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1 STRESZCZENIE

Mikrosrodowisko nowotworu to heterogenna struktura, w ktérej komorki tego samego
typu, ale znajdujgce sie w innym obszarze guza, mogg miec rézny fenotyp i petni¢ odmienne
funkcje. Rozwdj technik transkryptomiki i proteomiki pojedynczych komérek umozliwit badanie
ztozonosci mikrosrodowiska w niedostepnej wczesniej rozdzielczosci. Poznanie, jak rdzne
komorki w guzie wspierajg nowotwor pozwala lepiej zrozumie¢ mechanizmy jego progresji i
racjonalnie projektowac celowane techniki terapii.

Ztosliwe glejaki to najczesciej wystepujgce nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego,
a najbardziej agresywnym wsréd nich jest glejak wielopostaciowy. Mikrosrodowisko glejakéw nie
byto szczegdtowo zbadane pod kgtem heterogennosci rezydentnych i naciekajgcych komaérek
uktadu odpornosciowego ze wzgledu na brak selektywnych markerdw rdznicujacych te typy
komodrek. Wczesniejsze badania transkryptomiczne RNA-seq komodrek sortowanych za pomocg
przeciwciat wykazaty, ze profile transkryptomiczne jednoczesnie wskazywaty na fenotyp
immunosupresyjny i typowy dla odpowiedzi zapalnej. Identyfikacja i charakterystyka
subpopulacji komérek mieloidalnych w mikrosrodowisku wymagata zastosowania metody, ktéra
pozwolitaby analizowac¢ pojedyncze komorki. Z tego powodu prowadzone badania rozszerzono
i wykorzystano metode transkryptomiki pojedynczych komérek (ang. single-cell RNA-seq,
SCRNA-seq).

Celem niniejszej rozprawy byto opracowanie zoptymalizowanej metodyki analizy i
wizualizacji danych scRNA-seq z komdrek mieloidalnych w mikrosrodowisku doswiadczalnych
glejakéw oraz w prébkach z guzow glejaka wielopostaciowego. Wykorzystujgc dostepne metody
przeprowadzono optymalizacje parametréw analizy danych scRNA-seq w glejakach GL261 w 14
dniu po implantacji. Poréwnano réwniez profile transkryptomiczne komaérek mieloidalnych w
mazgach myszy naiwnych i po operacji pozorowanej. Ponadto przeanalizowano dane scRNA-seq
z komoérek mieloidalnych z mikrosrodowiska ludzkich glejakow, a takze dokonano oceny wptywu
wartosci parametréow wykorzystywanych metod na uzyskiwane wyniki analiz i ich wizualizacje.

Wykazano, ze uzasadnione byto wykorzystanie zwierzat naiwnych w wykonanym
doswiadczeniu. Wykonano pierwszg opublikowang analize, w ktérej potgczono i bezposrednio

porownano dane scRNA-seq uzyskane z komérek CD11lb+ z mikrosrodowiska mysiego



glejaka GL261 (a takze z mdzgdw zwierzat naiwnych) pochodzgce od samic i samcéw. Pozwolito
to wyodrebni¢ zréznicowane subpopulacje komorek CD11b+, ktdre wczesniej nie byty mozliwe
od rozrdznienia w zwigzku z brakiem znanych strategii sortowania. Ponadto wykonano analize
profili transkryptomicznych komérek mikrogleju i makrofagédw z mikrosrodowiska glejaka
wielopostaciowego, pochodzgcych z probek od pieciu pacjentéw. Zidentyfikowano geny o
statystycznie istotnie podwyzszonej ekspresji w poszczegdlnych podgrupach tych komérek, co
pozwolito na wyrdznienie ich podtypdéw funkcjonalnych. Uzyskane wyniki pozwalajg na
konstruowanie nowych hipotez badawczych weryfikujgcych funkcje zidentyfikowanych
subpopulacji komdrek mieloidalnych i ich powigzanie z wfasciwosciami mikrosrodowiska
ztosliwych glejakéw.

Uzyskane dane scRNA-seq, wykorzystane w opublikowanych analizach, zostaty
zdeponowane w publicznych repozytoriach i s3 dostepne dla srodowiska naukowego do dalszych

analiz.



2 SUMMARY

The tumor microenvironment is a heterogenous structure where cells of the same type, but
located in different areas of the tumor, can exhibit different phenotypes and perform distinct
functions. Development of the single-cell transcriptomics and proteomics has enabled to study
the complexity of the microenvironment at a previously inaccessible resolution. Understanding
how different cells in the tumor support its development allows for a better grasp of the
mechanisms behind tumor progression and the rational design of targeted therapeutic
techniques.

Malignant gliomas are the most common tumors of the central nervous system and
glioblastoma multiforme is the most aggressive among them. The microenvironment of gliomas
has not been thoroughly investigated considering the heterogeneity of resident and infiltrating
immune cells (due to the lack of selective markers that differentiate these cell types). Previous
RNA-seq transcriptomic studies of antibody-sorted cells indicated that transcriptomic profiles
simultaneously exhibited an immunosuppressive phenotype and a one typical for an
inflammatory response. Identifying and characterizing subpopulations of myeloid cells in the
microenvironment required a method capable of analyzing single cells. For this reason, ongoing
research was expanded to utilize single-cell RNA-seq (scRNA-seq).

The aim of this dissertation was to develop an optimized methodology for analyzing and
visualizing scRNA-seq data from myeloid cells in the microenvironment of experimental gliomas
and from myeloid cells obtained from samples of glioblastoma multiforme tumors. Using
established methods, parameters for scRNA-seq data analysis of the GL261 gliomas were
optimized for data collected 14 days post-implantation. Furthermore, transcriptomic profiles of
myeloid cells in the brains of naive mice and those after sham surgery were compared.
Additionally, scRNA-seq data from myeloid cells in human GBM microenvironment were
analyzed, assessing the impact of parameter values used in methods on the obtained results and
their visualizations.

It was shown that the use of naive animals in this experiment was justified. This was the
first published analysis, combining and directly comparing scRNA-seq data obtained from CD11b+

cells in the microenvironment of mouse GL261 gliomas (as well as from naive mouse brains)



derived from both female and male mice. This allowed for the identification of multiple CD11b+
cell subpopulations that had previously been impossible to distinguish due to a lack of known
sorting strategies. Additionally, transcriptomic profiles of microglia and macrophages from the
microenvironment of glioblastoma multiforme were analyzed using samples collected
intraoperatively from five patients. Genes with significantly upregulated expression in specific
subgroups of these cells were identified, allowing for the characterization of their functional
subtypes. The obtained results enable the construction of new research hypotheses verifying the
functions of identified myeloid cell subpopulations and their connection to the properties of
malignant glioma microenvironments.

The scRNA-seq data used in published analyses was deposited in public repositories and

is available for further analysis by the scientific community.



3 WSTEP

3.1 Badania transkryptomu pojedynczych komdrek — aktualne metody i wyzwania w

pozyskiwaniu i analizie danych

Jednym ze sposobdw poznania funkcji komdrek w organizmach byty od wielu lat badania
poziomu ekspresji gendw. Z obecnego w komdrce mRNA mogg powstac biatka, ktére petnig
okreslone funkcje i wptywajg na fenotyp komarki. Istnieje szereg technik, takich jak hybrydyzacje
do mikromacierzy DNA (Schena et al., 1995) lub sekwencjonowanie RNA (RNA-seq) (Mortazavi et
al., 2008; Wang, Gerstein and Snyder, 2009) pozwalajgcych oceni¢ ilosciowo lub jakoSciowo
zmiany ekspresji od pojedynczych do dziesigtek tysiecy gendw. Wymienione metody pozwalaja
na badanie transkryptomu wszystkich komadrek w prébce (ang. bulk), bez mozliwosci rozréznienia
profili transkryptomicznych w specyficznych podgrupach komérek wystepujgcych w probce.

W 2009 roku Tang i in. w pracy ,mRNA-Seq whole-transcriptome analysis of a single cell”
(Tang et al., 2009) zaprezentowali wyniki iloSciowej analizy transkryptomu pojedynczych mysich
blastomerdw, a takze przedstawili procedure, ktdra pozwolita na uzyskanie odpowiedniej ilosci
mRNA, aby mozliwe byto skorzystanie z dostepnych w tamtym czasie metod sekwencjonowania
nastepnej generacji (NGS). Podczas analizy otrzymanych danych zbadali ekspresje o 75% wiekszej
liczby gendw w pordownaniu do wynikéw otrzymywanych przy wykorzystaniu technik
mikromacierzowych, ale przede wszystkim w przypadku czesci gendw stwierdzili réznorodnos¢
izoform transkryptéw wystepujgcych w pojedynczej komorce.

Od tego momentu nastgpit rozwdj dziesigtek metod pozwalajagcych na badania
transkryptomiczne, genomiczne, a takze epigenomiczne pojedynczych komorek wchodzgcych w
sktad populacji tysiecy, a nawet miliondow komérek. Ze wzgledu na liczbe komorek, ktére (realnie)
mozna zbadaé¢ w pojedynczym doswiadczeniu powstate metody mozna podzieli¢ na te o niskiej
wydajnosci (ang. low throughput) i metody wysokoprzepustowe (ang. high throughput). W
szczegoblnosci upowszechnienie sie metod wysokoprzepustowych umozliwiajgcych prowadzenie

analiz w niedostepnej wczesniej rozdzielczosci i skali doprowadzito do odkrycia nieznanych



subpopulacji komérek o istotnych rolach w procesach fizjologicznych i patologicznych (Villani et

al., 2017; Sade-Feldman et al., 2018).

3.2 Metody o niskiej wydajnosci (ang. low throughput)

W poczatkowej fazie rozwoju badan transkryptomiki pojedynczych komérek rozwijano
metody o niskiej wydajnosci, pozwalajgce w jednym eksperymencie dokona¢ pomiaréw (np.
ekspresji gendw) rownolegle w kilkudziesieciu komdrkach. Metody te opierajg sie na pipetowaniu
pojedynczych komadrek na ptytki wielodotkowe. W poszczegdlnych dotkach ptytki umieszczane sg
odczynniki pozwalajgce na przeprowadzenie okreslonej reakcji (np. hybrydyzacji czgsteczek
mMRNA do starteréw zawierajgcych olido(dT)). Nastepnie otrzymany materiat jest amplifikowany
przy uzyciu metody aplifikacji w czasie rzeczywistym - PCR (ang. polymerase chain reaction), aby
po zakonczeniu procesu uzyskac ilos¢ odpowiednig do wykonania sekwencjonowania NGS. Do
najpopularniejszych metod tego rodzaju do analizy transkryptomicznej nalezg Smart-seq2 (Picelli
et al., 2014) i CEL-seq2 (Hashimshony et al., 2016). Niewatpliwa zaleta tych metod to wysoka
czutosé, a takze mozliwos¢ odczytu dtugich fragmentdw mRNA pozwalajgca m.in. na badanie
roznorodnosci izoform transkryptow wystepujgcych w jednej komédrce. Natomiast gtdwnym ich

ograniczeniem jest w praktyce niewielka liczba komadrek, ktére mozna w ten sposéb zbadad.

3.3 Metody wysokoprzepustowe (ang. high throughput) pomiaru RNA i biatek w

pojedynczej komdrce

3.3.1 Metody analizy ekspresji genéw w pojedynczych komdrkach (single-cell RNA-seq)

W 2015 zaprezentowana zostata metoda Drop-seq (Macosko et al., 2015), ktéra pozwolita
w jednym eksperymencie zmierzyé ekspresje gendw w tysigcach pojedynczych komdrek. W
przeciwienstwie do metod o niskiej wydajnosci nie opierata sie ona na pipetowaniu komérek na
ptytki wielodotkowe, a na wykorzystaniu uktadu mikroprzeptywowego do wyodrebnienia

pojedynczych komoérek z zawiesiny zawierajgcej dziesigtki tysiecy komarek.



Uktady mikroprzeptywowe (Qin et al.,, 1998) to urzadzenia laboratoryjne, w ktérych
przeptyw cieczy kontrolowany jest z wysoka precyzjg i odbywa sie w mikrokanatach (o rozmiarach
ponizej 1 mm). W mikroskali podczas przeptywu cieczy sity powierzchniowe dominujg nad sitami
objetosciowymi. Jednym z mozliwych zastosowan takich uktaddow jest podziat cieczy na krople,
zawieszone W niemieszajgcym sie ptynie (np. oleju). Takie krople mogg sta¢ sie odizolowanym
sSrodowiskiem przebiegu reakcji chemicznych, podobnym do pojedynczego dotka na ptytce
wielodotkowej. Wifasnie do takiego celu autorzy metody Drop-seq wykorzystali uktady
mikroprzeptywowe (Macosko et al., 2015). Komorki, znajdujace sie poczatkowo w wodnej
zawiesinie, zostaty przepompowane przez uktad mikroprzeptywowy, w ktérym ich przeptyw byt
mieszany z przeptywem oleju. W efekcie pojedyncze komorki zostaty zamkniete w kroplach o
nanolitrowe] objetosci.

Przeprowadzenie analizy ekspresji gendw w pojedynczych komdrkach wymagato, aby
podczas sekwencjonowania byta mozliwos¢ odczytania transkryptow znajdujgcych sie w
komorkach. Konieczne byto aby w kropli, w ktorej znalazta sie pojedyncza komadrka znalazty sie
rowniez odczynniki moggce dotgczy¢ sie do obecnych w komérce transkryptow mRNA. W tym
celu dodano trzeci strumien z kulkami Zzelowymi zawierajgcymi potrzebne odczynniki.
Podstawowym wyzwaniem takiego podejscia byto to, aby po zakonczeniu reakcji w obrebie kropli
zachowac informacje o tym, ze dana grupa transkryptéw pochodzi z tej samej kropli, ktéra w
zatozeniu powinna zawiera¢ jedng komadrke. Autorzy zaproponowali, aby w ramach rozwigzania
wykorzystac znaczniki (ang. barcode) dotgczone do starterdow oligo(dT) sktadajgce sie z unikalnej
sekwencji 20 nukleotyddw. Znaczniki te miaty dwie czesci: znacznik komérki o diugosci 12
nukleotyddw i unikalny znacznik molekularny - UMI (ang. unique molecular identifier) o dtugosci
8 nukleotyddw. Zestaw syntezowany byt w taki sposob, aby dla jednej mikroczgsteczki z ponad
108 starterami oligo(dT) znacznik komdrki byt identyczny dla kazdego startera, a jednoczes$nie,
aby kazdy starter miat réwniez dotgczong unikalng sekwencje 8 nukleotydow (UMI), tworzac
razem unikalny 20 nukleotydowy znacznik (Macosko et al., 2015).

W wyniku dziatania uktadu mikroprzeptywowego w metodzie Drop-seq w pojedynczej
kropli powinna sie znalez¢ jedna komoérka i jedna mikroczgsteczka ze starterami oligo(dT) z

dotaczonymi znacznikami. Po zakoriczeniu procedury otrzymywana jest mieszanina transkryptow



MRNA pochodzgcych ze wszystkich komadrek, ktore zostaty zamkniete w kroplach, ale kazdy z tych
transkryptow ma dotgczony unikalny znacznik. W kolejnym kroku przygotowywana jest biblioteka
do sekwencjonowania (RNA-seq) i wykonywane sekwencjonowanie nastepnej generacji.

W wyniku sekwencjonowania otrzymywane sg dane zawierajgce informacje o sekwenciji
odczytanego transkryptu i znaczniku, ktory byt dotgczony do startera oligo(dT). Na etapie analizy
bioinformatycznej, wykorzystujgc informacje zawartg w znacznikach, mozna odczyty podzieli¢ na
grupy pochodzace z pojedynczych komorek (posiadajgce ten sam znacznik komaorki), a dzieki UMI
dodatkowo usung¢ zduplikowane odczyty bedace efektem amplifikacji materiatu metodg PCR
przed sekwencjonowaniem.

Metody wysokoprzepustowe wykorzystujgce uktady mikroprzeptywowe pozwalaja
aktualnie na pomiar ekspresji gendw w dziesigtkach, a nawet setkach tysiecy komorek w ramach
pojedynczego eksperymentu. Daje to mozliwos¢ przeprowadzania analiz heterogennych
populacji komdérek w nieosiggalnej wczesniej rozdzielczosci, badajgc typy obecnych w nich
subpopulacji, a takze fenotyp poszczegdlnych subpopulacji.

W rozpowszechnieniu wysokoprzepustowych metod analizy pojedynczych komérek duzy
udziat ma firma 10x Genomics, ktdra stworzyta komercyjny system (obejmujgcy kontroler
mikroprzeptywowy i zestawy gotowych odczynnikdw przeznaczonych do réinego rodzaju
eksperymentéw) oferowany na catym swiecie, dobrze udokumentowany i znacznie skracajgcy
czas wdrozenia metody w laboratorium (https://www.10xgenomics.com/products/single-cell-
gene-expression). Obecnie na rynku oferowanych jest jeszcze kilka alternatywnych systemow (z
ktorych czes¢ ma zdecydowanie wezszy, wyspecjalizowany zakres dziatania), jednak aktualnie to
rozwigzania stworzone badz rozwiniete przez 10x Genomics zdominowaty dziedzine badan

pojedynczych komérek.

3.3.2 Cytometria przeptywowa

Cytometria przeptywowa to technika wykorzystywana intensywnie w immunologii,
biologii nowotwordw, mikrobiologii i monitorowaniu chordb zakaznych, do charakterystyki
heterogennej populacji komdrek na podstawie analizy wielu cech (tj. rozmiar, ksztatt lub

intensywnos¢ fluorescencji) mierzonych na poziomie pojedynczej komérki. Przeptywajac przez



cytometr pojedyncze komérki oswietlane sg spolaryzowanymi wigzkami swiatta pochodzgcymi z
wbudowanych laseréw, a nastepnie dokonywany jest pomiar rozproszenia wigzki Swiatta i
poziomu fluorescencji. Kazda komodrka jest analizowana pod katem rozproszenia $wiatta
widzialnego i jednego lub wielu parametrow fluorescencji. Rozproszenie swiatta widzialnego jest
mierzone w dwdch réznych kierunkach, w kierunku do przodu (ang. Forward Scatter lub FSC), co
wskazuje wzgledny rozmiar komodrki oraz pod katem 90° (ang. Side Scatter lub SSC), ktéry
wskazuje na wewnetrzng ztozonos¢ lub ziarnistos¢ komorki. Rozpraszanie swiatta jest niezalezne
od fluorescencji (McKinnon, 2018). Prébki sg przygotowywane do pomiaru fluorescencji poprzez
transfekcje i ekspresje biatek fluorescencyjnych (np. Green Fluorescent Protein, GFP), barwienie
barwnikami fluorescencyjnymi (np. jodek propidyny) lub barwienie fluorescencyjnie sprzezonymi
przeciwciatami (np. CD3 z fluoresceing).

Wykorzystujgc  przeciwciata skoniugowane z barwnikami fluorescencyjnymi
(fluorochromami) mozna oznaczy¢ wybrane epitopy i zmierzy¢ poziom fluorescencji dotgczonych
barwnikéw (McKinnon, 2018). Po zakornczeniu procedury, dla kazdej komorki przeptywajacej
przez cytometr (a wiasciwie dla kazdego wykrytego przeptywajacego obiektu (event), mogacego
by¢ tez jedynie zanieczyszczeniem) otrzymywany jest zestaw wartosci mierzonych parametrow.
Na tej podstawie mozliwe jest nastepnie przeprowadzenie analizy wielowymiarowej i
scharakteryzowanie badanej populacji komorek (m.in. statystycznie oceniajgc poziom ekspresji
biatek powierzchniowych, z ktérymi powinny byty zwigzaé sie wykorzystane przeciwciata).
Otrzymane wyniki mogg postuzy¢ do wyodrebnienia subpopulacji komorek o zblizonych cechach.

Jednym z wiekszych wyzwan cytometrii przeptywowej jest naktadanie sie widm emisji
poszczegdlnych fluorochromoéw, a w efekcie problem z wiarygodng oceng poziomu badanych
sygnatéw. W celu ograniczenia tego zjawiska stosowane sg metody kompensacji (eliminacji
detekcji pokrywajgcych sie zakresdw widm), jednak mimo to, w tradycyjnych cytometrach w
trakcie pojedynczego eksperymentu mozliwy jest jednoczesny pomiar poziomu fluorescencji
jedynie kilku do kilkunastu barwnikéw (Barteneva, Fasler-Kan and Vorobjev, 2012).

Cytometria przeptywowa umozliwia réwniez podziat (sortowanie) zawiesiny komdrek na
subpopulacje w oparciu o wartosci mierzonych parametréw. W ten sposéb z heterogennej

zawiesiny komarek (uzyskanej np. po dysocjacji pobranej tkanki) mozna wyodrebnié¢ wybrana



subpopulacje (np. komorki charakteryzujgce sie ekspresjg wybranego biatka powierzchniowego)

i nastepnie przeprowadzi¢ na niej dodatkowe eksperymenty (Cossarizza et al., 2019).

