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2. STRESZCZENIE

Mimo istotnych postepéw w nauce na przestrzeni ostatnich lat nowotwory wcigz sg w
czotowce przyczyn $mierci w krajach rozwinietych. Dynamiczny rozwo6j immunoterapii daje
nadzieje wielu chorym, ktorzy przy klasycznie stosowanej chemioterapii mieliby znaczgco
nizsze szanse na przezycie. Immunoterapia nie jest jednak lekarstwem ostatecznym - czgs$¢
pacjentoéw nie odpowiada na leczenie. Przyczyna tego stanu rzeczy nadal nie zostata w peni
opisana. W gre wchodzi bowiem szereg zmiennych na poziomie indywidualnym. Stad,
jednym z podej$¢ do problemu jest poszukiwanie czgsteczek aktywnych o nowych
mechanizmach dziatania. Przykladem takich czasteczek sa opracowane w ramach niniejszej
pracy Lysosome Targeting Chimeras (LYTAC). Czasteczki te wykazuja powinowactwo do
wybranego celu molekularnego przeznaczonego do degradacji oraz jednoczesnie receptora
indukujacego degradacje lizosomalng, w tym przypadku IGF2R (CI-M6PR). W toku prac
wykazano, ze czasteczki te zdolne sg do skutecznej internalizacji celu molekularnego (w tym
przypadku punktu kontrolnego ukladu odporno$ciowego - PD-L1) zaréwno w formie
rozpuszczalnej, jak i transblonowe;j. Internalizacja zalezna jest od czasu i zaaplikowanego
stezenia. Istotnym wyrédznikiem opracowanych czasteczek jest mozliwo$¢ produkcji
bezposrednio z komorek, bez konieczno$ci stosowania jakichkolwiek modyfikacji
chemicznych oraz wykazany brak powinowactwa do receptora IGFIR. Czgsteczki tego typu
powinny indukowa¢ analogiczng odpowiedZ na poziomie komoérkowym, co zastosowanie
blokady punktu kontrolnego. Wtasciwo$¢ ta zostata wstepnie wykazana in vitro w teScie
cytotoksycznosci z jednojadrzastymi komorkami krwi obwodowej. Opracowane czasteczki
LYTAC indukowaly znaczaco wyzszy poziom lizy komorek nowotworowych w poréwnaniu z
dopuszczonymi do uzycia u ludzi przeciwciatami monoklonalnymi skierowanych na ten sam
cel molekularny. Technologie ukierunkowanej degradacji daja wiec nadzieje na
wprowadzenie w przyszto§ci terapii opartych na nowych mechanizmach, zaréwno
przeciwnowotworowych, jak rowniez celujacych w choroby, na ktére odnalezienie inhibitora
klasycznymi metodami racjonalnego projektowania lekéw (takich jak np. choroba

Alzheimera) jest niemozliwe.



3. ABSTRACT

Despite significant advancements in oncology in recent years, cancer is still among the
top death causes in highly developed countries. Development of immunotherapy gives hope
to many suffering from cancer, who would have significantly lower survival chances when
treated with chemotherapy. Unfortunately, not all patients respond equally to
immunotherapy. The reason behind this is still not well understood, as individual differences
between cancers of the same type can be significant. One of the approaches to overcome
this problem is to create molecules with innovative mechanisms of action. An example of
such molecules is Lysosome Targeting Chimeras (LYTAC) developed within the scope of the
present dissertation. LYTACs are bispecific compounds that exhibit affinity for a selected
molecular target (intended for degradation) and - at the same time - a receptor which
induces lysosomal trafficking. Herein, IGF2R (CI-M6PR) has been selected as the lysosome-
targeting receptor. In the course of the work, it was shown that the developed molecules are
capable of inducing internalization of a selected immune checkpoint (PD-L1) in both soluble
and transmembrane forms. The intensity of internalization depends on time and applied
LYTAC concentration. A significant distinguishing feature of the molecules developed within
this work is that they are completely genetically encoded (there is no need for chemical
modifications) and they do not exhibit affinity for IGFIR. In principle, these molecules should
induce a response analogous to the immune checkpoint blockade achieved with monoclonal
antibodies. Engineered LYTACs induced significantly higher levels of tumor cell lysis in
comparison with monoclonal antibodies approved for human use that are directed at the
same molecular target. Targeted degradation technologies offer hope for the introduction
of future therapies based on new mechanisms, targeting not only cancers but also other
diseases for which finding an inhibitor using classical methods of rational drug design (such

as Alzheimer's disease) is impossible.



4. WYKAZ SKROTOW

APC - Komorka prezentujaca antygen (ang. Antigen Presenting Cell)

APS - Nadsiarczan amonu (ang. Ammonium Persulfate)

ASGPR - Receptor asialoglikoproteinowy (ang. asialoglycoprotein receptor)

ATCC - American Type Culture Collection

ATTEC - Zwiazek kierujacy do autofagosomu (ang. Autophagosome Tethering Compound)
AUTAC - Chimera kierujaca do autofagii (ang. Autophagy-Targeting Chimera)

B2M - B2-mikroglobulina

BCA - Kwas bicinchoninowy (ang. Bicinchoninic Acid)

BSA - Surowicza albumina wotowa (ang. Bovine Serum Albumin)

CAR-T - Limfocyt T z chimerycznym receptorem antygenowym (ang. Chimeric Antigen
Receptor T-cell)

CAR-NK - Komorka NK z chimerycznym receptorem antygenowym (ang. Chimeric Antigen
Receptor Natural Killer)

CDS - System danych chromatograficznych (ang. Chromatographic Data System)
CHO - komorki jajnika chomika chinskiego (ang. Chinese Hamster Ovary)

CSC - Komorka nowotworowa podobna do komoérki macierzystej (ang. Cancer Stem-like
Cell)

DMSO - Dimetylosulfotlenek

DNA - Kwas deoksyrybonukleinowy (ang. Deoxyribonucleic Acid)

ECso - Polowa maksymalnego stezenia efektywnego

EDTA - Kwas wersenowy (ang. Ethylenediaminetetraacetic Acid)

EMA - Europejska Agencja Lekow (ang. European Medicines Agency)

EMT - Przej$cie epitelialno-mezenchymalne (ang. Epithelial-Mesenchymal Transition)
EPC - Komorki progenitorowe $rodbtonka (ang. Endothelial Progenitor Cells)

ESCRT - Sortujacy kompleks endosomalny niezbedny do transportu (ang. endosomal
sorting complex required for transport)

Fab - Fragment wigzacy antygen (ang. Fragment antigen binding)

Fc - Fragment krystalizujgcy (ang. Fragment crystallizable)

FDA - Agencja Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)
FN-II - Fibronektyna o ukladzie typu II (ang. fibronectin type II fold)
GalNAc - N-acetylogalaktozamina

HC - Lancuch ciezki (ang. Heavy Chain)

HDI - Wskaznik rozwoju ludzkiego (ang. Human Development Index)
HEK - komorki nerki ptodu ludzkiego (ang. Human Embryo Kidney)
HLA - Ludzki antygen leukocytarny (ang. Human Leukocyte Antigen)
HRP - Peroksydaza chrzanowa (ang. Horseradish Peroxidase)

HyT - Oznaczanie hydrofobowe (ang. Hydrophobic Tagging)

ICso - Potowa maksymalnego stezenia inhibujacego

IDO - 2,3-dioksygenaza indolaminy (ang. Indoleamine 2,3-dioxygenase)



IFN-y - Interferon gamma

IGFIR - Receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (ang. Insulin-like Growth Factor 1
Receptor)

IGF2 - Insulinopodobny czynnik wzrostu 2 (ang. Insulin-like Growth Factor 2)

IGF2R - Receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 2 (ang. Insulin-like Growth Factor 2
Receptor)

IL-2 - Interleukina 2

IMAC - Chromatografia powinowactwa z immobilizowanym metalem (ang. Immobilized
Metal Affinity Chromatography)

JAK - Kinazy janusowe (ang. Janus kinases)
KIH - Knob Into Hole

LAMP - Biatko btonowe zwigzane z lizosomami (ang. Lysosomal-Associated Membrane
Protein)

LB - Bulion lizogenny (ang. Lysogeny Broth)

LC - Lancuch lekki (ang. Light Chain)

LYTAC - Chimera kierujgca do lizosomu (ang. Lysosome Targeting Chimera)

MFI - Srednia intensywno$¢ fluorescencji (ang. Mean Fluorescence Intensity)

MHC - Glowny kompleks zgodnoSci tkankowej (ang. Major Histocompatibility Complex)
MTT - Bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenyltetrazoliowy

N/D - nie dotyczy

n/s - nieistotne (ang. non significant; rowniez jako "ns"

NF-kB - Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NK - Natural Killer

NOS - Syntaza tlenku azotu (ang. Nitric Oxide Synthase)

ODsoo - Absorbancja przy dtugosci fali 600 nm

ORR - Obiektywny wskaznik odpowiedzi (ang. Objective Response Rate)

PBMC - Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (ang. Peripheral Blood Mononuclear Cells)
PBS - Sol fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. Phosphate Buffered Saline)

PBST - Sdl fizjologiczna buforowana fosforanami z dodatkiem Tween 20 (ang. Phosphate
Buffered Saline Tween)

PCR - Lancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

PD-1 - Receptor programowanej $mierci 1 (ang. Programmed cell death protein 1)
PD-L1 - Ligand 1receptora programowanej $mierci 1 (ang. Programmed death-ligand 1)
PE - Fikoerytryna (ang. Phycoerythrin)

PEI - Polietylenoimina (ang. Polyethylenimine)

PES - Polieterosulon (ang. Polyethersulfone)

PROTAC - Chimera kierujaca do proteolizy (ang. Proteolysis Targeting Chimera)
PVDF - Fluorek poliwinylidenu (ang. Polyvinylidene Fluoride)

Pz - pary zasad

RCF - Wzgledna sita odSrodkowa (ang. Relative Centrifugal Force)

RNA - Kwas rybonukleinowy (ang. Ribonucleic Acid)

RPM - Obroty na minute (ang. Revolutions Per Minute)

RT - Temperatura pokojowa (ang. Room Temperature)



scFv - jednotancuchowy fragment zmienny (ang. single chain variable fragment)
SD - Odchylenie standardowe (ang. Standard Deviation)

SDS - Laurylosiarczan sodu (ang. Sodium Dodecyl Sulfate)

SEC - Chromatografia wykluczania (ang. Size Exclusion Chromatography)
shRNA - krotkie RNA w formie szpilki do wlosow (ang. short hairpin RNA)

STAT - Przetwornik sygnatu i aktywator biatek transkrypcyjnych (ang. Signal Transducer
and Activator of Transcription proteins)

TAA - Antygeny zwiazane z guzem (ang. Tumor Associated Antigens)
TAE - Bufor TRIS-Kwas octowy-EDTA

TAM - Makrofagi zwigzane z guzem (ang. Tumor-Associated Macrophages)
TCR - Receptor limfocytéw T (ang. T-Cell Receptor)

TE - Bufor TRIS-EDTA

TEMED - N,N,N',N’-Tetrametyloetylenodiamina

Ty - Limfocyty T pomocnicze (CD4") (ang. Helper T-cells)

TIL - Limfocyty infiltrujace guza (ang. Tumor Infiltrating Lymphocytes)
TMB - 3,3',5,5 -Tetrametylobenzydyna

TMB - ObcigZenie guza mutacjami (ang. Tumor Mutational Burden)
TME - Mikro$rodowisko guza (ang. Tumor Microenvironment)

T.eg - Limfocyty T regulatorowe

TRIS - 2-Amino-2-(hydroksymetylo)propano-1,3-diol

U - jednostka (ang. unit)

UPLC - Ultrawysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. Ultra (High) Performance
Liquid Chromatography)

v/v - objeto$¢ na objetos¢ (ang. volume per volume)
VEGF - Czynnik wzrostu $§rodbtonka naczyniowego (ang. Vascular Endothelial Growth
Factor)

w/v — waga na objeto$¢ (ang. weight per volume)



5. WSTEP

5.1. NOWOTWORY

Nowotwory sa jedng z gtéwnych przyczyn przedwczesnych zgondéw w XXI wieku. Dane z
2019 roku pokazuja, ze w grupie wiekowej 30 — 70 ponad 75% zgondéw powodowane jest przez
choroby niezakazne. Wérod tej grupy 40% stanowig choroby sercowo-naczyniowe, a 30% -
nowotwory, co daje niespelna 5 milionéw przedwczesnych zgonoéw tylko z powodu
nowotwordéw (Bray i in., 2021). Bray i wspolpracownicy wskazuja na wysoka korelacje stopnia
rozwoju ekonomicznego kraju (ang. Human Development Index, HDI) z liczbg
przedwczesnych zgondéw na choroby nowotworowe - w krajach bardzo wysoko rozwinietych
jest to wiodaca przyczyna $mierci, podczas gdy w krajach $rednio i wysoko rozwinietych,
zajmuje ona drugie miejsce, po schorzeniach ukladu krazenia. Autorzy argumentuja, Ze jesli
trend sie utrzyma, to pod koniec XXI wieku nowotwory zajma czotowa pozycje w
statystykach $§miertelno$ci na calym §wiecie, co w polaczeniu z prognozowanym przyrostem
populacji, stanie sie dodatkowym, znaczacym obcigzeniem dla globalnej stuzby zdrowia (Bray
i in., 2021). W kolejnej analizie Bray i wspolpracownicy, analizuja dane z 2022 roku, ktore
mowia o 20 milionach nowych przypadkow oraz 9,7 miliona $mierci z powodu nowotwordow.
Jednocze$nie prognozuja, ze 20% populacji w ciagu zycia zachoruje na raka, z czego ok. 11%
mezczyzn i 8,3% kobiet umrze z tego powodu (Bray i in., 2024).

Analiza danych z roku 2020 dotyczacych poszczeg6lnych nowotworéw wykonana przez
Ferlaya i wspolpracownikow wskazuje na najwigksza istotno$¢ epidemiologiczng takich
nowotworéw jak rak piersi u kobiet, rak pluc i prostaty, podczas gdy najwigksza
$miertelno$cig cechowaly sie nowotwory pluc, watroby i Zotadka (Ferlay i in., 2021).

Siegel i wspotpracownicy prognozowali, ze w roku 2023 w Stanach Zjednoczonych (a wiec
kraju o wysokim HDI) za 48% wszystkich nowotworéw u mezczyzn odpowiada¢ beda
nowotwory pluc, jelita grubego i prostaty, gdzie 29% wszystkich diagnoz stanowi¢ bedzie
rak prostaty. U kobiet za najwiecej przypadkow beda odpowiada¢ nowotwory piersi, ptuc i
jelita grubego - 52% tacznie, z czego 31% wszystkich diagnoz stanowi¢ bedzie rak piersi. W
przypadku $miertelno$ci statystyki wygladaja podobnie, jednak w tym przypadku najwyzszg
$miertelno$cig odznaczac¢ si¢ bedzie rak ptuc, z czego 81% przypadkéw bedzie bezposrednio
zwigzane z uzywaniem tytoniu (Siegel i in., 2023).

Pewna doza optymizmu wyrdznia sie analiza wykonana przez Santucci i
wspotpracownikow, wedlug ktérej, na przestrzeni ostatnich trzech dekad (1990 - 2016)

$miertelno$¢ na skutek nowotwordw spadla (z wyjatkiem raka trzustki i raka ptuc u kobiet).



Jako przyczyne tego stanu rzeczy autorzy wskazuja na rozwoj zarowno profilaktyki
(ograniczenie ekspozycji na czynniki ryzyka), diagnostyki, jak i metod leczenia (Santucci i in.,
2020).

W nadchodzacych latach globalna stuzba zdrowia niewatpliwie bedzie mierzyla sie z
nowymi wyzwaniami zwigzanymi z chorobami nowotworowymi, na co wptyw bedzie miat
miedzy innymi prognozowany przyrost populacji. Aby utrzymac¢ spadkowy trend
$miertelnoS$ci, popularyzowanie profilaktyki, ale rowniez rozw6j metod diagnostycznych i
nowoczesnych terapii, opartych na innowacyjnych mechanizmach dzialania, wydaje si¢ by¢
pozadane i uzasadnione ekonomicznie. Znaczna cze$¢ dostepnych analiz odwotuje sie do
krajow wysoko i bardzo wysoko rozwinietych (czego jedna z przyczyn moze by¢ lepsza
dostepnos$¢ danych). Opracowywanie innowacyjnych terapii, potencjalnie takze skutkujace
ich szersza dostepnos$cig, pozwalaloby na zapewnienie doskonalszej opieki zdrowotnej

rowniez dla populacji w krajach mniej rozwinietych.

5.1.1. Mechanizm nowotworzenia

Mechanizm powstawania nowotworow jest zagadnieniem niezwykle zlozonym. U
podstaw przyczyn dla ktérych komérki somatyczne w fazie GO zaczynaja dzieli¢ si¢ w sposéb
niekontrolowany leza mutacje, ktére z definicji sa spontaniczne, a wiec réwniez
zroznicowane ws$rdéd populacji. Na przestrzeni lat poszukiwano czynnika laczacego
wszystkie choroby nowotworowe jako uniwersalnego mechanizmu, powodujacego chorobe
i warunkujagcego jej pOzZniejsza progresje. Jako kandydatow na takie mechanizmy
wskazywano zmiany genetyczne - mutacje onkogendéw i genéw supresorowych
nowotwordw, powstawanie nowotworowych komoérek macierzystych, stres metaboliczny,
stres retikulum endoplazmatycznego, uszkodzenia powstate na skutek dziatania zwiazkéw o
charakterze utleniajacym, ubikwitynacje, infekcje, stany zapalne, niedobory odpornosci oraz
szereg modyfikacji o podlozu epigenetycznym. Heng i wspolpracownicy wskazuja jednak na
fakt, Ze pojedynczy mechanizm nigdy nie bedzie odpowiadat za nowotworzenie jako cato$¢ i
nalezy patrzec¢ na szersza perspektywe tego zagadnienia. Liczba zmiennych, czasami nawet
w obrebie jednego guza jest znaczaca, nie wspominajagc o roéznicach miedzy pacjentami.
Autorzy postulujg, ze na proces powstawania nowotworu nalezy patrze¢ przede wszystkim
jak na proces ewolucyjny, ktory jest wypadkowg wszystkich poszczeg6lnych mechanizméw
molekularnych. W tej sytuacji skupianie sie na jakimkolwiek pojedynczym mechanizmie nie
znajdowatoby uzasadnienia, biorgc pod uwage, ze znaczenie jakiegokolwiek pojedynczego
mechanizmu molekularnego jest niskie wéréd populacji pacjentéw (Heng i in., 2010). W tym
kontekscie szczeg6lnie istotny wydaje sie kierunek medycyny spersonalizowanej. Jako

pierwszy krok wymagane bylyby skuteczne procedury i algorytmy diagnostyczne, w drugim



natomiast - skuteczne terapie, wspoéldzialajgce ze soba, zdolne do niwelowania

mechanizméw nowotworzenia istotnych w indywidualnych przypadkach.
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Rycina 1 Schemat cyklu komoérkowego (opracowanie wlasne)

Jako gléwna przyczyne powstawania guzéw wskazuje si¢ rowniez szlaki metaboliczne
zwigzane z cyklem komoérkowym i apoptoza. Na fundamentalnym poziomie, genezy
zaburzenia cyklu komérkowego poszukuje sie w braku sygnatu hamujgcego podziat komorki
badZ w uniewrazliwieniu komorek na taki sygnat. Jedng z kluczowych r6l w hamowaniu
podziatéw komérkowych odgrywa biatko p53, ktére posrednio uniemozliwia przejscie z fazy
G1 do fazy S. Biatko to pelni ono role czynnika transkrypcyjnego, ktory pozwala na produkcje
biatek takich jak p21-WAFI, inaktywujacego kinazy zalezne od cyklin, ktore z kolei
odpowiadajg za forsforylacje biatek takich jak RB. Biatko RB formie ufosforylowanej
bezposrednio umozliwia tranzycje z fazy Gl do fazy S (Rycina 1). Innymi biatkami zaleZnymi
od p53 sa receptor Fas, pelnigcy role w apoptozie, jak rowniez biatka odpowiedzialne za
naprawe DNA, a wiec réwniez czynnikOw powigzanych z procesem nowotworzenia
(Kontomanolis i in., 2021). Zestawienie najistotniejszych biatek bedacych supresorami

nowotwordéw przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1 Zestawienie najwazniejszych biatek bedacych supresorami nowotworéw; na
podstawie (Kontomanolis i in., 2021)

Gen Kodowane biatko

53 Fosfoproteina o masie 53 kDa, czynnik transkrypcyjny,
p indukuje biatko p21 (supresor kinaz zaleznych od cyklin)



Gen

Kodowane biatko

RD (retinoblastoma)

Wt (Wilm's tumor)

BRCAL1 (Breast cancer gene
1)

BRCAZ2 (Breast cancer gene
2)

APC (adenomatosis-
polyposis colon genes)

DCC (deleted in colon
cancer gene)

NF-1 (neurofibromatosis
gene)

Fosfoproteina o masie 105 kDa, w formie
nieufosforylowanej inaktywuje czynnik transkrypcyjny E2-
F1

Biatko o masie 35 kDa, zawiera cztery motywy palca
cynkowego, czynnik transkrypcyjny

Biatko o masie 220 kDa, czynnik transkrypcyjny,
kostymulator biatka p53

Biatko o masie 109 kDa, odpowiedzialne za naprawe DNA
Biatko o masie 300 kDa, zatrzymuje tworzenie kompleksu
B-katenin z czynnikiem transkrypcyjnym Tcf-4, a w
konsekwencji jego induckje do c-myc

Transmembranowe biatko o masie 190 kDa

Bialko o masie 250 kDa, homolog biatka aktywujacego
GTPaze

Innym mechanizmem koniecznym dla prawidlowego funkcjonowania organizmu jest
aktywno$¢ telomeraz. Telomery sg sekwencjami DNA, skladajacymi sie z powtérzen 5-6
nukleotydéw (o sekwencji TTAGGG u kregowc6w), obecnymi na koncach chromosomoéw. Ich
zadaniem jest ochrona wtasciwych sekwencji kodujacych przed degradacja podczas podziatu
komorki. Przy kazdym podziale telomery s3 skracane o 50 - 100 par zasad, przez co peknig
one swoja role ochronna jedynie przez okre$long liczbe cykli podziatu. Kiedy nastgpi
calkowita utrata telomer6éw, w komorce zaczynaja pojawiac sie zaburzenia kariotypu, ktore
ostatecznie powinny prowadzi¢ do apoptozy. Mozliwe jest jednak wydtuzanie telomerow.
Enzymami odpowiedzialnymi za ten proces sa telomerazy. Zaburzenie dziatania lub ekspresji
telomeraz moze nie$¢ za soba powazne konsekwencje, ich nadekspresja jest bowiem
obserwowana w nowotworach - przyczynia si¢ do zdolno$ci komoérek nowotworowych do
nielimitowanych  podzialow. @ Co  wiecej, poprzez nadekspresje = odwrotnej
transkryptazytelomerazy z powodzeniem unie$miertelniono wiele rodzajéow pierwotnych
linii komorkowych, co wyraznie wskazuje na kluczowa role tego mechanizmu w

nowotworzeniu (Artandi & DePinho, 2010), (Kontomanolis i in., 2021).

5.1.2. Modele powstawania guza

Guzy odznaczaja sie zmiennoS$cig. Co oczywiste, ten sam rodzaj nowotworu moze
diametralnie r6zni¢ sie posrdod pacjentéw, natomiast powazniejszym problemem jest
zmienno$8¢ w obrebie pojedynczego guza. Niejednorodno$¢ komoérek wynika¢ moze z

niestabilno$ci genetycznej, modyfikacji w zakresie ekspresji genow, zmian w stanie



komoérkowym i czynnikow S$rodowiskowych. Zmienno$¢ ta jest jednym z gléwnych
czynnikow promujacych progresje raka i powodujacych brak odpowiedzi na stosowane
terapie (Fanelli i in., 2020).

