ze analiza poziomu dla czasteczki SNORA77 jest spojna z wynikami
uzyskanymi w linii komorkowej U-87 MG z delecja genu fus, gdzie jej poziom wzrost prawie

2-krotnie (Ryc. 24 A).
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Rycina 25. Analiza poziomu wybranych sdRNA i snoRNA w linii komérkowej U-251 MG ze
zwiekszonym poziomem biatka FUS. A. Wzgledny poziom ekspresji transkryptu FUS po transfekcji
wektorem ekspresyjnym po 48 h i 72 h. B. Wzgledny poziom biatka FUS po transfekcji wektorem
ekspresyjnym po 48 h i 72 h. C-D. Wzgledny poziom wybranych czasteczek sdRNA i snoRNA po
transfekcji wektorem ekspresyjnym po 48 h i 72 h. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci + SD,
znormalizowano wzglgdem genow referencyjnych i przyrownano do nietraktowanych wektorem
komoérek kontrolnych. Istotnos¢ statystyczna obliczona za pomoca testu Two-Way ANOVA: ns —
nieistotne statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p < 0,001; **** dla p < 0,0001; brak
istotnosci statystycznej (ns) dla p > 0,05.
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Rycina 26. Analiza poziomu wybranych sdRNA i snoRNA w linii komérkowej U-118 MG ze
zwiekszonym poziomem biatka FUS. A. Wzgledny poziom ekspresji transkryptu FUS po transfekcji
wektorem ekspresyjnym po 48 h i 72 h. B. Wzgledny poziom biatka FUS po transfekcji wektorem
ekspresyjnym po 48 h i 72 h. C-D. Wzgledny poziom wybranych czasteczek sdRNA i snoRNA po
transfekcji wektorem ekspresyjnym po 48 h i 72 h. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci + SD,
znormalizowano wzglgdem genow referencyjnych i przyrownano do nietraktowanych wektorem
komorek kontrolnych. Istotnos¢ statystyczna obliczona za pomoca testu Two-Way ANOVA: ns —
nieistotne statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p < 0,001; **** dla p < 0,0001; brak
istotnosci statystycznej (ns) dla p > 0,05.
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Rycina 27. Analiza poziomu wybranych sdRNA i snoRNA w linii komérkowej U-87 MG ze
zwiekszonym poziomem biatka FUS. A. Wzgledny poziom ekspresji transkryptu FUS po transfekcji
wektorem ekspresyjnym po 48 h i 72 h. B. Wzgledny poziom biatka FUS po transfekcji wektorem
ekspresyjnym po 48 h i 72 h. C-D. Wzgledny poziom wybranych czasteczek sdRNA i snoRNA po
transfekcji wektorem ekspresyjnym po 48 h i 72 h. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci + SD,
znormalizowano wzgledem genow referencyjnych i przyrownano do nietraktowanych wektorem
komoérek kontrolnych. Istotnos¢ statystyczna obliczona za pomoca testu Two-Way ANOVA: ns —
nieistotne statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p < 0,001; **** dla p < 0,0001; brak
istotnosci statystycznej (ns) dla p > 0,05.
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44.3. Analiza in silico miejsc wiazania snoRNA oraz sdRNA z wybranymi

bialkami

Dowiedziono, ze biatko FUS ma wptyw na poziom snoRNA, a takze moze bra¢ udziat
w biogenezie miRNA poprzez wigzanie do chromatyny w miejscach transkrypcji ich
prekursoréow. Co wigcej, w komorkach z obnizonym poziomem FUS, odnotowano rowniez
obnizony poziom DROSHA, co sugeruje, ze biatko FUS moze by¢ wymagane do rekrutacji
DROSHA w okreslonych loci pri-miRNA [238, 239]. Biorac pod uwage te doniesienia oraz
wczesniejsze wyniki potwierdzajace zroznicowany poziom zaréwno sdRNA i snoRNA po
manipulacji poziomem biatka FUS, aby doktadniej zidentyfikowa¢ interakcje migdzy biatkiem
FUS a DROSHA 1 ich udziat w powstawaniu sdRNA, w pierwszej kolejnosci z uzyciem
narzgdzia STRING wygenerowano sieci interakcji dla obydwu biatek, ktore zostaty
przedstawione na Rycinie 28. Wykonana analiza in silico potwierdzita wigzanie pomiedzy
biatkiem FUS a DROSHA. Biatko FUS wigze si¢ roéwniez z takimi biatkami jak SRSF10,
SOD1, HNRNPC, HNRNPA2B1, TNPOI, TARDBP, ILF3, SFPQ. Bialko DROSHA
natomiast wykazuje miejsca wigzania z P53, AGO1, AGO2, DGCRS, DICERI1, DDXS5,
DDX17, TARBP2 (Ryc. 28).

A -~ SOD1 B

ENSP00000478249

TPS53

O,
: §>,\
Ld \[
SRSF10 ‘ i ’;«ng
\g' 7

NALL TARBP2

Rycina 28. Sieé interakeji bialek powiazanych z bialtkiem FUS (A) i bialkiem DROSHA (B). Linia
fioletowa — potwierdzone eksperymentalnie interakcje migdzy biatkami, linia niebieska — potwierdzone
interakcje migdzy biatkami na podstawie baz danych, linia zielona — przewidywane interakcje migdzy
biatkami na podstawie danych literaturowych, linia czarna — przewidywane interakcje migdzy biatkami
na podstawie wspotwystgpowania biatek.
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Biatka bioragce potencjalnie udzial w przetwarzaniu snoRNA na krotsze sdRNA,
powinny posiada¢ miejsca wigzania z prekursorowymi czasteczkami snoRNA. W celu
identyfikacji bialek jadrowych mogacych potencjalnie wpltywa¢ na biogenez¢ sdRNA,
korzystajac z bazy danych CLIPdb, przeprowadzono analize in silico w poszukiwaniu
potencjalnych miejsc wigzania. Analiza zostala przeprowadzona dla wszystkich biatek
wykazujacych interakcje zaréwno z biatkiem FUS, jak i biatkiem DROSHA a prekursorowymi
SNORAT77 i SNORAS81. Jednoczesnie, w celu oceny potencjalnych funkcji sdRNA, z
wykorzystaniem bazy danych miRTarBase oceniono potencjalne miejsca wigzania mi¢dzy
poszczeg6lnymi biatkami a czasteczkami miRNA. Zaréwno CLIPdb, jak i miRTarBase
korzystaja z danych z sekwencjonowania RNA po zastosowaniu immunoprecypitacji z ,,cross-
linking”. Z uwagi na ograniczone mozliwo$ci bazy danych miRTarBase i brak mozliwosci
oceny potencjalnych miejsc wigzania dla badanych w niniejszej pracy czasteczek sdRNA
1 707-5p oraz 1_707-3p, analizie zostata poddana jedynie czgsteczka hsa-miR-1248. Wyniki
analiz dla czasteczek SNORA77, SNORAS81 oraz hsa-miR-1248 przedstawione zostaty w
Tabeli 42. Analiza wykazata, ze SNORA77 posiada miejsca wigzania dla biatek HNRNPC,
TARDBP oraz AGO2, z czego najwigcej doniesien (44) dotyczy biatka AGO2. Z kolei
SNORASI posiada miejsca wigzania z biatkami FUS, SRSF10, HNRNPC, TARDBP, AGO2,
DGCRS, TARBP2. Podobnie jak w przypadku SNORA77, czasteczka SNORAS81 wykazuje
najwigkszg liczbe notowan dla biatka AGO2 (85). Wigzania miedzy wybranymi biatkami a
czasteczka hsa-miR-1248 nie zostaly potwierdzone w eksperymencie immunoprecypitacji z
,»cross-linking” (Tabela 42).

Tabela 42. Analiza miejsc wigzania pomiedzy bialkami wchodzacymi w interakcje z biatkami
FUS i DROSHA a czasteczkami SNORA77, SNORAB8L oraz hsa-miR-1248.

SNORA77 SNORAS1 hsa-miR-1248
Nazwa biatka Baza danych Liczba Baza danych Liczba Bgza danych Liczba
CLIPdb doniesien CLIPdb doniesien miRTarBase doniesien
FUS Nie - Tak 3 Nie
DROSHA Nie - Nie - Nie

Bialka wchodzace w interakcje z FUS

SRSF10 Nie - Tak 3 Nie
SOD1 Brak danych Brak danych Brak danych
HNRNPC Tak 1 Tak 34 Nie
HNRNPA2B1 Nie - Nie - Nie
TNPO1 Brak danych Brak danych Nie
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TARDBP Tak 7 Tak 27 Nie
ILF3 Nie Nie Brak danych
SFPQ Brak danych Brak danych Nie
Bialka wchodzace w interakcje z DROSHA
P53 Brak danych Brak danych Nie
AGO1 Brak danych Brak danych Nie
AGO2 Tak 44 Tak 85 Nie
DGCRS8 Nie Tak 2 Brak danych
DICER1 Nie Nie Nie
DDX5 Brak danych Brak danych Nie
DDX17 Brak danych Brak danych Nie
TARBP2 Nie Tak 2 Nie

4.4.4. Charakterystyka bialek potencjalnie wiazacych badane snoRNA

W kolejnym kroku, w celu identyfikacji potencjalnej zaleznosci miedzy wybranymi
SNORA77, SNORAS81 a biatkami wiazacymi oraz domniemanej funkcji wymienionych
snoRNA, do dalszych analiz wybrano te biatka, ktore wykazaly miejsce wigzania dla co
najmniej jednej z analizowanych snoRNA. Mimo, ze analiza in silico wigzan z wybranymi
biatkami a snoRNA i hsa-miR-1248 nie potwierdzita ich wigzania z DROSHA, biatko to zostato
wzigte pod uwage w dalszej czgsci badan ze wzgledu na opisang wczedniej potencjalne
interakcje z biatkiem FUS. Znane funkcje wybranych biatek przedstawione zostaty w Tabeli
43. Wszystkie wybrane biatka zostaty opisane jako biatka wigzace RNA, a wiekszos¢ z nich z
wyjatkiem sktadowych mikroprocesora (DROSHA, DGCRS), bierze klasycznym badz

alternatywnym splicingu. Dodatkowo biatka te biorg udziat w takich procesach jak transport

RNA, czy maja wptyw na jego stabilnos$¢ (Tab. 43).
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Tabela 43. Funkcje wybranych bialek wiazacych SNORA77 i SNORAS]1. Funkcje wybranych biatek
na podstawie bazy danych The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/).

Nazwa bialka Funkcja

Sktadnik jadrowego kompleksu rybonukleoprotein (hnRNP). Biatko wiazace
DNA/RNA, odgrywa rolg¢ w roéznych procesach komoérkowych, takich jak regulacja

FUS transkrypcji, splicing pre-mRNA, transport RNA do cytoplazmy, naprawa DNA i
odpowiedz na uszkodzenia. W neuronach odgrywa kluczowa role w tworzeniu kolcow
dendrytycznych i zachowanie homeostazy synaptycznej.

