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STRESZCZENIE

Rozwijajaca si¢ wiedza na temat roli interakcji biatko-biatko w organizmach
otwiera nowe mozliwosci terapeutyczne. Jednym z obszarow, ktory stal si¢
przedmiotem zainteresowania, jest blokowanie punktow kontrolnych uktadu
immunologicznego, takich jak PD-1/PD-L1. Wykorzystywanie tych punktow
kontrolnych jest powszechna strategig, ktora pozwala komérkom nowotworowym
na uniknigcie wykrycia i proliferacje w ludzkich organizmach. Ta strategia polega
na ttumieniu aktywacji limfocytow T, co prowadzi do negatywnej regulacji reakcji
uktadu immunologicznego. Totez blokowanie oddziatywania PD-1/PD-L1
stanowi obiecujace podejscie w leczeniu nowotworéw. Niemniej jednak, nie jest
to zadaniem trywialnym, gléwnie z powodu duzych, plaskich i hydrofobowych
powierzchni interakcji migdzy tymi biatkami, ktére nie posiadajg znaczacych
wglebien utatwiajacych projektowanie inhibitoréw. Jak dotad, FDA zatwierdzita
siedem inhibitorow interakcji PD-1/PD-L1 opartych na przeciwciatach. Niestety,
terapie oparte na przeciwcialach maja swoje ograniczenia, takie jak potencjalna
immunogennos¢ i staba zdolnos$¢ przenikania do guzéw litych. W zwiazku z tym
prowadzone sg badania nad innymi grupami potencjalnych inhibitorow. Wsrod
nich mozna wyr6zni¢ zwiazki matoczasteczkowe oraz peptydy, ktore
w porownaniu do przeciwcial moga cechowac si¢ nizszg toksyczno$cia, lepsza
biodostgpnoscia oraz skuteczniejszym przenikaniem do guzow litych. Niestety,
zwiazki matoczasteczkowe, pomimo ich ogromnej réznorodnosci i znacznych
mozliwosci modyfikacji, maja pewne ograniczenia zwigzane z rozmiarem, CO
oznacza, ze sg one zbyt mate, aby skutecznie blokowac¢ rozlegte powierzchnie
interakcji bialko-biatko. Ztoty Srodek wydaja si¢ stanowi¢ leki oparte na
peptydach, ktére dzigki swoim rozmiarom sg w stanie efektywnie hamowaé
interakcje migdzy biatkami, jednocze$nie zachowujac zalety charakterystyczne dla
mniejszych czasteczek.

Szczegodlnie obiecujace w blokowaniu oddziatywan biatko-biatko wydaja si¢
minibiatka, ktore tacza cechy peptydow i bialek. Sg to czasteczki o stabilnej



strukturze trzeciorzedowej i masie do 10 kDa. Ich maty rozmiar umozliwia
produkcje za pomocg syntezy chemicznej, co ulatwia wprowadzenie
niekanonicznych reszt aminokwasowych i zwigksza zakres mozliwosci ich
potencjalnych funkcji. Z drugiej strony odpowiednio diluga sekwencja
aminokwasowa pozwala na wprowadzenie modyfikacji, ktore poprawiaja ich
aktywno$¢, nie zmieniajac znaczaco struktury trzeciorzedowej. Minibiatka sa
obiecujgce z punktu widzenia zastosowan medycznych, szczegdlnie w przypadku
trudnych celéw terapeutycznych, takich jak blokowanie interakcji biatko-biatko.
Celem niniejszej rozprawy byl opracowanie inhibitoréw oddziatywania

PD-1/PD-L1 opartych na minibiatkach.



ABSTRACT

The evolving knowledge about the role of protein-protein interactions in
organisms has opened new therapeutic possibilities. One of the areas that has
attracted attention is the blockade of immune system checkpoint proteins, such as
PD-1/PD-L1. Utilizing these checkpoint proteins is a common strategy that allows
cancer cells to evade detection and proliferate within the human body. This
strategy involves suppressing the activation of T lymphocytes, leading to negative
regulation of the immune system response. Therefore, blocking the PD-1/PD-L1
interaction holds promise in cancer treatment. Nevertheless, it is not a trivial task,
mainly due to the large, flat, and hydrophobic interaction surfaces between these
proteins, which lack significant clefts that would facilitate inhibitor design. So far,
the FDA has approved seven PD-1/PD-L1 interaction inhibitors based on
antibodies. Unfortunately, antibody-based therapies have limitations, such as
potential immunogenicity and poor penetration into solid tumors. Hence, research
is ongoing into other groups of potential inhibitors. Among them, small molecules
and peptides stand out, which, in comparison to antibodies, may offer lower
toxicity, better bioavailability, and more effective penetration into solid tumors.
However, low-molecular-weight compounds, despite their significant diversity
and modifiability, have certain size-related limitations, meaning they are too small
to effectively block extensive protein-protein interaction surfaces. Peptide-based
drugs seem to strike a balance, as their size allows them to efficiently inhibit
protein interactions while retaining the advantages typical of smaller molecules.

Particularly promising in blocking protein-protein interactions are
miniproteins, which combine the characteristics of peptides and proteins. These
molecules have stable tertiary structures and a mass of up to 10 kDa. Their small
size allows for production through chemical synthesis, facilitating the introduction
of noncanonical amino acid residues and expanding their potential functional
range. On the other hand, a sufficiently long amino acid sequence enables
modifications that enhance their activity without significantly altering the tertiary

structure. Miniproteins hold promise for medical applications, especially for



challenging therapeutic targets, such as blocking protein-protein interactions. The
aim of this thesis was to develop inhibitors of the PD-1/PD-L1 interaction based

on miniproteins.



WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ACN acetonitryl

APC komorka prezentujaca antygen (ang. antigen-presenting cell)

APP  ptasi polipeptyd trzustkowy (ang. avian pancreatic polypeptide)

BLI  interferometria biowarstwowej (ang. biolayer interferometry)

BMS Bristol-Myers Squibb

Boc  grupa tert-butoksykarbonylowa

CD dichroizm kotowy (ang. circular dichroism)

CDR rejon determinujgcy dopasowanie (ang. complementarity determining
region)

CRMP minibiatko stabilizowane przez mostki disiarczkowe (ang. cysteine-rich
miniprotein)

CSB  motyw B-kartki stabilizowanej cysteing (ang. cysteine-stabilized p-sheet
motif)

CTLA-4 antygen 4 zwigzany z limfocytami T (ang. cytotoxic T cell antigen 4)
DCM dichlorometan

DIC  N,N'-diizopropylokarbodiimid

DMF  N,N-dimetyloformamid

DSF  skaningowa fluorymetria réznicowa (ang. differential scanning
fluorimetry)

ECso  potowa maksymalnego stezenia efektorowego (ang. half maximal effective
concentration)

EDT etano-1,2-ditiol

FDA  Agencja Zywnosci i Lekow (ang. U.S. Food and Drug Administration)
Fmoc grupa fluorenylometoksykarbonylowa

Fmoc-OSu weglan 9-fluorenylometylo-sukcynimidylu

HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance liquid
chromatography)

HTRF homogenna czasowo rozdzielcza fluorescencja (ang. homogeneous time

resolved fluorescence)



ICso  potowa maksymalnego st¢zenia hamujacego  (ang. half maximal
inhibitory concentration)

ICB  test blokowania immunologicznego punktu kontrolnego oparty na
komorkach (ang. cell-based immune checkpoint blockade assay)

irAEs dziatanie niepozadane o charakterze immunologicznym (ang. immune-
related adverse events)

ITIM immunoreceptorowy motyw hamujacy oparty o tyrozyng (ang.
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif)

ITSM motyw przelaczajacy oparty o tyrozyne (ang. immunoreceptor tyrosine-
based switch motif)

Kb stata dysocjacji

MHC glowny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility
complex)

MS  spektrometria masowa (ang. mass spectrometry)

NMR spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear
magnetic resonance)

PD-1 receptor programowanej $mierci 1 (ang. programmed death receptor 1)
PDB baza danych struktur biatkowych (ang. protein data bank)

PD-L1 ligand receptora programowanej $mierci 1 (ang. programmed death-
ligand 1)

PPI oddziatywanie biatko-biatko (ang. protein-protein interaction)

RBD domena wigzgca receptor (ang. receptor binding domain)

TCR  receptor limfocytow T (ang. T cell receptor)

TFA  kwas trifluoroctowy

TIS  triizopropylosilan

TLC chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer chromatography)

Tm temperatura rozfaldowywania (ang. melting temperature)

trans-ACPC  kwas (1S,2S)-trans-aminocyklopentanokarboksylowy



1. WSTEP

1.1. Oddzialywanie bialko-bialko

Oddziatywania biatko-biatko (ang. protein-protein interactions, PPIs)
odgrywaja kluczowa role w licznych procesach biologicznych takich jak
transdukcja sygnatu, szlaki metaboliczne, komunikacja pomi¢dzy komoérkami oraz
odpowiedz immunologiczna. W zwigzku z szerokim wachlarzem funkcji
petionych przez ztozong sie¢ oddziatywan biatko-biatko, PPIs charakteryzuja si¢
duza  roznorodnoscig. Mozna  wyr6ézni¢  wsréd  nich  kompleksy
homooligomeryczne, w ktorych interakcja zachodzi migdzy identycznymi
biatkami oraz kompleksy heterooligomeryczne, pomiedzy réznymi biatkami.
Moga one by¢ specyficzne i dotyczy¢ wytacznie jednego partnera wigzania lub
mniej specyficzne i polega¢ na wigzaniu roznych biatek. Dodatkowo, wyrdznia si¢
zarowno interakcje przejsciowe jak i state.}?

Interakcje biatko-biatko byty przez dlugi czas uznawane za ,,undruggable”
co oznacza, ze projektowanie skierowanych przeciwko nim lekéw byto uznawane
za bardzo trudne lub niemozliwe.®> Wynikalo to z charakterystyki powierzchni
oddziatywania biatek, ktore s zwykle duze, osiagaja zazwyczaj 1500-3000 A2
oraz plaskie, bez znaczacych wglebien i kieszeni. Dodatkowo oddziatywania
bazujg glownie na efekcie hydrofobowym, chociaz wykazano rowniez obecnos¢
wigzan wodorowych, oddziatywan elektrostatycznych, a czasem réwniez wigzan
kowalencyjnych.* Te cechy znacznie utrudniajg projektowanie modulatoréw PPIs.

Odkrycie tzw. "hot-spots”, czyli kluczowych reszt aminokwasowych
wplywajacych na interakcje miedzy biatkami, otworzylo nowe mozliwosci
w zakresie projektowania lekow, ktore oddziatuja poprzez hamowanie
lub stymulacje tych interakcji. W zwigzku z istotna rolg PPIs w funkcjonowaniu
komorek, prowadzone badania pozwalajg na odkrywanie nowych mechanizméw
prowadzacych do wystgpienia stanow chorobowych. To z kolei umozliwia
bardziej efektywne projektowanie lekow, ktore w przewidywalny sposob
modyfikujg PPIs.>®



Najczesciej stosowang strategia w modyfikowaniu dziatania interakcji biatko-
biatko jest ich inhibicja. Warto jednak zaznaczy¢, ze istniejg réwniez przyktady
zwigzkow stabilizujgcych te interakcje,”® jak rowniez agonistow, ktore
je aktywujg.°

Wisréd inhibitoréw interakceji miedzy biatkami mozna wyrdzni¢, na przyktad,
inhibitory interakcji p53/MDM2'%! oraz Bcl-2/BH3,'? ktore maja na celu
przywrocenie prawidlowego poziomu apoptozy w komodrkach nowotworowych.
Ponadto, obszerng grupe stanowig inhibitory punktéw kontrolnych w odpowiedzi
immunologicznej,  ktore  znajduja  zastosowanie =~ w  immunoterapii
przeciwnowotworowej.513

Warto réwniez zaznaczy¢, ze istniejg rowniez inhibitory interakcji miedzy
biatkami obecnymi w komorkach gospodarza i wirusach.!* Przykladem
sg inhibitory interakcji mi¢dzy biatkiem kolca (ang. spike protein) SARS-CoV-2 a
ludzkim receptorem ACE2,® a takze inhibitory interakcji miedzy biatkami
wirusowymi, takie jak gp41/gp120.1® Blokowanie tych interakcji uniemozliwia
wirusowi wejscie do wnetrza komorek gospodarza, co z kolei pozwala uniknaé

zainfekowania komorek.

1.2.  Punkty kontroli odpowiedzi immunologicznej

Punkty kontroli odpowiedzi immunologicznej (ang. immune checkpoints)
to biatka, ktore petnig funkcj¢ regulacyjng uktadu immunologicznego. Odgrywaja
one kluczowa role w utrzymaniu rownowagi migdzy hamowaniem a aktywacja
odpowiedzi immunologicznej. Nieprawidtowosci w funkcjonowaniu punktéw
kontroli odpowiedzi immunologicznej moga prowadzi¢ do nadmiernej aktywacji
uktadu odpornos$ciowego, co skutkuje atakowaniem wiasnych, zdrowych komoérek
organizmu.  Taka  sytuacja  jest  charakterystyczna  dla  chorob
autoimmunologicznych, takich jak stwardnienie rozsiane czy toczen.'’

Komorki nowotworowe moga wykorzystywac¢ mechanizmy punktow kontroli
odpowiedzi immunologicznej, aby uniknag¢ ataku ze strony ukfadu
odporno$ciowego, co pozwala im przetrwac i si¢ namnaza¢. Inhibicja interakcji

miedzy biatkami, ktére stanowig punkty kontroli odpowiedzi immunologicznej,



jest obiecujacym podejSciem w immunoterapii przeciwnowotworowe;.
Intensywnie prowadzone w ostatnich latach badania nad punktami kontrolnymi
odpowiedzi immunologicznej wykazaly ogromny potencjal tej strategii jako
skutecznej formy terapii przeciwnowotworowej.'’

Najbardziej zbadanymi do tej pory celami molekularnymi w immunoterapii
przeciwnowotworowej s3 CTLA-4 (ang. cytotoxic T cell antigen 4) oraz PD-1
(ang. programmed death receptor 1) i jego ligand PD-L1 (ang. programmed death-
ligand 1). Odkrywcy tych bialek, Tasuku Honjo i James P. Allison, zostali
uhonorowani Nagrodg Nobla w dziedzinie fizjologii lub medycyny w 2018 roku.*®

Antygen 4 zwigzany z limfocytami T (ang. cytotoxic T cell antigen 4,
CTLA-4) jest receptorem obecnym na powierzchni limfocytow T. Funkcja
CTLA-4 polega na hamowaniu aktywacji limfocytéw T, co ma na celu
zapobiezenie nadmiernej odpowiedzi immunologicznej. Mechanizm dziatania
CTLA-4 polega na konkurencji z innym receptorem kostymulujagcym, CD28,
o wigzanie z jego ligandami (rodzina biatek B7) obecnymi na komorkach
prezentujacych antygen. Bialka z rodziny B7 sa takze obecne na powierzchni
komorek nowotworowych i poprzez oddziatywanie z CTLA-4 hamujg aktywno$¢
odpowiedzi immunologicznej przeciwko nowotworowi. W zwiazku z tym
blokowanie interakcji migdzy CTLA-4 a jego ligandami stanowi skuteczna
strategie w reaktywacji uktadu odporno$ciowego przeciwko nowotworowi.'®2

Pierwszym inhibitorem CTLA-4 zatwierdzonym przez FDA w 2011 roku
byt ipilimumab, ludzkie przeciwciato monoklonalne, ktore znalazto zastosowanie
w leczeniu zaawansowanego czerniaka. Wprowadzenie ipilimumabu na rynek
stanowilo  przelom w  immunoterapii  przeciwnowotworowej  opartej
na przeciwcialach.?2 W 2022 roku FDA zatwierdzila drugi inhibitor CTLA-4,
ktorym jest tremelimumab. Tremelimumab to ludzkie przeciwciato monoklonalne,
stosowane w kombinacji z durvalumabem, ludzkim przeciwcialem
monoklonalnym skierowanym przeciwko PD-L1, do leczenia

raka watrobowokomorkowego.?



1.3. Oddzialywanie PD-1/PD-L1

Receptor programowanej $mierci 1 (PD-1) jest kluczowym biatkiem
w regulacji uktadu immunologicznego. PD-1 wystgpuje na powierzchni réznych
komorek immunologicznych i pomaga w kontrolowaniu ich aktywnosci. Jego rola
polega na hamowaniu aktywno$ci limfocytow T, gdy sa aktywowane,
aby zapobiec nadmiernym reakcjom immunologicznym. PD-1 oddziatuje
z ligandami PD-L1 i PD-L2, ktére moga wystgpowaé na
komorkach nowotworowych
i komorkach prezentujacych antygeny, co prowadzi do wyciszenia
odpowiedzi immunologicznej.

Warto rowniez zaznaczy¢, ze nieprawidtowosci w ekspresji PD-1 lub jego
ligandow mogg prowadzi¢ do zaburzen immunologicznych, takich
jak autoimmunizacja lub ucieczka komorek nowotworowych przed kontrolg
uktadu odpornosciowego. Dlatego zrozumienie mechanizmoéw dziatania PD-1 jest
istotne dla rozwoju skuteczniejszych terapii i leczenia chorob zwigzanych

z uktadem immunologicznym.

1.3.1. Przeciwnowotworowa odpowiedZ immunologiczna

Wigzanie PD-1 do jego ligandow, PD-L1 i PD-L2, prowadzi do aktywacji
apoptozy limfocytéw T, a tym samym do obnizenia aktywnosci uktadu
odporno$ciowego. Na efekt ten sklada si¢ szereg zdarzen (Rysunek 1).%
Na poczatku, komorki prezentujace antygen (ang. antigen-presenting cells, APCs)
rozpoznaja obce antygeny np. takie, ktore wystepuja na powierzchni komoérek
nowotworowych. Nastepnie APCs przetwarzajg antygeny 1 prezentujg je,
w polgczeniu z gldwnym ukladem zgodnosci tkankowej (ang. major
histocompatibility complex, MHC) na swojej powierzchni (proces 1, Rysunek 1).
Pozniej, Limfocyty T sa aktywowane na skutek rozpoznania kompleksu antygen-
MHC przez receptory limfocytow T (ang. T cell receptors, TCRs). Ta interakcja
nadaje specyficznosci odpowiedzi immunologicznej, zapewniajac, ze tylko
komorki posiadajace specyficzny antygen beda eliminowane oraz stanowi

pierwszy z dwoch sygnatow skutkujacych aktywowaniem limfocytow T.
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Drugi sygnatl polega na wigzaniu si¢ ligandow B7-1 (CD80) i B7-2 (CD86) na
powierzchni APC do ich receptora, CD28, na powierzchni limfocytu T.
To dwuetapowe rozpoznanie aktywuje limfocyty T prowadzac do ich
roznicowania w efektorowe limfocyty T skierowane przeciwko komodrkom
nowotworowym (proces 2, Rysunek 1). Efektorowe limfocyty T niszcza komorki
nowotworowe poprzez indukowanie szlakoéw apoptozy lub uwalnianie perforyn
1 granzymow powodujacych powstawanie poréw. Oprocz bezposredniego
ukierunkowania na komorki nowotworowe, efektorowe limfocyty T mogg tez
posrednio indukowac ich eliminacje poprzez aktywacje innych elementow uktadu
immunologicznego np. limfocytow B (proces 3, Rysunek 1). Gdy limfocyty T
zostaja aktywowane rozpoczynajg one ekspresjc PD-1, co stanowi element
mechanizmu regulacyjnego odpowiedzi odpornosciowej i pozwala na utrzymanie
homeostazy immunologicznej. W normalnych warunkach PD-L1 wystgpuje na
powierzchni komoérek uktadu odporno$ciowego takich jak komorki dendrytyczne
1 w kontrolowany sposob oddziatuje z PD-1 indukujac apoptozg limfocytow T.
PD-L1 ulega nadekspresji w niektorych komorkach nowotworowych co prowadzi
do nadmiernego i niekontrolowanego obnizenia aktywnosci odpowiedzi
odporno$ciowej (proces 4, Rysunek 1). Oddziatywania PD-1/PD-L1 prowadzi do
aktywowania wewnatrzkomorkowych szlakow sygnalowych w limfocytach T.
Dochodzi do wigzania fosfataz tyrozynowych SHP-1 i SHP-2 przez
cytoplazmatyczng cze$¢ PD-L1, fosfatazy defosforyluja specyficzne czasteczki
sygnatlowe, takie jak kinazy, prowadzac do apoptozy limfocytow T

(proces 5, Rysunek 1).%
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Rysunek 1. Schemat mechanizmu inicjacji i rozwoju odpowiedzi immunologicznej
przeciw nowotworom.?® [lustracja zostata sporzadzona przy uzyciu BioRender.com.

Nieprawidtowosci w ekspresji biatka PD-1 lub jego ligandu PD-L1
prowadza do wystgpienia patologicznych standéw w organizmie. Wzmozona
ekspresja biatka PD-1 obserwowana jest u pacjentow cierpigcych na stwardnienie
rozsiane, co przyczynia si¢ do destrukcyjnej autoimmunizacji. W odwrotnym
przypadku, obnizenie aktywnosci  odpowiedzi  odporno$ciowej  jest
zaobserwowane w przypadku pacjentéw z nowotworami. Ligand PD-1 oraz PD-
L1 ulegaja nadmiernej ekspresji na powierzchni niektorych typow komorek
nowotworowych, a ich interakcja z biatkiem PD-1 umozliwia nowotworom
uniknigcie ataku ze strony uktadu odpornosciowego poprzez hamowanie

aktywnosci limfocytow T.2
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1.3.2. Charakterystyka receptora PD-1

Receptor programowanej $mierci 1 (ang. programmed death receptor 1, PD-1
lub CD279) jest biatkiem transmembranowym, ktére sktada si¢ z 288 reszt
aminokwasowych. Nalezy on do grupy receptorow regulujacych limfocyty T i jest
cze$cig rodziny CD28/B7/CTLA4.2* Gen kodujacy PD-1, pdcdl, znajduje sie
na ludzkim chromosomie 2 w locus 2q37.3 i skfada si¢ z 5 eksonow.?® Receptor
PD-1 jest ekspresjonowany na powierzchni limfocytow T, limfocytéw B, komorek
dendrytycznych, monocytéw oraz komorek NK.2

Strukturalnie PD-1 jest biatkiem transmembranowym typu I i sklada si¢ z
IgV-podobnej domeny zewnatrzkomorkowej na koncu aminowym, regionu
transmembranowego oraz ogona cytoplazmatycznego na koncu karboksylowym.
W obrebie domeny cytoplazmatycznej wyroznia si¢ dwa fragmenty krytyczne dla
funkcjonowania receptora: immunoreceptorowy motyw hamujacy oparty
o tyrozyne (ang. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif, ITIM) oraz
immunoreceptorowy motyw przelaczajacy oparty 0 tyrozyng
(ang. immunoreceptor tyrosine-based switch motif, ITSM). Fosforylacja reszt
tyrozyny w obrebie ITSM prowadzi do rekrutacji fosfataz, ktore katalizuja
hydrolize grup fosforanowych na czasteczkach sygnalowych szlaku TCR/CD28,
co skutkuje wyciszeniem sygnatu aktywacyjnego.?”?® Dzigki tym mechanizmom,
PD-1 pemi funkcje hamujacg w odpowiedzi immunologiczne;j.

Receptor PD-1 oddziatuje ze swoimi ligandami PD-L1 i PD-L2, ktére ulegaja
ekspresji na powierzchni komorek nowotworowych i komorek prezentujacych
antygen. Oba ligandy przytaczaja si¢ do zewnagtrzkomorkowej domeny
IgV-podobnej PD-1, co inicjuje szlaki sygnatowe prowadzace do hamowania

proliferacji limfocytow T oraz produkcji cytokin.?®

1.3.3. Charakterystyka ligandéw PD-1 - PD-L1i PD-L2

Ligandy PD-1, PD-L1 (ang. programmed death-ligand 1, CD274, B7-H1)
i PD-L2 (ang. programmed death-ligand 2, CD273, B7-DC), sa kodowane przez
geny zlokalizowane na prazku p24 ludzkiego chromosomu 9. PD-L1 sktada si¢

z 290 reszt aminokwasowych, podczas gdy PD-L2 ma 273 reszty aminokwasowe.

13



Ich sekwencje wykazuja 37% homologii.?® PD-L1 ulega ekspresji w znacznie
szerszym zakresie niz PD-L2, co nadaje mu kluczowsa role w ucieczce komorek
nowotworowych przed dziataniem uktadu immunologicznego.?* Ekspresja PD-L1
na powierzchni komoérek nowotworowych moze by¢ dodatnio regulowana przez
interferon gamma (IFN-y) wytwarzany przez limfocyty T.?? PD-L1 ulega
nadekspresji w wielu rodzajach nowotworow, jak niedrobnokomoérkowy rak
ptuca,® chloniak® oraz czerniak.®

Podobnie jak PD-1, oba ligandy PD-L1 i PD-L2 sa biatkami
transmembranowymi typu I, ktore skladaja si¢ z krotkiej domeny
cytoplazmatycznej, hydrofobowej domeny transbtonowej oraz fragmentu
zewnatrzkomorkowego. Fragment zewnatrzkomorkowy zawiera dwie Ig-podobne
domeny: IgV-podobng i Ig stata, przy czym IgV-podobna domena odpowiada

za oddziatywanie z receptorem PD-1.2°

1.3.4. Struktura kompleksu PD-1/PD-L1

Poczatek badan strukturalnych nad punktem kontrolnym uktadu
immunologicznego PD-1/PD-L1 stanowi struktura krystaliczna mysiego PD-1.%
Najwazniejsze wnioski dotyczyly stabilnosci PD-1 na poziomie molekularnym
w roztworze 1 na powierzchni komorek. Zaobserwowano znaczace rdznice
W regionie wigzacym w porownaniu z pokrewnymi cztonkami rodziny, takimi
jak CTLA-4. Podobnie jak CTLA-4, PD-1 zbudowane jest z kilku B-kartek.
Nici B polaczone sg ze soba petlami przypominajacymi rejony determinujgce
dopasowanie (ang. complementarity determining regions, CDRs) CDR1 i CDR3.%

Nastgpnie otrzymana zostata struktura krystaliczna kompleksu mysiego PD-1
z ludzkim PD-L1 oraz wolnego ludzkiego PD-L1.3* Struktury te umozliwily
scharakteryzowanie powierzchni oddziatywania obu biatek, ktore sg zdominowane
przez oddziatywania hydrofobowe. Zidentyfikowano rowniez istotne zagltebienie
na powierzchni PD-1, ktore jest wypelnione przez reszt¢ ppLiTyrl23.
Ponadto, analiza strukturalna pozwolita zidentyfikowa¢ kluczowe reszty polarne,

ktore odgrywaja istotng rolg¢ w interakcji miedzy PD-1 a PD-L1.
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W obrebie PD-1 sg to Lys78, 11e126 i Glul36, natomiast w przypadku PD-L1
kluczowa rol¢ odgrywajg Asp61, Argl13 oraz Argl25.3

Przetomem w rozwoju inhibitorow oddziatywania PD-1/PD-L1 bylo
opublikowanie w roku 2015 struktury krystalicznej ludzkiego kompleksu PD-
1/PD-L1.*® Opublikowanie tej struktury doprowadzito do znacznego rozwoju
inhibitorow opartych nie tylko na przeciwciatach, ale takze na peptydach

i zwigzkach matoczasteczkowych.®

Rysunek 2. Struktura kompleksu PD-1/PD-L1 (PDB ID: 4ZQK%®) z zaznaczonymi
nazwami nici B.

Wykazano, ze PD-1 i PD-L1 oddziatuja ze soba poprzez zewnatrzkomorkowe
domeny IgV-podobne. Domeny te tworza dwuwarstwowg strukture
tzw. ,.kanapki” sktadajaca si¢ z 9 nici f (ABCC’C”’DEFG) potaczonych petlami
(Rysunek 2). Warstwa zewnetrzna domeny, GFCC’, odpowiada za oddziatywanie

z partnerem wigzania. Dodatkowo, scharakteryzowane zostaly rowniez
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oddziatywania pomigdzy p-kartka GFCC’ PD-L1, a petlami CC’, C’C”
oraz FG PD-1. Powierzchnia oddziatywania obu bialek wynosi 1970 A? i jest

bogata w oddzialywania hydrofobowe oraz polarne.*®
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Rysunek 3. Struktura kompleksu PD-1/PD-L1 (PDB ID: 4ZQK?®%) z zaznaczonymi
kluczowymi resztami tworzacymi hydrofobowy rdzen powierzchni oddziatywania obu
biatek. PD-1 zostato oznaczone kolorem pomaraficzowym, natomiast PD-L1 kolorem
niebieskim.

Rdzen oddziatywania jest ksztalttowany przez interakcje hydrofobowe
(Rysunek 3), w ktorych uczestniczy pie¢ reszt na powierzchni PD-1
(Val64, Ile126, Leul28, Alal32, lle134), jak rowniez pig¢ reszt w obrgbie PD-L1
(Ile54, Tyr56, Metl15, Alal2l, Tyr123). Hydrofobowy rdzen oddziatywania
jest otoczony przez reszty polarne, ktore przyczyniajg si¢ do stabilizacji poprzez
tworzenie wigzan wodorowych oraz oddzialywan elektrostatycznych.*® Badania
oparte na wirtualnej mutagenezie, wykorzystujace skanowanie alaninowe,
pozwolily na zidentyfikowanie szesciu kluczowych miejsc na powierzchni PD-L1,
ktore odgrywaja istotng role w oddziatywaniu. Wérdd tych kluczowych miejsc
wyr6zniono: Tyr56, GIn66, Met115, Asp122, Tyr123 oraz Arg125.%
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Oddziatywanie migdzy natywnymi biatkami PD-1 i PD-L1 charakteryzuje si¢
wysokg wartoscig Kp rowng 8,2 uM.*® To stosunkowo stabe powinowactwo
sktonito badaczy do przeprowadzenia badan nad zoptymalizowanym wariantem
PD-1. W wyniku tych badan udalo si¢ uzyska¢ wariant o niezwykle wysokim
powinowactwie do PD-L1, ktorego wartos¢ Kp wynosi 110 pM. Analiza struktury
krystalicznej zoptymalizowanego wariantu PD-1 w kompleksie z PD-L1 wskazata
na wplyw wprowadzonych mutacji na interakcje mi¢dzy nimi. Zoptymalizowany
wariant PD-1 umozliwia bardziej rozbudowane oddziatywania migdzy polarnymi
resztami aminokwasowymi, co podkresla znaczenie reszt takich jak Argll3,
Aspl22, Lys124 i Arg125 na powierzchni PD-L1.2"*°
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1.4. Inhibitory oddzialywania PD-1/PD-L1

Dotychczas opracowane inhibitory oddziatywania PD-1/PD-L1 zostaty
sklasyfikowane w trzech gldwnych grupach: przeciwciata monoklonalne, peptydy
oraz zwiazki matoczgsteczkowe. w kontekscie immunoterapii
przeciwnowotworowej wszystkie grupy sa przedmiotem intensywnych badan.
Warto zaznaczy¢, ze jedynie leki oparte na przeciwciatach monoklonalnych
zostaly zatwierdzone przez Agencje Zywnosci i Lekéw (FDA).

Wsrdd inhibitoréw PD-1/PD-L1, zwiazki matoczasteczkowe oraz peptydy
wykazuja istotne zalety w poréwnaniu z przeciwciatami monoklonalnymi. Nizsza
masa czasteczkowa tych substancji moze przynies¢ korzy$ci w zakresie
biodostgpnosci, penetracji guzow, oraz zmnigjszenia ryzyka dziatan
niepozadanych. Niemniej jednak, aby osiggnaé¢ etap, w ktorym zostana
opracowane i zatwierdzone leki oparte na zwigzkach matoczasteczkowych
1 peptydach, konieczne jest kontynuowanie badan pozwalajacych na otrzymanie
zwigzkow o skutecznosci porownywalnej do przeciwciatl.

W obecnej fazie rozwoju terapii PD-1/PD-L1, przeciwciala monoklonalne
pozostaja jedyna dostepna opcja, co podkresla potrzebe ciaglego inwestowania
w badania i1 rozwijanie innowacyjnych strategii leczniczych, ktére moga

przeksztalci¢ przysztos¢ immunoterapii przeciwnowotworowe;.

1.4.1. Przeciwciala

Na $wiecie, jak dotad zatwierdzono tacznie 11 przeciwcial blokujacych
oddziatywanie PD-1/PD-L1, spo$rod ktorych 7 zostato zatwierdzonych przez FDA
(Tabela 1). Pierwszym z tych przeciwcial byl pembrolizumab, ktory uzyskat
akceptacje w 2014 roku jako lek przeznaczony do leczenia zaawansowanej postaci
czerniaka.*’ Nastepnie, rowniez w 2014 roku, zatwierdzono nivolumab do leczenia
roznych nowotwordow, w tym czerniaka i niedrobnokomorkowego raka phuca.*!
Badania kliniczne nad nivolumabem i pembrolizumabem jako pierwsze
dostarczyly dowodéw na skuteczno$¢ hamowania interakcji PD-1/PD-L1
W immunoterapii przeciwnowotworowej, potwierdzajagc wydluzone pozytywne

odpowiedzi immunologiczne u pacjentdw cierpigcych na czerniaka.
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Sukces tych dwodch lekow zaowocowal zwiekszeniem intensywno$ci badan
nad inhibitorami PD-1/PD-L1 w dziedzinie immunoterapii przeciwnowotworowej
przez firmy farmaceutyczne. W kolejnych latach wprowadzono na rynek kolejne
inhibitory ukierunkowane na PD-1 oraz PD-L1.

Poza pembrolizumabem i nivolumabem, na rynku znajduje si¢ jeszcze
6 inhibitorow skierowanych przeciwko PD-1, ktore uzyskaly zatwierdzenie
do leczenia réznych typow nowotworéw. W 2018 roku, FDA zatwierdzita
cemiplimab do stosowania w leczeniu raka kolczystokomorkowego,
niedrobnokomérkowego raka pluca oraz raka podstawnokomorkowego.*?
W roku 2019, toripalimab zdobyt akceptacje na skale globalng jako lek do leczenia
nieoperacyjnego lub przerzutowego czerniaka.** Nastepnie, tislelizumab,
w tym samym roku, otrzymat zatwierdzenie od Chinskiej Narodowej
Administracji Produktow Medycznych w terapii nawracajacego lub opornego na
klasyczne leczenie chtoniaka Hodgkina.** Camrelizumab, skierowany przeciwko
tym samym typom nowotworow co tislelizumab, zostat globalnie dopuszczony
do uzytku w 2019 roku.*® Sintilimab zostat dopuszczony w Chinach do leczenia
klasycznego chloniaka Hodgkina w roku 2019.4

Warto zaznaczy¢, ze toripalimab, tislelizumab, camrelizumab i sintilimab,
cho¢ zostaty dopuszczone do uzytku przez inne instytucje, nie zdobyty dotychczas
akceptacji od FDA. Natomiast, ostatnie przeciwciato skierowane przeciwko PD-1,
dostarlimab, zostalo zatwierdzone przez FDA w 2021 roku i znajduje
zastosowanie w terapii raka endometrium z niedoborem naprawy niedopasowania
i guzow litych AIMMR.4
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Tabela 1. Zaakceptowane przeciwciata blokujace oddziatywanie PD-1/PD-L1.

Lp. Nazwa Rok zatwierdzenia Cel molekularny
1 Pembrolizumab 2014 (FDA) PD-1
2 Nivolumab 2014 (FDA) PD-1
3 Atezolizumab 2016 (FDA) PD-L1
4 Avelumab 2017 (FDA) PD-L1
5 Durvalumab 2017 (FDA) PD-L1
6 Cemiplimab 2018 (FDA) PD-1
7 Toripalimab 2019 PD-1
8 Tislelizumab 2019 PD-1
9 Camrelizumab 2019 PD-1
10 Sintilimab 2019 PD-1
11 Dostarlimab 2021 (FDA) PD-1

Wsrod inhibitorow oddziatywania PD-1/PD-L1 opartych
na przeciwciatach, skierowanych przeciwko PD-L1, mozna wyrézni¢ trzy leki
zatwierdzone przez FDA: atezolizumab, avelumab i durvalumab.
Atezolizumab uzyskal akceptacje w 2016 roku i jest stosowany w leczeniu
zaawansowanego raka pecherza moczowego oraz niedrobnokomoérkowego raka
ptuca.®®*® Nastepnie, w 2017 roku, FDA zatwierdzila avelumab do terapii
przerzutowego raka z komorek Merkla.®® Rowniez w 2017 roku zostal
zaakceptowany durvalumab, ktory znajduje zastosowanie w leczeniu
zaawansowanego raka pecherza.>!

Opublikowane  struktury  krystaliczne  kompleksow  przeciwciat
monoklonalnych z celem molekularnym pozwalajg na szczegdtowe zrozumienie
mechanizmu blokowania oddziatywania PD-1/PD-L1. Ta wiedza jest niezwykle
istotna przy identyfikacji kluczowych reszt aminokwasowych, ktore moga
stanowi¢ cel projektowania maloczasteczkowych i1 peptydowych inhibitorow

oddziatywania PD-1/PD-L1. Do tej pory opublikowano kilka struktur komplekséw
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PD-1 z jego inhibitorami, takimi jak pembrolizumab,%>** nivolumab,>®
cemiplimab,® toripalimab,® tislelizumab,®” camrelizumab®® oraz dostarlimab.®®
Roéwniez dostgpne sa struktury krystaliczne PD-L1 w kompleksie z przeciwciatami
oddziatujacymi z tym celem molekularnym.

Ze wzgledu na cel niniejszej pracy, ktérym byto zaprojektowanie inhibitorow
oddzialujacych z PD-L1, w tym rozdziale szczegdbtowo omoéwiono wytacznie
przeciwciata skierowane przeciwko ligandowi PD-1.

Wszystkie trzy przeciwciala skierowane przeciwko PD-L1, ktoére zostaly
zatwierdzone przez FDA, wykazuja bardzo wysokie powinowactwo do swojego
celu molekularnego. Wartosci stalych dysocjacji (Kp) wynosza odpowiednio:
400 pM dla atezolizumabu,® 42,1 pM dla avelumabu®® oraz 667 pM
dla durvalumabu.®? Wszystkie te przeciwciata wigzg si¢ z obszarem B-kartki
GFCC' oraz petla CC' na powierzchni PD-L1. Warto zaznaczy¢, ze struktury
kompleksow tych przeciwciat z PD-L1 r6znig si¢ przede wszystkim
umiejscowieniem tancuchow cigzkich (Vy) i lekkich (VL) przeciwciat
na powierzchni PD-L1.