Klasycznie ukonstytuowane zostaly dwa modele rozwoju guza: model ewolucji klonalnej
oraz model nowotworowych komoérek macierzystych (ang. cancer stem-like cell, CSC).
Pierwszy z nich zaklada, ze z czasem nastepuje selekcja klonalna komoérek wykazujacych
wiekszy potencjal do podzialu ze wzgledu na mutacje lub modyfikacje epigenetyczne.
Thumaczy ona tez zjawisko nabierania oporno$ci na terapie - komorki podatne zostaja zabite,
podczas gdy oporne odbudowuja populacje (Greaves & Maley, 2012). Drugi z kolei zaklada
obecno$¢ matej populacji komoérek o zdolnoéci samoodnawiania, z ktérych nastepnie
powstaja bardziej zroznicowane komorki, stanowigce wieksza cze$¢ guza. Przemawiajg za
tym dane eksperymentalne - po wyizolowaniu komoérek nowotworowych i ich dalszej
hodowli in vitro lub zaszczepieniu w modelach zwierzecych jedynie 0,01% do 1% komorek
wykazywato zdolno$ci tworzenia kolonii i dalszego wzrostu (Reya i in., 2001).

Zaden z zaproponowanych modeli nie byl w stanie catkowicie wyttumaczy¢
obserwowanej zmienno$ci w obrebie pojedynczych guzéw. Obserwacje te zaowocowaty w
ostatnich latach powstaniem hybrydowego modelu plastycznos$ci komoérkowej. Postuluje on
zdolno§¢ komoérek wyspecjalizowanych do zmiany fenotypu na CSC i na odwrot. W
szczeg6lnosci odroznicowywanie komorek (powrét do fenotypu CSC) jest wskazywane jako
przyczyna nabywania zdolno$ci do przerzutowania i nabywania opornosci na leki, np.
chemioterapie (w niektorych przypadkach ICso zwieksza sie nawet 10-krotnie) (Gupta i in.,

2019).

5.1.3. Przerzutowanie

Znaczacym czynnikiem wplywajagcym na $miertelno$¢ chor6b nowotworowych jest
przerzutowanie. Pacjenci z przerzutami majg znaczaco gorsze 5-letnie wskazniki przezycia
niz pacjenci z rakiem miejscowym (Castaneda i in., 2022). Pierwotnym modelem
przerzutowania jest model progresji liniowej, zaktadajacy stopniowa ewolucje nowotworu
poprzez nagromadzenie kolejnych mutacji i rozpoczecie metastazy dopiero, kiedy guz jest
juz znaczaco rozwiniety (Fearon & Vogelstein, 1990). Z czasem jednak zaczely pojawiac sie
badania ustanawiajagce model progresji rownoleglej, ktéry zaklada mozliwo$¢ tworzenia
przerzutdw juz na wczesnym etapie rozwoju choroby (Klein, 2009). Ma to znaczace
konsekwencje dla diagnostyki - charakteryzacji nowotworu dokonuje si¢ najcze$ciej na
podstawie biopsji guza pierwotnego. W przypadku modelu progresji rownoleglej komorki
przerzutowane mogg miec¢ istotnie odmienny profil molekularny od guza pierwotnego, a co

za tym idzie - moga nie odpowiada¢ na dobrang terapie. Ponadto, przerzuty moga miec



swoje zrodto we wczesdniejszych przerzutach, a nie tylko w guzie pierwotnym (Borriello i in.,
2021), co moze dodatkowo wplywa¢ na zmienno$¢ choroby w obrebie indywidualnego
pacjenta, a w konsekwencji dalece komplikowa¢ proces leczenia.

Jednym z najistotniejszych zjawisk koniecznym do powstania przerzutdw jest
angiogeneza w obrebie guza pierwotnego. Moze ona mie¢ miejsce nawet w przypadku guza
umiejscowionego lokalnie, ktory jest obecny w organizmie juz od dluzszego czasu, nie dajac
innych objawéw (Folkman & Kalluri, 2004). Kluczowym elementem koniecznym do
rozpoczecia angiogenezy jest ekspresja przez komorki nowotworowe czynnikéw wzrostu,
takich jak czynniki wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor, VEGF), co mogloby $wiadczy¢é o tym, Ze biatka tej klasy beda dobrymi celami
molekularnymi w innowacyjnych terapiach, majacych na celu powstrzymanie
przerzutowania. RzeczywiScie, pewne terapie oparte o ten mechanizm i monoklonalne
przeciwciata skierowane na VEGF zostaly dopuszczone do uzycia u ludzi (Hurwitz i in., 2004).
W szerszym spektrum nowotworow ich skuteczno$¢ jest jednak ograniczona, gtéwnie ze
wzgledu na oporno$¢ (zaréwno naturalng, jak i nabyta). Mechanizmy opornosci obejmujg w
tym przypadku wykorzystanie alternatywnych czynnikow wzrostu do promocji angiogenezy,
wykorzystanie zdrowych naczyn krwionoénych obecnych w otaczajacych tkankach, mimikra
naczyniowa, aktywno$¢ komorek zrebowych biorgcych udzial w aktywacji makrofagow
zwigzanych z nowotworem (ang. tumor-associated macrophages, TAM), $rédblonkowych
komorek progenitorowych (ang. endothelial progenitor cells, EPC) oraz proangiogennych
komorek mieloidalnych (Lugano i in., 2020). W ostatecznym rozrachunku terapie tego typu
zwiekszaja przezywalno$¢ tylko w wybranych nowotworach (nerki, watroby, jelita grubego),
podczas gdy w innych (trzustki, prostaty, piersi, czerniak) nie odnotowano statystycznie
istotnego wzrostu przezywalno$ci (Kuczynski i in., 2019). Taki stan rzeczy wskazuje na
wysoce zlozong nature choréb nowotworowych, ktére moga sie roézni¢ miedzy sobag
diametralnie.

Kolejnym krokiem w przerzutowaniu jest inwazja do krwiobiegu. Nowopowstate w
procesie angiogenezy naczynia krwiono$ne moga by¢ nieprawidlowo rozwiniete, mocno
rozgalezione i wysoce przepuszczalne, co ulatwia wynaczynianie komérek nowotworu.
Wyrézni¢ mozna dwie formy inwazji: pojedynczych komorek (mezenchymalnych lub
emeboidalnych) lub grup komoérek (Wu i in., 2021). Charakteryzuja si¢ one innymi
mechanizmami molekularnymi, co dodatkowo utrudnia potencjalne celowanie terapiami w
to zjawisko.

Dla migracji pojedynczych komorek mezenchymalnych kluczowym zjawiskiem jest

przejScie nabtonkowo-mezenchymalne (ang. epithelial-mesenchymal transition, EMT).



Komorki nablonka nabieraja cech komorek macierzystych, w tym zdolno$ci do migracji i
inwazji, podczas gdy oddzialywania mig¢dzykomorkowe wyraZnie stabng (Lamouille i in.,
2014). Jednocze$nie komorki staja si¢ bardziej odporne na warunki panujace w krwiobiegu,
w szczeg6lnosci na wynikajace z przeptywu cieczy sity $cinajace. W rzeczywistos$ci stan E-M
mozna sklasyfikowa¢ spektrum - komorki biorgce udzial w metastazie wykazujg
jednocze$nie ekspresje markerow zaréwno epitelialnych, jak i mezenchymalnych. Ma to
znaczenie przy tworzeniu kolejnych guzow, po ekstrawazacji (proces, w ktérym komorki
rakowe opuszczaja naczynia krwionos$ne lub limfatyczne i przechodzg do otaczajacych
tkanek) w miejscu docelowym - wtedy ponownie bardziej korzystny jest fenotyp epitelialny
(Kroger i in., 2019).

W przypadku fizycznie ograniczajacej macierzy pozakomorkowej z waskimi
przestrzeniami (np. przy konieczno$ci przebycia granic pomigdzy kilkoma rodzajami tkanek
przed dostaniem si¢ do krwiobiegu lub wezla chlonnego) komérki nowotworowe moga
dynamicznie przechodzi¢ réwniez w forme emeboidalna, ktéra jest lepiej przystosowana do
tego typu warunkéw (Holle i in., 2019).

W koncu mozliwe jest rowniez rozsiewanie calych grup komorek. Bronsert i
wspoltpracownicy wysuwaja hipoteze, ze w rzeczywistoSci ta forma inwazji jest obecna w
przytlaczajacej wiekszoSci przypadkow (Bronsert i in., 2014). Charakteryzuje sie ona
utrzymaniem adhezji miedzykomorkowej i ekspresja markeréw charakterystycznych dla
komorek epitelialnych (Mizukoshi i in., 2020). Krazace grupy komoérek nowotworowych
wykazuja wieksza sktonno$¢ do tworzenia przerzutéw niz inwazja w postaci pojedynczych
komorek, a co za tym idzie - s3 zwigzane z gorszymi prognozami przezywalnos$ci (Aceto i in.,
2014).

Ostatecznym etapem tworzenia przerzutu jest wynaczynienie do miejsca docelowego. Jak
kazdy z indywidualnych krokéw przerzutowania, wynaczynianie jest skomplikowanym,
wieloetapowym procesem. Ogotem wyr6zni¢ mozna dwa mechanizmy, zalezne od tego, czy
wynaczyniana jest pojedyncza komorka, czy ich grupa (Cheng & Cheng, 2021). W przypadku
pojedynczej komorki proces ten przybiera forme diapedezy, w ktorej przeciska si¢ ona przez
potaczenie $rodbtonkowe. Proces ten przebiega w sposéb analogiczny do wynaczyniania
leukocytéw, jednak w ich przypadku ciggto$¢ nabtonka naczyn krwiono$nych jest naruszona
jedynie tymczasowo, podczas gdy w przypadku komorek nowotworowych nabtonek zostaje
trwale uszkodzony (Strell & Entschladen, 2008). Drugim mechanizmem jest angiopeloza, w
ktorej dochodzi do aktywnego przemodelowania nabtonka naczyniowego, aby utworzyc¢
kieszen wokét grupy komorek, a nastepnie wypchniecia ich poza naczynia krwiono$ne. Jest

to rowniez mozliwe dla pojedynczej komorki, jednak w tej formie wynaczyniania niezwykle



istotna jest zdolno§¢ do zachowania formy grupy komoérek bez dysocjacji, co przeklada sie
na zachowanie fenotypu klastra. Komorki wynaczyniane w ten sposéb wykazuja znaczaco
zwiekszong proliferacje, a w konsekwencji - zdolno$¢ do tworzenia guzéw w odleglych
miejscach (Allen i in., 2019).

Kiedy dojdzie juz do wynaczynienia, znaczaca cze$¢ komorek pozostaje w formie u§pionej
lub tworzy mikrometastazy (4-16 komorek). Do utworzenia odleglych guzéw dochodzi
stosunkowo rzadko, Luzzi i wspoOtpracownicy opisuja nastepujace rezultaty uzyskane w
badaniach na modelach mysich: 80% ze wszystkich wstrzyknigtych komorek
nowotworowych przetrwalo i wynaczynito sie; z tej grupy jedynie 2,5% utworzylo
mikrometastazy, z ktorych jedynie 1% utworzyl guzy, podczas gdy wiekszo§¢ mikrometastaz
ulegla zanikowi (Luzzi i in., 1998). Niemniej, moga one pozostawa¢ w formie u$pionej, ze
wzgledu na brak stymulacji czynnikami wzrostu tudziez dziatanie ukladu immunologicznego,
a w sprzyjajacych warunkach powrdéci¢ do formy aktywnej. Proces ten wymaga natoZenia
kilku czynnikoéw, takich jak somatyczne aberracje i interakcja komoérek uspionych z
mikrosrodowiskiem w miejscu metastazy. Dodatkowo wptyw moze mie¢ rowniez podatno$¢

genetyczna pacjenta (Wikman i in., 2008).

5.2. ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA W NOWOTWORACH

Prawidlowo funkcjonujacy wuklad odpornoSciowy ma zdolno$¢ do neutralizacji
powstajacych komérek nowotworowych. W wyniku mutacji w komoérkach nowotworowych
powstaja neoantygeny, ktére odrozniaja je od zdrowych komorek gospodarza, umozliwiajac
prezentacje w kontek$cie gltéwnego kompleksu zgodnoSci tkankowej (ang. major
histocompatibility complex, MHC). Zasada odpowiedzi jest wigc analogiczna do odpowiedzi
na jakikolwiek patogen. Istotna roznicg przy nowotworach jest fakt, Ze jednoczes$nie s3 to
komorki gospodarza. W zalezno$ci od obcigzenia mutacjami (ang. tumor mutational burden,
TMB) mogg one nie wykazywac bardzo silnej immunogennos$ci (TMB jest wskazywane jako
jeden z prognostykow odpowiedzi na immunoterapi¢ inhibitorami punktu kontrolnego (Sha
iin., 2020)).

Gléwnymi komoérkami specyficznymi dla odpowiedzi na nowotwory s3 limfocyty T
infiltrujace guz (ang. tumor infiltrating lymphocytes, TILs), ktorych cechg charakterystyczng
jest obecno$¢ markera CD3 na ich powierzchni. Wéréd nich wyrézni¢ mozna dwie
subpopulacje: CD?" i CD*, odpowiednio limfocyty T cytotoksyczne i pomocnicze (Th).
Pierwsze rozpoznaja antygen prezentowany w kontek$cie MHC klasy I i warunkuja apoptoze.
Drugie natomiast rozpoznaja antygen prezentowany w kontekScie MHC klasy II i

odpowiadaja za produkcje czynnikow stymulujagcych limfocyty - przede wszystkim



interleukiny 2 (IL-2), ale takze interleukiny 3, 4, 5, 10, interferonu gamma, czynnika martwicy
guza alfa i beta oraz czynnika stymulujgcego kolonie granulocytow i makrofagow.
Aktywowane Th wykazuja zdolno$¢ do autoregulacji, tj. intensywnej proliferacji pod
wplywem oddziatywania IL-2 z odpowiednim receptorem na ich powierzchni (Loose & Van
De Wiele, 2009).

Innymi istotnym elementem odpowiedzi na nowotwoér sg rowniez komorki NK. W
przeciwienistwie do limfocytéw T CD#® i CD* wchodzg one w sklad odpowiedzi nieswoiste;.
Nie wymagaja obecnosci czasteczek MHC na powierzchni komorki do jej neutralizacji, a wiec
s3 w stanie poradzi¢ sobie z celami, ktore dla cytotoksycznych limfocytow T bylyby
niewidoczne (Cézar i in., 2021). Podobnie jak Th, NK posiadaja receptory IL-2, w zwigzku z
czym odpowiadajg na stymulacje ta interleuking, zwigkszajac swoj potencjat cytotoksyczny
(Caligiuri i in., 1990).

Niestety, nowotwory w miare rozwoju nabywaja zdolno$ci immunosupresyjnych, co
prowadzi do ostabienia odpowiedzi, a z czasem do niemal catkowitej utraty zdolnosci do
zatrzymania wzrostu guzow. Jednym z mechanizméw ucieczki spod kontroli ukladu
immunologicznego jest ekspresja na powierzchni guza ligandow hamujacych aktywno$¢
limfocytow, takich jak PD-L1, PD-L2 (wigzace do PD-1), CD80 czy CD86 (wigzace do CTLA-4).
Wymienione powyzej s3 w chwili pisania tekstu najistotniejszymi $ciezkami sygnalnymi w
immunoterapii z punktu widzenia klinicznego, co zostalo opisane bardziej szczegdtowo
p6zniej w tekscie.

Inne mechanizmy wykorzystywane przez nowotwory do ucieczki spod kontroli uktadu
immunologicznego to produkcja immunosupresyjnych czgsteczek, obejmujacych enzymy
rozkladajace tryptofan i arginine (odpowiednio 2,3-dioksygenaza indolaminy (IDO) oraz
arginaza i syntaza tlenku azotu (NOS)) (Munn & Mellor, 2016), (Chang i in., 2001), (Zhang i in.,
2011), co w konsekwencji prowadzi do anergii limfocytow (Mellor i in., 2003). Kolejng metodg
supresji odpowiedzi jest po$rednia modyfikacja metabolizmu i aktywno$ci komorek
dendrytycznych za poS$rednictwem akumulacji lipidow (Herber i in., 2010). Istotny jest tez
wplyw generowanych przez guz mleczanéw. Sg one produkowane na drodze glikolizy i
poézniejszej fermentacji beztlenowej. Jest to gléwna droga pozyskiwania energii przez
komorki nowotworowe (co zostalo opisane przez Warburga juz w latach dwudziestych XX
wieku i nosi nazwe efektu Warburga; w 1931 roku za to odkrycie zostala przyznana nagroda
Nobla), w zwigzku z czym, stezenia mleczanéw w mikrosrodowisku guza znaczaco
przewyzszaja stezenia obserwowane w tkankach, gdzie gtowng formg pozyskiwania energii
jest cykl kwasu cytrynowego i fosforylacja oksydacyjna. Wplyw podwyzszonego stezenia

mleczan6éw obejmuje obnizZenie pH, co samo w sobie prowadzi do immunosupres;ji (Choi i in.,



2013), ale rowniez zjawiska takie jak zablokowanie mozliwo$ci réznicowania monocytow do
komorek dendrytycznych, zablokowanie uwalniania cytokin z komoérek dendrytycznych i
cytotoksycznych limfocytéw T, utrudnianie migracji monocytéw i ograniczanie funkcji
cytotoksycznych limfocytow T (Villalba i in., 2013).

Nowotwory w celu ograniczenia oddziatywan z uktadem odporno$ciowym przystosowuja
sie takze poprzez obnizenie ekspresji antygenow zwigzanych z nowotorem (ang. tumor
associated antigens, TAA) i ligandow stymulujacych aktywno$¢ limfocytow, brak czasteczek
adhezyjnych, obecno$¢ ligandu Fas i transformujacego czynnika wzrostu beta na
powierzchni komorki, a takze obnizenie ilosci MHC klasy I i zaburzenie ekspresji innych

biatek koniecznych do przeprocesowania i prezentacji antygenu (Villalba i in., 2013).

5.2.1. Odpowiedz immunologiczna w metastazie

Jak opisano w rozdziale 5.1.3, wiodaca przyczyng $mierci u pacjentow z rakiem jest
przerzutowanie. Guz tworzy specyficzne, immunosupresyjne $rodowisko, jednak komorki
bedace przyczyng przerzutow rowniez unikaja neutralizacji, mimo opuszczenia
mikro$rodowiska nowotworu (ang. tumor microenvironment, TME). Srodowisko guza
najczesciej charakteryzuje hipoksja i ograniczony dostep do skladnikow odzywczych.
Ograniczenia te nie wplywaja na komorki migrujace. Nie bez znaczenia jest (réwniez
opisywane wczesniej) EMT. Wszystkie te czynniki sugeruja, ze komoérki migrujace posiadajg
inny system unikania odpowiedzi immunologicznej niz te, ktére tworza guz pierwotny
(Schaller & Agudo, 2020).

Zmiany wywolane przez guz pierwotny moga oddzialywa¢ na funkcjonowanie uktadu
immunologicznego w obrebie calego organizmu, co ulatwia komoérkom migrujacym
przezycie. Wydzielanie czynnikow wzrostu, cytokin, chemokin czy egzosoméw
(dyskutowane szerzej pozniej w teksScie) moze ogranicza¢ miedzy innymi formowanie
granulocytow, monocytow i komorek dendrytycznych (Meyer i in., 2018). IL-6 i VEGF
wydzielane przez komorki guza wplywaja na réznicowanie komorek dendrytycznych,
obserwowane jest tez upoS$ledzenie ich funkcji, a co za tym idzie - obniZenie aktywno$ci
limfocytéw T oraz réznicowanie limfocytow CD4* w limfocyty T regulatorowe (Treg), ktorych
zadaniem jest ttumienie odpowiedzi immunologicznej (Schaller & Agudo, 2020).

Na poziomie indywidualnym komoérki inicjujgce przerzuty musza przetrwac (poza
czynnikami mechanicznymi, takimi jak sily $cinajace wynikajace z przeptywu krwi przez
naczynia krwiono$ne) neutralizacje przez limfocyty T cytotoksyczne. Jednym ze sposobow
na indukcje ich wyczerpania jest ekspresja PD-L1 lub innych inhibitoréw punktu kontrolnego.
Analogicznie do komorek guza pierwotnego, mechanizmem ucieczki spod kontroli uktadu

immunologicznego jest obnizenie ekspresji MHC klasy I, cho¢ w tej kwestii obserwuje sie



duza roéznorodno$¢ zarowno pomiedzy komoérkami powodujacymi przerzuty (poza
obnizeniem ekspresji pojawiaja sie tez nowe fenotypy MHC), jak i miedzy guzem pierwotnym
a komorkami metastatycznymi (Garrido & Aptsiauri, 2019). Role w metastazie i unikaniu
odpowiedzi (w szczeg6lno$ci warunkowanej przez komoérki NK) spelnia takze

remodelowanie cytoszkieletu (Fife i in., 2014), (Al Absi i in., 2018).

5.2.2. Bialka szoku termicznego

Role w odpowiedzi immunologicznej na nowotwor odgrywaja tez biatka szoku
termicznego (ang. heat shock protein, HSP). HSP sa wysoce zakonserwowanymi biatkami
opiekunczymi, produkowanymi najczesciej pod wplywem bodZca stresowego, spelniajgcymi
szereg funkcji. Miedzy innymi zapobiegaja one niespecyficznemu agregowaniu si¢ biatek w
komoérkach poprzez utrzymywanie ich natywnej konformacji energetycznej, a zaburzenie tej
funkgji jest wskazywane jako przyczyna powstawania niektérych nowotwordéw (Das i in.,
2019). Cze$¢ z nich odgrywa bezposrednia role w zjawiskach koniecznych do rozwoju guza,
takich jak stymulacja proliferacji komorek i inwazja do naczyn krwiono$nych, a co za tym
idzie - rowniez w metastazie (Calderwood i in., 2006). Przykladowo HSP27 odgrywa role w
indukcji przejscia epitelialno-mezenchymalnego, macierzystosci (ang. stemness) i opornosci
na radioterapie (Chen i in., 2018). Oznaczanie pozioméw HSP i przeciwciat anty-HSP moga
wiec by¢ stosowane jako biomarkery w okreslonych rodzajach nowotworéw, méwigce o
stopniu zaawansowania choroby i jej agresywnosci (Das i in., 2019). HSP sa $cisle
regulowanymi biatkami wewnatrzkomoérkowymi, stagd ich obecno§¢ poza komorka jest
immunogenna, ma bowiem miejsce tylko w przypadku obumierania komoérek na drodze
nekrozy (w przeciwienstwie do $§mierci apoptotycznej). W tym kontekscie odgrywaja role w
stymulacji makrofagoéw i komorek dendrytycznych poprzez szlak NF-kB (Basu i in., 2000).

Zasadnicza zdolno$ciag HSP jest wigzanie biatek. Biorg wiec one udzial w procesach
kluczowych dla swoistej odpowiedzi immunologicznej, takich jak transfer antygenu oraz jego
prezentacja w kontek$cie MHC klasy I, ale rowniez klasy II na komorkach dendrytycznych,
dzieki indukcji endocytozy kompleksu HSP-peptyd przez oddzialywanie z receptorem CD91
(Binder, 2019). Wysoka immunogenno$¢ komplekséw HSP-biatko sprawia, Ze sg one jednym

z badanych podej$¢ dla potencjalnych szczepionek przeciwnowotworowych (Kelly i in., 2018).

5.3. IMMUNOTERAPIA NOWOTWOROW

Immunoterapia jest metoda walki z nowotworami, bazujaca na przywréoceniu naturalnych
zdolno$ci oraz stymulacji ludzkiego ukladu odporno$ciowego do zwalczania komorek
nowotworowych. W literaturze opisany zostat szeroki wachlarz strategii: terapia oparta na

inhibitorach punktu kontrolnego, czasteczki bispecyficzne (bazujace zaréwno na celowaniu



jednoczes$nie w dwa punkty kontrolne, ale takze o innych mechanizmach, np. fizycznego
parowania limfocytow cytotoksycznych do komorek posiadajacych wybrany antygen),
immunoterapia komoérkowa (CAR-T, CAR-NK), szczepionki nowotworowe oraz
wykorzystanie wiruséw onkolitycznych (Mitra i in., 2024).

