Streszczenie

Hipoksja jest czesta cechg guzéw litych, wynikajacg z nieprawidlowego unaczynienia,
ktére nie jest w stanie dostarczy¢ wystarczajacej ilosci tlenu do szybko proliferujacych
komoérek guza. Ten stres fizjologiczny odgrywa kluczowa role w progresji nowotworu,
przyczyniajac si¢ do niestabilnosci genomowej, zwigkszajac inwazyjnos¢ komorek i potencjat
przerzutéw, oslabiajac odpowiedz przeciwnowotworowg uktadu odpornosciowego czy
zmniejszajac skutecznos¢ gtéwnych metod leczenia. Glejak ztosliwy z prawidlowym genem
IDH (ang. IDH-wild-type glioblastoma, GBM) jest najbardziej agresywnym i $miertelnym
pierwotnym guzem mozgu. Regiony hipoksji w GBM sg bardzo rozlegle i stanowig istotny
czynnik determinujgcy zte rokowania pacjentéw. Ponadto mikrosrodowisko GBM jest
naciekane przez rézne typy komorek, sposréd ktérych dominujgacg populacje stanowig
mikroglej 1 makrofagi zwigzane z glejakiem (ang. glioma-associated microglia and
macrophages, GAMs). Komorki te zamiast inicjowa¢ odpowiedZ przeciwnowotworowa,
wykazujg fenotyp immunosupresyjny wspierajac tym samym wzrost guza. Ponadto GAMs sg
czesto rekrutowane do hipoksyjnych nisz guza, co moze prowadzi¢ do dalszych zmian
fenotypowych sprzyjajacych rozwojowi nowotworu. Jedng z kluczowych odpowiedzi
komérkowych na hipoksje jest przebudowa chromatyny poprzez zmiany modyfikacji histonéw
czy metylacje DNA. Jednak stopien, w jakim zmiany te wptywaja na zalezne od hipoksji
przeprogramowanie transkryptomu GBM nie jest jeszcze w pelni poznany. W niniejsze;j
rozprawie doktorskiej zbadano wplyw stresu hipoksycznego na organizacj¢ chromatyny i
profile transkryptomiczne w mikrosrodowisku glejaka, w szczeg6lnosci w komoérkach GAMs.
W pierwszym etapie oceniono wpltyw hipoksji na dostgpno$¢ chromatyny w komorkach
glejaka metoda ATAC-seq (ang. Assay for Transposase-Accessible Chromatin using
sequencing). Dane wykazaly globalne zmniejszenie dostgpnosci chromatyny w regionach
promotoréw wielu genéw w warunkach hipoksji (<0.1% 0O2). Szczegdlnie dotyczylo to
szlakow zwigzanych z przetwarzaniem i splicingiem mRNA oraz regulacja petli R (ang. R-
loop). W kolejnym etapie wykazano, ze niedotlenienie zmienia ekspresje kluczowych genéw
wykorzystywanych do identyfikacji GAMs. W hodowlach komérek GAMs i glejaka in vitro
oraz w probkach pochodzacych od pacjentow z GBM hipoksja zwigkszyta ekspresje markera
makrofagéw obwodowych Lgals3, jednoczesnie obnizajac ekspresj¢ homeostatycznych
marker6w mikrogleju P2ryl2 i Tmeml19. Ponadto hipoksja wptynela na ekspresje wielu

markeréw funkcjonalnych, w tym gendéw zwigzanych z metabolizmem lipidow, fagocytoza,



chemotaksja, biogenezg rybosoméw oraz odpowiedzig interferonowg. Czg$¢ zmian
indukowanych przez hipoksje w GAMs byla regulowana poprzez przebudowg chromatyny.
Wykazano réwniez, ze hipoksja indukuje akumulacje¢ kropli lipidowych w komoérkach
mikrogleju 1 makrofagdw poprzez zwickszong ekspresje¢ gendéw zwigzanych z
magazynowaniem lipidéw. Dodatkowo efekt ten moze by¢ odwrécony dzigki celowaniu w
mechanizmy epigenetyczne, np. przy uzyciu inhibitoréw deacetylaz histonowych.
Podsumowujac, przedstawione badania podkreslaja rolg hipoksji jako silnego regulatora zmian
epigenomicznych i transkryptomicznych w mikrosrodowisku glejaka, co moze mie¢ kluczowe

znaczenie dla dalszych badan podstawowych, jak i dla zastosowan klinicznych.



Abstract

Hypoxia is a common feature of solid tumours, arising from abnormal vasculature that
fails to deliver sufficient oxygen to rapidly proliferating tumour cells. This physiological stress
plays a pivotal role in tumour progression by contributing to genomic instability, enhancing
cellular invasiveness, metastatic potential, suppressing anti-tumour immunity, and reducing the
efficacy of major treatments. In IDH-wild-type glioblastoma (GBM), the most aggressive and
deadly primary brain tumour, intratumoral hypoxia is highly extensive and represents a critical
determinant of poor patient survival. Moreover, the GBM microenvironment is infiltrated by
diverse cell types, with glioma-associated microglia and macrophages (GAMs) constituting the
predominant population. These cells can adopt immunosuppressive phenotypes and are
recognised as major contributors of glioma progression. Since GAMs are commonly recruited
to hypoxic niches, such stress can further enhance their tumour-promoting functions. One of
key cellular responses to hypoxia is the remodelling of chromatin properties through histone
modifications and DNA methylation. However, the extent to which these changes contribute
to the hypoxia-driven reprogramming of the GBM transcriptome is not yet fully understood.
In this study, the impact of hypoxic stress on chromatin reprograming and transcriptomic
profiles within the glioma TME was investigated, particularly in GAMs. First, using the Assay
for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing (ATAC-seq) approach, hypoxia-
dependent chromatin alterations were assessed in glioma cells. The data revealed global
reduction in chromatin accessibility at promoter regions of numerous genes under hypoxic
condition (<0.1% O2). Notably, specific functional pathways were affected, including those
involved in mRNA processing and splicing, as well as regulators of R-loop formation. Second,
hypoxia was found to alter the expression of key identity marker genes in GAMs. In glioma-
co-cultured GAMs in vitro and in glioblastoma patient samples, hypoxia upregulated the
expression of monocytic marker Lgals3 and downregulated the homeostatic microglial markers
P2ryl2 and Tmeml 19. In addition, hypoxic stress appeared to interfere with multiple functional
markers, including genes related to lipid metabolism, phagocytosis, chemotaxis, ribosomal
biogenesis, and the interferon response. Some of these hypoxia-induced changes in GAMs
were fine-tuned through the changes in chromatin accessibility. Furthermore, it was found that
hypoxia induced lipid droplet accumulation in myeloid cells via increased expression of lipid
storage-related genes and this effect could be reversed through targeting epigenetic

mechanisms with histone deacetylase inhibitors. Overall, these findings highlight hypoxic



stress as a potent epigenomic and transcriptomic regulator of glioma TME which may hold

significance for future basic research and clinical applications.