Opublikowane zostaty dwie struktury krystaliczne kompleksu PD-L1
z atezolizumabem.®3®*  Analiza tych struktur wykazata, Ze przeciwcialo
monoklonalne oddziatuje z B-kartka GFCC’ receptora poprzez swoja domeng
zmienng tancucha cigzkiego przeciwciala (domena Vu). To oddziatywanie
obejmuje szereg interakcji, takich jak oddziatywania hydrofobowe, oddziatywania
van der Waalsa, wigzania wodorowe oraz mostki solne (Rysunek 4).
Na powierzchni, ktorag PD-L1 oddziatuje z inhibitorem, mozna wyr6zni¢ dwie
glowne czgéci: hydrofobowa, zbudowang z reszt takich jak Ile54, Tyr56, Asn63,
Metl15, Ser117, Alal21, Tyr123, oraz czg¢$¢ polarna, ktdra zawiera reszty Glu5S,
Argl13, i Argl25. Oddziatywanie z czescig hydrofobowa jest gtéwnie
stabilizowane przez trzy reszty tryptofanu na powierzchni inhibitora: Trp33, Trp50
i Trp101. Natomiast polarne oddzialywania sa zapewnione dzigki resztom: Asp31,
Ser52, Tyr54 oraz Ser57. Dodatkowo, zaobserwowano interakcje miedzy
atezolizumabem a petlami BC, CC°, C’C”’, oraz FG PD-L1.%
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A Atezolizumab — rejon Fab

Domena V|

Domena C1

Rysunek 4. (A) Struktura kompleksu PD-L1 z atezolizumabem (PDB ID: 5XXY®3). Na
rysunku zaznaczone zostaly fragmenty rejonu Fab przeciwciata: domeny lancucha
ciezkiego — domena zmienna Vi domena stata Cul oraz domeny tancucha lekkiego —
domena zmienna V. i domena stata C.. (B) Struktura powierzchni oddziatywania PD-
L1/atezolizumab z zaznaczonymi kluczowymi resztami aminokwasowymi na powierzchni
PD-L1 (kolor niebieski) i atezolimabu (kolor fioletowy).
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Struktura krystaliczna kompleksu avelumabu z PD-L1% pokazuje, ze to
przeciwciato laczy si¢ z receptorem zarowno poprzez tancuch ciezki (Vu),
jak itancuch lekki (V0). Niemniej jednak tancuch Vu pelni dominujacg role
w oddziatywaniu (Rysunek 5). Podobnie jak w przypadku atezolizumabu, reszty
aminokwasowe na powierzchni avelumabu tworzg hydrofobowa powierzchnig,
ktora umozliwia oddziatywanie z hydrofobowym fragmentem PD-L1 sktadajacym
si¢ z reszt: Ile54, Tyr56, Asn63, Metl115 i Tyr123, oraz z fragment polarnym
PD-L1 zawierajacym reszty: Glus8, Asp61, Asn63, Arg113.%

Avelumab

Rysunek 5. Struktura kompleksu PD-L1 z avelumabem (PDB ID: 5GRJ®). PD-L1 zostato
zaznaczone kolorem niebieskim, natomiast avelumab: kolorem ciemnozielonym —
domena V4, kolorem jasnozielonym — domena V..
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Ostatnie z przeciwcial skierowanych przeciwko PD-L1, ktére uzyskaly
akceptacje FDA, durvalumab, oddzialuje z celem poprzez oba tancuchy cigzki
(V) i lekki (VL) (Rysunek 6).528 Warto zaznaczy¢, w tej interakcji uczestniczg
glownie nici A, G i F PD-L1. Podobnie jak w przypadku dwoch wczesniejszych
inhibitorow, powierzchnie oddzialywania PD-L1 z inhibitorem mozna podzieli¢
na fragment gtéwnie hydrofobowy, w sktad ktorego wchodzg Tyr56, Metl 15,
Alal2l1, Tyrl123, oraz fragment polarny, ktory zawiera Asp26, Glu58, Argll3,
Tyrl23, Lys124, Arg125.6283

Durvalumab

Rysunek 6. Struktura kompleksu PD-L1 z durvalumabem (PDB ID: 5XJ4%). PD-L1
zostalo zaznaczone kolorem niebieskim, natomiast durvalumab: kolorem brunatnym —
domena V4, kolorem jasnobezowym — domena V.
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Nalezy zwréci¢ uwage, ze w kazdym z tych przypadkéw powierzchnia
oddzialywania inhibitora z PD-L1 jest zblizona pod wzgledem wielkoSci
do powierzchni, ktérag PD-L1 oddziatuje z jego naturalnym partnerem wigzacym
PD-1. Obecno$¢ wielu reszt aminokwasowych uczestniczacych w tym
oddzialywaniu sprawia, ze projektowanie matoczasteczkowych lub peptydowych
inhibitorow jest znacznie utrudnione. Niemniej jednak istnieja pewne reszty
aminokwasowe, ktore biorg udzial w oddziatywaniu we wszystkich trzech
przypadkach. To sugeruje, ze sa one kluczowe dla hamowania interakcji migdzy
PD-1 a PD-L1, co moze ulatwi¢ projektowanie lekow skierowanych
przeciwko PD-L1.

Analiza powierzchni oddzialywania monoklonalnych przeciwciat z PD-L1
wykazata, ze reszty na powierzchni PD-L1, takie jak: Tyr56, Glu58, Argl13,
Met115, Alal21 i Tyrl23, sg zaangazowane we wszystkich trzech przypadkach.
Co wigcej, czg$¢ z tych reszt zostata wezesniej zidentyfikowana jako kluczowe
dla oddzialywania z PD-1.%

Immunoterapie oparte na przeciwcialach monoklonalnych niestety wykazuja
wiele wad i ograniczen. Wsrod tych ograniczen wymieni¢ mozna wysoka
immunogennos¢, ograniczong zdolnos$¢ penetracji tkanek nowotworowych oraz
toksyczno$¢. Terapie przeciwnowotworowe bazujace na przeciwciatach
monoklonalnych, dzialajace na punkty kontrolne ukladu immunologicznego
PD-1/PD-L1, sg réwniez obarczone skutkami ubocznymi, takimi jak specyficzne
dla narzadu stany zapalne, na przyktad zapalenie pluc, oraz dziataniami
niepozagdanymi o charakterze immunologicznym (ang. immune-related adverse
events, irAEs).® Ponadto, efektywno$¢ terapii opartych na przeciwcialach jest
stosunkowo niska i wynosi $rednio od 20% do 40% w przypadku guzéw litych.?

Przezwycigzenie wad lekéw opartych na przeciwciatach jest mozliwe poprzez
wykorzystanie innych grup zwigzkdéw biologicznie aktywnych takich jak zwigzki
matoczasteczkowe oraz peptydy. Zwigzki te charakteryzujg si¢ szeregiem zalet,
W moga si¢ charakteryzowaé wyzsza biodostepnoscig po podaniu doustnym,

co ulatwia ich podawanie pacjentom.
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1.4.2. Zwiazki maloczasteczkowe

Dotychczas opublikowanych zostato kilka grup matoczasteczkowych
zwigzkoéw, makrocyklicznych peptydow oraz peptydomimetykow, ktore

sa zaprojektowane w celu blokowania interakcji PD-1/PD-L1.

Q”““”““
o X

BMS-202 (IC5o= 18 nM)

N
BMS-1001 (IC5,= 2,25 nM)

OH
(0] Cl
seSdeea
o O o) o)
OH
BMS-1166 (IC5p= 1,4 nM)
CN
Rysunek 7. Struktury matoczasteczkowych inhibitorow PD-1/PD-L1 opatentowanych

przez firme¢ BMS wraz z wartoSciami ICsp uzyskanymi z wykorzystaniem
metody HTRF.56.67
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Matoczasteczkowe inhibitory punktow kontroli uktadu immunologicznego,
oddziatujace z PD-1/PD-L1, mogg peti¢ rolg¢ uzupetnienia lub wzmocnienia
terapii opartych na przeciwcialach monoklonalnych, a nawet stanowié
samodzielne metody lecznicze.

Pierwsze catkowicie niepeptydowe zwiazki matoczasteczkowe o aktywnosci
hamujacej wzglgdem kompleksu PD-1/PD-L1 zostaly opatentowane przez firmg
Bristol-Myers Squibb (BMS). Wsr6d nich mozna wyrdzni¢ zwiagzki bazujace
na  szkielecie  (2-metylo-3-bifenylo)metanolu  (np. BMS-202) oraz
3-(2,3-dihydro-1,4-benzodioksyn-6-ylo)-2-metylofenylo)metanolu  (np. BMS-
200) (Rysunek 7).58:69

Sposréd opublikowanych zwiazkéw, te o najlepszych wlasciwosciach
wykazujg wartosci ICso na poziomie nanomolarnym, otrzymane z testow opartych
na homogennej czasowo-rozdzielczej fluorescencji (ang. homogeneous time
resolved fluorescence, HTRF). Mechanizm dziatania tych inhibitorow zostat
zbadany, wykazujac, ze lacza si¢ one bezposrednio z PD-L1, prowadzac
do tworzenia dimerycznego kompleksu dwoch czasteczek PD-L1 (monomeru A
i B) w roztworze, co z kolei uniemozliwia wigzanie sie z PD-1.%6

Struktura krystaliczna kompleksu, sktadajacego si¢ z dimeru PD-L1
(monomeru A i B) oraz inhibitora BMS-202% (Rysunek 8), pokazata mechanizm
wigzania zwigzkow opartych na szkielecie (2-metylo-3-bifenylo)metanolu.
Inhibitor wigze si¢ w obszarze hydrofobowej powierzchni PD-L1 oddziatujacej z
PD-1. Jeden pierscien fenylowy w bifenylowym fragmencie tworzy interakcje
typu n-1 0 konfiguracji w ksztalcie litery "T" z pier§cieniem aromatycznym reszty
ATyr56. Ponadto, ten pierscien tworzy oddziatywanie typu n-alkil z AMet115 oraz
sAlal21. Drugi pierscien tworzy interakcje typu m-alkil z AAlal21 oraz sMet115,
a jego grupa metylowa wchodzi w dodatkowe oddzialywania z hydrofobowg
kieszenia  wiazaca, zlozona z aMetll5, aAlal2l oraz ATyrl23.
Fragment metoksypirydynowy oddziatuje poprzez interakcje typu n-n z gTyr56,
a jego grupa metylowa tworzy réwniez oddziatywanie typu m-alkil z gTyrl123.

Ten pier§cien angazuje si¢ takze w oddzialywania typu m-anion z AAspl22.
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Ponadto, koncowy fragment N-(2-aminoetylo)octanamidu zapewnia interakcje

poprzez oddziatywania elektrostatyczne z aThr20 i aALys124.%

PD-L1

(monomer B

(monomerA

PD-L1

(monomer B)

(monomerA)

Rysunek 8. Struktura kompleksu dimeru PD-L1 z inhibitorem (A) BMS-202 (PDB ID:
5J89%) oraz (B) BMS-200 (PDB ID: 5N2F5"). Monomery A i B PD-L1 zostaty zaznaczone
na rysunku odpowiednio ciemnoniebieskim i jasnoniebieskim kolorem, natomiast inhibitor
zostal oznaczony kolorem rézowym. Dodatkowo, na rysunkach wyr6znione zostaty

te konkretne reszty, ktore oddziatujg z inhibitorem.
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Nastgpnie, badania z wykorzystaniem spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego (ang. nuclear magnetic resonance, NMR) i krystalografii
rentgenowskiej pokazaly, ze obie grupy zwiazkow oddziatuja z PD-L1 w rozny
sposob, lecz w wigkszos$ci przypadkéw korzystaja z tych samych reszt na
hydrofobowej powierzchni biatka. BMS-200, opierajacy si¢ na strukturze (3-(2,3-
dihydro-1,4-benzodioksyn-6-ylo)-2-metylofenylo)metanolu, tworzy hydrofobowy
tunel na powierzchni obu czasteczek PD-L1 w miejscu, gdzie normalnie zachodzi
wigzanie z PD-1 (Rysunek 8).5 Z drugiej strony, BMS-202 oddziatuje
z hydrofobowg kieszenig bez wywotywania znaczacych zmian konformacyjnych
na powierzchni biatka. Grupa 2,3-dihydro-1,4-benzodioksynylowa inhibitora
BMS-200 powoduje zmiany konformacyjne w obrebie aTyr56, ktore przyczyniaja
si¢ do powstawania hydrofobowego tunelu na powierzchni biatka. Jeden pierscien
tej grupy oddzialuje z aTyr56 poprzez interakcje typu =m-alkil oraz z gAlal2l
poprzez wigzanie wodorowe. Drugi pierScien odpowiada za oddziatywania typu
n-o z sAlal2l oraz typu m-alkil z aAMet115. Pierscien metylofenylowy zapewnia
oddziatywanie typu m-alkil z AMet115 i gMet115 oraz n-c z AAlal21l. Dodatkowa
interakcje z ATyrl23 zapewnia sztywne ulozenia inhibitora w tunelu.
Pierscien 2,5-difluorofenylowy zapewnia oddziatywanie typu n-m z sTyr56.
Koncowy fragment kwasu (S)-4-amino-3-hydroksymastowego  tworzy
oddzialywania wodorowe z AThr20 i §GIn66.%

Kolejne badania wykazaty, ze dwa sposrod opatentowanych przez BMS
zwigzkéw, BMS-1001 oraz BMS-1166 (Rysunek 7), nie tylko, wiagza si¢
do izolowanego PD-L1 blokujac jego oddziatywanie z PD-1, lecz takze
charakteryzuja si¢ niskg cytotoksycznos$¢ i wykazuja aktywnosc¢ in vitro. Zaréwno
BMS-1001, jak i BMS-1166, wykazuja aktywno$¢ hamujaca wzgledem PD-L1
na powierzchni komorek Jurkat oraz wolnego PD-L1, a ich dziatanie prowadzi
do reaktywacji modelowych komorek limfoidalnych linii Jurkat.™

Sposob oddziatywania inhibitoréw opartych na rusztowaniu bifenylowym
z PD-L1 wskazuje na istotne reszty zaangazowane w blokowanie interakcji

PD-1/PD-L1 za pomocg zwigzkow matoczgsteczkowych. Do tych reszt zalicza si¢
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m.in. Tyr56, GIn66, Met115, Alal23 oraz Tyrl23.” Inhibitory bazujgce na
rusztowaniu bifenylowym stanowia przekonujacy dowod na to, ze istnieje
mozliwo$¢ osiagnigcia skutecznych terapii skierowanych przeciwko PD-1/PD-L1,
opartych na zwiazkach maloczasteczkowych. Struktury opublikowane przez BMS
stanowity punkt wyjScia do licznych badan nad kolejnymi grupami
matoczasteczkowych inhibitorow opartych na strukturach inhibitorow BMS.
Niemniej jednak, zaden z tych inhibitoré6w nie zostat dotychczas poddany
badaniom klinicznym.®¢72

Obecnie jedynym matoczasteczkowym zwigzkiem, ktory przechodzi badania
kliniczne w celu hamowania interakcji PD-1/PD-L1, jest CA-170. Cho¢ CA-170
poczatkowo zostat wprowadzony jako inhibitor skierowany zar6wno przeciwko
PD-L1, jak i VISTA, to analizy wykorzystujace techniki NMR oraz HTRF
wykazaty, ze miedzy tym inhibitorem a PD-L1 nie zachodzi bezposrednie

wigzanie.” Obecnie CA-170 znajduje si¢ w II fazie badan klinicznych.™
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1.4.3. Peptydy

Grupa inhibitoréw peptydowych, skierowanych przeciwko PD-1/PD-L1,
wykazuje istotng przewage w zestawieniu zarOwno z przeciwciatami,
jak 1 zwigzkami matoczasteczkowymi. Podobnie jak w przypadku zwigzkow
maloczasteczkowych, peptydy charakteryzuja si¢ znacznie mniejszymi
rozmiarami w poréwnaniu z przeciwciatami. Dzigki temu moga penetrowaé
komorki nowotworowe, w tym komorki guzéw litych. Dzigki wigkszym,
niz zwigzki matoczasteczkowe, rozmiarom, moga one skuteczniej blokowac
rozleglte i plaskie powierzchnie oddziatywania migdzy biatkami, co moze
prowadzi¢ do zwickszonej specyficznosci oraz skutecznos$ci dziatania. Co wigcej,
peptydowe inhibitory moga cechowac si¢ nizsza toksycznoscig oraz mniejszym
ryzykiem wystapienia oddzialywan niespecyficznych czy interakcji miedzy
lekami. Warto jednak zauwazy¢, ze peptydowe leki nie sa pozbawione wad.
Jedna z gltownych wad jest ich ograniczona stabilno$¢ po podaniu doustnym
oraz w osoczu, co wynika miedzy innymi z niskiej odpornosci na dziatanie
enzymoOw proteolitycznych.” W celu zwigkszenia stabilnosci peptydowych lekow
stosuje si¢ dwie gléwne strategie, ktore obejmuja cyklizacje peptydow
oraz wprowadzanie niekanonicznych reszt aminokwasowych.”®

Pierwszy opatentowany inhibitor PD-1/PD-L1 o charakterze peptydowym,
AUNP-12, jest rozgalezionym peptydem skladajacym sie z 29 reszt
aminokwasowych.’” Inhibitor ten jest prekursorem dla CA-170 i, podobnie jak ten
maloczasteczkowy inhibitor, nie wykazuje bezposredniego wigzania z PD-L1.
Wyniki uzyskane dla obu inhibitoréw sugeruja, ze zaréwno CA-170, jak i
AUNP-12, oddziatuja raczej na szlak sygnalowy PD-1/PD-L1 niz bezposrednio
na te biatka.”

W latach 20147 i 2018, firma BMS opatentowata grupe inhibitorow
PD-1/PD-L1 o charakterze makrocyklicznym. Kolejne badania pozwolity
na poznanie mechanizméw wiazania trzech z opublikowanych inhibitoréw: BMS-
57, BMS-71 (Rysunek 9) oraz BMS-99 ktére ztozone sa odpowiednio z 15, 14

i 13 reszt aminokwasowych.”
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Rysunek 9. Wzory strukturalne, sekwencje oraz wartosci 1Cso otrzymane z HTRF” dla
BMS-57 i BMS-71. NMe przed trojliterowymi skroconymi nazwami aminokwaséw
oznacza N-metylowana pochodna danego aminokwasu, Nle oznacza norleucyng,
Sar — sarkozyne.
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Badania z wykorzystaniem NMR oraz skaningowej fluorymetrii r6znicowe;j
(ang. differential scanning fluorimetry, DSF) wykazaty, ze BMS-57 oraz BMS-71
wiaza si¢ wylacznie do PD-L1. Badania dotyczace reaktywacji modelowych
komorek limfoidalnych linii Jurkat potwierdzity, ze wszystkie wspomniane
inhibitory prowadzily do przywrdcenia aktywno$ci promotora reagujacego
na TCR. Otrzymane wartosci ECso wynosity odpowiednio: 566 nM dla BMS-57,
293 nM dla BMS-71 i 6,30 uM dla BMS-99. Dla dwdch najlepszych peptydow
otrzymane zostaly struktury krystaliczne w  kompleksie z PD-L1.
Struktury wskazuja, ze peptydy wiaza si¢ w obszarze przeznaczonym do
oddziatywania z PD-1, jednak mechanizm wigzania rézni si¢ od tego
obserwowanego w przypadku PD-1. Powierzchni¢ wigzacg dla obu inhibitorow,
oddziatujacych z celem molekularnym, mozna podzieli¢ na dwie gtowne czesci.
Pierwsza z nich to czg¢$¢ sktadajaca sie gldwnie z oddziatywan hydrofobowych,
podczas gdy druga jest zdominowana przez oddzialywania polarne.
W przeciwienstwie do inhibitorow matoczasteczkowych, wiazanie ligandow nie
indukuje zmian konformacyjnych ani dimeryzacji PD-L1.7°

Hydrofobowa powierzchnia BMS-57 sktada si¢ z reszt Phel, Trp8, Trpl0,
NMeNlell, NMeNlel2 oraz potozonego dalej Pro4. Dwie hydrofobowe kieszenie
na powierzchni PD-L1 wypetione sg przez duze, aromatyczne reszty tryptofanu.
W pierwszej, reszta s;Trp10 tworzy interakcje typu - w konfiguracji w ksztalcie
litery "T" z resztami pp-L1TYr56 oraz pp-L1Tyrl23, typu m-anion z pp-11GIU58,
n-kation i m-alKil z pp-.11Argl 13 oraz m-alkil z pp-..1Met115. W drugiej kieszeni,
5711p8 tworzy interakcje typu n-n z pp-L1 Tyr56 oraz wigzanie wodorowe donor-n z
pp-L1GING6. Reszty s7NMeNlell i s7NMeNlel2 oddziatuja z pp-.1Met115 otaczajac
ja z obu stron. s;NMeNlel2 oddziatuje rowniez z pp-11Alal2l, podczas gdy
s7NMeNlel1 tworzy interakcje m-c z Tyr123. Potozona dalej reszta s;Pro4 tworzy
oddziatywanie z pp-11Val68. Cze§¢ zdominowana przez oddziatywania polarne
bazuje glownie na wigzaniach wodorowych pomiedzy pp-.1GIN66, a amidem
fancucha peptydowego s/ Trp8 oraz pp1ASN63, a karbonylem s, Trp8
tancucha (Rysunek 10).”°
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Rysunek 10. Struktura kompleksu PD-L1 z BMS-57 (PDB ID: 504Y7).

Powierzchnie umozliwiajace oddziatywania hydrofobowe wykazuja znaczace
podobienstwo w obu strukturach, z wyjatkiem konfiguracji tancucha bocznego
ro-L1Metl15. W kompleksie PD-L1/BMS-71 tancuch boczny pp1Metll5
przyjmuje zgieta postac, co tworzy przestrzen dla tancucha bocznego 1NMePhe7.
Hydrofobowa powierzchnia BMS-71 sktada sie z 71Phel, 71NMePhe7, 71 Trp10,
71NMeNIle3 oraz ;1Val6 (Rysunek 11). Reszta 71Phel stabilizuje oddziatywanie
z celem molekularnym w obrgbie jednej z hydrofobowych kieszeni na jego
powierzchni poprzez interakcje typu m-mt z pp-L1 TYr56. Dodatkowe hydrofobowe
oddziatywania, stabilizujagce wiazanie z ta kieszenia zachodza pomiedzy
71NMeNle3 i pp.1Val68, 71Valé i pprille54, 1NMePhe7 i pp.L1Metll5.
Druga hydrofobowa kieszen podobnie do BMS-57, wypelniona jest resztg 71 Trp10,
ktora tworzy interakcje typu w-m z pp.1Tyrl23, m-alkil z pp.aAlal2l
oraz pp-.1Met115.”

Niewielki obszar wigzacy BMS-71, w ktorym dominuja interakcje polarne
bazuje na wigzaniach wodorowych pomiedzy pp..1Glu58, a amidami tancucha
polipeptydowego n1Leul? i 71Cysl3 oraz ep-..1Asn63, a karbonylem tancucha
peptydowego 71Cys13.”
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Rysunek 11. Struktura kompleksu PD-L1 z BMS-71 (PDB ID: 50457).

Warto zauwazy¢, ze reszty: Tyr56, Metll5, Alal2l oraz Tyrl23 na
powierzchni PD-L1 biora udzial w oddziatywaniu w przypadku BMS-57,
BMS-71, wszystkich trzech przeciwcial, PD-1 oraz zoptymalizowanego
wariantu PD-1.

Nastepnie, kolejna grupa peptydowych inhibitorow zostala opracowana
z wykorzystaniem techniki prezentacji fagowe;j.®’ Najlepszy kandydat, CLP002,
sktadajacy si¢ z 12 reszt aminokwasowych, charakteryzuje si¢ wartoscig Kp
wzgledem PD-L1 wynoszacag 366 nM. Dodatkowo, badania nad nim wykazaty
wysoka specyficznos¢, zdolnos¢ do penetracji guzow oraz zdolno$¢ do hamowania
wzrostu guzow w organizmie modelowym — myszy z nowotworem CT26.%

Dotychczas zostat opublikowany tylko jeden obiecujacy inhibitor
oddziatywania PD-1/PD-L1 oparty na strukturze minibiatka.8! Ten inhibitor zostat
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opracowany z wykorzystaniem wczesniej otrzymanego stabilnego rusztowania
minibiatkowego i podejscia opartego na nasladowaniu powierzchni PD-1, ktora
oddzialuje z PD-L1. Warto zaznaczy¢, ze peptyd, ktéorego powierzchnia
oddzialywania z celem molekularnym byta zgodna z powierzchnig natywnego
PD-1, nie wykazywat aktywnoS$ci biologicznej. Dopiero po wykorzystaniu

2139 yzyskano obiecujgcy inhibitor

struktury PD-1 o zwigkszonym powinowactwie,
0 nazwie MOPD-1. Trzeciorzedowa struktur¢ tego peptydu, o dlugosci 47
aminokwasow, stabilizuje wystgpowanie mostkoéw disiarczkowych, co pozwolito
wprowadzi¢ mutacje na powierzchni minibiatka, ktore mialy na celu zwigkszenie
jego zdolnosci do oddziatywania z PD-L1, bez znacznego destabilizowania jego
struktury. MOPD-1 charakteryzuje si¢ silnym powinowactwem do PD-L1,
wykazujac wartos¢ Kp wynoszaca 0,3 puM, oraz zdolnoscia do hamowania
oddziatywania PD-1/PD-L1 zarowno w testach opartych na biatkach,
jak i w badaniach komoérkowych. Nalezy podkresli¢, ze¢ MOPD-1 jest stabilny

w surowicy oraz wykazuje zdolno$¢ do hamowania wzrostu guza w organizmach

myszy modelowych z zaawansowanym nowotworem CT26.8!
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1.5. Minibialka

Minibiatka stanowig obiecujaca grupe czasteczek, ktore tacza w sobie zalety
peptydow i biatek. Minibiatka mozna zdefiniowaé poprzez wystepowanie dwoch
cech jakimi sg stabilna struktura trzeciorzedowa i masa do 10 kDa. Ich stosunkowo
niewielki rozmiar pozwala na otrzymywanie ich przy uzyciu syntezy chemicznej,
co umozliwia tatwe wprowadzenie niekanonicznych reszt aminokwasowych oraz
zwigkszenie zakresu ich potencjalnych funkcji. Jednocze$nie, dtugo$¢ sekwencji
wynoszaca kilkadziesigt reszt aminokwasowych pozwala na wprowadzenie
mutacji, ktore nadadza pozadang aktywno$c¢, nie prowadzac do znaczacych zmian
w obrebie struktury trzeciorzedowej. To potaczenie cech czyni minibiatka bardzo
obiecujaca grupa zwigzkow o potencjalnym zastosowaniu medycznym, zwlaszcza
w przypadku trudnych celéw terapeutycznych, takich jak interakcje
biatko-biatko.®

Minibiatka mozna podzieli¢ na trzy grupy w zaleznosci od sposobu,
w jaki stabilizowana jest ich struktura trzeciorzedowa: przez mostki disiarczkowe,
poprzez kompleksowanie jonu metalu oraz za pomoca hydrofobowego rdzenia.
Niektore z nich wykazujg aktywno$¢ i zostaly juz wykorzystane jako leki
w medycynie tradycyjnej, podczas gdy inne stanowig idealne rusztowania
do wprowadzenia dowolnej aktywnosci. Cho¢ dostgpnos¢ rusztowan o pozadanej
wielkosci, ksztalcie i stabilno$ci moze stanowi¢ pewne wyzwanie, to najnowsze
osiagnigcia w projektowaniu minibiatek za pomoca narzedzi komputerowych

pozwalajg na tworzenie rusztowan o niemal dowolnej geometrii.®?
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1.5.1. Minibialka stabilizowane przez mostki disiarczkowe

Najliczniejsza grupa naturalnie wystepujacych minibiatek s3 minibiatka
stabilizowane przez mostki disiarczkowe (ang. cysteine-rich miniproteins,
CRMPs).8 Dzigki stabilizacji za pomocg wigzan kowalencyjnych, CRMPs
charakteryzuja si¢ wysoka stabilnoscia konformacyjng oraz efektywnym
zwijaniem. Ich korzystne cechy sprawiaja, ze wystepuja one we wszystkich
zywych organizmach, pelnigc roznorodne funkcje biologiczne.?

Grupa CRMPs cechuje si¢ obecno$cia roznorodnych motywow strukturalnych
o unikalnych wilasciwosciach. Jednym z najczgéciej spotykanych motywow
zawierajacych mostki disiarczkowe jest tzw. wezel cysteinowy (ang. cysteine
knot), sktadajacy si¢ z trzech mostkéw disiarczkowych. Ponadto, w obrgbie
cztonkow rodziny CRMPs charakterystyczne jest wystgpowanie motywu f-kartki
stabilizowanej cysteing (ang. cysteine-stabilized p-sheet motif, CSB).%

Struktura wezta cysteinowego zawiera 6 reszt cysteiny, ktore tworza trzy
mostki disiarczkowe wewnatrz struktury. Motyw ten opiera si¢ zazwyczaj
na wigzaniach kowalencyjnych miedzy pierwsza a czwartg cysteing w sekwencji,
druga i piatg, oraz trzecig i szostg. Wigzanie pomigdzy trzecig i szostg reszty
cysteiny przechodzi przez petle utworzong przez pozostate dwa mostki
disiarczkowe, tworzac tym samym wezel, od ktérego pochodzi nazwa.
Zwykle motyw wezla cysteinowego sktada sie z okoto 30 reszt aminokwasowych
(Rysunek 12).8 Warto zauwazy¢, ze tworzenie wigzah kowalencyjnych pomiedzy
druga i piatg reszta cysteiny w sekwencji, oraz trzecig i szostg, jest wysoce
konserwatywne i wystepuje w wiekszo$ci minibialek rodziny CRMPs.®
Dzieki tym dwom mostkom disiarczkowym formowany moze by¢ motyw p-kartki

stabilizowany cysteing (CSB), ktory sktada si¢ z dwoch nici .888°
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Cys15(1ll)

Rysunek 12. Motyw wezta cysteinowego na przyktadzie struktury EETI-II
(PDB ID: 2IT7%).

Ze wzgledu na duzg liczbe oraz réznorodnos¢ opisanych dotychczas CRMPs,
mozna w ich obregbie wyr6zni¢ mniejsze podrodziny, takie jak knotyny
(ang. knottins) oraz cyklotydy (ang. cyclotides).

Cztonkowie podrodziny knotyn posiadajg strukture wezla cysteinowego,
zazwyczaj sktadajg si¢ z okoto 30 reszt aminokwasowych, a szkielet ich tancucha
polipeptydowego ma charakter liniowy. Najbardziej znanym i dobrze zbadanym
cztonkiem tej rodziny jest Inhibitor Trypsyny II, minibiatko pochodzace z rosliny
Ecballium elaterium. Warto jednak zauwazy¢, ze minibiatka z tej podrodziny
wystepuja we wszystkich zywych organizmach.®

Druga duza podrodzina CRPMs to cyklotydy, ktore wystepuja wylacznie
w roslinach, a ich charakterystyczna cecha jest cykliczna struktura szkieletu
tancucha polipeptydowego typu gtowa do ogona (ang. head-to-tail).®**® Cyklotydy
stanowig bardzo liczng grupe, a przez ostatnie 30 lat opisano i sklasyfikowano
ponad 600 cztonkéw tej podrodziny w bazie danych dotyczacej cyklotydow —

CyBase.**% Najbardziej przebadanym minibiatkiem pochodzacym z tej rodziny
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jest Kalata B1. Kalata B1 wykazuje aktywnos¢ w swojej natywnej formie oraz,
wzgledu na swoja wysoka stabilno$¢ konformacyjna i korzystne wtasciwosci,
znalazla zastosowanie jako rusztowanie do projektowania zwigzkdéw o dziataniu
terapeutycznym.®

Kalata B1 zostata po raz zidentyfikowana w latach 70. ubieglego wieku.
Jej odkrycie byto nastgpstwem badan nad ekstraktem z rosliny Oldenlandia affinis
DC, ktoéry zawiera to minibiatko i byl wykorzystywany do przyspieszania akcji
porodowej w Afryce”” To odkrycie znaczaco przyczynilo — sie
do zintensyfikowania badan nad biologicznie aktywnymi zwiazkami
peptydowymi wystepujacymi w roslinach. Dalsze badania nad aktywnoscig Kalaty
B1 wykazaly, ze to minibiatko wykazuje wiasciwosci antyproliferacyjne
wzgledem aktywowanych limfocytow ludzkich, co sugeruje jego potencjat jako
leku immunosupresyjnego.®®% W wyniku tych badan stworzono mutanta Kalaty
B1 o nazwie T20K, ktéry posiada pojedyncza mutacj¢ polegajaca na zamianie
reszty treoniny w pozycji 20 na reszt¢ lizyny. Ta zmiana doprowadzita
do zwigkszenia aktywnoéci hamujgcej biologie interleukiny-2 w limfocytach T.%
Obecnie, T20K jest przedmiotem badan klinicznych prowadzonych przez firme
Cyxone jako potencjalny lek na stwardnienie rozsiane. Stanowi to dowdd na wiele
korzystnych wlasciwosci cyklotydoéw jako potencjalnych lekow. %

Wisrod naturalnie wystepujacych CRPMs o natywnej aktywnosci biologiczne;j
warto rowniez zwroci¢ uwage na minibiatka obecne w jadach réznych
organizmdw, takich jak weze i pajaki, ktore sa wykorzystywane w niewielkich
dawkach w medycynie tradycyjnej.’®* Jednym z obiecujgcych przyktadow
cztonkéw tej grupy, charakteryzujagcych si¢ efektywnym dzialaniem
terapeutycznym, jest KCP-400 (RgAl4). KCP-400 zostal stworzony na bazie
a-konotoksyny pochodzacej ze $limaka morskiego Conus regius i jest bardzo
obiecujacym zwigzkiem o dziataniu przeciwbolowym. Badania nad pochodnymi
KCP-400 sa prowadzone przez firme Kineta Inc., a jednym z nich jest KCP506,

ktory obecnie przechodzi badania kliniczne, 102103
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Ze wzgledu na swoje korzystne cechy, CRPMs wykorzystywane sg rowniez
jako rusztowania do wprowadzania calkiem nowej aktywnosci, ktora nie
wystepuje natywnie.

Jedna z strategii modyfikowania minibialek w celu wprowadzenia nowej
aktywno$ci polega na wiaczeniu epitopu o okreslonej aktywnosci do juz
istniejacego rusztowania minibiatkowego, ktdre odznacza si¢ wysoka stabilnoscia
i biodostepnoscia. To podejscie jest nazywane przeszczepem molekularnym
(ang. molecular grafting).104

Minibiatka z licznymi resztami cysteiny sa doskonalymi kandydatami
na rusztowania do przeszczepu molekularnego, poniewaz mozliwa jest
modyfikacja pojedynczej petli bez istotnego wplywu na calg strukture,041%
Obiecujacym przyktadem tego podejscia jest MOG3, zwiagzek o aktywnosci
immunomodulatorowej, ktory zostal zaprojektowany na bazie rusztowania Kalaty
Bl oraz fragmentu epitopu z glikoproteiny oligodendrocytow mielinowych
(ang. myelin oligodendrocyte glycoprotein, MOG). MOG zostal uznany za
obiecujacy zwigzek w leczeniu stwardnienia rozsianego, ale ze wzgledu na niska
stabilnos¢ konformacyjng i biodostgpnos$¢ nie mogt by¢ dalej rozwazany jako lek.
Jednak te wady udalo si¢ przezwycigzy¢ poprzez zastosowanie przeszczepu
molekularnego. MOG3, uzyskany w ten sposob, wykazuje wysoka stabilno$¢
i aktywno$¢ in vivo.1%

Drugie podejscie, pozwalajace na wprowadzenie aktywnosci biologicznej
do nieaktywnego rusztowania minibiatlkowego polega na wprowadzeniu
aktywnos$ci poprzez projektowanie de novo. Podejscie to moze bazowaé na dwoch
strategiach: ukierunkowanej ewolucji lub projektowanie w oparciu 0 metody
komputerowe. Pierwsze z podej$¢ wykazuje pewne ograniczenia takie jak:
mozliwo$¢ modyfikacji wylgcznie fragmentu struktury oraz trudnosci w ekspresji
minibiatek zawierajacych mostki cysteinowe.® Projektowanie w oparciu o metody
komputerowego pozwolito na wuzyskanie stabilizowanego przez mostki
disiarczkowe, inhibitora oddziatywania PD-1/PD-L1 — MOPD-1, ktéry zostat

opisany w podrozdziale 1.4.3.
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1.5.2. Minibialka stabilizowane przez obecnos¢ jonu metalu

Trzeciorzedowa struktura minibiatek moze by¢ stabilizowana przez jon metalu,
ktory poprzez wigzanie koordynacyjne wiaze si¢ z resztami aminokwasowymi
we wngtrzu rdzenia.

Jednym z powszechnych motywoéw minibiatkowych stabilizowanych przez
obecno$¢ jonu metalu jest palec cynkowy, ktory zawiera motyw PBpa, sktadajacy
si¢ z helisy i dwoch nici f (Rysunek 13). Charakterystyczna cecha jest obecnosé¢
jonu cynku, ktory tworzy wigzania koordynacyjne z dwiema resztami histydyny
i dwiema resztami cysteiny, stabilizujagc globularng struktur¢ minibiatka.'®’

Dzieki swojej wysokiej stabilno$ci motyw palca cynkowego petni réznorodne

108

funkcje w organizmach zywych.

Rysunek 13. Struktura minibiatlka posiadajacego motyw palca cynkowego
(PDB ID: 3IUF%) z zaznaczonym jonem cynku oraz resztami cysteiny i histydyny
tworzgcymi wigzanie koordynacyjne.
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1.5.3. Minibialka stabilizowane przez hydrofobowy rdzen

Trzecia grupa s3 minibiatka stabilizowane przez hydrofobowy rdzen, czyli
takie ktorych struktura trzeciorzgdowa jest stabilizowana bez udziatu
dodatkowych wiagzan kowalencyjnych oraz jonow metali.

Jedna z powszechnie wystepujacych w naturze domen charakterystycznych dla
minibiatek stabilizowanych przez hydrofobowy rdzen jest domena WW.11°
Nazwa domeny WW pochodzi o dwoch konserwatywnych reszt tryptofanu, ktore
wystepuja w obrgbie pierwszej i trzeciej nici struktury podwdjnej ‘spinki do
wlosow’ lub trzech antyrownolegltych nici B.!* Przykladem minibiatka
posiadajagcego domene¢ WW jest prototyp WW (Rysunek 14)1%2
Stabilizacja struktury trzeciorzedowej prototypu WW odbywa si¢ poprzez
wystepowanie kluczowych reszt Trp8 oraz Pro33 odpowiednio na koncach:
aminowym i karboksylowym. Ponadto, w obrgbie rdzenia wystepuja
oddzialywania hydrofobowe pomiedzy reszta Trp8, a Tyr20, co dodatkowo

stabilizuje minibiatko.'*?