Juz pod koniec XIX wieku podejmowano pierwsze proby wykorzystanie uktadu
immunologicznego do zwalczania nowotwordw. Historycznie za ojca immunoterapii uwaza
sie Williama B. Coleya, ktory zaobserwowat redukcje guzéw po podaniu pacjentom koktajlu
bakteryjnego (McCarthy, 2006), cho¢ ogromne znaczenie miato tez odkrycie przez Paula
Ehrlicha fundamentéw immunologii (Titford, 2010). Niemniej, dopiero opisanie w latach 90.
XX wieku punktéow kontrolnego uktadu odpornos$ciowego zapoczatkowalo wspoélczesng ere
immunoterapii. Za prace nad biatkami PD-1 oraz CTLA-4 nagrode Nobla w dziedzinie
fizjologii lub medycyny otrzymali w 2018 roku odpowiednio Tasuku Honjo oraz James Allison.

Wiasciwie dziatajacy uklad immunologiczny utrzymywany jest w stanie rownowagi, aby
moc skutecznie zwalcza¢ patogeny, ale jednoczesnie, aby zbyt silna i dlugotrwata odpowiedz
nie wywotywata skutkéw niepozadanych. Z tej perspektywy inhibitory punktu kontrolnego
sq biatkami koniecznymi do zachowania homeostazy i utrzymania prawidlowego
funkcjonowania organizmu (Andersen, 2018).

Prawidlowo funkcjonujacy uklad odpornosciowy wykazuje zdolno$¢ neutralizacji
komoérek nowotworowych (Adam i in., 2003), jednak mechanizmy odpowiadajace za te
funkcje moga przesta¢ dziala¢ wilasciwie. Jednocze$niespada¢ moze réwniez wydajno$c
mechanizméw naprawy DNA, co sprzyja dalszemu powstawaniu mutacji (Lengauer i in.,
1998). W konsekwencji prowadzi to do nagromadzenia zmutowanych komorek, pozytywna
selekcje komoérek o zwiekszonej ekspresji inhibitorow punktu kontrolnego, zwiekszone;
obecno$ci rozpuszczalnych i egzosomalnych inhibitoréw punktu kontrolnego (takich jak PD-
L1) we krwi i przestrzeni miedzykomoérkowej, i w koncu wytworzenia si¢ specyficznego
mikro$rodowiska nowotworu w obrebie zmienionej chorobowo tkanki, cz¢sto majacego
wlasciwosci silnie immunosupresyjne (Greaves & Maley, 2012). Wszystkie te czynniki sktadajg
sie na zdolno$¢ nowotworu do unikania odpowiedzi immunologicznej (ang. immune evasion).
Jednoczesnie zwroci¢ uwage nalezy rowniez na to, ze w niektérych przypadkach komorka
nowotworowa moze wykazywac relatywnie niskie obcigzenie mutacjami (gdyz mutacja z
definicji jest zjawiskiem przypadkowym), w wyniku czego moze nie produkowac antygenow,
dzieki ktorym ukiad odpornosciowy bytby zdolny do rozréznienia jej od zdrowych komoérek
organizmu (Sha i in., 2020). Mutacjom mogg ulega¢ rowniez biatka zaangazowane w obrobke

i prezentacje antygenu, co bedzie miato analogiczny skutek (Schrorsiin., 2017). Jest to kolejny



czynnik, ktory potencjalnie moze wplywa¢ na niska intensywno$¢ odpowiedzi

immunologiczne;.

5.3.1. Zasada dziatania blokady punktu kontrolnego

W momencie pisania niniejszej pracy, podejSciem dopuszczonym do wykorzystania u
ludzi o najwiekszym znaczeniu jest immunoterapia oparta na blokadzie punktu kontrolnego
z wykorzystaniem przeciwcial. Podstawowa zasada dzialania, na ktérej opieraja sie
dopuszczone do stosowania u ludzi przeciwciata bedace inhibitorami punktu kontrolnego,
jest odblokowanie zdolno$ci komoérek ukltadu odporno$ciowego (gtownie limfocytéw T) do
zwalczania komoérek nowotworowych. Hipotetycznie pozadane bylyby takze czasteczki
bedace agonistami receptoréw stymulujacych odpowiedZ immunologiczng, jednak w tym
momencie czasteczki te s3 dopiero na réznych stadiach badan przedklinicznych i
klinicznych. Przeglad czasteczek zaakceptowanych do uzycia u ludzi przedstawiony jest w

Tabeli 2.

Tabela 2 Przeglad inhibitorow punktu kontrolnego dopuszczonych do uzycia u ludzi,
opracowane na podstawie (Dutta i in., 2023), (Hargadon i in., 2018) oraz (Markham &
Duggan, 2018)

Czasteczka Nazwa. Cel Wskazania
komercyjna  molekularny
. Nieoperacyjny lub przerzutowy czerniak,

Ipilimumab Yervoy CTLA-4 . o . ,
leczenie uzupeiniajace czerniaka skory
Nieoperacyjny lub przerzutowy czerniak,
przerzutowy niedrobnokomorkowy rak

Nivolumab Opdivo PD-1 ptuca, rak nerki, rak urotelialny, chtoniak

Hodgkina, rak watrobowokomorkowy, rak
ptaskonabtonkowy glowy i szyi, rak jelita
grubego

Czerniak przerzutowy, chtoniak
nieziarniczy, rak ptaskonabtonkowy
glowy i szyi, rak urotelialny, rak jelita
grubego;
leczenie guzow litych cechujacych sie
wysoka niestabilno$cig mikrosateliterna
Pembrolizumab  Keytruda PD-1 lub niedoborem mechanizmu naprawy
btednie sparowanych zasad,
zaawansowany lub przerzutowy
gruczolakorak Zotadka lub potgczenia
zotagdkowo-przetykowego wykazujacy
ekspresje PD-L1 (okre$lang na podstawie
dopuszczonego przez FDA testu)



Czasteczka Nazwa. Cel Wskazania
komercyjna  molekularny

Przerzutowy rak plaskonabtonkowy skory
lub miejscowo zaawansowany rak

Cemiplimab Libtayo PD-1 ptaskonabtonkowy skoéry, ktore nie
kwalifikujg si¢ do leczenia operacyjnego
lub radioterapii

Przerzutowy rak urotelialny, rak
urotelialny pecherza moczowego,

Atezolizumab Tecentriq PD-L1 niedrobnokomoérkowy rak ptuca, rak
nerki, rak piersi,
Rak neuroendokrynny skory, miejscowo
Avelumab Bavencio PD-L1 zaawansowany lub przerzutowy rak
urotelialny
Rak ptaskonabtonkowy gtowy i szyi,
Durvalumab Imfinzi PD-11 miejscowo zaawansowany lub
przerzutowy rak urotelialny,
niedrobnokomoérkowy rak ptuca
plimumih = Yorvoy s G+ NEOPETOI Wb ety ek
Nivolumab Opdivo PD-1 ! P Wy glowy

szyi, niedrobnokomorkowy rak ptuca

W szczeg6lnosci interesujace podejécie zostalo zastosowane przy Pembrolizumabie,
ktory jako pierwszy lek przeciwnowotworowy uzyskat pozwolenie na uzycie w okre$lonych
wskazaniach na podstawie analizy biomarkeréw (obecno$¢ lub brak obecnosci PD-L1), bez
klasycznego podej$cia opartego na diagnozach histopatologicznych (Prasad i in., 2018). Jest
to znaczacy krok w kierunku wdrozenia medycyny spersonalizowanej w leczeniu
nowotwordw, ktora wskazywana jest (obok terapii kombinowanych) jako kluczowy element
w dalszym rozwoju immunoterapii (Kraehenbuehl i in., 2022).

Przywrocenie limfocytom T zdolno$ci do oddzialtywan cytotoksycznych wobec komoérek
nowotworowych opiera si¢ na zablokowaniu mozliwo$ci oddziatywania wybranych ligandow
obecnych na komérkach nowotworowych (np. PD-L1, PD-L2) z receptorami hamujgcymi
intensywno$¢ odpowiedzi immunologicznej obecnych na limfocytach (np. PD-1). Brak
takiego oddziatywania powinien by¢ réwnoznaczny z brakiem przekazywania do limfocytow
T sygnatu hamujacego, w wyniku czego powinny one zachowac¢ (lub odzyskac, zaleznie od
stopnia wyczerpania) wia$ciwosci cytotoksyczne i zapobiegac¢ ich wyczerpaniu. Analizujac
zasade dziatania dopuszczonych do tej pory do uzycia preparatdw, mozna wyciggnac
wniosek, ze warunkiem koniecznym do przywrécenia prawidlowej funkcji limfocytow jest
zniesienie efektu inhibicji, a dodatkowa stymulacja ma znaczenie drugorzedne i potencjalnie

moze zosta¢ wykorzystana w przyszlo$ci jako uzupetnienie zniesienia blokady.



Jednakze, mimo obiecujacej zasady dzialania, tylko cze$¢ z pacjentdéw reaguje pozytywnie
na immunoterapi¢, nawet w przypadku obecno$ci wybranego celu molekularnego na
komoérkach nowotworu. W roku 2018 az 43,63% pacjentow onkologicznych w Stanach
Zjednoczonych kwalifikowato sie do leczenia opartego na blokadzie punktu kontrolnego.
Jednocze$nie przewidywano, ze tylko 12,46% z og6tu pacjentéw onkologicznych zareaguje
pozytywnie na terapie (Haslam & Prasad, 2019). W praktyce bowiem stymulacja i hamowanie
odpowiedzi immunologicznej to zagadnienie dalece bardziej zlozone, na ktore wplywa
szereg czynnikow indywidualnych, takich jak mikrosrodowisko nowotworu, obciazenie guza
mutacjami i zwigzane z tym wystgpowanie neoantygenéw, zmiany metaboliczne w obrebie
komoérek patologicznych czy profil klonalnych populacji limfocytéw T w krwi obwodowej
(dyskutowane szerzej w rozdziale 5.3.4) (Wu i in., 2020), (Mitra i in., 2024).

Ponadto, w czeSci przypadkow pozytywnej reakcji na immunoterapi¢, czas przezycia
zwieksza sie znaczaco wzgledem klasycznych metod terapii nowotworow, takich jak
chemioterapia i radioterapia, jednak w ujeciu bezwzglednym nadal nie sa to wyniki
spektakularne. Przykltadowo, dla Ipilimumabu (przeciwciato anty-CTLA-4), w III fazie badan
klinicznych odsetek przezywalno$ci chorych na czerniaka po 2 latach wzrést z 13,7% do
23,5%, liczone w odniesieniu do grupy kontrolnej, ktorej podawana byla szczepionka gp100.
Mediana przezywalno$ci wzrosta natomiast z 6,4 do 10,1 miesiecy (Hodi i in., 2010). Do
zblizonych wnioskow dochodza Zhao i wspotpracownicy w swojej metaanalizie, w ktorej
przeanalizowane zostaly rezultaty monoterapii celujacej w $ciezke sygnalng PD-1/PD-L1 na
roznych etapach badan klinicznych obejmujacych u ponad 28 000 pacjentéow (pod uwage
brane byly wylacznie przeciwciata zaakceptowane do uzycia u ludzi, wymienione w Tabeli 2).
Usredniony obiektywny wskaznik odpowiedzi (ORR, ang. Objective Response Rate) wyniost
20,21%, jednak znaczaco roznit sie w zalezno$ci od typu nowotworu i statusu ekspresji PD-
L1. W przypadku nowotworéw PD-L1 pozytywnych autorzy wskazujg na poprawe odpowiedzi
wzgledem terapii konwencjonalnej, jednak, co ciekawe, rowniez 10,34% pacjentéow z
nowotworami PD-L1 negatywnymi wykazywalo odpowiedZ na terapie (poziom
porownywalny z terapia konwencjonalng) (Zhao i in., 2020). Moze to sugerowac, ze
interesujacym obiektem badan bytby wplyw ogoélnoustrojowy tego typu terapii, bez wzgledu

na status PD-L1 na powierzchni guza.

5.3.2. Immunoterapia komorkowa

Immunoterapia komoérkowa oparta jest o technologie chimerycznych receptoréw
skierowanych na wybrany antygen (ang. chimeric antigen receptor, CAR). Komorki pobrane
od pacjenta sa transfekowane DNA kodujacym taki receptor, ktéry z kolei warunkuje

rozpoznawanie wybranego nowotworu i przylaczanie do niego zmodyfikowanych komoérek



o potencjale cytotoksycznym. Co istotne, takie wigzanie jest niezaleznie od obecno$ci MHC
klasy I na komorkach. NajczeSciej wykorzystywane sg limfocyty T CD8* (CAR-T), lecz w
ostatnich latach obserwuje sie takze wykorzystanie komoérek NK (CAR-NK) oraz wstepne
prace postulujace analogiczne wykorzystanie makrofagow (CAR-Macrophage) (Pan i in.,
2022). CAR-T zostaly dopuszczone do uzycia u ludzi w leczeniu nowotworéw uktadu
krwiotwoérczego, gdzie odnotowuja znaczace sukcesy (chimeryczny receptor w tych
komorkach rozpoznaje antygen CD19). Ich skuteczno$¢ w neutralizacji guzéw litych
pozostawia jednak wiele do zyczenia (Bourbon i in., 2021). Jednocze$nie CAR-T prezentuja
stosunkowo wysokie ryzyko wystgpienia efektow toksycznych i innych, powaznych skutkéw
ubocznych (Schmidts i in., 2021).

Na CAR skladajg si¢ cztery elementy: domena wigzgca antygen, region zawiasowy (ang.
hinge), region transmembranowy i endodomena. Domena wigzaca antygen warunkuje
specyficzno§¢ komorki. Kluczowym parametrem jest jej powinowactwo do celu
molekularnego - musi by¢ na tyle wysokie, zeby efektywnie parowa¢ komorki, a jednocze$nie
na tyle niskie, zeby nie indukowa¢ $mierci limfocytu w wyniku nadmiernej aktywacji, ktora
bedzie prowadzila do efektéw toksycznych. Posrednio region zawiasowy rowniez odgrywa
role w wigzaniu - warunkuje on bowiem dystans na jaki domena wigzaca antygen bedzie
oddalona od btony komoérkowej, co w polaczeniu z mozliwo$ciag regulacji stopnia
elastycznosci tego regionu bedzie decydowalo o zawadzie sterycznej, a wiec umozliwiato
(lub uniemozliwialo) r6zne geometrie wigzania antygenu. Region transmembranowy spetnia
gltownie funkcje zakotwiczenia receptora w blonie komorkowej, stad poSwieca sie¢ mu
najmniej uwagi, cho¢ pojawiaja si¢ tez wyniki sugerujace, ze moze on wplywac¢ na
funkcjonalno$¢ CAR-T. Ostatnim elementem jest domena wewnatrzkomoérkowa. Wigkszos§¢
z nich bazuje na tyrozynowych motywach aktywujacych opierajacych sie o
wewnatrzkomoérkowe tancuchy naturalnie wystepujace w TCR, CD3{ (Sterner & Sterner,
2021).

Wyrézni¢ mozna 5 generacji komorek CAR-T. Generacja pierwsza opiera sie o wyzej
opisany, podstawowy schemat konstrukcji chimerycznego receptora. W drugiej generacji do
fancucha CD3C dodana zostala domena ko-stymulujaca pochodzaca z CD28 lub 4-1BB.
Trzecia generacja zawiera dwie domeny ko-stymulujace, bazujace na biatkach takich jak
CD28, 4-1BB, 0X40, CD27 czy ICOS. Do tej pory wszystkie terapie zatwierdzone do uzycia u
ludzi oparte s3 o model drugiej generacji, trzecia bowiem nie wykazuje wzgledem niej
przewagi znaczacej klinicznie. Czwarta i pigta generacja maja na celu dalszg poprawe
skutecznosci i obnizenie dziatan niepozadanych. W czwartej generacji wykorzystywane sg

komorki posiadajace konstrukty warunkujace produkcje cytokin takich jak interleukina 12, 15



i 18 oraz innych czasteczek, jak ko-stymulujace ligandy (4-1BBL, CD40L) czy receptory
chemokin. Pigta generacja charakteryzuje si¢ obecno$cig fragmentu receptora cytokin w
endodomenie, jak np. tanicuch B receptora IL-2, ktéry warunkuje sygnalizowanie przez JAK-
STAT3/5. Dzieki temu CAR-T pigtej generacji maja umozliwia¢ kompletng aktywacje i
proliferacje limfocytow T, poprzez aktywacje wszystkich trzech niezbednych do tego celu
Sciezek sygnalnych (Lutskovich i in., 2024) (Tomasik i in., 2022) (Yeku & Brentjens, 2016).
Schematyczne przedstawienie receptoréw, na ktérych zostaly oparte kolejne generacje

komorek CAR-T zostato zobrazowane na Rycinie 2.

Generacja 1 Generacja 2 Generacja 3 Generacja 4 Generacja 5
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Rycina 2 Schematyczne przedstawienie kolejnych generacji CAR-T. Opracowane na
podstawie (Lutskovich iin., 2024) i (Yeku & Brentjens, 2016).
Jednym z minuséw tej technologii jest mozliwo$¢ wyczerpania modyfikowanych
limfocytéw i ich przejscie w stan wyczerpany pod wplywem oddzialywania z

mikroS§rodowiskiem guza, co jest szerzej dyskutowane w punkcie 5.3.4.

5.3.3. Oporno$¢ na immunoterapie i terapie kombinowane

Cze$¢ z pacjentow od poczatku terapii nie wykazuje odpowiedzi na immunoterapie.
Zjawisko to okre$lane jest mianem oporno$ci pierwotnej. Nowotwory drugiej grupy
pacjentow sg rozpoznawane przez uklad odporno$ciowy, jednak adaptuja sie do odpowiedzi,
co moze objawiac si¢ zaréwno jako oporno$¢ pierwotna jak i nabyta. Inni mimo poczatkowe;j
pozytywnej odpowiedzi, z czasem do§wiadczaja nawrotu choroby (mimo ciggltego podawania
lekow). Zjawisko to okreslane jest mianem opornosci nabytej i jest istotnym problemem w
leczeniu (Sharma i in., 2017). Przeglad mechanizméw odpowiadajacych zaréwno za opornoéé

pierwotna, jak i nabyta zostal przedstawiony w Tabeli 3.



Tabela 3 Mechanizmy odpowiadajace za pierwotna i nabytg oporno$¢ na immunoterapie;
na podstawie (Sharma i in., 2017)

Klasyfikacja Mechanizm Przyklady
. L, Niskie obcigzenie mutacjami
Brak /niedostepnos¢ Idadanie sie biatek . hni
neoantygenow Nakladanie sie bia ek na powierzchni
komorki
Utrata zdolno$ci produkcji biatek takich
Wewnagtrzkomorkowe Utrata zdolno$ci jak MHC Klasy I, transporterow
prezentacji antygenu zwigzanych z przetwarzaniem
antygenow, beta 2 mikroglobuliny
Niewrazliwo$¢ na Mutacje w szlakach sygnalnych
limfocyty T zwigzanych z interferonem gamma
Brak limfocytow T z TCR warunkujacym
Brak limfocytéw T rozpoznawanie neoantygenow lub ich
niedostateczna proliferacja
Obecnos¢ ligandow
Zewnatrzkomorkowe warunkujgcych PD-L1, CTLA-4, VISTA, LAG-3, TIM-3
inhibicje odpowiedzi

Obecnos¢ komoérek

. . Limfocyty T regulatorowe, makrofagi
immunosupresyjnyc

zZwigzane z nowotworem

Jedna z metod ucieczki nowotworu spod kontroli ukladu odporno$ciowego jest
zaburzenie prezentacji antygenu w kontek$cie MHC klasy I. Zaretsky i wspotpracownicy
wigzg mutacje, wskutek ktérej beta 2 mikroglobulina (ang. f2-microglobulin, B2M) zostaje
skrécona, z utratg ekspresji MHC, jednak analiza obejmuje tylko jednego pacjenta (Zaretsky
i in., 2016). Przeciwnie, Middha i wspotpracownicy wskazujg na brak korelacji skrocenia lub
calkowitej utraty B2M ze statusem ekspresji MHC, cho¢ jednocze$nie wskazuja tez, ze
wiekszo$¢ pacjentdow wykazujacych utrate B2M odnosi korzy$ci kliniczne z terapii
inhibitorami punktu kontrolnego (Middha i in., 2019). W regulacji ekspresji molekut MHC
bierze takze udzial szereg czynnikow transkrypcyjnych takich jak NLRC5 czy IRF-1 (Meissner
i in., 2010) (Hobart i in., 1997), przez co status MHC na powierzchni komoérki moze byc¢
podatny na zmiany epigenetyczne. Utrata HLA jest istotnym powodem, dla ktorego
immunoterapia oparta wylacznie o mechanizmy rozpoznajace komorki guza na podstawie
obecnosci tych czasteczek na dluzszg mete bedzie niewystarczajaca (Schrors i in., 2017).

Jednakze, nawet w przypadku, kiedy komorki nowotworowe posiadaja pelny zestaw biatek
niezbednych do obrébki i prezentacji antygenu, konieczna jest takze obecnos¢
neoantygenow, ktore umozliwig limfocytom T rozpoznanie zmienionych nowotworowo
komorek. Zestawienia dostepnych danych wskazuja na silng korelacje wysokiego obciazenia

TMB z pozytywng odpowiedzig na terapig anty-PD-1(Yarchoan i in., 2017). Jednocze$nie sami



autorzy wskazuja na staba strone analizy - zsekwencjonowane probki prawdopodobnie nie
byty tymi samymi, ktorych odpowiedZ na terapi¢ oceniono. Pojawiajg sie pojedyncze badania,
w ktorych stopien obcigzenia TMB w obrebie tkanki nie jest powigzany z odpowiedzig na
terapie (Paz-Ares i in., 2019), co wydaje sie by¢ naturalne, biorgc pod uwage stopien
skomplikowania zjawiska. Wiekszo$¢ publikacji wskazuje jednak na istotne znaczenie tego
markera jako prognostyka (Snyder i in., 2014) (Le i in., 2017) (Samstein i in., 2019). Wazny jest
tutaj przede wszystkim kontekst aplikowanego leczenia, bowiem w przypadku terapii innych
niz immunoterapia wysokie obciazenie TMB nie wigzalo si¢ z lepsza prognoza, a w czesci
przypadkéw wrecz przeciwnie - szanse przezycia pacjenta spadaty, cho¢ nawet w przypadku
immunoterapii bylo to zalezne od rodzaju nowotworu (Valero i in., 2021). W $wietle
dostepnych wynikow pojawiaja sie prace skupiajgce sie na poprawie ekspresji neoantygenow
w obrebie nowotworu, najczesciej poprzez celowanie w mechanizmy naprawcze na poziomie
mRNA (Ishizuka i in., 2019) (Supek i in., 2021 i przytoczone tam odniesienia).

Innym powodem opornoéci na immunoterapie moze by¢ utrata zdolnosci sygnalizacji
poprzez szlaki indukowane interferonem gamma (IFN-y) (Gao i in., 2016). IFN-y to jedna z
kluczowych cytokin w aktywacji komorek ukltadu odpornosciowego. Wigzac si¢ do receptora,
uruchomiona zostaje kaskada sygnalizacji - aktywacja kinaz JAK1 i JAK2, a w rezultacie
fosforylacja, dimeryzacja i aktywacja czynnika transkrypcyjnego STAT1 (Greenlund i in.,
1995). STAT1 odpowiada bezposrednio za regulacje ekspresji gendéw zaleznych od IFN-y
(Darnell i in., 1994), tak wiec caly proces aktywacji jest $ciSle powigzany i zalezny od biatek
Sciezki sygnalnej JAK/STAT, a jej zaburzenia moga bezposrednio prowadzi¢ do rozwoju
chorob, w tym nowotworéw (Hu i in., 2021). Co wigcej, komorki nowotworowe réwniez moga
posiadac¢ receptory IFN-y, a indukowana nimi sygnalizacja prowadzi do apoptozy (Detjen i
in., 2001). Zwigzek ten pelni wiec wieloczynnikowg role w odpowiedzi na nowotwor, stad
utrata zdolno$ci sygnalizacji przez szlaki zwigzane z IFN- y moze mie¢ znaczacy udziat w
mechanizmie oporno$ci na immunoterapie.

