
Streszczenie 

Przedmiotem rozprawy doktorskiej była charakterystyka mechanizmu działania 

nowatorskich związków chemicznych opracowanych w Ryvu Therapeutics do immunoterapii 

nowotworów. Terapia skoncentrowana na komórkach układu immunologicznego zamiast na 

komórkach nowotworowych jest obecnie jedną z najprężniej rozwijających się dyscyplin 

biotechnologii i medycyny. Do tej pory największy sukces odniosły przeciwciała skierowane 

przeciw receptorom CTLA-4 i PD-1, obecnych na komórkach układu odpornościowego, 

odpowiedzialnych za ich hamowanie. Autorzy prac nad tymi celami molekularnymi, 

prowadzonych od lat 90-tych XX wieku, zostali w 2018 roku uhonorowani Nagrodą Nobla w 

dziedzinie medycyny. Pomimo początkowych sukcesów badania kliniczne wykazały, że u 

części pacjentów nie zaobserwowano poprawy po zastosowaniu wspomnianej terapii. Istnieje 

wobec tego potrzeba dalszego rozwoju immunoonkologii i zaproponowania nowych środków 

leczniczych. Rozpoznanie neoantygenu i infiltracja komórek układu odpornościowego stają się 

bezskuteczne w obliczu licznych mechanizmów negatywnie regulujących odpowiedź 

immunologiczną. Jednym z nich jest immunosupresja wywołana adenozyną. Nukleozyd ten 

oddziałuje na komórki za pomocą czterech typów receptorów transbłonowych z rodziny GPCR, 

powszechnie występujących w tkankach ludzkiego organizmu. 

Celem pracy doktorskiej było scharakteryzowanie nowych antagonistów receptorów 

adenozynowych typu A2, które według dotychczasowych badań mają największe znaczenie w 

kontekście immunosupresyjnego działania adenozyny. Założeniem projektu prowadzonego w 

Ryvu Therapeutics było stworzenie podwójnego antagonisty receptorów A2A i A2B o unikalnym 

profilu, który będzie skuteczny nawet w wysokim stężeniu adenozyny. Aby ocenić aktywność 

ponad 400 nowo powstałych związków, opracowano kaskadę testów przesiewowych, którą 

wykorzystano by wyłonić najlepsze z nich. Pierwszym etapem był pomiar poziomu wtórnego 

przekaźnika – cAMP w liniach komórkowych o nadekspresji genu kodującego receptor A2B lub 

o wysokim poziomie A2A. Wszystkie testy przeprowadzane były w porównaniu do 

antagonistów receptorów adenozynowych opracowanych przez konkurencyjne firmy. 

Wyselekcjonowane cząsteczki były następnie sprawdzane w eksperymentach badających 

wiązanie do receptorów A2.. Wśród grupy najbardziej aktywnych związków jest SEL330-639, 

stanowiący przedmiot rozprawy doktorskiej, będący nanomolowym inhibitorem produkcji 

wewnątrzkomórkowego cAMP, zależnej od receptora A2A i A2B. Podwójny antagonista nie traci 

tych właściwości nawet w wysokim stężeniu adenozyny. Dodatkowe eksperymenty badające 



parametry kinetyczne wiązania do celu molekularnego potwierdziły jego unikalne właściwości 

w postaci długiego czasu oddziaływania z receptorem. 

Kolejnym celem badawczym było sprawdzenie wpływu najlepszych cząsteczek na 

komórki układu odpornościowego: populację PBMC, poszczególne subpopulacje ludzkich 

komórek układu immunologicznego oraz efektu w pełnej krwi. Podstawowym pomiarem był 

poziom wewnątrzkomórkowego cAMP w populacji komórek CD4+, CD8+ i moDC po ich 

traktowaniu grupą wyłonionych antagonistów receptorów A2. Ponadto, oznaczono poziom 

receptorów na powierzchni limfocytów T i komórek dendrytycznych oraz zanalizowano 

poziom transkryptu genów kodujących obydwa receptory, odpowiednio: ADORA2A i 

ADORA2B. W komórkach CD4+ i CD8+ wykryto zarówno oba transkrypty jak i białka A2A i 