A

Rysunek 14. Struktury minibiatek: (A) domena WW (PDB ID: 1E0M'*?) oraz (B)
PPa (PDB ID: 6GWX!E3).
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Przyktadem minibiatkowego motywu tworzacego hydrofobowy rdzen jest
motyw PPa sktadajacy sie z poliproliny typu II (PPII), petli oraz a-helisy, ktory
po raz pierwszy zostal zidentyfikowany w obrebie ptasiego polipeptydu
trzustkowego (ang. avian pancreatic polypeptide, APP).1** Hydrofobowy rdzen
W obrebie tego motywu tworzony jest przez oddzialywania typu n-alkil pomigdzy
resztami proliny z PPIl oraz resztami aromatycznymi budujacymi
a-helise (Rysunek 14).114

Motyw klatki tryptofanowej to najmniejsze dotychczas opisane minibiatko
stabilizowane przez hydrofobowy rdzen. Minibialko to sklada si¢ z 20 reszt
aminokwasowych, a jego struktura trzeciorzgdowa stabilizowana jest przez
hydrofobowe interakcje pomiedzy resztg Trp6 znajdujacg si¢ w obrebie a-helisy,
a resztami Pro z PPII (Rysunek 15).1%°

Rysunek 15. Struktura minibiatka stabilizowanego przez motyw Kklatki tryptofanowej
(PDB ID: 2JOF19),

Do wystepujacych w naturze motywow minibiatkowych motywow nalezy
zaliczy¢ réwniez motyw ooo, skladajacy sie z trzech a-helis. Przyktadami
minibiatek zawierajacych ten motyw sa minibiatko wilina
oraz domena ,,engrailed” 116118

Minibiatko wilina sktada si¢ z 35 reszt aminokwasowych, a jej struktura
trzeciorzgdowa 1 proces zwijania determinowane s3 przez obecno$é

hydrofobowego rdzenia (Rysunek 16).1'° Hydrofobowy rdzen wiliny
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stabilizowany jest przez obecno$¢ trzech kluczowych reszt fenyloalaniny Phe6,
Phel0 i Phel7. Dzi¢ki takiej strukturze, minibiatko to charakteryzuja si¢ wysoka
stabilnoscia termiczng scharakteryzowang przez warto$¢ Tm wynoszaca 70°C

oraz szybkim procesem zwijania.t!’

Rysunek 16. Struktura minibiatka wiliny (PDB ID: 1WY3!7) zawierajgcego motyw oaa.

Domena ,,engrailed” zawiera motyw sktadajacy si¢ z trzech a-helis oraz krotki
fragment nici na koncu aminowym (Rysunek 17). Taki motyw strukturalny jest
charakterystyczny dla homeodomen, ktorych funkcja jest wigzanie
eukariotycznego DNA. Struktury homeodomen byly intensywnie badane
ze wzgledu na ich prostote, obejmujgca stosunkowo krotka sekwencje (okoto 60
reszt aminokwasowych) 1 stabilizacje poprzez hydrofobowy rdzen.
Dlatego stanowity one doskonaty model do badan nad procesem zwijania biatek.
Rdzen hydrofobowy domeny ,engrailed” stabilizowany jest poprzez

oddziatywania niepolarne pomiedzy resztami aromatycznymi, ale cata struktura
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stabilizowana jest przez szereg dodatkowych oddziatywan w tym rowniez poprzez
mostki solne tworzone pomigdzy rdéznoimiennymi grupami bocznymi reszt
znajdujacych sie w obrebie pierwszej i drugiej a-helisy. Stosunkowo dhuga
sekwencja domeny ,.engrailed” sprawia, ze istnieje mozliwo$¢ wprowadzenia

mutacji nadajacych aktywnos$¢ bez znacznych zmian w procesie zwijania, a tym

118

samym strukturze trzeciorzedowej minibiatka.

Rysunek 17. Struktura minibiatka domeny "engrailed" (PDB ID: 1ENH),

Minibiatka stabilizowane przez hydrofobowy rdzen stanowia bardzo
obiecujacych kandydatow na rusztowania do projektowania zwigzkow
o aktywnosci biologicznej. Dzigki stosunkowo niedtugiej sekwencji wynoszacej
nie wigcej niz kilkadziesigt reszt aminokwasowych oraz stabilizacji bez udziatu
wigzan kowalencyjnych czy jonu metalu, sg one dostgpne do syntezy, rowniez
metodami chemicznymi. Dodatkowo ich otrzymywanie nie wymaga dodatkowych
etapow potrzebnych do osiggnigcia prawidlowego procesu zwijania. Stosunkowo
dluga, w porownaniu do wigkszoSci peptydow, sekwencja pozwala

na wprowadzenie wigkszej ilosci mutacji, co z kolei umozliwia projektowanie
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efektywnych terapeutykéw dla trudnych celow molekularnych takich jak
na przyktad oddziatywania biatko-biatko.

Podobnie jak CRPMs, minibiatka stabilizowane przez hydrofobowy rdzen
stanowig idealnych kandydatow na rusztowania do zastosowania strategii
przeszczepu molekularnego (ang. molecular grafting) epitopu o specyficznej
aktywno$¢, 119120

Dowodem skuteczno$ci tego podejécia jest minibiatko 0 nazwie cewka C34
(ang. C34 coil), ktore wykazuje aktywno$¢ przeciwwirusowg polegajaca
na blokowaniu wejscie wirusa HIV-1 do komoérek gospodarza.t'®
Strategia projektowania tego minibiatka polegata na wigczeniu fragmentu epitopu
wigzacego z peptydu C HIV-1 na powierzchni rusztowania zamka leucynowego
GCN4. Wolny fragment peptydu C HIV-1 charakteryzowat si¢ niskg stabilnoscig
konformacyjng oraz wysoka wrazliwoscia na cigcie proteolityczne.
Po wilaczeniu fragmentu w stabilnie rusztowanie biatkowe uzyskano inhibitor
wykazujacy zdolno$¢ do hamowania wejscia wirusa do komorek oraz
korzystniejsze wilasciwosci farmakokinetyczne takie jak wysoka stabilno$¢
konformacyjna i zwigkszona odporno$¢ na ciecie proteolityczne. 12

Podejscie de novo rowniez znalazto zastosowanie w projektowania
potencjalnych  lekbw na bazie minibiatlek stabilizowanych przez
rdzeh hydrofobowy.

Strategia oparta o ukierunkowana ewolucj¢ doprowadzila do opracowania
Ecallantide (DX-88), zatwierdzonego przez FDA w 2009 roku leku
przeznaczonego  leczenia  ostrych  atakow  dziedzicznego  obrzeku
naczynioruchowego.'?? Ecallantide jest inhibitorem kalikreiny osoczowej, ktory
zostat zidentyfikowany poprzez technike reprezentacji fagowej wykorzystujacej
biblioteki DNA kodujace roéznorodne minibiatka bazujace na domenie Kunitz
ludzkiego inhibitora krzepniccia zwigzanego =z lipoproteinami. Dzigki
wykorzystaniu jako rusztowania domeny, ktora naturalnie wystepuje w ludzkim
organizmie, udalo si¢ uzyska¢ skuteczny lek, ktory jest bezpieczny po podaniu

dozylnym i podskornym.?
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Druga strategia oparta o podejscie do projektowania de novo, projektowanie
komputerowe, rowniez jest szeroko wykorzystywana w projektowaniu
minibiatkowych terapeutykéw stabilizowanych przez hydrofobowy rdzen.
Podejscie to pozwala na wprowadzenie modyfikacji w obrebie calego minibiatka,
a nie, jak w przypadku ukierunkowanej ewolucji, wylacznie w obrgbie jego
fragmentu. Jednakze, projektowanie z wykorzystaniem tej metody moze by¢
bardziej czasochlonne oraz bardziej kosztowne. 2412

Jednym z dostgpnych pakietow oprogramowania wspierajacych komputerowe
projektowanie minibiatek jest Rosetta.!?51%" Platforma ta umozliwia projektowanie
minibiatek na bazie wybranej struktury startowej oraz pozwala na wykonanie
probkowanie réznych wariantéw sekwencji pod katem uzyskania powinowactwa
do partnera wigzania, co ma zastosowanie na przykltad przy
projektowaniu inhibitorow.

Przyktadem  skutecznego  wykorzystania ~ oprogramowania  Rosetta
do projektowania minibiatkowych inhibitorow oddziatywania bialko-biatko sa
inhibitory oddziatywania domeny RBD (ang. receptor binding domain) biatka S
SARS-CoV-2 oraz ludzkiego receptora ACE2 o potencjalnym zastosowaniu
w leczenia COVID-19. Przy projektowaniu tych inhibitorow zastosowano dwa
podejscia. Pierwsze z nich polegalo na wykorzystaniu strategii przeszczepu
molekularnego, a wigc wiaczeniu o-helisy z ACE2, ktéra odpowiadajace;
za powinowactwo do RBD w zaprojektowane de novo rusztowanie minibiatkowe
stabilizowane przez hydrofobowy rdzen. Drugie podejscie, polegato
na projektowaniu inhibitorow de novo i miato na celu uzyskanie nowego modelu
wigzania. Najlepsze inhibitory, LCB1 (Rysunek 18) i LCB3, ktory zostaty
uzyskane dzigki drugiemu podejSciu, charakteryzowaty si¢ warto$ciami ICsorzedu
pikomolarnego, ktéore wynosito odpowiednio 23,54 pM i 48,1 pM dla
LCB1liLCB3.1%°
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J
Rysunek 18. Struktura kompleksu LCB1/RBD biatka S SARS-CoV-2 (PDB ID: 7JZU*?0),
LCB1 zostalo zaznaczone kolorem zielonym, za§ domena RBD biatka S zostata
przedstawiona poprzez reprezentacje powierzchni z zaznaczonymi kolorem niebieskim
fadunkiem o charakterze dodatnim oraz kolorem czerwonym tadunkiem o charakterze
ujemnym.

Oprogramowanie Rosetta zostato wykorzystane rowniez do projektowania
agonistow PD-1, ktorzy moga znalez¢ zastosowanie jako leki w leczeniu chorob
autoimmunologicznych oraz standw zapalnych. Zaprojektowane w ten sposob
minibiatko, PD-MP1, wykazuje powinowactwo rzedu nanomolarnego zaroéwno
wobec ludzkiego jak i mysiego PD-1, a dodatkowe badania wykazaty, ze obecnosé¢
trimeru PD-MP1 skutkuje hamowanie aktywacji mysich limfocytow T.°

Projektowanie de novo moze by¢ dodatkowo wsparte przez manualny wybor
modyfikacji i wprowadzenie reszt niekanonicznych aminokwasow. Efektywnym
przyktadem tego podejscia sg minibiatka miniCD4s, ktore sg inhibitorami biatka
gpl120, dzigki czemu blokuja wejscie wirusa HIV-1 do ludzkich komorek.
Inhibitory te zostaly zaprojektowane na bazie minibialkowego rusztowania,
toksyny, ktora wystepuje w jadzie gatunku skorpiona Leiurus quinquestriatus

hebraeus (ang. scyllatoxin). Kluczowe okazaly sie modyfikacja reszty
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fenyloalaniny, ktéra wypeliala wneke na powierzchni gpl20, jednak byly
za mata, aby wypetni¢ ja catkowicie. W celu zwigkszenia aktywnos$ci hamujace;j
wprowadzono w tej pozycji rézne pochodne fenyloalaniny. Wprowadzenie
podstawienia cykloheksylometyloaminy na fenyloalaninie doprowadzito
do zwigkszenia zdolnosci hamujacej, co mogto by¢ osiagniete wytacznie przez
zastosowanie W tej pozycji nienaturalnej pochodnej aminokwasowej.'2%128
Dzigki swoim korzystnym cechom minibiatka sg szeroko wykorzystywane
w projektowaniu zwigzkéw o aktywnosci biologicznej, w tym potencjalnych
lekow. Opisane w tym podrozdziale przyklady pokazujg olbrzymi potencjal tej
grupy zwiazkow, ktore dzigki swoim cechom i rozwijajacej si¢ wiedzy dotyczacej
procesu zwijania bialek oraz metod ich projektowania stanowia istotng grupe

potencjalnych lekow, celujacych w dotychczas bardzo trudne cele terapeutyczne.
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie inhibitorow oddziatywania
PD-1/PD-L1 opartych na minibiatkach. Inhibitory te majg potencjalne
zastosowanie w immunoterapii przeciwnowotworowej, innowacyjnej metodzie
leczenia nowotworow, wykorzystujacej naturalny uktad odpornosciowy
organizmu do zwalczania komorek nowotworowych. Jednym z podejsé
w immunoterapii jest blokowanie oddziatywania punktéw kontrolnych uktadu
immunologicznego, takich jak PD-1/PD-L1. Interakcja miedzy tymi dwoma
biatkami prowadzi do tlumienia aktywnosci ukladu odpornosciowego,
co umozliwia komérkom nowotworowym unikanie ataku ze strony systemu
immunologicznego. Terapie opierajace si¢ na inhibitorach oddziatywania
PD-1/PD-L1 stanowig obiecujacg strategie w leczeniu nowotworow.

W prezentowanej pracy gtownym celem jest opracowanie nowych inhibitorow
oddziatywania PD-1/PD-L1 przy =zastosowaniu dwoch roéznych podej$é
projektowania. Pierwsze podejScie opiera si¢ na wykorzystaniu stabilnych
konformacyjnie minibiatek jako rusztowan do projektowania zwiazkéw
hamujacych interakcje migdzy PD-1, a PD-L1. Drugie podejscie zaktada
projektowanie de novo rusztowan, ktore beda charakteryzowaé sie¢ wysoka
stabilno$cig i zawiera¢ a- i B-aminokwasy. Dodatkowo, wprowadzone mutacje
zwigksza powinowactwo tych rusztowan wzgledem PD-L1 w miejscu
oddziatywania z PD-1. W obu podejsciach kluczowg role w stabilizacji zwigzkow
odgrywa hydrofobowy rdzen, ktory powstaje w wyniku oddziatywan struktur
drugorzedowych i tworzenia trzeciorzgdowej struktury minibiatka.

Przed przystapieniem do syntezy nowych minibiatek, etapem wstepnym byta
synteza i badania peptydowego inhibitora oddziatywania PD-1/PD-L1
opracowanego przez firme¢ Bristol-Myers Squibb. Ten inhibitor charakteryzowat
sie aktywnoscig rzedu nanomolarnego. Uzyskana struktura krystaliczna inhibitora
z celem molekularnym pozwolita na doglebne poznanie charakterystyki jego
oddziatywania, co stanowilo istotny punkt wyjscia do efektywnego projektowania

nowych minibiatkowych inhibitorow.
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Ponadto, projektowanie, synteza oraz analiza strukturalna zsyntetyzowanych
minibiatek stanowi istotny aspekt pracy. Te badania maja na celu glgbsze
zrozumienie procesu faldowania biatek oraz kontroli stabilno$ci ich konformac;ji.
Ostatecznie, te wnioski 1 osiggnigcia moga przyczynic si¢ do dalszego rozwoju

dziedziny projektowania i otrzymywania wysoce aktywnych lekow
opartych na minibiatkach.
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3. WYNIKI I DYSKUSJA

3.1. pAC65 - makrocykliczny peptydowy inhibitor
oddzialywania PD-1/PD-L1

W celu zidentyfikowania najwazniejszych reszt aminokwasowych
warunkujacych oddziatywanie pomigdzy biatkami PD-1 i PD-L1 zsyntetyzowano
i przeanalizowano oddziatywanie PD-L1 z wysokoaktywnym, makrocyklicznym
peptydowym inhibitorem, pAC65, pochodzacym z patentu firmy BMS."”®

3.1.1. Synteza

Sekwencja pAC65 zawiera 15 reszt aminokwasowych z czego 7 jest resztami
aminokwasow niekanonicznych. Dodatkowo, na koncu aminowym liniowego
peptydu (przed cyklizacja) znajdowal si¢ kwas chlorooctowy. Wigkszos¢
pochodnych aminokwasowych wykorzystanych do syntezy miato pochodzenie
komercyjne. Wyjatek stanowita pochodna tryptofanu, kwas (S)-2-((((9H- fluoren-
9-ylo)metoksy)karbonylo)amino)-3-(1-(2-(tert-butoksy)-2-oksoetylo)-1H-indol-
3-ylo)propanowy, oznaczony jako TrpNAc, ktory nie byt dostgpny handlowo.
W zwigzku z tym konieczna byta jego synteza.

Synteza pochodnej tryptofanu sktadata sie z czterech etapow (Rysunek 19).
Trzy etapy byly przeprowadzone zgodnie z protokotem opublikowanym
w patencie firmy BMS™, do ktorego wprowadzono niewielkie modyfikacje.
Czwarty etap, polegajacy na przytaczeniu grupy fluorenylometoksykarbonylowej
(Fmoc), zostat przeprowadzony zgodnie z procedurg wykorzystujacag weglan
9-fluorenylometylo-sukcynimidylu (Fmoc-OSu). Zwiazkiem wyj$ciowym byla,
dostepna komercyjnie, modyfikowana pochodna tryptofanu — Boc-Trp-OMe (1).

Pierwszy etap mial na celu przylaczenie grupy tert-butylooctanowej do atomu
azotu pierscienie indolowego W warunkach zasadowych, reakcja zachodzita
z wydajnosciag 60%. Produkt pierwszego etapu (2) oczyszczono z uzyciem
chromatografii Flash na kolumnie wypekionej Zzelem krzemionkowym stosujac
uktad eluentéw sktadajacy sie z heksanu i octanu etylu. Substrat byt odzyskany

podczas oczyszczania i przereagowywany ponownie. W kolejnym etapie
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przeprowadzona zostata hydroliza estru metylowego w celu otrzymania wolnej

grupy karboksylowej. Reakcja hydrolizy charakteryzowata si¢ niska wydajnoscia

i prowadzona zgodnie z protokotem przez 1 godzing wykazywata wydajnos¢

na poziomie 10%. Reakcje stopniowo wydtuzano, az do 12 godzin, przy ktoérych

udato si¢ otrzymac¢ wydajnos$¢ na poziomie 37%, a dalsze wydluzanie czasu reakcji

prowadzito do powstawania produktow ubocznych. Produkt drugiego etapu (3)

oczyszczano w ten sam sposob jak produkt

BrCH,COOBu

pierwszego etapu.
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Rysunek 19. Schemat syntezy modyfikowanego tryptofanu.
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Trzeci etap polegal na odblokowaniu w $rodowisku kwasnym grupy
a-aminowej zabezpieczonej kwasolabilng grupa tert-butoksykarbonylowa (Boc).
Ze wzgledu na fakt, ze przytaczona w pierwszym etapie grupa tert-butylooctowa
posiada rowniez kwasolabilng grupe tert-butylowa, reakcja ta wymagata
tagodnych warunkéw. Zbyt dlugi czas reakcji (powyzej 60 minut), zbyt wysoka
temperatura mieszaniny reakcyjnej lub tazni wodnej w trakcie odparowywania za
pomocg wyparki, powodowaly powstawanie produktu ubocznego —
e-N-karboksymetylotryptofanu. Z uwagi na obecnos¢ kwasu oraz niska stabilnosé
zwiazku 4, produktu po trzecim etapie nie oczyszczano, tylko od razu
przeprowadzano reakcje blokowania grupy o-aminowej zasadolabilng grupa
Fmoc. Ze wzgledu na umiarkowang wydajnos¢ reakcji (60%) i obecne produkty
uboczne, oczyszczanie nie bylo trywialne. Dla pierwszych porcji zwigzku
prowadzono oczyszczanie z uzyciem HPLC na kolumnie C18 z wykorzystaniem
uktadu eluentow sktadajacego sie¢ z wody i acetonitrylu (ACN). Oczyszczanie
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(ang. high-performance liquid chromatography, HPLC) wykazuje wiele zalet
takich jak pelna automatyzacja procesu oraz bardzo wysoka rozdzielczos¢, niestety
rozmiar dostepnej kolumny oraz detektor UV-VIS powodowaty ograniczenia
co do ilosci zwigzku, ktéra mozna jednorazowo nastrzykna¢ na kolumng. Ze
wzgledu na stosunkowo duzg ilos¢ TrpNAC potrzebng do syntez, 0czyszczenie
cato$ci otrzymanego produktu z uzyciem HPLC nie bylo mozliwe. W zwiazku
z tym, przeprowadzono liczne proby oczyszczania produktow etapu 4 na kolumnie
wypelnionej zelem krzemionkowym w uktfadzie faz normalnych z uzyciem
uktadéw: heksan i octan etylu, dichlorometan i metanol, chloroform i metanol,
heksan wraz z octanem etylu i metanolem oraz heksan wraz z dichlorometanem
1 metanolem. Pomimo wielu prob optymalizacji gradientu i testowania réoznych
wielkos$ci kolumn, nie udato si¢ uzyska¢ metody, ktora pozwalataby na efektywne
oczyszczenie produktu w krotkim czasie, a wiec bez zuzycia duzej iloSci
rozpuszczalnikow. Wobec powyzszego oczyszczanie  przeprowadzono
z wykorzystaniem chromatografii Flash na kolumnie C18 w uktadzie eluentow

sktadajacym si¢ z wody 1 acetonitrylu. Ze wzgledu na ceng¢ kolumny taki wybor
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wigzal si¢ z wickszymi kosztami, jednak ostatecznie stanowitl najbardziej
efektywng metode oczyszczania produktu. W ten sposob otrzymano docelowg
pochodng tryptofanu z odpowiednio zablokowanymi grupami funkcyjnymi
w ilo$ciach gramowych, ktore umozliwity wykorzystanie jej do syntezy peptydu
zgodnie ze strategia chemii Fmoc.

Otrzymana pochodna tryptofanu oraz pozostate pochodne aminokwasowe
dostepne komercyjnie zostaly nastgpnie wykorzystane do syntezy peptydu.
W zwiazku z wystepowaniem w sekwencji reszt posiadajacych metylowana grupe
a-aminowg (N-metylowanych) oraz wrazliwej na utlenianie reszty cysteiny
konieczne bylo zastosowanie niestandardowych metod sprzegania podczas
syntezy peptydu. Obecno$¢ grupy N-metylowej wprowadza zawade przestrzenng
trakcie reakcji sprzegania, stad istotne jest zastosowanie metod pozwalajacych
na zwigkszenie wydajnosci przytaczania kolejnej reszty aminokwasowej do grupy
aminowej. W tym celu kolejny aminokwas byt sprzggany podwdjnie 2 x 15 minut
w temperaturze 75°C, a czas drugiego sprzegania byt wydtuzony o dodatkowych
6 godzin w temperaturze pokojowej. W przypadku reszt cysteiny zastosowano
fagodniejsze warunki sprzegania i reakcje prowadzono w 50°C przez 10 minut.
Dla pozostatych aminokwasow uzyto standardowych metod sprzegania.

Po przeprowadzeniu syntezy, peptyd zostat odciety z zywicy, a kwasolabilne
grupy protekcyjne poddane procesowi deprotekcji. Z uwagi na obecnos$¢ reszty
cysteiny, podatnej na utlenianie, konieczne stato si¢ zastosowanie odpowiedniej
mieszaniny skomponowanej z kwasu trifluoroctowego (TFA), tioanizolu, anizolu
oraz etano-1,2-ditiolu (EDT). Kwas trifluoroctowy zapewnit odpowiednie
srodowisko kwasowe dla przeprowadzenia reakcji. Natomiast tioanizol oraz anizol
pelity funkcje tzw. ,scavengers”, reagujagc z reaktywnymi produktami
deprotekeji, co nie tylko skutecznie je usungto, ale takze zapobiegto ewentualnym
reakcjom ubocznym. Wprowadzenie etano-1,2-ditiolu miatlo na celu
przeciwdziatanie procesowi utleniania cysteiny. Niestety, proces deprotekcji
peptydu prowadzit do niepozadanego utleniania cysteiny w znaczacej iloSci
otrzymanego produktu. W celu poprawy efektywnosci tego etapu, podjeto szereg

prob modyfikacji sktadu mieszaniny $ciggajacej. Obejmowaly one zwigkszenie

56



ilosci EDT w stosunku do pozostalych sktadnikow, zastgpienie EDT
ditiotreitolem, dodatek fenolu do mieszanki oraz zamian¢g EDT na fenol. Pomimo
podjetych préb, nie zaobserwowano istotnej poprawy wydajnoSci procesu
w zadnym z badanych warunkéw. Aby przeciwdziata¢ utlenianiu cysteiny
i poprawi¢ efektywno§¢ procesu deprotekcji, podjeto dalsze kroki.
Przeprowadzono probe przeprowadzenia procesu w kontrolowanej atmosferze
argonu, wykluczajac dostep tlenu. Dodatkowo, testowano rézne czasy trwania
reakcji dla kazdego z warunkow, tj. 30 minut, 60 minut, 90 minut, 120 minut oraz
180 minut. Niestety, zaden z przedstawionych warunkoéw nie przynidst istotnego
zwigkszenia wydajnosci procesu deprotekcji, z uniknigciem utlenienia cysteiny.
Jednak otrzymane ilo$ci pozwolily na przeprowadzenie dalszych badan.
Nastgpnym kluczowym krokiem byta niezwtoczna cyklizacja peptydu po jego
odcigciu od zywicy, wytraceniu i odwirowaniu. Podej$cie to, zaktadajace
natychmiastowe przeprowadzenie tych procesow kolejno po sobie, wynikato
gléwnie z wrazliwosci grupy tiolowej cysteiny na utlenianie. Proces cyklizacji
prowadzono w $rodowisku zasadowym. Przed rozpuszczeniem osadu peptydu
w buforze zasadowym, konieczne bylo skuteczne usunig¢cie nadmiaru kwasu
trifluoroctowego z probki. W tym celu osad peptydu osuszano strumieniem
argonu. Cyklizacja opierata si¢ na reakcji substytucji nukleofilowej migdzy
kwasem chlorooctowym na koncu aminowym a grupg tiolowa cysteiny przy koncu
karboksylowym peptydu. W wyniku tej reakcji powstawat facznik, umozliwiajacy
zamkniecie makrocyklu peptydowego (Rysunek 20). Po zakonczeniu procesu
cyklizacji, otrzymana mieszaning poddano liofilizacji, a nastgpnie dokonano

oczyszczenia przy uzyciu HPLC.
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cyklizacji peptydu pAC65. Procedura cyklizacji polega na
¢j pomiedzy kwasem chlorooctowym na koficu aminowym,
a grupg tiolowg reszty cysteiny przy koncu karboksylowy. Znajdujaca si¢ na koncu
karboksylowym reszta glicyny, pozostaje po cyklizacji poza strukturg makrocykliczng.
Skrot ,NMe” oznacza N-metylowang pochodng danego aminokwasu, Dap — kwas
diaminopimielinowy, Hyp — hydroksyprolina, Dab — kwas 2,4-diaminomastowy, Nle —
norleucyna, TrpNAc — pochodng tryptofanu.
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3.1.2. Aktywnos¢ biologiczna”

Aktywnos¢ biologiczna peptydu pACB65 zostata przebadana dwoma metodami:
z wykorzystaniem  homogennej czasowo  rozdzielczej  fluorescencji
(ang. homogeneous time resolved fluorescence, HTRF) oraz poprzez test
blokowania immunologicznego punktu kontrolnego oparty na komoérkach
(ang. cell-based Immune Checkpoint Blockade assay, ICB). Za pomoca tych metod
zostaty okre$lone parametry charakteryzujace aktywnos$¢ otrzymanego peptydu:
warto$¢ polowy maksymalnego stezenia hamujgcego oddziatywanie PD-1/PD-L1
(ICs0) oraz wartos¢ potowy maksymalnego stezenia efektorowego (ECso) dla
reaktywacji efektorowych limfocytow T zablokowanych przez PD-L1
(Rysunek 21).

IC5=1,19 £ 0,04 nM B ,. EC,=0,582+0,121nM
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Rysunek 21. (A) Wyniki HTRF oraz (B) wyniki testu blokowania immunologicznego
punktu kontrolnego opartego na komorkach dla pAC65.

Otrzymana w ICB warto$¢ ECsp jest zblizona do wynikow uzyskanych dla
zatwierdzonych przez FDA przeciwcial przetestowanych w tej samej procedurze
(atezolizumab — 0,14 nM, durvalumab — 0,23 nM, nivolumab — 1,27 nM).*?°
Te wyniki jednoznacznie dowodza, ze pAC65 stanowi najsilniejszy opublikowany
dotychczas  inhibitor ~ PD-1/PD-L1, ktéry nie opiera si¢ na

strukturze przeciwciata.®®

* Badania zostaty zrealizowane przez cztonkow zespotu prof. Tadeusza Holaka
z Zespolu Chemii Bioorganicznej i Medycznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego.
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3.1.3. Struktura krystaliczna®

W kontekscie znaczacej aktywnosci inhibitora pAC65, kolejnym krokiem byto
uzyskanie jego struktury krystalicznej. Proces krystalizacji zostat przeprowadzony
przy wykorzystaniu metody siedzacej kropli. Krysztaty, charakteryzujace sig
odpowiednig jakoscig dyfrakcyjng, uzyskano z roztworu PD-L1 z pACGS5,
w stosunku molowym 1:1, w temperaturze pokojowej, z roztworu o pH 6.5,
zawierajacego 1,4 M trihydratu octanu sodu oraz 0,1 M kakodylanu sodu.
Dane dotyczace dyfrakcji promieni rentgenowskich zostaty gromadzone na linii
wigzki PXIII-X06DA w Swiss Light Source w Instytucie Paula Scherrera
w Villigen Szwajcari. Otrzymane krysztaly umozliwity rozwiazanie struktury

z rozdzielczoécia 1,1 A. (Rysunek 22).

Rysunek 22. Struktura krystaliczna kompleksu pAC65/PD-L1.

" Badania zostaly zrealizowane przez cztonkdw zespotu prof. Tadeusza Holaka
z Zespotu Chemii Bioorganicznej i Medycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego.
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Interakcja pomigdzy pACE5, a PD-L1 zachodzi na powierzchni f-kartki
GFCC’ PD-LI, ktora oddziatuje z natywnym PD-1. Wygiety ksztalt peptydu
zapewnia szeroka powierzchnie $cisle oddziatujaca z biatkiem, ktora jest bogata
w oddziatywania hydrofobowe i polarne. Podobnie do innych opublikowanych
inhibitorow makrocyklicznych, powierzchnie oddzialywania mozemy podzieli¢
na centralng cze$§¢ zdominowang przez oddziatywania hydrofobowe oraz
otaczajacg ja czes¢, gdzie wystepuja dodatkowe interakcje pomiedzy polarnymi
resztami.”

W centralnej, hydrofobowej czgsci znajdujg sie reszty esProd, es1rp8,
6s TTPNACL0, esNMeNlell, NMeNlel2., Dwie hydrofobowe Kieszenie na
powierzchni PD-L1 sa wypetnione przez ¢5Trp8 oraz ssTrpNAC10. Potozenie
pierscieni indolowych tych aminokwasow jest zgodne z ich potozeniem
w kompleksie BMS-57/PD-L1, z tg rdéznica, ze obecno$¢ dodatkowej grupy
karboksylowej w gTrpNAc pozwala na szereg dodatkowych oddziatywan
polarnych z pp..1Arg113 i pp-11Argl25. Warto zauwazy¢, ze oddziatywania z tymi
resztami zostaly juz wczesniej uznane za kluczowe na podstawie analizy wariantu
PD-1 o zwigkszonym powinowactwie do PD-L1.2"% Reszta ¢s TrpNAC zapewnia
szereg oddziatywan hydrofobowych z resztami: pp.L1TYr56, pp.L1Metll5 oraz
pp-L1TYr123, ktore buduja jedng z hydrofobowych kieszeni. Dodatkowo,
oddziatywania w obrgbie tej kieszeni stabilizowane sa przez hydrofobowe
interakcje pomiedzy ssNMeNlell i sNMeNlel2, a pp-.L1Metll5 i pp1Tyrl23.
Oddziatywanie z druga Kieszenia, sktadajaca si¢ z reszt: pp-L11l€54, pp-1TYr56,
pp-L1GING6 Oraz pp-11Val68, stabilizowane jest przez oddziatywania hydrofobowe
pomigdzy e5Trp8 a po-L1TYrS6 i pp.L1GING6, 6sPro4 a pp.L1Val68 oraz ¢Tyr2 a
po-L11le54. W obrebie polarnego fragmentu powierzchni wigzacej wystepujg:
wigzanie wodorowe pomigdzy esDap5 i pp-L1ASP73 oraz esDab9 i pp-r1ASpP61
oraz pp-L.1ASN63.

Ze wzgledu na bardzo wysoka aktywno$¢ PACE5, wyniki te zostaly
wykorzystane na kolejnych etapach pracy do projektowania nowych inhibitoréw

oddziatywania PD-1/PD-L1.
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3.2. Inhibitory oddzialywania PD-1/PD-L1 bazujace na

znanych rusztowaniach minibialkowych

3.2.1. Inhibitory bazujacy na strukturze minibialka wiliny
3.2.1.1. Projektowanie

Pierwsza grupa inhibitorow zostala zaprojektowana na podstawie struktury
znanego minibiatka — wiliny (PDB ID: 1WY3!Y"), Minibiatko to cechuje si¢
optymalng dtugoscig sekwencji (35 reszt aminokwasowych) do syntezy przy

uzyciu automatycznego syntezatora mikrofalowego, szybkim procesem zwijania

oraz wysoka stabilnoscig konformacyjna, ktora jest osiggana dzieki obecnosci
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hydrofobowego rdzenia, ktory tworzy trzeciorzedowa strukturg biatka.

Rysunek 23. (A) Struktura krystaliczna minibiatka wiliny (PDB ID: 1WY37). Reszty
fenyloalaniny, ktore sa kluczowe dla stabilizacji trzeciorzedowej struktury zaznaczono
kolorem zielonym. (B) Model kompleksu V1/PD-L1. Kolorem zielonym zostaty
zaznaczone reszty aminokwasowe inhibitora przeznaczone do oddziatywania z PD-L1,
kolorem z6tty reszty znajdujacej si¢ w oryginalnej sekwencji rusztowania i oddziatujace z
powierzchnig celu molekularnego.

Inhibitory zostaly zaprojektowanie z zatozeniem ich wigzania do PD-L1
w miejscu oddzialywania z PD-1. We wszystkich inhibitorach zachowane zostaty
trzy, kluczowe dla stabilizacji hydrofobowego rdzenia, konserwatywne reszty

fenyloalaniny (Phe6, Phel0, Phel7).1t” W celu zbudowania modelu kompleksu
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inhibitor/PD-L1  wykorzystano  protok6t  Docking  oprogramowania
RosettaDock (Rysunek 23).

Przed wprowadzeniem mutacji zidentyfikowano trzy reszty aminokwasowe
w obrebie rusztowania o wysokim potencjale oddziatywania z molekularnym
celem: Pro21, Trp23 oraz Lys32, ktore zostaty zachowane w sekwencji podczas
kolejnych etapow projektowania (Rysunek 23-24). Reszta 1wysPro2l zostata
zachowana ze wzglgdu na mozliwo$¢ tworzenia hydrofobowych oddzialywan
z resztami pp..1Alal21 oraz pp.1Metl15 oraz z uwagi na jej wystepowanie w
obrgbie tej petli, gdzie prolina umozliwia jej poprawne formowanie. Znajdujaca
si¢ obok 1wvy3Pro21 reszta iwy3Trp23 moze tworzy¢ oddzialywania typu n-mt z pp-
L1Tyr123. Jednoczes$nie obie te reszty wypelniaja hydrofobowa kieszen na
powierzchni PD-L1, ktéra w podobny sposob jest wypetniona pier§cieniem
indolowym w kompleksach makrocyklicznych peptydow BMS-57, BMS-71 oraz
PACG5. Ostatnia z reszt, wystepujaca w natywnym minibiatku wilinie, ktora moze
zapewnia¢ powinowactwo do PD-L1, iwysLys32, oddziatuje w obrebie polarnej
czgsci powierzchni oddzialywania, gdzie podobnie do pAC65 moze tworzy¢
oddziatywanie na zasadzie mostka solnego z pp-L1ASP73 (Rysunek 24).

Nastepnie, przeanalizowano strukture modelowa kompleksu wilina/PD-L1
i wybrano reszty aminokwasowe na powierzchni rusztowania przeznaczone do
mutacji oraz rodzaje reszt, na ktoére moglyby zosta¢ zamienione (Rysunek 24).
Reszta 1wysMet12 w modelu znajduje si¢ w obrebie hydrofobowej powierzchni
oddzialywania PD-L1, dlatego zdecydowano si¢ zamieni¢ ja na jeden
z niepolarnych aminokwasow takich jak tyrozyna, leucyna, fenyloalanina, prolina
lub tryptofan, ktére umozliwiaja tworzenie oddziatywan hydrofobowych
Z pp-1111€54 oraz pp.11Val68. W pozycji 16 wprowadzona zostata reszta leucyny,
ktora rozszerza hydrofobowg powierzchnie oddzialywania o interakcje
Z pp-L1Ala52 oraz moze oddziatywac z pp-r111€54. Dalej, zdecydowano sie dokonaé
mutacji w przypadku aminokwasu 1wysLeu20, ktory znajduje si¢ w centralnym
obszarze hydrofobowego fragmentu oddziatywania. Wybrano ten aminokwas do
modyfikacji, poniewaz jego niewielki rozmiar nie pozwala na wypelnienie pustej

przestrzeni migdzy powierzchnia wigzaca inhibitora a celem molekularnym.
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W zwiazku z tym, w tej pozycji rozwazono mozliwo§¢ wprowadzenia wickszych
aromatycznych aminokwasow, takich jak tryptofan, fenyloalanina lub tyrozyna.
Tego rodzaju substytucje moga pozwoli¢ na wypelnienie przestrzeni pomiedzy
biatkiem a inhibitorem, co tworzy mozliwo$¢ zachodzenia interakcji
hydrofobowych z pp.11Alal21. Zlokalizowana w obrebie drugiej hydrofobowej
Kieszeni PD-L1 reszta 1wysNle24, podobnie jak iwysLeu20, jest zbyt mata, by
W peli wypeli¢ hydrofobowa wneke. W zwigzku z tym w tej pozycji rowniez
rozwazano wszystkie trzy aminokwasy aromatyczne: tryptofan, tyrozyng
i fenyloalaning. Reszta 1wysHis27 znajduje si¢ w obrgbie polarnego fragmentu
powierzchni wiagzacej PD-L1. Jej zamiana na aminokwasy o dodatnim tadunku,
takie jak lizyna lub arginina, mogta przyczyni¢ si¢ do stabilizacji oddzialywan
z celem molekularnym poprzez tworzenie mostkow solnych z pp. 1GlU58 oraz pp-
L1Asp61. Wydaje sie to obiecujace, poniewaz polarne oddziatywanie z pp..1Glu58
obserwowane sa W przypadku wszystkich trzech przeciwcial oraz BMS-57 i
BMS-71. Z kolei oddziatywanie tego typu z pp-L1ASP61 zostato zaobserwowane
w kompleksie z avelumabem, durvalumabem i pAC65. Dodatkowo, konieczne
bylo dokonanie substytucji reszty iwysGlu3l na aminokwas, ktéry moglby
zapewnic interakcje w tym obszarze. W tym kontek$cie zastosowano dwie rozne
strategie. Pierwsza polegata na wprowadzeniu krotkiej reszty polarnej, takiej jak
asparagina, co umozliwialo oddziatlywanie z ujemnie natadowana pp.L1ASP61.
Druga strategia miata na celu wprowadzenie niewielkiej reszty niepolarnej, jak
izoleucyna, leucyna lub walina, w celu rozszerzenia hydrofobowej powierzchni
oddziatywan z celem molekularnym (Rysunek 24).