Jako jedno z rozwigzan problemu nabytej oporno$ci wskazywane s3a terapie
kombinowane, oddzialywujace na wiecej niz jeden mechanizm nowotworzenia. Przykladem
takiej terapii jest dopuszczona do uzycia u ludzi terapia wykorzystujaca Ipilimumab i
Nivolumab (Tabela 2). Terapie kombinowane moga wykazywac¢ istotne korzysci kliniczne dla
pacjentéw, jednak réwnoczeS$nie ros$nie ryzyko niepozadanych efektéw ubocznych
zwigzanych z odpowiedzia immunologiczng (Park i in., 2020) (Ma i in., 2021) (Pradeep i in.,
2022). Ponadto, nie wszystkie kombinacje dajg istotng klinicznie korzys¢, a ze wzgledu na
wykorzystanie dwoch czasteczek, ro$nie stopien skomplikowania badan klinicznych,

nalezaloby bowiem potwierdzi¢ korzysci zarowno wobec klasycznej chemioterapii (jesli jest



to standard opieki w wybranym wskazaniu), jak i wobec uzycia pojedynczego inhibitora
punktu kontrolnego (Puri & Shafique, 2020). Przy potaczeniu wigcej niz jednej czasteczki
liczba mozliwych terapii zaczyna rosna¢ bardzo szybko i niemozliwe bedzie kliniczne
przetestowanie wszystkich z nich. Wskazuje si¢ wiec na konieczno$¢ indywidualizacji terapii
kombinowanych, opartej na analizie markeréw. Pozwoliloby to na okreslenie mechanizmu
immunosupresji i racjonalnym dobraniu indywidualnych komponentoéw terapii (Zamarin &
Postow, 2015) (Rotte i in., 2018).

Innym mechanizmem, ktory jest proponowany w terapiach kombinowanych, jest
polaczenie inhibitoréw punktu kontrolnego ze zwigzkami celujgcymi w receptory
stymulujace odpowiedz immunologiczng, takie jak 4-1BB (Vinay & Kwon, 2012), ICOS (Solinas
i in., 2020), GITR (Knee i in., 2016) i OX40 (Aspeslagh i in., 2016), z ktorych czes¢ jest na
roznych etapach badan klinicznych, jednak zaden z nich nie zostat jeszcze zatwierdzony do
uzycia u ludzi. Obecnie zatwierdzone czasteczki znosza inhibicje, co moze sugerowac, ze ten
mechanizm jest warunkiem koniecznym dla zachowania aktywno$ci ukladu
odporno$ciowego, a sygnaly ko-stymulujagce mogg okaza¢ sie skutecznym dodatkiem.

Klasyczna chemioterapia z reguly podawana jest w dawkach nizszych niz maksymalna
tolerowana, co nadal umozliwia organizmowi odpowiedZ immunologiczng (Wumkes i in.,
2013). Cytotoksyczny efekt klasycznej chemioterapii moze okaza¢ sie korzystny z punktu
widzenia terapii kombinowanych. Smier¢ komoérek nowotworowych wigze sie bowiem z
uwalnianiem immunogennych bialek, ktore stymulowa¢ beda dalsza odpowiedz. Réwnolegle
chemioterapia moze oddzialywa¢ stymulujaco na inne komorki ukltadu odpornosciowego
(Galluzzi i in., 2020). Stad, kombinacja chemioterapii z immunoterapia moze by¢ z
powodzeniem stosowana, jak pokazuje przykladowe badanie kliniczne z wykorzystaniem
kombinacji Ipilimumabu i chemioterapii w niedrobnokomoérkowym raku ptuca (Lynch i in.,
2012). Nalezy jednak pamieta¢, ze chemioterapia moze dawac¢ takze efekty
immunosupresyjne, na przyktad poprzez zmniejszenie populacji limfocytéw (Verma i in.,
2016). Dlatego kazda kombinacja musi zosta¢ oceniona indywidualnie pod wzgledem
potencjalnych korzysci klinicznych.

Czesto do terapii kombinowanych wykorzystywane sg $rodki juz wczeéniej dopuszczone
do uzycia w formie monoterapii. Dzigki temu nie musza one przechodzi¢ od nowa calej
Sciezki rozwoju i zatwierdzenia do uzycia, przez co pochlaniaja dalece mniej zasobéw niz
opracowanie czasteczek innowacyjnych (Ashburn & Thor, 2004). Niemniej, w przypadku
lekéw biologicznych cena terapii nadal dalece przewyzsza koszt lekow maloczasteczkowych,
co w negatywny sposob przektada sie na aspekty ekonomiczne (Criss i in., 2019) (Courtney i

in., 2021).



5.3.4. Wplyw klonalnej ekspansji limfocytéow T w krwi obwodowej na
odpowiedz na terapie

Interesujacym kierunkiem badan w konteks$cie skuteczno$ci blokady punktu kontrolnego
jest analiza klonalnych populacji limfocytéw T w obrebie tkanki zmienionej nowotworowo,
przylegajacej zdrowej tkanki i krwi obwodowej. Wu i wspdlpracownicy poprzez
sekwencjonowanie mRNA i TCR z pojedynczych komorek wskazuja na silng korelacje
obecnosci klonalnych populacji efektorowych limfocytow T w obrebie zaréwno guza, jak i
zdrowej tkanki przylegajacej z pozytywna odpowiedzig pacjenta na terapie anty-PD-LI.
Jednoczes$nie w takich przypadkach klonalne populacje efektorowych limfocytéw T obecne
sg rowniez we krwi obwodowej. Sugeruje to mozliwo$¢ cigglego naplywu Swiezych
limfocytéw do guza. Potencjalnie na tej podstawie pojawia si¢ mozliwo$¢ relatywnie tatwej
identyfikacji pacjentow, ktorzy bedg pozytywnie odpowiada¢ na terapie (Wu i in., 2020).

Analogiczne wyniki raportuje Kidman i wspotpracownicy. Cho¢ badania zostaly wykonane
na modelach mysich, autorzy argumentuja, ze pozwolilo to na unikniecie przypadkowej
zmienno$ci (wynikajacej z elementdéw osobniczych, takich jak zmienno$¢ genetyczna,
czynniki Srodowiskowe czy indywidualne obcigzenie guza mutacjami) i dzigki temu analize
wylacznie pod katem naturalnie wystepujacej zmiennoSci receptoréw limfocytow T.
Jednoczes$nie mozliwe byto tez pobieranie probek guza w czasie i analiza zmiany populacji
komorek w odpowiedzi na immunoterapie (co w przypadku pacjentéw klinicznych nie jest
osiggalne). Ponadto, autorzy wskazuja na obnizong zmienno$¢ TCR w obrebie mysich guzéow
odpowiadajacych na terapie, co najprawdopodobniej jest efektem klonalnej ekspansji
wybranych limfocytoéw. Jednoczes$nie ekspansja klonalna wérod guzéw odpowiadajacych na
terapie nastepuje wcze$niej w czasie niz w przypadku guzéw opornych (Kidman i in., 2024).
Zakladajac hipotetycznie, ze stwarzaloby to podwaliny dla nowego rodzaju terapii
kombinowanej (blokada punktu kontrolnego + immunoterapia komoérkowa w formie
namnozonych limfocytéw T gospodarza lub modyfikowanych, np. CAR-T), nadal olbrzymia
role odgrywataby skuteczna diagnostyka i wczesne rozpoznanie choroby, biorgc pod uwage,
ze w guzach odpowiadajacych na terapie ekspansja klonalna nastgpowata wczedniej w czasie.

Hipoteza stawiana przez Wu i wspotpracownikow jest spojna z pracami postulujagcymi, ze
raz wyczerpany limfocyt pozostaje w tym fenotypie na stale. Zwiazane jest to gltéwnie z
aktywnoS$cig czynnika transkrypcyjnego TOX oraz poézniejszg blokada epigenetyczna
fenotypu wyczerpanego (Khan i in., 2019) (Scott i in., 2019). Przywr6cenie fenotypu
aktywnego po osiagnieciu pewnego stopnia wyczerpania jest niemozliwe. W myél tej teorii,
do prawidtowego dziatania blokady punktu kontrolnego konieczny jest ciggly naptyw

Swiezych, niewyczerpanych limfocytow z krwi obwodowej do tkanki nowotworowej, na ktore



inhibitory bedg dziala¢ jeszcze przed interakcjg z komérkami nowotworowymi, tym samym
uniemozliwiajac wigzanie do immunosupresyjnych ligandow i pozZniejsze konsekwencje w
postaci wyczerpania komorki. Stad, warunkiem koniecznym do efektywnej terapii byloby
wystgpowanie we krwi obwodowej pacjenta klonalnych populacji limfocytow T,
rozpoznajacych neoantygeny nowotworowe. Brak takich populacji moze by¢ powodem, dla
ktorego jedynie cze$¢ pacjentdw reaguje pozytywnie na immunoterapi¢ w formie blokady
punktu kontrolnego. Jednocze$nie same czynniki transkrypcyjne warunkujace wyczerpanie
limfocytéw moga by¢ interesujacym celem molekularnym w immunoterapii, jak zostato
pokazane miedzy innymi przez Seo i wspolpracownikéw z wykorzystaniem modeli mysich.
Zademonstrowali oni polepszenie wtasciwosci przeciwnowotworowych komérek CAR-T

dzieki wyciszeniu czynnikow TOX i TOX2 z uzyciem shRNA (Seo i in., 2019).

5.3.5. Rola rozpuszczalnych form PD-L1 w oporno$ci na immunoterapie
W krwiobiegu wyr6zni¢ mozna kilka rodzajow rozpuszczalnego PD-LI:
e Odcinane z powierzchni komoérki (monomeryczne),
e Wydzielane (monomeryczne i dimeryczne),
e Egzosomalne (struktury o $rednicy 30 - 100 pm),
¢ Mikropecherzykowe (struktury o $rednicy 100 - 1000 um).

Sq one istotne z punktu widzenia terapii anty-PD-1/PD-L1 ze wzgledu na ich zdolno$¢ do
oddziatywania zaréwno z receptorem PD-1 (a wiec inhibicji aktywnoSci limfocytow T), jak i z
przeciwciatami skierowanymi na PD-L1. Najistotniejsza forma z punktu widzenia klinicznego
wydaje sie by¢ forma egzosomalna, ze wzgledu na fakt, Ze egzosomy moga posiada¢ na swojej
powierzchni nie tylko wiele kopii samego PD-L1, ale rowniez inne, potencjalnie
immunosupresyjne biatka, w szczegélnosci kompleks MHC powiazany z antygenem (Daassi i
in., 2020). Faktycznie, wysokie stezenia egzosomalnego PD-L1 u pacjentéw skorelowane sg
ze staba odpowiedzig na terapie i gorszymi prognozami, co potencjalnie moze zostac¢
wykorzystane jako biomarker do prognozy odpowiedzi na wybrane terapie (Chen i in., 2018).

Egzosomy maja takze zdolno$¢ fuzji z komorkami, dzieki czemu mogg przenosi¢
wszelkiego rodzaju czasteczki do innych komoérek, w tym materiat genetyczny (zaréwno
DNA, jak i mRNA), przez co nabywajg one zdolnos$ci do ekspresji PD-L1. Powstawanie
egzosomow jest naturalnym procesem, ktéry ma miejsce zaréwno w komoérkach zdrowych,
jak i zmienionych nowotworowo. Jedng z proponowanych form wspomagania terapii anty-
PD-1/PD-L1jest celowanie w biatka biorgce udzial w tworzeniu egzosoméw (RAB27A, ESCRT,
fosfodiestraze sfingomielinowg 3). Tego typu podejscie zostalo przetestowane w modelach

mysich, dajac obiecujace rezultaty (Poggio i in., 2019).



Wykorzystanie egzosomalnego i rozpuszczalnego PD-L1 jako celéw molekularnych w
terapii, mimo dobrze rokujacych wstepnych badan, wymaga dalszej eksploracji i petniejszego
zrozumienia jego oddzialywania na organizm jako calo$¢. W dostepnych analizach czesto
rozne formy rozpuszczalnego PD-L1 nie s3 rozrozniane, a wiekszo$¢ eksperymentow nad
formami odcinanymi i wydzielanymi ogranicza sie do badan in vitro lub z wykorzystaniem
konstruktu chimerycznego PD-L1-Fc, ktory, mimo ze formuje dimer, moze zachowywac sie
inaczej niz wystepujaca naturalnie wydzielana forma dimeryczna (Daassiiin., 2020) (Yin i in.,

2021).

5.4. SYSTEM INSULINOPODOBNEGO CZYNNIKA WZROSTU

System insulinopodobnego czynnika wzrostu (ang. Insulin-like Growth Factor, IGF) jest
wysoce zakonserwowanym szlakiem sygnalowym zaangazowanym w szereg procesow, od
wzrostu, rozwoju i kontroli metabolizmu, przez dziatanie ukladu immunologicznego do
procesow komorkowych, takich jak proliferacja, migracja i réznicowanie. W sklad systemu
wchodzi insulina, insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF1), insulinopodobny czynnik
wzrostu 2 (IGF2), receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (ang. Insulin-like Growth
Factor 1 Receptor, IGFIR), receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 2 (ang. Insulin-like
Growth Factor 2 Receptor, IGF2R; réwniez Cation-Independent Mannose-6-Phosphate
Receptor, CI-M6PR), receptor insuliny (ang. Insulin Receptor, IR), hybrydowy receptor
IR/IGFIR oraz 6 biatek wigzacych insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. Insulin-like Growth
Factor Binding Proteins, IGFBP) i ich proteazy (Denley i in., 2005) (Annunziata i in., 2011).

Z punktu widzenia realizowanego projektu najistotniejszymi komponentami systemu jest
IGF2R oraz posrednio IGF2. IGF2R, zwany rowniez CI-M6PR, jest bialkiem transblonowym o
masie ok. 300 kDa. Posiada 15 domen zewnatrzkomoérkowych, ktére nie wykazuja
podobienstw do pozostalych receptorow systemu IGF, a ponadto rowniez region
transmembranowy i krotki ogon cytoplazmatyczny (Morgan i in., 1987). Na powierzchni
komorki najcze$ciej wystepuje jako dimer. Wigze on szereg ligandow: enzymy lizosomalne
(kwasne hydrolazy), transformujacy czynnik wzrostu-B, granzym B, plazminogeny,
glikozylowany czynnik hamujacy biataczke (ang. leukemia inhibitory factor, LIF) oraz
retinoidy (Ghosh i in., 2003 i przytoczone tam odniesienia). Wystepuje gtownie w formie
wewnatrzkomorkowej (ok. 90%), ktora odpowiada za transfer enzyméw znakowanych
resztami mannozo-6-fosforanéw (ang. mannose-6-phosphate, M6P) z sieci trans-Golgiego
do lizosoméw (Rohrer & Kornfeld, 2001). Pozostata populacja receptora na powierzchni
komorki, mimo Ze wystepuje w mniejszos$ci, takze odgrywa istotng role. Endodomena IGF2R

nie wykazuje aktywno$ci kinazy, w zwigzku z czym nie jest w stanie przekazywac¢ do komorki



zadnego sygnatu (Brown i in., 2009). Powinowactwo do IGF2 sprawia jednak, Zze moze on byc¢
internalizowany i degradowany w lizosomach, tym samym receptor spetnia role regulacji
poziomu wolnego czynnika wzrostu (Scott & Firth, 2004 i przytoczone tam odniesienia).
Zaburzenie poziomu ekspresji IGF2R (a wiec podwyzszonego IGF2) jest bowiem powigzane z
licznymi patologiami, w tym z rozwojem nowotworéw (Ludwig i in., 1996) (Toretsky &
Helman, 1996) (Foulstone i in., 2005). Jednocze$nie sam receptor nie jest kierowany do
lizosomu dzigki obecnym w endodomenie sygnatom sortujacym, a co za tym idzie - nie
podlega degradacji i jest kierowany z powrotem na powierzchnie komorki (Ghosh i in., 2003).

Dla wigzania IGF2/IGF2R kluczowa jest domena 11, ktora sama jest zdolna nie tylko do
wigzania IGF2 (Schmidt i in., 1995), ale réwniez do wywotywania efektu internalizacji
(Grimme iin., 2000). W tworzeniu kompleksu udziat biorg takze domeny 6, 8 oraz motyw FN-
I (ang. fibronectin type II fold) obecny w domenie 13 (Wang i in., 2020). Wang i
wspolpracownicy proponuja réwniez mechanizm uwalniania zwigzkéw przylaczonych do
IGF2 (zar6wno zwierajacych glikany M6P, jak i IGF2) pod wplywem pH <6 w endosomie, co
rowniez posrednio potwierdzaja wyniki raportowane przez Bochel i wspolpracownikéw
(Bocheliin., 2020).

Z punktu widzenia projektowania potencjalnie terapeutycznej czasteczki kierujacej
wybrany cel molekularny do degradacji lizosomalnej, modelowanej na bazie IGF2, krytyczny
jest brak aktywnoS$ci krzyzowej, tzn. czasteczka musi wigza¢ IGF2R, aby warunkowac
ukierunkowang degradacje, ale nie moze jednoczeénie wigza¢ IGFIR, gdyz ten spetnia funkcje
typowo anaboliczne - nadaktywno$¢ tego receptora jest obserwowana w nowotworach
(Foulstone i in., 2005), stad u pacjentéw onkologicznych pozadane byto by unikniecie jego

dalszej stymulacji.

5.5. TECHNOLOGIE UKIERUNKOWANEJ DEGRADACJI BIALEK

Technologie ukierunkowanej degradacji bialek to nowo ksztaltujacy sie kierunek,
proponowany jako rozwigzanie pewnych inherentnych problemoéw, ktore cechuja klasyczne
podej$cia do racjonalnego opracowywania lekow. Technologie degradacji posiadaja bowiem
kilka istotnych przewag: przede wszystkim sg zdolne do oddzialywania na cele molekularne
dla ktoérych opracowanie maloczasteczkowego inhibitora bytoby bardzo trudne. Przykltadem
z obszaru immunoterapii jest $ciezka sygnalna PD-1/PD-L1. Interfejs wigzania miedzy tymi
dwoma biatkami jest relatywnie ptaski i hydrofobowy, co juz na poziomie modelowania
molekularnego bedzie przysparzato trudnosci (Zak i in., 2015) (Zarganes-Tzitzikas i in., 2016).
Mimo to, ze wzgledu na olbrzymie znaczenie kliniczne tej $ciezki, trwa intensywny rozwoj

potencjalnych inhibitorow matoczasteczkowych, jednak jak na razie zaden z kandydatéw nie



przeszed! pomySlnie III fazy badan klinicznych (Li & Tian, 2019) (Wu i in., 2021) (Hao i in.,
2023).

Inna sytuacja ma miejsce w przypadku dwoéch innych biatek budzacych zainteresowanie
w obszarze immunoterapii: B7-H3 i B7-H4. Wiadomo, ze s3 one inhibitorami odpowiedzi
immunologicznej (Suh i in., 2003) (Sica i in., 2003), jednak do tej pory nie zidentyfikowano
partneréw dla ich wiazania, a co za tym idzie - nie jest znane centrum aktywne, wiec proces
poszukiwania inhibitoréw jest znaczaco utrudniony. W przypadku zastosowania wobec nich
degradacji, wystarczy czasteczka wiazaca specyficznie dany cel, niezaleznie od epitopu.

Kolejna zaletg technologii degradaciji jest fakt, ze cze$¢ biatek patogennych nie posiada
zadnego istotnego biologicznie centrum aktywnego, ktére odpowiadatoby za funkcje biatka
i ktore mozna by zablokowac. Problem ten jest szczegblnie obserwowany w amyloidozach,
takich jak np. choroby neurodegeneracyjne, gdzie kluczowa role w patogenezie odgrywa
sama akumulacja biatek (Chiti & Dobson, 2006) (Serrano-Pozo i in., 2011). Biatka te mogg by¢
idealnymi celami dla ukierunkowanej degradacji.

Ws8rod celéw, dla ktéorych znalezienie inhibitora metodami konwencjonalnymi jest
ogromnym wyzwaniem wyrézni¢ mozna tez inne klasy zwigzkow: mate GTPazy, fosfatazy,
czynniki transkrypcyjne (w tym biatko p53, szerzej opisywane w akapicie 5.1.1) oraz cele
zwigzane z epigenetyka (Xie i in., 2023). Repertuar potencjalnych celéw wydaje sie wiec
uzasadnia¢ badania nad nowymi technologiami, takimi jak ukierunkowana degradacja.

Ostatecznie, odpowiednio zaprojektowane czasteczki kierujace do degradacji mogtyby
wykazywac korzystng stechiometrie wzgledem inhibitoréw czy przeciwcial monoklonalnych
(Ding i in., 2020). Jedna czasteczka czynnika degradujacego mogtaby odpowiada¢ za
degradacje wigcej niz jednej czasteczki celu molekularnego (zaktadajac, Ze sama nie ulega
degradacji), co mogloby przelozy¢ sie na korzystniejsze parametry farmakokinetyczne,
nizsze dawkowanie, a wiec takze potencjalne zmniejszenie skutkdéw ubocznych i nizsze

koszty terapii.

5.5.1. Technologia ukierunkowanej degradacji proteasomalnej (PROTAC)
Technologie ukierunkowanej, specyficznej degradacji biatek zostaly zapoczatkowane
poprzez prace nad systemem PROTAC (ang. Proteasome Targeting Chimera), ktory
wykorzystuje system proteasom-ubikwityna. W 2001 roku Sakamoto i wspotpracownicy
opublikowali wyniki demonstrujace stuszno$¢ koncepcji i dzialanie mechanizmu selektywnej
ubikwitynacji wybranego celu molekularnego (Sakamoto i in., 2001). Zasada dziatania
systemu opiera si¢ na potaczeniu za pomoca czasteczki bispecyficznej celu molekularnego i
ligazy z grupy E3, ktora bedzie warunkowa¢ ubikwitynacje celu molekularnego. Oznaczony

w ten sposob cel molekularny jest kierowany do degradacji w proteasomie, w ktérym obok



kompleksow 268 i 30S kluczowa role odgrywa kompleks 20S (Ciechanover, 1994) (Sahu i in.,
2021). Szacuje sie, ze w ludzkim organizmie wystepuje ponad 600 ligaz E3 (Zheng & Shabek,
2017), z czego w czasteczkach PROTAC wykorzystywane jest okoto 10, m.in. METAP-2
(methionyl aminopeptidase 2) (Sakamoto i in., 2001), MDM2 (mouse double minute 2
homolog) (Vicente & Salvador, 2022), CRBN (cereblon) (Winter i in., 2015), VHL (Von Hippel
Lindau) (Cubillos-Rojas i in., 2023) i cIAP1 (cellular inhibitor of apoptosis protein 1) (Itoh i in.,
2010) (Naito i in., 2019).

Czasteczki PROTAC, ktorych fragmenty warunkujace powinowactwo do ligazy E3 oparte
sg na peptydach, nazywane s3 obecnie bioPROTAC i obejmujg one w wigkszosci poczatkowe
odkrycia w tej dziedzinie (Békés i in., 2022). Obecnie wiekszo§¢ badan skupiona jest na
PROTAC opartych catkowicie o male czasteczki, gdyz produkcja koniugatow peptyd-mata
czasteczka przysparzataby problemow w skali przemystowe;.

Z punktu widzenia mechanizmu degradacji podobna koncepcja jest hydrofobowe
oznaczanie celow molekularnych (HyT, ang. hydrophobic tagging). HyT r6zni sie od PROTAC
tym, ze nie warunkuje powinowactwa do ligazy E3, a degradacja celu molekularnego odbywa
sie poprzez oznaczenie go czasteczka zawierajacg fragment silnie hydrofobowy, co nastepnie
prowadzi do przylaczania czasteczek HSP, a w konsekwencji — degradacje proteasomalng
(Neklesa i in., 2011) (Long i in., 2012).

Jedna ze znaczacych wad czasteczek PROTAC jest mozliwo$¢ dziatania wylacznie
wewngtrzkomoérkowego. Jedno z rozwigzan, umozliwiajagcych degradacje celow
transmembranowych zaproponowali Cotton i wspolpracownicy. Czgsteczka jest
bispecyficznym, asymetrycznym przeciwcialem, ktére warunkuje powinowactwo do
wybranego, transbtonowego celu molekularnego oraz do transbtonowej ligazy E3 RNF43, co
skutkuje degradacja wybranego celu molekularnego (Cotton i in., 2021). Analogiczna
technologia zostala opracowana przez Marei i wspoélpracownikéw, wykorzystujac ligaze
ZNRF3 (Marei i in., 2022). Jednocze$nie autorzy wskazali na mozliwo$¢ optymalizacji
intensywnosci degradacji poprzez odpowiednie zaprojektowanie czgsteczki pod wzgledem
walentno$ci zarowno wobec celu molekularnego, jak i ligazy, ale rowniez pod wzgledem
przestrzennej odlegto$ci miedzy obydwoma wigzanymi czasteczkami.