3.3.3 Cytomeria masowa

Cytometria masowa (ang. Cytometry by time of flight, CyTOF) tgczy w sobie cechy
cytometrii przeptywowej i spektrometrii masowej. W tej metodzie pomiaru cech pojedynczych
komodrek wybrane przeciwciata, zamiast barwnikéw fluorescencyjnych, koniuguje sie z izotopami
metali (gtdwnie z grupy lantanowcéw) (Brodie and Tosevski, 2017). W zwigzku z tym, w
cytometrach tego typu lasery i elementy optyczne zostaty zastgpione elementami wystepujgcymi
w spektrometrach mas. Kazdy z wykorzystywanych metali ma Scisle okreslong mase
czasteczkowy (ich widma masowe sie nie naktadajg w przeciwienstwie do widm barwnikow
fluorescencyjnych). Dzieki temu podczas jednego eksperymentu mozliwy jest rownolegty pomiar
ponad 50 wybranych parametréw komérkowych.

Przed rozpoczeciem eksperymentu komodrki znakowane sg  przeciwciatami
skoniugowanymi z izotopami metali. Tak przygotowane przechodzg przez tzw. nebulizator, aby
kazda komérka znalazta sie w pojedynczej kropli roztworu. Nastepnie, wykorzystujac plazme,
pojedyncze krople zostajg odparowane, zatomizowane, a jony zostajg zjonizowane. W kolejnym
kroku czes¢ jonow (o niskiej masie) jest usuwana, a pozostate kierowane sg do analizatora masy
TOF (ang. Time Of Flight). Na podstawie masy nastepuje rozdziat jondw i przekierowanie ich do
detektora. Po zakonczeniu procedury dla kazdej komorki otrzymywana jest ilos¢ poszczegdlnych
izotopéw metali zmierzona przez detektor. Dane te, podobnie jak w przypadku cytometrii
przeptywowej, wykorzystywane sy do przeprowadzenia analizy wielowymiarowej badanej
populacji komodrek. Z uwagi na mozliwos¢ jednoczesnego pomiaru ponad 50 parametréw analiza
ta jest bardziej ztozona, jednak z drugiej strony moze pozwoli¢ na lepsze scharakteryzowanie
wyodrebnionych subpopulacji (Baharlou et al., 2019). Metoda ta zostata wykorzystana m.in. w
badaniach charakteryzujgcych populacje odpornosciowe w mdzgu naiwnych myszy za pomocg
44 markerow powierzchniowych komaérek. Poréwnujac sktad komdrek odpornosciowych i profile
komodrkowe w mézgu i krwi, scharakteryzowano wczesniej nieopisane podzbiory komoérek CD8 T,

limfocyty B, NK (natural killer, naturalni zabdjcy) i komérki dendrytyczne (DCs) w mdzgu. Za



pomocg cytometrii przeptywowej pokazano zrdznicowang dystrybucje populacji ukfadu
odpornosciowego miedzy oponami mdzgowymi, splotem naczyniowkowym i parenchymg mézgu
(Korin et al., 2017; Korin, Dubovik and Rolls, 2018).

Pomimo niewatpliwych zalet cytometria masowa ma tez istotng wade - w
przeciwienstwie do cytometrii przeptywowe] nie pozwala na podziat (sortowanie) zawiesiny
komodrek na subpopulacje na podstawie wartosci mierzonych parametréow. Wynika to wprost z
przebiegu procedury, podczas ktérej krople roztworu zwierajgce pojedyncze komorki sg

odparowywane (Bandura et al., 2009; Groborz and Drag, 2021).

3.3.4 Strategie analizy i wizualizacja wielowymiarowych danych

Wykorzystanie metod analizy ekspresji gendéw w pojedynczych komérkach wigze sie z
uzyskaniem wysoce wielowymiarowych danych (liczba wymiaréw réwna jest liczbie
analizowanych gendw i najczesciej wynosi od kilku do kilkudziesieciu tysiecy). Z tego powodu
jednym z gtdwnych krokow wstepnego przetwarzania danych jest redukcja wymiaréw. Istnieje
wiele metod redukcji wymiaréw ogdlnego przeznaczenia, z ktdrych w analizach ekspresji genéw
w pojedynczych komédrkach najczesciej obecnie wykorzystuje sie analize sktadowych gtéwnych
(ang. principal component analysis, PCA). Zestaw wybranych sktadowych gtéwnych moze tworzy¢
dane wejsciowe na potrzeby grupowania komoérek lub ich wizualizacji. Algorytm t-SNE
(ang. t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding) i algorytm UMAP (ang. Uniform Manifold
Approximation and Projection) wykorzystywane sg do wizualizacji zbioru komédrek w przestrzeni
(najczesciej) dwuwymiarowe;j.

Analiza sktadowych gtéwnych (PCA) (Jollife and Cadima, 2016) to metoda, w ktorej
oryginalny wielowymiarowy zbidr poddawany jest transformacji i uzyskiwany jest zbior, w ktorym
kazdej obserwacji (w tym przypadku: kazdej pojedynczej komdrce) przypisywany jest zestaw
zmiennych zwanych sktadowymi gtéwnymi, w liczbie rownej liczbie wymiardw (w tym przypadku:
genow). Sktadowe gtdwne sg uszeregowane w taki sposdb, ze kazda kolejna wyjasnia nie wiecej
wariancji w oryginalnym zbiorze danych niz sktadowa poprzednia. Z tego wzgledu w
rzeczywistosci w analizach ekspresji genéw w pojedynczych komdrkach wykorzystuje sie

najczesciej kilkanascie do kilkudziesieciu pierwszych sktadowych gtéwnych jako wystarczajaca



reprezentacje oryginalnego zbioru. Wymiary oryginalnego zbioru danych wyrazane s3 jako
kombinacje liniowe sktadowych gtéwnych. Liczba sktadowych gtéwnych wykorzystana w
poszczegdlnych analizach przedstawionych w niniejszej pracy zostata umieszczona w sekcji
Wyniki.

t-SNE (Van Der Maaten and Hinton, 2008) to nieliniowa metoda redukcji wymiaréw
najczesciej wykorzystywana do wizualizacji danych wielowymiarowych w przestrzeni dwu lub
tréjwymiarowej. Jest to rozwiniecie metody Stochastic Neighbor Embedding (Hinton and Roweis,
2002), w ktérym zastosowano zmieniong funkcje kosztu (z uproszczonym gradientem) i rozktad
t-Studenta (zamiast rozktadu Gaussa) przy wyliczaniu podobieristwa pomiedzy punktami w
niskowymiarowe] przestrzeni. W t-SNE na poczatku dla kazdego z punktéw wykonywana jest
identyfikacja najblizszych sgsiadoéw w przestrzeni wysokowymiarowej. Korzystajgc z rozktadu
Gaussa i wyliczonych odlegtosci miedzy punktami okreslane jest pdzniej prawdopodobienstwo,
ze dane dwa punkty sgsiadujg ze sobg. Przejscie do przestrzeni niskowymiarowej rozpoczyna sie
od losowego rozmieszczenia punktdw w przestrzeni dwu lub tréjwymiarowej. Nastepnie rzutujac
punkty na jeden wymiar, korzystajgc z rozktadu t-Studenta i miary podobienstwa miedzy
punktami w przestrzeni jednowymiarowej okreslane jest prawdopodobienistwo, ze punkty
sgsiadujg ze sobg. W ten sposéb uzyskuje sie dwa zestawy prawdopodobienstw: jeden w
przestrzeni wysokowymiarowej i jeden w przestrzeni niskowymiarowej. W kolejnym kroku,
iteracyjnie, modyfikuje sie potozenie punktéw w przestrzeni niskowymiarowej, tak aby jak
najlepiej odwzorowac zbidr prawdopodobieristw z przestrzeni wysokowymiarowej w przestrzeni
niskowymiarowe] (minimalizujgc wartos¢ dywergencji Kullbacka-Lieblera).

UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) (Mclnnes et al., 2018) to
nieliniowa metoda redukcji wymiaréw réwniez najczesciej wykorzystywana do wizualizacji
danych wielowymiarowych w przestrzeni dwu i tréjwymiarowej. Algorytm zostat stworzony na
bazie trzech zatozen dotyczacych analizowanych danych: dane majg rozktad jednorodny w
rozmaitosci Riemanna, metryka Riemanna jest lokalnie stata (lub moze by¢ przyblizona jako taka)
i rozmaitos¢ jest lokalnie spdjna. W pierwszym kroku konstruowany jest graf w przestrzeni
wysokowymiarowej (topologiczna reprezentacja danych), a nastepnie przechodzac do

przestrzeni niskowymiarowej wykonywana jest optymalizacja topologicznej reprezentacji w tej



przestrzeni, tak aby zminimalizowac¢ entropie krzyzowg pomiedzy reprezentacjami (tg w
przestrzeni wysokowymiarowej i niskowymiarowej).

Na takich dwuwymiarowych wykresach przedstawiane sg na poziomie pojedynczych
komodrek m.in. wyniki grupowania, wartosci ekspresji pojedynczych genéw lub reprezentacji
ekspresji zdefiniowanych zestawdéw gendw. Wizualizacje sg pomocne w lepszym zrozumieniu
charakterystyki analizowanego zbioru komadrek, jednak warto podkresli¢, ze przypisanie komorek
do grup i identyfikacja gendw o podwyzszonej ekspresji w poszczegdlnych grupach powinny

odbywac sie przy wykorzystaniu przeznaczonych do tego celu metod statystycznych.

3.4 Glejaki i ich mikrosrodowisko

34.1 Glejaki

Glejaki to nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), ktdore powstajg z
neuralnych komdédrek macierzystych Ilub komodrek progenitorowych astrocytéw lub
oligodendrocytéw. Rozlane glejaki stanowig do 80% pierwotnych ztosliwych nowotwordw mézgu
u oséb dorostych. W 2016 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) przedstawita czwartg
wersje klasyfikacji nowotworéw OUN (Louis et al., 2016). Opracowanie to miato na celu
stworzenie ogdlnoswiatowych wytycznych wykorzystywanych przy okreslaniu typu i stopnia
ztodliwosci nowotworu, przede wszystkim w oparciu o cechy histopatologiczne. Glejaki
podzielono na: tagodne (stopnia | - WHO grade 1), o niskiej ztosliwosci (stopnia Il - WHO grade 1),
rozlane ztosliwe (stopnia lll - WHO grade lll), a takze glejaki wielopostaciowe, wysoce ztosliwe i
inwazyjne (stopnia IV - WHO grade V). Klasyfikacja ta zostata zaktualizowana w 2021 roku (Park
et al., 2023), gdy zaproponowano nowy system oceny uwzgledniajgcy zarowno cechy
histopatologiczne nowotworu jak i zidentyfikowane zmiany genetyczne. Glejaki podzielono na
pie¢ typdéw, a klasyfikacja uwzglednia dodatkowo m.in. wystepowanie mutacji w genach
IDH1/IDH2 (kodujacych dehydrogenaze izocytrynianowa 1i 2) i obecnos$é kodelecji 1p/19q, ktére
okazaty sie pozytywnie wptywac na rokowanie pacjentéw w przypadku czesci diagnozowanych

nowotworow.



3.4.2 Glejaki z punktu widzenia wysokoprzepustowych badan pojedynczych komérek

Badania transkryptomu pojedynczych komorek (scRNA-seq) glejakow stopnia IV (tac.
glioblastoma, GBM) wykazaty duze zrdinicowanie genetyczne tych nowotwordéw, a takze
wystepowanie subpopulacji komérek bedgcych w okreslonym stanie funkcjonalnym (takim jak
hipoksja lub odpowiedZ immunologiczna). W badaniu za pomocg Smart-seq przeanalizowano 430
komodrek z 5 GBM (z prawidtowym wt/HD1). Mieszanina komédrek z guzow pierwotnych byta
pozbawiona komérek odpornosciowych (CD45*). Analizy profili transkryptomicznych pozwolity
zaobserwowac réznice w ekspresji gendw o znanej i istotnej roli w procesach nowotworzenia,
m.in. EGFR, PDGFRA, PDGFA, FGFR1, FGF1, NOTCH2 i JAG2 (Patel et al., 2014). Ponadto, ekspresja
genow kodujacych czynniki transkrypcyjne, ktorych obecnos¢ jest charakterystyczna dla komérek
macierzystych wykazata istnienie komodrek z fenotypem komérek macierzystych glejakéw (ang.
glioma stem cells, GSCs). Wczesniejsze badania transkryptomiczne catych guzéw (ang. bulk RNA-
seq) oparte na profilach ekspresji ujawnity trzy podtypy glejaka wielopostaciowego (GBM):
proneuralny (TCGA-PN), klasyczny (TCGA-CL) i mezenchymalny (TCGA-MES) (Verhaak et al., 2010;
Wang et al., 2017). Zidentyfikowano ,,sygnature genowg” (ang. stemness signature), czyli zestaw
genow o wysokiej i specyficznej ekspresji, ktéra byta najsilniejsza w komoérkach podtypu
proneuralnego i klasycznego GBM, a stabiej reprezentowana w podtypie mezenchymalnym (Patel
etal., 2014).

Zintegrowane analizy ekspresji gendw w pojedynczych komérkach z 28 GBM, a takze
danych genomicznych i transkryptomicznych odczytanych z mieszaniny komérek 401 takich
nowotworéw wykazaty, ze komorki GBM (w obrebie jednego guza) wystepujg w czterech
stanach, przyjmujgc fenotyp zblizony do: neuralnych komérek progenitorowych (ang. neural
progenitor-like, NPC-like), komérek progenitorowych oligodendrocytéw (ang. oligodendrocyte-
progenitor-like, OPC-like), astrocytéw (ang. astrocyte-like, AC-like), komdrek mezenchymalnych
(ang. mesenchymal-like, MES-like) (Neftel et al., 2019). Proporcje komérek o okreslonym fenotypie
nie byty state, a stan, w ktéorym znajdowata sie wiekszo$¢ komodrek w danym guzie byt
determinowany przez zmiany genetyczne: amplifikacje w genach takich jak CDK4, PDGFRA, EGFR
i mutacje w NF1. Opublikowane dane sugerujg dodatkowo, ze proporcje te majg istotny wptyw

na sktad i funkcjonowanie mikrosrodowiska nowotwordow. Programy ekspresji gendw



charakteryzujgcych stany podobne do NPC, OPC i AC s3 zakotwiczone w programie rozwoju
mozgu, a czestosé wystepowania tych standw w guzie zalezy od profilu genetycznych takich jak
amplifikacje/mutacje w genach CDK4, PDGFRA i EGFR (Neftel et al., 2019). W przeciwienstwie do
tego, stan podobny do MES (MES-like) ma niewielkie podobienstwo do typow komodrek
wykrywanych w fizjologicznie zdrowym ludzkim mdzgu i jest tylko czesciowo zwigzany ze
zmianami genetycznymi glejaka. Wczesniejsze prace wykazaty, ze podtyp TCGA-MES jest
skorelowany z liczebnoscig makrofagdéw i ze mutacje lub delecje NF1, czeste w guzach TCGA-MES,
zwiekszajg rekrutacje makrofagéw (Wang et al., 2017). Autorzy sugerowali, ze podtyp TCGA-MES
jest czesciowo zwigzany ze zwiekszong liczebnosciag makrofagéow w guzie, co moze réwniez
obserwacji, nie stwierdzono, co powoduje pojawienie sie stanu nowotworowego podobnego do
MES w glejaku.

Aby ustali¢, czy istnieje zwigzek przyczynowy miedzy zwiekszong obecnoscia
makrofagdéw, a stanem podobnym do MES w GBM, autorzy wykorzystali mysie modele GBM
indukowane wzmozong ekspresjg onkogenu HrasG12V w potfaczeniu z wyciszeniem ekspres;ji
genu kodujgcego biatko supresorowe p53. Ustalili, ze z niewielkimi réznicami w pordwnaniu z
ludzkim GBM, cztery stany komoérkowe zostaty odtworzone w modelach mysich glejakéw, a
makrofagi byly wzbogacone w $rodowisku komérek glejakéw podobnych do MES (MES-like).
Wykazali, ze po zastosowaniu liposomdw z klodronianem w celu wyeliminowania makrofagéw,
w nowotworach wystepuje zaréwno zmniejszona liczba makrofagéw, jak i komorek podobnych
do MES. Na podstawie tych wynikéw autorzy wnioskowali, ze to makrofagi wywotujg stan
podobny do MES w GBM. Co wiecej, zidentyfikowali oni wydzielane przez makrofagi biatko
onkostatyne M (OSM) jako krytyczny czynnik wywotujgcy stan podobny do MES. OSM wigze sie
z receptorami OSMR (ang. oncostatin M receptor) i LIFR (ang. leukemia inhibitory factor
recepotor) w kompleksie z biatkiem GP130 (ang. glycoprotein 130) na komdrkach GBM, indukuje
sygnalizacje wewnatrzkomérkowa z czynnikiem STAT3 (ang. signal transducer and activator of
transcription 3). To prowadzi do przejscia komérek glejaka do stanu podobnego do MES, co z

kolei indukuje programy mezenchymalne w samych makrofagach na zasadzie petli zwrotnej. Stan



podobny do MES (MES-like) zwigzany byt ze zwiekszong liczebnoscig i cytotoksycznoscig
limfocytéw T (Hara et al., 2021).

Zbadano rdéznice w ogdlnych profilach scRNA-seq 16 probek pacjentow z glejakiem z
prawidtowym lub zmutowanym IDH1 (14 226 profili transkryptomicznych pojedynczych
komodrek). Wykazano, ze oba typy guzdéw majg podobng hierarchie rozwojowg i $ciezki
roznicowania glejowego. Wraz ze wzrostem stopnia ztosliwosci guza stwierdzono zwiekszong
proliferacje komodrek ztosliwych, wiekszg pule niezréznicowanych komoérek glejaka i wyiszg
wartos¢ sygnatury wskazujgcej na wiekszg liczcbe makrofagdw w pordwnaniu z sygnatura

mikrogleju (Venteicher et al., 2017).

3.4.3 Rola uktadu odpornosciowego w glejakach

3.4.3.1 Uktad odpornosciowy w mdzgu

Mozg jest bardzo dobrze odseparowany od pozostatych organdw dzieki obecnosci bariery
krew-mdzg. Bariera ta chroni osrodkowy uktad nerwowy (OUN) przed niewtasciwg reakcjg
komodrek uktadu odpornosciowego krgzacych w krwi obwodowej i w efekcie wystgpieniem
niepozgdanego zapalenia. W OUN wystepuje réznorodna populacja komorek mieloidalnych, w
sktad ktdrej wchodzg przede wszystkim mikroglej (tkankowo specyficzne, rezydentne komaorki
mieloidalne biorgce udziat w odpowiedzi zapalnej), a takze makrofagi pochodzace z przestrzeni
okotonaczyniowych Virchowa-Robina, splotu naczyniowkowego i opon modzgowych (ang. CNS
border-associated macrophages, BAMs) (Kierdorf et al., 2019; Prinz et al., 2021). Dodatkowo
wykrywane sg w OUN rowniez komadrki dendrytyczne i komaorki NK (natural killers) cho¢ ich liczba
jest niewielka (0.5%). Rezydentne komérki mieloidalne w mdzgu w stanie spoczynkowym
wykazujg statg ekspresje biatek nalezgcych do gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy 1i Il
(MHC1iMHCII)isa zaliczane do profesjonalnych komérek prezentujgcych antygen (ang. antigen-
presenting cell, APC). W stanie patologicznym komoérki uktadu odpornosciowego krgzace w krwi
obwodowej mogg migrowa¢ do OUN, w szczegdlnosci gdy uszkodzeniu ulegnie bariera krew-

mozg. Wtedy w OUN mogg pojawic¢ sie monocyty, a takze réznorodna populacja limfocytow.



Podczas infekcji OUN mikroglej fagocytuje zainfekowane komorki i prezentuje antygeny.
Prowadzi to do aktywacji limfocytow T i wytwarzania przez nie cytokin prozapalnych interferonu
(IFN)-y i czynnika nekrozy nowotworu (TNF). Cytokiny te stymulujg mikroglej do pochtaniania
synaps dfugo po zakazeniu. Dodatkowo astrocyty i neurony przesytajg sygnat do mikrogleju za
posrednictwem rdéznych biatek. Mikroglej ma zdolnos¢ prezentacji antygenu limfocytom T CD8+
i limfocytom T CD4+, a komdrki dendrytyczne, pomimo swojej niewielkiej liczby, mogg

aktywowac limfocyty T CD4+ (Borst, Dumas and Prinz, 2021; Ochocka and Kaminska, 2021).

3.4.3.2 Komorki uktad odpornosciowego w mikrosrodowisku glejaka

Mikrosrodowisko nowotworu jest rdznorodne i sktada sie m.in. z komoérek
nowotworowych, astrocytéw, komorek srédbtonka, a takze komédrek uktadu odpornosciowego:
mikrogleju, makrofagéw, mieloidalnych komérek supresyjnych (myeloid-derived suppressor
cells, MDSC), granulocytdw, monocytéw i limfocytéw T i B (Gieryng et al., 2017; Ochocka &
Kaminska, 2021). Poza réznorodnymi populacjami komaérek, mikrosrodowisko sktada sie réwniez
z elementdw i biatek tworzgcych macierz zewngtrzkomérkowa (ang. extracellualr matrix, ECM),
wypetniajacg przestrzen pomiedzy komdrkami i tworzgcg potgczenia z biatkami na powierzchni
komodrek. Parenchyma moézgu ma unikalny sktad, gdyz sktada sie gtéwnie hialuronianu i
pozbawiona jest sztywnych barier biatkowych zbudowanych z kolagenu, fibronektyny i lamininy.
Integryny i receptor hialuronianu CD44 uczestniczg w adhezji glejaka do ECM. Oddziatujg réwniez
z proteazami wydzielanymi podczas progresji glejaka, ktére degradujg ECM, umozliwiajgc
komadrkom nowotworowym rozprzestrzenianie sie i dyfuzyjng infiltracje moézgu. Podczas procesu
inwazji indukowane sg réwniez aktywatory plazminogenu, metaloproteinazy macierzy (MMP) i
lizosomalne peptydazy cysteinowe (katepsyny) (Bellail et al., 2004).