Sktadnik kompleksu mikroprocesorowego wraz z DGCR8. Rybonukleaza (RNaza) 111
specyficzna dla RNA, ktora katalizuje specyficzne cigcie pri-miRNA w celu
uwolnienia pre-miRNA w ksztalcie spinki do wlosoéw, ktore sa nastgpnie cigte w
cytoplazmie przez DICER w celu powstania dojrzatych miRNA.

DROSHA

Bialka wchodzace w interakcje z FUS

Dziata jako represor splicingu pre-mRNA, bierze udziat w regulacji alternatywnego
SRSF10 splicingu w neuronach, przy czym izoforma 1 dziata jako wzmacniacz a izoforma 3
jako wyciszacz.

Wiaze pre-mRNA i posrednio bierze udzial w regulacji splicingu, zapoczatkowuje
wigzanie podjednostek 40S kompleksu rybonukleoprotein (hnRNP). Oddziatujac z
poli-U w 3-UTR lub 5-UTR mRNA moduluje stabilno$¢ i poziom translacji
zwigzanych czgsteczek mRNA.

HNRNPC

Wiazac RNA, reguluje biogeneze i przetrwazanie mRNA oraz splicing zaréwno
TARDBP niekodujacych, jak i kodujacych biatka RNA, w tym biatek bioracych udzial w
przezyciu neuronow.

Bialka wchodzace w interakcje z DROSHA

W cytoplazmie sktadnik kompleksu wyciszajacego indukowanego RNA (RISC, ang.
RNA-induced silencing complex). Bierze udzial w procesie interferencji RNA (RNAi)
oraz hamuje inicjacj¢ translacji poprzez wigzanie z czapeczkg mRNA czy interakcje z
biatkiem EIF6. W jadrze reguluje splicing i utatwia eksport jadrowy mRNA [231].

AGO2

Sktadnik kompleksu mikroprocesorowego wraz z DROSHA petnigcy role biatka
wigzacego RNA i bioracy udzial w poczatkowym etapie biogenezy miRNA. W
kompleksie DGCRS pehni funkcje kotwicy molekularnej niezbednej do rozpoznawania
pri-miRNA na potaczeniu i kieruje DROSHA do katalitycznego cigcia.

DGCRS8

W cytoplazmie wymagany do tworzenia kompleksu RISC, wymagany do
przetworzenia pre-miRNA i nastgpnie zatadownia ich na AGO2. W jadrze wptywa na
stabilno$¢ RNA, wiazac si¢ z pre-mRNA powoduje retencje intronéw prowadzac do
degradacji transkryptow zwigzanych z TARBP2 [293].

TARBP2

Nastepnie okreslono poziom transkryptoéw wybranych bialek w tkankach GBM w
poréwnaniu do zdrowej kontroli korzystajac z serwera GEPIA2, bazujgcego na danych z
sekwencjonowania RNA z projektu TCGA. Najwyzszy poziom ekspresji w GBM
zaobserwowano dla HNRNPC, najnizszy natomiast dla AGO2. Jednocze$nie, TARDBP i
TARBP2 wykazaty najwigkszy wzrost poziomu ekspresji w porownaniu do zdrowej kontroli

(okoto 1,5-krotnie wyzszy) (Ryc. 29).
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Rycina 29. Poziom ekspresji wybranych transkryptéw bialek wigzacych SNORA77 i SNORAS81
w GBM. Goérny panel przedstawia poziom transkryptu FUS w GBM oraz transkryptow biatek z nim
wigzacych, dolny panel przedstawia poziom transkryptu DROSHA w GBM oraz transkryptow biatek
z nim wigzacych.

4.4.5. QOcena zaleznos$ci miedzy transkryptami wybranych bialek a czasteczkami
snoRNA i sdRNA

W celu okreslenia potencjalnej biogenezy czasteczek SARNA do dalszych analiz
wybrano biatka FUS oraz DROSHA. Dodatkowo, aby zbada¢ potencjalng funkcj¢ sdRNA, a
takze ich prekursorow w jadrze, ze wzgledu na najwigksza liczbe potwierdzonych
eksperymentalnie doniesien na wigzanie SNORA77 i SNORAS1, wybrano rowniez biatko
AGO2. W pierwszej kolejnosci ocenie poddano poziomy transkryptow wybranych bialek w
tkankach pochodzacych od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM. W badaniu wykorzystano te
same tkanki, ktore zostaty uzyte do walidacji wybranych czasteczek sdRNA oraz snoRNA.
Wszystkie transkrypty wykazaly podwyzszony poziom ekspresji w porownaniu do kontroli

zdrowego mozgu: zidentyfikowano ponad 7-krotnie wyzszy poziom ekspresji FUS oraz prawie
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4-krotnie wyzsze poziomy ekspresji DROSHA i AGO2 (Ryc. 30 A-C). Kolejno oceniono
korelacj¢ miedzy poziomem ekspresji transkryptoéw wybranych biatek a badanymi w niniejszej
pracy czasteczkami snoRNA i sdRNA, co potencjalniec mogloby wyjasni¢ potencjalne
mechanizmy powstawania i funkcje SHRNA. Zaobserwowano istotnie statystyczna silng
pozytywna korelacje migdzy transkryptem biatkka DROSHA a SNORAS8I (warto$¢
wspotczynnika korelacji ,,r”” = 0,6583). Pozostate czasteczki nie wykazaty istotnej statystycznie
korelacji zarowno z transkryptami biatek FUS, DROSHA, jak i AGO2 (Ryc. 30 D-F).
Dodatkowo wykonano analize procentowa udzialu réznych regionow i rodzajow RNA w
wigzaniu z wybranymi biatkami, korzystajac z bazy danych EuRBPDB. Ze wzgledu na
ograniczong liczb¢ danych w bazie, uzyskane wyniki dotyczyty biatek FUS oraz DROSHA w
liniach komorkowych raka watroby (HepG2) i biataczki szpikowej (K562). W przypadku
bialka FUS, najwigcej wigzan odnotowano z regionem intronowym (73,6 % w linii
komorkowej HepG2 1 51,2 % w linii komoérkowej K562). SnoRNA nie obejmowaty nawet 1 %
ze wszystkich analizowanych regionéw i rodzajow RNA (Ryc. 30 G, 19 I). Dla biatka
DROSHA natomiast w linii komorkowej HepG2 najwigcej wigzan odnotowano z regionem
kodujacym, a w linii komérkowej K562 z regionem intronowym. Czasteczki snoRNA w linii
komorkowej HepG2 obejmowaty jedynie 1,14 %, a w linii komdrkowej K562 niecate 5 % (Ryc.
301, 301)).
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Rycina 30. Ocena korelacji miedzy bialkami FUS, DROSHA i AGO2 a wybranymi snoRNA i
sdRNA oraz analiza procentowa udzialu réznych regionéow i rodzajéw RNA w wiazaniu z
biatkami FUS i DROSHA. A-C. Wzgledny poziom ekspresji transkryptow biatek FUS (A), DROSHA
(B) i AGO2 (C) w tkankach pochodzacych od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM. Wyniki
przedstawiono jako $rednie warto$ci + SEM, znormalizowano wzgledem gendéw referencyjnych i
przyréwnano do RNA pochodzacego ze zdrowego mézgu. Na wykresie, linia na kolumnie reprezentuje
mediang, natomiast znak ,+” $rednig warto$§¢. D-F. Wspoétczynnik korelacji Pearsona miedzy
transkryptami biatek FUS (D), DROSHA (E) i AGO2 (F) a wybranymi snoRNA i SdARNA. G-J. Analiza
procentowa udziatu réznych regionoéw i rodzajow RNA w wigzaniu z biatkami FUS w linii komérkowej
HepG2 (G) i K562 (1) oraz DROSHA w linii komorkowej HepG2 (H) i K562 (J). Istotnos¢ statystyczna
obliczona za pomoca testu T Studenta dla prob niezaleznych: ns — nieistotne statystycznie; * dla p <
0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p <0,001; **** dla p < 0,000;1 brak istotnosci statystycznej (ns) dla p >
0,05.
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4.4.6. Ocena wiazania czgsteczek snoRNA oraz sdRNA z wybranymi bialkami za

pomoca metody immunoprecypitacji

W celu oceny interakcji wybranych czgsteczek snoRNA oraz sdRNA z wybranymi
biatkami, przeprowadzono eksperyment immunoprecypitacji z wykorzystaniem ,,cross-
linking” (CLIP, ang. cross-linking immunoprecypitation). Poréwnanie = metod
immunoprecypitacji z oraz bez ,.cross-linking” (IP, ang. immunoprecypitation) zostato
zamieszczone w Tabeli 44. W niniejszej pracy wybrano metode immunoprecypitacji z ,,cross-
linking” ze wzgledu na poszukiwanie zaréwno potencjalnych funkcji sdRNA i snoRNA
(detekcja trwatych wigzan), jak i sposobu powstawania sdRNA (detekcja zardwno trwatych,

jak 1 stabych 1 chwilowych wigzan).

Tabela 44. Poréwnanie metod immunoprecypitacji z i bez ,.cross-linking”. Opracowano na
podstawie [294, 295].

Immunoprecypitacja z ,,cross-linking” (CLIP)  Immunoprecypitacja bez ,,cross-linking” (I1P)

Mozliwo$¢ detekcji zarowno trwatych, stabych Mozliwo$¢ detekeji jedynie trwatych wigzan
jak i chwilowych wigzan RNA-biatko RNA-biatko

Bezposrednie wigzania RNA-biatko Bezposrednie i posrednie wigzania RNA-biatko
Bardziej specyficzne Mniej specyficzne

Moga wystepowac artefakty Brak artefaktow

4.4.6.1. Ocena wiazania wybranych czasteczek snoRNA i sdRNA z
biatkiem FUS

W niniejszej pracy wykazano, ze delecja genu FUS wptywa na zmniejszenie poziomu
czasteczki SNORA77 oraz podwyzszenie poziomu czasteczki SNORAS81. Ponadto, przy
podwyzszeniu poziomu tego biatka zaobserwowano wzrost poziomu sdRNA 1 707-5p oraz
spadek poziomu hsa-miR-1248 i SNORA77. Aby potwierdzi¢ badz wykluczyé wigzanie
migdzy wybranymi czasteczkami snoRNA 1 sdRNA, przeprowadzono eksperyment CLIP
biatka FUS w linii komoérkowej U-251 MG. Poprawno$¢ wykonanego eksperymentu zostata
potwierdzona przy uzyciu metody Western Blot z wykorzystaniem przeciwciata przeciwko

FUS. Potwierdzono jego obecno$¢ w lizacie komoérkowym (Input) oraz probie po
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immunoprecypitacji biatka FUS (CLIP) i wykluczono w kontroli negatywnej z przeciwciatem
skierowanym przeciwko 1gG (IgG) (Ryc. 31 A).

