Streszczenie

Przedmiotem rozprawy doktorskiej byla charakterystyka mechanizmu dziatania
nowatorskich zwigzkow chemicznych opracowanych w Ryvu Therapeutics do immunoterapii
nowotworow. Terapia skoncentrowana na komoérkach uktadu immunologicznego zamiast na
komorkach nowotworowych jest obecnie jedna z najpr¢zniej rozwijajacych si¢ dyscyplin
biotechnologii i medycyny. Do tej pory najwigkszy sukces odniosty przeciwciata skierowane
przeciw receptorom CTLA-4 i PD-1, obecnych na komorkach ukladu odporno$ciowego,
odpowiedzialnych za ich hamowanie. Autorzy prac nad tymi celami molekularnymi,
prowadzonych od lat 90-tych XX wieku, zostali w 2018 roku uhonorowani Nagroda Nobla w
dziedzinie medycyny. Pomimo poczatkowych sukcesow badania kliniczne wykazaty, ze u
czescl pacjentOw nie zaobserwowano poprawy po zastosowaniu wspomnianej terapii. Istnieje
wobec tego potrzeba dalszego rozwoju immunoonkologii i zaproponowania nowych srodkow
leczniczych. Rozpoznanie neoantygenu i infiltracja komorek uktadu odpornosciowego stajg sie
bezskuteczne w obliczu licznych mechanizméw negatywnie regulujacych odpowiedz
immunologiczng. Jednym z nich jest immunosupresja wywolana adenozyng. Nukleozyd ten
oddzialuje na komoérki za pomoca czterech typdw receptoréw transbtonowych z rodziny GPCR,

powszechnie wystepujacych w tkankach ludzkiego organizmu.

Celem pracy doktorskiej bylo scharakteryzowanie nowych antagonistOw receptorow
adenozynowych typu Az, ktore wedtug dotychczasowych badan maja najwicksze znaczenie w
konteks$cie immunosupresyjnego dziatania adenozyny. Zatozeniem projektu prowadzonego w
Ryvu Therapeutics byto stworzenie podwdjnego antagonisty receptorow Aza i A2 0 unikalnym
profilu, ktory bedzie skuteczny nawet w wysokim stezeniu adenozyny. Aby oceni¢ aktywnos¢
ponad 400 nowo powstatych zwigzkow, opracowano kaskadg testow przesiewowych, ktorg
wykorzystano by wytoni¢ najlepsze z nich. Pierwszym etapem byt pomiar poziomu wtdrnego
przekaznika — CAMP w liniach komorkowych o nadekspresji genu kodujgcego receptor Azg lub
0 wysokim poziomie Aca. Wszystkie testy przeprowadzane byly w poréwnaniu do
antagonistow receptorow adenozynowych opracowanych przez konkurencyjne firmy.
Wyselekcjonowane czasteczki byty nastgpnie sprawdzane w eksperymentach badajacych
wigzanie do receptorow Az. Wsrdd grupy najbardziej aktywnych zwigzkéw jest SEL330-639,
stanowigcy przedmiot rozprawy doktorskiej, bedacy nanomolowym inhibitorem produkcji
wewnatrzkomorkowego cAMP, zaleznej od receptora Aza i Az2s. Podwojny antagonista nie traci

tych wlasciwosci nawet w wysokim stezeniu adenozyny. Dodatkowe eksperymenty badajace



parametry kinetyczne wigzania do celu molekularnego potwierdzity jego unikalne wtasciwosci

w postaci dtugiego czasu oddziatywania z receptorem.

Kolejnym celem badawczym bylo sprawdzenie wplywu najlepszych czasteczek na
komorki uktadu odporno$ciowego: populacje PBMC, poszczegdlne subpopulacje ludzkich
komorek uktadu immunologicznego oraz efektu w petnej krwi. Podstawowym pomiarem byt
poziom wewnatrzkomdorkowego cAMP w populacji komorek CD4*, CD8" i moDC po ich
traktowaniu grupa wytonionych antagonistow receptorow A,. Ponadto, ozhaczono poziom
receptorow na powierzchni limfocytow T 1 komoérek dendrytycznych oraz zanalizowano
poziom transkryptu gendéw kodujacych obydwa receptory, odpowiednio: ADORA2A i
ADORAZ2B. W komérkach CD4" i CD8" wykryto zar6wno oba transkrypty jak i biatka Aoa i
Azg, ktorych poziom zalezy od aktywacji limfocytow. Pomiar wewnatrzkomorkowego cAMP
jednoznacznie wskazuje, ze Aza jest dominujgcym typem receptora na ich powierzchni. Z kolei
komorki dendrytyczne cechuja si¢ ekspresja obu typow receptoréw zalezng od ich statusu
dojrzewania. Opracowany przez nas zwigzek SEL330-639, dzigki swej podwdjnej
specyficznosci 1 parametrom wigzania do receptoréw Az, jest aktywny zarowno w komorkach