Innym podejsciem wykorzystujacym przeciwciala i degradacje poprzez system
proteasom-ubikwityna jest technologia TrimAway, cho¢ w tym przypadku potencjalne cele
ograniczaja si¢ ponownie do wewnatrzkomorkowych (Clift i in., 2017). Bazuje ona na
wykorzystaniu receptora TRIM21, rozpoznajacego fragment Fc przeciwciata skierowanego
na wybrany cel molekularny. Autorzy wskazuja na znaczaca szybko$¢ zachodzacej degradacji

(czas pottrwania 10-20 minut). Znaczacg wada tej technologii w konteks$cie klinicznym



wydaje sie by¢ konieczno$¢ wewnatrzkomoérkowego dostarczenia przeciwciala, co autorzy
osiagaja poprzez mikroiniekcje lub elektroporacje (Clift i in., 2018).

Niestety, matoczasteczkowe PROTAC wykazuja szereg wad, wsrod ktorych wyrdznic
mozna relatywnie duza mase (>800 Da), niska rozpuszczalno$¢ i przepuszczalno$¢ przez
btony komoérkowe, matg biodostepno$¢ przy podaniu doustnym oraz problemy z penetracja
bariery krew-mozg. Biorac pod uwage mnogo$c¢ ligaz E3, istotnym ograniczeniem jest tez
wystepowanie ligazy, do ktorej powinowactwo wykazuje PROTAC w komorkach, w ktorych
degradacja ma zosta¢ zaindukowana (Ding i in., 2020).

PROTAC jest jedyna klasg czasteczek kierujacych do degradacji, ktéra w momencie
pisania pracy weszla w faze badan klinicznych. W 2020 roku z pozytywnym rezultatem
zakonczyta sie I faza badan zwigzkoéw rozwijanych przez Arvinas: ARV-110 i ARV-47],
determinujac ich bezpieczenstwo w rosngcych dawkach. Jeszcze w tym samym roku
rozpoczeto 1I faze badan klinicznych ARV-110 (Petrylak i in., 2020) (Békés i in., 2022 i

przytoczone tam odniesienia).

5.5.2. Technologia ukierunkowanej degradacji lizosomalnej (LYTAC)
Czasteczki LYTAC zostaly opisane po raz pierwszy w 2020 roku przez zespoét Bertozzi.
Zsyntetyzowane przez nich czasteczki opieraly si¢ na koniugacie przeciwciata skierowanego
na wybrany cel molekularny z glikopeptydem zawierajacym reszty M6P, warunkujace
wigzanie do IGF2R (Banik i in., 2020). Autorzy wykazali, ze czgsteczki te zdolne sg do indukcji
degradacji celow rozpuszczalnych i transblonowych w liniach komoérkowych pochodzacych
z szerokiego przekroju tkanek, a takze potwierdzili, ze kluczowa do tego procesu czasteczka
jest IGF2R. Byl to przetom w technologiach ukierunkowanej degradacji, poniewaz po raz
pierwszy zademonstrowana zostala mozliwo$¢ degradacji celéw innych niz
wewnatrzkomorkowe. Otworzylo to droge do szybkiego rozwoju i kolejnych iteracji tego
typu technologii. Schematycznie przedstawienie dziatania czasteczek LYTAC przedstawiono

na Rycinie 3.
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Rycina 3 Schematyczne przedstawienie zasady dziatania czgsteczek LYTAC skierowanych
na PD-L1 (opracowanie wlasne)
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Kolejna opublikowana praca obejmowata wykorzystanie receptora ASGPR (ang.
asialoglycoprotein receptor), ktérego wystepowanie jest charakterystyczne dla hepatocytow,
co umozliwia degradacje wylgcznie w obrebie wyselekcjonowanych komoérek (Ahn i in., 2021).
Autorzy zademonstrowali, Zze fragment czasteczki warunkujacy powinowactwo do celu
molekularnego moze by¢ krotkim fragmentem peptydowym, jednak cze$¢ warunkujaca
wigzanie ASGPR nadal pozostawala w formie N-acetylogalaktozaminy (GalNAc), a wigc
potencjalna synteza takiej czasteczki w skali przemystowej pozostaje problematyczna.
Zwigzek wykorzystujacy ten sam mechanizm zostata rownocze$nie zaproponowana przez
Zhou i wspotpracownikéw (Zhou i in., 2021) oraz Caianiello i wspotpracownikoéw, jednak drugi
zespot zaprezentowat zwiazek catkowicie matoczasteczkowy (Caianiello i in., 2021), co z
jednej strony utatwia potencjalnie pdZniejsza synteze wielkoskalows, jednak stwarza wieksze
wyzwanie na etapie wczesnego rozwoju, bowiem kazdorazowo musi zosta¢ od nowa
zaprojektowany fragment wigzacy cel molekularny.

Jako jeden z czynnikéw limitujacych w wykorzystaniu LYTAC wskazywane jest tempo
degradacji. Jest ono limitowane przez szybko$¢ powrotu IGF2R na powierzchnie komorki po
indukcji internalizacji, ale roéwniez — w przypadku czasteczek posiadajacych reszty M6P —
kompetycja z naturalnie wystepujacymi zwigzkami zawierajgcymi te reszty (Banik i in., 2020).

Wyniki te sa spojne z opublikowana poézniej przez tg samg grupe analizg wskazujaca, ze



inhibicja naturalnej biosyntezy glikanow M6P obniza poziom IGF2R zajmowanego przez
wystepujace endogennie biatka zawierajace te struktury, co z kolei zwieksza dostepnos¢
receptora dla czasteczek LYTAC i w rezultacie zwieksza intensywno$¢ degradacji (Ahn i in.,
2023). Niezbadang kwestig pozostaje czy analogiczna sytuacja ma miejsce w przypadku
wykorzystania LYTAC opartym o IGF2 lub jego analogi, tj. jak wptywa naturalnie wystepujacy
IGF2 na intensywno$¢ degradacji oraz czy wykorzystanie IGF2R w procesie ukierunkowanej
degradacji nie zaburza naturalnego metabolizmu IGF2 do poziomu, w ktéorym byloby to
powodem niepozadanych skutkow ubocznych. Jednocze$nie Ahn i wspolpracownicy
wskazuja na inne szlaki metaboliczne, ktérych regulacja ma wplyw na intensywno$¢
degradacji za posrednictwem IGF2R. Sa one zwigzane z recyrkulacja LYTAC z endosomu na
powierzchnie komorki oraz dojrzewaniem lizosomow. Autorzy wskazujg tez, ze skuteczna
internalizacja celéw rozpuszczalnych nie zawsze jest skorelowana z internalizacja celéw
transmembranowych i na odwrot, co sugeruje, ze w obu przypadkach mamy do czynienia z
dzialaniem r6znych mechanizméw (Ahn i in., 2023).

Jednym =z potencjalnych rozwigzan ograniczen wynikajagcych z zaangazowania
jakiegokolwiek receptora jest zastosowanie LYTAC niezaleznych od obecnosci receptorow.
Konstrukty te wykorzystuja przeciwciata skierowane na wybrany cel molekularny, ktore
jednoczes$nie zawieraja takze motyw wystepujacy naturalnie w IGF2R, ktory warunkuje jego
internalizacje (Zhang i in., 2021) (Yu i in., 2023). Takie rozwigzanie pozwala caltkowicie
uniezalezni¢ internalizacje od wystepowania jakichkolwiek receptoréw na powierzchni
komorki, cho¢ wigkszo§¢ przytoczonych w tym rozdziale badan wskazuje na powszechno$¢
wystepowania IGF2R w szerokim przekroju tkanek, stad w zastosowaniach aplikacyjnych nie
powinno to stanowi¢ problemu. Ponadto, innowacja zaprezentowang przez Zhanga i
wspotpracownikow jest wykorzystanie przeciwcial jednodomenowych (wystepujacych
naturalnie u wielblagdowatych, ang. nanobody) jako elementu warunkujagcego powinowactwo
do celu molekularnego, co pozwala na obnizenie catkowitej masy kompleksu w poréwnaniu
do zastosowania pelnoformatowych przeciwcial, jednocze$nie nie wykorzystujac
aptamerow (co zostato opisane szerzej dalej w rozdziale). Ewentualne problemy wynikajace
z nizszego powinowactwa do celu zostaly rozwiazane poprzez zastosowanie czasteczki
zdolnej do wiazania kowalencyjnego (Zhang i in., 2021), co pozZniej zostalo réwniez
potwierdzone wynikami opublikowanymi przez Li i wspodlpracownikéw (cho¢ w tym
przypadku zastosowane zostaly wlasnie aptamery) - LYTAC ze zdolno$cia wigzania
kowalencyjnego wykazuje istotnie wyzszy poziom degradacji celu molekularnego niz

czasteczka, ktora takiej zdolno$ci nie posiada (Li i in., 2023).



Przy projektowaniu czasteczek warunkujacych ukierunkowang degradacje lizosomalna
wykorzystywane s3 roOwniez inne receptory kierujagce do lizosomu. Przykladem takiego
receptora jest integryna avfs. Poza standardowym panelem eksperymentow
potwierdzajacych skuteczng internalizacje celow zewnatrzkomoérkowych i transbtonowych
Zheng i wspolpracownicy raportujg takze wyniki z badan in vivo w mysim modelu guza
indukowanym poprzez wszczepianie komoérek B16F10 (czerniak). Podawanie myszom
zaprojektowanego zwigzku BMS-L1-RGD w znaczgcy sposob obnizato wzrost guza wzgledem
kontroli. Co  wiecej, zaprojektowane zwigzki sa konstruktami catkowicie
matoczasteczkowymi. Po raz kolejny wskazywana jest rowniez istotno$¢ geometrii wigzania
celu i receptora, poniewaz wraz ze zmiang dlugo$ci linkera wigzacego domeny warunkujace
wigzanie obu bialek zmieniala sie takze intensywnos$¢ degradacji (Zheng i in., 2022).

Kolejnym przyktadem receptora kierujgcego do lizosomu sg receptory cytokin, takie jak
CXCR7. W tym przypadku wykorzystywane sg czasteczki calkowicie biatkowe, o
architekturze asymetrycznej (analogicznej do prezentowanego w niniejszej pracy konstruktu
C5MIA - Rycina 8). Pance i wspolpracownicy wskazujg na przewagi tego formatu: brak
problemoéw z parowaniem tancuchéw lekkich, ktére moze wystgpowacé w przeciwciatach
bispecyficznych typu KIH oraz monowalentno$¢ wzgledem kazdego z celéw - przeciwciala
biwalentne moga bowiem wigza¢ dwa cele molekularne, jednoczes$nie nie wigzac receptora
kierujacego do lizosomu, co wplywa na intensywno$¢ zachodzacej degradacji. Autorzy
wyciagaja jeszcze jeden wniosek kluczowy przy dalszym rozwoju tego typu technologii -
czasteczki oparte o rozne przeciwciala o niemal identycznym powinowactwie do celu
molekularnego wykazuja inng intensywno$¢ degradacji, co sugeruje, Ze istotng role odgrywa
miejsce wigzania - im blizej blony komorkowej, tym skuteczniejsza degradacja (Pance i in.,
2023).

Innym biatkiem warunkujacym internalizacje jest receptor transferyny. W
przeciwienstwie do przytoczonego powyzej przykladu, czasteczki prezentowane przez
Zhanga i wspolpracownikdow wykazuja wyzsza intensywno$¢ degradacji w formacie
biwalentnym wobec receptora transferyny, co najprawdopodobniej powodowane jest
faktem, ze receptor ten inicjuje endocytoze jako dimer. Interesujagcym rozwigzaniem jest tez
zastosowanie fragmentu, ktory bedzie trawiony katepsynami we wczesnym endosomie, co
pozwoli na rozdzielenie kompleksu przed skierowaniem go do lizosomu, jednocze$nie
umozliwiajac receptorowi transferryny powro6t na powierzchni¢ komoérki (Zhang i in., 2023).

Nastepna Sciezka pozwalajaca na ukierunkowana degradacje to wykorzystujaca receptor
LRP-1. Loppinet i wspotpracownicy zaprojektowali malg czasteczke angazujaca ten receptor

do internalizacji wybranych celéw molekularnych. Powazng wadg tego podej$cia jest jednak



konieczno$¢ nie tylko obecnosci LRP-1 na powierzchni komorki, ale rowniez innych biatek
koniecznych do inicjacji endocytozy ta $ciezka: TG2 i a2M (Loppinet i in., 2023).

Ambitnym projektem, ktéry poszerza pole ukierunkowanej degradacji, jest
zaprojektowanie syntetycznych czasteczek EndoTags, ktore do internalizacji wykorzystuja
receptory IGF2R, ASGPR, receptor transferyny oraz Sortilin. Autorzy po raz pierwszy
demonstrujg zastosowania receptora Sortilin, ktory zlokalizowany jest gléwnie w moézgu i
uktadzie nerwowym, co stwarza podstawy pod technologie indukujaca degradacje wylacznie
w wybranych tkankach. Wskazuja takze na rézne mechanizmy indukcji endocytozy. W
przypadku IGF2R s3 to zmiany konformacyjne receptora; dla ASGPR - oligomeryzacja,
podczas gdy dwa pozostate sa w sposob ciagly recyrkulowane pomiedzy powierzchnig
komorki i jej wnetrzem. Przy racjonalnym projektowaniu syntetycznych czasteczek
celujacych w wybrany receptor nalezy wiec mie¢ na uwadze jego mechanizm indukcji
endocytozy, aby by¢é w stanie skutecznie go zainicjowa¢. Dla zoptymalizowania
intensywnosci degradacji kazdorazowo konieczna jest tez optymalizacja linkerow tgczacych
domeny warunkujace powinowactwo do obu celéw. Prawdopodobnie jednak najwieksza
innowacja raportowang przez autorow jest technologia warunkowej indukcji degradacji.
Zaklada ona degradacje celu molekularnego jedynie w obecno$ci innego, wybranego
markera, np. biatka wystepujacego tylko na komoérkach nowotworowych. Zasade dziatania
zespol zademonstrowatl na przykltadzie degradacji EGFR tylko w obecnoSci receptora HER2

(schematycznie przedstawione na Rycinie 4) (Huang i in., 2023).

~

\ Poz‘\(n:ja zamknieta przy
braku HER2, skutkujaca
brakiem mozliwosci stworzenia
kompleksu z IGF2R

A |
J

Kierowanie kompleksu
do endocytozy

=
5

EGFR IGF2R \ EGFR HER2 IGF2R

Rycina 4 Schematyczne przedstawienie zasady dziatania warunkowej degradacji w
obecnos$ci HER2 z wykorzystaniem EndoTags, na podstawie (Huang i in., 2023)



Wspomniana wyzej technologia degradacji zaleznej od rodzaju tkanki jest rowniez
kierunkiem wzbudzajacym zainteresowanie. Szczegoélnie istotny zdaje sie by¢ mozg i uklad
nerwowy, ze wzgledu na patogeneze choréb neurodegeneracyjnych. Znanym problemem w
farmakoterapii jest takze niezdolno§¢ czasteczek do penetracji bariery krew-mozg. Howell i
wspoOlpracownicy raportuja zaprojektowanie czasteczki opartej na Angiopep-2,
wykorzystujacej m.in. receptor LRP1, ktora zdolna jest nie tylko do inicjalizacji endocytozy i
degradacji lizosomalnej, ale rowniez transcytozy w modelu komérkowym bariery krew-
mozg, co potencjalnie mogloby zosta¢ wykorzystane jako mechanizm dostarczania
czasteczek terapeutycznych (Howell i in., 2024).

Inng koncepcja indukcji degradacji jest wykorzystanie receptoréw oczyszczajacych (ang.
scavenger receptors). Czasteczki angazujace te receptory skladaja sie z koniugatu
przeciwciala z dendrytycznym DNA, a wigc konstrukcji niezbyt dogodnej do produkcji
przemystowej. Niemniej, badania Zhu i wspolpracownikéw potwierdzaja skuteczno$c
takiego podejscia, a takze dostarczaja jednych z nadal nielicznych danych preklinicznych z
wykorzystania ukierunkowanej degradacji celow transbtonowych, w tym przypadku
nukleoliny wystepujacej na komorkach nowotworu ptuc. W mysim modelu tej choroby
zastosowanie ukierunkowanej degradacji wykazywato zmniejszenie objetosci guzoéw o 76%
wzgledem kontroli nietraktowanej i 0 30% wzgledem zastosowania oligonukleotydu AS1411,
wigzacego ten sam receptor (Zhu i in., 2023).

Bazujac na wszystkich opisanych do tej pory wynikach, mozna przypuszczag, ze istnieje
mozliwo$¢ aplikacji technologii LYTAC takze do innych receptoréw kierujgcych do lizosomu.
Potencjalnie takim receptorem moze by¢ rowniez LIMP2 (Coutinho i in., 2012).

Wérdd opisanych receptoréw najwieksze zainteresowanie wydaje si¢ nadal wzbudzac
IGF2R. Jego powszechne wystepowanie polaczone z mozliwo$cig rekrutacji poprzez
czasteczki catkowicie bialtkowe stanowi wygodny model dla projektowania nowych
czasteczek LYTAC. Czasteczki tego typu, oparte na natywnym IGF2 zostaly opisane przez
Zhanga i wspotpracownikow (Zhang i in., 2023). Interesujaca innowacja zaproponowana
przez autordw jest zastosowanie fuzji IGF2 z domeng Z, ktéra stuzy za uniwersalny adaptor,
zdolny do wigzania przeciwcial, warunkujacych specyficzno$¢. Przy projektowaniu tego typu
modutowych konstruktow istotng kwestig, ktéra moze okaza¢ sie problematyczna, jest ich
ocena i akceptacja przez agencje regulatorowe, (jezeli docelowo miatyby by¢ stosowane jako
terapeutyki). Wyniki uzyskane w ramach niniejszego projektu (Mikitiuk i in., 2023)
odpowiadaja na potrzebe wuzyskania czgsteczki rekrutujacej IGF2R, jednocze$nie
niewykazujacej powinowactwa do IGFIR. Potwierdzeniem istotnosci tego typu prac s3

pozniejsze publikacje prezentujgce analogiczne rozwigzania (Tian i in., 2024) (Pan i in., 2024).



Innym projektem wykorzystujacym czgsteczki bazujace na IGF2, jak rowniez ich zmutowane
wersje, jest praca Yang i wspolpracownikéw, jednak nie okreslaja oni powinowactwa
mutantow do IGFIR, a jedynie raportuja zwiekszone powinowactwo wobec IGF2R, co
przektada sie na wigkszg intensywno$¢ degradacji (Yang i in., 2024). Innym interesujagcym
aspektem pracy jest wykazanie, ze LYTAC produkowane bezpos$rednio w kokulturze przez
komorki HEK293T s3 zdolne do indukcji degradacji celu obecnego w medium przez komorki
K562. Autorzy postuluja potencjalne zastosowanie takiego rozwigzania w komorkach
terapeutycznych, takich jak np. CAR-T. IGF2R byl rowniez jednym z receptoréw
wykorzystanych jako kierujacy do lizosomu w czasteczkach EndoTags, jednak podobnie jak
w pracy przytoczonej wczeéniej, ich powinowactwo do IGFIR nie zostato okreslone (Huang i
in., 2023). W koncu koncepcja celowania w IGF2R poprzez reszty M6P rowniez jest dalej
eksplorowana. Daurat i wspotpracownicy pokazujg zdolnos¢ zaprojektowanych przez zespoét
czasteczek kierujacych VEGF do degradacji do wydajniejszego hamowania angiogenezy niz
samo przeciwcialo anty-VEGF w modelach embrionéw kurczaka i danio pregowanego
(Daurat i in., 2024).

Trendem w projektowaniu czasteczek LYTAC jest takze wykorzystanie aptamerow.
Opisane zostaly czasteczki wykorzystujace do degradacji zaréwno $ciezke IGF2R (Miao i in.,
2021) (Hamada i in., 2023) celujace odpowiednio w receptory Met i HER2, jak rowniez $ciezke
ASGPR (Wu i in., 2023). Wskazuje sie na konieczno$¢ optymalizacji linkera wigzacego obie
domeny aptameru, zaréwno ze wzgledu na jego pézZniejszg stabilno$¢, jak i wplyw na
zdolno$¢ degradacji celu molekularnego (Miao i in., 2021). Kolejnym krokiem w rozwoju tego
typu czasteczek sg czasteczki chimeryczne, ztozone z IGF2 i aptamerow, ktére umozliwiajg
degradacje dwoch celow molekularnych jednoczesnie (Tian i in., 2024), wykazujac dziatanie
analogicznie do zastosowania bispecyficznych przeciwcial skierowanych na dwa cele
molekularne, jednak dodatkowo z indukcja degradacji. Mozliwe jest réwniez przytoczone juz
wcze$niej kowalencyjne wigzanie aptamerdw do celu molekularnego, co pozytywnie wplywa
na intensywno$¢ degradacji (Li i in., 2023).

Aptamery stwarzaja mozliwoS$¢ szybkiej selekcji czasteczek wykazujacych powinowactwo
do pozadanego celu molekularnego bazujac na dostepnych bibliotekach (Shangguan i in.,
2006), jak rowniez relatywnie tatwej produkcji, szczeg6lnie ze wzgledu na uzyskiwanie
powtarzalnego produktu z kazdej szarzy. Gléwna wada, ktora stanowi powazng przeszkode
w komercjalizacji czasteczek opartych o aptamery jest ich silnie niekorzystny profil
farmakokinetyczny, zwiazany miedzy innymi z obecnoscia nukleaz w osoczu (Brody & Gold,

2000) (Zzhu & Chen, 2018).



5.5.3. Technologia ukierunkowanej degradacji fagocytarnej (AUTAC,
ATTEC)

Innymi podej$ciami do ukierunkowanej degradacji s3 technologie wykorzystujace
autofagie. Wérdd nich wyr6zni¢ mozna czgsteczki AUTAC (ang. autophagy-targeting chimera)

oraz ATTEC (ang. autophagosome-tethering compound).

5.5.3.1. AUTAC

Czasteczki AUTAC dzialaja na zasadzie kierowania wybranego celu molekularnego do
degradacji w autofagosomie. Wyrdznikiem tego typu czasteczek na tle innych technologii
ukierunkowanej degradacji moze by¢ fakt, Ze poprzez mechanizm autofagii komorki sg w
stanie rozklada¢ cele o wielkoSci znacznie przekraczajacej pojedyncze biatka, takie jak
agregaty biatkowe czy cate organelle, np. uszkodzone mitochondria (Komatsu & Ichimura,
2010).

AUTAC opisane przez Takahashiego i wspolpracownikow wykazuja pewng analogie do
technologii PROTAC, poniewaz takze wykorzystujg mechanizm ubikwitynacji, jednak w tym
przypadku jest to poliubikwitynacja K63, ktora w odréznieniu od K48 warunkuje degradacije
poprzez selektywng autofagie. Sa to czasteczki monospecyficzne, wykazujace
powinowactwo do celu molekularnego, jednocze$nie naznaczajac go strukturg na bazie S-
guanylacji (modyfikacja potranslacyjna, obejmujaca dodawanie reszt cyklicznych
guanozyno-3',5-monofosforanow (Sawa i in., 2007)), ktéra determinuje dalsza ubikwitynacje
i degradacje autofagosomalng (Takahashi i in., 2019). Do tej pory opisane zostaly takze
czasteczki AUTAC celujgce przede wszystkim w uszkodzone mitochondria, wykorzystujac w
tym celu reszty biguanidu, jako warunkujace lokalizacje w mitochondriach oraz jak opisane
powyzej, S-guanylacje (Vatté i in., 2024). Autorzy stwierdzaja, ze zsyntetyzowane przez nich
czasteczki wykazujg znaczace wiasciwosci hamujace proliferacje komoérek nowotworowych

in vitro, w szczegodlnosci wskazujgc na znaczgco nizsze ECso niz w przypadku metforminy.