Kolejno ocenie poddano obecno$¢ wybranych snoRNA i1 sdRNA w probie po
immunoprecypitacji biatka FUS oraz kontroli negatywnej (IgG). W probie po
immunoprecypitacji biatka FUS odnotowano podwyzszony poziom wszystkich badanych
snoRNA 1 sdRNA w poréwnaniu do kontroli. Najwyzszy poziom zaobserwowano dla
czagsteczki SNORA77 (wzbogacenie = 3,92) oraz nizszy dla czasteczek 1 707-5p (wzbogacenie
= 1,31), SNORAS81 (wzbogacenie = 0,84), 1 _707-3p (wzbogacenie = 0,3), hsa-miR-1248
(wzbogacenie = 0,03) (Ryc. 31 B).
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Rycina 31. Analiza wiazania wybranych snoRNA i sdRNA przez bialko FUS. A. Western Blot
potwierdzajacy poprawnos¢ wykonania eksperymentu CLIP na biatko FUS w linii komérkowej U-251
MG. B. Bezwzgledna liczba wybranych czasteczek snoRNA i sdRNA we frakcji po eksperymencie
CLIP na biatko FUS i w kontroli negatywnej (1gG). Wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci + SD.
Istotno$¢ statystyczna obliczona zostala za pomocg testu Two-Way ANOVA: ns — nieistotne
statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p < 0,001; **** dla p < 0,0001; brak istotnosci
statystycznej (ns) dla p > 0,05.
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4.4.6.2. Ocena wigzania wybranych czasteczek snoRNA oraz sdRNA z
bialkiem DROSHA

Kolejno, w celu potwierdzenia badz wykluczenia wigzania migedzy wybranymi
czasteczkami snoRNA i1 sdRNA a biatkiem DROSHA, przeprowadzono eksperyment CLIP
tego biatka w linii komoérkowej U-251 MG. W pierwszej kolejnosci ocenie poddano
poprawnos$¢ wykonania eksperymentu przy uzyciu metody Western Blot z wykorzystaniem
przeciwciata przeciwko DROSHA. Obecno$¢ tego bialka zostala potwierdzona w lizacie
komoérkowym (Input) oraz prébie po immunoprecypitacji biatka DROSHA (CLIP) i
wykluczona w kontroli negatywnej z przeciwciatem skierowanym przeciwko 1gG (IgG) (Ryc.
32 A).

Nastgpnie oceniono obecno$§¢ wybranych snoRNA 1 sdRNA w probie po
immunoprecypitacji biatka DROSHA oraz kontroli negatywnej (IgG). W probie po
immunoprecypitacji biatka DROSHA zaobserwowano podwyzszony poziom badanych
snoRNA SNORA77 i SNORAS8L oraz sdRNA 1 _707-3p i hsa-miR-1248 w poréwnaniu do
kontroli. Najwyzszy poziom zaobserwowano dla czasteczki SNORA81 (wzbogacenie = 0,72)
oraz zdecydowanie nizszy dla czasteczek SNORA77 (wzbogacenie = 0,15), 1 _707-3p
(wzbogacenie = 0,06) i hsa-miR-1248 (wzbogacenie = 0,03). W przypadku sURNA 1 _707-5p
nie odnotowano wigzania pomiedzy ta czasteczkg a badanym biatkiem (Ryc. 32 B).
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Rycina 32. Analiza wiazania wybranych snoRNA i sdRNA przez bialko DROSHA. A. Western Blot
potwierdzajacy poprawnos¢ wykonania eksperymentu CLIP na biatko DROSHA w linii komorkowej
U-251 MG. B. Bezwzgledna liczba wybranych czasteczek snoRNA i sdRNA we frakcji po
eksperymencie CLIP na biatko DROSHA i w kontroli negatywnej (IgG). Wyniki przedstawiono jako
srednie wartosci £ SD. Istotno$¢ statystyczna obliczona zostata za pomoca testu Two-Way ANOVA: ns
— nieistotne statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p < 0,001; **** dla p < 0,0001; brak
istotnosci statystycznej (ns) dla p > 0,05.
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4.4.6.3. Ocena wigzania wybranych czasteczek snoRNA i sdRNA z
bialkiem AGO2

Analizy in silico dotyczace wigzan miedzy wybranymi czasteczkami a biatkami,
wykazaty, ze czasteczki SNORA77 i SNORAS8I posiadaja najwiecej potwierdzonych
eksperymentalnie wigzan z biatkiem AGO2. W zwigzku z brakiem doniesien literaturowych
dotyczacych kolokalizacji biatka AGO2 w GBM, w pierwszej kolejnosci wykonano
frakcjonowanie komérek GBM. Otrzymane wyniki Western Blot potwierdzity obecno$¢ biatka
AGO2 zaréwno w cytoplazmie, jak i jadrze w obydwu liniach komérkowych U-251 MG i U-
118 MG (Ryc. 33 A-B). Kolejno przeprowadzono eksperyment CLIP biatka AGO2 w linii
komorkowej U-251 MG w celu identyfikacji jego wiazania z wybranymi czasteczkami
snoRNA i sdRNA. Poprawnos$¢ wykonanego eksperymentu zostata potwierdzona przy uzyciu
metody Western Blot z wykorzystaniem przeciwciata przeciwko AGO2. Obecno$¢ biatka
AGO2 zostata zaobserwowana w lizacie komoérkowym (Input) oraz probie po
immunoprecypitacji biatka AGO2 (CLIP) przy jednoczesnym jego braku w kontroli
negatywnej (1gG) (Ryc. 33 C).

Eksperyment potwierdzit wigzanie biatka AGO2 z czasteczkami SNORA77
(wzbogacenie = 0,34) i SNORAB81 (wzbogacenie = 0,18), wykluczyt natomiast jego wigzanie
z czasteczkami sdRNA (Ryc. 33 D).
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Rycina 33. Analiza wigzania wybranych snoRNA i sdRNA przez biatko AGO2. A-B. Western Blot
potwierdzajacy obecno$¢ biatka AGO2 zaréwno w cytoplazmie jak i jadrze w linii komérkowej U-251
MG (A) i U-118 MG (B). C. Western Blot potwierdzajacy poprawnos$¢ wykonania eksperymentu CLIP
na biatko AGO2 w linii komérkowej U-251 MG. D. Bezwzgledna liczba wybranych czasteczek
snoRNA i sdRNA we frakcji po eksperymencie CLIP na biatko AGO2 i w kontroli negatywnej (1gG).
Wyniki przedstawiono jako srednie wartosci £ SD. Istotno$¢ statystyczna obliczona zostata za pomoca
testu Two-Way ANOVA: ns — nieistotne statystycznie; * dla p < 0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p <
0,001; **** dla p < 0,0001; brak istotnosci statystycznej (ns) dla p > 0,05.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej zostaty podsumowane w Tabeli 45.
Informacje w niej zawarte obejmuja charakterystyke wybranych czasteczek sdRNA (1_707-5p,
1 707-3p, hsa-miR-1248) oraz ich prekursorowych snoRNA (SNORA77, SNORAS8L), a takze
podsumowanie dotyczace korelacji wybranych czasteczek, ich specyficznosci wystepowania,

lokalizacji, czy mozliwos$ci wigzania z wybranymi biatkami.

129



Tabela 45. Podsumowanie wynikéw uzyskanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej.
Legenda: korelacja z prekursorowa snoRNA 1 ,,genami gospodarza”: ++ bardzo silna, + silna, - brak
korelacji; tkankowo-zalezna specyficzno$é: 1 GBM: wyzszy poziom w GBM, 11 MRC-5: bardzo
wysoki poziom w MRC-5, | GBM: nizszy poziom w GBM; lokalizacja jadrowa i zwigzane z
chromatyng: + tak, - nie; warunki hipoksji, delecja genu fus, zwigckszony poziom biatka FUS: 1
podwyzszony poziom, | obnizony poziom, - brak zmian; korelacje z biatkami FUS, DROSHA, AGO2:
+ silna, - brak korelacji; wiazanie z biatkami FUS, DROSHA, AGO2: + potwierdzono
eksperymentalnie, - nie potwierdzono eksperymentalnie.

1_707-5p 1.707-3p hsi'zrzéR' SNORA77  SNORAS81
Korelacja z prekursorows ++ + . .
- Nie dotycz Nie dotycz
SNoRNA pozytywna pozytywna yezy yezy
Korelacja z ,,genami . . . ) )
gospodarza” Nie dotyczy  Nie dotyczy  Nie dotyczy
Tkankowo-zalezna 1T GBM
specyficznosé 1 GBM 1 GBM 1T GBM 11 MRC-5 | GBM
Lokalizacja jadrowa A P + + +
Zwiazane z chromatyna + + + + +
Warunki hipoksji ! l l 1 1
Frakcja komoérek } ) )
macierzystych GBM T T
Delecja genu fus - - - 1 !
Zwi¢kszony poziom biatka
FUS T - l l -
Korelacja z bialkiem FUS - - - - =
Korelacja z bialkiem ) ) ) ) +
DROSHA pozytywna
Korelacja z bialkiem ) ) ) ) )
AGO?2
Wiazanie z bialkiem FUS + + + + aF
Wiazanie z bialkiem
DROSHA - + * + +
Wigzanie z bialkiem AGQO2 - - - + +
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5. Dyskusja
5.1. Ocena sygnatury sdRNA oraz ich prekursorow w GBM
5.1.1. Zroznicowany poziom sdRNA w GBM

W literaturze mozna znalez¢ jedynie nieliczne doniesienia dotyczace profilu sARNA w
nowotworach, natomiast ciggle brakuje badan dotyczacych ich profilu w GBM.
Wysokoprzepustowa analiza sygnatury sdRNA obejmujaca ponad 10 tysiecy pacjentow i 32
nowotwory, za wyjatkiem GBM, pozwolita na rozroznienie pacjentdéw z ré6znymi typami
nowotworow, a takze zidentyfikowanie poszczegdlnych podtypéw w obrebie jednego
nowotworu [251]. Badania dotyczace tkanek pochodzacych od pacjentow z rakiem trzustki,
rowniez wykazaty, ze sdRNA charakteryzuja si¢ zréznicowanym poziomem Ww tym

nowotworze [250].

Poznanie sygnatury sdRNA w GBM, pozwolitoby na lepsze zrozumienie mechanizmow
stojacych za procesem rozwoju i progresji tego nowotworu, co byto jednym z gléwnych zatozen
niniejszej pracy. Analiza wynikow sekwencjonowania RNA, bedgca czgscig tej rozprawy,
wykazala, ze siARNA wykazuja zroznicowany poziom w GBM. Najwyzsza sumaryczng liczbe
odczytow w tkankach pochodzacych od pacjentéw ze zdiagnozowanym GBM, odnotowano dla
czasteczki hsa-miR-664a-3p. Czasteczka ta wykazuje rowniez wysoki poziom w raku

watrobowokomorkowym [296] czy raku Zzotadka, gdzie petni rolg onkogenu [297].

