Abstract

High-grade gliomas (HGGSs), the most frequent and severe primary brain tumours in adults,
invariably recur due to incomplete surgery or therapeutic resistance. The major checkpoint in
regulation of gene expression is the initiation of transcription, which is mostly regulated by a class of
DNA-binding proteins known as transcription factors (TFs). The expression of essential TFs is
required by cancer cells to carry on a variety of biological processes in cancer cells such as cellular
transformation, oncogenesis and progression, cell proliferation, metastasis, and chemo-resistance. In
HGGs, several interconnected biological components such as somatic mutations, transcriptomic and
TF dysregulations, as well as alterations in histone modifications, DNA methylation and chromatin
remodelling contribute to the disease aggressiveness. Transcriptomic profiles of HGGs at recurrence
have not been thoroughly investigated yet. Moreover, despite significant efforts, the specific regulation
of genes overexpressed in HGGs by TFs remains largely unknown. A better understanding of events
occurring in open chromatin regions in HGGs is crucial to comprehend routes of brain cancer
progression.

We employed targeted DNA- and RNA-sequencing to identify single nucleotide variants, small
insertions and deletions, copy number aberrations (CNAS), gene expression alterations and pathway
dysregulations in 16 matched pairs of primary and recurrent HGGs. The majority of somatic mutations
found in primary HGGs were not found in relapsed tumours, implying a sub-clone substitution during
tumour progression. A novel frame-shift insertion in the ZNF384 gene was discovered, which may
play a role in extracellular matrix remodelling. The presence of focal CNAs in the EGFR and PTEN
genes was found to be inversely correlated. In silico analysis of the tumour microenvironment
demonstrated that tumour supportive (M2) macrophages and immature dendritic cells are enriched in
recurrent HGGs indicating a prominent immunosuppressive signature in those tumours.
Immunohistochemistry  staining of tumour sections confirmed the accumulation of
immunosuppressive cells in recurrent HGGs.

We identified glioma grade-specific TFs binding sites in glioblastoma tissues as well as in
human LN18 and LN229 glioma cells, using ATAC-seq data and confirmed their roles in controlling
gene regulatory networks in HGGs. We explored different datasets that comprise DNA methylation
profiles, histone acetylation profiles, GBM cell line RNA-seq and TCGA (the Cancer Genome Atlas)
datasets (RNA-seq and lllumina 450K array DNA methylation). The comparative analyses of those
profiles in gliomas of different malignancy grades revealed the importance of the c-Jun TF for the
disease progression. c-Jun may play a role in the regulation of genes overexpressed in glioblastoma
by binding to the gene promoters. Furthermore, we found that in the majority of c-Jun gene targets,

DNA methylation plays an important role in the c-Jun dependent regulation. The bioinformatic



predictions have been validated experimentally by testing c-Jun binding to various probes in the
electrophoretic mobility shift assay (EMSA).

Chromatin remodelling proteins SMARCA2 and SMARCA4 are frequently mutated in high-
grade gliomas. To determine the role of those proteins, we performed knockdown of genes coding
them in human LN18 glioma cells and tested the impact of SMARCA2 and SMARCA4 deficiencies
on chromatin accessibility using the Assay for Transposase Accessible Chromatin with high-
throughput sequencing (ATAC-seq). We discovered an increase in chromatin openness in
SMARCAZ2/4 deficient cells, which affected expression of genes critical for signal transduction,
including those from the transforming growth factor beta pathway: SMAD1, SMAD3, BMPR1A, and

TGFBR2, implying the interdependence of chromatin remodellers and specific signalling pathways.
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Streszczenie

Glejaki wysokiego stopnia ztosliwosci (HGGs), najczestsze i najciezsze pierwotne guzy mézgu
u dorostych, niezmiennie ulegajg wznowom z powodu niekompletnej operacji lub opornosci na
leczenie. Gléwnym punktem kontrolnym w regulacji ekspresji genéw jest inicjacja transkrypcji, ktora
regulowana jest gtownie przez klase biatek wigzgcych DNA, znanych jako czynniki transkrypcyjne
(TF). Ekspresja niezbednych TF wymagana jest przez komérki rakowe do prowadzenia réznych
proceséw biologicznych w komaérkach rakowych, takich jak transformacja komorkowa, onkogeneza i
progresja, proliferacja komorek, przerzuty i chemoopornos¢. W HGGs do agresywnosci choroby
przyczynia sie kilka powigzanych ze sobg elementdéw biologicznych, takich jak mutacje somatyczne,
deregulacje $ciezek transkrypcyjnych, a takze zmiany w modyfikacjach histonéw, metylacja DNA oraz
przebudowa chromatyny. Profile transkryptomiczne HGGs w momencie wznowy guza nie zostaty
jeszcze doktadnie zbadane. Ponadto, pomimo znacznych wysitkow, specyficzna regulacja genéw
ulegajagcych podwyzszonej ekspresji w HGGs przez TF pozostaje w duzej mierze nieznana. Lepsze
zrozumienie zdarzen zachodzacych w otwartych regionach chromatyny w HGGs ma kluczowe
znaczenie dla zrozumienia drég progresji raka mozgu.

