STRESZCZENIE

Glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma, GBM) jest najcz¢stszym i najbardziej
agresywnym nowotworem ztosliwym mozgu wystepujacym U osob dorostych, a mediana czasu
przezycia pacjentow wynosi jedynie 14 miesiecy. Charakterystyczng cecha GBM jest jego
ztozone mikrosrodowisko, ktorego znaczng cze$¢ stanowia mikroglej i makrofagi, komorki
uktadu odpornosciowego, ktore w teorii powinny walczy¢ z nowotworem. Jednakze czynniki
wydzielane przez komorki glejaka promujg polaryzacj¢ fenotypu mikrogleju i makrofagow,
przez co zamiast hamowa¢ rozwoj guza, wspieraja one jego wzrost i ograniczajg odpowiedz
przeciwnowotworowa, co czyni je gtownymi mediatorami immunosupresyjnego charakteru
mikrosrodowiska GBM. Tak przeprogramowane mikroglej i makrofagi sg zbiorczo okreslane
mianem mikrogleju i makrofagow zwigzanych z glejakiem (ang. glioma-associated microglia
and macrophages, GAMS) i moga stanowi¢ nawet do 30% masy guza. Odkrycie molekularnych
mechanizméw odpowiedzialnych za ksztattowanie pronowotworowych wiasciwosci GAMS

jest wiec kluczowe dla opracowania nowych strategii terapeutycznych GBM.

Biatko SorLA (kodowane przez gen SORL1) jest wewnatrzkomérkowym receptorem
sortujacym, ktory transportuje biatka miedzy r6znymi organellami komorkowymi, wplywajac
tym samym na ich ostateczng lokalizacje. Poczatkowo uwazano, ze w mozgu SorLA wystepuje
wylacznie w neuronach, jednak pdzniej ekspresja receptora zidentyfikowana zostata rowniez
w komorkach glejowych, w tym w mikrogleju. Co ciekawe, na podstawie publicznie
dostepnych danych pochodzacych z analiz transkryptomu ludzkich prébek GBM, SorLA
wydaje si¢ odgrywac istotng role w ksztattowaniu funkcjonalnych wtasciwosci GAMs. Zgodnie
z ta obserwacja, ogblnym celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu SorLA na wtasciwosci

GAMs, a w szczegdlnosci mikrogleju.

Przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej do§wiadczenia z wykorzystaniem
mysiego pierwotnego mikrogleju wykazaty, ze poziom transkryptu Sorll zalezy od typu
aktywacji komorek. Ponadto okazato sig, iz brak SorLA wplywa na wzmozone wydzielanie
przez mikroglej czynnikow prozapalnych w poréwnaniu do komorek typu dzikiego (ang. wild
type, WT), w tym cytokiny TNF-a. Mikroglej pozbawiony SorLA (SorLA-KO) pod wptywem
wspothodowli z komodrkami mysiej linii glejaka charakteryzuje si¢ réwniez wyzszym
poziomem biatek zwigzanych z odpowiedzig interferonowa i fagocytoza, co $wiadczy o ich
prozapalnej aktywacji. Odkrycia te doprowadzily do postawienia hipotezy, ze brak SorLA

moze odblokowywa¢ prozapalny potencjat mikrogleju 1 tym samym wptywaé na charakter



mikrosrodowiska glejaka. Wykorzystujac mysi model glejaka zaobserwowano, ze myszy
SorLA-KO rozwijaja mniejsze guzy mozgu w poréwnaniu do zwierzat WT, czemu towarzysza
zmiany w morfologii mikrogleju sugerujace jego aktywacje prozapalng. Jednoczesnie GAMs
z mikro$rodowiska SorLA-KO charakteryzujg si¢ podwyzszong ekspresjg genow zwigzanych
z odpowiedzig interferonows, podczas gdy poziom transkryptow charakterystycznych dla
funkcji wspierajacych nowotwor jest w tych komorkach obnizony. W mikro§rodowisku glejaka
myszy SorLA-KO zaobserwowano takze podwyzszony poziom markeréw zwigzanych
z nekroptoza, programowanym typem $mierci komorkowej, a takze zmiany w profilu

infiltrujacych mikrosrodowisko nowotworu komorek uktadu odpornosciowego.

Podsumowujac, przedstawione badania wskazuja, ze SorLA odgrywa kluczowa role
w ksztattowaniu wlasciwosci GAMs, a jej brak odblokowuje przeciwnowotworowa odpowiedz
tych komorek, co wplywa na ogolny potencjal mikrosrodowiska glejaka i w efekcie hamuje

wzrost guza.
ABSTRACT

Glioblastoma (GBM) is the most common and most aggressive brain malignancy in
adults, with a median patients’ survival of only 14 months. A hallmark feature of GBM is its
complex microenvironment, largely composed of microglia and macrophages: immune cells
which in theory should fight with the tumor. However, factors secreted by glioma cells drive
the phenotypic polarization of microglia and macrophages, so instead of limiting tumor
development, they support its growth and suppress anti-tumorigenic response. As
a result, these cells constitute key mediators of the immunosuppressive nature of the GBM
microenvironment. Such re-programmed microglia and macrophages are collectively called
glioma-associated microglia and macrophages (GAMs) and may account for up to 30% of the
tumor mass. Therefore, finding molecular mechanisms responsible for shaping tumor-
supportive properties of GAMs is crucial for the development of new therapeutic strategies of
GBM.

SorLA protein (encoded by SORL1 gene) is an intracellular sorting receptor which
transports its protein cargoes between different subcellular organelles and therefore defines
their final localization. While the presence of SorLA was initially thought to be limited to
neurons in the brain, it was later discovered to be expressed in glial cells as well, including

microglia. Interestingly, according to publicly available data from analysis of human GBM



samples transcriptomes, SorLA seems to be important in shaping functional properties of
GAMs. In line with this notion, the overall aim of this study was to decipher the influence of
SorLA on the properties of GAMs, in particular microglia.

Experiments performed in the frame of the PhD dissertation revealed that the level of
Sorll transcript in primary mouse microglia depends on the activation mode of the cells.
Furthermore, it turned out that lack of SorLA unlocks the ability of microglia to release pro-
inflammatory factors, including TNF-a, when compared to wild type cells (WT). Microglia
depleted of SorLA (SorLA-KO) upon co-culture with mouse glioma cells are characterized by
increased level of proteins linked to interferons-related response and phagocytosis, which
indicates their pro-inflammatory activation. These findings raised the hypothesis that the lack
of SorLA may unlock the pro-inflammatory potential of microglia and thereby could influence
the properties of glioma microenvironment. Indeed, using mouse model of glioma it was
observed that SorLA-KO mice develop smaller brain tumors when compared to WT animals,
which coincides with changes in microglia morphology suggesting their inflammatory
activation. Simultaneously, GAMs from SorLA-KO microenvironment are characterized by
increased expression of genes linked to interferons-related response, while the levels of
transcripts linked to tumor-supportive functions of the cells are decreased. Finally, in glioma
microenvironment of SorLA-KO mice, increased levels of markers related to necroptotic type
of cell death are observed, as well as changes in the profile of infiltrating immune cells.

In summary, presented research indicates that SorLA is a key player in shaping the
properties of GAMs and its depletion unlocks their anti-tumor response which influences the

overall potential of glioma microenvironment and as a result, prevents tumor growth.