W wielu badaniach doswiadczalnych i klinicznych wykazano, ze mikrosrodowisko
glejakdw odgrywa wazng role w rozwoju nowotworu, ogranicza odpowiedzi uktadu
odpornosciowego na obecno$¢ komdrek nowotworowych, a takze ma wptyw na skutecznos¢
terapii i rokowanie chorego (Gieryng et al., 2017; Quail and Joyce, 2017; Kaminska, Ochocka and
Segit, 2021). W przypadku niektérych glejakow wielopostaciowych az 30% masy nowotworu

stanowig komodrki uktadu odpornosciowego, ktére nagromadzity sie w guzie. Zdecydowana



wiekszos$¢ tej populacji komdrek stanowig mikroglej i makrofagi (ang. glioma-associated
microglia and macrophages, GAMs), a ich liczba odwrotnie koreluje z rokowaniem chorego
(Gieryng et al., 2017). Badania w doswiadczalnym modelu glejaka (komdrki mysiego glejaka
GL261 wszczepione do mdzgu myszy) wykazaty, ze podczas wzrostu nowotworu jako pierwsze do
obszaru guza migrujg komorki mikrogleju, a dopiero po pewnym czasie pojawiajg sie w nim
makrofagi pochodzgce z krwi obwodowej (Gabrusiewicz et al., 2011). Zwtaszcza rozréznienie
mikrogleju od naptywowych monocytéw/makrofagéw posréd GAMs byto ktopotliwe, bo
wiekszos¢ uzywanych powszechnie przeciwciat rozpoznaje biatka takie jak Cd11b, CD68, CX3CR1,
FA4/80, Ibal, ktore wystepujg zarowno na powierzchni mikrogleju, jak i makrofagéw (Kierdorf et
al., 2019)

Majgc na uwadze wysokg heterogennosc guzéow, badanie glejakéw i ich mikrosrodowiska
nie moze ogranicza¢ sie do wykorzystania tradycyjnych metod doswiadczalnych, w ktérych
materiat (np. MRNA) otrzymywany jest z mieszaniny wielu komodrek (czasem podzielonej na
subpopulacje w oparciu o wartos¢ kilku parametréw). Uzyskiwane w takiej analizie wyniki
opierajg sie na usrednionej wartosci badanych parametréw we wszystkich komdrkach
znajdujacych sie w mieszaninie. Przy duzym zréznicowaniu subpopulacji komorek w populacji,
moze to doprowadzi¢ do wysuwania niewtasciwych wnioskéw i hipotez odnoszacych sie do
nieistniejacych w rzeczywistosci komaérek o usrednionych cechach, sugerujgcych jednoczesne
realizowanie wykluczajgcych sie funkcji. Z tego powodu wysoce wskazane jest, aby analize
mikrosrodowiska glejakow prowadzi¢ wykorzystujgc metody wysokoprzepustowe umozliwiajgce
badanie pojedynczych komoérek, w ktérych odczytanie informacji o odpowiednio duzej liczbie
komodrek pozwala zidentyfikowaé réwniez relatywnie mniej liczne subpopulacje o bardzo

istotnych rolach (np. regulatorowe limfocyty T).

3.4.3.3 Komorki uktadu odpornosciowego w mikrosrodowisku glejaka w wysokoprzepustowych

badaniach pojedynczych komédrek

W ostatnich latach opublikowano wyniki badan pojedynczych komodrek tworzacych
mikrosrodowisko rdoznych rodzajéw glejakow w prébkach klinicznych (Darmanis et al., 2017;

Midiller et al., 2017; Venteicher et al., 2017; Neftel et al., 2019; Sankowski et al., 2019; Friebel et



al., 2020; Hara et al., 2021; Mathewson et al., 2021; Pombo Antunes et al., 2021; Zhang et al.,
2021) Sekwencjonowanie transkryptomu pojedynczych komérek pozwolito na bardziej
szczegbtowy analize rdéznic wystepujgcych pomiedzy komdrkami mikrogleju, a makrofagami
pochodzacymi z krwi obwodowej, ktére przemigrowaty do guza. Miller et al. (2017)
zaproponowali, ze komorki mikrogleju mozna wyodrebni¢ na podstawie wysokiego poziomu
ekspresji genu P2RY12, a komérki makrofagéow na podstawie wysokiego poziomu ekspresji genu
CD49d. Zauwazyli rowniez, ze poziom HLA-DR (ang. human leukocyte antygen-DR) jest wyzszy w
populacji komérek zidentyfikowanych jako makrofagi niz w komorkach mikrogleju. Rdéznice w
profilach transkryptomicznych pozwolity zaobserwowac, ze komarki mikrogleju lokalizujg sie
gtéwnie na obrzezach, a komarki makrofagdw migrujg w gtagb guza i akumulujg sie w jego centrum
(Darmanis et al.,, 2017, Miller et al., 2017). Dodatkowo, komodrki na obrzezach guza
charakteryzowaty sie wyzszym poziomem ekspresji gendw kodujgcych prozapalng interleukine
1B (IL1B), cytokin z rodziny CCL (ang. C-C Motif Chemokine Ligand): CCL2, CCL3, CCL4, TNF (ang.
tumor necrosis factor) , a takze czynnika wzrostu kolonii makrofagdw (colony-stimulating factor,
CSF1) i jego receptora CSF1R. Komadrki znajdujgce sie w centrum guza wykazywaty wyzszy poziom
ekspresji genu VEGFA (ang. vascular endothelial growth factor) uczestniczagcego w procesie
angiogenezy, genu HIF1A (ang. hypoxia inducible factor 1 alpha) ulegajgcego ekspresji w
Srodowisku niedotlenienia/hipoks;ji, a takze genu kodujgcego antagoniste receptora interleukiny
1 (ang. interleukin 1 receptor antagonist, ILLRN) o dziataniu przeciwzapalnym. Geny kodujgce
biatka bedgce immunologicznymi punktami kontrolnymi (ang. immune-checkpoint) — CD274 (PD-
L1, ang. programmed death ligand 1), PDCD1LG2 (PD-L2), CD80, CD86 (receptor CTLA4, ang.
cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) ulegaty ekspresji w komdrkach w catym obszarze guza, z
nieznacznie podwyzszonym poziomem na jego (Darmanis et al., 2017).

Wysokoprzepustowe metody badania pojedynczych komérek pozwolity nie tylko na
rozroznienie typoéw komdrek wystepujgcych w mikrosrodowisku, ale takze na analize funkcji
poszczegdlnych subpopulacji. Na podstawie sekwencjonowania pojedynczych komérek préobek
klinicznych GBM i prébek ,,niezmienionej” (ang. normal-appearing) tkanki mdézgu pobranych od
pacjentéw z epilepsjg (potraktowanych jako prébki kontrolne) Sankowski et al. (2019) wykazali,

ze w Srodowisku glejaka komérki mieloidalne wykazywaty nizszy poziom ekspresji gendw



charakterystycznych dla mikrogleju w stanie homeostazy, a z drugiej strony miaty podwyzszona
ekspresje gendw powigzanych z okreslonymi programami funkcjonalnymi. Autorzy
zidentyfikowali subpopulacje komérek o podwyzszonej ekspresji gendw indukowanych przez
interferon (IFI27, IFITM3), powigzanych z metabolizmem lipidow (LPL, APOE, TREM?2), a takze
genow kodujacych biatka komplekséw MHCI i MHCII, i ulegajgcych ekspresji w Srodowisku
hipoksji (VEGFA). Co zastanawiajgce, w analizowanych prébkach wsréd komdrek mieloidalnych
nie zidentyfikowali komdrek monocytéw/makrofagéw pochodzgcych z krwi obwodowej, a
jedynie komérki mikrogleju. Korzystajgc z metody CyTOF potwierdzili obecnos¢ biatek HLA-DR,
TREM2 i APOE na komdérkach, na ktérych wykryto obecnos¢ P2RY12 i TMEM119
(zidentyfikowanych jako komérki mikrogleju), natomiast nie zaobserwowali obecnosci biatek
kodowanych przez geny indukowane przez interferon. W kolejnym badaniu mikrosrodowiska
GBM (Klemm et al., 2020) autorzy, na podstawie analizy danych RNA-seq komdrek CD49d+
(zidentyfikowanych jako komorki monocytéw/makrofagéw pochodzace z krwi obwodowej) i
CD49- (zidentyfikowanych jako komérki mikrogleju) autorzy wykazali, ze ekspresja gendw
powigzanych z odpowiedzig na interferon | wystepuje gtdwnie w komadrkach CD49d+. W pracy
Antunes et al. (2021) zostata przedstawiona bardziej szczegétowa charakterystyka subpopulacji
komodrek mieloidalnych. Na podstawie profili transkryptomicznych pojedynczych komoérek
autorzy, podobnie jak (Sankowski et al., 2019), wyrdznili trzy gtéwne programy funkcjonalne
prezentowane przez te komoérki: program odpowiedzi na interferon (powigzana z ekspresjg
genow STAT1, IFIT2, ISG15 i CXCL10), program fagocytozy potaczonej z metabolizmem lipidéw
(powigzana z ekspresjg gendw GPNMB, LGALS3, FABP5 i CD9), a takze program odpowiedzi na
sSrodowisko hipoksji (powigzany z ekspresjg gendw BNIP3, ADAMS8, MIF i HILPDA). Programy te
zidentyfikowano zaréwno w komérkach z prébek pochodzacych z guzéw pierwotnych, jak i z
probek pobranych ze wznéw GBM, a takze w komérkach z doswiadczalnego modelu glejaka, w
ktorym komorki GL261 zostaty wszczepione do mdzgu myszy C57BL6. W tej pracy autorzy
zidentyfikowali wsréd badanych komédrek subpopulacje mikrogleju, a takze kilka subpopulacji
monocytow/makrofagdéw. Geny powigzane z programami odpowiedzi na interferon i odpowiedzi
na Srodowisko hipoksji ulegaty ekspresji na wyzszym poziomie w komdrkach

monocytow/makrofagdéw niz w komadrkach mikrogleju. Dodatkowo, profile transkryptomiczne



subpopulacji monocytéw/makrofagéw mogg sugerowad, ze z krwi obwodowej do obszaru
rozwoju guza naptywajg monocyty, ktdre dopiero w mikrosrodowisku nowotworu réznicujg w
dojrzate makrofagi, jednoczesnie zmieniajgc swodj fenotyp.

Komorki, w ktorych ekspresji ulegajg geny powigzane z odpowiedzig na interferon i geny
powigzane z fagocytoza/metabolizmem lipidow moga petni¢ odmienne role. Na podstawie
wynikéw badan scRNA-seq i CyTOF mozna przypuszczaé, ze komorki monocytéw o silnym
fenotypie przeciwnowotworowym migrujg do mikrosrodowiska guza, w ktérym to (pod wptywem
czynnikdw znajdujacych sie w tym mikrosrodowisku) rézinicujg w makrofagi o fenotypie

immunosupresyjnym, wspierajgcym rozwdj nowotworu.



4 CEL PRACY

Mikrosrodowisko doswiadczalnych glejakdw nie byto zbyt szczegdétowo zbadane pod katem
heterogennosci rezydentnych i naciekajgcych komérek uktadu odpornosciowego. Wczesniejsze
badania na komdrkach CD11b+ sortowanych z pétkuli z guzem w réznym czasie po implantacji
glejaka wskazywaty wczesng akumulacje mikrogleju (komdérki CD11b+CD45"°%) w 7 dniu po
implantacji komorek glejaka i obecnos¢ komodrek mieloidalnych z obwodu (komorki
CD11b+CD45"e") 15 dnia po operacji (Gabrusiewicz et al., 2011). Badania transkryptomiczne
RNA-seq wskazywaty profile transkryptomiczne, ktére jednoczesnie prezentowaty czesci typowe
dla odpowiedzi zarowno zapalnej jak i immunosupresyjnej. Aby odpowiedzie¢ na pytanie, jakie
komorki i o jakich funkcjach nagromadzajg sie w mikrosrodowisku doswiadczalnych glejakow,
wprowadzono metodyke transkryptomiki pojedynczych komoérek (Ochocka, Segit et al., 2021;
Ochocka et al., 2023). Wprowadzenie tych metod wymagato opracowania podejscia do analiz
danych scRNA-seq dopasowanego do ztozonych uktadéw doswiadczalnych.

Celem niniejszej rozprawy byto opracowanie zoptymalizowanej metodyki analizy i wizualizacji

danych scRNA-seq z komoérek mieloidalnych w mikrosrodowisku doswiadczalnych glejakéw

oraz w probkach z guzéw glejaka wielopostaciowego.

Cele szczegdtowe obejmowaty:

1. Opracowanie zoptymalizowanej metodyki analizy i wizualizacji danych scRNA-seq z komadrek
mieloidalnych w mikrosrodowisku doswiadczalnych glejakdow.

2. Ocene wptywu wartosci parametrow wykorzystywanych metod dla uzyskania optymalnych
wynikéw analiz i wizualizacji danych scRNA-seq.

3. Zbadanie w danych scRNA-seq réznic w profilach transkryptomicznych komérek
mieloidalnych w mdzgach myszy naiwnych i po operacji pozorowane;.

4. Zbadanie w danych scRNA-seq heterogennosci komérek mikrogleju i makrofagéow w

mikrosrodowisku ludzkich guzéw glejaka wielopostaciowego.



5 METODY

5.1 Konwersja plikdw BCL do formatu FASTQ

Uzyskano wyniki sekwencjonowania scRNA-seq bibliotek przygotowanych za pomoca
urzgdzenia Chromium Controller i zestawu odczynnikdw 10X Genomics Single-Cell Gene
Expression v2 lub Single-Cell Gene Expression v3 (w przypadku danych scRNA-seq naiwne versus
operacja pozorowana) (Ochocka, Segit et al., 2021). Wynik sekwencjonowania nastepnej
generacji na urzadzeniach produkowanych przez firme lllumina zapisywany jest w plikach BCL
(base call). Sg to pliki binarne o nastepujgcej strukturze:

e Bajty 0 do 3 zawierajg liczbe klastréw na powierzchni komory przeptywowej (N) w
formacie little endian 32-bit
e Bajty 4 do (N+3), gdzie N to liczba klastrow, zawierajg informacje o odczytanych zasadach
i jakosci odczytu. Bajty majg ponizszg strukture:
o Bity 0 do 1 kodujg odczytang zasade (A: 00, C: 01, G: 10, T: 11)
o Bity 2-7 kodujg wartos¢ odpowiadajgcg jakosci odczytu
o Kiedy wszystkie 8 bitéw to ,0” oznacza to, ze dany klaster nie zostat odczytany
(,no-call”)
(https://emea.support.illumina.com/content/dam/illumina-
support/documents/documentation/software_documentation/bcl2fastg/bcl2fastq2-v2-20-
software-guide-15051736-03.pdf)
Nastepnie te surowe dane konwertowane byty do formatu FASTQ za pomocg oprogramowania
bcl2fastq dostarczanego przez firme lllumina. Podczas konwersji, dla kazdego klastra ktory
przejdzie ustalone reguty filtrowania, tworzony jest jeden wpis w pliku FASTQ (w przypadku
odczytywania DNA z jednej strony (ang. single-end) tworzony jest jeden plik FASTQ, w przypadku
odczytywania DNA z dwéch stron (ang. paired-end) tworzone sg dwa pliki FASTQ). Proces
konwersji obejmuje demultipleksowanie odczytdow (tzn. przypisanie odczytow do witasciwych
probek, na podstawie zdefiniowanych sekwencji indeksowych dodawanych podczas

przygotowania biblioteki do sekwencjonowania, unikalnych dla poszczegdlnych probek.



Dodatkowo (w zaleznosci od wybranych ustawien) oprogramowanie bcl2fastqg moze w trakcie
dziatania przycig¢ sekwencje adapterowe i usungc unikalne identyfikatory molekularne (UMI). Po
zakonczeniu konwersji wyniki zapisywane sg w plikach tekstowych FASTQ, wykorzystywanych
jako pliki wejsciowe w wielu narzedziach analizy danych NGS.

W przypadku danych z pojedynczych komorek (scRNA-seq) uzyskanych z prébek
przygotowanych w systemie 10x Genomics, do konwersji plikdw BCL do plikdw FASTQ zalecane
byto wykorzystanie oprogramowania Cell Ranger mkfastq. Jest to naktadka na oprogramowanie
bcl2fastq, ktora ma domysinie ustawione wartosci parametréw bcl2fastg zgodnie z wytycznymi
10x Genomics. Konwersja plikbw BCL do plikbw FASTQ wykorzystanych w analizach
przedstawionych w niniejszej pracy zostata wykonana korzystajgc z oprogramowania Cell Ranger

mkfastg w wersji 3.0.1 i domysInych wartosciach parametrow.

5.2 Mapowanie odczytéw do transkryptomu referencyjnego i stworzenie macierzy
zliczen odczytédw zmapowanych do poszczegdlnych gendéw w pojedynczych

komdrkach

Macierze ekspresji gendw w pojedynczych komodrkach, to macierz w ktérej w kolumny
odpowiadajg pojedynczym komodrkom, a wiersze poszczegdlnym genom (lub na odwrét),
natomiast wartosci w macierzy to liczba unikalnych zliczen zmapowanych do konkretnego genu
w konkretnej komorce.

W celu uzyskania takich macierzy dla danych scRNA-seq uzyskanych z prébek
przygotowanych w systemie 10x Genomics producent rekomenduje wykorzystanie
oprogramowania Cell Ranger count (https://www.10xgenomics.com/support/software/cell-
ranger/7.2/algorithms-overview/cr-gex-algorithm). Oprogramowanie to przyjmuje pliki FASTQ
jako dane wejsciowe, a nastepnie wykonuje mapowanie pojedynczych odczytéw do
transkryptomu referencyjnego (za pomocg zewnetrznego oprogramowania STAR z wartosciami
parametréw ustawionymi zgodnie z rekomendacjami 10x Genomics). W kolejnych krokach
wyniki sg filtrowane, a unikalne odczyty zmapowane do konkretnego genu i te przypisane do

jednego znacznika s3 sumowane. W efekcie powstaje (w surowej formie) macierz ekspresji



genow we wszystkich odczytanych znacznikach. Nastepnie, na podstawie wynikéw algorytmu
identyfikacji komorek, znaczniki sg filtrowane i w macierzy zostajg tylko te, ktére
(najprawdopodobniej) reprezentujg pojedynczg komodrke, ktéra zostata zamknieta w kropli
podczas przygotowywania probki w systemie 10x Genomics. W praktyce macierz ta jest
dodatkowo filtrowana na pdzniejszym etapie analizy polegajgcym na ocenie jakosci komérek
(m.in. na podstawie liczby gendw, do ktdrych zostaty zmapowane odczyty dla danego znacznika
lub na podstawie procentowej zawartosci odczytéow zmapowanych do gendw kodujgcych biatka
mitochondrialne). Mapowanie odczytow do transkryptomu referencyjnego i stworzenie macierzy
zliczen wykorzystanych w analizach przedstawionych w niniejszej pracy zostato wykonane z
wykorzystaniem oprogramowania Cell Ranger count w wersji 3.0.1. W przypadku danych
pochodzacych z mikrosrodowiska mysiego glejaka GL261 wybrano transkryptom referencyjny w
wersji mm10-3.0.0, a w przypadku danych pochodzgcych z mikrosrodowiska ludzkiego glejaka
wielopostaciowego wybrano transkryptom referencyjny w wersji GRCh38-3.0.0 i domysInych

wartosciach pozostatych parametréw.

5.3 Analiza jakosci danych w macierzy ekspresji

Jakos¢ komdrek ma kluczowe znaczenie dla jakosSci uzyskanych danych, a w konsekwenciji
rowniez dla jakosci wynikow analiz. Z tego wzgledu w materiatach 10x Genomics wielokrotnie
zwracana jest uwaga na  wtasciwe przygotowanie probki w laboratorium
(https://cdn.10xgenomics.com/image/upload/v1686678481/support-
documents/CG00053_Handbook_CellPreparation_SingleCellProtocols_Rev_D.pdf). Niezaleznie
od tego, po zakoriczeniu sekwencjonowania i uzyskaniu (przefiltrowanej) macierzy ekspresji
genow w pojedynczych komodrkach wykonuje sie dodatkowe procedury kontroli jakosci danych.
Do najczesciej stosowanych nalezga:

e sprawdzenie liczby unikalnych odczytéw przypisanych do poszczegdlnych znacznikéw,
e sprawdzenie liczby gendéw, do ktérych zostaty przypisane odczyty w obrebie jednego

znacznika,



e sprawdzenie jaki procent unikalnych odczytdw zostat zmapowany do gendéw kodujgcych
biatka mitochondrialne.
Ma to na celu wykrycie przede wszystkim znacznikéw, ktdre przez algorytm w oprogramowaniu
Cell Ranger zostaty zaklasyfikowane do zbioru komadrek, a w rzeczywistosci mogty by¢ komadrkami
obumierajgcymi (z nieszczelng btong komodrkowsg, przez ktdrg czes¢ mRNA wyptyneta z
cytoplazmy na zewnatrz jeszcze przed zamknieciem komédrki w kropli podczas procesu
enkapsulacji).