Na bazie powyzszej analizy wybrano miejsca i rodzaje mutacji. Nast¢pnie,
najkorzystniejsze kombinacje sekwencji zostaly wybrane z zastosowanie
protokotu FastDesign oprogramowania Rosetta. Sze$¢ sekwencji, o najlepszej
ocenie (ang. score) otrzymanych w ten sposob, zostalo wybranych do dalszych
etapow badan (Tabela 2).
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Tabela 2. Sekwencje zaprojektowanych inhibitoréw V1-V6 oraz ich pordéwnanie z
oryginalng sekwencja williny (V0). Pogrubiona, czerwona czcionka zostaty zaznaczone
zmodyfikowane reszty przeznaczone do oddzialywania z PD-L1, kolorem zielonym
zostaly wyrdznione mutacje wspolne dla wszystkich inhibitorow

Peptyd Sekwencja

f Ny Ny 2020 e

H 10 %0 30 3s
VO LSDED FKAVF GMTRS AFANL PLWBQ QHLKK EKGLF
V1 LSDED FKAVF GYTRS EFANE PLWYQ QKLKK NKGLEF
V2 LSDED FKAVF GLTRS EFANE PLWYQ QKLKK LKGLF
V3 LSDED FKAVF GYTRS HFANE PLWWQ QRLKK LKGLF
v4 LSDED FKAVF GYTRS EFANE PLWYQ QKEKK LKGLF
V5 LSDED FKAVF GFTRS EFANE PLWYQ QKLKK LKGLF
V6 LSDED FKAVF GYTRS EFANE PLWYQ QKLKK LKGLF

B = Norleucyna

|
Trp283 s\

P he20
‘ N\
/ i\
|\

\ %AO

Rysunek 24. Wymodelowana struktura kompleksu V1/PD-L1 z zaznaczonymi resztami
biorgcymi udziat w oddziatywaniu. Minibiatko V1 zostato oznaczone kolorem r6zowym,
natomiast PD-L1 — kolorem niebieskim.
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3.2.1.2. Analiza strukturalna

Analiza strukturalna zsyntetyzowanych minibiatek zostala przeprowadzona
z wykorzystaniem dichroizmu kotowego (ang. circular dichroism, CD). W ramach
tej analizy przeprowadzono dwa rodzaje badan. Pierwszy z nich polegal na
pomiarze widma CD w stalej temperaturze 25°C, w zakresie dtugosci fal od
195 nm do 250 nm, w celu identyfikacji obecnosci struktur drugorzgdowych.
Drugi rodzaj analizy to pomiar krzywej denaturacji przy statej dlugos$ci fali 222 nm
1 zmiennej temperaturze od 4°C do 96°C, w celu okreslenia stabilnosci termicznej
oraz wyznaczenia temperatury rozfaldowywania (ang. melting temperature, Tm).
Wszystkie pomiary zostalty przeprowadzone w buforze fosforanowym
0 stezeniu 50 mM i pH 7.5.

Widma CD (Rysunek 25) wykazuja, ze we wszystkich przypadkach
obserwuje si¢ dwa minima przy dlugosciach fal 208 nm i 222 nm, co jest
charakterystyczne dla obecnosci o-helis, a wiec zgodne z poczatkowymi
zatozeniami. Ponadto, znaczace podobienstwo widm uzyskanych dla oryginalnej
sekwencji (VO0) oraz inhibitorow (V1-V6) sugeruje brak istotnych zmian
konformacyjnych w strukturze minibiatek po wprowadzeniu mutacji.

Krzywe denaturacji termicznej (Rysunek 25) wykazujg spadek stabilnosci
termicznej po wprowadzeniu mutacji. Temperatura rozfatdowywania uzyskana dla
rusztowania (V0) wynoszaca 75°C jest wyzsza niz wartosci uzyskane dla
inhibitorow. Dla inhibitorow V1-V4 uzyskano wartosci Tm ponizej 50°C,

co wskazuje na niskg stabilno$¢ termiczna.
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Rysunek 25. Widma CD, krzywe denaturacji termicznej oraz wyznaczone temperatury
rozfaldowywania (Tm) dla VO-V6. Wyniki pomiarow CD zostaly znormalizowane
ze wzgledu na liczbe reszt aminokwasowych (ang. mean residue elipticity, MRE).
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3.2.1.3. Aktywnos¢ biologiczna

Badania aktywnosci biologicznej peptydow byty przeprowadzane za pomoca
dwoch réznych metod. Pierwsza z nich, opierajagca si¢ na interferometrii
biowarstwowej (ang. biolayer interferometry, BLI), miata na celu analizg kinetyki
oddziatywania z celem molekularnym — PD-L1, a tym samym okreslenie statej
dysocjacji (Kp) wigzania inhibitora z PD-L1. Druga metoda, oparta na homogennej
czasowo-rozdzielczej  fluorescencji  (ang.  homogeneous  time-resolved
fluorescence, HTRF), stuzyta do oceny aktywnosci  hamujacej
oddziatywanie PD-1/PD-L1

Otrzymane wyniki z testow BLI potwierdzaja powinowactwo do celu
molekularnego dla wszystkich zsyntetyzowanych inhibitorow (Tabela 3,
Rysunek 26). Wynik uzyskany dla rusztowania bez wprowadzonych mutacji (V0)
rowniez sugeruje oddziatywanie z PD-L1.

Podobnie, wszystkie wyniki uzyskane w pomiarach z wykorzystaniem HTRF
wskazuja na zdolno$¢ minibiatek do hamowania interakcji PD-1/PD-L1, jednak
wyniku z obu testow nie sg ze sobg skorelowane (Tabela 3, Rysunek 26).
Najlepszy inhibitor (o najnizszej ilo$ci niezdysocjowanego kompleksu przy
stezeniu inhibitora wynoszacym 50 pM, V4) wykazuje prawie najnizsze
powinowactwo do celu w testach BLI. Podobnie przedstawiaja si¢ wyniki dla
kandydata o najlepszym wyniku uzyskanym w testach BLI (\V1).

W przypadku inhibitorow V1-V4 zaobserwowano brak korelacji miedzy
powinowactwem do PD-L1, a aktywnoscig hamujaca. Wartosci temperatury
topnienia tych czterech minibiatek wynoszace ponizej 50°C oraz ksztatt krzywych
denaturacji  sugeruja mozliwo$¢ czesciowego rozfaldowania podczas
przeprowadzania eksperymentow, ktore prowadzono w temperaturze 30°C (BLI)
oraz w temperaturze pokojowej (HTRF).

Dodatkowo, warto zauwazy¢, ze niewielkie zmiany w sekwencji, takie jak
roznica migdzy V1, a V6, ktora polega na obecnos$ci reszty asparaginy lub leucyny
w pozycji 31, powoduja znaczace réznice w powinowactwie (V1 ma
powinowactwo 170 razy wigksze niz V6), co nie jest jednoznaczne z modelem.

Te obserwacje sugeruja dwie mozliwosci. Pierwsza z nich to potencjalne
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nieprawidlowos$ci w skonstruowanym modelu. Druga mozliwo$¢ to znaczacy
spadek stabilnosci konformacyjnej i zmiany w obrgbie struktury trzeciorzgdowe;j

inhibitorow w temperaturze, w ktorej byt prowadzony eksperyment.

Tabela 3. Wartosci statej dysocjacji (Kp) otrzymane z wykorzystaniem BLI oraz ilo$¢
niezdysocjowanego kompleksu zmierzone testami HTRF dla minibialek V0-V6 przy
stezeniu 50 pM. Pomiary HTRF dla V3 nie zostaly przeprowadzone ze wzgledu na niska
rozpuszczalnos¢ w buforze przeznaczonym do pomiaréw.

ilos¢ niezdysocjowanego kompleksu [%]

Peptyd Ko [uM]

[i]=50 uM
Vo 6,0+ 0,3 88,5+3,8
Vi 0,041 + 0,003 62,6 £8,8
V2 0,14 +0,01 76,4 +£3,0
V3 23,3+ 1,3 N/A
va 13,0 £ 0,6 8,7+0,3
V5 6,7+0,5 56,9+1,2
V6 7,1+£0,5 59,6 £5,9

A 3 100
£ sl 764 161
e 62,6 1 = 14+
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E,’ 60 | I 56,9 ! o 1707
®© @ !
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Rysunek 26. (A) Wyniki BLI (B) i HTRF dla inhibitoréow V1-V6 oraz rusztowania V0.

Oryginalne minibiatko (V0) wykazuje stosunkowo wysokie powinowactwo do
PD-L1, co potwierdza warto$ci Kp wynoszaca 6 uM. Jednoczes$nie obserwuje si¢
niskg aktywno$¢ hamujaca oddziatywanie kompleksu PD-1/PD-L1, co jest

scharakteryzowane przez warto$¢ niezdysocjowanego kompleksu wynoszaca 89%
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przy stezeniu inhibitora réwnym 50 pM. Wyniki uzyskane w pomiarach CD
wskazuja, ze biatko to cechuje si¢ wysoka wartoscia Tm, a wigc rozbieznosci te nie
sa spowodowane niskg stabilnoscia konformacyjna w temperaturze, w ktorej
przeprowadzane s3 eksperymenty. Przyczyna stosunkowo wysokiego
powinowactwa do PD-L1, pomimo niskiej aktywno$ci hamujacej oddziatywanie
kompleksu PD-1/PD-L1, moze by¢ wigzanie minibiatka z PD-L1 nie tylko
w regionie zakladanym podczas projektowania, ale takze w innych miejscach lub
nawet w obrebie kilku roznych fragmentow.

W przeciwienstwie do inhibitorow V1-V4, peptydy V5 i V6 cechuja si¢
wyzszymi warto§ciami Tm, wynoszacymi odpowiednio 70°C i 58°C, co sugeruje
brak rozfaldowania peptydéw w czasie eksperymentoéw. Dodatkowo, otrzymane
wartos$ci Kp (6,7 uM dla V5 i 7,1 uM dla V6) oraz ilosci niezdysocjowanego
kompleksu (57% 1 60%) sa zblizone do siebie, co jest zgodne z oczekiwaniami,
biorac pod uwage podobienstwo ich sekwencji. Sekwencje tych inhibitorow roznia
si¢ tylko jedna resztag w pozycji 12, gdzie V5 zawiera reszte fenyloalaniny, a V6
reszte tyrozyny.

Warto zauwazy¢, ze inhibitory V5 i V6 wykazuja powinowactwo do PD-L1
na bardzo podobnym poziomie jak VO, dla ktorego Kp wynosi 6 uM. Jednak roznig
si¢ one od rusztowania aktywno$cig hamujaca, ktora jest wyzsza o 30% na korzy$¢
inhibitorow. Warto$ci te potwierdzaja wczesniej wysuniety wniosek dotyczacy
mozliwosci wigzania VO do PD-L1 w kilku réznych miejscach. Wprowadzenie
mutacji, wystepujacych w inhibitorach, powoduje najprawdopodobniej
zwigkszenie powinowactwa minibiatek do fragmentu PD-L1 oddziatujacego
z PD-1 i zmniejszenie powinowactwa do pozostatych miejsc. W zwigzku z tym
otrzymane warto$ci Kp dla wszystkich trzech minibiatek sg niemal takie same, ale
aktywno$¢ hamujaca jest wicksza w przypadku inhibitoréw.

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowaé, ze
wprowadzone mutacje moga zwigksza¢ zdolnos¢ hamowania oddziatywania
PD-1/PD-L1. Jednakze wprowadzenie mutacji moze prowadzi¢ do obnizenia
stabilnosci konformacyjnej minibiatek. Konieczno$¢ wprowadzenia mutacji

w obrebie 6 z 35 reszt aminokwasowych oryginalnego rusztowania miata istotny
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wplyw na stabilno$¢ konformacyjng otrzymanych inhibitorow, co byto trudne do
przewidzenia, poniewaz nie wynikato to jednoznacznie z modelu strukturalnego.
Ponadto, warto zauwazy¢, ze nawet niewielkie réznice w sekwencji, jak
w przypadku peptydow V1 i V6, ktore miaty odpowiednio wartosci Tm wynoszace
45°C i1 58°C, powodowatly réznice w stabilnosci konformacyjnej. Przyczyna tej
destabilizacji mogta by¢ krotka sekwencja rusztowania, ktora nie pozwalala na
wprowadzenie wigkszej liczby mutacji bez znaczacych zmian konformacyjnych.
Te obserwacje, w potaczeniu z wnioskiem dotyczacym mozliwosci istnienia
wigce] niz jednego miejsca wigzania w obrebie PD-L1, sktonity nas do

zmiany rusztowania.
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3.2.2. Inhibitory bazujace na strukturze domeny ,,engrailed”

Jako nowe rusztowanie do projektowania inhibitorow oddziatywania
PD-1/PD-L1 wybrano, podobne do wiliny i dobrze zbadane minibiatko, ktore
rowniez sktada si¢ z trzech helis, jednak jest dluzsze i zawiera 54 reszty

aminokwasowe, a mianowicie domene "engrailed” (ENH, PDB ID: 1ENH!8),
3.2.2.1. Pierwsza grupa inhibitorow
3.2.2.1.1. Projektowanie

Procedura projektowania inhibitorow opartych na strukturze domeny
"engrailed" byta podobna do wczesniejszej. Jednak poprzedzona zostata
dodatkowym etapem optymalizacji struktury samego rusztowania. Oryginalna
sekwencja minibiatka ENH, ktora sktada si¢ z 54 reszt aminokwasowych, zostata
skrocona o 8 reszt aminokwasowych: 4 reszty z konca karboksylowego oraz
4 reszty z konca aminowego. Reszty te zostaly wybrane, poniewaz ze struktury
wynika, ze nie biorg one udzialu w tworzeniu hydrofobowego rdzenia. Skrocenie
sekwencji miato na celu utatwienie syntezy peptydow.

Poniewaz po skroceniu sekwencji zachowana zostala stabilno$c¢
konformacyjna minibiatka, w kolejnym kroku jako rusztowanie wykorzystano
ENH o skroconej sekwencji, ktére nazwano EO. Inhibitory, podobnie jak
w przypadku poprzedniej grupy, zostaly zaprojektowane z zatozeniem ich
wigzania do PD-L1 w miejscu oddziatywania z PD-1. Wybor utozZenia inhibitora
wzgledem celu molekularnego oraz zbudowanie modelu, na ktérym oparto dalsze
etapy projektowania, zostaly przeprowadzone przy uzyciu protokolu Docking
oprogramowania RosettaDock. Do oddziatywania z celem zostala wybrana
powierzchnia inhibitora skonstruowana z dwoch antyréwnolegle utozonych
a-helis (Rysunek 27).

Projektowanie powierzchni przeznaczonej do oddziatywania z PD-L1 opierato
sie na skonstruowaniu dwoch fragmentow: hydrofobowego oraz polarnego,
podobnie jak ma to miejsce w przypadku makrocyklicznych inhibitoréw BMS-57,
BMS-717° oraz pACB5.
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Rysunek 27. Model kompleksu E1/PD-L1. Kolorem zielonym zostaly zaznaczone reszty
aminokwasowe inhibitora przeznaczone do oddzialywania z celem molekularnym PD-L1.

W celu zaprojektowania inhibitor6w wybrano pozycje przeznaczone do
mutacji na powierzchni minibiatka EO (Rysunek 27). Jako fragment hydrofobowy
wybrano reszty aminokwasowe znajdujace si¢ w strukturze modelowej kompleksu
w okolicach hydrofobowych kieszeni PD-L1, a mianowicie: eoArgl2, goGluls,
e0ASN17, e0Arg23, eoArg24 oraz e0Glu31. Natomiast oddziatywania polarne miaty
zapewni¢ reszty w pozycjach: goAla8, eoArg9 i e0GIn27.

Pierwsza hydrofobowa kieszen PD-L1 zbudowana jest z reszt Tyr56, Argl13,
Met115, Alal21l i Tyrl23 (Rysunek 28). W przypadku inhibitorow
makrocyklicznych ta byta kieszen wypelniana przez reszt¢ tryptofanu lub,
w przypadku pAC65, przez reszte modyfikowanego tryptofanu, a takze przez
jedna Iub dwie dodatkowe hydrofobowe reszty. W zwigzku z tym w pozycji
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e0Arg23 zdecydowano si¢ wprowadzi¢ reszte tryptofanu, ktéra moze tworzyc
interakcje typu m-m z pp-1TYrl23 oraz wigzanie wodorowe z pp-.L1Metl15.
W pozycji e0Arg24 rozwazano zamiang na jedng z aromatycznych reszt, takich jak
reszta fenyloalaniny, histydyny lub tryptofanu. Dodatkowo, w tej samej kieszeni,
na pozycji eoGIn27, zaproponowano wprowadzenie dtuzszej, dodatnio
natadowanej reszty, na przyklad argininy lub lizyny. Reszty te moga zapewniaé
zarowno hydrofobowe oddziatywania z niepolarng kieszenig, jak i mostki solne
z resztami znajdujacymi si¢ w obrebie fragmentu polarnego, takimi jak pp..1Glu58
i pp-L1ASP61. Na drugim koncu kieszeni, W pozycji e0ASnl7, rozwazano reszty
posiadajgce negatywny tadunek, takie jak kwas glutaminowy lub asparaginowy.
Takie reszty moga tworzy¢ wigzania wodorowe z amidem lancucha
polipeptydowego ep-11Alal2l1, a takze potencjalnie poprawic¢ rozpuszczalno$é
inhibitora (Rysunek 28).

Rysunek 28. Wymodelowana struktura kompleksu E1/PD-L1 z zaznaczonymi resztami
biorgcymi udziat w oddzialywaniu w obrebie pierwsze hydrofobowej kieszeni PD-L1. PD-
L1 oznaczone zostato kolorem niebieskim, natomiast inhibitor — r6zowym.
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Druga, hydrofobowa kieszen PD-L1, sktadajaca sie z reszt [le54, Tyr56, GIn66,
Val68 i Metl15, jest wypelniona w strukturze modelowej kompleksu przez reszty
e0Argl2, e0Glul3, i eGlu3dl (Rysunek 29). Reszta gGlul3 znajduje si¢
w centralnej cze$ci wglebienia, dlatego w tej pozycji wprowadzono reszte
tryptofanu, ktéra dzieki swoim rozmiarom oraz wiasciwosciom hydrofobowym
stanowi idealnego kandydata do wypetnienia hydrofobowej kieszeni, analogicznie
jak ma to miejsce w przypadku inhibitorow makrocyklicznych BMS-57 i pACB65.
Wprowadzenie reszty tryptofanu w tej pozycji umozliwia powstanie oddziatywan
typu m-alkil z pp.ille54 oraz n-m z pp.LaTyr56. W pozycji 12 rusztowania
rozwazano wprowadzenie reszty niepolarnej, takiej jak walina, leucyna,
izoleucyna lub fenyloalanina, ktore mogg zapewni¢ interakcje hydrofobowe
Z pp-1lle54 oraz pp.1Val68. Czesé tej hydrofobowej kieszeni znajduje si¢ na
granicy z polarnym fragmentem, dlatego w pozycji 31 rozwazono dwie
mozliwosci: zamiang reszty kwasu glutaminowego na alaning, aby umozliwi¢
oddziatywania hydrofobowe z wnekg, takie jak oddziatywania m-alkil z resztg
po-L1Tyr56, oraz pozostawienie w tej pozycji kwasu glutaminowego, ktory
zapewnia wigzanie wodorowe z pp.1GIN66 oraz interakcje typu m-anion z
ro-L1 TYr56 (Rysunek 29).

Rysunek 29. Wymodelowana struktura kompleksu E1/PD-L1 z zaznaczonymi resztami
bioragcymi udzial w oddzialywaniu w obrebie drugiej hydrofobowej kieszeni PD-L1.
PD-L1 oznaczone zostato kolorem niebieskim, natomiast inhibitor — rézowym.
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W obszarze polarnego fragmentu powierzchni oddziatywania, ktory
otacza cz¢$¢ hydrofobows, zaplanowano interakcje poprzez substytucje
aminokwasow e0Ala8, e0dArg9 oraz eoGIn27 (Rysunek 30). Ze wzgledu
na obecno$¢ w tym regionie na powierzchni PD-L1 reszt kwasu asparaginowego
i kwasu glutaminowego, ktore posiadaja tadunki ujemne, rozwazono substytucje

na aminokwasy o tadunkach dodatnich, takie jak lizyna i arginina, co pozwoli

na tworzenie oddziatywan na zasadzie mostkow solnych.

Rysunek 30. Wymodelowana struktura kompleksu E1/PD-L1 z zaznaczonymi resztami
biorgcymi udziat w oddziatywaniu w obrebie obszaru polarnego. PD-L1 oznaczone zostato
kolorem niebieskim, natomiast inhibitor — r6zowym.

Dodatkowo, do modyfikacji wybrano reszte goGlul6, ktora znajduje si¢
w okolicach pierwszej kieszeni. Zostata ona zamieniona na reszte lizyny, ktora
dzieki swojemu dlugiemu, nierozgalezionemu tancuchowi moze zapewniac
dodatkowe oddzialywania hydrofobowe z pp.1Ala52, ppr11l€54 i pp.1Serll?,
oraz wigzanie wodorowe z grupa karbonylowa tancucha polipeptydowego rp-

|_1A|a52.
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Na podstawie powyzszej analizy dokonano selekcji lokalizacji i typéw mutacji.

Nastegpnie, uzywajac oprogramowania protokotu FastDesign oprogramowania,

wybrano najbardziej optymalne warianty sekwencji. Sposrod tych wariantéw

wybrano cztery sekwencje o najlepszej ocenie (ang. score) do kolejnych etapow
badan. (Tabela 4).

Tabela 4. Sekwencje zaprojektowanych miniatek EO—E4 oraz ich poréwnanie z oryginalng
sekwencja minibiatka 1ENH. Pogrubiona, czerwona czcionka zostaly zaznaczone
zmodyfikowane reszty przeznaczone do oddzialywania z PD-L1, kolorem zielonym
zostaty wyrdznione mutacje wspolne dla wszystkich inhibitorow.

Peptyd

Sekwencja

1ENH
EO
El
E2
E3
E4

RPRT

1
AFSSE

AFSSE
AFSSE
AFSSE
AFSSE
AFSSE

10

QLARL
QLARL
QLEKL
QLEKL
QLERL
QLEKL

KREEN
KREEN
KLEFN
KLEFN
KIWEN
KIfFN

20

ENRYL
ENRYL

EDRYL
EDRYL
EERYL
EDRYL

TERRR
TERRR
TEWHR
TEWHR
TEWHR
TEHER
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30

QOLSS
QLSS
ORLss
QELss
oRLss
oRLss

ELGLN

ELGLN

ELGLN

ALGLN

ELGLN
ELGLN

40

EAQIK
EAQIK
EAQIK
EAQIK
EAQIK
EAQIK

IWFQN
IWFQN
IWFQN
IWFQN
IWFQN
IWFQN

46
K RAKT

I B S



3.2.2.1.2. Analiza strukturalna

Widma dichroizmu kotowego uzyskane dla minibiatka ENH o pelnej dlugosci
(ENH) oraz jego wersji skroconej (EO) wykazuja obecno$¢ minimow przy
dlugosciach fal 208 nm oraz 222 nm, co jest charakterystyczne dla wystepowania
a-helis (Rysunek 31). Widmo CD dla EO wykazuje wigkszg intensywno$¢
eliptycznosci molowej, co wskazuje na wigkszg zawarto$¢ helikalnych struktur
drugorzedowych w tym minibiatku. Oznacza to, ze fragmenty sekwencji usuniete
z ENH nie przyjmowaty struktury a-helikalnej.

Krzywe denaturacji termicznej wskazuja na zblizone warto$ci temperatury
rozfatdowywania (Tm) obu minibiatek wynoszace 56,6°C dla ENH i 59,0°C dla
EO (Rysunek 31). Wyniki te sugerujg, ze nie zachodzily znaczace zmiany
konformacyjne w strukturze minibiatka po skroceniu jego sekwencji. Dlatego tez,
inhibitory oddziatywania PD-1/PD-L1 zostaly opracowane na bazie minibiatka

ENH o skroconej sekwencji.

= 200001 pH 7.5 ——EO FE a000.
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N G
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S 5000 =,
()] I.IJN
D 4] T T r . i
kel 2 210 220 230 250 = -80001 S
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20000 =
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E
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EO 59,0+0,3 =
275 300 325 350 375
TIK]

Rysunek 31. Widma CD, krzywe denaturacji termicznej oraz wyznaczone temperatury
rozfaldowywania (Trm) dla minibiatka ENH oraz wersji skroconej EQ. Wyniki pomiarow
CD zostaty znormalizowane ze wzglgdu na liczbe reszt aminokwasowych (ang. mean
residue elipticity, MRE).
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Wyniki otrzymane dla inhibitoréw nie wskazuja na istotne zmiany
w konformacji (Rysunek 32). Obecnos¢ minimow przy dtugosciach fal 208 nm i
222 nm wskazuje, ze struktury tych peptydéow zawieraja elementy a-helikalne,
co jest zgodne z zatozeniami. Krzywe denaturacji termicznej dla inhibitorow
pokazuja, ze proces rozfaldowywania minibiatek zaczyna si¢ przy nizszych
temperaturach w porownaniu do oryginalnego (ENH) oraz skroconego (EQ)
minibiatka. Niemniej jednak, temperatury rozfatdowywania, w zakresie 53-65°C,
okreslone dla inhibitorow potwierdzaja wysoka stabilno$¢ konformacyjng tych
peptydow.

Podczas pomiarow temperaturowych dichroizmu kotowego zaobserwowano
wytracanie peptydow E2 i E3, ktore obserwowano po wyjeciu kuwety pomiarowej
z aparatu po zakonczeniu pomiaru. To zjawisko moze sugerowa¢ tendencj¢ tych
peptydow do agregacji w wyzszych temperaturach lub do wytracania si¢ podczas
obnizania temperatury kuwety po zakonczonym pomiarze, co z kolei moze
wynika¢ z niepelnego lub nieprawidlowego procesu renaturacji minibiatka.

Wytracania nie zaobserwowano w przypadku peptydow EO, E1 i E4.
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Rysunek 32. Widma CD, krzywe denaturacji termicznej oraz wyznaczone temperatury
rozfaldowywania (Tm) dla inhibitorow E1-E4. Wyniki pomiaréw CD zostaly
znormalizowane ze wzgledu na liczbe reszt aminokwasowych (ang. mean residue
elipticity, MRE).
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3.2.2.1.3. Aktywno$¢ biologiczna

Dla otrzymanych peptydow przeprowadzono analize kinetyki oddziatywania
z PD-L1 z wykorzystaniem BLI w celu wyznaczenia statych dysocjacji (Kbp).
Wszystkie cztery zsyntetyzowane inhibitory wykazywaty interakcje z celem
molekularnym, charakteryzowane wartosciami Kpw zakresie od 11 uM do 27 uM.
Natomiast, w przypadku minibiatka EO, nie zaobserwowano zadnego wigzania
(Tabela 5, Rysunek 33).

W celu potwierdzenia aktywno$ci hamujacej otrzymanych minibiatek
wykorzystano metod¢e oparta na HTRF. Otrzymane wartosci iloSci
niezdysocjowanego kompleksu wynoszace od 55% do 77% dla st¢zenia
inhibitorow wynoszacego 5 uM potwierdzilty zdolno$¢ badanych inhibitorow do
hamowania oddziatywania PD-1/PD-L1 (Tabela 5, Rysunek 33).

Otrzymane wyniki wskazuja na wysoka skuteczno$¢ wprowadzonych do
nieaktywnego rusztowania mutacji.

Tabela 5. Wartosci statej dysocjacji (Kp) otrzymane z wykorzystaniem BLI oraz ilo$¢
niezdysocjowanego kompleksu i wartosci potowy maksymalnego stezenia hamujacego
(ICs0) zmierzone testami HTRF dla minibiatlek EO-E4. Warto$ci Kp zostaty uzyskane z
pomiardw przy stezeniach: 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50 uM. Pomiary HTRF dla EO nie zostaty
przeprowadzone ze wzgledu na brak aktywnos$ci w testach BLI. Pomiary majace na celu

otrzymanie wartosci ICso przeprowadzono wylacznie dla peptydu E1 przy stezeniach: 0,02,
0,02,0,2,1,2,5, 5,25, 50 uM, dla pozostatych wartosci ICsg nie zostaty zmierzone

ilo$¢ niezdysocjowanego

Peptyd Ko [uM] kompleksu [%] 1Cso [UM]
[i] =5 uM
EO brak aktywnosci - -
El 26,8+0,3 55,8 +6,2 3,9+1,0
E2 11,0+£0,1 77,51 4,6 -
E3 24,1+0,2 64,7 £5,7 -
E4 17,7 +0,2 63,0+5,1 -
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Rysunek 33. (A) Wyniki BLI (B) i HTRF dla E1.

Najwyzsze powinowactwo do celu molekularnego wykazywat inhibitor
E2, ktorego wartos¢ Kp wynosi 11 puM. Niemniej jednak, jego aktywno$é
hamujgca oddziatywanie kompleksu PD-1/PD-L1 jest najnizsza, a ilos¢
niezdysocjowanego kompleksu wynosi 77%. Podobnie, peptyd E1, ktory
wykazuje najwyzsza aktywno$¢ hamujaca (z iloscig niezdysocjowanego
kompleksu wynoszaca 56%), ma najwyzsza wartos¢ Kp wynoszacg 27 uM.
Wartosci te sg jednak bardzo zblizone, co sugeruje, ze wszystkie inhibitory w tej
grupie wykazujg aktywnos¢ na podobnym poziomie.

Kolejnym krokiem bylo zoptymalizowanie sekwencji najlepszego
z otrzymanych inhibitorow w celu zwigkszenia jego aktywnosci. Wybor tego
konkretnego inhibitora zostal podyktowany glownie kryteriami stabilnos$ci
1 rozpuszczalnosci ze wzgledu na podobng aktywnos¢ wszystkich peptydow.
W zwigzku z tym peptydy E2 i E3 zostaly odrzucone z powodu ich tendencji
do agregacji podczas pomiarow temperaturowego CD. Pozostate dwa inhibitory,
E1i E4, roznig si¢ od siebie tylko jednym aminokwasem w pozycji 23 (Tabela 4).

Minibiatko E1 w tej pozycji zawiera resztg tryptofanu, podczas gdy E4 ma
mniejszg reszt¢ aromatyczng — histydyne. Te reszty maja za zadanie zapewnic¢
oddziatywanie w obrebie pierwszej hydrofobowej kieszeni na powierzchni PD-L1,
ktéra w przypadku inhibitorow makrocyklicznych jest wypelniona reszta
tryptofanu. Dodatkowo, przeprowadzono analiz¢ mozliwosci oddziatywania obu

tych reszt aminokwasowych w modelu kompleksow inhibitor/PD-L1 (Rysunek
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34). Analiza ta wykazata, ze prawdopodobnie tryptofan w pozycji 23 jest bardziej
korzystny dla hamowania oddziatywania PD-1/PD-L1. Dlatego przeprowadzono
pomiar wartosci ICso dla peptydu E1 przy uzyciu metody HTRF przy
nastepujacych stezeniach inhibitora: 0,02, 0,02, 0,2, 1, 2,5, 5, 25, 50 uM.
Otrzymana warto$¢ ICso wynosita 3,9 uM, co potwierdzito, ze peptyd ten jest

idealnym kandydatem do dalszych optymalizacji.

Argll3

Typl2 3~

Rysunek 34. Wymodelowana struktura komplekséw (A) E1/PD-L1 i (B) E4/PD-L1 z
zaznaczong reszta w pozycji 23 inhibitora z jej potencjalnymi oddziatywaniami na
powierzchni celu molekularnego. PD-L1 oznaczone zostato kolorem niebieskim, natomiast
E1— rézowym, a E4 — zielonym.
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3.2.2.2. Optymalizacja w celu zwigkszenia aktywnos$ci hamujacej
3.2.2.2.1. Projektowanie

Optymalizacja w celu zwigkszenia aktywno$ci hamujacej polegata na
projektowaniu nowych sekwencji opartych na strukturze E1 poprzez
wprowadzenie pojedynczych mutacji na powierzchni przeznaczonej do
oddzialywania z PD-L1 oraz analizie wptywu tej substytucji na aktywnos¢
i parametry strukturalne.

W pierwszym kroku jako potencjalne miejsca mutacji w obrebie E1 wybrano
Lys9, Leul2, Lys16, Aspl7, Trp23, His24, Lys27, Ser30 i Glu3l (Rysunek 35).
Nastepnie przeprowadzono analiz¢ kazdej pozycji, ktora byla potaczona z analiza
oddziatywan obserwowanych w opublikowanych kompleksach PD-L1
z naturalnym partnerem wigzania PD-1,* przeciwcialami takimi jak
atezolizumabem,%®  avelumabem® i durvalumabem® oraz inhibitorami
makrocyklicznymi jak BMS-57, BMS-717° i pAC65.

Rysunek 35. Wymodelowana struktura kompleksu E1/PD-L1. Kolorem zielonym
zaznaczono reszty inhibitora wybrane do dalszych modyfikacji w celu zwigkszenia
aktywnosci.
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Pierwsza wybrana reszta do substytucji, Lys9, tworzy w modelu strukturalnym
interakcje typu mostka solnego z pp.L1ASp73 (Rysunek 36). Oddziatywanie z ta
reszta wystepuje jedynie w przypadku kompleksow PD-L1 z avelumabem,
BMS-57 oraz pAC65. Nie jest obecne w kompleksie z naturalnym partnerem
wigzania, jednakze moze wzmacnia¢ oddziatywanie z inhibitorem. W kazdym
z tych trzech przypadkow pp-L1Asp73 tworzy wigzania wodorowe z odpowiednio
avelumabSEr31, s7Hish lub gsDapb. Jednak ze wzgledu na obecno$é w tym miejscu
niewielkiego wglebienia i duze mozliwosci oddziatywan, zdecydowano si¢
wprowadzi¢ w tej pozycji reszte tryptofanu. Wprowadzenie reszty tryptofanu

umozliwia szereg oddzialywan takich jak oddzialywania typu m-anion z

po-L1ASP73, -6 z pp-11Val68 oraz wigzanie wodorowe z pp-11GING6.

Rysunek 36. Proponowana mutacja w obrebie reszty 9 inhibitora. PD-L1 zostalo
oznaczone kolorem niebieskim, natomiast inhibitor — rozowym.

Nastgpna wybrana do substytucji reszta, Leul2, zlokalizowana jest w drugiej,
hydrofobowej kieszeni, co umozliwia jej tworzenie oddzialywan hydrofobowych
z pp-11Val68 oraz pp.L1HIS69 (Rysunek 37). Oddzialywania z tymi resztami nie
wystepuja w przypadku PD-1 oraz przeciwcial, natomiast sa obecne w przypadku
inhibitorow makrocyklicznych. W przypadku BMS-56 oraz pACG5, rp..1Val68
tworzy oddzialywania hydrofobowe z reszta proliny inhibitora. Ten rodzaj
substytucji zostal odrzucony podczas projektowania ze wzgledu na charakter

reszty proliny, ktora promuje powstawanie p¢tli, a Leul2 znajduje si¢ w obrgbie
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helisy. W przypadku BMS-71 interakcje z pp-11Val68 tworzy reszta norleucyny.
Norleucyna wydaje si¢ by¢ korzystna rowniez w przypadku inhibitorow na bazie
ENH, ze wzgledu na jej hydrofobowos$¢ oraz dlugosé, ktora pozwala na

wypelnienie objetosci pomigdzy inhibitorem, a PD-L1 (Rysunek 37).

Rysunek 37. Proponowana mutacja w obrebie reszty 12 (A) i 16 (B) inhibitora. PD-L1
zostato oznaczone kolorem niebieskim, natomiast inhibitor — ré6zowym.

Reszta Lys16 moze tworzy¢ wigzanie wodorowe z grupg aminowa pp-r1Ala52
oraz oddzia}ywania hydrofobowe V4 pD.L1A|a52, pD.|_1||e54 i pD-L1S€er117
(Rysunek 37). Reszta pp.L1Ala52 nie jest zaangazowana w oddziatlywanie

w zadnym z analizowanych kompleksow z PD-L1. Oddziatywanie z pp..1Ser1l7
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wystepuje jedynie w przypadku kompleksu z PD-1 i avelumabem. W kompleksie

z PD-1 oddziatywanie jest zapewnione przez reszt¢ leucyny, dlatego tez wybrano

te resztg do mutacji w pozycji 16 inhibitora.

A

Rysunek 38. Proponowana mutacja w obrebie reszty 17 (A) i 23 (B) inhibitora. PD-L1
zostato oznaczone kolorem niebieskim, natomiast inhibitor — r6zowym

Kolejna reszta, Aspl7, zgodnie z modelem strukturalnym moze tworzy¢
wigzania wodorowe z amidem tancucha polipeptydowego pp.L1Ala121
(Rysunek 38). Hydrofobowe oddziatywania z tg reszta wystgpuja w przypadku
wszystkich komplekséw z PD-L1, z wyjatkiem pAC65. Dodatkowo reszta

ta znajduje si¢ w obrebie pierwszej hydrofobowej kieszeni, dlatego zdecydowane
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si¢ na zamiang reszty Aspl7 na reszt¢ leucyny. Taka substytucja moze umozliwi¢
hydrofobowe oddziatywania z pp..1Alal21, na wzor tych, ktore wystepuje
w przypadku pozostatych inhibitorow i PD-1.

Nastepnie, reszta Trp23, ktora znajduje si¢ w obrebie pierwszej hydrofobowej
kieszeni, tworzac w jej obrgbie liczne hydrofobowe oddziatywania, zostala
zamieniona na reszta modyfikowanego tryptofanu, ktora wystepuje w tym miejscu
w kompleksie pACG65/PD-L1. Obecnos¢ dodatkowej grupy karboksylowej
w TrpNAc pozwala na tworzenie dodatkowych oddziatywan polarnych z
po-L1Arg113 i pp-1Argl125 (Rysunek 38).

Kolejne reszta, His24, rowniez wypetnia pierwsza hydrofobowg kieszen,
oddziatujgc z pp-11Metl15 oraz pp.L1Alal2l. Reszte ta zamieniono na wigksza,
niepolarng reszte tryptofanu, co umozliwia wypeknienie hydrofobowej wneki w
wigkszym stopniu (Rysunek 39).

Nastegpnie, zaproponowano zamiang Lys27, ktora tworzyla w obszarze
oddziatywan polarnych mostki solne z pp.L1GIUS8 1 pp.L1Asp6] na reszte

norleucyny (Rysunek 40). Dtuga i niepolarna reszta miata za zadanie wypetnic¢

pusta powierzchnie pomigdzy inhibitorem, a celem molekularnym w okolicach
pD.LlTyr56 i pp.L1Metl115.

Rysunek 39. Proponowana mutacja w obrgbie reszty 24 inhibitora. PD-L1 zostato
oznaczone kolorem niebieskim, natomiast inhibitor — ré6zowym
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Rysunek 40. Proponowana mutacja w obrgbie reszty 27 inhibitora. PD-L1 zostato
oznaczone kolorem niebieskim, natomiast inhibitor — ré6zowym

Reszta Ser30 nie wykazywata w modelu zadnych oddzialywan z powierzchnia
celu molekularnego i znajdowata si¢ w okolicy polarnego fragmentu PD-L1
zawierajgcego pp-L1GlUB8 oraz pp..1ASP61 (Rysunek 41). Ze wzgledu na charakter
tego obszaru oraz fakt, ze pp-L1Glu58 tworzy oddzialywania polarne w przypadku
kompleksow PD-L1 ze wszystkimi przeciwciatami oraz BMS-57 i BMS-71, a
po-L1ASp61 w przypadku avelumabu i pAC65, wprowadzono w tej pozycji resztg
argininy zapewniajaca oddziatywania polarne z tymi resztami.

Druga propozycja mutacji Ser30 byla zamiana tej reszty na norleucyng
(Rysunek 41). Wprowadzenie dhlugiej niepolarnej reszty miato na celu
zapewnienie dodatkowej powierzchni oddzialywan hydrofobowych.