Przeprowadzona w ramach pracy doktorskiej analiza poziomu wybranych sdRNA w
tkankach pochodzacych od pacjentow ze zdiagnozowanym GBM, potwierdzita obecnos¢
walidowanych czasteczek w tym nowotworze. Jednocze$nie, poziom wszystkich badanych
czasteczek sdRNA byl wyzszy w porownaniu do kontroli zdrowego mézgu. Najwyzszy poziom
ze wszystkich badanych czgsteczek odnotowano dla hsa-miR-1248. Inne zespoty badawcze
rowniez odnotowaty jej wysoki poziom w GBM [244, 245], a takze w glejaku o niskim stopniu
ztosliwosci u dzieci [261] i raku prostaty [260]. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy
wykazaly wysoki poziom w GBM rowniez dla sdRNA 1_707-5p pochodzacego ze SNORA77.
Badania dotyczace raka watroby i1 réznych typow histologicznych raka nerki wykazaty, ze
sdRNA pochodzace ze SNORA77 zwigzane jest z rokowaniem wsrod pacjentow, co sugeruje,

ze czasteczka ta moglaby by¢ obiecujagcym markerem prognostycznym rowniez w GBM [251].
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5.1.2. Zroéznicowany poziom snoORNA w GBM

Liczne badania wykazaty zalezno$¢ migdzy zmianami w poziomie snoRNA, a takimi
procesami jak proliferacja, migracja, inwazja czy przezywalno$¢ pacjentow [298]. W
literaturze, wigkszos$¢ opisanych snoRNA wykazuje wysoki poziom w nowotworach, petniac
rolg onkogendw [205, 207, 209]. W GBM natomiast, zostaly opisane dwie czasteczki snoRNA:
SNORD47 1 SNORD76, charakteryzujace si¢ niskim poziomem w tym nowotworze, petnigc

role supresoréw poprzez hamowanie proliferacji i rozwoju komoérek [198, 199].

W niniejszej pracy, jedyna czasteczka wykazujaca nizszy poziom w GBM anizeli w
zdrowym moézgu jest SNORA77, co moze wskazywa¢ na jej supresorowa funkcje w tym
nowotworze, jednakze ta hipoteza wymaga dalszych badan. Jednoczesnie jej wysoce
zréznicowany poziom pomiedzy tkankami moze postuzy¢é w lepszym klasyfikowaniu
pacjentow z GBM. W literaturze nie ma doniesien o tej czasteczce w nowotworach, jednakze
wykazuje ona podwyzszony poziom u pacjentow z jaskra [299]. SNORAT77 jest prekursorem
dla wspomnianej wcze$niej czasteczki 1_707-5p, dla ktérej odnotowano wysoki poziom w
GBM. Niski poziom SNORA77 moze by¢ efektem szybkiego jej przetwarzania na powstajace

z niej czasteczki, co moze wskazywac na funkcjonalnos¢ SURNA w procesie nowotworzenia.

W przeciwienstwie do SNORA77, pozostate badane przeze mnie czgsteczki snoRNA
cechowal podwyzszony poziom w GBM w odniesieniu do kontroli zdrowego mdzgu. Te o
najwyzszym poziomie w tkankach GBM to czasteczki SNORA36B, SNORA36A i SNORAGO.
W odréznieniu od jej wysokiego poziomu w GBM, w raku plaskonabtonkowym gltowy i szyi,
SNORA36B zostata zidentyfikowana jako czasteczka zwigzana z dtuzsza przezywalnos$cia
wsrod pacjentow [300]. W przypadku SNORA60 natomiast zaobserwowano, ze wysoki poziom
tej czasteczki w chtoniaku rozlanym ma zwigzek z niekorzystng prognoza wsrod pacjentow
[301]. Niewykluczone, ze czasteczki SNORA36B i SNORA60 moga postuzy¢ rowniez jako
potencjalne markery prognostyczne w GBM. Hipoteza ta wymaga jednak zbadania ich poziomu
na wickszej liczbie tkanek, a takze w roznych stopniach ztosliwosci glejaka. W literaturze
natomiast brakuje doniesien dotyczacych poziomu SNORA36A czy jej potencjalnym wptywie

onkogenezg, z tego wzgledu moze ona okazac si¢ ciekawym obiektem badawczym.

Innymi badanymi w niniejszej pracy czasteczkami o wysokim poziomie w GBM byty
SNORA38B, SNORA51 czy SNORAS81. W literaturze mozna znalez¢ doniesienia o ich
wysokim poziomie rowniez w innych typach nowotworéw, a takze o petnionych przez nie

funkcjach onkogennych. Wskazuje to, ze rowniez w GBM, moga one pehic rolg¢ w procesach
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zaangazowanych w jego rozwdj i progresje. Zhuo i wspodtautorzy odnotowali, ze wysoki
poziom SNORA38B w drobnokomoérkowym raku phuc, a takze raku pecherzyka zoélciowego
ma zwigzek z gorszym rokowaniem wsrod pacjentow, a czasteczka ta moze dziata¢ jako
onkogen poprzez promowanie proliferacji, migracji i inwazji komoérek a takze hamowanie
apoptozy w tych nowotworach [302]. Podwyzszony poziom SNORA38B byl skorelowany
rowniez z wielkos$cig guza czy przerzutami do weztow chionnych w przypadku raka piersi
[303]. Badacze odnotowali wysoki poziom SNORAS1 w raku watrobowokomoérkowym, a
takze raku piersi, co mialo zwigzek z gorszym rokowaniem wsrdd pacjentow [304, 305].
Wykazano rowniez, ze SNORAS51 moze wplywaé na uzyskanie przez komorki whasciwosci
podobnych do komodrek macierzystych, promujgc proliferacje, samoodnawianie si¢ i migracj¢
w raku piersi [305]. SNORAS81 natomiast zostala opisana jako jedna z czasteczek, ktorej wysoki
poziom pozwolit na odrdznienie tkanek pochodzacych od pacjentow z rakiem jajnika od

komorek obrzezy tego nowotworu, a takze od zdrowej kontroli [306].
5.2. Potencjalna biogeneza siRNA

Mechanizm powstawania SURNA nie jest do konca poznany. Ze wzgledu na wspdlne
loci genomowe dla snoRNA i miRNA, a takze podobny rozktad dlugosci miRNA i sdRNA,
sugeruje si¢, ze biogeneza tych czasteczek moze by¢ zblizona [218, 219]. Przedstawione w
rozprawie wyniki dotyczace frakcjonowania subkomorkowego, a takze znakowania
fluorescencyjnego 1 detekcji z wykorzystaniem metody FISH, wykazaly, ze zaréwno
SNORA77, SNORASI, jak i pochodzace z nich sdRNA, kolejno: 1_707-5p, 1_707-3p oraz
hsa-miR-1248, lokalizujg si¢ w jadrze, a ich obecnos¢ w cytoplazmie jest znikoma. Wyniki te
sugeruja, ze w przeciwienstwie do miRNA, biogeneza badanych przeze mnie sdRNA zachodzi
wylacznie w jadrze. W zwigzku z tym, rowniez biatka biorgce udziat w tym procesie musza

by¢ obecne w tym organellum.

W niniejszej pracy, w celu oceny potencjalnej biogenezy sdRNA, z uwagi na zalezne
od struktury oddziatywanie enzyméw biorgcych udzial w dojrzewaniu miRNA, w pierwszej
kolejnosci oceniono struktury drugorzedowe SNORA77 i SNORASI. Kolejno, z uwagi na
wczesniejsze doniesienia literaturowe, oceniono potencjalny udzial biatek jadrowych FUS,

DROSHA i AGO2 w przetwarzaniu SnoRNA.
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5.2.1. Analiza struktur drugorzedowych SNORA77 i SNORAS1

Wykonane przeze mnie analizy in silico struktur drugorzedowych SNORAT77 i
SNORAS81 wykazaty, ze sdRNA pochodzace z tych snoRNA lokujg si¢ w regionach
dwuniciowych przerwanych jedng lub dwiema petlami, obejmujac strukture ,.spinki do
wlosow”. Dowiedziono, ze zarowno DROSHA, jak i DICER, znane jako biatka biorace udziat
W biogenezie miRNA, zawieraja domeny wigzace dwuniciowe RNA i oddziatujg z
prekursorami dla miRNA poprzez mechanizmy zalezne od struktury [307, 308]. Dowiedziono
rowniez, ze miRNA powstajace z udziatem biatka AGO2, zawierajg elementy petli zewnetrznej
obecnej w strukturze prekursoréw dla miRNA, podczas gdy czasteczki powstajace z udziatem
enzymu DICER, obejmujg jedynie eclementy petli wewnetrznej [309]. Po obu stronach
badanych w niniejszej pracy czasteczek SNORA77 i SNORASI, obecna jest struktura ,,spinki
do wlosow”, ktora jest rozpoznawana przez enzymy DROSHA i DICER, co moze $wiadczy¢ o
ich udziale w przetwarzaniu badanych snoRNA. SARNA 1_707-5p pochodzacy ze SNORA77,
a takze hsa-miR-1248 pochodzacy ze SNORAS&1, obejmuja element petli wewngtrznej obecnej
w strukturze ich prekursordw, natomiast czasteczka 1 _707-3p element petli zewngtrznej
obecnej w strukturze SNORA77. Moze to sugerowa¢ udziat enzymu DICER w powstawaniu
1 707-5p i hsa-miR-1248 oraz wskazuje na udziat AGO2 w powstawaniu 1 707-3p.
Zaobserwowalam, ze w obrgbie sekwencji SNORASI lokuje si¢ rOwniez znana czgsteczka
prekursorowa dla hsa-miR-1248 — pre-miR-1248. W literaturze mozna znalez¢ doniesienia o
pochodzeniu hsa-miR-1248 ze SNORABSL1 [310]. Wykazano roéwniez, ze znaczna cz¢$¢ miRNA
u ludzi jest kodowana w obrebie intron6w, a analiza genomowa wykazata, ze sekwencje wielu
znanych miRNA znajdujg si¢ w sekwencjach snoRNA [218, 219]. Nasuwa Si¢ wniosek, ze
sekwencja czasteczki hsa-miR-1248 znajduje si¢ w intronie, z ktorego powstaje SNORASI,
niewykluczone zatem, Ze jej biogeneza moze zachodzi¢ dwuetapowo: SNORAS] jest najpierw

przetwarzana na pre-miR-1248, a kolejno na hsa-miR-1248, przez te same badz inne biatka.
5.2.2. Potencjalne bialka biorace udzial w przetwarzaniu snoRNA

W niniejszej pracy, oceniono wptyw biatka FUS na poziom wybranych czasteczek
sdRNA, jak i snoRNA. Dotychczas zidentyfikowano szereg snoRNA, a takze miRNA 0
zréznicowanym poziomie w linii komorkowej pozbawionej genu FUS [238, 239]. Doniesienia
te, z uwagi na brak aktywnosci nukleolitycznej biatka FUS, moga sugerowac jego posredni

wplyw na biogeneze sdRNA.
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Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie wykazaty, ze delecja genu FUS miata
wplyw na podwyzszenie poziomu SNORATY7, przy braku zmian w poziomie pochodzacych z
niej 1_707-5p i 1 _707-3p. Jednoczes$nie, zwigkszenie poziomu biatka FUS spowodowalo
odwrotny efekt dla SNORAT77, gdzie zaobserwowano obnizony poziom tej czasteczki oraz
wzrost poziomu sdRNA 1 707-5p, przy braku zmian w przypadku sdRNA 1 707-3p.
Immunoprecypitacja biatka FUS potwierdzita jednocze$nie jego wigzanie ze SNORA77.