Zastosowalismy sekwencjonowanie DNA ze wzbogaceniem w sekwencje egzonowe oraz
sekwencjonowanie RNA, aby zidentyfikowaé warianty pojedynczych nukleotydéw, mate insercje i
delecje, zmiany liczby kopii (CNA), zmiany ekspresji gendw i deregulacje szlakéw sygnatowych w 16
parach guzoéw pierwotnych oraz wznéw HGGs. Wiekszo$¢ mutacji somatycznych wykrytych w
pierwotnych HGGs nie zostala znaleziona we wznowach guzéw, co sugeruje substytucje subklonu
podczas progresji nowotworu. Odkryto nowg insercje przesuwajacag ramke odczytu w genie ZNF384,
ktéra moze odgrywacé role w przebudowie macierzy zewngtrzkomaérkowej. Stwierdzono, ze obecnosé
ogniskowych zmian CNA w genach EGFR i PTEN jest odwrotnie skorelowana. Analiza in silico
mikrosrodowiska guza wykazata, ze makrofagi o fenotypie M2, podtrzymujgce rozwéj nowotworu oraz
niedojrzate komorki dendrytyczne sg wzbogacone w nawracajgcych HGGs, co wskazuje na znaczacag
sygnhature immunosupresyjng w tych guzach. Barwienie immunohistochemiczne skrawkéw guza
potwierdzito akumulacje komorek immunosupresyjnych w nawracajgcych HGG.

ZidentyfikowaliSmy miejsca wigzgce TF specyficzne dla glejaka w tkankach glejaka, a takze
w ludzkich komérkach glejaka LN18 i LN229, korzystajgc z danych ATAC-seq i potwierdziliSmy role
tych TF w kontrolowaniu sieci regulatorowych genéw w HGGs. Zbadalismy rézne zestawy danych,
ktére obejmujg profile metylacji DNA, profile acetylacji histonéw, zestawy danych RNA-seq dla linii
komérkowych glejakéw wielopostaciowych oraz dla danych TCGA (The Cancer Genome Atlas).
Analizy poréwnawcze tych profili w glejakach o ré6znym stopniu ztosliwo$ci ujawnity znaczenie
czynnika transkrypcyjnego c-Jun dla progresji choroby. c-Jun moze odgrywac role w regulacji genow

ulegajgcych podwyzszonej ekspresji w glejaku przez wigzanie sie z promotorami genéw. Ponadto



odkrylismy, ze w wiekszosci docelowych gendéw c-Jun metylacja DNA odgrywa wazng role w ich
regulacji. Predykcje bioinformatyczne zweryfikowane zostaty doswiadczalnie, testujgc wigzanie c-Jun
z roznymi sondami w tedcie opdznienia ruchliwosci elektroforetycznej (EMSA).

Biatka remodelujgce chromatyne SMARCA2 i SMARCA4 s3g czesto zmutowane w glejakach
o wysokim stopniu ztosliwosci. Aby okresli¢é role tych biatek, przeprowadzilismy wyciszenie
kodujgcych je gendw w ludzkich komorkach glejaka LN18 i przetestowalismy wplyw niedoboréw
SMARCAZ2 i SMARCA4 na dostepnos¢ chromatyny za pomocg testu dla chromatyny dostepnej dla
transpozy z wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem (ATAC-seq). OdkryliSmy wzrost otwarto$ci
chromatyny w komérkach z niedoborem SMARCAZ2/4, co wptyneto na ekspresje gendw krytycznych
dla transdukcji sygnatu, w tym ze szlaku transformujgcego czynnika wzrostu beta: SMAD1, SMAD3,
BMPR1A i TGFBR2, co sugeruje wspotzaleznosé remodeleréw chromatyny i specyficznych szlakow

sygnatowych.
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