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Streszczenie

Nowotwory to grupa chorob, z ktéorymi ludzko$¢ boryka si¢ od poczatku istnienia.
Liczba zachorowan na raka ro$nie kazdego roku i szacuje si¢, ze do 2050 roku moze
osiggnag¢ okoto 60 milionow nowych przypadkdw. Zmusza to rzady panstw
i naukowcéw do pracy nad nowymi terapiami przeciwnowotworowymi oraz
programami profilaktyki 1 leczenia. Obecnie istnieje wiele roznych podej$¢ do leczenia
raka. Czgsto terapia przeciwnowotworowa tagczy wigcej niz jeden rodzaj leczenia,
jednak jej efekty nie zawsze sg zadowalajgce. W ostatnich dwoch dekadach wiele uwagi
poswiecono immunoonkologii, a zwlaszcza hamowaniu punktow kontrolnych uktadu
immunologicznego. Za prace nad tym zagadnieniem, w 2018 roku dwoch naukowcow,
Thasuku Honjo i James P. Allison, otrzymato Nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii
i medycyny. Punkty kontrolne uktadu odpornosciowego sa odpowiedzialne za
modulacje odpowiedzi immunologicznej, poprzez regulacje aktywnosci limfocytéw T.
Jednym z najlepiej poznanych i najlepiej scharakteryzowanych punktow kontrolnych
hamujacych odpowiedz uktadu odpornosciowego jest biatko PD-1, tworzace kompleks
ze swoim ligandem, biatkiem PD-L1. Zablokowanie wigzania si¢ tych molekul moze
mie¢ wiele potencjalnych zastosowan klinicznych, azwigzki hamujace tworzenie
kompleksu PD-1/PD-L1 mogg znalez¢ zastosowanie w leczeniu nowotworow i chorob

zakaznych.

Obecnie istnieje wiele podejs¢ majacych na celu blokowanie tworzenia kompleksow
przez biatka nalezgce do punktow kontrolnych uktadu immunologicznego, co daje
pacjentom nadzieje i nowe mozliwosci powrotu do zdrowia. Jednak zatwierdzone przez
FDA terapie przeciwnowotworowe w wigkszosci oparte sa na przeciwciatach
monoklonalnych, ktére przyczyniaja si¢ do wystapienia wielu skutkow ubocznych i nie
zawsze sg skuteczne. Ponadto koszt rocznego leczenia jednego pacjenta zlozony
z jednego przeciwciata blokujacego kompleks PD-1/PD-L1 moze sigga¢ nawet ponad
100 000 USD. Terapia skojarzeniowa, przy uzyciu co najmniej dwoch przeciwciat
monoklonalnych, przynoszaca lepsze efekty, jest jeszcze drozsza aprzez to mniej
dostgpna dla pacjentéw onkologicznych. Wszystko to sprawia, ze konieczne jest
poszukiwanie nowych, lepszych i bardziej przystgpnych cenowo terapii blokujacych

wigzanie si¢ biatka PD-1 z PD-L1. W swoich badaniach skupitam si¢ na poszukiwaniu



peptydowych  inhibitorow tworzenia kompleksu PD-1/PD-L1, zdolnych do
przywracania funkcji ukladu odporno$ciowego. Do zaprojektowania peptydow,
wykorzystatam struktur¢ krystaliczng kompleksu PD-1/PD-L1 oraz informacje
uzyskane z analizy MM/GBSA.

W pierwszym etapie moich badan otrzymatem trzynascie peptydéw liniowych oraz
cyklicznych z mostkami disulfidowymi, wywodzacych si¢ ze struktury biatka PD-1.
Wykorzystujac technike SPR okreslitam ich powinowactwo do biatka PD-L1. Wigzanie
do biatka zaobserwowatam dla peptydow (10) i (7), ale sze$¢ innych zwigzkéw réwniez
oddzialtywato z celem molekularnym. Wszystkie peptydy, ktore wigzaty si¢ do biatka
PD-L1 poddatam dalszej analizie. Zbadatam ich stabilno$¢ w pozywce RPMI 1640
(z 10% FBS), uzywanej W hodowli komérkowej oraz ich wptyw na zywotnos¢ trzech
linii komérkowych, wykorzystywanych w dalszych doswiadczeniach. Dla wigkszosci
badanych zwigzkow, zaobserwowatam zmniejszanie si¢ ich stezenia po dodaniu do
pozywki oraz po 24 godzinach inkubacji. Nie zaobserwowatam jednak dodatkowych
sygnatow na chromatogramach uzyskanych podczas analizy z wykorzystaniem HPLC,
co moze wskazywac, ze nie byly one przedmiotem degradacji, natomiast mogty
oddziatywaé¢ ze sktadnikami pozywki. Nastepnie sprawdzitam wplyw peptydow na
zywotnos¢ komorek. Test ten wykonatam dla trzech linii komorkowych - CHO-K1,
Jurkat E6.1 i TCS Ctrl (zmodyfikowane BW5417). Na komoérki Jurkat E6.1 negatywny
wplyw mialy jedynie najwyzsze stezenia niektorych z peptydow (150 puM). Linie
CHO-K1 i TCS Ctrl okazaly si¢ bardziej wrazliwe na dzialanie zwigzkoéw. Badane
peptydy wykazatly efekt cytotoksyczny w szerszym spektrum niz w przypadku linii
komorkowej Jurkat E6.1. Sprawdzitam roéwniez, Czy otrzymane przez mnie zwigzki
konkurujg z biatkiem PD-1 o wigzanie si¢ z PD-L1 obecnym na powierzchni komoérek
oraz okreslitam czy posiadajg zdolnosci do hamowania tworzenia kompleksu PD-1/PD-
L1 w tescie komorkowym polegajacym na przywroceniu ekspresji lucyferazy poprzez
aktywacje czynnika transkrypcyjnego NFAT. Wyniki moich badan pokazuja,
ze peptydy (7) i (10) w pewnym stopniu hamuja tworzenie si¢ kompleksu biatko-biatko.
Ponadto peptyd (7) konkuruje z PD-1 o wigzanie si¢ z PD-L1.

