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Gtowng nadzieja wspodiczesnej medycyny jest opracowanie skutecznych metod leczenia
nowotworow. Czestg przyczyng ich wystepowania jest dezaktywacja uktadu odpornosciowego
poprzez blokowanie szlakéw komunikacji mig¢dzykomodrkowej. Chorobowo zmienione
komorki nie sg prawidlowo rozpoznawane przez co nie mogg zosta¢ zneutralizowane i usunigte

Z organizmu.

Jednym z czynnikow odpowiedzialnych za hamowanie aktywnosci limfocytéw T jest receptor
programowanej $Smierci komérkowej 1 (programmed cell death protein 1; PD-1), ulokowany
na powierzchni blony komorkowej komoérek uktadu odpornosciowego. Oddziatywanie biatka
PD-1 z jego naturalnym ligandem PD-L1 (programmed cell death ligand 1) powoduje
dezaktywacje limfocytow T. Nadekspresja PD-L1 wystgpuje w wielu typach nowotworow, na
przyktad w raku phuca, pgcherza czy czerniaku. Blokowanie interakcji PD-1/PD-L1 stato sig
podtozem immunoterapii, opartej na przeciwciatach monoklonalnych (monoclonal antibodies,
mAbs), ktora odniosta spektakularny sukces w leczeniu wielu nowotworow. Sze$¢ z
testowanych klinicznie przeciwcial zostato zaakceptowanych przez Agencje Zywnosci i Lekow
(FDA) 1 s3 obecnie uzywane w onkologii. Terapia oparta na przeciwcialach posiada jednak
kilka wad. Koszt leczenia jest wysoki, ze wzgledu na sposdb otrzymywania przeciwcial i
bardzo restrykcyjne warunki ich przechowywania. Przeciwciala charakteryzuja si¢ dodatkowo
niska zdolnoscig penetracji guza oraz stabg kontrolg farmakokinetyki, z czego wynika ich
toksyczno$¢. Podejrzewa si¢, ze odkrycie niskoczasteczkowych inhibitoréw oddziatywania
PD-1/PD-L1 przyniesie rozwigzanie opisanych problemow. Ostatnimi czasy mozna dostrzec
zintensyfikowanie poszukiwanie inhibitorow opisanego oddialywania, co odzwierciedla si¢ W
duzej liczbie zgloszen patentowych i podkreSla wazno$¢ opracowanego przeze mnie

zagadnienia.

Celem projektu byta synteza potencjalnych inhibitoréw skierowanych na oddzialywanie biatek
PD-1/PD-L1 opartych na rdzeniach: N-(4-(dimetylamino)benzylo)-N-metyloacetamidu,
1-indanolu, N-fenylo-3-walerolaktamu, N-bifenylo-6-walerolaktamu i 2'-metylo-m-terfenylu,
zaprojektowanych na podstawie analizy struktury znanego inhibitora biatka PD-L1, opisanego
w literaturze. Wszystkie zaplanowane w ten sposob czasteczki zostaly pomyslnie zsyntezowane
z uzyciem syntez liniowych lub cze$ciowo zbieznych. Aktywnosci otrzymanych zwigzkow
zostaly ocenione metoda pomiaréw fluorescencji czasowo rozdzielczej (Homogenous Time
Resolved Fluorescence; HTRF). Badania wykazaly, ze tylko inhibitory zbudowane na rdzeniu
terfenylowym charakteryzujg si¢ wysokim potencjalem do blokowania oddziatywania
PD-1/PD-L1.



W dalszych etapach badan, struktura rdzenia terfenylowgo zostata zoptymalizowana, poprzez
synteze szeregu pochodnych (Rysunek 1) i ewaluacj¢ ich aktywnos$ci po kazdej modyfikacji,
co w konsekwencji doprowadzito do uzyskania czasteczek o bardzo wysokich

powinowactwach do biatka PD-L1 charakteryzujacych si¢ nanomolowymi wartosciami ICsp.

Struktura optymalizowanej pochodnej terfenylu:

Krok: Optymalizowany fragment Znaleziony fragment o najwyzszym potencjale w
czasteczki: blokowaniu oddzialywania PD-1/PD-L1:
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Rysunek 1. Poszczegolne kroki optymalizacji strukturalnej zaprojektowanej pochodnej terfenylu.