Ostatnia mutacja zostata wprowadzona w obrgbie reszty Glu31 (Rysunek 41).
Reszta ta tworzyla wigzanie wodorowe z pp.L1Asp61 oraz oddzialywanie typu
m-anion z pp-11TYr56. Poniewaz pp-L1Tyr56 znajduje si¢ w obrebie hydrofobowej
powierzchni oddziatywania PD-L1, a oddziatywania hydrofobowe z tg resztg
wystepujg w prawie wszystkich analizowanych kompleksach, zdecydowano si¢

zastgpi¢ Glu3 1 niepolarng resztg izoleucyny.
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Rysunek 41. Proponowane mutacja w obrebie reszty 30 (A i B) oraz 31 (C) inhibitora.
PD-L1 zostalo oznaczone kolorem niebieskim, natomiast inhibitor —r6zowym.
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W ten sposob zaprojektowano 10 sekwencji (E5—E14), ktore zostaty nastepnie

zsyntetyzowane i przebadane (Tabela 6).

Tabela 6. Sckwencje minibiatkowych

inhibitoréw oddziatywania PD-1/PD-L1.
Pogrubiona, czerwong czcionka zostaty zaznaczone mutacje wprowadzone do minibiatka
E1l odrézniajace jego sekwencje od minibiatka wyjsciowego EO. Kolorem zielonym
zostaly oznaczone nowe mutacje odrdzniajace sekwencje zaprojektowanych inhibitorow
od sekwencji E1.

Peptyd Sekwencja
N N
1 10 20 30 40 46
EO AFSSE QLARL KREFN ENRYL TERRR QQLSS ELGLN EAQIK IWFQON K
E1l AFSSE QLKKL KLWEN KDRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E5 AFSSE QLKWL KLWFN KDRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E6 AFSSE QLKKL KLWFN LDRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E7 AFSSE QLKKL KLWFN KLRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK IWFQON K
E8 AFSSE QLKKL KLWEN KDRYL TEWWR OQKLSS ELGLN EAQIK IWEFQN K
E9 AFSSE QLKKL KLWEN KDRYL TEWHR OKLSS ILGLN EAQIK IWFON K
E10 AFSSE QLKKL KLWFN KDRYL TEZHR QKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E1l AFSSE QLKKL KLWFN KDRYL TEWHR OBLSS ELGLN EAQIK IWFQON K
E12 AFSSE QLKKL KLWFN KDRYL TEWHR QKLSE ELGLN EAQIK IWFQN K
E13 AFSSE QLKKL KLWFN KDRYL TEWHR QKLSR ELGLN EAQIK IWFON K
E14 AFSSE QLKKL KBWEN KDRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
Q
B = Norleucyna Z= =
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3.2.2.2.2. Analiza strukturalna

Wyniki otrzymane z zastosowaniem CD wskazujg na brak istotnych zmian
konformacyjnych w strukturach inhibitoréw E5-E14 po wprowadzeniu mutacji,
co potwierdzaja ksztalty widm oraz obecno$¢ miniméw charakterystycznych dla
a-helis (Rysunek 42). Minibiatka E6, E7, E8 i E13 charakteryzuja si¢ wyzsza
eliptycznoscia w obrebie minimdw, niz pozostale inhibitory z tej grupy
co wskazuje na lepiej zdefiniowane fragmenty helikalne w strukturze
tych inhibitorow.

Krzywe denaturacji termicznej (Rysunek 42) otrzymane dla inhibitorow
E5-E14 wskazuja na rozpoczgcie procesu rozfatdowywania czesci otrzymanych
minibiatek (E7-E11, E13) w temperaturach zblizonych lub nizszych niz
w przypadku peptydu wyjsciowego (E1). Liniowy ksztatt krzywych denaturacji
termicznej wymienionych peptydow swiadczy o destabilizacji struktury na skutek
wprowadzonych mutacji oraz uniemozliwia wyznaczenie wiarygodnych wartosci
temperatur topnienia.

Przeciwnie, w przypadku minibiatek E5, E6, E12 i E14 otrzymane wykresy
wykazuja sigmoidalny ksztalt z wyraznie widocznym widocznego przej$ciem
z formy sfaldowanej do rozfatdowanej biatka (Rysunek 42). Taki ksztalt krzywej
denaturacji jest typowy dla kooperatywnie zwijajacych si¢ biatek i $wiadczy
to o wigkszej stabilnosci peptydow drugiej grupy. Otrzymane w tej grupie wartosci
Tm oraz ksztalt krzywej denaturacji sa zblizone do wynikow otrzymanych dla
peptydu wyjsciowego (E1) co $wiadczy o zachowaniu zatozonej konformacji
minibiatek po wprowadzeniu mutacji.

Wszystkie zsyntetyzowane inhibitory wykazywaly tendencje¢ do wytracania

podczas pomiaréw temperaturowych dichroizmu kotowego.
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Rysunek 42. Widma CD, krzywe denaturacji termicznej oraz wyznaczone temperatury
rozfaldowywania (Tm) dla inhibitorow. Dodatkowo przedstawiono widma CD peptydow
EO i E1, na podstawie ktorych zaprojektowano sekwencje E5-E14. Warto$¢ Tm dla
E7-E11 oraz E13 nie zostala wyznaczona ze wzgledu na brak sigmoidalnego ksztattu
krzywej denaturacji, a tym samym brak mozliwoéci dopasowania wynikow do modelu.
zostaly znormalizowane ze wzgledu na

Wyniki

pomiaréow CD

aminokwasowych (ang. mean residue elipticity, MRE).
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3.2.2.2.3. Aktywnos¢ biologiczna

Peptydy, ktorych krzywe denaturacji termicznej nie wykazywaly
sigmoidalnego ksztattu (E7-E11 i E13), co wskazywato na brak kooperatywnego
zwijania, nie zostaly poddane analizie pod katem aktywnosci biologiczne;j.

Analiza kinetyki oddziatywania z PD-L1 z wykorzystaniem BLI pozwolita
na otrzymanie warto$ci Kp dla czesci zsyntetyzowanych peptydow. Dla
inhibitorow E5 i E14 otrzymano wartos$ci nizsze niz dla struktury wyjsciowej E1,
a wigc wykazuja one wyzsze powinowactwo do PD-L1 (Tabela 7).

Wyniki HTRF potwierdzity aktywno$¢ hamujacg wzgledem oddziatywania
PD-1/PD-L1 dla wszystkich przebadanych inhibitorow. W pomiarze aktywnosci
hamujacej wartosci ilosci niezdysocjowanego kompleksu lepsze niz dla E1
otrzymano dla peptydu E5 (Tabela 7).

Brak korelacji migdzy wynikami z BLI oraz HTRF w przypadku E14, gdzie
Ko nowo otrzymanego inhibitora jest nizsze niz peptydu startowego (E1),
a aktywnos$¢ hamujgca mniejsza, moze mie¢ zwiazek z tendencja tego peptydu do
wytracania w buforze do pomiarow HTRF.

Peptydy E6 i E12 wykazywatly najprawdopodobniej tendencje do agregacji na
powierzchni sensora podczas pomiaréw z wykorzystaniem BLI. Tendencje
do agregacji peptydow na powierzchni sensora podczas pomiarow BLI mozna
wnioskowa¢ z ksztattu krzywej asocjacji do powierzchni sensora. Dla zwigzkow,
ktére nie majg tendencji do agregacji takich jak E5 krzywa asocjacji osigga
plateau, zas dla zwigzkow z tendencja do agregacji takich jak E12 warto$¢ sygnatu

krzywej asocjacji ro$nie wraz z czasem (Rysunek 43).

95



Tabela 7. Wartosci statej dysocjacji (Kp) otrzymane z wykorzystaniem BLI oraz ilo$¢
niezdysocjowanego kompleksu i warto$ci potowy maksymalnego stezenia hamujgcego
(ICsp) zmierzone testem HTRF dla inhibitorow. Warto$ci Kp zostaty uzyskane z pomiarow
przy stezeniach: 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50 uM. ,,Agregacja” oznacza tendencj¢ do agregacji
danego peptydu w buforze do pomiaréow BLI.

ilos¢ niezdysocjowanego kompleksu

Peptyd Ko [uM] [%]
[i]1=5 uM
El 26,81+0,3 55,8+6,2
ES5 14,3+£0,2 39,8+1,8
E6 agregacja 77,9+3,9
E12 agregacja 649+7,6
E14 20,8+0,2 75,0+£2,4

ES E12

— T o8]

£ 03 A=) —

i=h L 06 g;ﬁm
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g 3 04y ——5uM

N =
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Rysunek 43. Wyniki BLI dla inhibitoréw E5 oraz E12.

Nastepnie, inhibitor E5 zostal wybrany do przebadania w testach blokowania
immunologicznego punktu kontrolnego opartego na komorkach. Niestety,
problemy z rozpuszczalnoscia peptydu w medium komérkowym przeznaczonym

do eksperymentu uniemozliwity przeprowadzenia testow.
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3.2.2.2.4. Wnioski

Wyniki otrzymane przy uzyciu CD dla inhibitorow E5-E14 wskazuja,
ze peptydy E5, E6, E12 i E14 wykazuja najkorzystniejsze cechy strukturalne.
Z kolei wyniki otrzymane za pomoca BLI i HTRF wskazuja, ze peptyd E5
wykazuje najwyzsze powinowactwo do PD-L1 oraz zdolno$¢ do hamowania
oddzialywania miedzy PD-1 a PD-L1.

Inhibitor E5 wykazuje zar6wno korzystne cechy  strukturalne
jak 1 w konteks$cie aktywnosci. Jego krzywa denaturacji sugeruje kooperatywne
zwijanie biatka, jednak jego warto§¢ Tm wynoszaca 40,1°C $wiadczy
o stosunkowo niskiej stabilnosci konformacyjnej (Rysunek 42). Niemniej jednak,
ksztalt krzywej denaturacji wskazuje, ze proces rozfaldowywania zaczyna si¢
w wyzszych temperaturach niz w przypadku E1 (Rysunek 32). Peptyd ten
wykazuje wartos¢ Kp rownag 14,3 puM, a ilo$¢ niezdysocjowanego kompleksu
z HTRF wynosi 39,8%. Oznacza to, ze zarowno jego powinowactwo do celu
molekularnego, jak i aktywnos¢ hamujaca, sa wyzsze niz w przypadku peptydu
wyjsciowego E1 (Tabela 7). Na podstawie tych wynikéw oraz modelu
strukturalnego mozna wnioskowaé, ze zamiana Lys9 na reszte tryptofanu
prowadzi zaréwno do zwigkszenia aktywnosci inhibitora poprzez zapewnienie
wickszej ilosci oddziatywan z celem molekularnym (Rysunek 36),
jak i stabilizacji struktury poprzez zapewnienie oddzialywan w obrebie
hydrofobowej powierzchni minibiatka, takich jak oddziatywania typu m-anion
z Glu31, m-alkil z Leul2, a przede wszystkim oddziatywania typu n-n z Trp13.
(Rysunek 44). W zwigzku z tym mutacja Trp9 =zostala wprowadzona

w inhibitorach podczas kolejnego procesu optymalizacji.
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Rysunek 44. Wymodelowana struktura komplekséw E1/PD-L1 (A) i E5/PD-L1 (B)
z zaznaczonymi oddzialywaniami stabilizujacymi strukture minibialek przez reszte
w pozycji 9.

Minibiatko E6 wykazuje na sigmoidalny ksztalt krzywej denaturacji, co jest
polaczone z duzym nachyleniem tej krzywej i wskazuje na proces kooperatywnego
zwijania (Rysunek 42). Jednak warto$¢ Tmdla tego biatka jest stosunkowo niska i
wynosi 43,1°C. Dodatkowo, inhibitor E6 wykazuje wysoksg intensywno$¢
eliptycznosci w obszarach miniméw w porownaniu do innych minibiatek.
Z zwiazku z otrzymanymi wynikami podj¢to decyzje o wprowadzeniu mutacji
polegajacej na zamianie Lys16 na reszte leucyny podczas kolejnej optymalizacji.

Wysoka wartoscig Tm, a wiec wysoka stabilnoscig termiczng, charakteryzuje
si¢ inhibitor E12, dla ktorego Tm wynosi 48,8°C (Rysunek 42). Taki efekt zamiany
Ser30 na reszte norleucyny moze by¢ spowodowany tworzeniem dodatkowych
oddziatywan w obrebie inhibitora, na przyktad oddzialywan hydrofobowych
z Lys27. Mimo ze wyniki z BLI wskazuja na agregacje tego peptydu w buforze
do eksperymentu, zdecydowano si¢ wprowadzi¢ mutacj¢ Nle30 w nowych
sekwencjach podczas kolejnej optymalizacji ze wzgledu na Kkorzystne
cechy strukturalne E12.

Peptyd E14, podobnie jak peptyd wyjsciowy EI1, wykazuje wyzsza
temperatury topnienia niz E12 wynoszace odpowiednio 48,8°C dla E12 i 52,8°C
dla E14. Jednak ksztalt krzywych denaturacji E1 i E14 sugeruje, ze proces

rozfaldowywania si¢ tych minibiatek rozpoczyna si¢ w nizszych temperaturach niz
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w przypadku E12 (Rysunek 32 i 42). Ponadto, wartos¢ Kp oraz ilo$¢
niezdysocjowanego kompleksu wskazuja, ze peptyd E14 wykazuje aktywnos$¢
na poziomie podobnym do peptydu wyjsciowego E1 (Tabela 7). Substytucja
obecna w peptydzie E14, czyli zamiana Leul2 na reszt¢ norleucyny, nie zostala
wprowadzona w zadnym z peptydéw z nowej grupy inhibitorow podczas
kolejnej optymalizaciji.

Mutacje wystepujace w peptydach E7 i E9 prowadzity do spadku stabilnosci
konformacyjnej, o czym $§wiadczy liniowy ksztatt ich krzywych denaturacji
termicznych (Rysunek 42). Nalezy jednak zauwazy¢, ze analiza modelu
kompleksu inhibitor/PD-L1 oraz kompleksow PD-L1 z innymi inhibitorami
1 naturalnym partnerem wigzania PD-1, wskazuja na duzy potencjal tych mutacji.
Modyfikacja wprowadzona w inhibitorze E7, polegajaca na zamianie Aspl7
na reszte leucyny, moze zapewnia¢ hydrofobowe oddziatywania z pp..1Alal21.
Z kolei, mutacja wystepujaca w sekwencji peptydu E9, czyli zamiana Glu3l na
reszt¢ izoleucyny, zapewnia hydrofobowe oddziatywania z reszta pp.L1TYr56
znajdujaca si¢ w obrebie jednej z hydrofobowej kieszeni. Taki rodzaj oddziatywan
z pp-11Alal121 oraz pp-1Tyr56 wystepuje w przypadku oddziatywania PD-L1 z
PD-1, atezolizumabem, avelumabem, durvalumabem, durvalumabem, BMS-200,
BMS-202, BMS-57 oraz BMS-71. W zwigzku z tym modyfikacje wystepujace
w E7 i E9 zostaly wprowadzone w kombinacji z innymi mutacjami W nowych
sekwencjach podczas kolejnej rundy optymalizacji.

Mutacje wprowadzone w peptydach: E8, E10, E11 i E13 nie zostaty wybrane
do wprowadzenie podczas projektowania kolejnej grupy inhibitoréw ze wzgledu
na brak kooperatywnego zwijania tych peptydow wykazany przez liniowy ksztalt
krzywej denaturacji. Dodatkowo, analiza ich modeli strukturalnych potgczona
z analizg wynikow uzyskanych poprzez pomiary z wykorzystaniem dichroizmu
kotowego wskazuja, ze mutacje te mogg znaczaco przyczyniac si¢ do destabilizacji
struktury trzeciorzgdowej. Na podstawie tej analizy, mutacje wprowadzone
w inhibitorach E8, E10, E11 i E13 zostaly ocenione jako mniej korzystne niz

mutacje wprowadzone w E7 i E9.
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3.2.2.3. Druga runda optymalizacji w celu zwiekszenia aktywnoSci
hamujacej
3.2.2.3.1. Projektowanie

Druga runda optymalizacji w celu zwigkszenia aktywno$ci hamujacej zostata
przeprowadzona poprzez potaczenie mutacji z poprzedniej grupy (E5-E13)
najkorzystniejszych pod katem stabilizacji struktury trzeciorzgdowej oraz
aktywnosci (Tabela 8). W tej sposob =zaprojektowane zostalo Kkolejne
5 sekwencji inhibitorow (E15-E19).

Minibiatko E15 zostalo zaprojektowane poprzez polaczenie mutacji
z peptydéw E5 i E7. Nastepnie postanowiono przeanalizowaé rowniez wpltyw
potaczenia mutacji E7 i E9 i w ten sposob zaprojektowano sekwencje inhibitora
E16. Dodatkowo, zaproponowano rowniez sekwencje posiadajacg mutacje
wystepujace w E7 i E9 w potaczeniu z mutacjg z minibiatka E5 i w ten sposob
zaprojektowano sekwencje E18. Ponadto, potgczono mutacje wystepujaca
w E5 z mutacjami stabilizujacymi strukture z E12 (E17) i E6 (E19).

Tabela 8. Sekwencje minibiatkowych inhibitorow oddziatywania PD-1/PD-L1.
Pogrubiona, czerwong czcionka zostaly zaznaczone mutacje wprowadzone do minibiatka
El odrdézniajace jego sekwencje od minibiatka wyjsciowego EO. Kolorem zielonym
zostaly oznaczone nowe mutacje odrozniajace sekwencje zaprojektowanych inhibitorow
od sekwencji E1.

Peptyd Sekwencja

) N

1 10 20 30 40 46

EO AFSSE QLARL KREFN ENRYL TERRR QQLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E1l AFSSE QLKKIL KLWEFN KDRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK TWFQN K
E15 AFSSE QLKWL KLWEN KLRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK IWEFQN K
E16 AFSSE QLKKL KLWEFN KLRYL, TEWHR QKLSS ILGLN EAQIK IWFQN K
E17 AFSSE QLKWL KLWEN KDRYL TEWHR QKLSB ELGLN EAQIK IWEFQN K
E18 AFSSE QLKWL KLWFN KLRYL, TEWHR QKLSS ILGLN EAQTIK TIWFQN K
E19 AFSSE QLKWL KLWEFN LDRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK TWFQN K

B = Norleucyna
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3.2.2.3.2. Analiza strukturalna

Analiza widm CD grupy inhibitoréw E15-E19 wskazuje na zachowanie
oryginalnej struktury w przypadku minibiatek E15, E16 i E18. Natomiast dla
peptydow E17 i E19 zaobserwowano spadek intensywnosci eliptycznosci,
co moze wskazywaé¢ na zmniejszenie stabilnosci konformacyjnej na skutek
wprowadzonych mutacji (Rysunek 45). Dodatkowo peptydy E15, E16 i E18
wykazuja wicksza intensywno$¢ intensywnosci eliptycznosci niz peptydy
wyjsciowy E5 co wskazuje na wickszy udziat struktur helikalnych w strukturze
minibiatka, a tym samym stabilizacje struktury trzeciorzedowe;.

Krzywe denaturacji termicznej uzyskane dla inhibitorow E15, E16 i E19
wykazuja korzystne cechy takie jak sigmoidalny ksztalt krzywej oraz wartosci T
zblizone do wartoséci otrzymanej dla peptydu E1. Natomiast wyniki otrzymane
dla peptydow E17 i E18 wykazuje liniowy ksztalt co swiadczy o destabilizacji
trzeciorzgdowej struktury tych minibialek na skutek wprowadzonych mutacji
i uniemozliwia wyznaczenie temperatury topnienia (Rysunek 45).

W zwiazku z uzyskanymi wynikami, peptydy E15 i E16 zostaly wybrane jako
najkorzystniejsze pod katem zachowania struktury wyjsciowego inhibitora E1.

Podczas pomiaréw temperaturowych dichroizmu kotowego obserwowano
wytracanie si¢ wszystkich zsyntetyzowanych inhibitoréow (E15-E19). Wytracanie
obserwowano w kuwecie pomiarowej po przeprowadzonym pomiarze, o sugeruje
agregacje po rozfaldowaniu si¢ biatka, podobnie jak w przypadku peptydow
z poprzedniej grupy.
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Rysunek 45. Widma CD, krzywe denaturacji termicznej oraz wyznaczone temperatury
rozfaldowywania (Tm) dla inhibitoréw. Dodatkowo przedstawiono widma CD peptydow
El, E5, E6, E7 i E9, na podstawie ktorych zaprojektowano sekwencje E15-E19. Wartos$¢
Tmdla E17 i E18 nie zostala wyznaczona ze wzgledu na brak sigmoidalnego ksztattu
krzywej denaturacji i brak mozliwosci dopasowania wynikéw do modelu. Wyniki
pomiarow CD zostaty znormalizowane ze wzglgdu na liczbg reszt aminokwasowych (ang.
mean residue elipticity, MRE).
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3.2.2.3.3. Aktywnos¢ biologiczna

Pomiary z wykorzystaniem BLI oraz HTRF zostaly przeprowadzone
wylacznie dla peptydow, ktorych wyniki CD wskazywaty na kooperatywny proces
zwijania czyli dla E15, E16 i E19.

Otrzymane z pomiarow BLI wartosci Kp dla inhibitoréw E15 i E16 sg nizsze
niz dla struktury wyjsciowej E1, co wskazuje na wigksze powinowactwo do
PD-L1 (Tabela 9). Podobnie, wyniki HTRF potwierdzily aktywno$¢ hamujaca
obu inhibitorow wzgledem oddziatywania PD-1/PD-L1. Dla peptydu E19 nie
wykazano aktywno$ci hamujacej, za$ testy z wykorzystaniem BLI wskazywaty na
agregacje peptydu na powierzchni sensora.

Brak korelacji pomiedzy wynikami uzyskanymi przy pomocy BLI, a HTRF dla
peptydow E16 moze wynika¢ z interakcji peptydu ze skladnikami zestawu
do HTRF co skutkuje zaktoceniem catego pomiaru.

Warto zauwazy¢, ze warto$¢ ilosci niezdysocjowanego kompleksu dla E15 jest
najnizsza ze wszystkich wartosci dotychczas otrzymanych w grupie inhibitoréw

opartych na strukturze domeny ,,engrailed” i wynosi 39,3% (Tabela 9).

Tabela 9. Wartosci statej dysocjacji (Kp) otrzymane z wykorzystaniem BLI oraz ilo$¢
niezdysocjowanego kompleksu i wartosci potowy maksymalnego stezenia hamujacego
(I1Cs0) zmierzone testem HTRF dla minibiatek. Warto$ci Kp zostaty uzyskane z pomiaréw
przy stezeniach: 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50 uM. ,,Agregacja” oznacza tendencj¢ do agregacji
danego peptydu w pomiarach BLI. Pomiary majace na celu otrzymanie wartosci ICsp
przeprowadzono wylacznie dla peptydu E15 przy stgzeniach: 0,005, 0,05, 0,25, 0,5, 5,
7,15, 25, 50 uM, dla pozostatych wartosci ICso nie zostaly zmierzone.

ilo$¢ niezdysocjowanego

Peptyd Ko [uM] kompleksu [%] 1Cso [MM]
[i] =5 um
El 26,8+0,3 55,8 +6,2 3,9+1,0
E15 22,7+0,3 39,3+1,2 3,1+0,5
E16 1,10+ 0,01 90,5+3,1 -
E19 agregacja 107,9+6,2 -
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Peptyd E15 zostal wybrany do przebadania w  testach blokowania
immunologicznego punktu kontrolnego opartego na komorkach. Niestety,
podobnie jak w przypadku peptydu ES5, inhibitor E15 wykazywat niska
rozpuszczalno§¢ w medium komérkowym 1 przeprowadzenie pomiaréw

nie byto mozliwe.

3.2.2.3.4. Wnioski

Inhibitor E16, pomimo wysokiego powinowactwa do PD-L1, co potwierdza
wartos¢ Kp wynoszaca 1,10 pM, oraz korzystnych cech strukturalnych,
wykazywal bardzo niskg zdolno$¢ do hamowania oddziatywania miedzy PD-1
a PD-L1. Tlo§¢ niezdysocjowanego kompleksu przy stezeniu inhibitora rownym
5 uM wynosita 90,5% (Tabela 9). Taki wynik moze wynika¢ z niespecyficznych
interakcji ze sktadnikami zestawu do HTRF lub niespecyficznego oddziatywania
z PD-L1 w miejscach innych niz to, ktére jest przeznaczone do oddziatywania
z PD-1. Z tego powodu inhibitor nie zostal uwzgledniony w kolejnych
etapach optymalizacja.

Peptydy E17, E18 i E19 zostaly odrzucone ze wzgledu na liniowy ksztatt
krzywych denaturacji (E17 i E18), tendencje do agregacji w buforze do pomiaréw
BLI (E19) i brak aktywnos$ci hamujacej w HTRF (E19). Wszystkie te ograniczenia
moga wynikac¢ z niskiej rozpuszczalnosci i sktonnosci do agregacji tych peptydow,
co jest efektem zamiany reszt polarnych na hydrofobowe.

Peptyd E15 wykazywal najnizszg warto$¢ ilosci niezdysocjowanego
kompleksu ze wszystkich inhibitorow w tej grupie, ktora wynosita 39,3%
(Tabela 7). Jedynym inhibitorem o wartosci zblizonej byt E5 (39,8%) na bazie
ktorego E15 zostat zaprojektowany. Warto jednak zaznaczy¢, ze E15 wykazuje
wyzsza stabilno$¢ termiczng niz E5, co objawia si¢ wartoscig Tm réwng 57°C,
podczas gdy dla E5 wynosi ona 40,1°C. Ze wzgledu na te korzystne cechy i brak
tendencji do agregacji w buforze do BLI, zdecydowano si¢ wybra¢ E15
do dalszych badan z wykorzystaniem HTRF, co pozwolito uzyska¢ jego wartos¢

ICs0, wynoszacg 3,1 uM.
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3.2.2.4. Optymalizacja w celu zwiekszenia rozpuszczalnosci
3.2.2.4.1. Projektowanie pierwszej grupy

W zwiazku z agregacja otrzymanych inhibitorow podczas pomiarow
temperaturowych CD oraz w medium komoérkowym przeznaczonym do testow
blokowania immunologicznego punktu kontrolnego opartego na komorkach
(E5 i E15), dla najlepszego inhibitora (E15) przeprowadzono optymalizacje
w celu zwigkszenia rozpuszczalnosci.

W pierwszej grupie (E20-E23) wprowadzono dwa rodzaje mutacji
(Tabela 10 i 11). Pierwszy rodzaj mutacji polegal na substytucji reszt
aminokwasowych w celu osiagnigcia wartoéci punktow izoelektrycznych (pl)
minibiatek zblizonych do tych, ktore wystepuja w przypadku minibiatkowego
inhibitora oddzialywania PD-1/PD-L1 MOPD-1 (PDB ID: 7RJF®), ktérego
pl wynosi 8,30 (E20) lub PD-L1 (PDB ID: 4ZQK?®), ktérego pl wynosi 7,12 (E21,
E23).! Drugi rodzaj mutacji polegal na zamianie reszt aminokwasowych
w pozycjach, ktore zostaly zidentyfikowane przez oprogramowanie The
CamSol**® jako potencjalnie zmniejszajace rozpuszczalno$é czasteczki, na reszty,
ktore miaty zwigkszy¢ rozpuszczalnosci tego fragmentu (E22).

Druga grupa (E24-E30) zostala zaprojektowana poprzez wprowadzenie
wigkszej liczby polarnych reszt na powierzchni minibiatek (Tabele 10 i 11). W
ramach pierwszej strategii (E24—E27), mutacje bazowaty na liczbie grup bocznych
aminokwasow o fadunku dodatnim lub ujemnym w sekwencji minibiatek:
E1 (E24 i E25) oraz EO (E26 i E27). Poniewaz minibiatka EO oraz E1
charakteryzowaly si¢ zwigkszong rozpuszczalno$cia w poréwnaniu do EI5.
Peptydy E24 i E25 zawieraty 10 reszt o tadunku dodatnim i 5 o tadunku ujemnym.
Natomiast peptydy E26 i E27 mialy 9 reszt o tadunku dodatnim i 6 o tadunku
ujemnym. Druga strategia polegala na ogdlnym zwiekszeniu liczby reszt

polarnych na powierzchni inhibitorow (E28-E30). W przypadku peptydu E28,

! Warto$ci pl zostaty obliczone na bazie sekwencji dostepnych w bazie RCSB
PDB uzyskane za pomoca kalkulatora dostepnego na:
https://www.bachem.com/knowledge-center/peptide-calculator/.
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w jego sekwencji byto 12 reszt o tadunku dodatnim i 7 o tadunku ujemnym,
co stanowilo 41,3% reszt w sekwencji posiadajacych formalny tadunek
w fizjologicznym pH. Inhibitor E29 zawieral mniejszg ilo$¢ reszt posiadajacych
tadunek niz E28 tj. 11 o tadunku dodatnim i 5 o tadunku ujemnym, co odpowiadato
34,8% reszt w catej sekwencji, ktore posiadaja tadunek. Ostatni peptyd z tej grupy,
E30, posiadat 8 reszt o tadunku dodatnim i 10 o tadunku ujemnym, co stanowito
39,1% reszt posiadajacych fadunek w jego sekwencji (Tabela 10).

Wszystkie mutacje zostaly wprowadzone wylacznie poza powierzchnig
oddzialywania z PD-L1, ktéora pozostala nienaruszona w celu utrzymania
aktywnosci blokujacych nowo zsyntetyzowanych inhibitorow (Tabela
11, Rysunek 46).

Warto zauwazy¢, ze wigkszos$¢ peptydow charakteryzowala si¢ wartosciag pl
powyzej 7, z wyjatkiem peptydu E30, dla ktorego pI wynosito 5,11 (Tabela 10).
Ponadto, w przypadku peptydow o najwyzszym udziale procentowym reszt
o tadunku w pH fizjologicznym, tj. E28 i E39, oczekiwalo si¢ najwigkszej
rozpuszczalno$ci. Niemniej jednak, wprowadzenie duzej liczby mutacji mogto
prowadzi¢ do destabilizacji struktury trzeciorzedowej, dlatego zastosowano rdzne

strategie projektowania.
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Tabela 10. Podsumowanie procedury projektowania inhibitor6w wraz z ich warto$ciami
pl, liczbg reszt posiadajacych formalny tadunek w fizjologicznym pH — dodatni (+) oraz
ujemny (-) oraz procentowym udziatem tych reszt w calej sekwencji aminokwasowej -
pl zostaly uzyskane za pomoca kalkulatora dostgpnego na:

%P. WartoS$ci

https://www.bachem.com/knowledge-center/peptide-calculator/, z  uwzglednieniem
obecnosci grupy amidowej na koncu karboksylowym.
Peptyd Metoda projektowania pl (+) (-) %P
EO struktura wyjsciowa 10,89 9 6 32,6
El struktura wyjsciowa 10,51 10 5 32,6
E15 struktura wyjsciowa 10,64 4 28,3
E20 pl MOPD-1 9,38 7 6 28,3
E21 pl PD-L1 7,77 7 30,4
E22 The CamSol 10,38 10 5 32,6
E23 pl PD-L1 7,77 6 6 26,1
E24 liczba reszt polarnych E1 10,51 10 5 32,6
E25 liczba reszt polarnych E1 10,51 10 5 32,6
E26 liczba reszt polarnych EO 10,13 9 6 32,6
E27 liczba reszt polarnych EO 10,13 9 6 32,6
E28 zwiekszenie liczby reszt 10,33 12 7 413
polarnych
E29 zwiekszenie liczby reszt 10,62 11 5 348
polarnych
E30 Zw'eks;i)?;ir:'ycz:y reszt 5,11 8 10 391
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Tabela 11. Sekwencje minibiatkowych inhibitorow oddzialywania PD-1/PD-L1.
Pogrubiona, czerwong czcionka zostaty zaznaczone mutacje wprowadzone do minibiatka
El odrdozniajace jego sekwencje od minibiatka wyjsciowego EO0. Kolorem zielonym
zostaly oznaczone mutacje wprowadzone podczas optymalizacji w celu zwigkszenia
aktywnosci hamujacej, kolorem niebieskim - mutacje wprowadzone w celu zwigkszenia
rozpuszczalnos$ci.

Peptyd Sekwencja
N N N
ﬁ'@i 20 0 40 45

EO AFSSE QLARL KREFN ENRYL TERRR QQLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
El AFSSE QLKKL KLWFN KDRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E15 AFSSE QLKWL KLWFN KLRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E20 AFSSE QLKWL ELWFN KLRYL TEWHR QKLSS ELGCLN EAQIE IWFQN K
E21 AFSSE QLKWL ELWFN KLRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIE EWFQN K
E22 AFSSE QLKWL KHWFN KLRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK EWFQN K
E23 AFSSE QLKWL ELWFN KLGYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIE IWFQN K
E24 AFSSE QEKWL KLWFN KLRYL TEWHR KKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E25 AFSSE QLKWL KLWFN KLRYL TEWHR QKLSS ELGLN EDQIK KWFQN K
E26 AFSSE QEKWL KLWFE KLRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E27 AFSSE QLKWL KLWFN KLRYL TEWHR QKLSS ELGLN EEQIK EWFQN K
E28 AFSSE QLKWL KLWFD KLRYL TEWHR KKLSS ELGLN EKQIK EWFDK K
E29 AFSSE QLKWL KLWFD KLRYL TEWHR KKLSS ELGCLN EKQIK IWFQN K
E30 AFSSE QEKWL ELWFD KLRYL TEWHR QKLSS ELGLN EEQIK DWFQD K

Rysunek 46. Wymodelowana struktura kompleksu E15/PD-L1. Kolorem zielonym
zaznaczono reszty aminokwasowe inhibitora wybrane do dalszych modyfikacji w celu
zwigkszenia rozpuszczalnosci
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3.2.2.4.2. Analiza strukturalna pierwszej grupy

Zgodnie z oczekiwaniami widma dichroizmu kotowego nowo otrzymanych
peptydow wskazujg na obecno$¢ w strukturze a-helis, zas wartosci eliptycznosci
sa zblizone do wynikow otrzymanych dla struktur startowych co wskazuje na brak
znaczacych zmian konformacyjnych po wprowadzeniu mutacji (Rysunek 48).

Minibiatka E24 i E30 charakteryzuja si¢ wyzsza intensywnoscig eliptycznosci
w obrebie minimow przy dlugosciach fal 208 i 222 nm, niz pozostate inhibitory
z tej grupy co wskazuje na lepiej zdefiniowane struktury helikalne w strukturze
tych inhibitorow (Rysunek 48).

Podobnie jak w poprzedniej grupie, krzywe denaturacji termicznej (Rysunek
48) otrzymane dla nowo zsyntetyzowanych inhibitorow wskazywaty, poprzez
liniowy ksztalt krzywej denaturacji, na brak kooperatywnego zwijania oraz nizsza
stabilno$¢ konformacyjng cze$ci otrzymanych peptydow (E21-E23, E25,
E27-E30). Przeciwnie, w przypadku minibiatlek E20, E24 i E26, otrzymane
wykresy wykazuja sigmoidalny ksztatt z wigkszym nachyleniem krzywej podczas
widocznego przejscia z formy sfaldowanej do rozfaldowanej biatka. Taki ksztalt
krzywej denaturacji jest typowy dla bialek zwijajacych si¢ kooperatywnie
1 $wiadczy to o wigkszej stabilno$ci peptydow drugiej grupy.

Nalezy zauwazy¢, ze wszystkie minibiatka z mutacjami wprowadzonymi w
obrebie trzeciej helisy (blizej konca karboksylowego), z wyjatkiem peptydu E20,
charakteryzowaly si¢ liniowym ksztattem krzywej denaturacji. Otrzymany wynik
wskazuje na istotng rolg reszt znajdujacych si¢ w obrgbie tej helisy
w  stabilizowaniu = oddziatywan pomiedzy  pozostalymi  strukturami
drugorzedowymi. Minibiatka E24 oraz E26, ktore nie posiadajag mutacji w obrebie
tej helisy wykazuja sigmoidalny ksztatt krzywej denaturacji.

Podczas pomiardéw temperaturowych dichroizmu kolowego obserwowano
wytracanie czesci otrzymanych peptydow: E20, E23 oraz E26—E30. Wytracanie
obserwowano w kuwecie pomiarowej po pomiarze temperaturowym. W zwiazku
z tym kolejne powtorzenia pomiardw temperaturowych CD dawaty wyniki
charakteryzujace si¢ nizszymi warto§ciami eliptycznosci. Ta obserwacja wynika

najprawdopodobniej z braku prawidtowej renaturacji tych minibiatek co oznacza,
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ze wraz ze spadajaca temperatura nie wracaja one, po denaturacji, do swojej
pierwotnej formy sfaldowanej. Nie zaobserwowano wytragcania W przypadku
peptydow: E21, E22, E24 i E25. Dla tych minibiatek pomiar temperaturowy CD
byl powtarzany trzykrotnie i za kazdym razem otrzymano takie same krzywe
denaturacji co $wiadczy o braku tendencji do wytracania tych peptydéw podczas
pomiarow (Rysunek 47). Wsrod zsyntetyzowanych w tej grupie peptydow tylko
peptyd E24 stanowit potgczenie obu wiasciwosci: braku tendencji do agregacji
podczas pomiaréw temperaturowych CD oraz wystgpowanie sigmoidalnego

ksztattu krzywej denaturacji.
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Rysunek 47. Poréwnanie trzech pomiarow krzywej denaturacji CD prowadzonych w tej
samej kuwecie, jeden za drugim dla peptydow, dla E24 i E31. Otrzymane krzywe dla
peptydu E24, ktory nie wykazuje tendencji do wytracania podczas pomiarow naktadaja si¢
na siebie, co $wiadczy o prawidlowym procesie renaturacji, przeciwnie do krzywych dla
peptydu E31
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Rysunek 48. Widma CD, krzywe denaturacji termicznej oraz wyznaczone temperatury
rozfaldowywania (Tm) dla inhibitoréw. Dodatkowo przedstawiono widma CD peptydéw
EO i E15 na podstawie ktorych zaprojektowano sekwencje E20—-E30. Wartosci Tm dla
E21-E23, E25, E27-E30 nie zostaly wyznaczone ze wzglgdu na brak sigmoidalnego
ksztattu krzywej denaturacji, a tym samym brak mozliwosci dopasowania wynikow do
modelu. Wyniki pomiaréw CD zostaly znormalizowane ze wzgledu na liczbe reszt
aminokwasowych (ang. mean residue elipticity, MRE)
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3.2.2.4.3. Aktywnos¢ biologiczna pierwszej grupy

Pomiary z wykorzystaniem BLI oraz HTRF zostaly przeprowadzone
wylacznie dla peptydow, ktorych wyniki CD wskazywaty na kooperatywny proces
zwijania czyli dla E20, E24 i E26.

Dla otrzymanych peptydow przeprowadzono analiz¢ kinetyki oddziatywania z
PD-L1 z wykorzystaniem metody BLI w celu wyznaczenia statych dysocjacji
(Kp). Dla wszystkich analizowanych peptydéw otrzymano wartosci Kp nizsze niz
dla peptydu wyjsciowego E15, ktorego wartos¢ Kp wynosi 23 uM (Tabela 12).

Wyniki otrzymane z wykorzystaniem metody HTRF wskazuja na brak lub
bardzo niska aktywno$§¢ hamujaca wszystkich otrzymanych peptydow przy
stezeniu 5 uM (Tabela 12).