Dowiedziono, ze biatko FUS wigze si¢ z motywem CCUG w RNA [311], ktory jak
wykazata przeprowadzona przeze mnie analiza, jest obecny w sekwencji SNORA77 w miejscu
lokalizacji czasteczki 1 _707-5p na jej 3° koncu. Wykazano takze, ze biatko FUS bierze udziat
w powstawaniu niektérych miRNA poprzez wigzanie do chromatyny w miejscu transkrypcji
pri-miRNA, rekrutujac jednoczes$nie biatko DROSHA do tych miejsc [239], a Morlando i
wspotautorzy potwierdzili wigzanie biatka FUS z czasteczkami pri-miRNA [239]. Doniesienia
literaturowe wskazuja, iz biatko DGCRS kieruje kompleks pri-miRNA do dalszej obrobki przez
enzym DROSHA [312]. Wykonana przeze mnie analiza in silico, obejmujaca sie¢ interakcji
mi¢dzy wybranymi biatkami, potwierdzita wigzanie biatka FUS z bialkiem DROSHA,
wykluczyla natomiast wigzanie biatka FUS z bialkiem DGCRS. W nastgpnym kroku,
wykonalam immunoprecypitacj¢ biatka DROSHA, ktora potwierdzita wigzanie z czasteczka
SNORA77, a analiza miejsc wigzania SNORA77 z wykorzystaniem bazy danych CLIPdb
wykluczyla wigzanie tej czasteczki z biatkiem DGCRS8. Wyniki te sugeruja, ze biatko FUS
moze mie¢ posredni udzial w biogenezie czasteczki 1 _707-5p, zastepujac niejako role biatka
DGCRS8. Biatko FUS wiazac si¢ z motywem CCUG obecnym w sekwencji SNORA77, moze

rekrutowa¢ biatko DROSHA w celu przetworzenia tej czasteczki.

Jak dowiedziono w niniejszej rozprawie, SNORA77 jest prekursorem réwniez dla
badanej 1_707-3p. Dla tej czgsteczki nie wykazano zmian w poziomie zarowno w komorkach
pozbawionych genu FUS, jak i z podwyzszonym poziomem tego biatka. Wyniki te sugeruja
niezalezny mechanizm powstawania obydwu czasteczek ze SNORA77. Analiza struktury
drugorzgdowej SNORA77 i wspomniana wczesniej lokalizacja 1_707-3p w obrebie petli
zewngetrznej jej prekursora, moze sugerowac udziat AGO2 w powstawaniu tej czasteczki.
Dowiedziono, ze delecja genu DROSHA, wptywa na cytoplazmatyczng lokalizacje AGO2,
podczas gdy delecja genu biatka wchodzacego w kompleks miRISC — TNRC8 wplywa na jego
jadrowa lokalizacje, co wskazuje na regulacje lokalizacji subkomorkowej AGO2 w zaleznosci
od warunkow panujacych w komorce, w szczegdlnosci w komodrkach nowotworowych, w tym

lokalizacji biatek zaangazowanych w przetwarzanie miRNA [229]. Cho¢ w literaturze nie ma
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dowodow na petnienie funkcji nukleolitycznej przez AGO2 w jadrze, istniejg doniesienia o jego
wigzaniu chromatyny czy niekodujacych RNA, a najwigksza liczba wigzan zostata odnotowana
dla intronéw [231, 313]. Frakcjonowanie wykonane w ramach niniejszej pracy, potwierdzito
obecnos$¢ biatka AGO2 w jadrze w GBM. Immunoprecypitacja biatek AGO2 1 DROSHA
potwierdzity ich wigzanie ze SNORA77, a wykonana analiza in silico potwierdzita wigzanie
biatka AGO2 z DROSHA. Przeprowadzone przeze mnie badania, a takze doniesienia
literaturowe moga sugerowa¢ udziatl biatka AGO2 w biogenezie 1 707-3p, albo w celu
bezposredniego cigcia SNORA77, albo w celu rekrutacji innych biatek pelnigcych funkcje
nukleolityczne, w tym biatka DROSHA.

W odniesieniu do biogenezy badanej w niniejszej pracy hsa-miR-1248 powstajacej z
prekursorowej SNORA81, w komorkach pozbawionych genu FUS, nie odnotowano zmian w
poziomie czasteczki sdRNA. Jednocze$nie, podwyzszony poziom biatka FUS spowodowat
obnizenie jej poziomu. Pomimo, ze immunoprecypitacja biatka FUS potwierdzita wigzanie
tego biatka ze SNORASI1, wyniki dotyczace manipulacji poziomem tego biatka, nie wskazuja
na jego udzial w biogenezie hsa-miR-1248. Wykonany przeze mnie eksperyment
immunoprecypitacji potwierdzit wigzanie SNORAS81 z biatkiem DROSHA, a analiza korelacji
migdzy transkryptem tego biatka a SNORAS81, wykazata silng pozytywna korelacje pomigdzy
tymi czgsteczkami. W przypadku potencjalnego przetwarzania SNORAS8I na hsa-miR-1248
przez biatko DROSHA, korelacja migdzy tymi czasteczkami powinna by¢ negatywna, gdyz
wraz ze wzrostem poziomu DROSHA, poziom cigtych przez ten enzym czasteczek SNORAS1
powinien ulec obnizeniu, co sugeruje udziat innej nukleazy w biogenezie hsa-miR-1248. Z
kolei przeprowadzone w niniejszej pracy analizy in silico potwierdzity wigzanie SNORAS1 z
biatkiem DGCRS, a takze wigzanie biatka DGCRS z biatkiem DICER. Macias 1 wspotautorzy
wykazali, Ze delecja genu DGCR8 miata wplyw na obnizenie poziomu sdRNA niezaleznie od
DROSHA, a takze potwierdzili wigzanie biatka DGCRS8 ze snoRNA [224]. Odnotowano
rowniez obecnos¢ nukleazy DICER w jadrze, a takze wykazano, ze poziom wigkszosci sARNA
pochodzacych z klasy H/ACA byt nizszy w komorkach z delecja genu tego biatka [217].
Niewykluczone, ze biatko DGCRS8 wiaze si¢ ze SNORAS1 w celu jego przetworzenia na hsa-
miR-1248, a endonukleazg zaangazowang w ten proces jest jadrowa DICER. Hipoteza ta
wymaga jednak dalszej weryfikacji. Potencjalny udziat biatek biorgcych udziat w biogenezie
badanych w niniejszej pracy czasteczek sdRNA 1 _707-5p, 1_707-3p, a takze hsa-miR-1248

zostal przedstawiony na Rycinie 34.
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Rycina 34. Potencjalna biogeneza wybranych sdRNA. A. Potencjalne biatka biorace udziat w
mechanizmach powstawania czasteczek 1 707-5p i 1_707-3p z ich prekursorowej SNORAT77. B.
Potencjalne biatka biorgce udzial w mechanizmie powstawania czasteczki hsa-miR-1248 z jej

prekursorowej SNORAS81.
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5.3. Potencjalne funkcje wybranych sdRNA i snoRNA w GBM
5.3.1. Potencjalne funkcje sURNA 1_707-5p, 1_707-3p i hsa-miR-1248 w GBM

W kontrascie do prekursorowej SNORA77, dla powstajgcych z niej 1 707-3p i 1_707-
5p, odnotowano podwyzszenie ich poziomu w GBM. Z kolei analiza korelacji pomigdzy 1 _707-
5p, 1 707-3p a SNORA77, wykazata silng pozytywna korelacj¢ migdzy obiema czasteczkami
SdRNA a SNORA77, co moze by¢ zwigzane z wysokim zapotrzebowaniem na sdRNA
pochodzace ze SNORA77 i jej szybkie przetwarzanie. Kolejng badang czgsteczka siRNA byta
hsa-miR-1248 powstajaca ze SNORAS1, dla ktérej odnotowano najwyzszy poziom w GBM w
porownaniu do wszystkich walidowanych czasteczek, co jest zbiezne ze wcze$niejszymi
doniesieniami o jej wysokim poziomie w tym nowotworze [244, 245]. Nie wykazano korelacji
miedzy hsa-miR-1248 a jej prekursorowg SNORAS81, co moze wskazywac na petnienie przez
te czasteczki niezaleznych od siebie funkcji. Co ciekawe, zaobserwowano tendencje spadkowa
w zdrowym mozgu poziomu czasteczki hsa-miR-1248 wzglgdem jej potencjalnych
prekursoréw: najwyzszy poziom odnotowano dla czasteczki SNORAS1, nizszy dla czasteczki
pre-miR-1248, a najnizszy dla hsa-miR-1248. Moze to wskazywac na wolniejsze przetwarzanie
czasteczki SNORAS81 w zdrowym mdzgu, co biorgc pod uwage wysoki poziom hsa-miR-1248

w GBM, moze sugerowac udzial tego sdRNA w nowotworzeniu.

Ocena tkankowo-zaleznej specyficznosci wykazata, ze poziom zaréwno 1 707-5p,
1 707-3p, jak i hsa-miR-1248 jest wyzszy w GBM anizeli innych badanych nowotworach i
zdrowych liniach komorkowych. W literaturze nie ma doniesien dotyczacych poziomu
czasteczek 1 707-5p oraz 1_707-3p w GBM, natomiast Chow i wspolautorzy wykazali, ze
pochodzace ze SNORA77 sdRNA jest skorelowane z przezyciem pacjentow w rdéznych typach
nowotworow. Brakuje jednak informacji wskazujacej, czy moglaby to by¢ czasteczka 1 _707-
5pczy 1_707-3p. W przypadku raka jasnokomorkowego nerki, pacjenci z wysokim poziomem
tego SARNA wykazywali niska przezywalnos¢, podczas gdy odwrotnie byto w przypadku raka
brodawkowatego nerki i raka watroby. Nasuwa si¢ wniosek, ze sdRNA pochodzace ze
SNORA77 mozna w rdzny sposdb powigza¢ z przezyciem pacjentéw, nie tylko w przypadku
roznych nowotworow, ale nawet w nowotworach o tym samym pochodzeniu, co §wiadczy o
potencjale diagnostycznym tej czasteczki. Z kolei dla hsa-miR-1248, poza odnotowanym
wczesniej w literaturze jej wysokim poziomem w GBM [244, 245], badacze wykazali rowniez
jej wysoki poziom w astrocytach, natomiast w raku jelita grubego czasteczka ta pelni role

supresora hamujac proliferacj¢, migracje i inwazje [246, 247].
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Wykazano, ze wickszo$¢ czasteczek sdRNA lokalizuje si¢ w jadrze, niemniej jednak, z
uwagi na doniesienia o ich roli w procesie interferencji RNA, sugeruje si¢, ze moga takze by¢
obecne w cytoplazmie [175, 219, 220]. Frakcjonowanie subkomoérkowe przeprowadzone w
niniejszej pracy, a takze detekcja czgsteczki hsa-miR-1248 z wykorzystaniem metody FISH,
wykazaly, ze zarbwno 1_707-5p, 1_707-3p, jak i hsa-miR-1248 lokalizujg si¢ w jadrze zarowno
w GBM, jak i zdrowych fibroblastach plucnych.