5.5.3.2. ATTEC

Czasteczki ATTEC, podbnie jak AUTAC, warunkuja degradacje poprzez mechanizm
autofagii, jednak celem jego rekrutacji wykorzystuja powinowactwo do biatka LC3,
charakterystycznego dla autofagosoméw. Koncepcja ATTEC zostata opisana po raz pierwszy
przez zespoét Lu i wspolpracownikow, ktérzy wykazali skuteczno$¢ technologii w degradacii
zmutowanego biatka HTT, ktérego akumulacja stanowi przyczyne nieuleczalnej plasawicy
Huntingtona, zaré6wno in vitro, jak i w badaniach na zwierzecych modelach tej choroby (Li i

in., 2019) (Li i in., 2020). Kolejno zespo6t pokazat tez zdolno$¢ technologii do celowania w



struktury niebialkowe - w tym przypadku adiposomy (Fu & Lu, 2021), a nastepnie w cate
orgenella - mitochondria (Tan i in., 2023).

Na tej samej zasadzie dziata takze czasteczka opracowana przez Pei i wspoipracownikow,
degradujaca selektywnie bialko BRD4. Wykazata ona znaczacg zdolno§¢ do hamowania
proliferacji w szerokim panelu komoérek nowotworowych. Czasteczka zostala nazwana przez
autoréw jako AUTAC, jednak w my$l prezentowanego tu podzialu bazujacego na
mechanizmie dziatania klasyfikuje si¢ ona jako ATTEC (Pei i in., 2021).

Analogicznie jak w czasteczkach LYTAC, takze w przypadku ATTEC pojawily sie badania
wykorzystujgce aptamery jako elementy warunkujgce powinowactwo do celu molekularnego
(Liao i in., 2024). Zalety i wady tego podejscia zostaly szerzej opisane we wcze$niejszym

akapicie 5.5.2.



6. CEL PRACY

Celami pracy byto:

1.

Wyprodukowanie referencyjnych czasteczek: C5, M1 - M5, IGF2, IGF2R (domena
11) oraz IGFIR poprzez wyprowadzenie stabilnej, ssaczej linii komorkowej badz
produkcji przejsciowe;.

Zaprojektowanie konstruktéw bispecyficznych, chimerycznych czasteczek
LYTAC, indukujgcych ukierunkowang degradacje lizosomalng
transmembranowego i rozpuszczalnego ligandu programowanej $mierci 1, PD-L1
(ang. Programmed Death-Ligand 1).

Wyprowadzenie co najmniej jednej, stabilnej linii komoérkowej produkujacej
zaprojektowang czasteczke LYTAC.

Okres$lenie zdolno$ci wigzania odpowiednich celéw komoérkowych przez
wyprodukowane czgsteczki LYTAC in vitro.

Zbadanie zdolno&ci wyprodukowanych czasteczek LYTAC do indukcji
internalizacji/degradacji celu molekularnego w srodowisku komorkowym; analiza
zalezno$ci internalizacji/degradacji od czasu i od stezenia stosowanej czasteczki.
Okreslenie wplywu czasteczki na zdolno$¢ jednojadrzastych komoérek krwi
obwodowej do lizy komdrek nowotworowych in vitro; poréwnanie z komercyjnie
dostepnymi przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi na ten sam cel

molekularny.



7. MATERIALY I METODY

7.1. MATERIALY

71.1. Odczynniki i materialy zuzywalne

7111  Hodowle bakteryjne
Odczynniki wykorzystywane przy hodowlach bakteryjnych zostaly wymienione w
Tabeli Tabela 4.

Tabela 4 Odczynniki wykorzystywane przy hodowlach bakteryjnych

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Komorki kompetentne Thermo Fisher Scientific ECO0112
DH5a
Podioze LB BTL P-0279
Ampicylina Cayman Chemical Company 14417
Kanamycyna Carl Roth T832.2
Agar bakteriologiczny BTL S-0001

71.1.2. Oczyszczanie, trawienie, ligacja i analiza DNA
Krytyczne odczynniki wykorzystywane przy oczyszczaniu, trawieniu i analizie DNA

zostaly wymienione w Tabeli 5.

Tabela 5 Odczynniki wykorzystywane przy oczyszczaniu, trawieniu i analizie DNA

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Zestaw do oczyszczania
DNA (miniprep) EURx E3500
Zestaw do oczyszczania .
DNA (midiprep) Thermo Fisher K2100-04
Zestaw do oczyszczania Thermo Fisher K2100-07
DNA (maxiprep)
Zestaw do oczyszczania FURX £3540
DNA z zelu agarozowego
Zestaw do oczyszczania
DNA po reakcjach EURx E3520
enzymatycznych
Ligaza faga T4 New England Biolabs MO0202
Bufor do ligazy T4 New England Biolabs 30202A

BamHI-HF New England Biolabs R3136



Odczynnik Producent Numer katalogowy
Xhol New England Biolabs R0146
Kpnl-HF New England Biolabs R3142
HindIII-HF New England Biolabs R3104
Sall New England Biolabs R0O138
Nhel-HF New England Biolabs R3131
Bglll New England Biolabs R0O144
Nrul-HF New England Biolabs R3192
Mlul-HF New England Biolabs R3198
Bufor do trawienia New England Biolabs B6004S
rCutSmart
2-propanol Chempur 117515002
Agaroza Thermo Scientific R0492
Barwnik do DNA Nippon Genetics Europe MG 04
TRIS Alfa Aesar 31801
Kwas octowy VWR 20104.334
EDTA Alfa Aesar A10713
711.3. PCR

Odczynniki wykorzystywane przy reakcji PCR zostaty wymienione w Tabeli 6. Materiaty

zuzywalne zostaly wymienione w Tabeli 7.

Tabela 6 Odczynniki wykorzystywane przy reakcji PCR

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Polimeraza Phusion New England Biolabs MO0530
Bufor 5x Phusion HF New England Biolabs BO518SVIAL
DMSO New England Biolabs BO515AVIAL
dNTP Mix New England Biolabs NO0447
Startery Genomed / Sigma Aldrich N/D

Tabela 7 Materiaty zuzywalne wykorzystywane przy reakcji PCR

Materiat

Producent

Numer katalogowy

Probowki mikrowiréwkowe

0,2 mL

LABSOLUTE

7696502



711.4. Hodowle komorek zawiesinowych

Odczynniki wykorzystywane przy hodowlach komorek zawiesinowych (zaréwno CHO, jak

i HEK) zostatly wymienione w Tabeli 8. Materialy zuzywalne zostaly wymienione w Tabeli 9.

Tabela 8 Odczynniki wykorzystywane przy hodowlach komérek zawiesinowych

Odczynnik Producent Numer katalogowy
BalanCD CHO Growth A Fujifilm Irvine Scientific 94120
BalanCD HEK Fujifilm Irvine Scientific 94137
L-glutamina Carl Roth HNO08.3
G418 Disulfate TOKU-E G021-100ML
Higromycyna B PAN Biotech P06-08100
D-Glukoza VWR 0188
OptiMEM gibco 31985070
Polietylenoimina Polysciences 23966
DMSO Sigma Aldrich 2650
NaOH STANLAB 011-002-00-6

Tabela 9 Materiaty zuzywalne wykorzystywane przy hodowlach komérek zawiesinowych

Materiat Producent Numer katalogowy
Kolby Elrenmeyera 125 mL Nalgene TMO4115-0125
Kolby Elrenmeyera 250 mL Corning CLS431144
Kolby Elrenmeyera 500 mL Corning CLS431255
Kolby Elrenmeyera 1 L Corning CLS431147
Kolby Elrenmeyera 2 L Corning CLS431145
plyFkl 96-dotkowe Greiner Bio-One 655161
nietraktowane
P}yFkl 24-dotkowe VWR 734-9779
nietraktowane
P}ytkl 6-dotkowe NEST 703001
nietraktowane
Mini bioreaktor Corning 431720
Zestaw do filtracji
prozniowej 500 mL Nalgene 566-0020
Zestaw do filtracji Nalgene 567-0020
prézniowej 1L
Szkietka do
automatycznego licznika NanoEnTek EVS-050

komorek



Materiat Producent Numer katalogowy
Kuwety do elektroporacji BTX 45-0126
Krioprob6wki VWR 10018-754

7.1.1.5. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE i Western blot
Odczynniki wykorzystywane przy elektroforezie w Zelu poliakrylamidowym oraz Western

blot zostaly wymienione w Tabeli 10. Materiaty zuzywalne zostaly wymienione w Tabeli 11.

Tabela 10 Odczynniki wykorzystywane przy elektroforezie w Zelu poliakrylamidowym oraz

Western blot
Odczynnik Producent Numer katalogowy
Akrylamid (Acryl/BIS™ 19:1) VWR 0496
TRIS Fisher Bioreagents BP152-1
SDS VWR 0227
Blekit bromofenolowy VWR 0449
Gliceryna Chempur 114433204
TEMED VWR 0761
APS VWR M133
2-merkaptoetanol VWR 0482
Glicyna Sigma Aldrich 33226
Metanol Chempur 116219904
Przleg(i}vjlﬁiii{;i;g;:r?jkie Thermo Fisher 31789
Przec;)vi\;ct?r}lz;i) Izlz;zisTag Southern Biotech 4603-08
Preeciweiala anty-ludzide Thermo Fisher 14-5983-82
IZZZ?XE?;;EE; I;I};Sé; Thermo Fisher 31430
Koniugat s;{rsgtawidyna— Pierce 21124
BSA Fisher Bioreagents BP9702
Mleko w proszku PanReac AppliChem A0830
NaCl VWR 27810.295
KCl VWR 0395
Na,HPO, Chempur 117992300



Odczynnik Producent Numer katalogowy
KH2PO4 VWR 26925.295
TWEEN 20 VWR M147

Tabela 11 Materiaty zuzywalne wykorzystywane przy elektroforezie w Zelu
poliakrylamidowym oraz Western blot

Materiat Producent Numer katalogowy
Membrana PVDF Cytiva 10600023
Bibuly do Western blot Cytiva 10426880

7.11.6. Chromatografia analityczna
Odczynniki wykorzystywane przy chromatografii analitycznej zostaly wymienione w

Tabeli 12. Materialy zuzywalne zostaty wymienione w Tabeli 13.

Tabela 12 Odczynniki wykorzystywane przy chromatografii analitycznej

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Kwas octowy VWR 20104.334
Chlorek potasu VWR 26925
Chlorek sodu VWR 26925
Na:HPO4 VWR TS44814
NaH,PO, VWR 470302-664
Octan sodu VWR 0602
TRIS Alfa Aesar 31801
TRIS-HCI VWR 0234
Standard wielko$ci biatek Sigma Aldrich 69385

Tabela 13 Materiaty zuzywalne wykorzystywane przy chromatografii analityczne;

Materiat Producent Numer katalogowy
Kolumna, biatko A Tosoh 0023483
Kolumna SEC Waters 186005226
Fiolki do autosamplera Polygen 1109 2275
Zakgﬁttl;isg?nggf; do Chrom4 C39RE-09B
Strzykawki 3 mL Henke Sass Wolf 8300005762

Filtry strzykawkowe

0,22 um VWR 514-0073



7117. Chromatografia preparatywna
Odczynniki wykorzystywane przy chromatografii preparatywnej zostaly wymienione w

Tabeli 14. Materialy zuzywalne zostaly wymienione w Tabeli 15.

Tabela 14 Odczynniki wykorzystywane przy chromatografii preparatywnej

Odczynnik Producent Numer katalogowy
e i
(NiZS}e(:);ﬁ azr (I)l;l;l?;el) Cytiva 17371202
Kwas octowy Carl Roth T179
Imidazol Aldrich Chemistry 1202
Na,HPO4 VWR TS44814
NaH,PO, VWR 470302-664
Chlorek sodu VWR 26925
Wodorotlenek sodu VWR 28244.295
TRIS Alfa Aesar 31801
TRIS-HCI VWR 0234

Tabela 15 Materialy zuzywalne wykorzystywane przy chromatografii preparatywne;j

Materiat Producent Numer katalogowy
Kolumna SEC (HiLoad .
26,/600 Superdex 200 pg) Cytiva 28-9893-36
Kolumna ze ztozem z .
niklem (HisTrap HP), 1 mL Cytiva 17524701
Kolumna szklana YMC 10/200MOV
Sterylizujace filtry mdi DKS55101AARX301

kapsutowe 200 cm?

7118. ELISA
Odczynniki wykorzystywane przy testach ELISA zostaly wymienione w Tabeli 16.

Materialy zuzywalne zostalty wymienione w Tabeli 17.

Tabela 16 Odczynniki wykorzystywane przy testach ELISA

Odczynnik Producent Numer katalogowy
TMB Sigma Aldrich T0440
BSA Fisher Bioreagents BP9702

H2SO4 POCH 575000115



Tabela 17 Materialy zuzywalne wykorzystywane przy testach ELISA

Materiat Producent Numer katalogowy

Plytki 96-dotkowe Thermo Fisher 439454

Rezerwuary na odczynniki

do pipet wielokanatowych BIOLOGIX 25-1025

Folia do plytek greiner bio-one 676001
7.1.1.9. Hodowla ludzkich, nowotworowych komorek adherentnych

Odczynniki wykorzystywane przy hodowli ludzkich, nowotworowych komorek

adherentnych zostaly wymienione w Tabeli 18. Materiaty zuzywalne zostaly wymienione w
Tabeli 19.

Tabela 18 Odczynniki wykorzystywane przy hodowli ludzkich, nowotworowych komérek

adherentnych

Odczynnik Producent Numer katalogowy

Eagle's Minim.um Essential PAN Biotech PO4-08056
Medium
DMEM:F12 PAN Biotech P04-41250
RPMI-1640 PAN Biotech P04-18047
FBS PAN Biotech P30-19375
Rekombirlls(\jlvzir;a insulina Sigma 19278

Trypsyna-EDTA 0,25% Thermo Fisher 25200-072
DPBS PAN Biotech P04-361000

Tabela 19 Materialy zuzywalne wykorzystywane przy hodowli ludzkich, nowotworowych
komoérek adherentnych

Materiat Producent Numer katalogowy

Plytki 6-dotkowe Corning 3516
traktowane

Plytki 6-dotkowe NEST 703001
traktowane

Plytki 24-dotkowe NEST 702001
traktowane

Plytki 96-dotkowe NEST 701001
traktowane

Kolby 12,5 cm? traktowane VWR 734-2309

Kolby 75 cm? traktowane VWR 734-2313



Materiat Producent Numer katalogowy

Zestaw do filtracji

prozniowe; 11, Nalgene 567-0020
Szkietka do
automatycznego licznika NanoEnTek EVS-050
komorek
Krioprob6wki VWR 10018-754

7.1.1.10. Test blokady Sciezki sygnalnej PD-1/PD-L1
Odczynniki wykorzystywane przy teScie blokady $ciezki sygnalnej PD-1/PD-L1 zostaty

wymienione w Tabeli 20. Materiaty zuzywalne zostaty wymienione w Tabeli 21.

Tabela 20 Odczynniki wykorzystywane przy teScie blokady $ciezki sygnalnej PD-1/PD-L1

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Test blokady §ciezki PD-
1/PD-L1 Promega J1250
Odczynnik do wywolywania Promega G7940

luminescencji Bio-Glo™

Tabela 21 Materialy zuzywalne wykorzystywane przy tescie blokady $ciezki sygnalnej PD-

1/PD-L1
Materiat Producent Numer katalogowy
Plytki 96-dotkowe biate Thermo Fisher 136101
Rezerwuary na odczynniki BIOLOGIX 95-1025

do pipet wielokanatowych

7.1111. Cytometria przepltywowa
Odczynniki wykorzystywane w cytometrii przeptywowej zostaly wymienione w Tabeli 22.

Materiaty zuzywalne zostaly wymienione w Tabeli 23.

Tabela 22 Odczynniki wykorzystywane w cytometrii przeptywowe;j

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Przeciwciato anty-ludzkie Thermo Fisher 14-5983-82
PD-11
Przeciwciato anty-mysie BD Biosciences 550589
IgG, wyznakowane PE
BSA Fisher Bioreagents BP9702
NaCl VWR 27810.295

KCl VWR 0395



Odczynnik Producent Numer katalogowy

NaHPO4 Chempur 117992300
KH»PO,4 VWR 26925.295
Etanol 96% STANLAB 603-002-00-5

Tabela 23 Materialy zuzywalne wykorzystywane w cytometrii przeplywowej

Materiat Producent Numer katalogowy
Probowki do cytometru Corning 352008
przeptywowego
P}ytk} 96-dotkowe, Thermo Fisher Scientific 277143
stozkowodenne
Rezerwuary na odczynniki BIOLOGIX 95-1025

do pipet wielokanatowych
7.11.12. Mikroskopia fluorescencyjna
Materialy zuzywalne wykorzystywane w mikroskopii fluorescencyjnej zostaty

wymienione w Tabeli 24.

Tabela 24 Materialy zuzywalne wykorzystywane w mikroskopii fluorescencyjnej

Materiat Producent Numer katalogowy
Ptytki do hodowli
adherentnych. do greiner bio-one 543078
obserwacji
mikroskopowych

7.1.1.13. Testy cytotoksycznoSci
Odczynniki wykorzystywane w testach cytotoksyczno$ci zostalty wymienione w Tabeli 25.

Materialy zuzywalne zostaty wymienione w Tabeli 26.

Tabela 25 Odczynniki wykorzystywane w testach cytotoksyczno$ci

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Medium  gradientem Cytiva 17144002
gestosci
DPBS PAN Biotech P04-361000
FBS PAN Biotech P30-19375
DMSO Sigma Aldrich 2650
RPMI-1640 ATCC 30-2001
MTT PanReac AppliChem A2231

SDS VWR 0227



Odczynnik

Producent

Numer katalogowy

HCl

Chempur

115752837

Tabela 26 Materialy zuzywalne wykorzystywane w testach cytotoksycznosci

Materiat Producent Numer katalogowy
Pl’ytkl 96-dotkowe NEST 701001
traktowane
Rezerwuary na odczynniki BIOLOGIX 25-1025

do pipet wielokanatowych

7.1.2. Aparatura

Lista aparatury wykorzystanej do wykonania badan zostata przedstawiona w Tabeli 27.

Tabela 27 Lista aparatury wykorzystanej przy realizacji projektu

Aparatura Model Producent
Inkubator C'Oz z New Brunswick S41i Eppendorf
wytrzgsaniem
Inkubator CO, CellXpert C170 Eppendorf
Inkubator CO, INCO108med Memmert
Inkubator z wytrzasaniem AI 70 Minitron Infors
Wiréwka MPW-352R MPW
Wiréwka 5415 R Eppendorf
Wiréwka preparatywna J2 - 21IM Beckman

Chromatograf
wysokoci$nieniowy

Chromatograf
preparatywny
Czytnik mikroptytek

Komora laminarna

Zestaw jednokanatowych
pipet automatycznych (0,1 -
2,5 uL; 2 - 20 uL; 20 - 200
uL; 100 - 1000 pL; 0,5 - 5
mL)

Pipeta 12-kanatowa
30 - 300 pL

Pipeta 12-kanatowa
10 - 100 pL

Vanquish UHPLC system +
CDS Chromeleon 7.2

AKTA Pure 25

Spark
BIO130 A2

Research plus

Research plus

Research plus

Thermo Fisher Scientific

GE Healthcare

Tecan

Alpina

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf



Aparatura Model Producent
Pipeta 8-kanatowa
30 - 300 pl Research plus Eppendorf
Pipeta 8-kanatowa
10 - 100 yl. Research plus Eppendorf
Pipeta 8—kan$]iowa 0.5-10 Research plus Eppendorf
Automatyc’zny licznik EVE NanoEnTek
komorek
. VisiScope 1T415 PH +
Mikroskop kamera VisiCam 5.0 plus VWR
Mikroskop konfokalny SP8X Leica
Cytometr przeptywowy FACScalibur BD Biosciences
System wizualizacji ChemiDoc BIO-RAD

membran i zeli
Transiluminator
System do elektroforezy w

zelu agarozowym

System do elektroforezy w
zelu poliakrylamidowym

Zasilacz do elektroforezy

System do transferu
Western blot

Zamrazarka
niskotemperaturowa

Elektroporator
Termocykler

Spektrometr UV-VIS
pH-metr
Konduktometr
Waga laboratoryjna
Waga analityczna

System do demineralizacji
wody

Autoklaw

Dewar

Fast Gene Blue/White LED
Tab

Mini Gel II

Mini-PROTEAN Tetra Cell
PowerPro 3AMP

Trans-Blot Turbo

U445 2.5

GenePulser xCell

System CFX 96 Touch
C1000 Touch Thermal
Cycler

UV-1600PC
FiveEasy Plus FP20
SevenCompact S231
PS 4500.3Y.M
AS 60/220.X2

HLP 5UV

Vapour Line 135 EU
BSS-750

Nippon Genetics

VWR

BIO-RAD
Cleaver Scientific

BIO-RAD

Telstar

BIO-RAD

BIO-RAD

VWR
Mettler Toledo
Mettler Toledo

RADWAG
RADWAG

Hydrolab

VWR
VWR



Aparatura Model Producent

Wytrzasarka 3500 Ad;izﬁzf Orbital VWR
Wytrzasarka Rocker 2D Basic VWR
Mieszadlo magnetyczne MR HEI-TEC Heidolph
Worteks REAX TOP VWR
Pompa prézniowa Rocker 400 Rocker

7.2. METODY

7.2.1. Modelowanie molekularne polipeptydow bazujacych na IGF2,

niewykazujacych powinowactwa do IGFIR

Modelowanie molekularne polipeptydéw bazujagcych na IGF2, wiazacych IGF2R,
jednocze$nie niewykazujacych powinowactwa do IGFIR zostalo wykonane w zespole
Poszukiwania Lekow Recepton.

Eksperymentalna struktura ludzkiego IGF2 (6UM2.pdb) zostata wykorzystana jako
matryca, w szczegblnosci odcinki Glu6 - Ser29 i Gly41-Pro63. 12-aminokwasowa przerwa
pomiedzy Ser29 i Gly4l zostala wypelniona krotkimi linkerami (2-3 aminokwasy)
wykorzystujac Rosetta Suite (Leaver-Fay i in., 2011). W pierwszym kroku eksperymentalna
matryca zostala poddana protokotowi rozluzZnienia (Nivén i in., 2013) z optymalizacja wigzan
wodorowych i grup amidowych w tancuchach bocznych. Rotamery z wejSciowej struktury
zostaly wykorzystane w procesie pakowania, a dodatkowo przeprowadzono prébkowanie
rotamerow chilichi2. Koordynaty szkieletu stanowity podstawe poczatkowych koordynatow
szablonu. Maksymalna liczba cykli minimalizacji zostala ustawiona na 200. Wynikiem byla
pojedyncza struktura. Bazujgc na strukturze rozluZznionej, zostaly wykonane dwa cykle
protokotu remodelujacego (Huang i in., 2011), uwzgledniajac odpowiednio linkery o dtugosci
2 i 3. Wynikiem byto 500 struktur dla kazdego z cykli. Po przeprowadzeniu strukturalnej
oceny najlepszych wynikow (wedilug punktacji Rosetta), wybrano 5 modeli do oceny

eksperymentalnej. Kolejnym modelom nadano nazwy M1, M2, M3, M4 oraz M5.

7.2.2. Projektowanie konstruktéw genetycznych

Wszystkie  konstrukty ~wyprodukowanych bialek zostaly zaprojektowane lub
skonstruowane opisanymi w niniejszym dziale technikami biologii molekularnej na bazie
elementow genetycznych biblioteki Recepton z zamiarem ekspresji w komoérkach ssaczych

(CHO K1 lub HEK293).



Elementy genetyczne wchodzace w skilad przyktadowych konstruktéw zaprezentowane
sg3 w Tabelach 28 - 32. Kolejno$¢ domen w zaprojektowanych czasteczkach LYTAC
przedstawiona jest na Rycinach 5 - 7. Wybrane formaty czasteczek bispecyficznych zostaty
przedstawione na Rycinie 8.

Prezentowane sekwencje polipeptydow M1, M2, M3, M4 i M5 oraz ich pochodne objete s

zgloszeniem patentowym PL445164, bedacym rezultatem prac nad niniejszym projektem.