Tabela 12. Wartosci statej dysocjacji (Kp) otrzymane z wykorzystaniem BLI oraz ilos¢
niezdysocjowanego kompleksy i wartosci potowy maksymalnego stezenia hamujacego
(I1Cs0) zmierzone testami HTRF dla inhibitorow. Warto$ci Kp zostaty uzyskane z pomiaréw
przy stezeniach: 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50 pM.

ilo$¢ niezdysocjowanego

Peptyd Ko [uM] kompleksu [%] 1Cso [UM]
[i] =5 uM
El 26,8%0,3 55,8+6,2 3,9+1,0
E15 22,7%0,3 39,3+1,2 3,1+0,5
E20 12,5+0,1 91,6 +3,7 -
E24 15,0+0,1 98,8 5,2 -
E26 0,84 + 0,04 118,4+2,3 -

112



3.2.2.4.4. Projektowanie drugiej grupy

Kolejne sekwencje (E31-E33) zostaly zaprojektowane na bazie wynikow
otrzymanych w pierwszej grupie (Tabela 13). Wartosci pl wszystkich
zaprojektowanych inhibitoréw wynosza powyzej 10, podobnie do peptydow
wyjsciowych EQ i E1, za$ procentowy udziatu reszt polarnych w sekwencji wynosi
powyzej 34%. Sekwencje wszystkich inhibitorow w tej grupie bazowaty
na sekwencji peptydu E24, ktory wykazywat zwigkszong rozpuszczalnosc,
korzystne cechy strukturalne oraz powinowactwo wzgledem PD-L1. W przypadku
peptydu E31, zostata wprowadzona mutacja wyst¢pujaca w E26, ktory wykazywat
wysoka aktywno$¢ oraz kooperatywne zwijanie. W E32 dodatkowo wprowadzono
dodatnio natadowana reszt¢ lizyny w pozycji 15. Zas w E33 dotaczone zostato
8 reszt wystepujacych w oryginalnym minibiatku ENH, o ktére zostalo skrocone

podczas projektowania pierwszej grupy inhibitorow (Tabela 14).

Tabela 13. Podsumowanie procedury projektowania inhibitorow wraz z ich warto$ciami
pL, liczba reszt posiadajacych formalny tadunek w fizjologicznym pH — dodatni (+) oraz
ujemny (-) oraz procentowym udziatem tych reszt w catej sekwencji aminokwasowej -
%P. Wartosci pl =zostaly uzyskane za pomoca kalkulatora dostepnego na:
https://www.bachem.com/knowledge-center/peptide-calculator/, z  uwzglednieniem
obecnosci grupy amidowej na koncu karboksylowym.

Peptyd Metoda projektowania pl (+) (-) %P
EO struktura wyjsciowa 10,89 9 6 32,6
El struktura wyjsciowa 10,51 10 5 32,6
E15 struktura wyjsciowa 10,64 9 4 28,3
E31 na bazie E24 i E26 10,29 10 6 34,8
E32 na bazie E24 i E26 z resztg lizyny 10,62 11 5 34,8

na bazie E24 i E26 z resztg lizyny
E33 .oraz dodatkowe 8 re.szt . 11,34 14 5 352
aminokwasowych z oryginalnej

sekwencji ENH
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Tabela 14. Sekwencje minibiatkowych inhibitoréw oddziatywania PD-1/PD-L1.
Pogrubiona, czerwong czcionka zostaty zaznaczone mutacje wprowadzone do minibiatka
El odrdozniajace jego sekwencje od minibiatka wyjsciowego EO0. Kolorem zielonym
zostaly oznaczone mutacje wprowadzone podczas optymalizacji w celu zwigkszenia
aktywnosci hamujacej, kolorem niebieskim - mutacje wprowadzone w celu zwigkszenia
rozpuszczalnos$ci.

Peptyd Sekwencja

[ T T 1

1 10 20 30 40 46
EO AFSSE QLARL KREFN ENRYL TERRR QQLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
El AFSSE QLKKL KLWFN KDRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E15 AFSSE QLEWL KLWFN KLRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E31 AFSSE QEEKWL KLWFE KLRYL TEWHR KKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E32 AFSSE QEKWL KLWFK KLRYL TEWHR KKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E33 RPRT AFSSE QEKWL KLWEFN KLRYL TEWHR KKLSS ELGLN EAQIK IWFQN KRAKI
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3.2.2.4.5. Analiza strukturalna drugiej grupy

Widma CD peptydow E31-E33 wykazaly, ze wszystkie trzy nowo
zsyntetyzowane inhibitory, zgodnie z zatozeniami posiadajg strukture helikalng,
najwicksza intensywno$cig eliptycznosci charakteryzowal si¢ peptyd E33
(Rysunek 49). Jednak krzywa denaturacji tego peptydu wykazata liniowy ksztatt.
Przeciwnie, otrzymane dla minibiatek E31 i E32 krzywe denaturacji wykazuja
sigmoidalny ksztalt oraz wysoka stabilno$¢ termiczng scharakteryzowana przez
warto$ci Tm wynoszace ok. 64°C. Wytracania peptydu w trakcie pomiaréw
temperaturowych CD obserwowano w przypadku peptydu E31, nie obserwowano
za§ w przypadku minibiatek E32 i E33. Totez, tylko peptyd E32 stanowit
polaczenie obu wlasciwosci: braku tendencji do agregacji podczas pomiaréw
temperaturowych  CD  oraz  wystgpowanie  sigmoidalnego  ksztattu

krzywej denaturacii.
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Rysunek 49. Widma CD, krzywe denaturacji termicznej oraz wyznaczone temperatury
rozfaldowywania (Tm) dla inhibitorow. Dodatkowo przedstawiono widma CD peptydow
EO, E15, E24 i E26, na podstawie ktorych zaprojektowano sekwencje E31-E33. Wartosc
Tmdla E33 nie zostala wyznaczona ze wzgledu na brak sigmoidalnego ksztattu krzywej
denaturacji, a tym samym brak mozliwosci dopasowania wynikow do modelu. Wyniki
pomiardéw CD zostaty znormalizowane ze wzgledu na liczbe reszt aminokwasowych (ang.
mean residue elipticity, MRE).
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3.2.2.4.6. Aktywnos¢ biologiczna drugiej grupy

Pomiary z wykorzystaniem BLI oraz HTRF zostaly przeprowadzone
wylacznie dla peptydow, ktorych wyniki CD wskazywaty na kooperatywny proces
zwijania czyli dla E31 i E32 (Tabela 15).

Wyniki otrzymane z wykorzystaniem BLI wskazujg na powinowactwo
wzglgdem PD-L1 obu peptydow, jednak tylko E32 wykazuje powinowactwo
wyzsze niz peptydy wyjsciowe poprzez warto$¢ Kp wynoszaca
12 uM (Tabela 15).

Podobnie do wynikoéw otrzymanych poprzez HTRF dla peptydow EZ20,
E24 i E26, inhibitory nie wykazuja (E31) lub wykazujg bardzo staba (E32)
aktywno$¢ hamujaca wzgledem ukladu PD-1/PD-L1 w stezeniu 5 uM
(Tabela 15). Wartos¢ ilosci niezdysocjowanego kompleksu dla peptydu E32
wynosi 83% i jest znacznie wyzsza niz wartosci otrzymane dla peptydow

wyjsciowych wynoszace 56% i 39% dla odpowiednio E1 i E15.

Tabela 15. Wartosci statej dysocjacji (Kp) otrzymane z wykorzystaniem BLI oraz ilos¢
niezdysocjowanego kompleksy i wartosci potowy maksymalnego stezenia hamujacego
(1Cs0) zmierzone testami HTRF dla inhibitorow. Warto$ci Kp zostaty uzyskane z pomiaréw
przy stezeniach: 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50 puM. Oznaczenie ,,-,, oznacza, ze pomiary dla
danego peptydu nie zostaly przeprowadzone..

ilo$¢ niezdysocjowanego

Peptyd Ko [uM] kompleksu [%] ICso [UM]
[i] =5 uMm

El 26,8+0,3 55,8 +£6,2 3,9+1,0
E15 22,7+0,3 39,3+1,2 3,1+£0,5
E20 12,5+0,1 91,6 £3,7 -
E24 15,0+0,1 98,8 5,2 -
E26 0,84 £ 0,04 118,4+2,3 -
E31 28,4+0,3 122,4 + 15,8 -
E32 12,0£0,1 83,3+7,5 -
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3.2.2.4.7. Aktywnosé biologiczna w pH 6.9

Udany proces optymalizacji sekwencji, w celu zwigkszenia rozpuszczalno$ci
skutkowal otrzymaniem dwoch obiecujacych peptydow E24 i E32, ktore
wykazywaly polaczenie korzystnych cech strukturalnych oraz aktywnosci
biologicznej.  Optymalna rozpuszczalno$¢ obu  peptydow  pozwolita
na przeprowadzenie testow blokowania immunologicznego punktu kontrolnego
opartego na komorkach® i wyznaczenie potowy maksymalnego stezenia
efektorowego (ang. half maximal effective concentration, EC50) dla inhibitoréw
E24 oraz E32 (Rysunek 50).

Ze wzgledu na rozbiezne wyniki w standardowym $rodowisku hodowli
komorek przeprowadzono analize wptywu pH medium na przezywalno$¢ komorek
oraz aktywno$¢ inhibitoréw. Warto zauwazy¢, ze medium RPMI 1640 z
L-glutaming, uzywane do hodowli komérkowej w tym eksperymencie, zawiera
buforujacy wodorowegglan sodu. W $rodowisku hodowli komorek, ktore bylo
utrzymywane przy 5-10% CO2, pH jest stabilne i wynosi 7.4. Jednak poza
inkubatorem do hodowli komorek, gdzie wystepuje obecnos¢ tlenu w powietrzu,
pH podnosi si¢ do okolo 8.4. Jest to najprawdopodobniej przyczyng rozbieznych
wynikow. Badania przeprowadzone przez dr. Lukasza Skalniaka wykazaty,
ze komorki przezywaja w pH 6.8 lub wyzszym, dlatego eksperymenty zostaly
ostatecznie przeprowadzone w pH 6.9.

Zastosowanie pH 6.7-7.1 do pomiar6w jest uzasadnione, poniewaz jest to
zakres zewnatrzkomorkowego pH komorek nowotworowych,! w ktorym majg
docelowo dziata¢ projektowane inhibitory.

Otrzymane wyniki wskazuja na brak cytotoksycznych wlasciwosci
otrzymanych inhibitorow oraz wysokg aktywno$¢ hamujaca oddziatywania

PD-1/PD-L1 o warto$ciach ECso réwnych 5,1 uM dla E24 1 3,9 uM dla E32.

¥ Testy blokowania immunologicznego punktu kontrolnego opartego na
komorkach zostaty wykonane przez dr hab. Lukasza Skalniaka z Zespotu Chemii
Bioorganicznej i Medycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego.
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Rysunek 50. Wyniki testu blokowania immunologicznego punktu kontrolnego opartego
na komorkach dla E24 i E32.

W zwiazku z poczynionymi obserwacjami, przeprowadzono badania
aktywnos$ci biologicznej z wykorzystaniem BLI i HTRF w obnizonym
pH wynoszacym 6.9.

Badania aktywnos$ci inhibitorow E24 oraz E32 z wykorzystaniem BLI
wskazaly na wigksze powinowactwo do PD-L1 w nizszym pH w przypadku obu
inhibitorow. Dla peptydu E24 otrzymano warto$ci Kp rowne 121,5 nM w pH 6.9
oraz 15,0 uM w pH 7.4, za$ dla peptydu E32 warto$ci wynosity 63,5 nM w pH 6.9
oraz 12,0 yM w pH 7.4.

. E24 v E32
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Rysunek 51.Wyniki BLI dla inhibitorow E24 oraz E32.

118



Badania zdolnosci hamujacej oddziatywanie PD-1/PD-L1 przez inhibitory E24
i E32 z wykorzystaniem HTRF (Rysunek 52) potwierdzaja zdolno$¢ obu
inhibitorow do blokowania oddziatywania w pH 6.9 scharakteryzowana
warto$ciami  ICso  wynoszacymi  odpowiednio: 29,2 uM dla E24
oraz 18,5 uM dla E32.
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Rysunek 52. Wyniki HTRF dla E24 i E32.

Otrzymane wyniki wskazuja na zwigkszong aktywno$¢ badanych inhibitorow
w srodowisku o nizszym pH, ktoére wynosi 6,9. Warto zaznaczy¢, ze zbyt wysokie
pH, takie jak 7.4, moze niekorzystnie wplywac na rozpuszczalno$¢ inhibitorow
oraz proces ich zwijania, co z kolei ma wplyw na ich strukture trzeciorzedows.

To z kolei moze skutkowa¢ spadkiem aktywnosci inhibitorow.
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3.2.2.4.8. Wnioski

Zaproponowana strategia optymalizacji rozpuszczalno$ci inhibitorow
oddziatywania PD-1/PD-L1 opartych o struktur¢ ENH, pozwolita na otrzymanie
peptydow o zwickszonej rozpuszczalnosci oraz przeprowadzenie testow
blokowania immunologicznego punktu kontrolnego opartego na komoérkach. Testy
te dotyczyly reaktywacji modelowych komoérek limfoidalnych linii Jurkat
i wykazaty, ze dwa z otrzymanych inhibitorow, E24 i E32, prowadzity do
przywrocenia ich aktywno$ci w obnizonym pH 6.9. Otrzymane warto$ci ECsp
wynosity odpowiednio: 5,1 uM dla E24 i 3,9 uM dla E32.

Otrzymane wartos$ci charakteryzujace zdolnos¢ otrzymanych inhibitorow do
hamowania oddziatywania PD-1/PD-L1 sg porownywalne do wartosci ICso
jedynego dotad opublikowanego minibiatkowego inhibitora oddzialywania
PD-1/PD-L1, MOPD-1, ktéra wynosi 3,3 uM.%! Jednakze nalezy zauwazy¢,
ze trzeciorzedowa struktura MOPD-1 jest stabilizowana przez wigzania
kowalencyjne, a doktadnie przez wystgpowanie trzech mostkow disiarczkowych.
W przeciwienstwie do tego, struktury prezentowanych w tej pracy inhibitoréw
sg stabilizowane wylacznie przez hydrofobowy rdzen. Warto podkreslic,
ze dotychczas nie zostaty opublikowane inhibitory oddziatywania PD-1/PD-L1
o charakterze minibiatek stabilizowanych przez hydrofobowy rdzen, ktore
wykazywalyby aktywno§¢ porownywalng z inhibitorami przedstawionymi
w tej pracy.

Warto zauwazy¢, ze peptydy E24 i E32 nie charakteryzowaty si¢ najwigkszym
procentowym udziatem reszt posiadajgcych tadunek w sekwencji aminokwasowej
(Tabela 10, Tabela 13). Peptyd E24 zawieral taka samg ilo§¢ reszt o tadunku
dodatnim i ujemnym jak peptyd wyjsciowy E1 i to wtasnie dzigki tej strategii udato
si¢ otrzymac peptyd o zwigkszonej rozpuszczalno$ci przy zachowaniu podobne;j
aktywnos$ci. Peptyd E32 opierat si¢ na mutacjach wprowadzonych w E24
tj. wprowadzenie reszt Glul2 oraz Lys26. Miejsce dodatkowej mutacji, ktora
umozliwita uzyskanie peptydu, zachowujacego stabilno$¢, wykazujacego wyzsze
powinowactwo do celu molekularnego 1 wyzsza aktywno$¢ hamujaca

oddziatywanie PD-1/PD-L1 niz E24, zostalo wybrane na podstawie analizy

120



peptydu E26. Chociaz charakter mutacji jest inny, gdyz w sekwencji peptydu E26
wprowadzono reszte Glul5, ktéra w E32 zostala zastapiona przez Lys15, to dzigki
badaniom peptydu E26 zidentyfikowano odpowiednig pozycj¢ w sekwencji, gdzie
mutacja nie prowadzita do znaczacej destabilizacji struktury.

Peptyd E32 zostal wybrany do kolejnej rundy optymalizacji ze wzgledu na jego
korzystne cechy. Inhibitor ten charakteryzowat si¢ sigmoidalnym ksztaltem
krzywej denaturacji, brakiem precypitacji podczas pomiarow temperaturowych
CD, wysokim powinowactwem do PD-L1 scharakteryzowanym przez warto$¢ Kp
wynoszacg 12 uM w pH 7.4 oraz zdolnoscig do reaktywacji modelowych komorek

limfoidalnych linii Jurkat opisana wartoscig ECsorowng 3,9 uM.
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3.2.25. Trzecia runda optymalizacji w celu zwigkszenia aktywnoSci
hamujacej
3.2.25.1. Projektowanie

Trzeci etap procesu optymalizacji, majacy na celu zwigkszenie aktywnos$ci
hamujacej, polegat na polaczeniu danych uzyskanych podczas wczesniejszych
optymalizacji, ktére mialy na celu zwigkszenie aktywnosci i rozpuszczalnosci
inhibitorow. Wszystkie zaprojektowane inhibitory zachowaly mutacje
z minibiatka E32 oraz posiadaly pojedyncze mutacje majace na celu zwigkszenie
ich aktywnosci (Tabela 16). Projektowanie opierato si¢ o dwa podejscia.

Pierwsze podejscie polegalo na zamianie polarnej reszty Glu3l na resztg
niepolarna, ze wzgledu na potozenie reszt Glu31 w drugiej hydrofobowej kieszeni
w okolicy pp1Tyr56. Ten rodzaj mutacji byt juz wprowadzony w przypadku
peptydow E9, E16 i E18, w ktorych w tej pozycji znajdowata si¢ reszta
izoleucyny. Inhibitory E9, E16 i E18 wykazywaly niekorzystne cechy
strukturalne, charakteryzujace sie liniowym ksztattem krzywej denaturacji. Jednak
wprowadzenie tej mutacji do bardziej stabilnego rusztowania, cechujacego sie
wieksza rozpuszczalnoscia, takiego jak E32, wydaje si¢ wysoce obiecujace.

Dlatego w tej pozycji wprowadzono resztg izoleucyny (E34) oraz jako alternatywe

reszte norleucyny (E36, Rysunek 53).

Rysunek 53. Mutacja wprowadzona w E36 w celu zwiekszeni aktywnosci inhibitora.
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Drugie podejscie polegato na zamianie Trp9 na mniejszg reszte fenyloalaniny,
aby zmniejszy¢ odleglto$§¢ pomiedzy powierzchniag a celem oraz uzyskaé
powierzchnie, ktore $cislej do siebie przylegaja (E35, Rysunek 54).
Warto zauwazy¢, ze fenyloalanina w tej pozycji moze zapewni¢ te same

oddzialywania z celem molekularnym, pomimo mniejszego rozmiaru.

Rysunek 54 Mutacja wprowadzona w E35 w celu zwigkszeni aktywno$ci inhibitora.

Tabela 16. Sekwencje minibiatkowych inhibitoréw oddziatywania PD-1/PD-L1. Kolorem
niebieskim zostaty oznaczone mutacje majace na celu zwigkszenie aktywnosci, kolorem
zO6ttym modyfikacje poza miejscem oddziatywania prowadzace do zwigkszenia
rozpuszczalnos$ci.

Peptyd Sekwencja

1 10 20 30 40 46
E1l AFSSE QLKKL KLWFN KDRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQTIK TIWFQON K
E15 AFSSE QLKWL KLWEFN KLRYL TEWHR QKLSS ELGLN EAQTK TWFQON K
E32 AFSSE QEKWL KLWFK KLRYL TEWHR KEKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E34 AFSSE QEKWL KLWFK KLRYL TEWHR KKLSS ILGLN EAQTK TWFQN K
E35 AFSSE QEKFL KLWFK KLRYL TEWHR KKLSS ELGLN EAQIK IWFQN K
E36 AFSSE QEKWL KLWFK KLRYL TEWHR KKLSS BLGLN EAQTK TWFQON K
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3.2.2.5.2. Analiza strukturalna

Analiza strukturalna minibialek E34-E36 z wykorzystaniem CD wykazata
obecnos¢ minimow charakterystycznych dla wystepowania a-helis (Rysunek 55).
Warto zaznaczy¢, ze eliptyczno$¢ widm CD dla wszystkich peptydow jest wyzsza
niz dla peptydu wyjsciowego E32.

W zwiazku z tym mozna wnioskowaé, ze wprowadzone mutacje mialy
korzystny wplyw na stabilno$¢ konformacyjng helis zawartych w strukturach
inhibitorow. Dodatkowo, peptydy E35 i E36 wykazuja sigmoidalny ksztalt
krzywej denaturacji, co potwierdza, ze struktury te charakteryzuja sie, zgodnie
z oczekiwaniami, kooperatywnym zwijaniem. Jednak niekorzystnym efektem
wprowadzonych mutacji jest tendencja do wytragcania podczas pomiaréw
temperaturowych dla inhibitorow E34 i E35. Tendencja ta nie zostala
zaobserwowana dla peptydu E36, ktory dodatkowo charakteryzuje si¢ najwyzsza
eliptycznoscia na widmie CD. Niestety, inhibitor E36 cechuje si¢ niska warto$cia

T rowna 31,6°C.
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Rysunek 55. Widma CD, krzywe denaturacji termicznej oraz wyznaczone temperatury
rozfaldowywania (Tm) dla inhibitorow. Dodatkowo przedstawiono widma CD oraz
warto$ci Tm peptydow E1, E15 i E32 na podstawie ktorych zaprojektowano sekwencje
E34-E36. Wartosc Trmdla E34 nie zostaly wyznaczone ze wzgledu na brak sigmoidalnego
ksztattu krzywej denaturacji, a tym samym brak mozliwosci dopasowania wynikow do
modelu. Wyniki pomiaréow CD zostaly znormalizowane ze wzgledu na liczbg reszt
aminokwasowych (ang. mean residue elipticity, MRE)
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3.2.25.3. Aktywnos¢ biologiczna

Analiza powinowactwa do celu molekularnego z wykorzystaniem techniki BLI
wskazuje, ze wszystkie trzy peptydy z tej grupy wykazuja wyzsze powinowactwo
do celu molekularnego w poréwnaniu do struktur wyjsciowych E1, E15 i E32
(Tabela 17). Dla nowych inhibitorow uzyskano nastepujace wartosci Kp: 8,25 uM
dlaE34,4,54 uM dla E351 6,13 uM dla E36, podczas gdy dla najlepszego peptydu
wyjsciowego E32 warto§¢ Kp wynosi 12,0 puM. Te wyniki potwierdzaja
skuteczno$¢ zastosowanej strategii projektowania. Najnizsza wartoscia Kp
charakteryzuje si¢ peptyd E35, w ktorym reszta Trp9 zostata zamieniona na reszte
fenyloalaniny. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac,
ze wprowadzenie mniejszej reszty o podobnych witasciwosciach spowodowato,
zgodnie z zalozeniami, zmniejszenie odlegto$ci miedzy inhibitorem a celem
molekularnym, co przyczynito si¢ do tworzenia bardziej szczelnego miejsca
oddziatywania migdzy obiema powierzchniami.

Wyniki otrzymane w testach HTRF wskazuja na brak Ilub bardzo niska
aktywno$¢ hamujaca otrzymanych inhibitorow. Moze to wynika¢, podobnie jak
w przypadku poprzedniej grupy, ze zbyt wysokiego pH buforu uzywanego
w eksperymencie. Zbyt wysokie pH moze wplywaé na rozpuszczalnosé
inhibitorow oraz na proces zwijania minibiatek, co z kolei determinuje
ich strukture trzeciorzedowa.

Peptyd E36 wykazuje najbardziej obiecujgce cechy w poréwnaniu do innych
peptydow z tej grupy. Niemniej jednak, istnieje potrzeba przeprowadzenia

optymalizacji tego peptydu w celu zwigkszenia jego stabilno$ci termiczne;.
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Tabela 17. Wartosci statej dysocjacji (Kp) otrzymane z wykorzystaniem BLI oraz ilo$¢
niezdysocjowanego kompleksy i wartosci potowy maksymalnego st¢zenia hamujacego
(ICs0) zmierzone testami HTRF dla minibiatek. Przedstawiono wartosci Kp wyliczone
z zestawu pomiaréw dla roztworow o stgzeniach inhibitora: 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50 uM.

ilo$¢ niezdysocjowanego

Peptyd Ko [pM] kompleksu [%] 1Cso [UM]
[i]1 =5 uM

El 26,8+0,3 55,816,2 3,9+1,0
E15 22,7+0,3 39,3+1,2 3,1+0,5
E32 12,0+0,1 83,375 -
E34 8,25+ 0,07 90,5+6,2 -
E35 4,54 + 0,04 92,8+4,7 -
E36 6,13 + 0,05 86,6 +2,2 -
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3.3. Minibialka zawierajace a- i p-aminokwasy zaprojektowane

de novo

Druga cz¢$¢ niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczy projektowania minibiatek
zawierajagcych a- i B-aminokwasy. Ze wzgledu na ich korzystne wihasciwoscei,
a,B-peptydy zostaty zidentyfikowane jako atrakcyjne rusztowania do budowy
zwigzkow o aktywnosci biologicznej. Badania wykazaly, ze wlaczenie
konformacyjnie usztywnionych B-aminokwaséw do sekwencji aminokwasowej
powoduje wzrost stabilno$ci otrzymanych peptydéw w poréwnaniu z wariantami
zawierajacymi wylacznie a-aminokwasy. Dodatkowo, wiaczenie f-aminokwasow
zmnigjsza podatno$¢ peptydow na proteolityczne cigcie, co moze korzystnie
wptyna¢ na ich potencjat jako lekow. W projekcie wykorzystano glownie
cykliczny B-aminokwas trans-ACPC (kwas trans-2-
aminocyklopentanokarboksylowy, Rysunek 56), oparty na strukturze
cyklopentanu, ktory jest konformacyjnie usztywniony i1  indukuje

zwijanie helisy.®

Rysunek 56. Wzor strukturalny kwasu trans-2-aminocyklopentanokarboksylowego
(trans-ACPC)

Dotychczas nie zostaly opisane peptydowe inhibitory oddziatywania
PD-1/PD-L1 zawierajace a- i P-aminokwasy. Totez o,B-peptydy wydajg si¢
obiecujgcymi kandydatami na nowa grupe inhibitorow

oddziatywania PD-1/PD-L1.
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3.3.1. Rusztowania zawierajace trzy reszty p-aminokwasowe
3.3.1.1L Projektowanie de novo

Do projektowania pierwszego rusztowania wybrano topologie EEHEE, gdzie
'E' oznacza B-ni¢, a '"H' — helise. Jako konformacj¢ tancucha gléwnego wybrano
konformacj¢ opublikowanego minibiatka stabilizowanego przez hydrofobowy
rdzen 5UP1 (PDB ID: 5UP1!%), Powierzchnia zbudowana przez antyréwnolegly
B-kartke w strukturze tego minibiatka wydaje si¢ idealnym kandydatem
do p6zniejszego projektowania inhibitorow oddziatywania PD-1/PD-L1.

Pierwszym krokiem w projektowaniu rusztowania bylo zastapienie o-helisy
helisg zawierajacg a- i f-aminokwasy o motywie afocafaaf, gdzie ‘o’ oznacza

a-aminokwas, a 'B' — trans-ACPC (Rysunek 57).

Rysunek 57. Schemat przedstawiajacy strategie wlaczenia helisy zawierajacej
a- i B-aminokwasy do minibiatkowego rusztowania. Wiaczona zostata helisa o motywie
afacofoap (o — a-aminokwas, p — trans-ACPC).

Nastepnie zaprojektowano hydrofobowy rdzen stabilizujacy strukture
trzeciorzgdowg minibiatka. Zaproponowano zbudowanie hydrofobowego rdzenia
gléwnie z aromatycznych reszt tryptofanu, fenyloalaniny 1 tyrozyny.
Reszty te wprowadzono w pozycjach: 3, 5, 7, 14, 35, 37, 42 i 44, ktore w modelu
byty skierowane do wnetrza rdzenia (Rysunek 58). W oddziatywania
hydrofobowe w rdzeniu zaangazowane sa rowniez reszty trans-ACPC w pozycjach

20, 24 i 27, skierowane do s$rodka struktury (Rysunek = 57).
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Dodatkowo w hydrofobowych oddziatywaniach stabilizujacych trzeciorzedowa
struktur¢ rusztowan moze bra¢ roéwniez udzial Prol7. Taki dobor reszt pozwala
na wypehienie hydrofobowego rdzenia oraz zapewni liczne mozliwosci

oddziatywa hydrofobowych takich jak n-m czy n-alkil.

Rysunek 58. Wymodelowana struktura K7 z zaznaczonymi resztami tworzacymi
hydrofobowy rdzen minibiatka.

Dobor pozostatych reszt aminokwasowych oraz wybor najkorzystniejszych
reszt budujacych hydrofobowy rdzen zostal przeprowadzony za pomoca protokotu
FastDesign oprogramowania Rosetta.

Osiem sekwencji 0 najlepszej ocenie (ang. score) zostalo wybranych
do dalszych badan (Tabela 18). Warto zauwazy¢, ze struktura 5UP1 zostata
wykorzystane jedynie do utworzenia konformacji tancucha gtownego do dalszych
modyfikacji i zostata dodatkowo skrocona o 19 reszt aminokwasowych z konca
aminowego (gdzie znajdowat si¢ miedzy innymi znacznik histydylowy).

Najwyzszy procent identyczno$ci miedzy sekwencja minibiatka SUPI,
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a sekwencja rusztowania wynosi jedynie 15% (Tabela 19), a wigc zaprojektowane
minibiatka mozna uzna¢ za nowe sekwencji, zaprojektowanie de novo.
Tabela 18. Sekwencje minibiatek zaprojektowanych de novo. Kolorem niebieskim zostaty

oznaczone reszty budujace hydrofobowy rdzen stabilizujacy trzeciorzedowsa strukture
minibiatek.

Peptyd Sekwencja

s e meE

‘1 ll[] ZIO 3b 4‘0 4‘6
K1 EPYIF FFDKK IYIYR NPDEX KRNXK KXGEK NNGGF KYDGK IFYFI K
K2 PPYVE FYDKY IYYEFS NPKDX ASSXS SXASS SNGNY SEFSGS IFIFI S
K3 QPFIW YYPKY IFSYD EPDSX SKSXE SXASS HNGDF LFSGY DFIWL G
K4 PPFIY FWSKY IYLYD SPDSX AKSXS SXASS SNGNY SYDGS IFIWL G
K5 PPWIW YYSKY IYYYS SPDSX AKSXE SXASS HNGSY SFSGS NFFFS K
K6 EKYIW FEFDKK ILYYD NPDDX KREXK DXADK NNGNY LYDGK NFIYL K
K7 EPFIF YFDKK IDYYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF NEFNGA IFIWG R

X=

;ﬁf \N\\\\\ %

H
o

Tabela 19. Dopasowanie sekwencji minibiatek K1-K8 oraz 5UP1, pokolorowane wedtug
procentu identycznoSci.

‘ : ‘ 30 ‘ 30 ‘ 10 ‘
5UP1/1-45HMTTVKLGD I KVTFDNPEKAKKYAQKLAKIYQLTVHVHEGDT IH-VK
K1/1-46 EPY/II FFFD Y | YRNPDEXKRNXKKXGEKN GFKYDGK I EYF I K
K2/1-46 PPYVFFYD YYFSNPKDXASSXSS SSS NYSFSEGS IEIF IS
K3/1-46 QPFIWYYP FSYDEPDSXSKSXES SSH DFLFSEGYDE IWLG
K4/1-46 PPF I YFWS YLYDSPDSXAKSXSS SSS NYSYDEGS | EIWLG
K5/1-46 PPWIWYYS YYYSSPDSXAKSXES SSH SYSFSEGSNEFFSK
K6/1-46 EKY/IWFFD LYYDNPDDXKREXKD DKN NYLYDEGKNE YLK
K7/1-46 EPFIIFYFD DYYDNPDDXRDKXKKXADDN KFNEFNGA | EIWGR

AR << << A
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3.3.1.2. Analiza strukturalna zaprojektowanych de novo rusztowan

Minibiatka K1-K6 charakteryzowaty si¢ niskg rozpuszczalnoscia w 50 mM
buforze fosforanowym o pH 7.5 z widocznym wytracaniem peptydu z roztworu
w stezeniu 10 uM, w zwigzku z czym nie byto mozliwe przeprowadzenie analizy
strukturalnej z wykorzystaniem CD dla tych minibiatek. Jednakze oObiecujace
wyniki uzyskano dla peptydu K7 (Rysunek 59), ktory charakteryzowat si¢ dobra
rozpuszczalno$cia w stezeniu 50 uM w buforze fosforanowym o pH 7.5.
Widmo CD uzyskane dla tego peptydu wykazuje minimum przy dtugosci fali 208
nm charakterystyczne dla wystepowania helisy zawierajacej a- i p-aminokwasy.!3*
Dodatkowo, krzywa denaturacji termicznej wskazuje na kooperatywne zwijanie
minibiatka oraz wysoka stabilno$¢ temperaturowa scharakteryzowana przez

temperature rozfatdowywania wynoszaca 76,0°C.

pH 7.5 K7
— 2000 —K7]
g 10007 = 0 b ‘ : : : .
£ g 200 210 220 230240 250
o S -2000] -
g -8000- E s000]
& .
o T -6000
k<) ke
3000 ~ -8000-
L =
o =-10000
= 10000 e -12000
275 300 325 350 375 -14000

Peptyd T, [°C]
K7 76,01 1,8

Rysunek 59. Widmo CD i krzywa denaturacji termicznej minibiatka K7 w buforze
fosforanowym o pH 7.5. Wyniki pomiarow CD zostaty znormalizowane ze wzgledu na
liczbe reszt aminokwasowych (ang. mean residue elipticity, MRE)

W zwigzku z obiecujgcymi wynikami dla peptydu K7 przeprowadzono proby
uzyskania bardziej szczegotowych informacji strukturalnych przy pomocy
2D NMR, niestety rozpuszczalno$¢ peptydu w buforze fosforanowym o pH 7.5
byta zbyt niska i nie udato si¢ otrzyma¢ mozliwych do rozwigzania widm NMR.

Podjeto tez proby uzyskania krysztatow K7 w celu uzyskania struktury
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eksperymentalnej przy uzyciu krystalografii rentgenowskiej. Krystalizacja
prowadzona wykorzystujac metode wiszacej kropli. Przetestowano 96 buforow
korzystajac z zestawu Structure Screen 1 oraz Structure Screen 2 firmy Molecular
Dimensions. Udato si¢ otrzymac krysztaty w 50 mM roztworze KH2POs, jednak
byly one zbyt mate, co uniemozliwiato dalszg analize. W zwigzku z tym
prowadzono probe uzyskania krysztalow z wykorzystaniem roztworow KHoPO4
o stezeniach: 12,5, 25, 50, 75, 100, 200 mM oraz dla kazdego z nich przygotowano
warianty zawierajace 0, 5, 10 i 20% PEG3350 oraz PEGS8000, tacznie
48 warunkow. Niestety, w zadnym z nich nie udalo si¢ otrzymac krysztatow
o charakterystyce umozliwiajacej dalsza analize.

W oparciu o struktur¢ minibiatka K7 przeprowadzono optymalizacje
sekwencji w celu zwigkszenia rozpuszczalnosci oraz zaprojektowano potencjalne
inhibitory oddziatywania PD-1/PD-L1.
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3.3.1.3. Optymalizacja sekwencji rusztowan

Optymalizacja  sekwencji  rusztowan zawierajagcych  trzy  reszty
B-aminokwasowe zostala przeprowadzona na bazie sekwencji minibiatka K7,
ktore wykazywato najkorzystniejsze cechy strukturalne w grupie. Gtéwnym celem
wprowadzonych mutacji byto uzyskanie peptydu o zwigkszonej rozpuszczalnos$ci,
co umozliwiatoby bardziej szczegdtowa analize strukturalng oraz podzniejsze
wykorzystanie w celu blokowania oddzialywania PD-1/PD-L1. Optymalizacja
polegata na wprowadzeniu mutacji, ktéore zamienialy reszty aromatyczne
oraz hydrofobowe na reszty polarne, co moglo prowadzi¢ do zmniejszenia
tendencji minibiatek do agregacji. Wszystkie mutacje zostaly wprowadzone na
powierzchni B-kartki, poza hydrofobowym rdzeniem. (Tabela 20, Rysunek 60).

W peptydzie K8 wprowadzono parg¢ reszt, sktadajaca si¢ z reszty o tadunku
ujemnym, tj. Glu4, oraz reszty o tadunku dodatnim, tj. Lys41. Pozycje 4 i 41
znajduja si¢ w bliskim sgsiedztwie w modelu strukturalnym (Rysunek 60),
co umozliwia oddziatywanie miedzy roznoimiennymi tadunkami, dodatkowo
stabilizujac strukturg.

Taka samg strategi¢ zastosowano w przypadku minibialek K9-K11.
W przypadku K9 wprowadzono Glu6 i Lys11, K10 —Glu6 i Lys43 i K11 — Glu4
i Lys13 (Tabela 20, Rysunek 60).

Ostatni peptyd z tej grupy, K12, zostat zaprojektowany poprzez wprowadzenie
mutacji we wszystkich 6 pozycjach — 4, 6, 11, 13, 41 i 43. Réwniez w tym
przypadku zastosowano strategi¢ polegajaca na oddzialywaniu migdzy
roznoimiennymi tadunkami na powierzchni minibiatka. W zwigzku z tym
wprowadzono reszty Glu4, Lys6, Glull, Lys13, Lys4l i Glu43
(Tabela 20, Rysunek 60).
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Tabela 20. Sekwencje zaprojektowanych minibiatek. Kolorem zielonym zaznaczono
mutacje wprowadzajace reszty o ladunku dodatnim, czerwonym posiadajgce tadunek
ujemny.

Peptyd Sekwencja
1 10 20 30 40 46
K7 EPFIF YFDKK IDYYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF NFNGA IFIWG R
K8 EPFEF YFDKK IDYYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF NFNGA KFIWG R
K9 EPFIF EFDKK KDYYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF NFNGA IFIWG R
K10 EPFIF EFDKK IDYYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF NFNGA IFKWG R
K11 EPFEF YFDKK IDKYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF NFNGA IFIWG R
K12 EPFEF KFDKK EDKYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF NFNGA KFEWG R

X = trans-ACPC

Rysunek 60. Modelowa struktura minibiatka K12 z zaznaczonymi wprowadzonymi
mutacjami. Kolorem zielonym zaznaczono reszty o tadunku dodatnim w pH 7, kolorem
pomaranczowym posiadajace tadunek ujemny.

W drugiej grupie minibiatek zaprojektowanych na bazie minibiatka K7
wprowadzono mutacje majace na celu zwiekszenie rozpuszczalno$ci oraz
dodatkowo zwigkszenie stabilno$ci rusztowan poprzez zwigkszenie stopnia

upakowania hydrofobowego rdzenia (Tabela 21, Rysunek 61).
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Tabela 21. Sekwencje minibiatek. Kolorem niebieskim zostaly oznaczone reszty majgce
na celu uzyskanie wigkszej stabilnosci konformacyjnej poprzez zwickszenie stopnia

upakowania rdzenia. Kolorem zielonym reszty zmodyfikowane w celu zwigkszenia
rozpuszczalnos$ci.