Dotychczas wykazano, ze miRNA pochodzace ze snoRNA nalezacych do rodziny
H/ACA: miR-151, miR-605, mir-664, miR-215 i miR-140 wigzg si¢ z dyskeryna, co sugeruje,
ze czgsteczki te mogg petni¢ funkcje podobne do swoich prekursorowych snoRNA [219].
Wykazano, ze w zdrowych astrocytach, gdzie hsa-miR-1248 charakteryzuje si¢ wysokim
poziomem, jego obnizenie za pomocg inhibitoréw dziatajacych w cytoplazmie, spowodowato
wzrost poziomu ekspresji czasteczki docelowej dla hsa-miR-1248 - OGG1 [246]. W raku jelita
grubego natomiast, gdzie czasteczka ta jest na niskim poziomie, podwyzszenie jej poziomu
poprzez wprowadzenie dodatkowych kopii z wykorzystaniem plazmidu, spowodowalo
obnizenie poziomu ekspresji jej potencjalnej czasteczki docelowej PSMDI10. Doktadny
mechanizm powodujacy obnizenie ekspresji PSMD10 nie zostal jednak [247]. Wykazano, ze
biatka wchodzace w kompleks RISC: TRBP, DICER i AGO2 s3 obecne w jadrze, aczkolwiek
kompleks ten jest sktadany w cytoplazmie, a nastgpnie przemieszcza si¢ do jadra, gdzie
mozliwa jest regulacja genow przez krotkie RNA [314]. Immunoprecypitacja biatka AGO2
wykonana w niniejszej pracy, nie potwierdzita wigzania tego biatka z czasteczka hsa-miR-
1248, a takze pozostatymi badanymi sdRNA: 1_707-5p i 1_707-3p. Wyniki przedstawione w
niniejszej pracy $wiadcza o jadrowej lokalizacji hsa-miR-1248 w GBM, a takze jej potencjalnej
biogenezie w tym organellum. Mozliwe jednak, ze w zdrowych astrocytach, biogeneza hsa-
miR-1248 rowniez zachodzi w jadrze, a nastgpnie ulega eksportowi do cytoplazmy, gdzie peni
funkcje w interferencji RNA. Transformacja nowotworowa natomiast zwigzana jest z jadrowa
lokalizacja tej czasteczki, czy sekwestracja tego siRNA w jadrze. Ta hipoteza moze dotyczy¢
zarowno opisanych badan dotyczacych raka jelita grubego, a takze badanego w niniejszej
rozprawie doktorskiej GBM. Z drugiej strony, wykazano, Ze proces nowotworzenia moze
powodowac¢ zmiane lokalizacji subkomorkowej biatek bioracych udziat w biogenezie krotkich
RNA [229]. Moze to sugerowaé, ze w zdrowych astrocytach hsa-miR-1248 powstaje w
cytoplazmie, natomiast w stanach patologicznych jej przetwarzanie zachodzi w jadrze.
Podsumowujac, w zdrowych komorkach hsa-miR-1248 moze mie¢ cytoplazmatyczng

lokalizacje 1 peni¢ rolg w procesie interferencji RNA z udzialem biatka AGO2, natomiast W
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nowotworach, czasteczka ta moze petni¢ funkcje w jadrze obnizajac poziom genu docelowego
poprzez inny mechanizm, niezwigzany z AGO2. Potencjalny mechanizm dziatania czasteczki

hsa-miR-1248 zostal przedstawiony na Rycinie 35.
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Rycina 35. Potencjalny mechanizm dzialania czasteczki hsa-miR-1248 w zdrowych astrocytach w
cytoplazmie, a takze w GBM w jadrze.

Wyniki uzyskane w pracy wykazaty, ze sdRNA 1 _707-5p, 1_707-3p i hsa-miR-1248 sg
zwigzane z chromatyng. Tymczasem, w literaturze sg doniesienia jedynie o posrednim wplywie
miRNA na struktur¢ chromatyny 1 dostgpno$¢ miejsc transkrypcji, poprzez regulacje ekspresji
biatek bioracych udziat w modyfikacji histonow [315]. Shi i wspotautorzy zidentyfikowali
jednak sdnRNA-3 pochodzacy prawdopodobnie ze snoRNA badz snRNA w TAM obecnych w
czerniaku u myszy. Czasteczka ta hamuje transkrypcj¢ genu Nos2 poprzez zmniejszenie
dostepnosci chromatyny w obrgbie promotora tego genu, promujagc immunogenne funkcje
TAM [316]. Wykazano rowniez, ze w biatko FUS wigze si¢ z chromatyng i reguluje
transkrypcje genow [317]. Immunoprecypitacja biatka FUS wykonana w ramach rozprawy,
potwierdzita wigzanie tego bialka ze wszystkimi badanymi czasteczkami sdRNA.
Niewykluczone, ze czasteczki te biorg udzial w regulacji ekspresji genéw poprzez wigzanie do
chromatyny wraz z biatkiem FUS. W szczegdlnosci czasteczka 1 707-5p, dla ktorej
odnotowano podwyzszony poziom przy zwigkszonym poziomie biatka FUS, co moze

sugerowac rowniez zwigkszenie stabilnosci tej czasteczki dzigki wigzaniu z tym biatkiem.
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W niniejszej pracy, odnotowano obnizony poziom 1 _707-5p, 1_707-3p i hsa-miR-1248
w warunkach niedoboru tlenu. W populacji GSC natomiast, nie zaobserwowano zmian w
poziomie 1 707-3p i 1_707-5p, a poziom hsa-miR-1248 ulegt podwyzszeniu. Czasteczki
miRNA ulegajg zréznicowanej ekspresji w GBM w warunkach niedoboru tlenu [290].
Dowiedziono, ze miR-224-3p wykazuje obnizong ekspresje¢ w warunkach hipoksyjnych 1 jest
zaangazowany w inhibicje¢ autofagii indukowanej niedotlenieniem [291], z kolei miR-210
odgrywa istotng rolg¢ w adaptacji komérkowej do niedotlenienia oraz w przezyciu i utrzymaniu
populacji GSC [115]. Obnizony poziom badanych sdRNA w warunkach hipoksji moze mieé¢
zwigzek z poziomem badz lokalizacjg subkomorkowa biatek biorgcych udziat w ich biogenezie.
Przedstawione wyniki dotyczace hsa-miR-1248 moga $wiadczy¢ o wysokim poziomie tej
czasteczki w populacji GSC znajdujacej si¢ w regionie okotonaczyniowym na obrzezach guza,
a nie w hipoksyjnym w jego srodku, co sugeruje jej udziat w progresji GBM. Hipoteza ta jest
zbiezna z wynikami Catanzaro 1 wspotautorow, ktdrzy wykazali, ze w glejaku o niskim stopniu
zto§liwosci, poziom hsa-miR-1248 byl podwyzszony w obrzezach guza w poréwnaniu do jego

srodkowej czesci [261].
5.3.2. Potencjalne funkcje SNORA77 i SNORA81 w GBM

Dla czasteczki SNORA77, jako jedynej z walidowanych w niniejszej pracy,
odnotowano obnizony poziom w GBM w odniesieniu do zdrowego mézgu. Analiza korelacji
mi¢dzy SNORA77 a powstajacymi z niej sdRNA 1 707-5p i 1_707-3p, wykazata silng
pozytywng korelacj¢ miedzy tymi czasteczkami. Przeprowadzone badania wykazaty rowniez
wysoki poziom ekspresji w GBM w poréwnaniu do zdrowej kontroli ,,genu gospodarza”
SNORAY7 - ATP2B4. Jest to zbiezne z wynikami Ruano i wspotautorow, ktorzy réwniez
odnotowali podwyzszony poziom ekspresji ATP2B4 w GBM, ale takze amplifikacj¢ w jego
genie kodujgcym [318]. Wyniki te moga wskazywac na istotng role SNORA77 w GBM, gdyz
po przetworzeniu SNORA77 na sdRNA, strata w poziomie tej czasteczki jest rekompensowana.
Sugeruje to rowniez niezalezne od siebie mechanizmy dziatania zar6wno ATP2B4, SNORA77,

jak i powstajacych z niej sdRNA.

Z kolei druga badana w niniejszej pracy czasteczka SNORAS81 wykazata podwyzszony
poziom w GBM w odniesieniu do zdrowego moézgu. Wykazano brak korelacji miedzy
SNORAS8I a pochodzaca z niej hsa-miR-1248, a takze migdzy SNORASI a jej ,,genem
gospodarza” — EIF4A2. Ponadto, dla SNORAS81 odnotowano wyzszy poziom w GBM anizeli
dla EIF4A2. Mimo, ze istnieje powszechne przekonanie, ze poziom snoRNA jest pozytywnie
skorelowany z poziomem ich ,,gendw gospodarza”, w literaturze istnieje wiele doniesien, ze
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liczebno$¢ wiekszosci snoRNA nie koreluje badz wykazuje negatywna korelacje z liczebnos$cia
,»genow gospodarza” [319-321]. Wielkoskalowa analiza obliczeniowa interakcji RNA:RNA
wykazala, ze 30 % wykrytych snoRNA wchodzi w interakcje z transkryptami swoich ,,genéw
gospodarza”. Najbardziej prawdopodobna wydawala si¢ by¢ mozliwa interakcja pomiedzy
SNORD?2 réwniez powstajacego z intronu EIF4A2, gdzie SNORD2 wigzac si¢ z intronowg
sekwencja pre-mRNA EIF4A2 maskuje miejsce, do ktorego przylacza si¢ sasiedni ekson,
wplywajac na splicing EIF4A2 i poziom dojrzatego mRNA [322]. Dowiedziono rowniez, ze
SNORDS86 moduluje poziom ekspresji swojego ,,genu gospodarza” NOP56 w odpowiedzi na
poziom powstajgcego z tego genu biatka o tej samej nazwie [195]. Wyniki przedstawione w
niniejszej pracy sugeruja niezalezny mechanizm dziatania EIF4A2 i SNORASI, a brak
korelacji miedzy SNORAZSI a jej ,,genem gospodarza” wskazuje, ze SNORAS81 nie wptywa na
poziom ekspresji EIF4A2.

Ocena tkankowo-zaleznej specyficznosci wykazala, ze poziom SNORA77 jest wyzszy
w GBM anizeli innych badanych nowotworach i zdrowych liniach komoérkowych, za
wyjatkiem zdrowych fibroblastow. Z kolei w przypadku SNORAS81, zaobserwowano odwrotna
zalezno$¢, poniewaz w GBM odnotowano nizszy poziom niz w innych badanych nowotworach
i zdrowych liniach komoérkowych. W literaturze nie ma doniesien dotyczacych poziomu
SNORAT77 w nowotworach, natomiast wysoki poziom SNORAS1 zostat potwierdzony w raku
jajnika, pelnigc role w inhibicji apoptozy, a takze wptywajac na zwigkszong proliferacje czy

migracj¢ komorek [306].