Tabela 28 Przyktadowa sekwencja nukleotydowa biata znakowanego fragmentem IgGl Fc, w
tym przypadku kontrolnego peptydu M1-1gGlFc

Element genetyczny Sekwencja nukleotydowa
Miejsce rozpoznania GGTACC
Kpnl
Sekwencja Kozak ACCGCCACC

Sekwencja sygnalna
BSA (UniProt ID:
P02769 1-18)

ATGAAGTGGGTGACCTTCATCTCCCTGCTGTTTCTGTTCTCCAGCGCCTACT
cc

Sekwencja biatka | GAGACCCTGTGCGGCGGCGAGCTGGTGGACACCCTGCAGTTCGTGTGCGGCG
docelowego, np. | ACAGGGGCTTCTACAACGACGACGGCATCGTGGAGGAGTGCTGCTTCAGGTC

polipeptydu M1 CTGCGACCTGGCCCTGCTGGAGACCTACTGCGCCACCCCC
Miejsce rozpoznania GCTAGC
Nhel
HisTag (6 x His) CACCACCACCACCACCAC
Miejsce rozpoznania GTCGAC
Sall
Miejsce rozpoznania ATCGAGGGCAGG

czynnika Xa (IEGR)

CCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCCGCCCCCGAGE
TGCTGGGCGGCCCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCT
GATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAC
GAGGACCCCGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACA
ACGCCAAGACCAAGCCCAGGGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGT
GAGCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAG
IgG1 Fc (UniProt ID: | TGCAAGGTGAGCAACAAGGCCCTGCCCGCCCCCATCGAGAAGACCATCAGCA
PODOX5 219 - 449) | AGGCCAAGGGCCAGCCCAGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCCAGCAG
GGACGAGCTGACCAAGAACCAGGTGAGCCTGACCTGCCTGGTGAAGGGCTTC
TACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACA
ACTACAAGACCACCCCCCCCGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTA
CAGCAAGCTGACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGC
TGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGA
GCCTGAGCCCCGGCAAG

STOP TGA




Miejsce rozpoznania
HindIII

AAGCTT

Tabela 29 Sekwencja nukleotydowa konstruktu tancucha lekkiego przeciwciata C5

Element genetyczny

Sekwencja nukleotydowa

Miejsce rozpoznania
BamHI

GGATTC

Sekwencja Kozak

ACCGCCACC

Sekwencja sygnalna
BSA (UniProt ID:
P02769 1-18)

ATGAAGTGGGTGACCTTCATCTCCCTGCTGTTTCTGTTCTCCAGCGCCTACT
cc

C5LC

GTGCTGACACAGTCTCCCGGCACACTGTCACTGTCTCCAGGCGAGAGAGCTA
CCCTGTCCTGCAAGGCTTCTGAGGACATCGGCACATGGCTGGCCTGGTATCA
GCAGAAGCCTGGACAGGCTCCCCGGCTGCTGATCTACGATGCTTCTTCCAGA
GCCACAGGCATCCCCGACAGATTCTCCGGCTCTGGCTCTGGCACCGACTTCA
CCCTGACCATCTCCAGACTGGAACCCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTGTCA
GCAGTACGGCTCCCTGCCTTGGACCTTTGGCCAGGGCACAAAGGTGGAAATC
AAGCGGACAGTGGCCGCTCCTTCCGTGTTCATCTTCCCACCTTCCGACGAGC
AGCTGAAGTCCGGCACAGCTTCTGTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCC
TCGGGAAGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAATGCCCTGCAGTCCGGCAAC
TCCCAAGAGTCTGTGACCGAGCAGGACTCCAAGGACAGCACCTACAGCCTGT
CCTCCACACTGACCCTGTCCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGC
CTGCGAAGTGACCCATCAGGGCCTGTCTAGCCCTGTGACCAAGTCTTTCAAC
CGGGGCGAGTGC

STOP

TGA

Miejsce rozpoznania
Xhol

CTCGAG

Tabela 30 Sekwencja nukleotydowa konstruktu fancucha cigzkiego przeciwciala C5 z

mutacjg Knob-Into-Hole

Element genetyczny

Sekwencja nukleotydowa

Miejsce rozpoznania
Kpnl

GGTACC

Sekwencja Kozak

ACCGCCACC

Sekwencja sygnalna
BSA (UniProt ID:
P02769 1-18)

ATGAAGTGGGTGACCTTCATCTCCCTGCTGTTTCTGTTCTCCAGCGCCTACTC
C




C5 IgG4 HC KIH2

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGAGGATTGGTTCAGCCTGGCGGCTCTCT
GAGACTGTCTTGTGCCGCCTCTGGCTTCACCTTCAGCCGGTACTGGATGTCCT
GGGTCCGACAGGCTCCTGGCAAAGGACTGGAATGGGTCGCCCTGATCTCCCGC
GACGGCTCTGAGACATATTACGTGGACTCCGTGAAGGGCAGATTCACCATCTC
TCGGGACAACGCCAAGAACTCCCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCG
AGGACACCGCCGTGTACTACTGTGCTAGAGAAGGCGGATGGTTCGGCGAGCTG
GCCTTTGATTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTTAGTTCTGCTAGCAC
CAAGGGACCCAGCGTGTTCCCTCTGGCTCCTTCCAGCAAGTCTACCTCTGGCG
GAACAGCTGCTCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTTCCTGAGCCTGTGACC
GTGTCTTGGAACTCTGGCGCTCTGACATCCGGCGTGCACACCTTTCCAGCTGT
GCTGCAATCCAGCGGCCTGTACTCTCTGTCCTCCGTCGTGACCGTGCCTTCTA
GCTCTCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAATGTGAACCACAAGCCTTCCAAC
ACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAACCCAAGTCCTGCGACAAGACCCACACACC
TCCATGTCCACCATGTCCTGCTCCAGAGTTTCTCGGCGGACCCTCCGTGTTTC
TGTTCCCTCCAAAGCCTAAGGACACCCTGATGATCTCTCGGACCCCTGAAGTG
ACCTGCGTGGTGGTGGATGTGTCCCAAGAGGACCCCGAGGTGCAGTTTAATTG
GTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAATGCCAAGACCAAGCCTAGAGAGGAAC
AGTTCAACTCCACCTACAGAGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGAT
TGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGCAAGGTGTCCAACAAGGGCCTGCCTAG
CTCCATCGAAAAGACCATCTCCAAGGCCAAGGGCCAGCCTCGTGAACCCCAGG
TTTACACCCTGCCTCCAAGCCAAGAGGAAATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTG
ACCTGTCTGGTTAAGGGCTTCTACCCCTCCGACATTGCCGTGGAATGGGAGTC
TAATGGCCAGCCAGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCTGTGCTGGACTCCG
ACGGCAGCTTCTTCCTGTATTCCCGCCTGACCGTGGACAAGTCCAGATGGCAA
GAGGGCAACGTGTTCTCCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAATCACTA
CACCCAGAAGTCCCTGTCTCTGTCCCTGGGCAAG

STOP

TGA

Miejsce rozpoznania
HindIII

AAGCTT

Tabela 31 Sekwencja nukleotydowa konstruktu peptydu M1, potaczonego z fragmentem
IgG4 Fe, zawierajacym mutacje Knob-Into-Hole, przeznaczonego do koekspresji jako

asymetryczna czasteczka LYTAC C5MIA.

Element genetyczny

Sekwencja nukleotydowa

Miejsce rozpoznania
Kpnl

GGTACC

Sekwencja Kozak

ACCGCCACC

Sekwencja sygnalna
BSA (UniProt ID:
P02769 1-18)

ATGAAGTGGGTGACCTTCATCTCCCTGCTGTTTCTGTTCTCCAGCGCCTACTC
Cc

GAGACACTGTGTGGCGGAGAGCTGGTGGATACCCTGCAGTTCGTGTGTGGCGA

M1 CCGGGGCTTCTACAACGATGACGGCATCGTGGAAGAGTGCTGCTTCCGGTCTT
GTGATCTGGCCCTGCTGGAAACCTACTGCGCTACACCTGCTAGC
. GGCGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGCGGATCTGGTGGCGGAGGTAGTGGCGGCGG
Linker (GGGGS), TGGCTCT
Miejsce rozpoznania GTCGAC

Sall




1gG4 Fe KIH1

AAGAGAGTGGAATCTAAGTACGGCCCTCCTTGTCCTCCATGTCCTGCTCCAGA
GTTTCTCGGCGGACCCTCCGTGTTTCTGTTCCCTCCAAAGCCTAAGGACACCC
TGATGATCTCTCGGACCCCTGAAGTGACCTGCGTGGTGGTGGATGTGTCCCAA
GAGGACCCTGAGGTGCAGTTCAATTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAA
CGCCAAGACCAAGCCTAGAGAGGAACAGTTCAACTCCACCTACAGAGTGGTGT
CTGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGATTGGCTGAACGGCAAAGAGTACAAGTGC
AAGGTGTCCAACAAGGGCCTGCCTTCCAGCATCGAAAAGACCATCAGCAAGGC
CAAGGGCCAGCCTAGGGAACCCCAGGTTTACACCCTGCCTCCATGCCAAGAGG
AAATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGTGGTGCCTGGTCAAGGGCTTCTACCCT
TCCGATATCGCCGTGGAATGGGAGAGCAATGGCCAGCCTGAGAACAACTACAA
GACCACACCTCCTGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTTCTGTACTCCCGCC
TGACCGTGGACAAGTCCAGATGGCAAGAGGGCAACGTGTTCTCCTGCTCCGTG
ATGCACGAGGCCCTGCACAATCACTACACCCAGAAGTCCCTGTCTCTGTCCCT

GGGCAAG
STOP TGA
Miejsce rozpoznania AAGCTT

HindllII

Tabela 32 Sekwencja nukleotydowa bispecyficznej czasteczki LYTAC C5M1B.

Element genetyczny

Sekwencja nukleotydowa

Miejsce rozpoznania
Kpnl

GGTACC

Sekwencja Kozak

ACCGCCACC

Sekwencja sygnalna
BSA (UniProt ID:
P02769 1-18)

ATGAAGTGGGTGACCTTCATCTCCCTGCTGTTTCTGTTCTCCAGCGCCTACT
cc

C5 HCy

GAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAGCCCGGCGGCAGCC
TGAGGCTGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAGCAGGTACTGGATGAG
CTGGGTGAGGCAGGCCCCCGGCAAGGGCCTGGAGTGGGTGGCCCTGATCAGC
AGGGACGGCAGCGAGACCTACTACGTGGACAGCGTGAAGGGCAGGTTCACCA
TCAGCAGGGACAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGAG
GGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGGAGGGCGGCTGGTTCGGC
GAGCTGGCCTTCGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGC

Linker (GGGGS)4

GGCGGCGGCGGCTCCGGCGGCGGCGGCTCCGGCGGCGGCGGCTCCGGCGGCG
GCGGCTCC

C5 LCy

ATCGTGCTGACCCAGAGCCCCGGCACCCTGAGCCTGAGCCCCGGCGAGAGGG
CCACCCTGAGCTGCAAGGCCAGCGAGGACATCGGCACCTGGCTGGCCTGGTA
CCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCCAGGCTGCTGATCTACGACGCCAGCAGC
AGGGCCACCGGCATCCCCGACAGGTTCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACT
TCACCCTGACCATCAGCAGGCTGGAGCCCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTG
CCAGCAGTACGGCAGCCTGCCCTGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAG
ATCAAGAGGGGCGGCGGCGGC

2x His Tag

GCAGCACACCACCACCATCACCATGCAGCACACCACCACCATCACCAT

Miejsce rozpoznania
Nhel

GCTAGC




. GGCGGCGGCGGCTCCGGCGGCGGCGGCTCCGGCGGCGGCGGCTCCGGCGGCE
Linker (GGGGS), GCGGCTCC

Miejsce rozpoznania
Sall

GTCGAC

GAGACCCTGTGCGGCGGCGAGCTGGTGGACACCCTGCAGTTCGTGTGCGGCG
M1 ACAGGGGCTTCTACAACGACGACGGCATCGTGGAGGAGTGCTGCTTCAGGTC
CTGCGACCTGGCCCTGCTGGAGACCTACTGCGCCACCCCC

STOP TAG

Miejsce rozpoznania
HindlIII

AAGCTT

v — D@D «
v — QD@D )—(Gn )y

1gGA4 Fe KIH2
(GGGGS),
N H i, )—(CH, Km,)}— c
18G4 Fe KIHT

Rycina 5 Uktad domen w kompletnym konstrukcie asymetrycznych czasteczek LYTAC
C5MXA, opartych na kolejnych peptydach M1 - M5 (opracowanie wiasne).

(GGGGS), (GGGGS),
N C

scFv

Rycina 6 Uktad domen w konstrukcie czasteczki LYTAC C5M1B (opracowanie wiasne).

n—CED-Ca )«
(GGGGS),
v — @D D~ D)@ D" (Cm )«

Rycina 7 Uktad domen w kompletnym konstrukcie symetrczynej czasteczki LYTAC C5M1S
(opracowanie wiasne).




W4

‘ B‘ ' ‘ ‘ tancuch lekki przeciwciata
Y & 0 Y Lo
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C5M1A C5M1B C5M1S C5M1v

% Peptyd wigzacy IGF2R

Rycina 8 Przeglad formatéw zaprojektowanych czasteczek bispecyficznych LYTAC
(opracowanie wlasne).

W przypadku sekwencji sygnalnej BSA kazdorazowo w pozycji +4 stosowana jest adenina,
zamiast bedacej standardowym elementem sekwencji Kozak guaniny.

Zaprojektowane konstrukty molekularne zostaly zsyntezowane zewnetrznie, przez firme
Eurofins Genomics oraz dostarczone w dostepnych komercyjnie wektorach do klonowania
udostepnianych przez dostawce: pEX-AI28 lub pEX-A258, warunkujgcych oporno$¢ na
ampicyling. Otrzymane liofilizaty plazmidow zostaly zawieszone w buforze Tris-EDTA (TE),
w objetosci koniecznej do uzyskania stezenia 100 ng/pL, a nastepnie wykorzystane do

transformacji komorek kompetentnych.

7.2.3. Hodowla bakteryjna i przygotowanie komoérek kompetentnych

Komorki E. coli DH5a byly hodowane w 1x LB, suplementowanym ampicyling (100 pg/mL)
lub kanamycyna (50 pg/mL), zaleznie od opornosci warunkowanej przez zastosowany
plazmid (lub bez dodatku antybiotykéw w przypadku komoérek nietransformowanych). Jesli
nie zaznaczono inaczej hodowla byta prowadzona przez noc, w 37°C, przy wytrzasaniu 180
RPM w inkubatorze Infors Al 70 Minitron.

Z hodowli nocnej komoérek DH5a zainokulowana zostala $wieza hodowla o docelowej
objetosci 120 mL w rozcienczeniu 1:100 (v/v). W momencie osiggniecia ODgoo W przedziale
0,8 - 1,0 komorki zostaly odwirowane przy 4000 RCF przez 10 minut, w 4°C. Nadsacz
usunieto. Osad zostat zawieszony w 10 mL zimnego, 100 mM chlorku magnezu. Nastepnie
komorki zostaly ponownie odwirowane. Powtdrzono plukanie chlorkiem magnezu oraz
wirowanie. Komorki zawieszono w 10 mL zimnego, 100 mM chlorku wapnia, a nastepnie
inkubowano na lodzie przez 10 minut. Komorki zostaly zwirowane przy 4000 RCF przez 10
minut, w 4°C. Nadsacz usuni¢to, a osad zawieszono w 4 mL zimnego roztworu 100 mM
chlorku wapnia z 20% zawarto$cig glicerolu. Uzyskang zawiesine rozporcjowano do

mikroprobowek wiréwkowych po 50 pL i zamrozono w -80°C.



7.2.4. Transformacja

Przygotowane wcze$niej komorki kompetentne DH5a zostaly transformowane z uzyciem
100 - 200 ng otrzymanego DNA plazmidowego. Transformacja zostata wykonana wedlug

protokotu szoku termicznego, przedstawionego ponizej (Tabela 33).

Tabela 33 Warunki transformacji komoérek kompetentnych

Warunki Czas
Lod 30 minut
42°C 45 sekund
Lod 2 minuty
0,5 mL LB bez antybiotykéw, 37°C 30 - 60 minut

LB z antybiotykiem odpowiednim dla
zastosowanego plazmidu; 37°C; 5 - 10 mL
z wytrzgsaniem 180 RPM dla hodowli
zawiesinowych lub szalka Petriego dla
hodowli na podtozu staltym

Hodowla przez noc -
minimum 18 godzin

7.2.5. Oczyszczanie DNA plazmidowego

DNA plazmidowy z przeznaczeniem do zastosowania w dalszym klonowaniu zostat
oczyszczony z uzyciem komercyjnie dostepnego zestawu do oczyszczania DNA
plazmidowego, wedtug instrukcji producenta (EURX).

Analogicznie, w przypadku oczyszczania DNA plazmidowego w wigkszej skali,
przeznaczonego do elektroporacji komorek ssaczych lub ekspresji przejSciowej w
komoérkach ssaczych na pdzZniejszych etapach prac, DNA zostal oczyszczony z uzyciem
komercyjnie dostepnego zestawu do oczyszczania DNA plazmidowego, pozwalajacego na
uzyskanie czysto§ci preparatu koniecznej do wymienionych powyzej zastosowan.

Oczyszczanie przeprowadzono wedtug instrukcji producenta (TheroFisher Scientific).

7.2.6. Trawienie enzymami restrykcyjnymi

Rutynowe trawienie enzymami restrykcyjnymi bylo prowadzone wedlug zalecen
producenta enzymow (New England Biolabs). Warunki przyktadowej reakcji trawienia zostaty

przedstawione ponizej (Tabela 34).

Tabela 34 Warunki przyktadowej reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi

Warunek Wartosé

KpnI-HF 0,5 puL
HindlIII-HF 0,5 uL




DNA plazmidowe 15 uL
Bufor CutSmart 10x 2 uL
Woda 2 uL
Temperatura inkubacji 37°C
Czas trawienia >60 minut

W przypadku rutynowego trawienia restrykcyjnego stosowano 5-10 U/ug DNA.

Linearyzacja DNA plazmidowego do celow elektroporacji komorek ssaczych byta
prowadzona przy stezeniu 0,5 - 1 U/ug DNA przez noc (minimum 18 godzin). Catkowita
objeto$¢ reakcji zostata ustalona tak, aby objeto$¢ stosowanych enzymow stanowila
maksymalnie 10% catkowitej objetosci reakcji, celem unikniecia niespecyficznej aktywnosci
enzymow. Objetos§¢ buforu do trawienia zostala odpowiednio dostosowana, aby uzyskac
konicowe stezenie buforu 1x.

Po uptywie wyznaczonego czasu, reakcja trawienia byta zatrzymywana z wykorzystaniem
barwnika obcigzajacego do elektroforezy w zelu agarozowym (konicowe stezenie barwnika w

probce wynosito 1x) lub w przypadku linearyzacji, z wykorzystaniem izopropanolu.

7.2.7. Elektroforeza w zelu agarozowym

Elektroforeza w zelu agarozowym (zel 6 cm, 1% agarozy) prowadzona byla z
wykorzystaniem buforu TAE przy napieciu 100 V przez 45 minut. Nastepnie zel byt barwiony
przez 15-25 minut oraz wizualizowany w $wietle niebieskim.

W przypadku fragmentéw DNA w zakresie 100 - 300 pz stosowano alternatywnie zel 6

cm, 2% agarozy; rozdzial prowadzono przy napieciu 70 V przez 70 minut.

7.2.8. Oczyszczanie fragmentow DNA z zelu agarozowego i po reakcjach

enzymatycznych
Oczyszczanie fragmentéw DNA wycietych z Zelu agarozowego oraz po reakcjach
enzymatycznych (trawienie restrykcyjne) obywalo sie z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnych zestawow przeznaczonych do tego typu zastosowan; oczyszczanie prowadzono

zgodnie z zaleceniami producenta (EURX).

7.2.9. Ligacja

Konstrukty genetyczne wycigete z dostarczonych plazmidéw do klonowania lub
przygotowane poprzez ligacje elementdéw pozyskanych z biblioteki elementéw genetycznych
Recepton zostaly wklonowane do plazmidow do ekspresji: pcDNA3.1(+) (ThermoFisher

Scientific), pREC3G (Recepton) lub pREC3H (Recepton).



Ligacje prowadzono z wykorzystaniem rekombinowanej ligazy faga T4 (New England
Biolabs), w warunkach kontrolowanej temperatury. Stosunek molowy insertu do wektora
wynosit minimum 5:1, optymalnie 10:1. Stosowano 25-100 ng wektora.

W przypadku ligacji dwoch insertow do pozniejszej amplifikacji stosunek molowy wynosit

1:1. Przyktadowe warunki ligacji przedstawiono ponizej (Tabela 35).

Tabela 35 Przyktadowe warunki ligacji insertu do wektora

Element Wartosé
Insert 45 uL

Wektor 2 uL
Ligaza 1puL
Bufor 5,5 uL
Woda 1,5 puL

Temperatura 21°C

Czas 1-2h

Po zakonczonej ligacji calo$¢ mieszaniny ligacyjnej byta uzyta do transformacji komorek
kompetentnych i wysiewana na szalki Petriego wedlug protokotu opisanego w punkcie 7.2.4.
W przypadku ligacji dwoch elementéw do pézniejszej amplifikacji, otrzymana mieszanina

wykorzystywana byla bezpo$rednio jako matryca do reakcji PCR.
7.2.10. PCR

W przypadku konieczno$ci namnozenia fragmentu insertu z biblioteki elementow
genetycznych Recepton (np. fragmenty IgG4 Fc KIH, wykorzystane w konstrukcie C5M1A)
wykonywana byla reakcja PCR. Startery syntetyzowane byly zewnetrznie (Genomed lub
SigmaAldrich). Przykladowy sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil reakcji zostat opisany
ponizej (odpowiednio Tabele 36 i 37). Produkty analizowane byly na Zelu agarozowym, a
nastepnie oczyszczane wedlug protokoldow opisanych powyzej (odpowiednio punkty 7.2.7 i
7.2.8).

W wybranych przypadkach technika PCR stosowana byla rowniez do wydtuzania

konstruktéw oraz potwierdzenia obecnosci insertu po ligacji.

Tabela 36 Przyktadowy sklad mieszaniny do reakcji PCR

Sktadnik Objetos¢ [uL]

Polimeraza (Phusion NEB) 0,2
Bufor do reakcji (5x) 4




Mieszanina dNTPs (10 mM
. 1
kazdego)
Starter Forward (roztwor 5 pM) 2
Starter Reverse (roztwor 5 uM) 2
Matryca (1 ng/pL) 1
Woda 9,8

Tabela 37 Przyktadowy profil temperaturowy reakcji PCR

Temperatura [°C] Czas [s]
98 180
98 20
56 30 x35
72 15
72 300
10 o

7.2.11. Hodowla ssaczych komoérek zawiesinowych (CHO, HEK29)

7.2111. CHO

Hodowle zawiesinowych komoérek CHO rozpoczynano od rozmrozenia bankow
komorkowych. Banki wyjete z cieklego azotu byly inkubowane w 37°C i okresowo mieszane,
az do momentu catkowitego rozmrozenia banku. Nastepnie, byly one aseptycznie
transferowane do docelowego, wczesniej przygotowanego i nagrzanego do 37°C medium
hodowlanego. Rutynowo na bank skiadalo si¢ 10 mln komorek, a objeto$¢ hodowli
bezposrednio po rozmrozeniu wynosita 30 mL.

Komorki pasazowane byly w logarytmicznej fazie wzrostu, w przypadku opisywane;j linii
jako warto$¢ maksymalna zostato przyjete 3,5 mln komoérek/mL. Gestos¢ inokulacji przy
pasazu mieScita sie w zakresie 0,15 - 0,6 mln komoérek /mL. Czas generacji komoérek wynosit
ok. 20 godzin.

Hodowle prowadzone byly w jednorazowych, presterylizowanych kolbach Erlenmeyera
(Thermo Fisher Scientific, Corning) oraz, na wczesnych etapach rozwoju linii komérkowych,
w 50 mL mini bioreaktorach (Corning). Objeto$¢ robocza wynosita maksymalnie potowe
objetosci nominalnej kolby; dla mini bioreaktora objeto$¢ robocza wynosita 10% objetosci
nominalne;j.

Temperatura hodowli wynosita 37°C, z 8% zawarto$ciag CO, w atmosferze. Komorki
inkubowane byty w inkubatorze New Brunswick S41i (Eppendorf) z wbudowang platforma do

wytrzasania o orbicie 25 mm przy 140 RPM (kolby) lub INCO108med (Memmert) z niezalezng



platofrma do wytrzgsania Advanced 3500 Orbital Shaker (VWR) o orbicie 15 mm przy 140
RPM (kolby) lub 210 RPM (mini bioreaktory).

