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STRESZCZENIE

Glejak ztosliwy z prawidlowym genem IDH1/2 (glioblastoma, GBM, IDH1/2 wt) jest
najczestszym 1 najbardziej agresywnym nowotworem moézgu u dorostych, w przypadku ktérego
obecne terapie nie sg skuteczne, a wigkszo$¢ guzéw nawraca w ciggu kilku miesiecy. Rozwoj
nowotworu wigze si¢ z oslabieniem obrony przeciwnowotworowej gospodarza. Celem
immunoterapii jest przywrdcenie tej odpowiedzi, a inhibitory immunologicznych punktéw
kontrolnych, np. przeciwciata przeciw czasteczce PD-1 (anty-PD-1), oferuja mozliwosé
catkowitego wyeliminowania nowotworu. Jednak pacjenci z GBM stabo reaguja na
immunoterapie, poniewaz guzy charakteryzuja si¢ stabym naciekiem funkcjonalnych limfocytow
T i komérek NK. Gromadzace si¢ w GBM komérki mieloidalne (rezydentny mikroglej i makrofagi
obwodowe, glioma associated myeloid cells - GAMs) ulegaja przeprogramowaniu i wspomagaja
nowotwor oraz dzialaja immunosupresyjnie w mikroSrodowisku guza. Jednym z czynnikéw
odpowiedzialnych za te procesy jest wydzielane przez glejaka biatkko SPP1 (secreted
phosphoproteinl). Celem mojej pracy bylo opracowanie nowych strategii reaktywacji
przeciwnowotworowej odpowiedzi w zloSliwym glejaku i uwrazliwienie guza na dzialanie
przeciwcial anty-PD-1. Strategie te zakladaja przeprogramowanie fenotypu komérek GAM.
Wykorzystujac syngeniczny model glejaka u myszy, zastosowatam dwa podejscia terapeutyczne:
1) blokowanie aktywnoSci arginazy 1 (Argl) za pomoca OAT-1746 — nowego, selektywnego 1
maloczasteczekowego inhibitora enzymu, oraz ii) zablokowanie dziatania Sppl za pomoca
krétkiego peptydu blokujacego odddzialywanie SPP1-integryny. Aktywacja Argl w GAMs
prowadzi do wyczerpania L-argininy, niezbednej przy intensywnej proliferacji komoérek T 1 NK,
podczas gdy aktywacja receptorow integrynowych przez Sppl uczestniczy w indukcji
pronowotworowego fenotypu GAMs. Wptyw immunomodulatoréw na wzrost glejaka GL261 in
vivo oceniano za pomocg rezonansu magnetycznego lub platformy do obrazowania przyzyciowego

Xtreme. Scharakteryzowano mikrosrodowisko glejaka po podaniu immunomodulatoréw



wykorzystujac  wieloparametryczng analiz¢ cytometrii przeplywowej oraz profilowanie
transkryptomiczne (RNAseq) izolowanych komérek CDI11b*. Oceniono skutecznos¢
przeciwnowotworowa immunomodulatoréw podanych samodzielnie oraz w polaczeniu z blokada
PD-1. Doustne podawanie OAT-1746 nie mialo wplywu na skltad komoérek uktadu
odpornosciowego w mikrosrodowisku glejaka, jednak indukowato zmiany transkryptomiczne w
komoérkach CD11b* z mézgéw myszy otrzymujacych ten inhibitor. Podawanie OAT-1746 z
przeciwcialem anty-PD-1 doprowadzilo do spowolnienia wzrostu nowotworu. Podawany
doguzowo peptyd RGD skutecznie blokowal przeprogramowanie GAMs w kierunku fenotypu
wspierajacego glejaka, ale nie wptywal na wielkos¢ guza. Zastosowanie peptydu RGD w
polaczeniu z przeciwcialem anty-PD-1 zmienialo sktad i funkcjonalno$¢ komoérek uktadu
odpornosciowego, wzmacnialo odpowiedzi prozapalne, co doprowadzilo do zmniejszenia
wielkosci guza. Wyniki badan wskazuja, ze testowane immunomodulatory zmieniaja
mikrosrodowisko glejaka, umozliwiajg naptyw efektorowych limfocytow i wspomagajg dziatanie

immunoterapii z inhibitorem immunologicznych punktéw kontrolnych.
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ABSTRACT

Malignant glioma with a wild-type IDH1/2 (glioblastoma, GBM, wt-IDH1/2) is the most
common and aggressive brain tumor in adults. Current therapies for GBM are not effective and
most tumors recur within months. The development of tumor is associated with deficits of the
host's antitumor defense. The goal of immunotherapy is to restore the anti-tumor immune response,
and immune checkpoint inhibitors offer the potential to completely eradicate cancer. However,
GBM patients respond poorly to immunotherapies because the tumors are characterized by meager
infiltration of functional T lymphocytes and NK cells. Myeloid cells accumulating in the GBM
(including resident microglia and peripheral macrophages, collectively known as glioma
associated myeloid cells - GAMs) are reprogrammed to support the tumor and exert an
immunosuppressive effect in the tumor microenvironment. One of the factors responsible for these
processes is the SPP1 (secreted phosphoprotein 1) protein secreted by glioma. The aim of this
study was to develop new strategies to reactivate the anti-tumor response in malignant gliomas
and to sensitize the tumor to the action of anti-PD-1 antibodies. These strategies involve
reprogramming the phenotype of GAMs.

Using a syngeneic model of glioma in mice, two therapeutic approaches were employed:
i) blocking the activity of arginase 1 (Argl) using OAT-1746 - a new, potent and selective, small-
molecule inhibitor of the enzyme, and ii) preventing the action of Sppl using a short peptide that
blocks the Spp1-integrin interaction. Activation of Argl in GAMs leads to depletion of L-arginine,
a nutrient required for T and NK cell proliferation, while activation of integrin receptors by Spp1
contributes to the induction of the pro-tumor phenotype of GAMs. The effects of
immunomodulators on GL261 glioma growth in vivo were assessed using magnetic resonance
imaging or the Xtreme intravital imaging. The glioma microenvironment following
immunomodulator administration was characterized using multiparametric flow cytometry
analysis and transcriptomic profiling (RNAseq) of isolated CD11b* cells. The antitumor efficacy

of immunomodulators administered alone or in combination with PD-1 blockade was assessed.



Oral administration of OAT-1746 had no effect on the immune cell composition in the glioma
microenvironment, but induced transcriptomic changes in CD11b* cells immunosorted from the
brains of inhibitor-treated mice. Administration of OAT-1746 with anti-PD-1 antibody reduced
tumor growth. Intratumorally delivered RGD peptide effectively blocked the reprogramming of
GAMs towards a glioma-supporting phenotype, but did not affect tumor size. The use of the RGD
peptide in combination with the anti-PD-1 antibody changed the composition and functionality of
immune cells and enhanced pro-inflammatory responses, which led to a reduction in tumor size.
The presented results indicate that the tested immunomodulators change the glioma
microenvironment, enable the influx of effector lymphocytes and support the action of immune

checkpoint inhibitor immunotherapy.