Zgodnie z doniesieniami literaturowymi dotyczacymi gtéwnie jaderkowej lokalizacji
snoRNA pochodzacych z klasy H/ACA, frakcjonowanie subkomoérkowe przeprowadzone w
niniejszej pracy potwierdzito, ze zarowno SNORA77 i SNORAS8L lokalizuja si¢ w jadrze
zarowno w GBM, jak 1 zdrowych fibroblastach ptucnych. Wykazatam rowniez, ze obie
czasteczki snoRNA sg zwigzane z chromatyng. Dane literaturowe potwierdzaja, ze snoRNP w
miar¢ wzrostu 1 spadku zapotrzebowania na funkcje jaderkowe, moga krazy¢ pomigdzy nim a
cialkami Cajala [181], co moze wskazywa¢ na zmiang lokalizacji rowniez badanych snoRNA
pomiedzy jaderkiem a jadrem — miejscem lokalizacji chromatyny. Schubert 1 wspotautorzy
odnotowali wiele czasteczek snoRNA zwigzanych z chromatyng, zar6wno w fibroblastach, jak
1 komorkach raka szyjki macicy, w tym czasteczke SNORAS1. Co wigcej, wykazali rOwniez,
ze snoRNA moga wigza¢ si¢ z biatkiem DF31 obecnym u Drosophila melanogaster, regulujac
dostepno$¢ chromatyny w okreSlonych regionach genomu [323]. Rowniez w biataczce

odnotowano wiele snoRNA zwigzanych z chromatyng, gdzie SNORA73 wiazac si¢ z PARPI
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— bialkiem kluczowym w procesie naprawy DNA, regulujac proces roznicowania komorek
zalezny od uszkodzen DNA [196]. Co wigcej, badacze wykazali, ze biatka AGO1 i AGO?2 sg
wymagane do przebudowy struktury chromatyny i wydajnosci splicingu [324], a
immunoprecypitacja biatka AGO2 wykonana w niniejszej rozprawie, potwierdzita wigzanie
tego biatka zaré6wno ze SNORA77, jak i SNORASI1. Niewykluczone, ze czasteczki te wigzac
si¢ z biatkami wigzacymi chromatyng, wptywaja na jej konformacj¢, a co za tym idzie

transkrypcje gendow, réwniez tych zwigzanych z nowotworzeniem.

W niniejszej pracy, w warunkach hipoksji w GBM odnotowano podwyzszony poziom
zarowno SNORA77, jak i SNORAS&I. Jednoczes$nie, nie zaobserwowano zmian w poziomie ich
»genow gospodarza”, co sugeruje, ze te snoRNA mogg odgrywa¢ samodzielng role w
warunkach niedoboru tlenu w GBM. Wang 1 wspotautorzy przeanalizowali poziom snoRNA w
zdrowych tkankach, w tym w mozgu i zaobserwowali ich podobny poziom zar6wno w
warunkach normoksji, jak i hipoksji [325]. Ta obserwacja dodatkowo wskazuje na rolg
badanych SNORA77 i SNORA81 w GBM. W nowotworach obserwuje si¢ specyficzne
mechanizmy molekularne i adaptacyjne w zmieniajacych si¢ warunkach §rodowiska, inne niz
w zdrowych tkankach, przyktadowo w hipoksji. Metge i wspotautorzy wykazali, ze w
warunkach hipoksji, rRNA wykazuje inny wzor metylacji w poroOwnaniu z normoksja, co
skutkuje zwigkszonym rozpoznawaniem miejsca rozpoczecia translacji w rybosomie (IRES,
ang. Internal Ribosome Entry Site) dla VEGF, ktory jest gtownym czynnikiem stymulujagcym
angiogeneze, utatwiajgc dostarczenie tlenu do komorek [326]. Badacze powigzali réwniez
poziom czgsteczki SNORAS81 z poziomem modyfikacji rRNA, gdyz obnizenie poziomu tej
czasteczki hamowato pseudourydylacj¢ i biogeneze rybosoméw [306]. W rozwoju GBM
obserwuje si¢ zwiekszong aktywno$¢ rybosomow, z uwagi na wigksze zapotrzebowanie na
produkcje biatek — szczegodlnie tych zwigzanych z nowotworzeniem [327]. Moze to wskazywaé
na role badanych SNORA77 1 SNORA81 w adaptacji do warunkéw stresowych poprzez

regulacj¢ biogenezy rybosomow.

Z racji tego, ze hipoksja jest wazna dla utrzymania populacji GSC, ktoéra znajduje sig
glownie w niedotlenionych i okotonaczyniowych obszarach masy guza, ocenie poddano
rowniez poziom snoRNA w tej populacji. Wykazano, ze poziom SNORASI jest podwyzszony
we frakcji GSC, z kolei poziom SNORA77 nie zmienit si¢. Moze to sugerowac, ze SNORAS1
sa obecne w GSC lokalizujacych si¢ w obszarach nekrotycznych. Jednoczesnie, SNORA77
i SNORAS81 wraz z innymi badanymi snoRNA sg obecne rowniez w EV, co sugeruje ich udziat

w komunikacji migdzykomorkowej, a co za tym idzie modulacji TME, wptywajac na obecng
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w nim immunosupresje. Obecnos¢ SNORA77 i SNORAS81 zostata takze odnotowana w
plazmie pacjentow z GBM, gdzie prawdopodobnie jako wolnokrazace czasteczki, moga
odgrywac rolg w inwazji tego nowotworu. Obecnos¢ i rola snoRNA w EV, a takze w plazmie

pacjentow ze zdiagnozowanym GBM zostala szerzej opisana w podrozdziale 5.4.

5.4. Potencjal prognostyczny i diagnostyczny sdRNA oraz ich prekursorowych
snoRNA w GBM
5.4.1. Udzial badanych sdRNA i snoRNA w podtypowaniu GBM

Ze wzgledu na wysoka heterogennos¢ GBM przejawiajacag si¢ rowniez widocznymi
réznicami mi¢dzy podtypami na poziomie molekularnym, badacze wciaz poszukuja nowych

metod klasyfikacji tego nowotworu, opartych rowniez o profil ncRNA [77, 78].

Valleron i1 wspotautorzy wykazali, ze czasteczki snoRNA moga okazac si¢ przydatne w
diagnostyce niektorych podtypow chtoniaka, a takze prognozowaniu wsrod pacjentéw
leczonych chemioterapia, a szczeg6lnie obiecujgca okazata si¢ czgsteczka SNORD71 [328].
Analiza bioinformatyczna obejmujaca 31 nowotwordw, wykazata, ze czasteczki snoRNA, a w
szczegolnosci te pochodzace z klasy H/ACA, moga stuzy¢ w celu stratyfikacji, a takze oceny
prognozy ws$rdd pacjentow w gruczolakoraku trzustki, raku ptaskonablonkowym ptuc,
glejakach o niskim stopniu ztosliwosci i raku nerki [329]. Analiza ta nie obejmowata jednak
GBM, a w literaturze brak jest doniesien o zréznicowanym profilu sdRNA, jak i SNORNA w

podtypach molekularnych tego nowotworu.

W niniejszej pracy, w celu oceny, czy zarowno sdRNA, jak i ich prekursorowe snoRNA,
moga przyczyni¢ si¢ do lepszej klasyfikacji GBM, zweryfikowano ich poziom w znanych
podtypach tego nowotworu: preneuralnym, klasycznym i mezenchymalnym. Ws$r6éd nich
jedynie sdRNA 1_707-3p wykazala podwyzszony poziom w podtypie mezenchymalnym w
porownaniu do innych podtypow 1 zdrowej kontroli. W przypadku tej czasteczki, a takze
snoRNA SCARNAG6 odnotowano podwyzszony poziom w najbardziej agresywnym podtypie -
mezenchymalnym, a najnizszy w podtypie charakteryzujagcym si¢ najnizszg agresywnoscig —
proneuralnym, co moze wskazywaé na prognostyczne znaczenie tych czasteczek w GBM. Z
wyjatkiem SCARNAG, dla wigkszosci badanych w pracy snoRNA, ich poziom nie réznit si¢
znacznie migdzy podtypami GBM, zatem czgsteczki te wydajg si¢ nie by¢ uzyteczne w lepszym

podtypowaniu tego nowotworu.
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5.4.2. SARNA i snoRNA w komunikacji miedzykomorkowej w GBM

Wyniki uzyskane w pracy doktorskiej wskazuja na obecno$¢ wszystkich badanych
czasteczek sdRNA, jak 1 ich prekursorowych snoRNA w EV pozyskanych z medium
hodowlanego komérek GBM. Najwyzszy poziom wykazano dla czasteczek hsa-miR-3653-5p,
17 _9367-5p i 20_10199-5p a w przypadku snoRNA, dla SNORAGO i SNORAI11. Jedng z
badanych czgsteczek jest SNORA77, ktorej wysoki poziom zostal odnotowany rowniez w EV

wyizolowanych z medium hodowlanego raka jelita grubego [330].

EV uczestnicza w przekazywaniu czasteczek, w tym ncRNA, do sgsiednich komorek,
ale takze majg zdolnos¢ do przekroczenia BBB i sg obecne w ptynach ustrojowych [131, 132].
EV uczestniczace w komunikacji miedzykomérkowej w obrebie nowotworu, odgrywaja
kluczowa role wptywajac na jego TME [119-123]. Badacze wykazali, ze EV przenoszace
miRNA migdzy komoérkami GBM, mogg przyczyniaé si¢ nie tylko do zwigkszonego tempa
rozwoju komorek, ale takze do hamowania apoptozy [128, 129]. Co wigcej, w EV
wyizolowanych z komérek GBM opornych na TMZ odnotowano wysoki poziom miR-1238, a
transport tej czasteczki z komoérek GBM opornych na chemioterapi¢, wywotat oporno$¢ na ten
chemioterapeutyk w dotychczas wrazliwych komorkach [130]. Wykazano réwniez, ze transfer
czasteczek miRNA za po$rednictwem EV w duzej mierze prowadzi do zwigkszonej
heterogennosci w GBM [331, 332]. Z kolei analiza sekwencjonowania obejmujaca 32 rozne
nowotwory wykazala, ze siRNA sg istotnie skorelowane z cechami TME, takimi jak markery
immunosupresyjne, aktywnos$¢ limfocytow T czy unaczynienie guza [251]. Wiele badan
wskazuje rowniez na role snoRNA w aktywacji, proliferacji, rozwoju 1 ekspresji limfocytow T
oraz limfocytow B, a takZze w komunikacji migdzykomorkowe;j i1 polaryzacji makrofagow czy
produkcji cytokin [333-335]. Biorac pod uwage powyzsze doniesienia, a takze obecno$é
wszystkich badanych w niniejszej pracy siRNA 1 snoRNA w EV, mozna przypuszczaé, ze EV
moga modulowa¢ TME, a takze wptywac na heterogenno$s¢ GBM, rowniez poprzez obecne w

nich zar6wno sdRNA, jak i snoRNA.
5.4.3. SARNA i snoRNA jako potencjalne biomarkery GBM