pochodzenia limfoidalnego jak i mieloidalnego.

Nastgpnym elementem $ciezki sygnatowej, uruchamianej w wyniku aktywacji
receptorow adenozynowych typu A, jest fosforylacja czynnika transkrypcyjnego CREB.
Wptyw wybranych zwigzkéw na poziom pCREB (Serl133) w peilnej krwi obwodowej
sprawdzano za pomocg cytometrii przeplywowej w populacji limfocytéw T. Zwigzek SEL330-
639 nie tylko hamuje fosforylacje samego CREB, ale réwniez ekspresje gendw indukowanych

przez adenozyneg.

Z punktu widzenia skuteczno$ci terapii w immunoonkologii, najwazniejsza jest
funkcjonalno$¢ komorek uktadu odpornosci. Wptyw zwigzku SEL330-639 na funkcje komorek
ukfadu immunologicznego zbadano na dwa sposoby: analizujac produkcje cytokin przez
limfocyty T 1 komorki dendrytyczne oraz cytotoksycznos$¢ komorek NK. Podwojny antagonista
zniost immunosupresje wywotang adenozyng w stezeniu 100 uM, co odpowiada maksymalnym
opisanym ilo§ciom tego nukleozydu spotykanym w guzach litych. Efekt ten byt jednak zalezny
od typu komorek i rodzaju cytokiny. Najwicksza skuteczno$¢ osiagnat w przypadku
przywrocenia produkcji IL-2 przez komorki CD4" oraz TNFa przez komorki dendrytyczne. W
przypadku komorek NK, zwigzek SEL330-639 byl najbardziej efektywny sposrdéd wszystkich
badanych i spowodowal pelne odzyskanie cytotoksycznosci komorek NK, zahamowanej przez

analog adenozyny. Opracowane modele pozwolily potwierdzi¢ skutecznos$¢ dziatania zwigzku



zaro6wno na komorki zalezne od receptora Aoa (limfocyty 1 komorki NK), jak 1 Az (komorki
dendrytyczne). Badaniem o charakterze translacyjnym byt pomiar aktywnosci antagonisty w
mysich i szczurzych splenocytach. PrzeprowadziliSmy rowniez ewaluacje¢ zwigzku in vivo w
mysim syngenicznym modelu, ktéra wykazata korzystny wptyw SEL330-639 w kombinacji z
przeciwcialem anty-CTLA-4 na przezywalno$¢ myszy z wszczepionym nowotworem jelita

grubego.

Wymienione w podsumowaniu wyniki zostaty otrzymane dzigki metodom wdrozonym
1 optymalizowanym na potrzeby tego projektu. Oprocz testowania aktywnos$ci zwigzkow,
przeprowadzono réwniez szereg eksperymentdOw poszerzajacych zakres ogdlnej wiedzy na
temat receptorow adenozynowych i samej adenozyny. Stwierdzono zalezno$¢ stezenia
adenozyny w nadsaczach hodowlanych od aktywacji limfocytow T, wykazano wzrost poziomu
biatka A>a wraz z czasem aktywacji TCR oraz zweryfikowano wystgpowanie zjawiska
desensytyzacji receptorow adenozynowych na powierzchni komoérek CD4". Przedstawione
rezultaty pozwalaja stwierdzi¢, ze podwojny antagonista SEL330-639 dlugotrwale wiagze si¢ do
receptorow A skutecznie zapobiegajac immunosupresyjnym efektom adenozyny, co zbadano
z wykorzystaniem licznych modeli komodrkowych in vitro. Zwigzek ten dzigki swoim
unikalnym wtasciwosciom, jest atrakcyjnym kandydatem na nowg czasteczke terapeutyczng w

immunoonkologii.