Nie ma uniwersalnych wartosci tych parametrow, na podstawie ktérych nalezatoby
filtrowac¢ macierz ekspresji. Z tego wzgledu w przypadku kazdego zbioru danych nalezy sprawdzié
jaki jest rozktad tych wartosci, a nastepnie, uwzgledniajgc dodatkowo biologiczng wiedze o
komorkach, ktore znajdujg sie w zbiorze, wyznaczy¢ wartosci progowe kazdego z parametrow.
Dzieki temu mozna odfiltrowac¢ znaczniki odpowiadajgce najpewniej komdérkom obumierajgcym
lub kroplom, w ktérych nie znalazta sie komérka, a jedynie relatywnie duza ilos¢ mRNA wolno
ptywajgcego mRNA. Inny przypadek, gdy wskazane jest odfiltrowanie znacznika, to sytuacja w
ktorej w jednej kropli znalazty sie przynajmniej dwie komadrki. W materiatach 10x Genomics
(https://kb.10xgenomics.com/hc/en-us/articles/360001378811-What-is-the-maximum-
number-of-cells-that-can-be-profiled) zawarto informacje o szacowanym procencie znacznikdw,
ktdre moga reprezentowac takie zdarzenia (multiplety) w zaleznosci od liczby komorek, ktére
natozono na ptytke i zastosowanego protokotu. Potencjalne multiplety to znaczniki, w ktérych
liczba odczytow odstaje w gore od pozostatych znacznikéw lub znaczniki, w ktorych
identyfikowana jest jednoczesna ekspresja genow kodujgcych biatka, ktorych obecnos¢ jest
charakterystyczna dla réznych typow komérek.

Filtrowanie danych w macierzy ekspresji zostato wykonane z wykorzystaniem pakietu
Seurat v3 i funkcji subset. W przypadku danych pochodzgcych z mikrosrodowiska mysiego glejaka
GL261 w zbiorze pozostawiono znaczniki, w ktérych liczba wykrytych gendw byta wieksza niz 200
i mniejsza niz 3000, a takze w ktérych ponizej 5% odczytéw zostato zmapowanych do gendw
kodujacych biatka mitochondrialne. W przypadku danych pochodzgcych z mikrosrodowiska
ludzkiego glejaka wielopostaciowego w zbiorze pozostawiono znaczniki, w ktérych liczba

wykrytych gendéw byta wieksza niz 200, a takze w ktdrych ponizej 20% odczytéw zostato



zmapowanych do gendw kodujgcych biatka mitochondrialne i wartos¢ log10GenesPerUmi byta
wieksza niz 0.8. Znaczniki pozostate w macierzach ekspresji po filtrowaniu byty na dalszych

etapach analiz traktowane jako reprezentujgce pojedyncze komérki.

5.4 Normalizacja danych

Zbiér danych moze by¢ bardzo zréznicowany pod katem typow komdrek, ktére w nim
wystepujg. Dodatkowo efektywna gtebokos¢ sekwencjonowania komorek z tej samej populacji
moze by¢ inna i nie ma mozliwosci ujednolicenia jej na etapie sekwencjonowania. Z tego wzgledu
jednym z etapow wstepnego przygotowania danych do analizy jest ich normalizacja,
umozliwiajgca pordwnywanie ekspresji konkretnych genéw pomiedzy réznymi komorkami. W
analizach opisanych w niniejszej pracy wykorzystano zaimplementowang w pakiecie Seurat v3
(Stuart et al., 2019)metode normalizacji ekspresji w kazdej komdrce w odniesieniu do catkowitej
liczby odczytow przypisanych do tej komorki (tj. normalizacja wzgledem wielkosci biblioteki). Tak
uzyskane wartosci byty mnozone przez domysiny wspdtczynnik skalujgcy (10000) i poddawane
transformacji logarytmicznej In(10000*”znormalizowana warto$¢ ekspresji”+1). Ta procedura
zostata wykonana dla wszystkich prébek, ktdre wykorzystano w analizach przedstawionych w
niniejszej pracy. Na dalszych etapach analiz wykorzystywane byty rdéwniez dane
wystandaryzowane. Standaryzacja polegata na poddaniu transformacji z-score macierzy

znormalizowanej ekspresji, uzyskanej w poprzednim kroku.

5.5 Integracja wielu zbioréw danych

Analiza danych pochodzgcych z wielu prébek zwigzana jest najczesciej z potrzeba
potgczenia wielu zbioréw danych (macierzy ekspresji) w jedng macierz zawierajgcg komorki ze
wszystkich analizowanych prébek (z zachowaniem informacji o tym, z ktérej prébki pochodzi
kazda komorka). Najprostsze podejscie do tego zadania polega na ztgczeniu wszystkich macierzy
w jedng macierz. Nie zawsze jest to jednak rozwigzanie akceptowalne, poniewaz na dalszych

etapach analizy moze okazac¢ sie, ze populacje komdrek uzyskane w wyniku grupowania s3



zdominowane przez komorki pochodzgce z konkretnych prébek. Sugeruje to zwykle, ze wptyw
przygotowania lub pochodzenia prébki na profile transkryptomiczne komodrek w tej préobce jest
silniejszy niz rdoznice w ekspresji gendw pomiedzy biologicznie zdefiniowanymi populacjami
komorek. Jezeli pewna zdefiniowana populacja komérek znajduje sie w wielu analizowanych
probkach, to w wyniku grupowania komorki z tej populacji, pochodzgce ze wszystkich prdbek,
powinny zosta¢ przypisane do tej samej grupy.

Wystepowanie niepozgdanej zmiennosci pomiedzy prébkami (np. zwigzanej z procedurg
przygotowania probki) moze jednak wymagaé zastosowania bardziej zaawansowanych metod
integracji zbioréw, polegajgcych na wykonaniu korekcji wartosci ekspresji gendw w
poszczegdlnych komodrkach. W analizach przedstawionych w niniejszej pracy wykorzystano
metode zaimplementowang w pakiecie Seurat (Stuart et al., 2019). Metoda ta w obejmuje
stworzenie rankingu genéw wedtug wartosci wystandaryzowanej wariancji w poszczegdlnych
zbiorach danych, a nastepnie wybodr tych ktére znalazty sie wsrdd grupy 2000 gendw o
najwiekszej wystandaryzowanej wariancji w jak najwiekszej liczbie integrowanych zbiordow.
Dalsze kroki integracji wykonano wykorzystujgc 2000 genéw wybranych w ten sposdb. Nastepnie
w sposdb nienadzorowany identyfikowane sg kotwice (ang. anchors) pomiedzy integrowanymi
zbiorami. Kotwica jest to para komodrek (po jednej z dwdch analizowanych bezposrednio
zbiorow), ktére wedtug predykcji pochodzg z jednej populacji komérek. Poszukiwanie kotwic
rozpoczyna sie od wykonania redukcji wymiaréw wykorzystujgc analize kanonicznej korelacji
(CCA) i normalizacje L2. Nastepnie, analizujgc znormalizowane L2 wektory kanonicznej korelacji
(CcV) identyfikowanych jest k najblizszych sgsiadow (kNN) dla kazdej komorki w kazdej parze
integrowanych zbioréw. Wyniki wykorzystywane sg do identyfikacji wspdlnych najblizszych
sgsiadéw (ang. mutual nearest neighbors), czyli par komérek, po jednej z kazidego z
analizowanych zbioréw, ktére wzajemnie znajdujg sie wsrdd swoich k najblizszych sgsiadéw. W
wykonanych analizach warto$¢ k byta réwna 5. Zbiér kotwic to zbidor zidentyfikowanych
wspdélnych najblizszych sgsiadéw, reprezentujgcych w zatozeniu pary komérek pochodzace z
jednej populacji, a obecne w obu analizowanych zbiorach. Nastepnie kotwice sg poddawane
ocenie jakosci i wyznaczane sg dla kazdej z nich wagi wykorzystywane nastepnie podczas

integracji dwoéch zbioréw danych. Oryginalne wartosci ekspresji gendw poddawane sg korekcji



uwzgledniajgcej zaobserwowane rdznice w profilach transkryptomicznych komérek tworzgcych
poszczegdlne kotwice, a takze wyznaczone wagi dla kazdej z kotwic. Tak uzyskane wartosci mogg
by¢ nastepnie potgczone w jedng macierz (skorygowanej) ekspresji i traktowane w dalszych
analizach jak zwykta macierz ekspresji dla pojedynczej probki, po normalizacji. Integracja danych
analizowanych w niniejszej pracy zostata wykonana korzystajac z pakietu Seurat v3. W przypadku
danych pochodzgcych z mikrosrodowiska mysiego glejaka GL261 integrowano prébki bedace
powtdrzeniami biologicznymi w obrebie kazdej z badanych grup (n=4). Kotwice zidentyfikowano
korzystajac z funkcji FindintegrationAnchors (parametr dims=1:30), a integracje wykonano
funkcjg IntegrateData (parametr dims=1:30). W przypadku danych pochodzgcych z
mikrosrodowiska ludzkiego glejaka wielopostaciowego zintegrowano dane pochodzace z
wszystkich pieciu analizowanych probek. Kotwice zidentyfikowano korzystajgc z funkcji
FindIntegrationAnchors (parametr dims=1:30), a integracje wykonano funkcjg IntegrateData
(parametr dims=1:30)

W przypadku wiecej niz dwdch zbioréw danych integracje przeprowadza sie etapami,
gdzie na kazdym etapie integrowane sg doktadnie dwa zbiory danych (z ktdrych kazdy moze by¢
wynikiem integracji wykonanej na jednym z poprzednich etapow). Przed rozpoczeciem sekwencji
integracji obliczane sg odlegtosci pomiedzy wszystkimi mozliwymi parami integrowanych
zbiorow, a nastepnie korzystajgc z klastrowania hierarchicznego wyznaczany jest schemat,
kolejne etapy, integracji (w pakiecie Seurat zostato to zaimplementowane jako czes¢ funkcji
IntegrateData). Po zakoriczeniu wszystkich etapow powstaje jedna macierz (skorygowanej)

ekspresji, zawierajgca komorki ze wszystkich integrowanych zbioréw.

5.6 Redukcja wymiaréw

Macierze ekspresji gendow w pojedynczych komérkach to dane wielowymiarowe, gdzie
liczba wymiarow réwna jest liczbie analizowanych gendéw i najczesciej jest to od kilku do
kilkudziesieciu tysiecy wymiardw. Jednym z krokdw wstepnego przetwarzania takich danych jest
redukcja wymiardw, stuzgca transformacji danych w taki sposob, aby zachowa¢ mozliwie duzg

czes¢ informacji zawartych w oryginalnym zbiorze danych, ale zapisanych w znacznie mniejszej



liczbie wymiaréw. W analizach opisanych w niniejszej pracy zastosowano metody najczesciej
obecnie wykorzystywane w analizie ekspresji genédw w pojedynczych komérkach: analize
sktadowych gtéwnych (PCA), algorytm t-SNE (ang. t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding)
i algorytm UMAP (ang. Uniform Manifold Approximation and Projection).

Przy wizualizacji danych transkryptomicznych z pojedynczych komodrek powszechnie
spotykane podejscie to wykonanie pierwszej redukcji wymiaréw korzystajgc z PCA, a nastepnie
wizualizacja danych korzystajgca z przestrzeni t-SNE/UMAP obliczonej dla wybranej liczby
sktadowych gtéwnych. W analizach przedstawionych w niniejszej pracy w przypadku danych
pochodzacych z mikrosrodowiska mysiego glejaka GL261 wyniki PCA uzyskano korzystajgc w
pakiecie Seurat v3 z funkcji RunPCA (parametr dims=1:50), a nastepnie przejscie do przestrzeni
dwuwymiarowych t-SNE i UMAP wykonano korzystajgc z pierwszych 30 sktadowych gtéwnych i
funkcji, odpowiednio, RunTSNE (parametr dims=1:30) i RunUMAP (parametr dims=1:30,
parametr n.neighbors=35). W przypadku danych pochodzacych z mikrosrodowiska ludzkiego
glejaka wielopostaciowego wyniki PCA uzyskano korzystajgc w pakiecie Seurat v3 z funkgji
RunPCA (parametr dims-1:50, a nastepnie przejscie do przestrzeni dwuwymiarowej UMAP
wykonano korzystajgc z pierwszych 40 sktadowych gtéwnych i funkcji RunUMAP (parametr
dims=1:40, n.neighbors = 30).

5.7 Grupowanie komdrek

Analiza ekspresji gendw w pojedynczych komédrkach wykonywana jest najczesciej na
zbiorach zawierajgcych dane z kilku do kilkuset tysiecy komorek. Gornym ograniczeniem liczby
analizowanych komodrek jest dostepnos¢ danych i mocy obliczeniowej potrzebnej do ich
przetworzenia. W przypadku duzych projektdw, takich jak przygotowanie atlaséw komoérek
poszczegdlnych tkanek Ilub narzadéw, sg to czasem miliony komodrek. Analiza profili
transkryptomicznych na poziomie pojedynczych komodrek (obserwacji) nie ma najczesciej
uzasadnienia i wskazane jest potgczenie komodrek w grupy (ang. clusters) zawierajgce komorki o
zblizonych profilach. Umozliwia to nastepnie charakterystyke poszczegdlnych grup i

poréwnywanie ich z innymi grupami w zbiorze. W zaleznosci od tego jak bardzo heterogenny jest



analizowany zbiér danych i jak bardzo szczegétowa jest wykonywana analiza komérki
przypisywane sg w wiekszosci przypadkow do od kilku do kilkudziesieciu grup.

Grupowanie jest zadaniem nienadzorowanego przypisania elementdw zbioru
(obserwacji) do grup. W przeciwienstwie do zadania klasyfikacji pod nadzorem, nie bazuje na
przyktadach obserwacji przypisanych do konkretnych kategorii (klas). Grupowanie ma na celu
wykonanie takiego podziatu zbioru na grupy, aby obserwacje znajdujgce sie w jednej grupie byty
mozliwie do siebie podobne. W przypadku analizy pojedynczych komérek, komarki w jednej
grupie powinny reprezentowac ten sam typ/stan. W analizach przedstawionych w niniejszej
pracy wykorzystano algorytmy zaimplementowane w pakiecie Seurat (Stuart et al., 2019)
opierajace sie na wczesniej zaproponowanych rozwigzaniach (Macosko et al., 2015). Jest to
podejscie wykorzystujgce model grafowy. W pierwszym kroku tworzony jest graf k najblizszych
sgsiadéw (KNN) na podstawie odlegtosci euklidesowej pomiedzy komoérkami policzonej w
przestrzeni PCA. Wagi krawedzi miedzy wierzchotkami grafu (komoérkami) sg modyfikowane
korzystajagc z wspotczynnika Jaccarda jako miary podobienstwa pomiedzy sgsiedztwami
poszczegdlnych par komédrek. Nastepnie, korzystajgc z technik optymalizacji modularnosci
(domysinie z metody Louvaina) komérki przypisywane sg do grup. Liczba grup, do ktorych zostang
przypisane komorki nie jest okreslana przed rozpoczeciem grupowania, a zalezy od wartosci
parametru rozdzielczosci (resolution) — czym wieksza wartos¢ tego parametru tym spodziewana
jest wieksza liczba grup (klastréw) komdrek. W przypadku analizy ekspresji genow w
pojedynczych komdrkach nie ma przyjetej optymalnej wartosci rozdzielczosci (lub liczby grup).
Najczesciej wymagane jest wielokrotne wykonanie grupowania, przy réinych wartosciach
parametréw, porownanie wynikéw i zestawienie ich z aktualng wiedzg biologiczng. Otrzymane w
ten sposdb populacje komérek mozna nastepnie charakteryzowac i poréwnywac analizujgc geny
o statystycznie istotnie podwyzszonej ekspresji w poszczegdlnych populacjach.

W analizach przedstawionych w niniejszej pracy w przypadku danych pochodzacych z
mikrosrodowiska mysiego glejaka GL261 wyszukiwanie najblizszych sgsiadow zostato wykonane
korzystajac z funkcji FindNeighbors (parametr dims=1:30), a grupowanie korzystajgc z funkcji
FindClusters (wybor wartosci parametru resolution przestawiono w czesci Wyniki). W przypadku

danych pochodzgcych z mikrosrodowiska ludzkiego glejaka wielopostaciowego wyszukiwanie



najblizszych sasiadow zostato wykonane korzystajgc z funkcji FindNeighbors (parametr
dims=1:40), a grupowanie korzystajgc z funkcji FindClusters (w tym przypadku wybdr wartosci

parametru resolution rowniez przestawiono w czesci Wyniki).

5.8 Analiza réznicowej ekspresji gendw

Kolejnym etapem analizy ekspresji gendw w pojedynczych komérkach, po uzyskaniu
przypisania komoérek do grup w wyniku grupowania, jest identyfikacja gendw pozwalajgcych
scharakteryzowac poszczegdlne populacje. Geny te powinny mie¢ statycznie istotnie zmieniona
ekspresje w opisywanej populacji w poréwnaniu do pozostatych komdrek w zbiorze, a z drugiej
strony kluczowa jest wtasciwa interpretacja funkcji/wptywu ekspresji tych genéw na komorke.
Nie wszystkie geny sg rownie istotne uwzgledniajgc wiedze biologiczng, a fakt ten nie jest
uwzgledniany w trakcie przetwarzania danych (np. poziom ekspresji powszechnie znanego genu
markerowy pewnego typu komédrek bedzie miat na etapie obliczeniowym takg samag wage jak
poziom ekspresji kazdego innego genu z zbiorze). Z tego wzgledu konieczna jest merytoryczna
weryfikacja uzyskiwanych wynikéw, oparta na aktualnej wiedzy biologicznej.

W pakiecie Seurat (Stuart et al., 2019) domyslna metoda analizy réznicowej gendw
pomiedzy klastrami wykorzystuje test sumy rang Wilcoxona (znany rowniez jako test Manna-
Whitneya). Najwazniejsze parametry jakie nalezy okresli¢ to minimalny procent komdérek z
ekspresjg testowanego genu w przynajmniej jednej z grup (min.pct) i minimalna akceptowana
Srednia zmiana krotnosci ekspresji pomiedzy klastrami (logfc.threshold). Analiza réznicowej
ekspresji moze zostaé¢ wykonana pomiedzy dwoma wybranymi klastrami lub porownujgc komérki
z konkretnego klastra do wszystkich pozostatych komaérek. Druga z tych opcji stuzy identyfikacji
genow o najbardzie] statystycznie istotnie podwyzszone]j ekspresji w poszczegdlnych klastrach w
poréwnaniu do pozostatych komoérek w zbiorze. W potgczeniu z interpretacjg funkcji
poszczegdlnych gendw, opartg na aktualnej wiedzy biologicznej, informacja ta jest kluczowa dla
wiasciwego opisu populacji komodrek zidentyfikowanych w analizowanym zbiorze, a takze np. do
zidentyfikowania transkryptomicznych réznic pomiedzy populacjami pochodzgcymi z préobek

nalezgcych do réznych warunkéow eksperymentalnych.



W analizach przedstawionych w niniejszej pracy w przypadku danych pochodzgcych z
mikrosrodowiska mysiego glejaka GL261 w celu identyfikacji gendw o statystycznie istotnie
podwyzszonej ekspresji wykorzystano w pakiecie Seurat v3 funkcje FindAllMarkers, ktéra
wykonuje pordwnanie profili transkryptomicznych komérek przypisanych do konkretnego
klastrow, do profili transkryptomicznych pozostatych komoérek w zbiorze. Procedura
wykonywana jest iteracyjnie dla wszystkich zidentyfikowanych klastrow bedgcych wynikiem
grupowania. W funkcji FindAllMarkers ustawiono parametry assay="RNA”, min.pct=0.25,
only.pos=T i logfc.threshold=0.25. W przypadku danych pochodzgcych z mikrosrodowiska
ludzkiego glejaka wielopostaciowego rowniez wykorzystano funkcje FindAllMarkers (parametr

assay="RNA”, min.pct-0.5, only.pos=T i logfc.threshold=0.25).



6 WYNIKI

6.1 Analiza profili transkryptomicznych pojedynczych komérek CD11b+ pochodzacych z

mikrosrodowiska mysiego glejaka GL261

6.1.1 Przygotowanie i normalizacja danych uzyskanych z scRNAseq

Mimo licznych badan transkryptomicznych komérek CD11b+ izolowanych z mdzgu z
glejakiem uzyskiwano niejednoznaczne wyniki (co do fenotypu) sugerujgce wystepowanie
subpopulacji komorek mieloidalnych. Nie znano jednak biatek powierzchniowych, ktére mogtyby
zosta¢ wykorzystane do wysortowania subpopulacji i pdzniejszej analizy ich profili
transkryptomicznych. W celu uzyskania bardziej szczegdétowej charakterystyki subpopulacji tych
komoérek w mikrosrodowisku glejaka wdrozono technologie sekwencjonowania RNA
pojedynczych komorek (Single Cell Gene Expression 3 v2
(https://www.10xgenomics.com/support/single-cell-gene-expression)) wsrdd populacji CD11b+,
wysortowanych z mdézgu kontrolnego lub z pétkuli z guzem w 14 dniu po implantacji komérek
glejaka GL261 do mdzgu myszy C57BL/6. w modelu syngenicznym. Do stwozrenmia bibliotek
wykorzystano urzgdzenie mikroprzeptywowe Chromium Controller
(https://www.10xgenomics.com/instruments/chromium-controller). Szczegotowy opis
procedury implantacji komorek glejaka i izolowania komorek CD11b+ z mdzgu znajduje sie w
pracy (Ochocka, Segit et al., 2021) oraz w rozprawie doktorskiej dr Natalii Ochockiej-Lewickiej
(2022). Analizowano takze, czy zmiany te rdznig sie w zaleznosci od pfci wszczepiajgc komaorki
glejaka myszom rdéznej ptci.