W niniejszej pracy ocenie poddano rowniez poziom badanych sdRNA i snoRNA w
plazmie pacjentéw ze zdiagnozowanym GBM. Dodatkowo, przeprowadzono analize wynikow
sekwencjonowania RNA wyizolowanego z EV obecnych w plazmie pacjentoéw z GBM, jak i
0s0b zdrowych. Plazma zostata oddzielona od komorek poprzez wirowanie przy wysokich

obrotach, w wyniku czego znajdujace si¢ w niej czasteczki sa wolnokrazace lub moga
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pochodzi¢ z EV. Wiekszos$¢ badanych sdRNA byta obecna w plazmie pacjentow, a czasteczki
1 707-3p, hsa-miR-664a-3p, hsa-miR-664b-3p zostaly odnotowane we wszystkich badanych
probach. Z kolei w przypadku badanych snoRNA, tylko 3 czgsteczki byly obecne w co hajmniej
75 % prob, byty to SNORASI, SNORA77 1 SNORAG63. Ze wzgledu na obecnos¢ tych
czasteczek w plazmie, moga one odpowiada¢ za pozamoézgowe przerzuty GBM, ktore jednak
wystepuja niezwykle rzadko. Niewykluczone rowniez, ze skoro czasteczki te obecne sg we
krwi, mogg takze odgrywac role w nieuniknionej czesto wznowie GBM, pojawiajacej si¢ w
innych miejscach w moézgu. W literaturze odnotowano podwyzszony poziom SNORA77 w
ptytkach krwi pacjentdow z réznymi nowotworami w poréwnaniu do ptytek krwi zdrowych os6b
czy poziomu tej czasteczki w tkance nowotworowej [336]. Mozliwe, ze obecnos¢ SNORA77
w plazmie wynika z rozpadu obecnych w niej ptytek krwi i uwolnienie zawartych w nich

czasteczek.

Badacze wykazali, ze czasteczki obecne w EV s3a bardziej stabilne od tych
wolnokrazacych, co czyni je obiecujgcymi biomarkerami GBM [118, 133]. Dowiedziono
réwniez, ze stezenie EV obecnych w plazmie u pacjentow z GBM jest wyzsze w porownaniu z
pacjentami z innymi chorobami OUN, a takze ze zdrowa grupg kontrolng [134]. W literaturze
mozna znalez¢ wiele doniesien o ncRNA obecnych w ptynach ustrojowych petnigcych rolg
biomarkeréw w ré6znych nowotworach. Najwigcej badan dotyczy czasteczek miRNA, ktorych
poziom w EV pochodzacych z plazmy pozwolil na odréznienie pacjentow z GBM od zdrowych
0sob [167, 168], a takze na odrdéznienie glejakow o réznym stopniu ztosliwosci [170], czy nawet
ocen¢ potencjalnej wznowy GBM [171]. Brakuje jednak doniesien o potencjalnych
biomarkerach GBM w postaci SORNA. W przypadku snoRNA, badacze odnotowali
zréznicowany poziom tych czgsteczek w surowicy krwi, a takze w moczu, ktory rozrozniat
pacjentow z rakiem nerki od zdrowych osob [337-339]. Z kolei we krwi utajonej w kale
pacjentow z rakiem jelita grubego, potencjalnym markerem okazata si¢ by¢ badana w niniejszej
pracy czasteczka SNORAS1  [340]. Savelyeva i wspotautorzy odnotowali rowniez
podwyzszony poziom SNORDI13 i SNORD78 w EV pacjentéw z niedrobnokomérkowym
rakiem phuc [341] czy rakiem watrobowokomorkowym [342].

Aby oceni¢, czy czasteczki SARNA 1 snoRNA obecne w plazmie sa wolnokrazace czy
znajduja si¢ w EV, wykonano analiz¢ wynikow sekwencjonowania RNA wyizolowanego z EV
obecnych w plazmie pacjentéw z GBM. Dodatkowo, w celu poszukiwania biomarkeréw GBM,
poréwnano otrzymane wyniki z poziomem tych czgsteczek obecnych w EV wyizolowanych z

plazmy o0so6b zdrowych. Analiza sekwencjonowania zidentyfikowata jedynie 6 czasteczek

146



SdRNA, ktorych poziom nie rdznit si¢ istotnie miedzy badanymi grupami. Ponadto wykryto 2
czasteczki snoRNA: SNORA33 i badang w niniejszej pracy SNORA36B, ktorych poziom w
EV obecnych w plazmie pacjentow z GBM byt nizszy niz w plazmie zdrowych oséb. Wyniki
sekwencjonowania dotyczagce SNORA36B nie pokryty si¢ z wynikami dotyczacymi obecnosci
tej czasteczki plazmie. Moze by¢ to spowodowane ogdlnym niskim poziomem SNORA36B w
badanych probach GBM, gdyz analiza sekwencjonowania wykazata jej wyzszy poziom w EV
wyizolowanych z plazmy zdrowych o0s6b. Mimo potencjalu diagnostycznego, jaki zostat
odnotowany dla miRNA w GBM czy snoRNA w r6znych nowotworach, wydaje si¢, ze badane
W niniejszej pracy czasteczki obecne w EV w plazmie nie sg dobrymi biomarkerami, gdyz nie
pozwolity one na odréznienie pacjentéw z GBM od oséb zdrowych. Jednakze, cieckawe wydaja
si¢ by¢ czasteczki sdARNA 1 707-3p, hsa-miR-664a-3p i hsa-miR-664b-3p czy SNORAT77 i
SNORAG63, ktére sa obecne w plazmie wszystkich badanych pacjentow z GBM
prawdopodobnie jako wolnokrazace czasteczki. Analiza potencjatu diagnostycznego
wybranych sdRNA i snoRNA wymaga jednak dalszych badan i optymalizacji. Aby ustalié, czy
czasteczki te moglyby petli¢ role biomarkerow w GBM, nalezaloby przede wszystkim
zwigkszy¢ liczbe prob oraz zbada¢ i poréwnaé ich obecno$¢ w plazmie zdrowych oséb.
Ponadto, tkanki GBM pochodzace od tych samych pacjentow nalezatoby przeanalizowa¢ nie
tylko pod katem poziomu sdRNA i snoRNA, ale takze okresli¢ podtyp GBM. To umozliwitoby
oceng, czy sSARNA 1 snoRNA sg obecne w plazmie pacjentéw z konkretnym podtypem GBM,

co niewatpliwie mogloby ulepszy¢ diagnostyke tego nowotworu.
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Whnioski

Glownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta identyfikacja i charakterystyka
sdRNA i snoRNA, a takze okreslenie ich roli w rozwoju i progresji GBM. Oceniono rowniez
potencjat prognostyczny jak i diagnostyczny wybranych czasteczek, a takze oddzialywania z

biatkami potencjalnie biorgcymi udziat w biogenezie siRNA.
Na podstawie uzyskanych wynikéw, wysunigto nastepujace wnioski:

1. Poziom sdRNA oraz ich prekursorowych snoRNA jest zréznicowany w GBM.
Wykazano, ze poziom prawie wszystkich badanych sdRNA oraz ich prekursorowych
snoRNA, za wyjatkiem SNORA77, ulega podwyzszeniu w GBM w poréwnaniu do
kontroli zdrowego moézgu. Pozwolilo to na selekcj¢ kandydatow sdRNA potencjalnie
zaangazowanych w rozwdj tego nowotworu: 1_707-5p, 1_707-3p oraz hsa-miR-1248.

2. Badane sdRNA i snoRNA biora udzial w komunikacji mi¢dzykomoérkowe;j.
Wszystkie badane czasteczki sdRNA, jak i snoRNA s3 obecne w pecherzykach
komorkowych (EV) pozyskanych z medium hodowlanego komérek GBM, co moze
sugerowac ich udzial w modulacji mikrosrodowiska nowotworu.

3. Badane sdRNA i snoRNA nie wykazujg potencjalu diagnostycznego. Potwierdzono
obecnos¢ badanych sdRNA 1 snoRNA w plazmie pochodzacej od pacjentow ze
zdiagnozowanym GBM, wskazujac na ich udziat w progresji nowotworu. Jednoczesnie,
z uwagi na brak wyraznych réznic w ich poziomie w EV w plazmie pacjentow z GBM
1 0sob zdrowych, badane czasteczki nie wykazuja potencjatu diagnostycznego.

4. Badane sdRNA i snoRNA lokalizujg si¢ w jadrze i sa zwigzane z chromatyng.
Frakcjonowanie subkomorkowe wykazato, ze badane czasteczki SARNA lokalizujg si¢
w jadrze 1 sa zwigzane z chromatyna, co ma zwigzek z pelniong przez nie funkcja, a
takze biogeneza sdRNA. Czasteczka 1 _707-5p moze bra¢ udziat w regulacji ekspres;ji
genow poprzez wigzanie do chromatyny wraz z biatkiem FUS. Czasteczki SNORA77 i
SNORAS81 mogg wigza¢ si¢ do chromatyny poprzez biatko AGO2, wplywajac na
splicing.

5. SARNA hsa-miR-1248 ulega podwyzszeniu w populacji komérek macierzystych
(GSC), a takze moze zmienia¢ lokalizacje subkomorkowa w zaleznosci od stanu
patologicznego. SARNA hsa-miR-1248 moze wystgpowaé w populacji GSC
znajdujacej si¢ w regionie okotonaczyniowym na obrzezach guza, co sugeruje jej udziat

w progresji GBM. Czasteczka ta moze mie¢ cytoplazmatyczng lokalizacje i petnié role
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w procesie interferencji RNA w zdrowych komorkach, natomiast po transformacji
nowotworowej, czasteczka ta moze pelni¢ swoja funkcje w jadrze obnizajac poziom
genu docelowego poprzez nieznany mechanizm.

SNORASI ulega podwyzszeniu w populacji GSC, czasteczka ta, a takze SNORA77
moga odgrywa¢ samodzielng role w warunkach niedoboru tlenu w GBM. Analiza
poziomu wybranych snoORNA w warunkach hipoksji, a takze frakcji GSC, sugeruje
odmienny udziat badanych czgsteczek w rozwoju i progresji tego nowotworu.

Badane sdRNA wykazuja odmienne mechanizmy biogenezy. Powstajace ze
SNORAT77 czasteczki 1 707-5p i 1 _707-3p powstaja niezaleznie: siRNA 1 707-5p
moze powstawa¢ z udziatem biatek FUS i DROSHA, a sdRNA 1 707-3p z udzialem
biatka AGO2. W biogenez¢ hsa-miR-1248 powstajacej ze SNORA81 mogg byc
zaangazowane biatka DGCR8 i DICER.
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