1 STRESZCZENIE

Mikros$rodowisko nowotworu poza komdrkami nowotworowymi zawiera wiele innych
typdw komdrek, m.in. liczne komérki uktadu odpornosciowego. Czesto komérki tego samego
typu, ale znajdujgce sie w innym obszarze guza, moga miec rézny fenotyp i petni¢ odmienne
funkcje. Rozwdj technik transkryptomiki i proteomiki pojedynczych komérek umozliwit badanie
ztozonosci mikrosrodowiska w niedostepnej wczedniej rozdzielczosci. Poznanie, jak rézine
komorki w guzie wspierajg nowotwoér pozwala lepiej zrozumie¢ mechanizmy jego progresji i
racjonalnie projektowac celowane techniki terapii.

Ztosliwe glejaki to najczesciej wystepujgce pierwotne nowotwory osrodkowego uktadu
nerwowego, a najbardziej agresywnym wsrdd nich jest glejak wielopostaciowy. Mikro$rodowisko
glejakdw nie byto szczegdtowo zbadane pod katem heterogennosci rezydentnych i naciekajacych
komoérek uktadu odpornosciowego ze wzgledu na brak selektywnych markerdéw réznicujgcych te
typy komoédrek. Wczesniejsze badania transkryptomiczne RNA-seq komodrek sortowanych za
pomoca przeciwciat wykazaty, ze profile transkryptomiczne jednocze$nie wskazywaty na fenotyp
immunosupresyjny i typowy dla odpowiedzi zapalnej. Identyfikacja i charakterystyka
subpopulacji komdérek mieloidalnych w mikro$rodowisku glejakdw wymagata zastosowania
metody, ktéra pozwolitaby analizowaé pojedyncze komorki. Z tego powodu w prowadzonych
badaniach wykorzystano metode transkryptomiki pojedynczych komérek (ang. single-cell RNA-
seq, scRNA-seq).

Celem niniejszej rozprawy byto opracowanie zoptymalizowanej metodyki analizy i
wizualizacji profili transkryptomicznych (danych scRNA-seq) z komodrek mieloidalnych w
mikrosrodowisku  doswiadczalnych glejakdw oraz w probkach z guzéw glejaka
wielopostaciowego. Wykorzystujagc dostepne metody przeprowadzono optymalizacje
parametréw analizy danych scRNA-seq w glejakach GL261 w 14 dniu po implantacji. Poréwnano
rowniez profile transkryptomiczne komoérek mieloidalnych w mézgach myszy naiwnych i po
operacji pozorowanej. Ponadto przeanalizowano dane scRNA-seq z komdrek mieloidalnych z
mikrosrodowiska ludzkich glejakéw, a takze dokonano oceny wplywu wartosci parametréw

wykorzystywanych metod na uzyskiwane wyniki analiz i ich wizualizacje.



Wykonano pierwszg opublikowang analize, w ktorej potaczono i bezposrednio
poréwnano dane scRNA-seq uzyskane z komoérek CD1lb+ z mikrosrodowiska mysiego
glejaka GL261 (a takze z m6zgow zwierzat naiwnych) pochodzgce od samic i samcow. Pozwolito
to wyodrebni¢ zréznicowane subpopulacje komérek CD11b+, ktére wczesdniej nie byty mozliwe
od rozrdznienia w zwigzku z brakiem optymalnych strategii sortowania. Wykazano réwniez, ze
uzasadnione byto wykorzystanie zwierzagt naiwnych w wykonanym doswiadczeniu, gdyz profile w
komérkach z mdzgdw po operacji pozorowanej byty podobne do tych zidentyfikowanych w
komérkach CD11b+ z mdzgu myszy naiwnych. Ponadto wykonano analize profili
transkryptomicznych komdrek mikrogleju i makrofagébw 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 podtypow funkcjonalnych komérek mieloidalnych. Uzyskane wyniki
pozwalajg na stworzenie nowych hipotez badawczych weryfikujgcych funkcje zidentyfikowanych
subpopulacji komérek mieloidalnych i ich powigzanie z wtasciwo$ciami mikrosrodowiska

ztosliwych glejakow.



2 ABSTRACT

The tumor microenvironment (TME) besides malignant cells contains various cell types, i.a.
numerous immune cells. Often 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, primary 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. ldentifying 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 the study 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 sorted from samples of freshly resected GBM tumors. Using established
methods, parameters for scRNA-seq data analysis of the GL261 gliomas were optimized for the
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 the human GBM microenvironment were analyzed, assessing the
impact of parameter values used in methods on the obtained results and their visualizations.

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. It was shown that the use of naive animals in this experiment
was justified, as detected transcriptomic profiles in CD11b+ cells from sham operated mice were
similar to those form naive mice. Additionally, transcriptomic profiles of CD11b+ cells from the
microenvironment of GBMs were analyzed using samples collected intraoperatively from five
GBM patients. Genes with significantly upregulated expression in specific subgroups of these cells
were analyzed, allowing for the characterization of their functional subtypes. The obtained
results enable the generation of new research hypotheses verifying the functions of identified
myeloid cell subpopulations and their connection to the properties of malighant glioma

microenvironments.