W doswiadczeniu zbadano 4 grupy: samce i samice naiwne oraz samce i samice, ktorym
zaimplantowano komérki GL261. Parametry probek umieszczanych na ptytce urzgdzenia zostaty
dobrane w taki sposdb, aby uzyska¢ dane z 5000 komérek dla kazdej z probek. W przypadku
zastosowanego protokotu scRNA-seq okreslenie liczby komorek, dla ktérych odczytano profile
transkryptomiczne mozliwe jest dopiero na etapie analiz bioinformatycznych danych bedgcych
efektem sekwencjonowania i zostato przestawione w dalszej czesci pracy. Dla kazdej z grup

eksperymentalnych wykonano dwa biologiczne powtérzenia.



Surowe dane zostaty zdemultipleksowane, a nastepnie otrzymane odczyty zmapowano
do mysiego transkryptomu referencyjnego GRCm38 (mm10) i zliczono liczbe odczytow
zmapowanych do poszczegdlnych gendw dla poszczegdlnych znacznikdw (ang. barcode). W ten
sposob dla kazdej probki otrzymano dane do macierzy ekspresji gendw w pojedynczych
ykomarkach”. tacznie zidentyfikowano 41059 komodrek, dla ktdrych uzyskano srednio 36412

odczytéw na komadrke (Tabela 6.1)

Tabela 6.1 Liczba zidentyfikowanych komodrek i $rednia liczba odczytow na komédrke w

poszczegdlnych probkach (dane przetworzone i wstepnie przefiltrowane oprogramowaniem Cell

Ranger)
CD11b+ ze zwierzat CD11b+ ze zwierzat 14 dni
naiwnych po implantacji komédrek
GL261

Prébka F1 F2 M1 | M2 |F1 F2 M1 M2 Srednia | Suma
Liczba 5223 4870 4873 5301 5802 5579 4402 5009 5150 41059
zidentyfikowanych
komodrek
S'rednia Iiczba 42512 33630 | 35228 | 37195 | 31190 | 31680 43450 31842 36412
odczytéw na
komorke

Analiza profili transkryptomicznych zostata przeprowadzona w Srodowisku R
(https://www.r-project.org/) wykorzystujac funkcje pakietu Seurat v3 (Stuart et al., 2019).
Pierwszym etapem kontroli jakosci byto sprawdzenie liczby odczytow przypisanych do
poszczegdlnych znacznikow, aby zidentyfikowaé i odfiltrowaé¢ dane pochodzace z kropli
najprawdopodobniej nie zawierajgcych zywych komérek, a jedynie wolne mRNA. Na podstawie
uzyskanych wynikdw odrzucono z dalszej analizy wszystkie znaczniki, dla ktérych liczba
unikalnych gendéw, do ktdorych zostaly zmapowane odczyty byta ponizej 200 (jako
najprawdopodobniej nie reprezentujgce zywych komoérek). Dodatkowo, aby odfiltrowac
potencjalne multiplety (krople, w ktdrych znalazta sie wiecej niz jedna komadrka) odrzucono z
dalszej analizy komorki, w ktérych liczba unikalnych gendw, do ktdrych zostaty zmapowane

odczyty byta powyzej 3000.



W celu identyfikacji komdrek obumierajgcych (z nieszczelng btong komdrkows, przez
ktdrg czes¢ mRNA wyptyneta z cytoplazmy na zewnatrz, jeszcze przed zamknieciem komorki w
kropli podczas procesu enkapsulacji) przeanalizowano procentowg zawartos¢ UMI (ang. unique
molecular identifier) zmapowanych do genéw kodujgcych biatka mitochondrialne (Ryc. 6.1).
Komoérka byta odrzucana z dalszej analizy, gdy wartos¢ ta przekraczata 5%. Po zastosowaniu
opisanego filtrowania w zbiorze danych pozostato 40401 znacznikdow, ktdre na kolejnych etapach
analizowano jako 40401 pojedynczych komérek. W analizowanych prébkach wartosci w macierzy
zliczen zostaty znormalizowane (w kazdej komaérce niezaleznie) w odniesieniu do catkowitej liczby
zliczen przypisanych do tej komoérki, korzystajgc z metody zaimplementowanej w pakiecie Seurat.
(tj. normalizacja wzgledem wielkosci biblioteki). Tak uzyskane wartosci byty mnozone przez
domysiny wspodtczynnik skalujgcy (10000) i poddawane transformacji logarytmicznej

In(10000*”znormalizowana wartos$¢ ekspresji”+1).
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Ryc. 6.1 Wykresy rozrzutu ilustrujgce liczbe odczytdw przypisanych do poszczegdlnych
znacznikéw (0$ X) i procent tych odczytow, ktére zostaty zmapowane do gendw kodujgcych
biatka mitochondrialne (0$ Y).



6.1.2 Identyfikacja subpopulacji komoérek wsréd komérek CD11b+

W analizowanym zbiorze znalazty sie komodrki pochodzgace z dwdch powtdrzen
biologicznych dla kazdej z czterech grup doswiadczalnych. W celu zidentyfikowania i
scharakteryzowania subpopulacji komorek wystepujgcych w poszczegdlnych grupach dane z
powtdrzen biologicznych w obrebie grupy zostaty zintegrowane zgodnie z procedurg dostepng w
pakiecie Seurat. W obrebie kazdej z grup wybrano 2000 gendéw o najwiekszej zmiennosci
ekspresji, a takze 2000 komodrek bedacych wzajemnymi najblizszymi sgsiadami (ang. mutual
nearest neighbors) wsréd komérek pochodzacych z dwéch powtdrzen. W uzyskanych w ten
sposob zbiorach danych wyrugowano zmiennos¢ ekspresji gendw pochodzacy z biologicznie
nieinteresujgcych zrddet, tj. zwigzang z réing liczbg odczytédw w poszczegdinych komorkach,
procentowg zawartoscig UMI zmapowanych do gendw kodujgcych biatka mitochondrialne i fazg
cyklu komorkowego. Oszacowanie fazy cyklu komérkowego, w ktorej znajdowata sie kazda z
komodrek wykonano na podstawie ekspresji gendw markerowych (Kowalczyk et al., 2015) i
https://satijalab.org/seurat/articles/cell_cycle_vignette.

Dla kazdej z grup doswiadczalnych profil transkryptomiczny obejmowat ponad 10 tysiecy
genow. W zwigzku z tym wykonano redukcje wymiarow za pomocg metody analizy sktadowych
gtéwnych (PCA, ang. principal component analysis) wykorzystujagc w dalszej analizie 30
pierwszych sktadowych gtéwnych (PC). Wybdr 30 pierwszych PC jest domysinym podejsciem
sugerowanym w zastosowanym potoku analizy danych w Seurat. Ponadto wykorzystano tez
metode JackStraw zaimplementowang w Seurat do okreslenia liczby znaczgcych sktadowych
gtéwnych i poréwnano nowo uzyskane grupowanie z grupowaniem otrzymanym przy wyborze
30 sktadowych gtownych. Nie stwierdzono znaczgcej réznicy wiec dla uproszczenia i spéjnosci
liczby sktadowych gtéwnych pomiedzy grupami doswiadczalnymi w prezentowanej analizie
zachowano domysling liczbe PC.

Nastepnie, korzystajgc z algorytmu grupowania, w sposdb nienadzorowany podzielono
komorki na subpopulacje i zwizualizowano je na przestrzeni dwuwymiarowe] korzystajgc z
metody t-SNE (Ryc. 6.2). Aby zidentyfikowa¢ rodzaj komdrek w klastrach wybrano geny o

statystycznie istotnie podwyzszonej ekspresji. Geny o statystycznie istotnie zwiekszonej ekspresji



zidentyfikowano dla kazdej z grup doswiadczalnych za pomoca funkcji FindAllMarkers z pakietu

Seurat.

6.1.3 Ocena wptywu rozdzielczosci grupowania na liczbe grup komaérek i przypisanie komérek
do poszczegdlnych subpopulacji

Analizy danych scRNA-seq wymagajg kazdorazowo wyboru odpowiednich metod przetwarzania
danych i doboru wartosci parametréw tych metod. Nie jest to jednak zagadnienie typowo
obliczeniowe, poniewaz gtéwnym celem analiz jest biologiczna wartos¢ wynikéw. Z tego wzgledu
brakuje jednoznacznych regut do ustalenia optymalnych wartosci parametréw i nalezy je
wyznaczy¢ w kazdym zestawie danych. Grupowanie komadrek to jeden z najwazniejszych etapéw
analizy, poniewaz jego wynik jest bazg do eksperckiej (opierajgcej sie na aktualnej wiedzy
biologicznej) charakterystyki populacji komoérek obecnych w zbiorze. Dlatego tak wazne jest, aby
dobrane wartosci parametrow (dostosowane do analizowanego zbioru danych) pozwolity

uzyska¢ wynik przektadajgcy sie na biologicznie istotne podgrupy (ang. clusters).
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Ryc. 6.2 Wynik grupowania komérek w zbiorach odpowiadajgcych poszczegdlnych grupom
doswiadczalnym.



Przygotowujgc zbiér do szczegétowej charakterystyki przeanalizowano, jak wartosc
parametru rozdzielczosci grupowania wptywata na liczbe grup komoérek i przypisanie komédrek do
poszczegdlnych subpopulacji w kazdej z grup doswiadczalnych. Wskazane jest podejscie
iteracyjne, w ktorym parametry grupowania modyfikowane sg na podstawie oceny wynikow
uwzgledniajacej wiedze biologiczng. Zaden zestaw wartosci parametréw nie gwarantuje jednak,
ze wszystkie biologicznie prawdziwe populacje komédrek sg witasciwie rozdzielone. Jest to
zwigzane z heterogennoscig sygnatur transkryptomicznych w wiekszosci systemow
biologicznych, a takze technicznymi ograniczeniami wykorzystywanych metod. W przypadku gdy
uzyskane podziaty zostang uznane (na podstawie wiedzy biologicznej) za nieistotne, uzasadnione
moze byé potfgczenie klastrow na potrzeby identyfikacji wybranych typow komodrek. Podziat
niektorych klastréw na podgrupy komodrek moze mieé¢ zréodto w zmiennosSci pochodzenia
technicznego, a nie biologicznego, co negatywnie wptywa na charakterystyke populacji obecnych
w zbiorze — w takiej sytuacji rowniez wskazane moze by¢ potgczenie klastréw. W przypadku
zbiorow danych zawierajgcych duzg liczbe typdw komoérek zdarza sie, ze zwiekszanie
rozdzielczosci grupowania (i kolejne podziaty klastréw) ma uzasadnienie dla czesci populacji (np.
tych najbardziej interesujgcych z punktu widzenia danej analizy), natomiast nie wnosi korzysci dla
pozostatych, ktorych identyfikacja na ogélnym poziomie bedzie wystarczajgca. W takiej sytuacji
rowniez uzasadnione moze by¢ zastosowanie wiekszej wartosci rozdzielczosci, a nastepnie
eksperckie pofgczenie czesci klastrow. W alternatywnym podejsciu szczegdlnie interesujgce
populacje komérek mozina wydzieli¢ ze zbioru do osobnej analizy i bardziej szczegétowej
charakterystyki.

Efekty zmian rozdzielczosci w analizowanych zbiorach zwizualizowano (wykorzystujgc
pakiet clustree (Zappia & Oshlack, 2018)) na Ryc. 6.3 w formie grafu analogicznego do drzew
filogenetycznych. Nastepnie zastosowano podejscie iteracyjne i wybrano rozdzielczo$¢ 0.3, ktéra
pozwalita zidentyfikowac klastry, ktérych charakterystyka byta zgodna z wiedzg biologiczng. Po
analizie genéw, ktérych ekspresja byta statystycznie istotnie podwyzszona w wyodrebnionych
subpopulacjach komoérek, zaproponowano, ze subpopulacje reprezentujg typy komérek
przedstawione na Ryc 6.4. Do dalszych analiz wybrane zostaty komorki zidentyfikowane jako

mikroglej, monocyty/makrofagi i BAM.
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Ryc. 6.3 Wyniki grupowania komérek w kazdej z czterech grup doswiadczalnych w zaleznosci od

wartosci parametru rozdzielczosci. Przedstawiono wptyw zmiany rozdzielczosci na liczbe

klastréw i zmiane przypisania komdrek pomiedzy klastrami. Linia czerwona wskazuje wybrang w

analizie rozdzielczos¢ 0.3.
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Ryc. 6.4 Zidentyfikowane populacje komérek w zbiorach odpowiadajgcych poszczegdlnym
grupom doswiadczalnym (BAM, ang. CNS border associated macrophages)

Nalezy podkredli¢, ze w celu zminimalizowania wariancji zwigzanej z przebiegiem
procedur laboratoryjnych wszystkie biblioteki scRNA-seq zostaty przygotowane razem. Prébki
zsekwencjonowano w czterech seriach, na tym samym urzgdzeniu, aby uzyska¢ odpowiednig
gtebokos¢ sekwencjonowania. W celu oceny czy uzyskane grupy nie s3 zdominowane przez
pojedyncze powtdrzenie poréwnano udziat komoérek z poszczegdlnych prébek w kazdej z
subpopulacji. Wyniki przedstawiono na Ryc. 6.5 i na tej podstawie stwierdzono, ze analizowane
dane w wiekszosci przypadkéow s spdjne pomiedzy biologicznymi powtdrzeniami, w
szczegolnosci w obrebie populacji mikrogleju, makrofagéw i BAM, ktére zostaty wybrane do

szczegotowej analizy.
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Ryc. 6.5 Procentowy udziat komoérek z obu powtdrzen w klastrach, w kazdej grupie
doswiadczalnej. Szerokos¢ kazdego stupka odpowiada wzglednej wielkosci klastra.

6.1.4 Analiza profili transkryptomicznych subpopulacji komérek mikrogleju, makrofagéw i BAM

W niniejszej rozprawie skupiono sie na zmianach profili transkrypcyjnych komérek
mikrogleju, makrofagéw i BAM pod wptywem obecnosci nowotworu. Na kolejnym etapie analizy
macierze ekspresji wyselekcjonowanych z wszystkich prébek, z czterech grup doswiadczalnych
zostaty potgczone w jedng macierz ekspresji (zachowujgc informacje o prébce, z ktérej pochodzita
kazda komdrka). Wartosci ekspresji gendw zostaty znormalizowane w taki sam sposéb jak w
pierwszej czesci analizy, a nastepnie (na podstawie wynikéw transformacji stabilizujgcej
wariancje ,,vst”) wybrano 2000 gendéw o najwiekszej zmiennosci ekspresji pomiedzy wszystkimi
komadrkami w zbiorze. Dodatkowo wykonano skalowanie (standaryzacje) wraz z wyrugowaniem
zmiennosci majacej biologicznie nieinteresujgce zrédto (tj. zwigzanej z efektem liczby UMI w

komorce, efektem procentowej zawartosci gendw mitochondrialnych lub efektem oszacowanej



fazy cyklu komérkowego G1vs S/G2). W kolejnym kroku, analogicznie do pierwszej czesci analizy,
przeprowadzono analize sktadowych gtownych i wybrano 30 pierwszych sktadowych gtéwnych.
Redukcje wymiaréw wykonano korzystajgc algorytmu UMAP (ang. Uniform Manifold
Approximation and Projection). Nastepnie stosujgc iteracyjne podejscie opisane w czesci 6.1.3 w
pierwszej kolejnosci zidentyfikowano klastry mikrogleju, monocytéw/makrofagoéw, a takze
komodrek BAM (Ryc. 6.6). Na podstawie wynikow grupowania uzyskanych przy wykorzystaniu
roznych wartosci parametru rozdzielczosci (Ryc. 6.7) stwierdzono wysoka stabilnos¢ przypisania
komodrek do tych klastréw. Dodatkowo, co uznano za szczegdlnie interesujgce, komorki
mikrogleju juz przy bardzo niskiej rozdzielczosci (0.07) zostaty podzielone na dwie gtdwne
populacje (Ryc. 6.8), ktore przy zwiekszaniu rozdzielczosci ulegaty podziatom na subpopulacje. Na
Ryc. 6.9 zaprezentowano mape ciepta przedstawiajgcg geny o statystycznie istotnej i najbardziej
podwyzszonej ekspresji w tych czterech gtdwnych grupach. Po zakonczeniu oceny wynikow
grupowania, uwzgledniajgcej geny o statystycznie istotnie podwyiszonej ekspresji w
poszczegdlnych klastrach i wiedze biologiczng, do dalszych prac wybrano wartos¢ parametru

rozdzielczosci rowng 0.6 (na Ryc. 6.10) przedstawiono wynik grupowania dla tej rozdzielczosci).

SoBAM
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Ryc. 6.6 Identyfikacja klastréw komodrek homeostatycznego mikrogleju, aktywowanego
mikrogleju, monocytéw/makrofagéw i BAM w potgczonym zbiorze danych.
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Ryc. 6.7 Wyniki grupowania komérek mikrogleju, monocytéw/makrofagéw i BAM pochodzacych
ze wszystkich prébek i potgczonych w jeden zbiér. Przedstawiono wptyw zmiany rozdzielczosci
na liczbe klastrow i zmiane przypisania komérek pomiedzy klastrami. Zaznaczono wybrang w
analizie rozdzielczo$¢ 0.6.
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Ryc. 6.8 Identyfikacja klastrow komodrek homeostatycznego mikrogleju, aktywowanego
mikrogleju, monocytéw/makrofagéw i BAM w potgczonym zbiorze danych.
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Ryc. 6.9 Mapa ciepta przedstawiajaca ekspresje gendw o statystycznie istotnie i najbardziej
podwyzszonej ekspresji w populacjach komdrek mikrogleju, monocytéw/makrofagéw i BAM.
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Ryc. 6.10 Wynik grupowania komarek mikrogleju, monocytéw/makrofagéw i BAM pochodzacych
ze wszystkich probek i pofaczonych w jeden zbidr przy zastosowaniu wartosci parametru

rozdzielczosci 0.6, przedstawiony na dwuwymiarowej przestrzeni UMAP.



W kolejnym kroku stwierdzono, ze w przypadku czesci subpopulacji komaérki pochodzity
w zdecydowanej wiekszosci (lub w catosci) z prébek z grupy z nowotworem. Na podstawie analizy
gendéw, ktorych ekspresja byfa statystycznie istotnie podwyziszona w tych populacjach
stwierdzono, ze sytuacja ta wystepuje nie tylko w przypadku subpopulacji makrofagéw
naptywowych z krwi obwodowej, ktére wraz z rozwojem nowotworu zostaty zrekrutowane do
mikroSrodowiska, ale réwniez w przypadku komérek mikrogleju. W przypadku komérek BAM nie
pojawity sie wyraznie odmienne populacje wsréd komérek CD11b+ z mézgu myszy naiwnych i z

guzem. Na Ryc. 6.11 przedstawiono pochodzenie (grupe doswiadczalng) kazdej z komorek.

101

-10 1

-10 -5 0 5 10
UMAP_1

Ryc. 6.11 Wykres przedstawiajgcy warunek doswiadczalny z ktérego pochodzity komaorki.

Przechodzac do bardziej szczegétowej analizy wykazano, ze wystepuje dysproporcja w
liczbie komdrek pochodzacych od samic/samcéw w czesci klastrow zdominowanych przez
komorki z prébek z grupy z nowotworem. Wyniki te sugerowaty obecnos¢ zaleznych od ptci réznic

w mechanizmie odpowiedzi na obecnos¢ nowotworu. Wyniki te zostaty potwierdzone w



badaniach biochemicznych pokazujgcych wyzszg ekspresje wybranych gendw kodujgcych biatka
kompleksu MHCIl w mikrogleju mysim pochodzgcym od samcdw, wystawionym na dziatania
czynnikdw wydzielanych przez komoérki glejaka. Szczegdtowa charakterystyka biologiczna
zidentyfikowanych subpopulacji oraz potwierdzenie wykrytych zmian transkryptomicznych nie
jest przedmiotem niniejszej rozprawy, a szczegdétowe wyniki zostaty opublikowane w publikacji
(Ochocka, Segit et al., 2021) i pracy doktorskiej dr Natalii Ochockiej-Lewickiej.

Podsumowujgc, skutecznie przetworzono, przygotowano i wykonano analize
poréwnawczg zbioréw danych scRNA-seq pochodzgcych z czterech grup doswiadczalnych. Byta
to pierwsza opublikowana analiza, w ktére] potaczono i bezposrednio poréwnano dane scRNA-
seq uzyskane dla komdrek CD11b+ z mikrosrodowiska mysiego glejaka (a takze z prébek
kontrolnych) pochodzgce zaréwno od samcoéw jak i od samic. W efekcie pozwolito to wyodrebni¢
zréznicowane profile transkrypcyjne w populacjach komadrek charakteryzujgcych sie ekspresja
CD11b+ (w szczegdlnosci w subpopulacjach komdrek mieloidalnych), ktore wczesniej nie byty
mozliwe do odrdznienia (ze wzgledu na obecno$¢ podobnych biatek powierzchniowych i w

zwigzku z tym brakiem dostepnych strategii sortowania).