Drugie podejscie do blokowania kompleksu PD-1/PD-L1 polegato na zaprojektowaniu
peptydéw, wywodzacych si¢ ze struktury biatka PD-L1. Otrzymalam siedemnascie
peptydow, ktore byty liniowe lub posiadaty mostek disulfidowy. Peptydy pochodzace
Z biatka PD-L1 testowatam w podobny sposob jak peptydy pochodzace z biatka PD-1.



Zbadalam ich zdolno$¢ do konkurowania z biatkiem PD-L1 o wigzanie si¢ z PD-1
znajdujacym si¢ na powierzchni komorki oraz ich wtasciwosci hamujace wzgledem
kompleksu PD-1/PD-L1 poprzez pomiar ekspresji eGFP wyindukowanego za
posrednictwem czynnika transkrypcyjnego NF-xB. W tescie kompetycyjnym peptydy
(L1) i (L11) zaklocaja wigzanie si¢ PD-L1 do PD-1 w sposob zalezny od stgzenia,
ponadto (L11) jako jedyny stymulowal ekspresj¢ eGFP poprzez hamowanie tworzenia
si¢ kompleksu PD-1/PD-L1 w sposob zalezny od stgzenia. Peptyd (L11) jest rowniez
jednym ze zwigzkow najsilniej wigzacych sie do biatka PD-L1.

Na podstawie wynikoéw otrzymanych dla peptydow wywodzacych si¢ z biatka PD-1,
wybralam peptyd (10) jako czasteczke wiodacg do zaprojektowania jego analogdw.
Zaprojektowatam szes¢ zwigzkow, jednak tylko cztery z nich zostaly poddane dalszej
analizie, ze wzgledu na problemy powstale podczas syntezy. Do wszystkich analogoéw
peptydu (10) wprowadzitam zmiany w petli, aby ustabilizowa¢ ich strukture i przez to
poprawi¢ ich powinowactwo do PD-L1. Wprowadzone modyfikacje nie zwigkszyty sity
wigzania si¢ z biatkiem PD-L1, w poréwnaniu do peptydu (10), jednak wptynety na ich
stabilno$¢ i wigzanie si¢ ze sktadnikami pozywki. Zwigzki te miaty rowniez duzo mniej
negatywny wplyw na komorki, wykorzystywane w testach. W funkcjonalnym tescie
komorkowym, przeprowadzonym w celu zbadania wilasciwosci kompetycyjnych
analogébw peptydu (10), zaobserwowatam, ze zmiany wprowadzone w sekwencji A3
prowadza do wypierania biatka PD-1 z kompleksu z PD-L1 w spos6b zalezny od dawki.
W tescie stymulacji opartym na systemie ekspresji genu reporterowego (NF-«kB::eGFP)
analogi A3, A4 i A5 podobnie jak peptyd (10) przywracajg ekspresje eGFP tylko w

najwyzszym zastosowanym stezeniu.

Rynek peptydow terapeutycznych rosnie z roku na rok i szacuje si¢, ze do 2026 roku
osiggnie warto$¢ 50,60 mld USD. W badaniach klinicznych nad rozwojem terapii
immunookologicznych coraz czg¢éciej mozna spotkac terapie wykorzystujace w swoim
podejsciu peptydy i peptydomimetyki. Otrzymane w tej pracy czasteczki, po dalszych
modyfikacjach struktury w celu zwigkszenia ich aktywnosci rowniez bgda mogty

znalez¢ zastosowanie jako terapeutyki w immunoonkologii.