Peptyd Sekwencja
[ T T T = T = — 1
1 10 20 30 40 46
K7 EPFIF YFDKK IDYYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF NENGA IFIWG R
K13 EPFIF YWDKK IDYYE NPDDX RDKXK KXADD YNGKF NFNGA IFIWG R
K14 EPFIF YFDKK IDYYE NPDDX RDKXK KXADD NNGKY DYKGA IFIWG R
K15 EPFIF YWDKK IDYYE NPDDX RDKXK KXADD YNGKY DYKGA IFIWG R

X = trans-ACPC

Tyr31

Rysunek 61. Modelowa struktura minibiatka K15 z zaznaczonymi wprowadzonymi
mutacjami. Kolorem niebieskim zostaly oznaczone reszty majace na celu uzyskanie
wigkszej stabilnosci konformacyjnej poprzez zwigkszenie stopnia upakowania rdzenia.
Kolorem zielonym reszty zmodyfikowane w celu zwigkszenia rozpuszczalnosci.
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W  celu zwigkszenia stopnia upakowania hydrofobowego rdzenia,
wprowadzono zamiang¢ reszty Phe7 na wigkszg reszt¢ aromatyczng — tryptofan.
Pozostate mutacje miaty na celu zwiekszenie polarnosci i, co za tym idzie,
rozpuszczalno$ci zwigzkow. Reszty Phe35 1 Phe37 zostaty zastapione przez reszty
tyrozyny, ktore dodatkowo zawieraja grupe hydroksylowa. Reszty Asn36 i Asn38
zostaty zastgpione przez reszty kwasu asparaginowego oraz lizyny, ktore sa
polarnymi resztami. Ponadto, znajdujac si¢ w bliskiej odleglosci, moga
oddziatywac ze sobg poprzez mostki solne. Zamiana reszty Asn31 na tyrozyng
miata na celu stabilizowanie oddziatywan migdzyczasteczkowych oraz
zwigkszenie rozpuszczalno$ci. Zamiana reszty Aspl5 na kwas glutaminowy
wynikata z problemu z reakcja uboczng — cyklizacja kwasu asparaginowego

podczas syntezy.
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3.3.1.4. Analiza strukturalna zoptymalizowanych rusztowan

Widma CD wskazujg na utratg stabilnosci konformacyjnej czesci peptydow
(Rysunek 62). W przypadku peptydu wyjsciowego K7 minimum wystgpowato
przy dtugosci fali 208 nm. W przypadku peptydow K8, K10 i K12 minimum
zostalo przesuniete w kierunku nizszych dtugosci fal, osiggajac okoto 202 nm,
co wskazuje na strukturg nieuporzagdkowang w roztworze. Pomiary dla minibiatka
K9 nie zostaty przeprowadzone ze wzgledu na zbyt niska rozpuszczalno$¢ w
buforze fosforanowym. Peptydy K13-K15 charakteryzowaty si¢ niska

intensywnoscia eliptycznosci z powodu wytrgcania podczas pomiardow i slabej

rozpuszczalno$ci
pH 7.5 5 S
E L}
__ 10000 B o0 e
‘T_ E = gy -'.. I. -
o] o LI
£ 5000 g %0 w7
o m“-: "
o \ 6000
g 0 = £
. -7000 4
g 240 250
T, -5000 A [nm]
w —
% Eg i_g 2500
=-10000+ K10 <
- K11 E 5000
K12 iy
-15000 K13 B 7500
K14 ul
K15 = 10000

275 300 325 350 375
T
Peptyd T,.[°C]
K7 76,0+1,8
K12 85,4+0,8

Rysunek 62. Widma CD i krzywe denaturacji termicznej dla minibiatek w buforze
fosforanowym pH 7.5. Wyniki pomiaréow CD zostaly znormalizowane ze wzgledu na
liczbe reszt aminokwasowych (ang. mean residue elipticity, MRE).Brak pomiar dla
peptydu K9 wynika z jego niskiej rozpuszczalno$ci w buforze, ktéra uniemozliwita
przeprowadzenie pomiaréw.
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Krzywe denaturacji wszystkich peptydow, z wyjatkiem K12, nie wykazywaty
sigmoidalnego ksztattu krzywej przy zadnej dlugosci fali. Brak uporzadkowanego
ksztattu krzywych denaturacji (Rysunek 62) najprawdopodobniej wynika z braku
uporzadkowanej struktury trojwymiarowej peptydow. Pomimo zmian na widmie
CD peptydu K12, krzywa denaturacji tego peptydu wykazuje sigmoidalny ksztatt
(Rysunek 62), co sugeruje kooperatywne zwijanie oraz bardzo wysoka
stabilnoscig temperaturowa opisang warto$cig Tmréwng 85,4°C. Minibiatko K12
charakteryzowalo si¢ rowniez najwyzsza rozpuszczalnoscia z grupy, a w buforze
fosforanowym  rozpuszczat si¢ lepiej niz peptyd startowy K7.
Wysoka rozpuszczalnos¢ pozwolita na przeprowadzenie prob uzyskania bardziej
szczegdtowych informacji strukturalnych z wykorzystaniem 2D NMR oraz
krystalizacji. W przypadku NMR otrzymane widma nie byly mozliwe

do rozwigzania. Nie udato si¢ uzyskac, takze, krysztatow w zadnym z warunkow.
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3.3.2. Inhibitory na bazie rusztowan zawierajacych trzy reszty

B-aminokwasowe
3.3.2.1. Projektowanie

Na bazie peptydu K7 zaprojektowano réwniez grupg inhibitoréw. Mutacje
majgce na celu wprowadzenie powinowactwa do PD-L1 zostalty wprowadzone
na powierzchni antyrownolegle utozonych f-kartek, ze wzglegdu na ich
podobienstwo do powierzchni PD-1, ktora oddziatuyje z PD-L1. W celu
zbudowania modelu kompleksu inhibitor/PD-L1 wykorzystano protokét Docking
oprogramowania RosettaDock.

Po skonstruowaniu modelu kompleksu, przeprowadzono analize struktury pod
katem mozliwosci wprowadzenia mutacji, ktore zwigckszytyby aktywnos$¢.

Pierwsza proponowana mutacja polegala na zamianie Ile4 na reszte
fenyloalaniny. Wprowadzenie w tej pozycji wiekszej, hydrofobowej reszty moze
umozliwia¢ oddziatywanie typu n-alkil z pp..1Val6.

Nastgpnie rozwazano wprowadzenie mutacji w pozycji Tyr6. Wprowadzenie
w tej pozycji reszty tryptofanu moze prowadzi¢ do efektywniejszego wypelnienia
objetosci pomiedzy powierzchnia PD-L1 a powierzchnia inhibitora. Reszta
tryptofanu zapewnia réowniez dodatkowe oddziatywania niepolarne w obrgbie
hydrofobowej kieszeni z pp-1alleb4, pp.aTyr56 oraz pp-11Val68. Dodatkowo,
obecnos$¢ hydroksylowej grupy tyrozyny moze zaktoéca¢ oddziatywania w obrgbie
hydrofobowej  powierzchni,  dlatego  rozwazano w tej  pozycji
réwniez fenyloalaning.

Nastepnie, zaproponowano zamiang polarnej reszty Asp8 na reszty niepolarne,
takie jak walina lub prolina, ktére mogg oddziatywa¢é z resztg pp-11Ala52. Reszta
proliny wydaje si¢ tu szczegodlnie obiecujaca ze wzgledu na wystgpowanie
w obrebie petli. W tej pozycji rozwazano roOwniez reszte seryny.

Zaproponowano rowniez zamian¢ Lys9 na reszte argininy, ktora dzieki
swojemu dhuzszemu tancuchowi bocznemu moze tworzy¢é mostek solny z
po-L1ASp49. Dalej, rozwazano zamiang Ilel1 na reszte leucyny, ktéra wydaje si¢

lepiej wpasowywac do ksztattu powierzchni PD-L1.
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Nastepnie, Tyrl3 zastgpiono resztag hydrofobowa, taka jak izoleucyna
lub fenyloalanina, ze wzgledu na jej ulokowanie w poblizu pp-L1Tyr56. Reszte
Asn26 rozwazano do zamiany na reszt¢ niepolarng, taka jak izoleucyna lub
fenyloalanina, ze wzgledu na jej wystepowanie w obrebie hydrofobowej kieszeni,
w poblizu pp-11Tyr123.

Z kolei, w przypadku Asn38 rozwazano jej zamian¢ na reszt¢ kwasu
asparaginowego ze wzgledu na blisko potozone reszty pp-L1Arg113 i pp-L1Argl25,
z ktorymi moze tworzy¢ oddziatywania polarne. Ile41 znajdujaca si¢ na granicy
obszaru hydrofobowego i polarnego zastapiono reszta tyrozyny, asparaginy
lub lizyny, co mialo zapewni¢ oddzialywania z oboma obszarami. Mala,
niepolarng reszte [le43 zastgpiono wigkszymi aromatycznymi resztami, takimi jak
fenyloalanina lub tryptofan, ze wzgledu na jej potozenie na srodku hydrofobowej

powierzchni oddziatywania z PD-L1.

Rysunek 63. (A) Wymodelowana struktura Pl z mutacjami zaznaczonymi kolorem

pomaranczowym (B) Wymodelowana struktura kompleksu P1/PD-L1
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Na bazie powyzszej analizy wybrano miejsca i rodzaje mutacji. Nastepnie
poprzez zastosowanie metod obliczeniowych — protokotu FastDesign
oprogramowania Rosetta wybrano cztery sekwencje P1-P4, o najlepszej ocenie
(ang. score), ktore  zostaly przeznaczone do dalszych etapow badan
(Tabela 22, Rysunek 63).

Ze wzgledu na niskg rozpuszczalno$¢ peptydow z pierwszej grupy (P1-P4)
wprowadzono do peptydu P1 mutacje majace na celu zwigkszenie
rozpuszczalnosci (P5-P7, Rysunek 64). W sekwencji P5 dwie z trzech reszt
trans-ACPC zostaty zastapione resztami trans-APC, ktore zamiast pierscienia
cyklopentanu zawiera pierscien pirolidynowy o wigkszej polarnosci ze wzgledu
na obecno$¢ atomu azotu. W inhibitorze P6 reszty fenyloalaniny (Phe3, Phe7,
Phe37) skierowane na zewnatrz hydrofobowego rdzenia zostaly zastgpione
resztami tyrozyny. W minibiatku P7 wprowadzona zostata dodatkowa para Argl
i Glu38, ktora zwigksza polarnos¢ i moze tworzy¢ mostek solny. Zaobserwowano
widoczng poprawe rozpuszczalnosci peptydu P6, ktora umozliwita
przeprowadzenie dalszych analiz. W zwigzku z tym, mutacje wprowadzone
w inhibitorze P6 zostalty wprowadzone w przypadku reszty inhibitorow P2-P4,

dzieki czemu zaprojektowano minibiatka P8—P10.

P7

Rysunek 64. Wymodelowana struktura inhibitorow P5-P7 z zaznaczonymi mutacjami.
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Tabela 22. Sekwencje zaprojektowanych minibiatkowych inhibitordw.

Peptyd Sekwencja
BT e TR me e
JI. 1b 2‘0 SIO 4‘0 4‘6
K7 EPFIF YFDKK IDYYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF NFNGA IFIWG R
P1 EPFFF WEVRK LDIYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF IFNGA YFFWG K
P2 EPFIF WFSKK IDIYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF IFNGA NFFWG K
P3 EPFIF FFPRK IDIYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF FFDGA KFWWG K
P4 EPFIF YFPKK IDFYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF IFDGA KFWWG Q
PS5 EPFFF WFVRK LDIYD NPDDZ RDKXK KZADD NNGKF IFNGA YFFWG K
P6 EP¥FF WEVRK LDIYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF I¥NGA YFFWG K
P7 RPFFF WEVRK LDIYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF IFEGA YFFWG K
P8 EP¥IF W¥SKK IDIYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF IENGA NFFWG K
P9 EP¥IF FEPRK IDIYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF FEDGA KFWWG K
P10 EP¥IF Y¥PKK IDFYD NPDDX RDKXK KXADD NNGKF I¥DGA KFWWG Q
N
X 55‘)\ \\\\e ’ £= f‘f S
N % N %
H
© o
trans-ACPC trans-APC
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3.3.2.2. Analiza strukturalna

Przeprowadzenie analizy strukturalnej z uzyciem CD dla inhibitoréw P1-P4
oraz P5 i P7 nie bylo mozliwe ze wzgledu na bardzo stabg rozpuszczalnosé
peptydow w buforze fosforanowym pH 7.5. Przeprowadzono réwniez proby
rozpuszczenia peptydow w buforze z dodatkiem 5% acetonitrylu oraz 5% DMSO.
W  zadnym wypadku nie otrzymano rozpuszczalno$ci umozliwiajacej
przeprowadzenie pomiarow.

Mutacje wprowadzone w peptydach P6, P8, P9, P10 zwickszylty
rozpuszczalno§¢ i pozwolily na przeprowadzenie pomiaréw CD w buforze
fosforanowym o pH 7.5. Na otrzymanych widmach CD zaobserwowano nizsza
intensywnos¢ eliptycznosci (P6, P8, P9) oraz przesunigcie minimum w kierunku
nizszych dlugosci fal do ok 203 nm (P10) wskazuja na znaczne obnizenie
stabilnosci konformacyjnej na skutek wprowadzonych mutacji. Potwierdzaja
to krzywe denaturacji uzyskane dla peptydéw, ktore nie wykazujg sigmoidalnego
ksztattu krzywej i, podobnie jak w przypadku wczesniejszej grupy (Rysunek 65),

wskazuja na brak stabilnej struktury trzeciorzgdowej minibiatek.
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Rysunek 65. Widma CD oraz krzywe denaturacji termicznej przy dtugosci fali 215 nm dla
inhibitorow w buforze fosforanowym pH 7.5. Wyniki pomiaréow CD zostaty
znormalizowane ze wzgledu na liczbe reszt aminokwasowych (ang. mean residue
elipticity, MRE).
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3.3.2.3. Aktywnos¢ biologiczna

Przeprowadzenie pomiaréw aktywnos$ci biologicznej z wykorzystaniem
BLI dla inhibitorow z tej grupy nie byto mozliwe ze wzgledu na bardzo staba

rozpuszczalno$¢ peptydow w buforach wykorzystywanych do eksperymentow.

3.3.2.4. Whnioski

W pierwszej grupie peptydow K1-K7 udato si¢ uzyskac jedno rusztowanie,
K7, ktore wykazywato korzystne cechy strukturalne, takie jak odpowiednia
rozpuszczalno$¢, pozwalajaca na przeprowadzenie pomiaréw CD, kooperatywne
zwijanie oraz wysoka stabilno$¢ termiczna, scharakteryzowana przez warto$¢ T
wynoszacg 76°C. Niestety, proby uzyskania bardziej szczegétowych danych
strukturalnych za pomocg technik takich jak 2D NMR i krystalografia zakonczyty
si¢ niepowodzeniem. Niemniej jednak, K7 zostato wykorzystane jako rusztowanie
do projektowania  zoptymalizowanych rusztowan oraz  inhibitorow
oddziatywania PD-1/PD-L1.

Celem optymalizacji rusztowan bylo przede wszystkim zwigkszenie ich
rozpuszczalno$ci (K8-K12) oraz poprawa stabilnosci konformacyjnej
1 rozpuszczalnosci (K13—-K15). W ramach tych dzialan udalo si¢ uzyskaé jedno
minibiatko, K12, ktére wyrdznialo si¢ zwigkszong rozpuszczalnoscig oraz
wyjatkowg stabilnoscig termiczng, opisang wartoscig Tmrowng 85,4°C. Podobnie
jak w przypadku peptydu K7, proby uzyskania bardziej szczegétowych danych
dotyczacych struktury nie zakonczyty si¢ sukcesem.

Minibiatka nalezace do pierwszej grupy inhibitorow opartych na strukturze
K7, oznaczone jako P1-P4, charakteryzowaty sie bardzo niska rozpuszczalnoscia,
co uniemozliwito przeprowadzenie jakichkolwiek analiz. Ta niska
rozpuszczalno$¢ prawdopodobnie wynikata z wprowadzenia dodatkowych reszt
hydrofobowych, ktore mogly zwigksza¢ tendencje peptydow do agregacji.
Niemniej jednak, przeprowadzono optymalizacj¢ sekwencji rusztowan,
co doprowadzito do zwigkszenia rozpuszczalnosci dla peptydow P6, P8, P9 i P10,

co umozliwito przeprowadzenie pomiarow CD. Niestety, wyniki tych pomiarow
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nie byly obiecujace i wskazywaly na niska rozpuszczalno$¢ oraz niska stabilnosé¢
konformacyjng uzyskanych inhibitoréw. Dodatkowo, ze wzgledu na wytracenia
w buforach stosowanych w eksperymentach BLI i HTRF, nie byta mozliwa analiza
aktywnosci biologicznej zaprojektowanych inhibitorow.

Podsumowujac, cho¢ uzyskano korzystne cechy strukturalne w przypadku
peptydow K7 i K12, projektowanie inhibitorow opartych na tych rusztowaniach
nadal stanowi wyzwanie ze wzgledu na problemy 2z rozpuszczalno$cig
i stabilnoscig konformacyjng. Do dalszego rozwoju tych rusztowan oraz
zaprojektowanych na ich bazie inhibitorow, konieczne sa dodatkowe badania
strukturalne, takie jak na przyktad wykorzystanie technik 2D NMR lub
krystalografii. Nastgpnie mozna przystagpi¢c do dalszych modyfikacji
i optymalizaciji w  celu  uzyskania  peptydow 0 lepszych
wiasciwosciach biologicznych.

W zwigzku z mato obiecujacymi wynikami dla grupy minibiatek
zawierajacych trzy reszty f-aminokwasowe, zaprojektowano nowe rusztowania,

tym razem zawierajgce dwie reszty f-aminokwasowe.
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3.3.3. Rusztowania zawierajace dwie reszty p-aminokwasowe
3.3.3.1L Projektowanie

Grupa rusztowan zawierajacych dwie reszty trans-ACPC zostala
zaprojektowana de novo na bazie topologii EEHEE, gdzie 'E' oznacza B-ni¢,
a 'H'" — helis¢ zawierajaca a- i B-aminokwasy. Jako konformacja tancucha
glownego do obliczen wybrano konformacj¢ znanego minibiatka, domeny GB1
(PDB ID: 3GB1*), o takiej samej topologii.

Strategia projektowania tej grupy minibiatek zakladata: stabilizacje
trzeciorzgdowej struktury peptydow przez wystgpowanie hydrofobowego rdzenia
oraz obecno$¢ helisy zbudowanej z a- i B-aminokwasow zawierajgce] motyw
ofaaap, gdzie o 0znacza 'a’-aminokwas, a 'p' — trans-ACPC. Hydrofobowy rdzen
jest stabilizowany przez oddziatywania niepolarne pomigdzy resztami
w pozycjach Phel, Ile3, Ala26, Tyr33, Tyr35, Tyrd2, Trp44 i Phed6, a takze
resztami trans-ACPC w pozycjach 19 i 23, ktore skierowane sa do wngtrza

rdzenia (Rysunek 66).

Rysunek 66. Wymodelowana struktura O5 z zaznaczonymi resztami tworzacymi
hydrofobowy rdzen minibiatka.
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Obecno$¢ duzych aromatycznych reszt pozwala na uzyskanie wysokiego
stopnia upakowania rdzenia, co prowadzi do stabilizacji struktury.
Dodatkowo, liczne mozliwo$ci oddziatywan migdzy tymi resztami, takie jak
interakcje typu m-m czy m-alkil, rowniez pozwalaja na efektywna stabilizacje
hydrofobowego rdzenia i w rezultacie catej trzeciorzgdowej struktury minibiatka
(Rysunek 66).

Dodatkowo, w celu zwigkszenia stabilnosci strukturalnej zaprojektowanych
rusztowan, wprowadzono w obrgbie pierwszej i drugiej B-nici motyw stabilizujacy
strukture B-spinki.**® Motyw ten sklada si¢ z dwéch elementéw. Pierwszym z nich
jest niekowalencyjne oddziatywanie typu kation-m pomigdzy dwiema resztami
tryptofanu i jedng reszta lizyny na zewngtrznej stronie [-spinki. Drugim
elementem jest petla taczaca nici, zbudowana z motywu pP, gdzie 'p' oznacza
D-Pro, a 'P'— L-Pro (Rysunek 67).

Pozostate reszty aminokwasowe zostaly wybrane przy uzyciu protokotu
FastDesign oprogramowania Rosetta. Cztery sekwencje o0 najlepszej ocenie
(ang. score), O1-O3 oraz O5, zostaly wybranych do dalszych badan.
Dodatkowo, zsyntetyzowano sekwencj¢ oparta na O3, w ktorej reszty kwasu
asparaginowego  zostaly  zastgpione resztami kwasu  glutaminowego
we fragmentach DG. Ta zmiana byla konieczna ze wzglgdu na problem
z wystepowaniem reakcji ubocznych prowadzacych do cyklizacji kwasu
asparaginowego i powstawania aspartamidu (Tabela 23, Rysunek 67).

Nalezy zaznaczy¢, ze zaprojektowane sekwencje wykazuja jedynie 25%
identycznosci z sekwencjg oryginalnego minibiatka — domeny GB1.
Dlatego mozna je uzna¢ za catkowicie nowe sekwencje, zaprojektowane

de novo (Tabela 24).
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Tabela 23. Sekwencje minibiatek zaprojektowanych de novo. Kolorem czerwonym
zostaly oznaczone reszty aminokwasowe, ktorymi peptydy O2-O5 rdznig si¢ od peptydu
O1, z6ttym - reszty przeznaczone do tworzenia oddzialywania kation-wt, niebieskim —

petle pP.
Peptyd Sekwencja

1 10 20 0 40 48
o1 FVIWA pPGKR WAGPD DDEXK DRXKE AKNKK DIYIY DGRDG KYFWI FAP
02 FWIWA pPGKR AAGPD DDEXK DRXKE AKNKK DIYIY DGRDG KYFWI FAP
03 FWIWA pPGKR AAGPD DDEXK DRXKE AKNKK DIYIY DGRDG EYFWI FAP
04 FWIWA pPGKR AAGPD DDEXK DRXKE AKNKK DIYIY EGREG EYFWI FAP

05 FWIWA pPGKR ARGPD DDEXK DRXKE AKNKK DIYIY DGRDG KYFWI FAP

X = trans-ACPC

o1

Rysunek 67. Wymodelowane struktury peptydow O1 i O4 z zaznaczonymi kolorem
zOttym resztami przeznaczonymi do tworzenia oddzialywania kation-m, czerwonym
zaznaczono pozostate mutacje.

Tabela 24. Dopasowanie sekwencji minibiatek O1-O5 oraz 3GB1, pokolorowane wedtug

procentu identycznosci.
10 20 30 40 50

EWTYDDBTKTFTWTE
FYFWIFAP - - « « - - -

YKL ILN

3G8 1/1-56 MT
0i/1-48 -

o2/1-48
o¥1i-48
O4/1-48
O&/1-48
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3.3.3.2. Analiza strukturalna zaprojektowanych de novo rusztowan

W zwiazku z ograniczong rozpuszczalnoscia otrzymanych minibialek
w buforze fosforanowym o stezeniu 50 mM o pH 7,5, pomiary CD
przeprowadzono rowniez w HyO przy stezeniu peptydow wynoszacym 50 puM.
W wyniku braku buforu w badanych roztworach, pH réznito si¢ miedzy probkami:
wynosito 5,24 dla O1, 6,05 dla O2, 3,71 dla O3, 5,03 dla O4 i 5,52 dla O5.
Fluktuacje pH byty spowodowane niewielka zawarto$cig kwasu trifluorooctowego
w probkach, co wynikalo z procesu oczyszczania za pomocg HPLC, gdzie eluenty
zawieraly 0,05% TFA.

Zatozona struktura minibiatek sktada si¢ z 4 antyrownolegte utozonych nici 3
oraz helisy zawierajacej a- i f-aminokwasy. W zwiazku z tym na widmie CD
spodziewano si¢ obecnosci dwoch miniméw przy dlugosciach fal: 206 nm
charakterystycznego dla wystepowania helisy zawierajgcej a- i B-aminokwasy*®’
i 217 nm typowego dla struktury antyrownolegtej B-kartki'® oraz maksimum przy
dhugosci fali 230 nm wskazujacego na wystgpowanie oddziatywan typu m-m

pomiedzy resztami aromatycznymi (Rysunek 68).13%140

oddziatywanie
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Rysunek 68. Widma CD dla minibiatek otrzymane w H,O z zaznaczonymi sygnatami
wskazujacymi na wystgpowanie w strukturze minibiatek zatozonych, podczas
projektowania, struktur drugorzedowych.
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Analiza otrzymanych widm CD wykazata, ze dla peptydu O1 widmo CD
wykazuje minima przy dtugosciach fal 206 oraz 217 nm, jednak nie obserwuje si¢
zadnego sygnatu przy 230 nm (Rysunek 68, Tabela 25). Natomiast dla peptydow
02 i O3 widoczne sa wszystkie trzy sygnaty. Peptydy te rdznig si¢ od siebie
potozeniem reszty tryptofanu na powierzchni antyrownoleglej [-kartki.
W przypadku O1, reszta tryptofanu znajduje si¢ w pozycji 11, podczas gdy w O2
i O3 jest w pozycji 2. Mozna przypuszczaé, ze rdznice w wynikach otrzymanych
dla tych peptydow wynikaja wtasnie z oddziatywan pomiedzy Trp2 i Trp4, ktore
wystepuja w minibiatkach O2 i O3, ale nie majg miejsca w Ol
pomiedzy Trp4 a Trpl 1.

Dodatkowo, krzywe denaturacji peptydow O1 i O2 (Rysunek 69) wykazuja
liniowy ksztatt krzywej przy dtugosciach fal 206 i 230 nm, natomiast dla O2 przy
217 nm uzyskano sigmoidalny ksztatt krzywej, co wskazuje na wystgpowanie
kooperatywnego zwijania. To moze sugerowa¢ wyzszg stabilno$¢ konformacyjng
peptydu O2, wynikajaca z zamiany pozycji reszty tryptofanowej na powierzchni
B-kartki. W przypadku O3 uzyskano sigmoidalny ksztatt krzywej denaturacji nie
tylko przy dtugosci fali 217 nm, ale rowniez przy 206 nm. To moze sugerowac, ze
wprowadzona reszta kwasu glutaminowego w pozycji 41 wptywa na stabilizacje
hydrofobowego rdzenia oraz oddziatywania migdzy helisa a B-kartka. Niestety
analiza strukturalna uzyskanego modelu nie dostarcza odpowiedzi na pytanie,
dlaczego mutacja K41E prowadzi do zwiekszenia stabilno$ci konformacyjnej
peptydu. Moze to wynika¢ z niezgodnosci pomiedzy struktura modelowa,
a struktura rzeczywistg.

Peptyd O4, ktéry powstal na bazie O3, a wprowadzone mutacje miaty na celu
uniknigcie reakcji ubocznych na tancuchu bocznym reszt kwasu asparaginowego,
wykazywal, zgodnie z oczekiwaniami, niemal identyczne cechy jak O3, z
wyjatkiem braku znaczgcego maksimum przy 230 nm. Widmo CD peptydu O5
wykazywalo wszystkie trzy minima, jednak ksztalt sigmoidalny krzywej

denaturacji uzyskano tylko dla dtugosci fali 217 nm.
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Otrzymane wyniki pozwalaja wnioskowaé, ze peptyd O3 cechuje si¢
najkorzystniejszymi cechami strukturalnymi w poréwnaniu do pozostatych
minibiatek w tej grupie. Widmo CD peptydu O3 wykazuje obecnos$¢ wszystkich
trzech oczekiwanych minimoéw przy 206, 217 i 230 nm, co potwierdza obecnos¢
oczekiwanych struktur drugorzgdowych oraz oddzialywan w obrebie jego
struktury (Tabela 25). Dodatkowo, uzyskane krzywe denaturacji $wiadcza
o kooperatywnym zwijaniu i stosunkowo wysokiej stabilno$ci termicznej, co jest
scharakteryzowane przez warto$¢ Tm przekraczajacag 50°C. Niestety, ze wzgledu
na obecno$¢ kwasu asparaginowego w fragmentach DG w sekwencji, proces
syntezy i oczyszczania peptydu O3 byt znacznie utrudniony. Z tego powodu
zdecydowano si¢ kontynuowaé optymalizacje peptydu O4, ktore wykazuje
podobne cechy, przy czym reszty kwasu asparaginowego w jego sekwencji zostaty

zastgpione kwasem glutaminowym.

Tabela 25. Podsumowanie wynikow pomiarow CD dla peptydow. W tabeli za pomoca
oznaczenia v zaznaczono obecno$¢ miniméw przy dtugosciach fal 205 i 217 nm oraz
maksimum przy 230 nm na widmie CD w statej temperaturze. Dodatkowo w nawiasach
podano wartosci temperatury rozfaldowywania (Tm) dla tych peptydow i dtugosci fal, dla
ktoérych otrzymano krzywe denaturacji termicznej o sigmoidalnym ksztatcie §wiadczace o
kooperatywnym zwijaniu minibiatek.

A

01 02 03 04 05

[nm]
H.O

206 v v v v

v (52,2 +4,8°C) (52,7 £0,76°C)
217 v v v v v

(45,8+5,6°C)  (56,4+2,6°C)  (51,51+0,77°C) (50,9 + 3,6°C)

230 v v v
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Rysunek 69. Krzywe denaturacji termicznej dla peptydéw w H>0. Wyniki pomiaréw CD
zostaly znormalizowane ze wzgledu na liczbe reszt aminokwasowych (ang. mean residue
elipticity, MRE).

153



3.3.3.3. Optymalizacja  rusztowan pod katem  stabilnosci i

rozpuszczalnoSci

Ze wzgledu na brak jasnego wyjasnienia wptywu mutacji K41E na stabilizacje
struktury w przypadku peptydow O3 i O4 oraz watpliwosci co do prawidtowosci
struktury  modelowej, podjeto decyzje o przewidzeniu sekwencji
zaprojektowanych peptyddow za pomocg oprogramowania trRosetta.!*!
Dodatkowo, wybrano opcje przewidywania struktury bez wykorzystania
szablondéw z bazy PDB.

Oprogramowanie trRosetta jest przystosowane wylacznie do analizy palety
naturalnych aminokwasow. W zwigzku z tym, reszty trans-ACPC w sekwencji
zostaty zastgpione alaning, a reszty D-proliny zostaly zastgpione glicyna. Wybor
alaniny wynika z jej zdolnosci do promowania powstawania helisy, a takze z faktu,
ze jej grupa boczna jest mala i hydrofobowa, co minimalizuje dodatkowe
oddzialywania, ktére nie wystepowaly w oryginalnej strukturze. Jednocze$nie
alanina moze stabilizowa¢ hydrofobowy rdzen, podobnie jak trans-ACPC,
zachowujac strukture helisy zblizong do oryginalnej. Zastgpienie D-proliny
glicyng zostalo przeprowadzone ze wzgledu na podobne wlasciwosci obu
aminokwasow. Oba te aminokwasy ze wzgledu na swoje wlasciwosci strukturalne
wystepuja w obrgbie petli, ktorych powstawanie determinuja. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze wprowadzone zmiany obnizaja wiarygodno$¢ otrzymanych modeli
w porownaniu do natywnych peptydéw. Mimo to, przeprowadzona analiza moze
dostarczy¢ pewnych wskazoéwek podczas projektowania.

Analiza otrzymanych modeli wykazata, Ze zaréwno model startowy,
jak i model uzyskany przy uzyciu trRosetty, sa bardzo podobne, rdzniac si¢ jedynie
w szczegoOltach. Konkretnie, zauwazono roéznice w polozeniu niektorych reszt
aminokwasowych na powierzchni B-nici. To oznacza, ze pewne reszty, ktore
pierwotnie znajdowatly si¢ na powierzchni minibiatka, w strukturze otrzymanej
przy  uzyciu  trRosetta  znalazly si¢ = wewnatrz  hydrofobowego
rdzenia (Rysunek 70).

Réznice w potozeniu aminokwaséw zaobserwowano w obrebie drugie;j,

trzeciej i czwartej B-nici. Moze to wynika¢ z obecnosci reszt hydrofobowych
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zarowno w wnetrzu rdzenia, jak i na zewnatrz. Umieszczenie hydrofobowych reszt
na zewnatrz rusztowania byto podyktowane jego przeznaczeniem do blokowania

oddziatywan PD-1/PD-L1 na kolejnych etapach projektowania.

Model startowy Model trRosetta

O4 FWIWA pPGKR AAGPD DDEXK DRXKE AKNKK DIYIY EGREG EYFWI FAP
O4_t rwIWA GPGKR ABGPD DDEAK DRAKE AKNKK DI¥I¥ EGREG E¥FWI EAP

Rysunek 70. Model startowy O4 oraz model otrzymany z wykorzystaniem
oprogramowania trRosetta oraz sekwencja O4 oraz wersja zmodyfikowana w celu analizy
w oprogramowaniu rRosetta. W sekwencji, pogrubiong czcionkg oznaczono reszty
znajdujgce sie na powierzchni B-kartki w modelu startowym, kolorem zielonym reszty
znajdujace si¢ na powierzchni f-kartki w modelu przewidzianym przez trRosette.

W  zwigzku z otrzymanymi wynikami, przeprowadzono nastgpnie
optymalizacj¢ sekwencji minibiatka O4 w celu zwigkszenia stabilnosci
i rozpuszczalno$ci peptydow (Tabela 26).

Pierwsza strategia polegata na wprowadzenia mutacji w obrebie pierwszej
i drugiej B-nici, tak aby na zewnatrz znalazty sie reszty o charakterze polarnym,
za$ reszt hydrofobowe zostaly skierowane do wngtrza hydrofobowego rdzenia.
W zwigzku z tym, zamieniono biorgce udziat w oddzialywaniu n-kation reszty
Trp2 i Trp4 na reszty treoniny, ktére promujg powstawanie B-kartki oraz maja

charakter polarny. W przypadku peptydu O7 dwie reszty tryptofanu wprowadzono
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w pozycjach 3 i 5, aby zwigkszy¢ poziom upakowania hydrofobowego rdzenia
oraz umozliwi¢ oddziatywanie typu n-kation z Lys9 lub Argl0 po wewnetrznej
stronie minibiatka. Dodatkowg reszte treoniny wprowadzono w pozycji 11 (O8)
lub 12 (O6 i O7) w celu kontrolowania potozenia reszt aminokwasowych
w obrebie drugiej B-nici.

Druga strategia skupiona byta wprowadzaniu mutacji w obrebie trzeciej
i czwartej B-nici (O9-0O11). Podobnie jak we wczesniejszej grupie, w obrebie
trzeciej B-nici zostaly wprowadzone reszty treoniny na powierzchni, za§ w obrebie
czwartej B-nici na powierzchni zostaly wprowadzone reszty polarne reszty
treoniny, histydyny oraz seryny.

Dodatkowo zaprojektowano peptyd O12, ktéry posiadal mutacj¢ w obrebie
wszystkich czterech B-nici.

Tabela 26. Sekwencje minibiatek. Kolorem czerwonym zostaly zaznaczone
wprowadzone mutacje.
Peptyd Sekwencja

1 10 20 30 40 48
04 FWIWA pPGKR AAGPD DDEXK DRXKE AKNKK DIYIY EGREG EYFWI FAP
06 FTITA pPGKR ATGPD DDEXK DRXKE AKNKK DIYIY EGREG EYFWI FAP
07 FTWTW pPGKR ATGPD DDEXK DRXKE AKNKK DIYIY EGREG EYFWI FAP
08 FTITA pPGKR TAGPD DDEXK DRXKE AKNKK DIYIY EGREG EYFWI FAP
09 FWIWA pPGKR AAGPD DDEXK DRXKE AKNKK DTYTY EGREG EYHWH FTP
010 FWIWA pPGKR AAGPD DDEXK DRXKE AKNKK DTYTY EGREG EYHWT FSP
011 FWIWA pPGKR AAGPD DDEXK DRXKE AKNKK DTYIY EGREG EYHWT FSP

012 FTITA pPGKR ATGPD DDEXK DRXKE AKNKK DTYTY EGREG EYHWH FTP
X = trans-ACPC
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3.3.3.4. Analiza strukturalna zoptymalizowanych rusztowan

Widma CD dla peptydow 0O6-08 w H,O wykazujg wyraznie nizszg
intensywnos$¢ sygnatu CD oraz brak minimum przy 217 nm. Wskazuje to na
destabilizacj¢ struktury w wyniku wprowadzonych mutacji 1 utratg
trzeciorzgdowej struktury minibiatkow. Dodatkowo potwierdza to fakt, ze dla
zadnego z nowo zsyntetyzowanych peptydéw nie uzyskano sigmoidalnego
ksztattu krzywej denaturacji (Rysunek 71).

Otrzymane dla peptydow O9-11 widma CD w H;O charakteryzujg sie
obecnos$cia minimow przy 206 i 217 nm we wszystkich przypadkach, jednak nie
wystepuje zaden sygnat przy 230 nm. Dodatkowo w zadnych przypadku nie
wystepuje sigmoidalny ksztatt krzywej denaturacji, co $wiadczy o zmniejszeniu
stabilnosci konformacyjnej w stosunku do minibiatka startowego O4.

Dla peptydu O12 otrzymano widmo CD z pojedynczym minimum przy
dlugosci fali 201 nm co wskazuje na catkowicie rozfaldowana
struktur¢ minibiatka.

Wigkszos¢ peptydow charakteryzowato si¢ niskg rozpuszczalnoscig w 50 mM
buforze fosforanowym pH 7.5 (widoczna precypitacji przy stezeniu 25 pM). Dobra
rozpuszczalnoscia (50 uM) cechowat si¢ peptyd O8 i 012, jednak jego widmo CD
i krzywe  denaturacji  wskazujg  destabilizacje = struktury 1 jej
catkowite rozfatdowanie.

Otrzymane wyniki wskazuja, Zze zaproponowana strategia optymalizacji
struktury poprzez wprowadzenie reszt polarnych, promujacych powstawanie
B-kartki, na powierzchni zaprojektowanej B-kartki prowadzi do destabilizacji
struktury, zamiast zwigkszenia jej stabilnosci i1  rozpuszczalno$ci.
W zwigzku z otrzymanymi obserwacjami, kolejnym krokiem byta proba uzyskania
bardziej szczegotowych  danych  strukturalnych  dotyczacych  grupy
minibiatek O1-O5.
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Rysunek 71. Widma CD i krzywe denaturacji termicznej przy dtugosci fali 217 nm dla
peptydow 06-012 w H>0O. Wyniki pomiaré6w CD zostaty znormalizowane ze wzglgdu na
liczbe reszt aminokwasowych (ang. mean residue elipticity, MRE).
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3.3.3.5. Analiza strukturalna rusztowan w pH 6

W zwigzku z otrzymanymi wynikami przeprowadzono analiz¢ strukturalng
otrzymanych peptydow w 50 mM buforze fosforanowym o pH 6. Ze wzglgdu na
niska rozpuszczalno§¢ niemal wszystkich minibiatek, obiecujace wyniki
otrzymano tylko dla jednego z nich — O5 (Tabela 27).
Peptyd O5 charakteryzowat si¢ dobra rozpuszczalnoscia w buforze fosforanowym
0 pH 6, w ktorym dobrze rozpuszczat si¢ w stezeniu 50 uM oraz obecno$cig
sygnalow przy wszystkich trzech dtugosciach fal, zarowno w H»O, jak i w buforze
o pH 6. Pomimo braku sigmoidalnego ksztattu krzywej denaturacji przy 206 nm
w HO, ksztalt krzywej denaturacji wskazujacy na kooperatywne zwijanie
wystepuje przy tej dtugosci fali w pH 6 (Rysunek 72), co nie byto obserwowane

dla Zzadnego innego minibialtka z tej grupy.