6.1.5 Analiza wptywu operacji pozorowanej na profile transkryptomiczne komérek CD11b+ w
poréwnaniu z komdrkami z mézgéw myszy naiwnych.

W przedstawionych powyzej analizach profile transkrypcyjne komdrek CD11b+
wysortowanych z moézgu z glejakiem porédwnano z profilami transkrypcyjnymi komorek CD11b+
wysortowanych z modzgdw myszy naiwnych. Takie podejscie nie uwzgledniato faktu, ze
wszczepienie komorek glejaka odbywa sie poprzez iniekcje komoérek do parenchymy mdzgu, co
moze powodowac przejsciowga aktywacje komoérek mikrogleju. Z tego powodu przeprowadzono
dodatkowe doswiadczenie, w ktérym réwniez wykorzystano technike scRNA-seq i poréwnano
profile transkryptomiczne komérek wyizolowanych w obu warunkach.

Macierze ekspresji dla prébek pochodzacych od zwierzat naiwnych i prébek
pochodzacych od zwierzat poddanych operacji pozorowanej zostaty potgczone w jedng macierz
ekspresji (z zachowaniem informacji o przypisaniu znacznika do konkretnej probki). Potgczony

zbidér danych zostat nastepnie przetworzony w sposdéb analogiczny do wczesniej opisanych analiz.
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Ryc. 6.12. Poréwnanie profili transkrypcyjnych w komdrkach CD11b+ izolowanych z médzgu
zwierzat naiwnych i z mdzgu zwierzat poddanych operacji pozorowanej. (a) UMAP wykazuje
rownomierne rozmieszczenie komodrek wyizolowanych z mdzgu naiwnych i pozornie
operowanych myszy. (b) Wyniki grupowania wykonanego na potgczonym zbiorze danych.
Wszystkie uzyskane klastry byty obecne zaréwno w komdrkach CD11b+ z mdzgu naiwnych myszy,
jak i w komodrkach pochodzacych z mdézgdw zwierzat poddanych operacji pozorowanej (c)
Odsetek komorek pochodzgcych od zwierzat naiwnych i zwierzat poddanych operacji
pozorowanej byt poréwnywalny we wszystkich uzyskanych klastrach. (d) Poziom ekspresji gendw
wykazujgcych zwiekszong ekspresje u zwierzat z wszczepionym nowotworem poréwnany w
probkach pochodzacych od zwierzat naiwnych i w prébkach pochodzgcych od zwierzat
poddanych operacji pozorowanej.

Wykonano redukcje wymiaréw korzystajagc z metody UMAP i grupowanie komorek przy
parametrze rozdzielczosci o wartosci 0.3. Uzyskane wyniki przedstawiono na Ryc. 6.12.
Stwierdzono, ze zawarto$¢ komdrek pochodzgcych z obu warunkéw w poszczegdlnych klastrach
jest na zblizonym poziomie, co swiadczy o wysokim podobienstwie profili transkryptomicznych
subpopulacji komérek pochodzgcych z prébek od zwierzat naiwnych i z prébek od zwierzat
poddanych operacji pozorowanej. Wszystkie zidentyfikowane klastry byty obecne w obu grupach

doswiadczalnych. Dodatkowo wykonano poréwnanie pomiedzy warunkami ekspresji gendw



wskazujgcych na aktywacje mikrogleju (geny kompleksu MHCII) i gendw prozapalnych (Ccl12,
Statl, Ifitm23). Geny wybrano na podstawie wczesniej opisanych analiz wykonanych na
potgczonym zbiorze komodrek mikrogleju, makrofagéw i BAM pochodzgcych od zwierzat
naiwnych i zwierzat z nowotworem. Poréwnanie ekspresji tych gendw, zaprezentowane na Ryc.
##, nie wykazato istotnych réznic. Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze 14 dni po
operacji pozorowanej nie wykryto istotnych réznic w profilach transkryptomicznych komaérek
CD11b+ pochodzacych z mdzgdw zwierzat naiwnych i pochodzgcych z mézgdéw zwierzat 14 dni
po operacji pozorowanej. W zwigzku z tym, wykorzystanie w doswiadczeniu zwierzgt naiwnych

byto uzasadnione.

6.2 Analiza profili transkryptomicznych pojedynczych komérek CD11b+ pochodzacych z

mikrosrodowiska ludzkiego glejaka wielopostaciowego

W celu szczegdtowej charakterystyki subpopulacji komérek CD11b+ w mikrosrodowisku
ludzkiego glejaka wielopostaciowego zastosowano technike sekwencjonowania RNA
pojedynczych komoérek pochodzacych z prébek zbieranych s$rédoperacyjnie od pacjentow
poddawanych resekcji guza. Uzyskanie wysokiej jakosci danych scRNA-seq z prdbek
pochodzacych od pacjentéw jest zdecydowanie trudniejsze, m.in. ze wzgledu na brak mozliwosci
wykonania perfuzji. Dodatkowo, prébki te naturalnie charakteryzujg sie wyzszg heterogennoscia
niz probki pozyskiwane w doswiadczeniach w modelu mysim. Majac jednak na uwadze kluczowg
role mikrosrodowiska w patologii glejaka, a takze to jak istotne sg informacje pozyskane z danych
od pacjentéw, postanowiono zebraé¢ probki i przeanalizowac profile transkryptomiczne

zidentyfikowanych subpopulacji komérek.

6.2.1 Przygotowanie i normalizacja danych uzyskanych z scRNA-seq

Probki guza zostaty pobrane od 5 pacjentdw (4 mezczyzn i 1 kobiety) ze zdiagnozowanym
glejakiem wielopostaciowym G4 (IDH prawidtowy). W kazdym z pieciu przypadkéw, fragment
guza zostat wyodrebniony podczas operacji resekcji guza, a nastepnie po przetransportowaniu
do laboratorium przeprowadzono dysocjacje tkanki. Po dysocjacji, korzystajgc z cytometru

przeptywowego, wysortowano populacje komérek zywych, a z niej populacje zywych komérek



CD11b+. Z tak wyselekcjonowane] populacji uzyskano dane scRNA-seq zgodnie z protokotem 10x
Genomics Single Cell Gene Expression 3’ v2 (https://www.10xgenomics.com/support/single-cell-
gene-expression), wykorzystujgc urzadzenie mikroprzeptywowe Chromium Controller
(https://www.10xgenomics.com/instruments/chromium-controller). Parametry probek
umieszczanych na ptytkach urzadzenia zostaty dobrane w taki sposéb, aby uzyska¢ dane z 5000
komorek dla kazdej z probek. W kolejnym kroku utworzono biblioteki do sekwencjonowania
zgodne z wytycznymi 10x Genomics (https://www.10xgenomics.com/support/single-cell-gene-
expression/documentation/steps/sequencing/sequencing-requirements-for-single-cell-3) i
wykonano sekwencjonowanie NGS na urzadzeniu llumina HiSeq 1500
(https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_instruments/hiseq_1500.html).
Szczegbtowy opis procedur doswiadczalnych znajduje sie w rozprawie dr. Kacpra Walentynowicza
(2019).

Surowe dane bedgce wynikiem sekwencjonowania (pliki BCL) zostaty demultipleksowane
za pomocya oprogramowania CellRanger (v3.0.1) mkfastq
(https://support.10xgenomics.com/single-cell-gene-
expression/software/pipelines/latest/using/mkfastq) i bcl2fastq v2.20.0.422
(https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/bcl2fastg-conversion-
software/downloads.html). Po demultipleksowaniu dane zostaty zapisane w formacie FASTQ
(https://knowledge.illumina.com/software/general/software-general-reference_material-
list/000002211). Nastepnie otrzymane odczyty zmapowano do ludzkiego transkryptomu GRCh38
(Ensembl 98) (https://www.10xgenomics.com/support/software/cell-ranger/downloads) i
zliczono liczbe odczytéw zmapowanych do poszczegdlnych gendéw dla poszczegdlnych
znacznikdw (ang. barcode). W ten sposéb dla kazdej prébki otrzymano dane do macierzy
ekspresji gendéw przypisanych do pojedynczych znacznikéw. Algorytm oprogramowania
CellRanger zidentyfikowat 24486 znaczniki, ktore z wysokim prawdopodobieristwem znalazty sie
w kropli z zywg komérka. Dla tych znacznikdw uzyskano $rednio 51727 odczytéw na komérke

(Tabela 6.2)



Tabela 6.2 Liczba zidentyfikowanych komoérek i $rednia liczba odczytéw na komérke w
poszczegdlnych probkach (dane przetworzone i wstepnie przefiltrowane oprogramowaniem
CellRanger)

Prébka | Prébka | Probka | Prébka | Prébka Srednia | Suma
hg-gam- | hg-gam- | hg-gam- | hg-gam- | hg-gam-
01 02 03 04 05
Liczba 3533 6604 3077 5926 5346 4897 24486
zidentyfikowanych
komadrek
Srednia liczba 105404 | 30937 58602 26625 37065 51727
odczytéw na
komorke

Jakos¢ materiatu po enkapsulacji (w kazdej z préobek) oceniono takze na podstawie liczby UMI
przypisanych do poszczegdlnych znacznikdw. Na wykresach na Ryc. 6.13 na osi OX zostaty
uszeregowane znaczniki, od tego o najwiekszej liczbie przypisanych UMI, do tego o najmniejszej
liczbie przypisanych UMI (skala logarytmiczna). Na osi OY znajduje sie liczba UMI przypisanych do
znacznika (skala logarytmiczna). W przypadku gdy jakos¢ materiatu po enkapsulacji jest
prawidtowa wystepuje wyrazna réznica pomiedzy liczbg UMI przypisanych do znacznikow, ktére
po enkapsulacji znalazty sie w kroplach z zywymi komdrkami, a liczbg UMI przypisanych do
znacznikéw, ktore po enkapsulacji najprawdopodobniej trafity do kropel zwierajgcych wolno
ptywajgce w zawiesinie czgsteczki mRNA (zrédtem tych czgsteczek byty umierajgce komorki). Na
wykresie mozna w takiej sytuacji zaobserwowac zatamanie krzywej (kolano) rozgraniczajace te
dwie grupy znacznikow. W przypadku wszystkich pieciu probek wykresy te sugerowaty, ze jakos¢

materiatu po enkapsulacji umozliwita kontynuowanie analiz.
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Ryc. 6.13 Liczba UMI przypisana do poszczegdlnych znacznikdw (znaczniki posortowane zgodnie

z malejaca liczbg przypisanych UMI).



Analiza profili transkryptomicznych zostata przeprowadzona w Srodowisku R
(https://www.r-project.org/) wykorzystujac funkcje pakietu Seurat v3 (Stuart et al., 2019).
Kontrole jakosci rozpoczeto od sprawdzenia liczby odczytdw przypisanych do poszczegdlnych
znacznikéw, aby zidentyfikowac i odfiltrowac¢ dane pochodzgce z kropli najprawdopodobniej
zawierajgcych jedynie wolne mRNA, a nie zawierajgcych zywych komodrek. Na podstawie
wykonanych analiz, przyjeto, ze znaczniki dla ktérych liczba zidentyfikowanych gendw byta
ponizej 200 najprawdopodobniej nie reprezentujg zywych komérek i odrzucono je ze zbioru (prog
odciecia sugerowany w podejsciu autorow pakietu Seurat). Wykresy rozrzutu dla poszczegélnych

znacznikéw przedstawiono na Ryc. 6.14
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Ryc. 6.14 Wykresy rozrzutu ilustrujgce liczbe odczytdw przypisanych do poszczegdlnych
znacznikéw (0$ X) i liczbe gendw, do ktdrych te odczyty zostaty zmapowane (0$ Y).

W kolejnym kroku sprawdzono jakg czes¢ wszystkich genéw, do ktérych zmapowano
odczyty przypisane do danego znacznika, stanowity geny mitochondrialne. Podobnie jak w
przypadku analiz poprzednich zbioréw danych, miato to na celu identyfikacje komorek
obumierajgcych, z nieszczelng btong komodrkowg, przez ktérg czes¢ mRNA wyptyneta z
cytoplazmy przed enkapsulacjg komoérki. Wykresy rozrzutu dla poszczegdlnych znacznikow
przedstawiono na Ryc. 6.15. W przypadku analizy zbioréw komodrek mysich odfiltrowano
znaczniki, dla ktdrych ponad 5% odczytéw zostato zmapowanych do gendéw mitochondrialnych,

natomiast w przypadku tego zbioru takie podejscie skutkowatoby usunieciem ze zbioru nawet



15% wszystkich znacznikow (hg_gam_03). W przypadku komodrek ludzkich tworzgcych wiele
roznych tkanek procent odczytow zmapowanych do gendw mitochondrialnych jest istotnie
wyzszy niz 5%, a najwyzszy zostat zaobserwowany w makrofagach pochodzenia monocytarnego
(mediana powyzej 10%) (Osorio and Cai, 2021). W zwigzku z tym zastosowano mniej restrykcyjne
podejscie i odfiltrowano znaczniki, dla ktorych ponad 20% odczytéw zostato zmapowanych do
genow mitochondrialnych i w ten sposéb zmniejszyé ryzyko wykluczenia ze zbioru zywych
komorek. Takie podejscie wymaga jednak, aby na dalszych etapach analizy sprawdzié, do ktérych
klastrow/populacji komoérek zostang przyporzagdkowane komaérki, dla ktérych ten procent jest na

wysokim poziomie.
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Ryc. 6.15. Wykresy rozrzutu ilustrujgce liczbe odczytow przypisanych do poszczegdlnych
znacznikéw (0$ X) i procent tych odczytow, ktére zostaty zmapowane do gendw
mitochondrialnych (oS Y).

W ramach kontroli jakosci wykonano rowniez ocene ztozonosci profili
transkryptomicznych znacznikéw/komodrek obliczajgc dla kazdego znacznika zlogarytmowang
liczbe unikalnych gendw, do ktérych zostaty zmapowane odczyty podzielong przez
zlogarytmowang liczbe UMI przypisanych do tego znacznika. Parametr ten stuzy do oceny
uzyskanej gtebokosci sekwencjonowania i wykrywania ewentualnego zanieczyszczenia probki
komadrkami o niskiej ztozonosci profili transkryptomicznych, np. czerwonymi krwinkami. Wykresy
rozrzutu dla poszczegdlnych znacznikdow przedstawiono na Ryc. 6.16. Zgodnie z zaleceniami, ze
zbioru odfiltrowano znaczniki, dla ktdrych warto$¢ tego parametru byta nizsza niz 0.8

(https://hbctraining.github.io/scRNA-seqg/lessons/04_SC_quality _control.html).
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Ryc. 6.16 Wykresy rozrzutu ilustrujgce dla pojedynczych znacznikdw zlogarytmowanga liczbe
unikalnych gendw, do ktdrych zostaty zmapowane odczyty podzielong przez zlogarytmowang
liczbe UMI przypisanych do tego znacznika.

W efekcie zastosowania opisanych kryteriéw filtrowania w zbiorze pozostato 24057
znacznikéw, ktére na kolejnych etapach analizy potraktowano jako 24057 pojedynczych
komorek.

Dla kazdej z probek, po filtrowaniu, otrzymano macierz ekspresji zawierajgca zliczenia
odczytéw zmapowanych do poszczegdlnych gendw w pojedynczych komérkach. Kazda z tych
macierzy zostata niezaleznie znormalizowana uwzgledniajgc catkowitg liczbe zliczen w
poszczegdlnych komoérkach. Nastepnie kazdg z macierzy przemnozono przez wspoétczynnik
skalujacy, a wartosci zlogarytmowano. W celu oceny czy przed kontynuacjg analiz wskazane
bedzie wyrugowanie efektu cyklu komdrkowego z profili transkryptomicznych pojedynczych
komodrek oszacowano faze cyklu komdrkowego, w ktérej znajdowata sie kazda z komodrek (na
podstawie ekspresji genow markerowych cyklu komdrkowego (Kowalczyk et al., 2015) i
https://satijalab.org/seurat/articles/cell_cycle_vignette). Faza cyklu komodrkowego moze
determinowad wyniki grupowania komérek, a jednoczesnie by¢ biologicznie nieinteresujgcym
zrodtem wariancji ekspresji gendw. Gdy taka sytuacja ma miejsce, identyfikacja poszczegdlnych
populacji jest utrudniona, poniewaz komérki w tej samej fazie cyklu komdrkowego grupujg sie
razem pomimo tego, ze s3 komérkami réznego typu. W analizowanym zbiorze danych takiej
sytuacji nie zaobserwowano i w zwigzku z tym na kolejnych etapach nie wyrugowano efektu cyklu

komodrkowego.



6.2.2 Integracja zbioréw danych z niezaleznych prébek GBM.

Analizowany zbior danych zawierat po jednej macierzy ekspresji dla kazdej z pieciu
prébek. Na potrzeby dalszych analiz, w szczegdlnosci identyfikacji i charakterystyki typédw/stanéw
komodrek postanowiono stworzy¢ jeden zbidr zawierajgcy komérki z wszystkich probek. Mozna
byto to osiggnac¢ stosujac jedno z dwdch podejsé: tgczac macierze ekspresji bez wykonywania
transformacji danych wejsciowych albo zastosowaé¢ metode integracji danych majgcej na celu
wyrugowanie/minimalizacje efektu prébki.

W pierwszej kolejnosci komarki ze wszystkich prébek zostaty potgczone w jedng macierz
ekspresji (zachowujgc informacje o probce, z ktérej pochodzita kazda komdrka). Wartosci
ekspresji gendw dla poszczegdlnych komédrek zostaty znormalizowane w taki sam sposdb jak
podczas oceny efektu cyklu komdrkowego. Nastepnie na podstawie wynikéw transformaciji
stabilizujgcej wariancje (,vst”) wybrano 2000 gendw o najwiekszej zmiennosci ekspresji
pomiedzy komadrkami. Dla tych gendw wykonano dodatkowo skalowanie (standaryzacje) wraz z
wyrugowaniem zmiennosci ekspresji majgcej biologicznie nieinteresujgce zrodto (tj. zwigzanej z
efektem liczby UMI w komodrce lub z efektem procentowej zawartosci transkryptow gendw
mitochondrialnych). Na tak przygotowanym zbiorze danych przeprowadzono analize sktadowych
gtéwnych (w efekcie ograniczajgc zbiér do pierwszych 30 sktadowych gtéwnych) i redukcje
wymiarow algorytmem UMAP (na domysinych wartosciach parametréw metody RunUMAP).
Nastepnie korzystajgc z algorytmu grupowania w zaimplementowanego w metodzie FindClusters
(rozdzielczos¢ 0.1) w sposob nienadzorowany podzielono komérki w potagczonym zbiorze danych
na klastry i zaprezentowano wyniki w przestrzeni dwuwymiarowej (UMAP-1; UMAP-2).
Dodatkowo w tej samej przestrzeni zwizualizowano informacje, o probce z ktérej pochodzi kazda
z komérek (Ryc. 6.17). Otrzymane wyniki wskazywaty, ze wiekszos¢ klastrow zawiera komérki
pochodzace w zdecydowanej wiekszosci z jednej prébki. Sugerowato to, ze wptyw efektu probki
na profile transkryptomiczne komaérek jest silniejszy niz rdoznice w ekspresji gendw wynikajace z
réznic pomiedzy typami/stanami komaorek. Jest to najczesciej sytuacja niepozgdana, utrudniajgca
identyfikacje populacji komédrek i ich opis, a takze selekcje gendw o istotnie zréznicowanej
ekspresji pomiedzy typami komodrek. W zwigzku z tym wykorzystano procedure integracji

(standardowej) prébek, dostepng w pakiecie Seurat.
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Ryc. 6.17. Wyniki grupowania komdrek w potgczonym zbiorze danych (wszystkie 5 prébek) i
informacja o probce, z ktérej pochodzg poszczegdlne komorki.

Przygotowujgc dane do integracji wybrano 2000 gendw o najwiekszej zmiennosci
ekspresji, a takze 2000 komoérek bedacych wzajemnymi najblizszymi sgsiadami (ang. mutual
nearest neighbors) dla analizowanych pieciu prébek. Nastepnie zintegrowano zbidor metodg
IntegrateData, powtdrzono analize sktadowych gtéwnych, redukcje wymiaréw algorytmem
UMAP i grupowanie komodrek (rozdzielczo$s¢ 0.1). Wyniki przedstawiono na przestrzeni
dwuwymiarowej (UMAP-1, UMAP-2) na Ryc. 6.18.