A2B, których poziom zależy od aktywacji limfocytów. Pomiar wewnątrzkomórkowego cAMP 

jednoznacznie wskazuje, że A2A jest dominującym typem receptora na ich powierzchni. Z kolei 

komórki dendrytyczne cechują się ekspresją obu typów receptorów zależną od ich statusu 

dojrzewania. Opracowany przez nas związek SEL330-639, dzięki swej podwójnej 

specyficzności i parametrom wiązania do receptorów A2, jest aktywny zarówno w komórkach 

pochodzenia limfoidalnego jak i mieloidalnego. 

Następnym elementem ścieżki sygnałowej, uruchamianej w wyniku aktywacji 

receptorów adenozynowych typu A2, jest fosforylacja czynnika transkrypcyjnego CREB. 

Wpływ wybranych związków na poziom pCREB (Ser133) w pełnej krwi obwodowej 

sprawdzano za pomocą cytometrii przepływowej w populacji limfocytów T. Związek SEL330-

639 nie tylko hamuje fosforylację samego CREB, ale również ekspresję genów indukowanych 

przez adenozynę. 

Z punktu widzenia skuteczności terapii w immunoonkologii, najważniejsza jest 

funkcjonalność komórek układu odporności. Wpływ związku SEL330-639 na funkcje komórek 

układu immunologicznego zbadano na dwa sposoby: analizując produkcję cytokin przez 

limfocyty T i komórki dendrytyczne oraz cytotoksyczność komórek NK. Podwójny antagonista 

zniósł immunosupresję wywołaną adenozyną w stężeniu 100 µM, co odpowiada maksymalnym 

opisanym ilościom tego nukleozydu spotykanym w guzach litych. Efekt ten był jednak zależny 

od typu komórek i rodzaju cytokiny. Największą skuteczność osiągnął w przypadku 

przywrócenia produkcji IL-2 przez komórki CD4+ oraz TNFα przez komórki dendrytyczne. W 

przypadku komórek NK, związek SEL330-639 był najbardziej efektywny spośród wszystkich 

badanych i spowodował pełne odzyskanie cytotoksyczności komórek NK, zahamowanej przez 

analog adenozyny. Opracowane modele pozwoliły potwierdzić skuteczność działania związku 



zarówno na komórki zależne od receptora A2A (limfocyty i komórki NK), jak i A2B (komórki 

dendrytyczne). Badaniem o charakterze translacyjnym był pomiar aktywności antagonisty w 

mysich i szczurzych splenocytach. Przeprowadziliśmy również ewaluację związku in vivo w 

mysim syngenicznym modelu, która wykazała korzystny wpływ SEL330-639 w kombinacji z 

przeciwciałem anty-CTLA-4 na przeżywalność myszy z wszczepionym nowotworem jelita 

grubego.  

Wymienione w podsumowaniu wyniki zostały otrzymane dzięki metodom wdrożonym 

i optymalizowanym na potrzeby tego projektu. Oprócz testowania aktywności związków, 

przeprowadzono również szereg eksperymentów poszerzających zakres ogólnej wiedzy na 

temat receptorów adenozynowych i samej adenozyny. Stwierdzono zależność stężenia 

adenozyny w nadsączach hodowlanych od aktywacji limfocytów T, wykazano wzrost poziomu 

białka A2A wraz z czasem aktywacji TCR oraz zweryfikowano występowanie zjawiska 

desensytyzacji receptorów adenozynowych na powierzchni komórek CD4+. Przedstawione 

rezultaty pozwalają stwierdzić, że podwójny antagonista SEL330-639 długotrwale wiąże się do 

receptorów A2 skutecznie zapobiegając immunosupresyjnym efektom adenozyny, co zbadano 

z wykorzystaniem  licznych modeli komórkowych in vitro. Związek ten dzięki swoim 

unikalnym właściwościom, jest atrakcyjnym kandydatem na nową cząsteczkę terapeutyczną w 

immunoonkologii. 

 