Podczas optymalizacji wzigto pod uwage rodzaj podstawnikow przytaczonych do dystalnego
pierscienia fenylowego (krok 1), pozycje grupy hydroksymetylowej (krok 2), podstawnik przy
atomie wegla C-2’ centralnego pier$cienia aromatycznego (krok 3), rodzaj grupy alkoksylowej
W proksymalnym pierscieniu tworzacym terfenyl (krok 4) oraz rodzaj aminowego ogona

przytaczony do grupy metylenowej (krok 5).

Wspomagana komputerowo analiza relacji struktura-aktywnos¢ wykazal, ze optymalnym
podstawnikiem, analizowanym w pierwszym kroku optymalizacji, jest glikol etylenowy,
tworzacy wraz z pierScieniem fenylowym uktad benzodioksanu, co zostalo potwierdzone
eksperymentalnie. Typ podstawnika przytaczonego do wegla C-2° centralnego pierScienia
arylowego jest mniej rygorystyczny, wprowadzenie podstawnikow -Br, -CN lub -CI jest

korzystne dla interakcji, z niewielkg preferencja podstawnika chlorowego.

Woprowadzenie podstawnika metoksylowego przytaczonego do atomu C-3 dystalnego
pierscienia fenylowego wplywa pozytywnie na wzrost powinowactwa optymalizowanej

struktury, jednakze dalsze jego wydtuzanie znacznie obniza aktywno$¢ czasteczki.

Najwickszy wplyw na powinowactwo molekuty do biatka PD-L1 ma rodzaj podstawnika
przytaczonego do grypy metylenowej. Najlepsze rezultaty otrzymano poprzez wprowadzenie
tris(hydroksymetylo)aminometanu, jednak wydtuzenie z uzyciem pochodnych etylenodiaminy

takze pozytywnie wplywa na aktywnos¢ otrzymanych czasteczek.

Fragmenty z krokéw 1, 2 i 4 zsyntezowane zostaty na drodze krzyzowego sprzegania Suzukiego
z uzyciem 2,6-dibromotoluenu lub 1,3-dibromo-2-chlorobenzenu, odpowiednich pochodnych
kwasu fenyloboronowego oraz Pd(dppf)Cl. jako katalizatora. Etap 3 optymalizacji zostat
osiggniety z zastosowaniem reakcji Sandmeyera wychodzac z aminowej pochodnej terfenylu,
za§ W kroku 5 przeprowadzono alkohol w chlorowa pochodng z uzyciem SOCI> oraz
katalitycznych ilosci N,N-dimetyloformamidu, po czym uzyto jej w reakcjach alkilowania

amin.

Zdolnos¢ otrzymanych molekut do aktywacji limfocytow T zostata poddana ocenie in-vitro na
liniach komorkowych. Szes¢ sposrod nich wykazato aktywnosé, z warto§ciami ECso W zakresie

1.03 - 11.08 pM.

Sposob oddziatywania finalnych czasteczek z biatkiem PD-L1 okre§lono z uzyciem protonowe;j
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (*H Nuclear Magnetic Resonance;

'H NMR). Otrzymane widma jednoznacznie $wiadcza o oligomeryzacji biatka po dodaniu



inhibitora. Dimeryzacja biatka zostata potwierdzona takze technikg rentgenografii strukturalnej

(Rysunek 2).
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Rysunek 2. Porownanie sposobu oddzialywania jednej ze zoptymalizowanych pochodnych terfenylu (niebieski) oraz
wiodacego inhibitora oddzialywania PD-1/PD-L1 (zélty): A) oddzialywanie dwoch monomerow tworzacych dimer;
B) ulozenie na powierzchni monomeru PD-L1; C) poréwnanie struktury zoptymalizowanej pochodnej tefrenylu (lewa)
oraz wiodacego inhibitora PD-L1, BMS-1166 (prawa).

Otrzymana struktura krystaliczna ujawnila niskoczasteczkowy inhibitor znajdujacy si¢ w
srodku homodimeru, wypehiajacy gleboki, hydrofobowy kanat uformowany na styku dwoch
czasteczek biatka. Uzyskana informacja strukturalna moze by¢ uzyteczna w dalszej

optymalizacji inhibitoréw PD-L1 opartych na rdzeniu terfenylowym.