W przestrzeni (UMAP-1, UMAP-2) komorki zlokalizowaty sie w trzech obszarach:
przypisane do klastra 3, przypisane do klastra 7 i przypisane do pozostatych klastrow. W ramach
ogolnej charakterystyki zbioru zmniejszono rozdzielczos¢ w algorytmie grupowania do 0.01 i w
efekcie uzyskano trzy klastry (Ryc 6.19). Po analizie gendw o statystycznie istotnie zwiekszonej
ekspresji w kazdym z klastrow stwierdzono, ze w klastrze 1 znalazly sie komorki prekursorowe
dla oligodendrocytéw, a w klastrze 2 znalazty sie komarki NK/T. Obie te populacje nie byty w
zakresie zaplanowanej analizy, w zwigzku z czym usunieto je ze zbioru (pozostato 22353
komorek). Wystandaryzowang ekspresje gendw o statystycznie istotnej i najbardziej zwiekszonej
ekspresji w tych trzech klastrach przedstawiono na mapie ciepta Ryc. 6.20. Nastepnie powtdrzono
procedure integracji probek. W celu wyboru liczby sktadowych gtownych, wykorzystywanych na
dalszych etapach analizy, uzyto metody JackStraw zaimplementowang w pakiecie Seurat i na
podstawie uzyskanych wynikéw zdecydowano, zeby pozostawi¢ w zbiorze 40 sktadowych

gtéwnych. Redukcje wymiaréw przeprowadzono ponownie algorytmem UMAP do przestrzeni



(UMAP-1; UMAP-2). Wynik, wraz z informacjg o prébce, z ktérej pochodzi kazda z komorek,

przedstawiono na Ryc. 6.21.
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Ryc. 6.18 Wyniki wstepnego grupowania komérek w zintegrowanym zbiorze danych (wszystkie

5 prébek) i informacja o prébce z ktérej pochodzg poszczegdlne komorki.
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Ryc. 6.19 Wynik grupowania komérek przy rozdzielczosci 0.01.
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Ryc. 6.20 Mapa ciepta wystandaryzowanej ekspresji gendw o najbardziej zwiekszonej ekspresji

w poszczegdlnych klastrach.
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Ryc. 6.21 Komarki zintegrowanego zbioru danych (po filtrowaniu) przedstawione na
dwuwymiarowej przestrzeni (UMAP-1; UMAP-2) wraz z informacjg o prébce, z ktérej pochodzi
kazda komorka.



6.2.3 Ocena wptywu rozdzielczosci grupowania na liczbe grup komdérek i przypisanie komérek
do poszczegdlnych subpopulacji

Analogicznie jak w przypadku analizy komoérek CD11b+ pochodzgcych z mikrosrodowiska
mysiego glejaka GL261, dokonano oceny jak zmiana wartosci parametru rozdzielczosci w
algorytmie grupowania wptywa na uzyskiwang liczbe klastrow i stabilno$¢ podziatow. Efekt zmian
rozdzielczosci przedstawiono (korzystajgc z pakietu clustree (Zappia & Oshlack, 2018)) na
Ryc.6.22. W przypadku grupowania komodrek w zbiorach scRNA-seq priorytetem jest wtasciwa
interpretacja biologiczna uzyskanych populacji. Grupowanie, jako metoda nienadzorowana,
podczas przypisywania komédrek do klastréw nie uwzglednia zewnetrznych informacji (np. o
znanych markerach komorek okreslonego typu) analizujgc jedynie profile transkryptomiczne
pojedynczych komodrek. Majgc to na uwadze, zastosowano iteracyjne podejscie do oceny
wynikéw grupowania i weryfikacji uzyskanych klastrow, opierajgcej sie na wiedzy biologicznej.
Wyzej opisane analizy tego zbioru miaty przede wszystkim na celu ocene jego jakosci, wybor
komodrek bedacych w zakresie analizy i przygotowanie danych do dalszych prac. Na Ryc. 6.22
mozna zaobserwowac stabilnos$¢ przypisania komérek do klastréow — od rozdzielczosci 0.1
zwiekszanie liczby klastrow w wiekszosci przypadkow zwigzane jest z podziatem istniejgcego
klastra, ale nie powoduje przemieszczania sie komorek pomiedzy klastrami z wyzszego poziomu.
Na potrzeby charakterystyki zbioru poréwnywano wyniki grupowania otrzymane dla
rozdzielczosci (0.2, 0.3, 0.4, 0.5) i wybrano rozdzielczos¢ 0.4. Wynik grupowania przedstawiono
na Ryc. 6.23. Identyfikacja typow/stanéw komorek zostata przeprowadzona przez dr. Kacpra

Walentynowicza, we wspotpracy z autorem niniejszej rozprawy.

6.2.4 Identyfikacja wybranych subpopulacji komérek CD11b+ w mikrosrodowisku glejaka
wielopostaciowego.

W pierwszym kroku, na podstawie ekspresji wybranych genéw markerowych,
stwierdzono, ze w zbiorze znajdujg sie monocyty, mikroglej/makrofagi i grupa komodrek
proliferujgcych (Ryc. 6.24). Korzystajgc z wartosci sygnatury mikrogleju i sygnatury makrofagow
(zestawu genow o wysokiej i specyficznej ekspresji w okreslonym typie komodrek) nie

zidentyfikowano klastréw zdominowanych przez komérki jednego z tych dwdch typow (na Ryc.



6.25 przedstawiono na wykresach skrzypcowych rozktad wartosci obu sygnatur). W celu
scharakteryzowania subpopulacji przeanalizowano geny o statystycznie istotnej i najbardziej
podwyzszonej ekspresji w poszczegélnych klastrach. Na Ryc. 6.26 przedstawiono
wystandaryzowang ekspresje tych gendw w formie mapy ciepta, a na Ryc. 6.27 zidentyfikowane
typy/stany komaorek. Klaster o najwiekszej liczbie komodrek (0) charakteryzowat sie podwyzszong
ekspresjg gendéw kompleksu MHCII (HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DRA, HLA-DPA1), w zwigzku z
czym opisano go jako komdérki prezentujgce antygen (APC). Na Ryc. 6.28 przedstawiono

dodatkowo wartosci sygnatury prezentowania antygenéw w catym zbiorze.
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Ryc. 6.22 Graf ilustrujgcy wptyw zmiany wartosci parametru rozdzielczosci w metodzie
grupowania na liczbe klastrow, na ktére zostat podzielony zbidr komédrek. Krawedzie grafu
przedstawiajg sposob przemieszczania komdrek miedzy kolejnymi wariantami grupowania.
Ramka oznaczono wybrang rozdzielczos¢ 0.4.

Drugi najwiekszy klaster, nr 1, zostat opisany jako zréinicowane komoérki o profilu

prozapalnym. Wyrézniat sie podwyzszong ekspresjg przede wszystkim chemokin CCL3, CCL3L1,



CCL4, CCL4L2 powigzanych z odpowiedzig zapalng (Lin et al., 2018), a takze gendw kodujgcych
czynniki transkrypcyjne EGR1 i EGR2 (McCowan et al., 2021). Wartosci sygnatury przedstawiono
na Ryc. 6.29.Klaster 2 charakteryzowat sie podwyziszong ekspresjg gendw kodujgcych biatka
PLIN2 (ang. Perilipin 2), TIMP1 (ang. TIMP metallopeptidase inhibitor 1), VIM (ang. Vimentin) i
BNIP3 (ang. BCL2 Interacting Protein 3) co sugerowato, ze komorki znalazty sie w obszarze
wystepowania hipoksji (Guo et al., 2001). Wartosci sygnatury przedstawiono na Ryc. 6.32.
Kolejny pod wzgledem wielkosci, klaster (3), zostat opisany jako komodrki dendrytyczne o
sttumionej odpowiedzi (fenotyp M2), wykazujgce m.in. podwyzszong ekspresje genu kodujgcego
biatko TMEM176B (ang. Transmembrane Protein 176B) (Segovia et al., 2019). Wartosci sygnatury
immunosupresyjnej przedstawiono na Ryc. 6.30. W klastrze (4) geny o statystycznie istotne;j i
najbardziej podwyzszonej ekspresji, to geny kodujace rybosomalne RNA. Nastepne dwa klastry
(5) i (6) zostaty opisane jako klastry komdrek o zdolnosciach fagocytarnych, z tg rdznicg, ze
komorki w klastrze (5) charakteryzowaty sie dodatkowo ekspresja gendw powigzanych ze
zdolnoscig przetwarzania lipidéw, o podwyzszonej ekspresji gendw kodujgcych biatka GPNMB,
(ang. Glycoprotein-NMB), LIPA (ang. Lipase A), CD9 i TREM2 (ang. Triggering receptor expressed

on myeloid cells 2) (Remmerie, Martens and Scott, 2020).
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Ryc. 6.23. Wynik grupowania komérek (wartos¢ parametru rozdzielczosci=0.4).



frol'i rating

Ryc. 6.24. Wynik identyfikacji gtéwnych grup komaorek.
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Ryc. 6.25. Wykresy skrzypcowe ilustrujgce rozktady wartosci sygnatury mikrogleju i makrofagéw
w poszczegolnych klastrach.
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Ryc. 6.26. Mapa ciepta ilustrujgca wzgledng ekspresje (z-score) gendéw o najbardziej
podwyzszonej ekspresji w poszczegdlnych klastrach. Przedstawiono nazwy gendw wybrane jako
istotne do identyfikacji typu/stanu komaérki.
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Ryc. 6.27. Wynik identyfikacji typow/standow komaérek przypisanych do poszczegdlnych klastrow



Do klastra (7) zostaty przypisane komodrki o podwyzszonej ekspresji gendw kodujgcych biatka
mitochondrialne. Pamietajagc o zastosowanym na etapie filtrowania mniej restrykcyjnym
podejsciu (odfiltrowano znaczniki, dla ktérych ponad 20% odczytdow zostato zmapowanych do
genow mitochondrialnych) stwierdzono, ze sg to komorki umierajgce. Komérki przypisane do
kolejnego pod wzgledem wielkosci klastra (8) charakteryzowaty sie podwyzszong ekspresijg
genow biatek szoku cieplnego (ang. heat shock proteins), co moze sugerowac ze byty to komorki
narazone na . Do klastra (9) zostaty natomiast przypisane komorki zidentyfikowane jako
monocyty (o podwyzszonej ekspresji gendw kodujgcych biatka SI00A8, SI00A9, FCN1 (Averill et
al., 2011) i LYZ, VCAN, S100A12). Komarki proliferujgce zostaty przypisane do klastréw (10) i (11).
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Ryc. 6.28. Wartosci sygnatury prezentowaniaiantygenc')w w pojedynczych komadrkach
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Ryc. 6.29. Wartosci sygnatury prozapalnej w pojedynczych komérkach



Klaster 10 charakteryzuje sie podwyzszong ekspresjg gendw powigzanych z fazg S cyklu
komodrkowego (PCNA, RPA3, CDK1, DUT), a z kolei w klastrze 11 komorki wykazywaty
podwyzszong ekspresje gendw powigzanych z fazg G2M (KPNA2, HMGN2, CDC20, CDKN3). Do
nastepnego pod wzgledem wielkosci klastra 12 przypisane zostaty komérki o podwyzszonej
ekspresji genow kompleksu MHCII, a takze gendw kodujgcych NFKBIA (ang. NFKB Inhibitor Alpha)
i CXCR4 (ang. C-X-C chemokine receptor type 4). Na podstawie wynikéw analizy wptywu
rozdzielczosci grupowania na liczbe klastrow zauwazono, ze klaster ten zostat wyodrebniony jako

subpopulacja komérek opisanych jako APC.
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Ryc. 6.30. Wartosci sygnatury immunosupresyjnej w pojedynczych komaorkach

Komoérki przypisane do klastra 13 charakteryzowaty sie podwyzszong ekspresjg genow
indukowanych interferonem (ISG15, IFIT1, IFIT3, IFITM3). Wartosci sygnatury przedstawiono na
Ryc. 3.31. Najmniejszy ze zidentyfikowanych klastréw, klaster 14 zostat opisany jako
homeostatyczne makrofagi (z podwyzszong ekspresjg gendw kodujacych biatka LYVE1, STAB1,
SELENOP, CD163, MRC1 (Weinberger et al., 2020)).

Podsumowujgc, skutecznie przetworzono, przygotowano i wykonano analize profili
transkryptomicznych komdrek CD11lb+ 2z mikrosrodowiska glejaka wielopostaciowego
pochodzacych od pieciu pacjentow. Umozliwito to podziat komérek mikrosrodowiska na

subpopulacje i ich charakterystyke.
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Ryc. 6.31. Wartosci sygnatury indukowanej interferonem w pojedynczych komérkach
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Ryc. 6.32. Wartosci sygnatury hipoksji w pojedynczych komaérkach
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Ryc. 6.33. Wartosci sygnatury proliferacji w pojedynczych komérkach



7 DYSKUSIA

7.1 Identyfikacja populacji komérek CD11b+ w mikrosrodowisku mysiego glejaka GL261

W wyniku przeprowadzonych analiz bioinformatycznych danych scRNA-seq z komoérek
CD11b+ wysortowanych z prawidtowego moézgu oraz w mdzgu z glejakiem wykazano, ze komérki
CD11b+ zarowno w prawidtowym mazgu jak i w mikrosrodowisku mysiego glejaka GL261 nie sg
jednorodng populacjg. Stwierdzono znaczng heterogennos¢ ich profili transkryptomicznych
wskazujgcg na infiltracje komérek z krwi oraz zmiany fenotypu komédrek mikrogleju zachodzace
w Srodowisku guza. Przeanalizowano takze dane scRNA-seq komédrek CD1lb+ w celu
charakterystyki i poréwnania populacji w probkach pobranych od zwierzat naiwnych i od zwierzat
po operacji pozorowanej, aby stwierdzi¢, czy sama procedura implantacji nie wywotuje
dtugotrwatych zmian w sktadzie i funkcjonalnosci mikrogleju.

W ramach opisanych w niniejszej pracy analiz wykonano pordwnanie profili
transkryptomicznych pojedynczych komérek CD11b+ z prébek pobranych z mdzgéow myszy
naiwnych i z probek pobranych z mdézgdw myszy, u ktérych wykonano operacje pozorowang,
zgodng z procedurg implantacji komdrek GL261. Dane uzyskane ze wszystkich probek zostaty
przeanalizowane tgcznie, bez przeprowadzania procedury integracji danych, aby zachowa¢ w
zbiorze do dalszej analizy jak najwiecej ewentualnych rdéznic wystepujacych pomiedzy prébkami.
Na podstawie wynikéw grupowania stwierdzono, ze proporcje komdrek pochodzgcych z obu
warunkow byty podobne. Potwierdzono rowniez, ze wszystkie zidentyfikowane grupy komérek
byty obecne w prébkach pobranych z mézgdédw myszy naiwnych i z prédbek pobranych z mézgow
myszy, ktére poddano operacji pozorowanej. Dodatkowo porownano ekspresje gendw
wskazujgcych na aktywacje mikrogleju (geny kodujgce biatka kompleksu MHCII) i gendéw
prozapalnych (Ccl12, Stat1, Ifitm3) w komdrkach pochodzgcych z prébek z obu grup. W przypadku
poréwnania ekspresji tych gendw w grupach komorek z prébek pobranych od zwierzagt naiwnych
i zwierzat poddanych operacji pozorowanej nie wykazano istotnych réznic. Wyniki te wskazujg,
Ze sama operacja nie zmienia proporcji i funkcjonalnosci komdrek w 14 dni po zabiegu, gdy
prowadzone sg badania mikrosrodowiska. Na podstawie wykonanych analiz stwierdzono, ze

wykorzystanie w doswiadczeniu zwierzat naiwnych byto uzasadnione.



W doswiadczeniu na zwierzetach z implantacjg komodrek glejaka GL261 zbadano 4 grupy:
samce i samice naiwne oraz samce i samice, ktérym zaimplantowano komérki GL261 (w kazdej
grupie bylty dwa powtdrzenia biologiczne). Dane uzyskane ze wszystkich prébek przeanalizowano
w dwdch etapach: 1) integrujac dane pochodzgce z powtdrzen biologicznych w obrebie kazdej z
czterech grup 2) przyporzagdkowujgc komorki w sposdb nienadzorowany do grup. Celem byto
uzyskanie takiego podziatu, w ktorym bedzie mozna wiarygodnie opisa¢ dominujgcy fenotyp
komorek, korzystajgc z informacji o genach o statystycznie istotnie podwyzszonej ekspresji w
danej grupie i aktualnej wiedzy biologicznej. Dodatkowo istotne byto to, aby podziat na grupy byt
mozliwie stabilny, tzn. aby wraz ze zwiekszaniem wartosci parametru rozdzielczosci komaorki
dzielity sie na podgrupy, a nie byty przypisywane do zupetnie innych grup. Na tym etapie
stwierdzono, jak istotne byto wybranie odpowiedniej wartosci parametru rozdzielczosci
grupowania, ktory wptywa na liczbe grup, do ktérych przypisane sg komaorki. Z danych z kazdej z
czterech zbadanych grup doswiadczalnych wybrano do dalszej analizy komérki mikrogleju i BAM,
a takze monocyty/makrofagi w przypadku danych z dwdch grup, w ktérych zaimplantowano
komorki GL261. Warto zauwazy¢, ze procentowy udziat komorek z obu powtérzen biologicznych
byt bardzo zblizony w grupach obejmujgcych te typy komadrek, co swiadczy o powtarzalnosci
zaobserwowanych efektéw i zwieksza wiarygodnos$é wynikéw uzyskanych w przeprowadzonych
analizach.

Kolejne analizy obejmowaty wytgcznie komorki mikrogleju, monocytow/makrofagow i
BAM pochodzgce ze wszystkich probek, ze wszystkich zbadanych grup (analizy zostaty
przeprowadzone na jednym, potgczonym zbiorze danych). Juz przy bardzo niskiej wartosci
parametru rozdzielczosci (rownym 0.04) komérki zostaty przypisane do grup zidentyfikowanych
jako mikroglej, monocyty/makrofagi i BAM. Sugeruje to wystepowanie wyraznych rdznic
pomiedzy profilami transkryptomicznymi komédrek przypisanych do tych grup. Co okazato sie
szczegblnie ciekawe, to przy niewiele wyzszej wartosci parametru rozdzielczosci (rownym 0.07)
grupa komédrek mikrogleju podzielita sie na dwie gtdwne podgrupy (zidentyfikowane na dalszych
etapach analiz jako homeostatyczny mikroglej i aktywowany mikroglej). W kolejnych iteracjach
grupowania, wraz ze zwiekszaniem wartosci parametru rozdzielczosci, tworzyty sie dalsze

podgrupy w obrebie homeostatycznego mikrogleju i aktywowanego mikrogleju. Sugeruje to, ze



na poziomie transkryptomicznym komorki przypisane do tych dwéch gtéwnych grup mikrogleju
wyraznie sie rdznig, a obserwowane podziaty tworzg subpopulacje homeostatycznego mikrogleju
i aktywowanego mikrogleju. Po sprawdzeniu z jakich probek pochodzg komorki przypisane do
poszczegdlnych grup stwierdzono, ze w grupach zidentyfikowanych jako homeostatyczny
mikroglej i BAM znajdowaty sie komorki ze wszystkich probek, a w grupach zidentyfikowanych
jako aktywowany mikroglej i makrofagi niemal wytgcznie komorki z prébek pobranych od
zwierzat, ktérym zaimplantowano komorki GL261. W zwigzku z tym przyjeto, ze komorki
przypisane do tych dwdch ostatnich grup, to komédrki o fenotypie charakterystycznym dla
mikrosrodowiska mysiego glejaka GL261.

Na podstawie wynikdw kolejnych iteracji grupowania wybrano do dalszych analiz grupy
komorek uzyskane przy rozdzielczosci o wartosci 0.6. Przeanalizowano z jakich prébek pochodzity
komorki przypisane do poszczegdlnych grup i wykazano, ze w niektdrych grupach wystepuje
dysproporcja w liczbie komoérek pochodzacych od samic/samcéw. W grupach opisanych jako
homeostatyczny mikroglej i komérki BAM nie wykryto wyraznych réznic pomiedzy ptciami.
Natomiast, co szczegdlnie interesujace, takie réznice zaobserwowano w populacji aktywowanego
mikrogleju i jednej z subpopulacji makrofagéw (opisanej jako populacja przejsciowa
monocytarno/makrofagowa). Sugeruje to wystepowanie réznic zaleznych od ptci w mechanizmie
odpowiedzi na obecnos$¢ nowotworu. W przypadku obu tych grup wykryto, ze poziom ekspresji
genow kodujgcych biatka MHCII (m.in. H2-Ab1, H2-Eb1, H2-Aa), a takze genu kodujgcego Cd74
byt istotnie wyzszy w komodrkach pochodzgcych z probek pobranych od samcéw, u ktérych zostaty
zaimplantowane komodrki GL261. Wyniki te zostaty dodatkowo potwierdzone w badaniach
biochemicznych, w ktérych mikroglej mysi pochodzgcy od samcéw zostat wystawiony na
dziatanie czynnikéw wydzielanych przez komarki glejaka. Réznice zalezne od ptci w mechanizmie
odpowiedzi na glejaka sg tematem wartym dalszych badan m.in. ze wzgledu na rdznice w
czestotliwosci wystepowania glejaka wielopostaciowego u ludzi (1.6:1 u mezczyzn w poréwnaniu
do kobiet (Khan et al., 2021)), a takze z uwagi na to, ze w przypadku meta-analizy obejmujgcej
rozne typy nowotwordow stwierdzono lepszg odpowiedZ na immunoterapie u mezczyzn niz u
kobiet (Conforti et al., 2018). Dalsze badania przeprowadzone byty w Pracowni Neurobiologii

Molekularnej z uzyciem scRNA-seq i przeciwciat (CITE-seq), co pozwolito lepiej definiowad



subpopulacje, wykorzystujgc rowniez informacje o obecnosci wybranych biatek
powierzchniowych. Badania te pokazaty, ze u samcow zwiekszona jest proporcja
immunosupresyjnych makrofagédw w guzach, a u samic jest wyzsza proporcja monocytéw z
wysokg ekspresjg gendw indukowanych interferonem. Badania immunocytochemiczne pokazaty
znaczgco wyzszy procent aktywnych komoérek mieloidalnych (HLA immunoreaktywnych) u
mezczyzn z GBM niz u kobiet (Ochocka et al., 2023). Wyniki te wskazujg na odmienny, zalezny od
ptci, przebieg akumulacji i aktywacji komérek mieloidalnych u oséb z GBM, co moze ttumaczy¢

zaréwno inng czestotliwos¢ wystepowania GBM, jak tez réznice w odpowiedzi na terapie.