Tabela 27. Podsumowanie wynikéw pomiaréw CD dla minibiatek O1-0O5. W tabeli za
pomoca oznaczenia v zaznaczono obecno$¢ minimow przy dlugosciach fal 205 i 217 nm
oraz maksimum przy 230 nm na widmie CD w stalej temperaturze. Dodatkowo w
nawiasach podano wartos$ci temperatury rozfaldowywania (Tm) dla tych peptydow
i dlugosci fal, dla ktorych otrzymano krzywe denaturacji termicznej o sigmoidalnym
ksztatcie swiadczace o kooperatywnym zwijaniu minibiatek.

)

01 02 03 (o7} 05
[nm]
Bufor fosforanowy pH 6
206 - - - - v
(51,27 £ 0,39°C)
217 - - - - v
(49,83 £ 0,50°C)
230 - - - - v
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Rysunek 72. Widma CD i krzywe denaturacji termicznej dla peptydu O5 w buforze
fosforanowym pH 6. Wyniki pomiaréw CD zostaty znormalizowane ze wzgledu na liczbe
reszt aminokwasowych (ang. mean residue elipticity, MRE).

W zwiagzku z obiecujacymi wynikami w pH 6 otrzymanymi dla minibiatka O5
przeprowadzono probe otrzymania krysztatlow tego peptydu w celu uzyskania
struktury  krystalicznej przy  pomocy  krystalografii  rentgenowskiej.

Dotychczas, nie udato si¢ otrzymac krysztatdow peptydu O5.
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3.3.3.6. Whioski

Podsumowujac, w grupie rusztowan zawierajacych dwie reszty
B-aminokwasowe, peptyd O3 wykazywatl najkorzystniejsze cechy w badaniach w
przeprowadzonych w H>O. Widmo CD minibiatka O3 wykazywato obecno$¢
oczekiwanych struktur drugorzgdowych oraz oddzialywan w obrgbie jego
struktury, a krzywe denaturacji wskazywaly na stosunkowo wysoka stabilnos¢
termiczng i kooperatywne zwijanie. Niestety, synteza tego peptydu byta znacznie
utrudniona ze wzgledu na cyklizacj¢ kwasu asparaginowego. Aby uniknaé tego
problemu, opracowano peptyd O4, w ktérym reszty kwasu asparaginowego
zostaly zastapione resztami kwasu glutaminowego. Niestety, O4 nie wykazywat
tak korzystnych cech strukturalnych H,O, a doktadniej nie miat maksimum na
widmie CD przy dhugosci fali 230 nm, co sugeruje brak oddziatywan typu n-nt
pomigdzy resztami aromatycznymi. Warto jednak zauwazy¢, ze pH roztwordéw
obu peptydow znaczaco si¢ roéznito, wynoszac 3,71 dla O3 i 5,03 dla O4, co byto
efektem obecnosci TFA w probee. Roznice w widmach CD moga wynikaé z tych
roznic w pH, co sprawia, ze wyniki te sa trudne do poréwnania. Dlatego tez
przeprowadzono pozniej analiz¢ w buforze o nizszym pH wynoszacym 6.

Peptyd O4 zostal wybrany do dalszej optymalizacji, ale zaproponowana
strategia optymalizacji rusztowan nie przyniosta oczekiwanych rezultatow
w zakresie uzyskania peptydow o lepszych wilasciwosciach strukturalnych.
Niestety, il0$¢ syntetyzowanych peptydow w tej grupie byta znacznie ograniczona
z powodu trudno$ci w procesie syntezy. Synteza peptydoéw o takiej dhugosci,
ktorych sekwencje skladajg sie z 48 reszt aminokwasowych, a dodatkowo
zawieraja nienaturalne aminokwasy, takie jak trans-ACPC, jest kosztowna
1 czasochtonna. Dodatkowo takie proby czesto koncza si¢ niepowodzeniem lub
charakteryzuja si¢ bardzo niska wydajnoscia. Dlatego tez zdecydowano si¢ na
dalszg analiz¢ juz zsyntetyzowanych peptydow.

Analizy przeprowadzone w buforze fosforanowym o pH 6 wykazaty, ze peptyd
O5 jest najlepszym kandydatem do badan w ustabilizowanym pH. Wyniki CD
uzyskane dla minibiatka O5 wskazujg na obecno$¢ wszystkich oczekiwanych

struktur drugorzedowych oraz oddziatywan, a krzywe denaturacji potwierdzaja
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jego wysoka stabilno$¢ termiczng i kooperatywne zwijanie. W zwigzku z tymi
obiecujgcymi wynikami, peptyd O5 zostal wybrany do dalszych badan
strukturalnych, ktore obecnie sa prowadzone przy wuzyciu technik
2D NMR i krystalografii.

Ze wzgledu na trudno$ci w procesie syntezy oraz watpliwosci co do
poprawno$ci modelu strukturalnego, zdecydowano si¢ na odtozenie projektowania
inhibitorow opartych na rusztowaniach z tej grupy do momentu uzyskania
eksperymentalnej struktury. Niepewnos¢ dotyczaca rzeczywistego ulozenia
B-kartek w strukturze uniemozliwia racjonalne projektowanie inhibitorow
oddziatywania PD-1/PD-L1. W zwiazku z tym na tym etapie nie kontynuowano

prac nad projektowaniem inhibitoréw.
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4, PODSUMOWANIE

Celem niniejszej pracy bylo uzyskanie peptydowych inhibitorow
oddziatywania PD-1/PD-L1 0 potencjale terapeutycznym w
immunoterapii przeciwnowotworowe;j.

Pierwszym etapem pracy byla synteza opatentowanego przez firm¢ Bristol
Myers Squibb peptydowego inhibitora oddziatujacego z PD-L1 — pACS65.
Do tego celu zsyntetyzowano niedostgpng komercyjnie pochodng tryptofanu oraz
zoptymalizowano proces syntezy peptydu zawierajgcego niekanoniczne reszty
aminokwasowe, w tym szczegdlnie trudne do sprzggania reszty metylowane na
grupie o-aminowej. Nastgpnie badania zespotu prof. Tadeusza Holaka
z Uniwersytetu Jagiellonskiego udowodnity bardzo wysoka aktywnos$¢ inhibitora
PACG65, a uzyskana przez nich struktura krystaliczna stanowila istotng inspiracje
podczas projektowania kolejnych grup inhibitor6w w niniejszej pracy.

W grupie inhibitorow bazujacych na znanych rusztowaniach minibiatkowych
zawierajagcych wylacznie o-aminokwasy, zsyntetyzowano 42 potencjalne
inhibitory, 6 z nich zbudowano na bazie rusztowania wiliny, a 36 na bazie domeny
»engrailed”. Czgs¢ inhibitoréw z pierwszej grupy charakteryzowatly si¢ niska
stabilnoscia konformacyjna, a otrzymane wyniki sugerowaly wiecej niz jedno
miejsce ich oddziatywania na powierzchni PD-L1. Jednakze, zaprojektowana dla
nich powierzchnia oddziatywania z celem molekularnym zostata wykorzystana
jako inspiracja do projektowania drugiej grupy. W grupie bazujacej na strukturze
domeny ,,engrailed” udato si¢ wprowadzi¢ powinowactwo wzgledem PD-L1 do
catkowicie  nieaktywnego  rusztowania, uzyskujagc  aktywno$¢ rzedu
mikromolarnego w przypadku wszystkich peptydow juz w pierwszej
zsyntetyzowanej grupie. Kolejne optymalizacje sekwencji pozwolity na uzyskanie
wyzszej aktywno$ci w  testach z wykorzystaniem BLI i HTRF.
Niestety, wprowadzenie hydrofobowej powierzchni, przeznaczonej do
oddziatywania z PD-L1, obejmujacej znaczng czes$¢ biatka, negatywnie wptyneto
na rozpuszczalno$¢ minibiatek 1 zwigkszyto ich tendencje do agregacji.

Niska rozpuszczalno$¢ w mediach komoérkowych uniemozliwita przeprowadzenie
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testu blokowania immunologicznego punktu kontrolnego opartego na komodrkach.
W zwiazku z tym, kolejny etap polegal na wprowadzeniu mutacji prowadzacych
do zwigkszenia rozpuszczalnosci. W efekcie udato si¢ otrzymac¢ odpowiednio
wysoka rozpuszczalnos¢ 1 przeprowadzi¢ test oparty na komorkach.

Wyniki otrzymane w teScie blokowania immunologicznego punktu
kontrolnego opartego na komodrkach $wiadczg o zdolnosci inhibitoréow E24 i E32
do reaktywacji modelowych komoérek limfoidalnych linii Jurkat w pH 6.9.
Otrzymane wartosci ECsp wWynosza odpowiednio: 5,1 uM dla E24 i 3,9 uM dla
E32. Wartosci dotyczace zdolnosci blokowania interakcji PD-1/PD-L1 przez E24
i E32 sg zblizone do wynikéw uzyskanych dla jedynego wcze$niej
opublikowanego minibiatkowego inhibitora MOPD-1, ktory wykazuje aktywnos¢
o wartoéci ICso wynoszacej 3,3 pM.® Warto jednak podkresli¢, ze MOPD-1 jest
stabilizowany dzigki obecnosci mostkow disiarczkowych. W przeciwienstwie do
tego, inhibitory przedstawione w niniejszej pracy sa stabilizowane wytacznie przez
hydrofobowy rdzen. Warto podkresli¢, ze dotychczas nie opublikowano zadnych
minibiatkowych inhibitoréw interakcji PD-1/PD-L1, ktore osiagatyby podobna
aktywno$¢ co inhibitory opisane w naszym badaniu, jednocze$nie pozostajac
stabilizowane przez hydrofobowy rdzen

W grupie minibiatek zawierajacych o- i B-aminokwasy otrzymano
37 minibiatek. Grupa ta sktadata si¢ z 15 rusztowan i 9 potencjalnych inhibitoréw
zawierajacych trzy reszty f-aminokwasowe oraz 12 rusztowan zawierajacych dwie
reszty B-aminokwasowe.

W pierwszej grupie udato si¢ otrzyma¢ dwa rusztowania, K7 i K12, o wysokiej
stabilno$ci temperaturowej powyzej 75°C. Dla tych minibiatek przeprowadzono
proby uzyskania bardziej szczegotowych informacji strukturalnych z uzyciem 2D
NMR oraz krystalizacji, ktore dotychczas nie przyniosty oczekiwanych efektow.
Na bazie rusztowania K7 zaprojektowano 10 potencjalnych inhibitoréw. Pierwsza
grupa, sktadajaca si¢ z 4 minibiatek, charakteryzowata si¢ bardzo niska
rozpuszczalno$cig, co uniemozliwito jej przebadania zarowno pod katem
strukturalnym, jak i aktywno$ci. Optymalizacja rozpuszczalnosci grupy

potencjalnych inhibitorow zawierajacych trzy reszty p-aminokwasowe pozwolita
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na uzyskanie peptydow o zwigkszonej rozpuszczalnosci i przebadanie ich pod
katem strukturalnym z wykorzystaniem dichroizmu kotowego. Nie udato sie
przeprowadzi¢ testow aktywnosci biologicznej z wykorzystaniem BLI i HTRF.
W grupie rusztowan zawierajacych dwie reszty B-aminokwasowe udato sig¢
otrzymac¢ rusztowanie O5, ktore wykazuje obiecujace cechy strukturalne, jednak
konieczne sa jego dalsze analizy z wykorzystaniem np. krystalografii
rentgenowskiej. Potwierdzenie zgodnosci struktury modelowej ze strukturg
eksperymentalng umozliwitoby w przysztosci projektowanie na bazie tego

rusztowania nowych inhibitorow oddziatywania PD-1/PD-L1.
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5. CZESC EKSPERYMENTALNA

5.1. Odczynniki

Wszystkie komercyjnie dostepne ropuszczalniki i odczynniki uzyte w tej pracy
zostaly zakupione z firm: Sigma-Aldrich, Merck, Iris Biotech, Lipopharm, Trimen
oraz Avantor i nie byly dodatkowo oczyszczane. Dostawcg kwasu Fmoc-(1S-2S)-
trans-aminocyklopentanokarboksylowy (trans-ACPC) o czystosci >95% byta

firma Synnovator.

5.2.  Wspomagane komputerowo metody projektowania

Struktury PDB byly ogladane za pomoca oprogramowania Discovery
Studio 2020, a takze przy jego uzyciu tworzone byty grafiki.

5.2.1. Protokét FastDesign oprogramowania Rosetta

142 zostal wykorzystany do

Protokoét FastDesign w oprogramowaniu Rosetta
tworzenia nowych minibiatek na podstawie wczes$niejszej analizy strukturalne;j.
Ta analiza struktury modeli umozliwiata wybor miejsc i rodzajow mutacji, ktore
nastepnie byly poddawane dalszej analizie przy uzyciu oprogramowania Rosetta.

Protokét FastDesign umozliwia dokonywanie mutacji w okre§lonych
pozycjach w sekwencji bialka, korzystajac z informacji zawartych w pliku
referencyjnym dotyczacym miejsc i rodzajéw mutacji. Nastepnie, dzigki
wykorzystaniu metody Monte Carlo, generowane sa struktury wraz z ich
oceng (ang. score).

Wszystkie obliczenia z wykorzystaniem protokotu FastDesign zostaly
przeprowadzone z uzyciem pakietu Rosetta 3.10, z zastosowaniem funkcji
oceniajgcej Beta novl5, liczby iteracji rownej 5000 oraz filtrow polegajacych na
ograniczeniu liczby reszt alaniny w sekwencji do 20 oraz ograniczeniu liczby par

donor/akceptor, ktore nie tworzg wigzania wodorowego do 5.
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5.2.2. Docking RosettaDock

143 zostal wykorzystany do

Protok6t Docking oprogramowania Rosetta
tworzenia modeli kompleksow rusztowan z PD-L1. Modele te byly dalej
wykorzystywane do projektowania inhibitorow.

RosettaDock to wielkoskalowy algorytm dokowania, ktory rozpoczyna si¢ od
etapu gruboziarnistego (ang. coarse-grain stage) przy uzyciu Monte Carlo.
Nastepnie struktury sg Udoskonalone w etapie wysokiej rozdzielczoS$ci, zastgpujac
pseudo-atomy atomami tancucha bocznego. Wykorzystano strategie probkowania

opartg o dokowanie globalne.

5.3. Synteza kwasu (S)-2-((((9H- fluoren-9-ylo)metoksy)
karbonylo)amino)-3-(1-(2-(tert-butoksy)-2-oksoetylo)-1H-
indol-3-ylo)propanowego

Synteza zostata przeprowadzona zgodnie z protokotem’®

z niewielkimi modyfikacjami.

Schtodzono do 0° C roztwdr Boc-Trp-OMe (2 g, 6,27 mmol) oraz weglanu
cezu (2,5 g, 6,91 mmol) w2 DMF (20 ml), a nastgpnie dodano do roztworu dodano
bromooctanu tert-butylu (1,008 ml, 6,91 mmol). Nastgpnie roztwor byt mieszany
w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Po reakcji mieszanina reakcyjne
zostata wlana na lod : 1M HCl (1:1) i ekstrahowana octanem etylu.
Faza organiczna zostala przemyta solankg i wysuszona nad MgSQOs, a nastgpnie
odparowana. Otrzymany produkt byt oczyszczony z uzyciem chromatografii Flash
w uktadzie 0-50% heksan : octan etylu w celu otrzymania czystego produktu etapu
1-(S)-3-(1-(2-(tert-butoksy)-2-oksoetylo)-1H-indol-3-ilo)-2-((tert-
butoksykarbonylo)amino)propanianu  metylu (1,632 g, 3,77 mmol,
wydajnos¢ 60%).

Roztwor produktu etapu 1 (1,632 g, 3,77 mmol) w dioksanie (20 ml) zostat
dodany do roztworu monohydratu wodorotlenku litu (0,158 g, 3,77 mmol)
w wodzie (10 ml). Mieszanina reakcyjna byta mieszana w temperaturze pokojowej

przez cala noc. Nastgpnie mieszanina zostala zneutralizowana 1M HCI
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i ekstrahowana octanem etylu. Faza organiczna zostala przemyta solanka
i wysuszona nad MgSOs, a nastgpnie odparowana. Produkt zostal oczyszczony
z uzyciem chromatografii w uktadzie 0-50% heksan : octan etylu w celu
otrzymania czystego produktu etapu 2 — kwasu (S)-3-(1-(2-(tert-butoksy)-2-
oksoetylo)-1H-indol-3-ilo)-2-((tert-butoksykarbonylo)amino)propanowego

(0,58 g, 1,4 mmol, wydajno$¢ 37%).

Roztwor 4M HCl w dioksanie (10 ml) zostat schtodzony w kapieli lodowej
w atmosferze argonu. Produkt etapu 2 (0,58 g, 1,4 mmol) zostal dodany do
roztworu HCI, nastepnie mieszanina reakcyjna byta mieszana przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej. Po reakcji, roztwér zostal odparowany w celu
otrzymania produktu etapu 3 — kwasu (S)-2-amino-3-(1-(2-(tert-butoksy)-2-
oksoetylo)-1H-indol-3-ilo)propanowego (0,41 g, 1,3 mmol)

Produkt etapu 3 (0,41 g, 1,3 mmol) zostal dodany do schtodzonego roztworu
NaHCO; (0,3 g, 3,57 mmol) w wodzie (10 ml) o pH 8-9, nast¢pnie dodano
roztworu Fmoc-OSu (0,501 g, 1,3 mmol) w dioksanie (9 ml).
Reakcja byta prowadzona 18 godzin, z czego pierwsza godzina w obnizonej
temperaturze w tazni lodowej, a kolejne w temperaturze pokojowe;j. Po reakcji, pH
mieszaniny zostalo obnizone do 2 poprzez dodanie 1M HCI, a nastgpnie
ekstrahowana dichlorometanem. Faza organiczna zostala przemyta solanka,
osuszona nad MgSO. i odparowana. Produkt byt oczyszczany z wykorzystaniem
HPLC, 10-90% w uktadzie woda : acetonitryl na kolumnie C18 lub poprzez
chromatografie Flash w tym samym uktadzie. Otrzymano produkt kwas
(S)-2-((((9H-fluoren-9-ylo)metoksy)karbonylo)amino)-3-(1-(2-(tert-butoksy)-2-
oksoetylo)-1H-indol-3- kwas ylo)propanowy (0,425 g, 0,786 mmol, wydajnosé¢
60%).

MS (ESI): m/z 563,2168 (M + Na, 100%), warto$¢ teoretyczna: m/z 563,2158
(M + Na)

'H NMR (DCCI3, 400 MHz): § 7,80 (d, J=7,6 Hz, 2H), 7.67 — 7,60 (m, 2H), 7,39
(t, J=7,5Hz, 2H), 7,32 - 7,22 (m, 3H), 7,18 (td, J=7,6, 0.9 Hz, 1H), 7,08 (id, J=7,5,
0.9 Hz, 1H), 7,04 (s, 1H), 4,54 (dd, J=8,4, 4,9 Hz, 1H), 4,36 — 4,23 (m, 2H),
4,23 4,14 (m, 1H), 3,43 3,35 (m, 2H), 3,25—3,09 (m, 1H), 1,55 1,38 (m, 9H).
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5.4. Synteza peptydow

5.4.1. Synteza przy uzZyciu automatycznego syntezatora

Peptydy byly syntetyzowane z wykorzystaniem metody syntezy peptydow na
podtozu statym (ang. solid phase peptide synthesis, SPPS) wspomaganej
mikrofalami, w aparatach Biotage® Initiator*Alastra lub Liberty Blue CEM.
Do syntezy =zostala wykorzystana zywica  H-rink amide ChemMatrix®
(tadownos¢: 0,59 mmol/g), ktora prowadzi do uzyskania na koncu karboksylowym
peptydu grupy amidowej, w skali 0,06 mmol. W pierwszym etapie syntezy zywice
namaczano w DMF (20-60 minut), tak aby doszto do jej napgcznienia
i udostepnienia grup NH przeznaczonych do reakcji. Rozpuszczalnikiem
stosowanym w syntezie peptydow byt DMF.

Do reakcji sprzegania wykorzystano odczynniki sprzegajace DIC oraz Oxyma
(stezenie 0,5 M w DMF, 5-krotny nadmiar molowy). Reakcje pojedynczego
sprzggania prowadzono dla Fmoc-a-aminokwasow (stezenie 0,1 M w DMF,
5-krotny nadmiar molowy) 15 minut w 75°C (Biotage® Initiator*Alastra) lub 4
minuty w 90°C (Liberty Blue CEM), za$ dla Fmoc-p-aminokwaséw (stezenie 0,1
M, 3-krotny nadmiar molowy) 15 minut w 75°C i 30 minut w temperaturze
pokojowe;j. Reakcje podwojnego sprzggania prowadzono dla
Fmoc-a-aminokwasow 2 x1 5 minut w 75°C (Biotage® Initiator*Alastra) lub 2x4
minuty w 90°C (Liberty Blue CEM). Dla reszt histydyny i cysteiny prowadzono
reakcje w obnizonej temperaturze 50°C przez 10 minut. W przypadku
aminokwasow metylowanych na grupie a-aminowej, w celu zwickszenia
wydajnosci przylaczania nastgpnej reszty aminokwasowej do grupy aminowej,
kolejny aminokwas sprzegany byt podwojnie 2 x 15 minut 75°C, a czas drugiego
sprzggania byl wydtuzony o 6 dodatkowych godzin w temperaturze pokojowe;j.
Do reakcji deprotekcji grupy a-aminowej stosowano 20% roztwor piperydyny

w DMF. Po syntezie zywica byta przeptukiwana DCM.
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5.4.2. Odcinanie peptydow z zywicy

Zywica z przylagczonym peptydem po syntezie byla przenoszona
do polipropylenowej strzykawki ze spiekiem, w ktorej peptyd byt odlaczany
od ztoza, a grupy boczne odblokowywane. W celu odlaczenia zsyntezowanego
peptydu od zywicy uzywana byta mieszanina Sciagajaca w sktad ktorej wchodzito
TFA:TIS:tioanisol:H,O (85:5:5:5), w ktorej zywica byla wytrzasana przez
3 godziny. Dla peptydu pAC65 wykorzystano mieszaning zawierajaca EDT w celu
unikniecia utleniania cysteiny (TFA:tioanisol:EDT:anisol, 90:10:6:4). Nastepnie
peptyd byt wytracany z roztworu poprzez dodanie zimnego eteru dietylowego,

a powstaty osad odwirowany i oczyszczany przy uzyciu HPLC.

5.4.3. Cyklizacja

Cyklizacja peptydu pAC65 byla poprzedzona suszeniem peptydu
z wykorzystaniem argonu po $ciggnieciu peptydu z zywicy. Nieoczyszczony
peptyd mieszaninie 0,1 M wodorowgglanu amonu pH 8.5 oraz acetonitrylu
(2:1, viv) oraz mieszany przez 24 godziny. Nastgpnie roztwor byl mrozony
w ciekly azocie i liofilizowany, a w kolejnym kroku oczyszczany przy uzyciu

HPLC.

5.4.4. Oczyszczanie peptydow

Peptydu oczyszczane byly za pomoca HPLC z wykorzystaniem aparatury
UltiMate 3000 LC System (Dionex) oraz Knauer Prep na kolumnie preparatywnej
C18 (Thermo Scientific, Hypersil Gold 12 um, 250 mm x 20 mm) w ukladzie
rozpuszczalnikow ACN/H20 z 0,05% dodatkiem TFA w obu eluentach. Czystos¢
peptydow byla oznacza z wykorzystaniem HPLC analitycznego UFLC Shimadzu
na kolumnie C18 (Reprosil Sapir 100 C18, 5 pm, 150 x 4.6 mm) w tym samym

uktadzie rozpuszczalnikow.
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5.4.5. ldentyfikacja produktu

Zsyntetyzowany peptydy identyfikowano za pomocg spektrometrii masowe;j
przy uzyciu systemu ATERS LCT Premier XE z detektorem czasem przelotu
(TOF) i jonizacja electrospray.

5.5. Dichroizm kolowy (CD)

Pomiary CD zostaly wykonane z uzyciem spektrofotometru Jasco J-1500

w prostokatnej, kwarcowej kuwecie pomiarowej o dtugosci drogi optycznej 1 mm.

5.5.1. Pomiar widm CD w stalej temperaturze 25°C

Widma CD byly mierzone w statej temperaturze 25°C w zakresie dlugosci fal
195-250 nm, co 0,2 nm, predko$¢ skanowania 50 nm/min, akumulujac dane
z pigciu skandéw. Dla peptydow z serii E i V pomiary wykonywano w 50 mM
buforze fosforanowym pH 7.5, w stezeniu 60 pM dla E i 50 uyM dla V.
Dla peptydow z serii O i K pomiary wykonywano w H,O w st¢zeniu 50 uM.

Intensywno$¢ CD zostata przedstawiona jako resztowa eliptyczno$¢ molowa

([®]mre) z uwzglednieniem liczby reszt aminokwasowych w sekwencji.

5.5.2. Pomiary temperaturowe CD

Wszystkie pomiary stabilno$ci temperaturowej byly prowadzone w zakresie
temperatur 4-96°C, co 2°C.

Pomiary dla peptydow z serii V i E byly prowadzone przy dtugosci fali 222 nm
w stezeniu 50 uM dla V i 60 uM dla E w 50 mM buforze fosforanowym pH 7.5.
Dla peptydow z serii O pomiary byly prowadzone przy dtugosciach fal 206,
217 oraz 230 nm w HO. Dla peptydow z serii K pomiary byly prowadzone
w buforze fosforanowym pH 7.5 w zakresie dtugosci fal 200-230 nm, co 1.
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Temperature rozfatldowywania (ang. melting temperature, Tm) wyznaczano,
z uzyciem programu OriginPro 2019, poprzez dopasowanie otrzymanych
wykresow do roéwnania:
1
VE T oSt (b = by + my * x) + by,
T

gdzie bri by odnosza si¢ do eliptycznosci, odpowiednio w stanie sfaldowanym

i rozfaldowanym, a mr do nachylenia wykresu dla stanu sfatdowanego.

5.6. Pomiary NMR

Pomiary NMR byty prowadzone w buforze fosforanowym o pH 7.5 z 10%
dodatkiem DO lub w H;O z 10% dodatkiem D.O na spektrometrze Bruker
Avance™ przy 600 MHz dla 'H.

5.7. Krystalizacja

Krystalizacje peptydow prowadzono z wykorzystaniem metody wiszacej
kropli, na przezroczystych ptytkach 24-dotkowych (Molecular Dimensions
#MD3-16) poprzez umieszczenia na dnie dotka 300 pul rezerwuar oraz naniesienie
na plytk¢ szklang kropli sktadajacych si¢ z roztworu peptydu i rezerwuaru
w stosunku 1:1, 1:2 i 2:1 (peptyd:rezerwuar). Nastepnie ptytki odwrocone do dotu
byty przyklejane na wierzchu dotkow.

Jako rezerwuary wykorzystano komercyjnie dostgpne zestawy roztworoOw
do krystalizacji: Structure Screen 1 (50 roztwordéw, Molecular Dimensions
#MD1-01) oraz Structure Screen 2 (50 roztworéow, Molecular Dimensions
#MD1-02)

Stezenia peptydow uzyte w eksperymencie zalezaty od ich rozpuszczalnosci,
dobieranie stg¢zenia rozpoczynano od przygotowania roztworu o maksymalnym
stezeniu peptydu w H20O, nastgpnie testowano rozpuszczalnos¢ peptydu
w stosunku peptyd: rezerwuar 1:1 w kilku wybranych roztworach do krystalizacji.
Jesli w wigkszosci przypadkow widoczna byla precypitacja, zmniejszano stezenie,
az do otrzymania klarownych kropli w wigkszosci, jednak nie wszystkich,

probach. W przypadku peptydu K7 uzyto st¢zenia 4 mg/ml, a O4 — 8 mg/ml.
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5.8. Interferometria biowarstwowa (BLI)

Analiza kinetyki oddzialywania z celem molekularnym, a tym samym
wyznaczenie stalej dysocjacji wigzania inhibitora z PD-L1 zostaly
przeprowadzone z  wykorzystaniem interferometrii biowarstwowej
(ang. biolayer interferometry, BLI) z uzyciem sprzetu Octet RED96 (ForteBio).
Otrzymane dane byly przetwarzane z wykorzystaniem zintegrowanego
ze sprzetem oprogramowania.

Bufor uzywany do pomiarow sktadat si¢ z 10 mM HEPES (pH 7.4), 150 mM
NaCl, 3 mM EDTA, 0,05 % Tween20, 0,5% BSA. W pierwszym etapie
eksperymentu, biotynylowane ludzkie PD-L1 (Sino Biological #10084-H08H-B)
w stezeniu 1 pg/ml bylo wigzane do biosensora pokrytego streptawidyng (SAX,
Sartorius #18-5117). Testowane peptydy rozpuszczone w stezeniu 1 mM w H.O
byly rozcienczane w buforze do pomiaréw do odpowiednich stgzen. Pomiar
kinetyki wigzania odbywal si¢ poprzez zanurzenie zatadowanych biosensoréw
w roztworze peptydu o odpowiednim stezeniu (asocjacja), a nastgpnie zanurzenie
biosensoréw w buforze (dysocjacja).

Dla inhibitorow z serii V warto$ci Kp wyliczano z pomiarow w stezeniu
50 uM. Dla inhibitorow z serii E z zestawu pomiarow w stezeniach inhibitora:

0,1,0,5,1,5,10,25,50 uM.

5.9.  Homogenna czasowo rozdzielcza fluorescencja (HTRF)

Test HTRF byt przeprowadzany z wykorzystaniem 96-dotkowych biatych
ptytek o zmniejszonej objetosci (CisBio #66PL96025) oraz zestawu do pomiaru
oddziatywania PD-1/PD-L1 (CisBio #64PDIPEG) zgodnie z protokotem dla
zestawu. Pomiary HTRF byly prowadzone w 3 powtorzeniach, na fluorymetrze
CLARIOstar® z filtrem wzbudzenia przy 337 nm poprzez pomiar intensywnosci
fluorescencji przy dtugosciach fal 620 i 665 nm. Od otrzymanych danych odjeto
wartosci tla, obliczono stosunek 665/620, odjeto wartosci kontroli negatywnej,
znormalizowano  wzgledem  kontroli  pozytywnej oraz  usredniono.

Blad pomiarowy obliczono poprzez obliczenie odchylenia standardowego probki
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z 3 pomiardéw. Wartosci ICso zostaty otrzymane z zestawu pomiaréw w roznych
stezeniach poprzez dopasowanie wynikow z uzyciem funkcji DoseResp
oprogramowania OriginPro 2019.

Pomiar aktywnosci hamujacej byl prowadzony w stezeniach 50 uM dla serii
V, 5 uM dla serii E. Dla peptydu E1 warto$¢ ICso zostata wyliczona z serii
pomiardw przy stezeniach: 0,02, 0,02, 0,2, 1, 2,5, 5, 25, 50 uM, dla peptydu E15
przy stezeniach: 0,005, 0,05, 0,25, 0,5, 5, 7,15, 25, 50 uM.

5.10. Test blokowania immunologicznego punktu kontrolnego

oparty na komoérkach™

Test blokowania immunologicznego punktu kontrolnego oparty na komérkach
zostal przeprowadzony z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnego testu
PD-1/PD-L1 Blockade Bioassay (Promega, Madison, WI, USA) zgodnie z
protokotem zapewnionym przez producenta.

Test ten polega na hodowli dwoch linii komoérkowych: sztucznych komorek
prezentujacych antygen CHO-K1 z nadekspresja PD-L1 oraz biatka aktywatora
TCR (komorki CHO/TCRAct/PD-L1) i komérek Jurkat z nadekspresjag PD-1 oraz
genu lucyferazy kontrolowanego przez NFAT (Jurkat Effector Cells, Jurkat-ECs).
Wigzanie aktywatora TCR z TCR skutkuje aktywacja komorek Jurkat-EC,
co powoduje aktywacje czynnika transkrypcyjnego NFAT, a dalej ekspresje
lucyferazy, ktorej efektem dzialania jest luminescencja mierzona
w eksperymencie. Oddziatywanie PD-1/PD-L1 powoduje zmniejszenie poziomu
aktywacji komorek Jurkat-EC. Zablokowanie interakcji PD-1/PD-L1 pozwala
na przywrocenie aktywacji tychze komorek.

W celu przeprowadzenia eksperymentu komorki CHO/TCRAct/PD-L1 byty
hodowane na biatych ptytkach 96-dotkowych (gestosé: 10 000 komoérek/dotek).

Po 24 godzinach hodowli, dodawano inhibitorow w odpowiednich stezeniach.

Ze wzgledu na rozbieznos$ci w wynikach dla peptydow, w eksperymencie od tego

™ Testy blokowania immunologicznego punktu kontrolnego opartego na
komorkach zostaty wykonane przez dr hab. Lukasza Skalniaka z Zespotu Chemii
Bioorganicznej i Medycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego.
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momentu wykorzystywano medium RPMI-1640 o obnizonym przez dodatek HCI
pH réwnym 6.9. Inkubacja z inhibitorami trwata 24h w 37 °C w 5% CO?2.

Przygotowanie roztwordw inhibitoréw polegalo na przygotowaniu roztworow
o stezeniu 2 mM w wodzie. Dodatkowo, przeprowadzono kontrol¢ prawidtowosci
stezenia peptydu poprzez rozcienczenie wyj$ciowego roztworu 2 mM do 100 uM
w 8M GuHCI, inkubacje przez 30 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie
pomiar absorbancji probki przy dlugosci fali 280 nm. Nastepnie z prawa
Lamberta-Beera obliczono stezenie w probce i na jego bazie skorygowano
dalsze rozcienczenia.

Po inkubacji z inhibitorami, dodawane byly komorki Jurkat T
(gestos¢ 20 000 komorek/dotek) oraz inhibitory w odpowiednim stezeniu.
Jako kontroli negatywnej uzywano DMSO, natomiast kontrolg pozytywna
stanowil roztwor durvalumabu o stezeniu 2,5 mg/ml.

Pomiar aktywacji komorek efektorowych, poprzez pomiar bioluminescencji,
prowadzono po 6 godzinach inkubacji (37°C, 5% CO) i 20 minutach dodatkowej
inkubacji z odczynnikiem Bio-Glo (Promega) w temperaturze pokojowej. Pomiar
bioluminescencji prowadzono z wykorzystaniem wielomodowego czytnika
mikroplytek Tecan Spark 20M. Dane zostaty przedstawione jako krotnos¢ indukcji
sygnatu luminescencyjnego wzgledem kontroli czyli komorek z DMSO. Punkty
danych reprezentuja wartosci $rednie + SD z trzech niezaleznych eksperymentow.
Wartosci ECsg zostaly obliczone poprzez dopasowanie krzywej Hilla do danych
eksperymentalnych przy uzyciu oprogramowania OriginPro 2019. Dla peptydéw
E24 i E32 pomiary prowadzono w stgzeniach: 0,156; 0,312; 0,62; 1,25; 2,5; 5;
10 uM.
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5.11. Charakterystyka otrzymanych peptydow

. .. HPLC analityczne
MS obliczone MS doswiadczalne y .
Nazwa [M + 4H]* [M + 4H]* Czas retencji [min]
pAC65 944,4868 944,4897"" 16,369
Vo 1017,2969 1017,2976 15,334
Vi 1050,8143 1050,8152 15,112
V2 1038,0798 1038,0769 16,391
V3 1063,3302 1063,3738 16,644
\Z! 1054,5643 1054,5657 15,265
V5 1046,5759 1046,5762 16,368
V6 1050,5474 1050,5767 15,831
ENH 1654,9085 1655,2543 12,453
EO 1407,2498 1407,2576 12,876
E1l 1420,7699 1421,0298 13,196
E2 1406,2686 1406,4773 13,186
E3 1431,2811 1431,2969 13,475
E4 1408,5187 1409,0365 12,702
E5 1435,2660 1435,8171 13,963
E6 1417,0171 1417,1238 13,992
E7 1420,2842 1420,2935 14,401
ES 1433,0250 1433,1809 15,042
E9 1417,0281 1417,0281 13,761
E10 1435,5232 1435,5095 13,228
Ell 1417,5392 1417,7002 13,837
E12 1427,2295 1427,5198 13,575
E13 1438,0371 1438,0303 13,216
E14 1421,0219 1421,0193 13,270
E15 1434,7803 1434,7378 15,128
E16 1416,2946 1416,7837 15,098
E17 1441,7789 1442,2077 14,099
E18 1430,7926 1430,7800 15,531
E19 1432,7789 1431,4614 15,242
E20 1439,4956 1439,7422 15,713
E21 1435,2540 1435,247 15,674
E22 1444,7635 1445,3025 14,814
E23 1410,4847 1410,7689 15,977
E24 1438,7809 1438,8449 14,675
E25 1449,5324 1449,9120 14,991

" Dla peptydu pAC65 podano MS do$wiadczalne [M + 2H]?*
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E26 1442,5198 1442,8904 14,562
E27 1453,2732 1452,8496 15,215
E28 1454,0485 1453,828 14,909
E29 1449,3018 1449,9533 14,412
E30 1454,4858 1454,6719 15,209
E31 1442,5289 1442,8167 14,893
E32 1442,2920 1442,7510 14,808
E33 1406,2405 1406,2773 14,491
E34 1441,5562 1441,5416 15,245
E35 1435,7952 1435,7934 14,598
E36 1410,2833 1409,8951 15,687
o1 1431,9908 1431,8962 12,686
02 1425,0125 1424,9830 12,985
o3 1425,5029 1425,220 13,412
04 1446,2490 1446,5391 13,291
05 1446,5391 1446,2490 12,832
06 1444,2240 1444,4888 12,325
o7 1397,2146 1397,3623 13,207
08 1397,2146 1397,6377 11,847
09 1437,2055 1437,2064 11,403
010 1424,6987 1424,2116 10,094
011 1427,7079 1427,7471 11,872
012 1402,1920 1402,396 10,403
K1 1424,3257 1424,3257 12,691
K2 1297,3749 1297,5413 13,847
K3 1357,1422 1356,8895 16,598
K4 1304,6315 1304,672 17,813
K5 1339,6227 1339,3822 14,321
K6 1434,4807 1434,7445 12,274
K7 1393,6942 1393,8225 13,847
K8 1401,6825 1401,8976 12,367
K9 1389,1877 1389,1940 12,645
K10 1389,1877 1388,9341 12,737
K11 1389,1887 1389,4509 12,727
K12 1391,8988 1391,8988 11,028
K13 1418,9540 1419,5437 13,933
K14 1408,7026 1408,9656 12,857
K15 1430,7104 1430,9607 13,264
P1 1412,4773 1412,4773 14,948
P2 1384,7031 1384,9554 13,965
P3 1406,4590 1406,2149 13,701
P4 1403,4470 1403,1994 13,544
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P5 1415,7097 1415,8834 14,522
P6 1427,2034 1427,8756 13,705
P7 1425,7275 1426,0468 14,554
P8 1393,3010 1393,3010 12,525
P9 1418,2091 1418,2369 13,964

P10 1412,1953 1412,1865 12,749

Gradient HPLC: 0—-2 min 10% B; 2—-32 min 90% B; 32—37 min 90% B; 37—
40 min 10% B; 40-45 min 10% B; kolumna: C18 Reprosil Sapir 100 C18, 5 um,
150 x 4.6 mm
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