7.2 Zréznicowanie populacji komérek CD11b+ w mikrosrodowisku ludzkiego glejaka
wielopostaciowego

W celu charakterystyki subpopulacji CD11b+ w prébkach ludzkich GBM zebranych
srodoperacyjnie od pacjentéw poddawanych resekcji guza wykorzystano dane scRNA-seq. Probki
pobrano od 5 pacjentéw ze zdiagnozowanym glejakiem wielopostaciowym G4 (IDH prawidtowy).
Stwierdzono, ze komorki CD11b+ w mikrosrodowisku ludzkiego glejaka wielopostaciowego
rowniez nie tworzg jednorodnej populacji, zauwazalna byta heterogennos¢ profili
transkryptomicznych i wystepowanie subpopulacji. Nie udato sie wyodrebni¢ osobnych grup
komodrek mikrogleju i makrofagdw, natomiast zidentyfikowano rdzne fenotypy funkcjonalne
komarek mieloidalnych (GAMs, ang. glioma-associated microglia/macrophages).

Dane uzyskane ze wszystkich prébek zostaty przeanalizowane tacznie (jako jeden zbior
danych), jednak z uwagi na wystepowanie w potagczonym zbiorze silnego efektu prébki
(zidentyfikowane w sposdob nienadzorowany grupy komérek zawieraty w zdecydowanej
wiekszosci komoérki pochodzgce z jednej prébki) zdecydowano sie na wykorzystanie
zaimplementowanej w pakiecie Seurat procedury integracji danych. Pozwolito to na uzyskanie
zbioru danych, w ktorym wptyw efektu prébki na profile transkryptomiczne pojedynczych
komorek zostat zredukowany. W rezultacie zidentyfikowane grupy komérek zawieraty komaorki
pochodzace z réznych prébek i wptyw fenotypu na profile transkryptomiczne dominowat nad
efektem prébki. Choc¢ zidentyfikowano pewng liczbe komérek innych typéw (NK, NKT, OPC), w

dalszych analizach skupiono sie komdrkach mikrogleju/makrofagéw, gdyz byty to komorki



dominujgce w uzyskanych danych z mikrosrodowiska glejaka. Trudnosci w rozdzieleniu
mikrogleju i makrofagdw interpretujemy jako efekt upodobniania sie funkcjonalnego komaérek
mieloidalnych w glejaku w trakcie wieloletniego wzrostu guza. Subpopulacje komoérek
zidentyfikowane jako GAMs nie miaty wyraznie podwyzszonej ekspresji typowych markerdow
mikrogleju albo makrofagdéw, co sugerowato ze mogty upodobnié¢ sie do siebie profilami
transkryptomicznymi.

Analizujgc  populacje mikrogleju/makrofagéw grupowanie komodrek wykonano
wielokrotnie (iteracyjnie), wykorzystujgc rdzne wartosci parametru rozdzielczosci, identyfikujgc
za kazdym razem geny, ktérych ekspresja byta podwyziszona w poszczegdlnych uzyskanych
grupach. Wartos¢ parametru rozdzielczosci przektadata sie na liczbe grup, a w efekcie na
przypisanie poszczegodlnych komérek. Przeanalizowano diagram przeptywu komdrek pomiedzy
grupami wraz ze zmianami rozdzielczosci i wybrano rozdzielczosci, dla ktérych przypisanie
komodrek do grup wykazywato duzg stabilnos¢. Wyniki réznych iteracji grupowania poréwnano i
wybrano wartos$¢ parametru rozdzielczosci, ktéry pozwolit uzyskaé populacje charakteryzujgce
sie  profilami ekspresji wskazujgcymi na wystepowanie podtypow funkcjonalnych
mikrogleju/makrofagéw w mikrosrodowisku ludzkiego glejaka wielopostaciowego.

Zidentyfikowano populacje komoédrek prezentujgcych antygen (APC), ktére miaty
podwyzszong ekspresje gendw kodujgcych biatka MHCII (HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DRA, HLA-
DPA1) i genéw kodujgcych apolipoproteiny APOC1 i APOE. Komérki o takim fenotypie moga
promowac bardziej inwazyjny i agresywny rozwdj nowotworu (Sarantopoulos, Ene and Aquilanti,
2024). Z tej grupy komodrek na pewnym etapie zwiekszania rozdzielczosci grupowania
wyodrebnita sie mniejsza podgrupa, charakteryzujgca sie dodatkowo podwyzszong ekspresja
genow kodujgcych NFKBIA (ang. NFKB Inhibitor Alpha) i CXCR4 (ang. C-X-C chemokine receptor
type 4) znany tez jako biatko Fusyna lub CD184 (ang. cluster of differentiation 184). NFKBIA jest
inhibitorem czynnika NFkB oddziatujgcym z podjednostkg REL NFkB i hamujgcg kompleksy tego
biatka uczestniczgce w stanach zapalnych (Guo et al., 2024). CXCR4 jest znany ze swojej roli w
zasiedlaniu komérek progenitorowych w szpiku kostnym. W przypadku urazu, stresu lub blokady
CXCR4 zwieksza sie mobilizacja komédrek progenitorowych w krwi. CXCR4 reguluje chemotaksji

i/lub zatrzymaniu CXCR4+ komérek progenitorowych sterowanych przez ligand CXCL12, ktéry jest



wydzielany przez komorki zrebu szpiku kostnego albo na obrzezach w miejscach uszkodzenia lub
stres komérkowy. Podobnie CXCR4 wptywa na mobilizacje innych typdw komdrek, takich jak
limfocyty i neutrofile, ale takze CXCR4+ komadrki nowotworowe (Caspar et al., 2022) Komérki te
mogg reprezentowac migrujgce do guza monocyty, ktére przeksztatcity w immunosupresyjne
makrofagi.

Druga najwieksza populacja zostata opisana jako zrdznicowane komodrki o profilu
prozapalnym, ktére miaty przede wszystkim podwyiszong ekspresje gendw kodujgcych
chemokiny CCL3, CCL3L1, CCL4, CCLAL2. Prozapalny fenotyp sugeruje przeciwnowotworowga
funkcje tych komérek. Do komdrek biorgcych najpewniej udziat w odpowiedzi
przeciwnowotworowej mozina tez zaliczy¢ grupe komodrek, w ktérej zaobserwowano
podwyzszong ekspresje gendw indukowanych interferonem (m.in. ISG15, IFIT1, IFIT3, IFITM3,
IFIT2). Komoérki te mogg reprezentowaé monocyty Swiezo migrujgce do guza, ktére majg fenotyp
zapalny (przeciwnowotworowy) i nie przeksztatcity jeszcze w immunosupresyjne makrofagi.
Poniewaz w pobranym fragmencie guza jest obecna krew, nie ma mozliwosci stwierdzenia, czy
pochodzity one z guza czy tez z otaczajgcej krwi Sréddoperacyjne;j.

Kolejna grupa komodrek charakteryzowata sie podwyzszong ekspresjg gendéw kodujgcych
biatka, ktérych obecnos¢ powigzana jest z wystepowaniem hipoksji, m.in. PLIN2 (ang. Perilipin 2),
TIMP1 (ang. TIMP metallopeptidase inhibitor 1), VIM (ang. Vimentin) i BNIP3 (ang. BCL2
Interacting Protein 3). Polaryzacja makrofagéw do takiego fenotypu moze nastepowac w niszach
w poblizu tkanek nekrotycznych. Mogg one nastepnie destabilizowac potgczenia adherencyjne
srodbtonka poprzez aktywacje sygnalizacji parakrynnej adrenomedulliny i w efekcie stymulacje
powstawania wysoce przepuszczalnych nowych naczyin krwionosnych, ktdore utrudniajg
dostarczenie leku do guza (co zaobserwowano w modelu przeszczepu heterogenicznego glejaka
do myszy (ang. xenograft) (Wang et al., 2024). Wykazano, ze zablokowanie adrenomedulliny,
wydzielanej przez makrofagi o fenotypie wskazujgcym na wystepowanie hipoksji, prowadzi do
zmniejszenia przepuszczalnosci naczyn krwionosnych, a w efekcie do zwiekszenia stezenia
podawanego leku wewnatrz guza, co pozwala osiggnac¢ korzysci terapeutyczne. Proporcja
makrofagéw o takim fenotypie w mikrosrodowisku, a takze poziom ekspresji adrenomedulliny

umozliwia prognozowanie wystepowania naczyn krwionosnych o wysokiej przepuszczalnosci, jak



rowniez jest negatywnym czynnikiem prognostycznym. Z tego wzgledu, ta grupa makrofagow
moze by¢ potencjalnym celem terapeutycznym (Wang et al., 2024). Wystepowanie hipoksji moze
miec tez wptyw na przestrzenng strukture glejaka wielopostaciowego. W najnowszych badaniach
stwierdzono, ze guz mozna podzieli¢ na pie¢ warstw, w ktorych dominujg komérki nowotworowe
w okreslonym stanie (Greenwald et al., 2024). Blisko$¢ obszaru hipoksji/nekrozy powigzana
zostata z wyrazniejszg, bardziej uporzgdkowang strukturg warstwy. Z drugiej strony, w
nowotworach, w ktorych hipoksja/nekroza nie wystepowaty (np. glejaki ze zmutowanym IDH)
komorki nowotworowe o odmiennych stanach byty wymieszane w przestrzeni, nie tworzgc tak
wyraznej struktury.

Zidentyfikowano rowniez dwie grupy komorek o wtasnosciach fagocytarnych, jedng z
podwyzszong ekspresjg gendw kodujgcych MSR1 i CDC42SE1, a drugg z podwyzszong ekspresijg
genow kodujgcych GPNMB, LIPA, CD9 i TREM2. Glikoproteina-NMB (GPNMB, ang. Glycoprotein-
NMB) jest glikoproteing transbtonowg o podwyzszonej ekspresji w nowotworach i komadrkach
mieloidalnych. GPNMB moduluje odpornos$¢ wrodzong i nabytg poprzez dziatanie polegajace na
ttumieniu odpowiedzi prozapalnych, jednoczesnie promujgc rekrutacje i polaryzacje komorek
immunosupresyjnych (Lazaratos, Annis and Siegel, 2022). Sygnatura drugiej z nich sugerowata
zdolnos¢ tych komérek do przetwarzania lipidow (Remmerie, Martens and Scott, 2020). Badania
wskazujg, ze makrofagi o wysokiej ekspresji GPNMB biorg udziat w przetwarzaniu bogatej w
cholesterol mieliny, co powoduje polaryzacje w strone immunosupresyjnego fenotypu.
Dodatkowo makrofagi nalezgce do tej populacji przekazujg lipidy bedgce pochodnymi mieliny do
komorek glejaka i w ten sposéb wspierajg rozwéj guza. Wykazano, ze obecnos¢ tego typu
makrofagéw w mikrosrodowisku koreluje z wystepowaniem mezenchymalnego, agresywnego,
podtypu komodrek glejaka i gorszym rokowaniem dla pacjenta. Z tego wzgledu wykrywanie
makrofagéw nalezgcych do tej grupy moze mie¢ w przysztosci wartosé diagnostyczng i utatwiac
wybor spersonalizowanej terapii dla pacjenta. W szczegdlnosci moze by¢ alternatywa dla obecnie
stosowanych kryteriéw (badania czestosci wystepowania mutacji somatycznych w tkance
nowotworowe] (TMB, ang. tumor mutational burden) w predykcji odpowiedzi pacjenta na

immunoterapie (Kloosterman et al., 2024).



W analizowanym zbiorze mikrogleju/makrofagéw wyszczegdlniono populacje komédrek
dendrytycznych o sttumionej odpowiedzi (fenotyp M2, podwyziszona ekspresja genu
TMEM176B), komédrek o podwyzszonej ekspresji gendw kodujacych biatka rybosomalne, a takze
komodrek bedgcych prawdopodobnie w trakcie podziatu (wykazujgcych podwyzszong ekspresje
genow powigzanych z fazg S albo fazg G2M cyklu komdrkowego).

Przeprowadzone analizy pozwolity wyodrebnié podtypy funkcjonalne
mikrogleju/makrofagéw w mikrosrodowisku ludzkiego glejaka wielopostaciowego. Jest to
heterogenna populacja, ktérej doktadne poznanie (na poziomie genomicznym,
transkryptomicznym, proteomicznym) jest istotne dla petnego zrozumienia mechanizmow

patologii glejakow.

7.3 Ograniczenia analizy profili transkryptomicznych pojedynczych komérek scRNA-seq

Wysokoprzepustowe metody analizy ekspresji gendw w pojedynczych komédrkach maja
szereg ograniczen wynikajacych z ich specyfiki technicznej, a takze z biologicznych wtasciwosci
analizowanych prdbek. Planujgc badania i interpretujgc ich wyniki wskazane jest, aby te

ograniczenia uwzglednic.

7.3.1 Ograniczenia techniczne

7.3.1.1 Niska ilos¢ mRNA z pojedynczych komorek

Proces wychwytywania transkryptow z pojedynczych komdrek ma ograniczong
efektywnos¢ i zazwyczaj odczytywanych jest tylko okoto kilku tysiecy unikalnych transkryptow z
jednej komoérki. Z tego powodu w danych moze wystepowac¢ szum techniczny, powigzany z
niewystarczajgcym pokryciem, fatszywie ujemnymi informacjami o braku ekspresji niektorych
genow (gdy zaden transkrypt dla tych gendéw nie zostat wychwycony, pomimo wystepowania w
komodrce) Iub znieksztatcong proporcja wychwyconych transkryptéw, powigzang z
preferencyjnym wychwytywaniem transkryptéw pewnej grupy gendw wzgledem pozostatych.
Prowadzi to do analizowania zaburzonych danych profili ekspresji pojedynczych komérek i w

efekcie do trudnosci z wiarygodng interpretacjg otrzymanych wynikéw.



7.3.1.2 Btedy i nieréwnomierno$¢ amplifikacji

Proces powielania fragmentdéw cDNA nie jest rownomierny i w praktyce niektore sekwencje
sg powielane bardziej efektywnie niz inne. Ze wzgledu na to, ze dane scRNA-seq s3
sekwencjonowane relatywnie ptytko (per komodrka) powoduje to problem we wtasciwej
interpretacji zerowej liczby odczytéw w danych dla pojedynczego genu. Trudno o jednoznaczng
odpowiedz na pytanie, czy gen ten w rzeczywistosci nie miat ekspresji w tej konkretnej komorce,
czy moze amplifikacja nie zadziatata wystarczajgco efektywnie i ekspresja nie zostata wykryta.
Dodatkowym problemem wystepujgcym na etapie amplifikacji sg btedy, ktdre ten proces czasem
wprowadza. Do pewnego stopnia mozina zminimalizowa¢ wptyw tego efektu poprzez
wykorzystanie UMI zaprojektowanych w sposéb umozliwiajgcy (na etapie analiz

bioinformatycznych) korekcje btedéw w danych po sekwencjonowaniu.

7.3.1.3 Efekt serii/prébki (ang. batch effect)

Wptyw na prébke (a docelowo na odczytane profile transkryptomiczne pojedynczych
komorek) wszelkiego rodzaju czynnikéw nie powigzanych z mechanizmami biologicznymi jest
zjawiskiem niepozadanym. Zrédtem takiego wplywu moze by¢ m.in. niejednolity sposéb
przygotowania lub przechowywania probek, réznice w parametrach sekwencjonowania lub
rozne serie wykorzystanych odczynnikdow. Wskazane jest, aby caty proces od pobrania préobki do
sekwencjonowania byt przeprowadzony w maksymalnie jednolity sposob i mozliwie doktadnie
udokumentowany. Umozliwia to na etapie interpretacji wynikébw na stawianie bardziej
wiarygodnych hipotez dotyczagcych obserwowanych rdznic w populacjach komodrek lub

powigzanie rdznic z ewentualnymi problemami na etapie przygotowania danych.

7.3.2 Ograniczenia biologiczne
7.3.2.1 Zrdznicowane profile transkryptomiczne komdrek bedacych czescig jednej populacji

Komoérki bedgce biologicznie czescig jednej populacji mogg mie¢ zrdéznicowane profile
transkryptomiczne i moze to wynika¢ m.in. ze zmian powigzanych z cyklem komérkowym lub

zjawiskiem ,wybuchow transkrypcji” (transcriptional bursts) (Tunnacliffe and Chubb, 2020).



Zjawisko to opisuje sytuacje, w ktérej polimeraza w krotkich okresach intensywnie syntetyzuje
mRNA (,wybuchy”), a poza nimi przez dtugie okresy transkrypcja nie zachodzi. Profil
transkryptomiczny pojedynczej komarki opisuje stan tej komérki w jednym tylko momencie, w
ktorym jej mRNA zostato oznakowane w kropli (lub w momencie, w ktérym komérka zostata
utrwalona, w przypadku wykorzystania odpowiedniego protokotu). Innym powodem
zréznicowania profili transkryptomicznych komadrek bedacych czescig jednej populacji moze by¢
wptyw nawet niewielkich réznic w reakcji komaorek na proces przygotowywania probki. W czesci
komodrek mogg zosta¢ uruchomione programy transkrypcyjne powigzane z odpowiedzig na stres
i gdy odpowiedZ ta bedzie wystarczajgco silna, to rdoznice bedg widoczne w analizowanych
danych. Pozostawia to pole do bfednej interpretacji wynikdéw i np. wysuniecia hipotezy, ze
komorki odpowiedziaty stresem na obecno$é nowotworu, gdy w rzeczywistosci byta to jedynie

odpowiedz czesci pojedynczej populacji komédrek na procedure laboratoryjna.

7.3.2.2 Odczytywanie krétkich fragmentdw transkryptéw

W najczesciej wykorzystywanych systemach 10x Genomics transkrypty odczytywane sg na
dtugosci blisko 100 par zasad od jednego z koncéow (3’ lub 5’ w zaleznosci od protokotu). W
przypadku wielu gendw uniemozliwia to wiarygodng analize alternatywnego splicingu lub
izoform genéw. Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku wykrywania mutacji, ktore obecne sg
w wiekszej odlegtosci od wybranego w protokole konca transkryptu niz dfugos¢ odczytu —
informacje o takich mutacjach nie znajdg sie w danych i nie bedg mogty zosta¢ uwzglednione
podczas interpretacji wynikbw. W badaniach, w ktérych informacja o wystepujgcych w
transkryptach mutacjach jest szczegdlnie istotna, podejmowano préby zastosowania mieszanego
podejscia, wykorzystujgc urzadzenia umozliwiajgce sekwencjonowanie krotkich odczytow i
urzgdzenia umozliwiajgce  sekwencjonowanie dtugich  odczytow (biblioteki byty

sekwencjonowane dwukrotnie, po jednym razie na urzgdzeniu kazdego typu).

7.3.2.3 Zaleznosci przestrzenne

W wielu badaniach zostato wykazane, ze komodrki tego samego typu znajdujgce sie, w

roznych obszarach w przestrzeni prébki miaty zréinicowane profile transkrypcyjne.



Wysokoprzepustowe metody mikroprzeptywowe nie pozwalajg na zachowanie informacji o
lokalizacji poszczegdlnych komdrek w obrebie probki (informacja ta jest tracona w trakcie
dysocjacji tkanki podczas przygotowywania prébki). Z tego wzgledu w wynikach analiz mozna
czasem zaobserwowacd, ze komorki jednego typu wystepujg w rdéinych stanach (np.
objawiajacych sie w aktywowaniu charakterystycznych s$ciezek sygnatowych), ale nie ma
mozliwosci, aby te rdznice zinterpretowac w kontekscie przestrzennym. W szczegdlnosci nie ma
mozliwosci, aby uwzglednié bezposrednie sgsiedztwo konkretnej komarki, a nastepnie ocenié czy
wystepujg miedzy sasiadujgcymi komaérkami znane mechanizmy komunikacji. Powstaty metody
do statystycznej estymacji prawdopodobienstwa i intensywnosci komunikacji pomiedzy
zidentyfikowanymi populacjami komadrek (Jin et al., 2021), dziatajgce w oparciu o dane o ekspresiji
genow kodujacych biatka znanych ligandéw i receptordw i identyfikacje wystepowania znanych
par ligand-receptor pomiedzy populacjami komdrek. Wskazane jest jednak, aby interpretujac te
wyniki pamietac¢ o tym, ze ekspresji genéw kodujgcych biatka nie da sie w jednoznaczny sposéb

przetozy¢ na obecnos¢ biatek.



8 WNIOSKI

1. Zoptymalizowano metodyke analizy i wizualizacji danych scRNA-seq z komoérek
mieloidalnych w mikrosrodowisku doswiadczalnych glejakéw.

2. Wybrano wartosci parametrow dla uzyskania optymalnych wynikéw analiz i wizualizacji
danych scRNA-seq z komérek mieloidalnych w mikrosrodowisku doswiadczalnych
glejakow.

3. Wykazano, ze komorki mieloidalne w mdzgach myszy naiwnych i po operacji pozorowanej
majg podobne profile ekspres;ji.

4. Wybrano wartosci parametrow dla uzyskania optymalnych wynikow analiz i wizualizacji
danych scRNA-seq komoérek mieloidalnych w mikrosrodowisku ludzkich glejakow
wielopostaciowych.

5. Zidentyfikowano i scharakteryzowano subpopulacje mieloidalne w mikrosrodowisku

ludzkich guzéw glejakow wielopostaciowych.
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