Zastosowane medium to BalanCD CHO Growth A suplementowane roztworem 200 mM
L-glutaminy do koficowego stezenia 8 mM. W przypadku hodowli z selekcja, dodawane byly
stosowne antybiotyki - G418 (genetycyna) w koncowym stezeniu 50 - 600 pg/mL lub
Higromycyna B w stezeniu 25 - 300 ug/mL.

W przypadku klonowania z pojedynczej komorki medium byto suplementowane wczesniej
przygotowanym medium kondycjonowanym (50% objetosci calego medium) oraz

preparatem InstiGRO CHO (Advanced Instruments), wedlug instrukcji producenta.

7.211.2. HEK293

Hodowle zawiesinowe komoérek HEK293F, jak i HEK293S (GnTI”/") prowadzono
analogicznie do hodowli zawiesinowych linii komérkowych CHO. Temperatura hodowli
wynosita 37°C, z 8% zawarto$cig CO, w atmosferze. Komorki inkubowane byty w inkubatorze
New Brunswick S41i (Eppendorf) z wbudowana platforma do wytrzgsania o orbicie 25 mm
przy 140 RPM. Komérki hodowane byly w kolbach Erlenmeyera, przy maksymalnej objetosci
roboczej wynoszacej polowe objetosci nominalnej. Wykorzystywane medium to BalanCD
HEK (Fyjifilm Irvine Scientific), suplementowane roztworem 200 mM L-glutaminy do
koncowego stezenia 4 mM. Przy pasazu komorki przesadzane byly przy gesto$ci w zakresie
0,15 - 0,6 mln komoérek/mL, hodowla prowadzona byla przez 2 - 4 dni, tak aby catkowite

stezenie komorek w hodowli nie przekraczato 3 mln komorek /mL.

7.2.12. Transfekcja komorek ssaczych i rozwoj stabilnych linii

komorkowych
Komérki CHO byly transfekowane metoda elektroporacji. Komérki po rozmrozeniu
pasazowano minimum jeden raz przed przeprowadzeniem transfekcji.
W celu rozwoju stabilnej linii komoérkowej do transfekcji wykorzystywano liniowy DNA,
ktory linearyzowany byt wedlug protokotu opisanego w punkcie 7.2.6

Parametry transfekcji podano w Tabeli 38.

Tabela 38 Parametry elektroporacji komoérek CHO K1

Parametr Wartosé
Napiecie [V] 300
Czas pulsu [ms] 18
llos¢ pulsow 1
Przerwa miedzy pulsami N/D




Szeroko$¢ kuwety [mm] 4
llo$¢ komorek [min] 1
Objetos¢ elektroporacji [uL] 400
Stezenie komérek [mIn kom. /mL] 2,5
Ilo$¢ DNA [pg] 5-25
Medium do elektroporacji OptiMEM (gibco)
Objetosc¢ po elektrporacji [mL] 34

Bezposrednio po elektroporacji komorki inkubowane byly na nietraktowanej 6-dotkowej
plytce W ciggu 24 godzin od elektroporacji do hodowli dodawane bylo medium
suplementowane stosownym do zastosowanego plazmidu antybiotykiem. Nastepnie,
stezenie antybiotyku zwiekszane bylo dnia 3 oraz 5. Dnia 5 hodowle przenoszone byly do
mini bioreaktoréw. Dalsze zwiekszanie stezenia antybiotykow realizowane bylo
indywidualnie, zaleznie od kondycji hodowli. Stezenie antybiotykdéw w hodowlach
podnoszone bylo do momentu, w ktérym rownolegla hodowla kontrolna (elektroporowana
bez dodatku DNA) osiggnela zywnotno$¢ <10%.

W przypadku niskiej zywotnosci elektroporowanej hodowli (<60%), stosowane bylo
wirowanie komoérek i wymiana medium na $wieze, szczegdlnie na etapie bezposrednio po
transfekcji.

Po zakonczeniu selekcji hodowla analizowana byla pod katem produktywnosci z

wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej lub metody Western blot.

7.2.13. Przygotowanie bankoéw komorkowych

Banki linii komoérkowych CHO Kl przygotowywane byly w standardowym medium
hodowlanym (BalanCD CHO Growth A, 8 mM L-glutaminy, stosowny antybiotyk w stezeniu
50 - 100 pg/mL) z dodatkiem 5% DMSO.

Objetos¢ banku wynosita 1 mL, przy 10 mln komorek.

Objetos¢ hodowli konieczna do przygotowania okreslonej iloSci bankéw wirowana byta
przy 200 RCF przez 5 minut. Nastepnie usuwano nadsacz, zawieszano osad komoérkowy w
zimnym medium do bankowania i porcjowano do krioprobéwek. Krioprobéwki inkubowano
w Mr. Frosty™ (Thermo Fisher Scientific) przez 30 minut w 4°C, nastepnie w -80°C przez
minimum 7 godzin (najczesciej przez noc), po czym przenoszono je do przechowywania w
fazie gazowej cieklego azotu.

Przy przygotowywaniu bankéw linii komoérkowych HEK postepowano analogicznie.



7.2.14. Produkcja bialek ze stabilnych linii komdérkowych

Produkcja bialek ze stabilnych linii komérkowych odbywala si¢ poprzez rozmrozenie
banku komorkowego oraz ekspansje inokulum, prowadzone wedlug ogoélnych zasad
dotyczacych hodowli komérek CHO, opisanych w punkcie 7.2.11.1.

Hodowla produkcyjna prowadzona byla réwniez z zachowaniem wiekszosci zasad
opisanych w wyzej wymienionym akapicie. Roznice polegaty na dtugosci hodowli: 7 - 10 dni,
w zaleznoSci od stanu indywidualnej hodowli oraz organizacji pracy i dostgpnos$ci miejsca w
inkubatorze. Zywotnoé¢ komorek oraz stezenie glukozy w hodowli byto mierzone dnia 5
hodowli. Zaleznie od wyniku pomiaru stezenia, glukoza uzupeiana byta do poziomu 3 g/L
poprzez dodanie 20% (w/v) sterylnego roztworu glukozy. W przypadku znaczacego
obnizenia Zywotno$ci komorek zaplanowano wczesniejszy zbior komorek, jednak w trakcie
realizacji projektu nie wystapita taka koniecznos¢.

Ostatniego dnia hodowli ponownie mierzono jej parametry (liczba komorek, Zzywotno$¢
komorek, stezenie glukozy), nastepnie calg objeto$¢ wirowano przy Srednio ok. 7750 RCF.
Ostatnim krokiem odzysku pierwotnego byla filtracja przez sterylizujacy filtr kapsutowy z
hydrofilowa membrang PES lub PVDF o porach nie wigkszych niz 0,22 um, a nastepnie tak
uzyskany filtrat oczyszczano dalej z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa lub

mrozono w -80°C do pdzniejszego oczyszczenia.

7.2.15. Produkcja przejSciowa

Komorki HEK293F oraz HEK293S wykorzystywane byly do przejsciowej produkcji biatek.

W pierwszym kroku, z hodowli bakteryjnej oczyszczano DNA, wykorzystujac komercyjnie
dostepny zestaw do oczyszczania DNA plazmidowego, ktory zapewnial kornicowg czystosé
preparatu umozliwiajgcg jego zastosowanie w hodowlach komoérkowych.

Komorki Freestyle293F hodowano w odpowiedniej objetosci, tak aby ich stezenie w dniu
transfekcji nie przekroczyto 3 - 10% komoérek/mL. Komérki pasazowano do 90% koncowe;j,
zakladanej objetosci hodowli przy gestosci 10® komorek/mL. Pozostate 10% medium
pozostawiano w RT. Adaptacja komoérek do $wiezego medium trwata minimum 3 godziny. W
pozostawionych 10% medium zawieszano DNA i odczynnik do transfekcji (PEI 25K linear,
Polysciences) w stosunku 1 ug DNA do 1 miliona komorek oraz 30 pL odczynnika o stezeniu
1 mg/mL na 10 mL hodowli. Tak przygotowane medium pozostawiano na 30 minut w celu
uformowania kompleksow DNA-PEI. Po zakonczeniu inkubacji mieszaning medium-DNA-
PEI przenoszono do hodowli, tym samym otrzymujac 100% zakladanej objeto$ci. Hodowla
prowadzona byla wedlug standardowego protokotu opisanego w punkcie 7.2.11.2 przez 5-9

dni, monitorujac zywotno$¢ komorek. W dniu zbioru wykonywano odzysk pierwotny,



analogicznie do procedury odzysku przy produkcji ze stabilnej linii komorkowej, opisanego

w punkcie 7.2.14.

7.2.16. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE

Elektroforeze w zeli poliakrylamidowym SDS-PAGE prowadzono w systemie TRIS-glicyna
- skiad 10x stezonego buforu do elektroforezy przedstawiono w Tabeli 39. Do
przeprowadzenia rozdziatu stosowano bufor rozcienczony w stosunku 1:9 (bufor : woda

dejonizowana, v/v).

Tabela 39 Skfadniki buforu do elektroforezy SDS-PAGE w systemie TRIS-glicyna

Sktadnik buforu Ilos¢
TRIS 30,29 g
Glicyna 144 ¢
SDS 10g
. Do koncowej objetosci
Woda dejonizowana 1000 mL

Do przeprowadzenia rozdzialu wykorzystywano rozdzielajace zele 10% lub 12% z 5%

zelem zageszczajacym. Sktadniki zeli zostaty przedstawione w Tabelach 40 oraz 41.

Tabela 40 Sktadniki poliakrylamidowych zeli rozdzielajacych przeznaczonych do
elektroforezy SDS-PAGE

Skladnik zelu rozdzielajacego Objetosé - zel 10% [mL] Objetosé - zel 12% [mL]

Woda dejonizowana 2,400 2,150
Acrylamlde/N,N .—meth.ylene- 1,250 1,500

bis-acrylamide mix

3 . . - O,
Tris (1,5 M; pH 8,8; SDS-0,39% 1,300 1,300
w/v)

APS10% 0,050 0,050
TEMED 0,004 0,004

Tabela 41 Sktadniki poliakrylamidowych Zeli zageszczajacych przeznaczonych do
elektroforezy SDS-PAGE

Skladnik zelu zageszczajacego Objetosc¢ - zel 5% [mL]

Woda dejonizowana 1,470
Acrylamide /N,N'-methylene-bis-
. . 0,250
acrylamide mix
3 . . - O,
Tris (1,0 M; pH 6,8; SDS-0,39% 0,260

w/v)




APS 10% 0,020
TEMED 0,002

Probki bialek przygotowywane byly poprzez zmieszanie z buforem do prébek (250 mM
TRIS, 40% glicerol (v/v), 8% SDS (w/v), 0,1% btekit bromofenolowy (w/v); w przypadku
warunkéw redukujacych dodatkowo 5% 2-merkaptoetanolu (v/v)) w stosunku 4:1 (v/v), a
nastepnie inkubacje w temperaturze 95°C przez 5 minut.

W przypadku rozdziatu lizatdbw komorkowych z zamiarem podzZniejszej wizualizacji z
wykorzystaniem metody Western blot, pomijano etap inkubacji w 95°C (bazujac na wynikach
Tsuji, 2020) i kazdorazowo stosowano nieredukujacy bufor do préobek.

Rozdzial prowadzono przy napieciu 130 V do momentu przejscia probek przez zel
zageszczajacy, po czym zwiekszano napiecie do 180 V. Po zakonczonym rozdziale zel
inkubowany byt przez 15 - 30 minut w barwniku (FastGene Q-Stain), a nastepnie odbarwiany
wodg dejonizowang (1 - 24 h).

7.2.17. Western blot

Procedura Western blot rozpoczynala si¢ od elektroforezy w zZelu poliakrylamidowym
SDS-PAGE, opisanej w punkcie 7.2.16, z pominieciem kroku barwienia zelu.

W przypadku analizy catkowitych lizatow komoérkowych, komorki wirowano przy 3000
RCF, zawieszano w buforze do lizy i inkubowano na lodzie przez 30 minut. Otrzymany lizat
wirowano przy 23000 RCF. Nastepnie oznaczano stezenie biatka w supernatancie z
wykorzystaniem komercyjnie dostepnego zestawu BCA (Thermo Fisher Scientific). Objetosci
naktadanych prébek normalizowano pod wzgledem masy naktadanego biatka.

Membrane PVDF aktywowano poprzez inkubacje w metanolu (15 s), wodzie dejonizowanej
(5 min) i 1x stezonym buforze do transferu (5 min; sklad 10x stezonego buforu do transferu
przedstawiony jest w Tabeli 42; sktad 1x stezonego buforu do transferu przedstawiony jest w

Tabeli 43).

Tabela 42 Skiad 10x stezonego buforu do transferu Western blot

Sktadnik Ilos¢
TRIS 30,29 g
Glicyna 144 g
Woda dejonizowana Do 1000 mL




Tabela 43 Sktad 1x stezonego buforu do transferu Western blot

Skladnik Objetosc [mL]
Bufor do tr.ansferu 100
10x stezony
Metanol 200
Woda dejonizowana 700

Biatka po rozdziale byly transferowane na aktywowang membrane¢ przy 25V; 2,5 A przez
30 minut. Po transferze membrana byla blokowana w 5% roztworze mleka w PBS (1 h),
nastepnie w przeciwciatach pierwszorzedowych (minimum 1 h, najcze¢sciej przez noc; w
przypadku PD-L1: mysie anty-ludzkie PD-L1, nr kat. 14-5983-82, Thermo Fisher Scientific,
1:500). Po trzykrotnym plukaniu PBST, membrana inkubowana byla w przeciwciatach
drugorzedowych (w przypadku I-rzedowych przeciwcial mysich: kozie anty-mysie IgG,
skoniugowane z HRP, nr kat. 31430, Thermo Fisher Scientific, 1:10000) . Po czterokrotnym
ptukaniu PBST i jednokrotnym ptukaniu wodg dejonizowang, na membrane dodawany byt
odczynnik do wizualizacji, wedlug zalecen producenta. Membrana wizualizowana byla
kolorymetrycznie (Novex™ HRP Chromogenic Substrate (TMB), Thermo Fisher Scientific)
lub - w przypadku detekcji chemiluminescencyjnej (SuperSignal™ West Atto Ultimate

Sensitivity Substrate, Thermo Fisher Scientific) - z wykorzystaniem ChemiDoc (BIO-RAD).
7.2.18. Okreslanie stezenia produktu w hodowli komoérkowej z
wykorzystaniem ultra wysokociSnieniowej chromatografii

cieczowej

Stezenie produktow zawierajgcych fragment Fc bylo okre$lane z wykorzystaniem ultra
wysokoci$nieniowej chromatografii cieczowej (UPLC), stosujac kolumne ze zlozem
optaszczonym biatkiem A (Tosoh), umozliwiajacym analize na prébkach niewymagajacych
wczesniejszego oczyszczania.

Prébka hodowli byla wirowana przy 200 RCF przez 5 minut, a uzyskany po wirowaniu
nadsacz byt filtrowany przez filtr strzykawkowy o hydrofilowej membranie (PES lub PVDF) i
porach nie wiekszych niz 0,22 pm. Minimum 1,2 mL filtratu przenoszone byto do szklanej
fiolki.

Na zréwnowazong kolumne (bufor réwnowazacy: 20 mM NaHPO, + 150 mM NaCl pH 7,0)
nastrzykiwane bylo 10 x 0,1 mL proébki. Nastrzyk wykonywany byt przez autosampler. Po
nastrzyku kolumna byla ponownie ptukana buforem réwnowazgcym, po czym biatka

eluowano 100 mM kwasem octowym pH 3,0.



Stezenie biatka okres$lane byto poprzez poréwnanie powierzchni piku analizowanej probki
do krzywej kalibracyjnej. Krzywa kalibracyjna przygotowana byta przez nastrzykiwanie 1 mL

roztworu biatka o znanym stezeniu.

7.2.19. Analityczna chromatografia wykluczania

Analityczna chromatografia wykluczania (SEC) wykorzystywana byla do okreslania
wielko$ci biatek, czystoéci preparatu oraz obecnoéci oddzialywania pomiedzy biatkami
(zdolnosci do tworzenia komplekséw).

Kolumna (ACQUITY UPLC Protein BEH SEC, Waters) byta rownowazona buforem 100 mM
NaHPO4 pH 6,8 z przeptywem 0,3 mL/min. Na kolumne¢ nastrzykiwany byl wcze$niej
przefiltrowany (membrana PES/PVDF, 0,22 um) lub zwirowany (16000 RCF, 10 min) preparat
biatka, o catkowitej zawarto$ci analizowanego biatka ok. 10 ug.

Analiza odbywata sie przy przeplywie 3 mL/min.

Masa molekularna zostala okre$lona poprzez poréwnanie czasu retencji analizowanej

probki z czasem retencji pikow wzorca (Protein Standard Mix, Sigma Aldrich).

7.2.20.0czyszczanie biatek

7.2.20.1. Chromatografia powinowactwa - Biatko A

Chromatografia powinowactwa wykorzystujaca biatko A uzywana byta jako pierwszy krok
oczyszczania konstruktow zawierajacych fragment Fc (przeciwcial lub biatek
chimerycznych).

Kolumna upakowana ztozem (MabSelectSure, Cytiva) zostala przygotowana poprzez
zréwnowazenie buforem ekwilibracyjnym (4 objetosci kolumny; bufor 20 mM NaHPO, + 150
mM NaCl, pH 7,0). Nastepnie, preparat biatka uzyskany w trakcie odzysku pierwotnego
(opisanego w punkcie 7.2.14) ladowany by} na kolumne z 4-minutowym czasem kontaktu.
Kolejno, kolumna byla plukana 3 objetoSciami kolumny buforu réwnowazacego i 4
objetos$ciami kolumny 40 mM roztworu octanu sodu pH 5,0. Biatka zwiazane do ztoza byly
eluowane 40 mM roztworem octanu sodu pH 3,3. Uzyskany eluat byl niezwlocznie
neutralizowany, poprzez doprowadzenie pH do zakresu 6,8 - 7,0 z uzyciem 1 M roztworu
TRIS, pH 8,0.

W przypadku stosowania oczyszczonego biatka w testach komorkowych bez dalszych
krokéw oczyszczania, preparat poddawany byt wymianie buforu na PBS z wykorzystaniem
koncentratoréw (minimum 3 objeto$ci pierwotnego preparatu), filtrowany filtrem

sterylizujacym, aseptycznie porcjowany i przechowywany w -80°C.



7.2.20.2. Chromatografia powinowactwa - IMAC

Chromatografia powinowactwa ze zlozem zwierajagcym nikiel stosowana byla jako
pierwszy krok oczyszczania bialek zawierajagcych HisTag (6 x histydyna). Kolumna
upakowana Ni Sepharose Excel (Cytiva) zostala zrownowazona 4 objeto$ciami kolumny
buforu réwnowazacego (20 mM NaHPO, + 250 mM NaCl; pH 7,4). Prébki byty ladowane na
kolumne z 4-minutowym czasem kontaktu. Nastepnie, kolumna byta ptukana 3 objeto$ciami
kolumny buforu réwnowazacego. Bialka zwigzane do zloza byly eluowane buforem

elucyjnym (20 mM NaHPO, + 250 mM NacCl + 300 mM imidazol, pH 7,0).

7.2.20.3. Preparatywna chromatografia wykluczania

Preparatywna chromatografia wykluczania (SEC) stosowana byla jako drugi krok
oczyszczania, do eliminacji agregatow, zanieczyszczen pozostatych po chromatografii
powinowactwa oraz ewentualnych frakcji zwierajacych produkty degradaciji.
Wykorzystywano kolumne Superdex 200 pg 26 x 600 (Cytiva). Kolumna byla réwnowazona
PBS. Probki przed nalozeniem na kolumne byly doprowadzane do pH 7,4. Rozdzial byt
prowadzony nieprzerwanie, przy przeptywie 1 mL/min.

We wszystkich krokach oczyszczania wykorzystywany byt chromatograf preparatywny
AKTA Pure 25 (GE Healthcare).

7.2.21. ELISA

Test ELISA zostal wykorzystany do okreSlenia sily wigzania ligandéw i przeciwciat do
receptoréw i/lub celéw molekularnych. Ptytki zostaly optaszczone 50 pL roztworu biatka w
zadanym stezeniu i inkubowane przez noc w 4°C. Nastepnego dnia ptytki byly rownowazone
w RT przez minimum 1 godzine, wyptukane (4 x 300 puL PBST) i zablokowane 1% roztworem
BSA (1 h, RT, bez wytrzasania).

Testowane ligandy i/lub przeciwciala zostaly rozcieficzone do Zadanych stezen w PBS, a
nastepnie 50 puL przygotowanych roztworow zostato dodane do wybranych studzienek, po
uprzednim usunigciu roztworu blokujacego. Plytke inkubowano 1 h w RT z wytrzgsaniem.
Nastepnie ptytki wyptukano (4 x 300 puL PBST), dodano po 50 pL przygotowanego roztwor
przeciwcial pierwszorzedowych (zalezne od testowanych zwigzkéw) i inkubowano 1 h w RT
bez wytrzasania. Krok plukania i inkubacji powtérzono z przeciwcialtami drugorzedowymi
lub koniugatem streptawidyna-HRP.

Wszystkie dotki wyptukano 6 x 300 puL PBST. Do wywotania reakcji uzyto 100 uL/dotek
wczes$niej ogrzanego do temperatury pokojowej TMB. Po 6 minutach reakcja zostala

zatrzymana poprzez dodanie 100 pL/dotek 0,2 M H,SO..



Absorbancja odczytywana byla przy 450 nm i 655 nm (dla odj¢cia tta), przy uzyciu czytnika
mikroptytek Tecan Spark. Dane analizowany byly z wykorzystaniem GraphPad Prism (wersja

9.5.1).

7.2.22. Hodowla nowotworowych komoérek adherentnych

W trakcie trwania projektu wykorzystywano trzy ludzkie, nowotworowe linie komérkowe:
BT-20 (ATCC HTB-19), RL95-2 (ATCC CRL-1671) oraz Panc 10.05 (ATCC CRL-2574),
odpowiadajace kolejno nowotworom piersi, endometrium macicy oraz trzustki. Wszystkie z
nich hodowane byly w standardowych, jednorazowych, traktowanych kolbach o wielkoSci
hodowli w zakresie 12,5 cm? - 75 cm? lub na plytkach 6-dotkowych. Media stosowane dla
kazdej z linii przedstawiono w Tabeli 44. Hodowle prowadzone byty kazdorazowo w 37°C z

5% zawartoscia CO, w atmosferze.

Tabela 44 Wykaz mediéw hodowlanych wraz z suplementami stosowanych przy hodowli
adherentnych, ludzkich komoérek nowotworowych

BT-20 RL95-2 Panc 10.05
Eagle's Minimum . _
Fssential Medium DMEM:F12 RPMI-1640

FBS 10% FBS 10% FBS 15%
0,005 mg/mL 10 U/mL
- rekombinowane;j, rekombinowane;j,
ludzkiej insuliny ludzkiej insuliny

Bezposrednio po rozmrozeniu usuwano z roztworu DMSO. Cala objeto$¢ banku
komoérkowego (1 mL) dodawana byla do 9 mL kompletnego, wcze$niej przygotowanego
medium hodowlanego. Po delikatnym wymieszaniu, zawiesina byla wirowana przy 125 RCF
przez 5 minut. Nadsgcz usuwano, a pozostaly osad zawieszano w kompletnym, wcze$niej
nagrzanym do 37°C medium i przenoszono do docelowego naczynia hodowlanego. Medium
we wszystkich hodowlach wymieniane bylo co 2-3 dni. Przy osiggnieciu konfluencji na

poziomie maksymalnie 90% komorki byly pasazowane w stosunku od 1:2 do 1:5.

7.2.23. Test blokady $ciezki sygnalnej PD-1/PD-L1

Do oceny blokady $ciezki sygnalnej PD-1/PD-L1 wykorzystany zostal komercyjnie
dostepny test (Promega). Procedura zostala wykonana wedlug protokotu producenta.

PD-L1 + aAPC/CHO-KI1 zostaly rozmrozone (analogicznie do procedury opisanej w
punkcie 7.2.11.1), zmieszane z 14,5 mL wcze$niej przygotowanego i ogrzanego do 37°C medium

(Ham's F-12 + 10% FBS), a nastepnie zainokulowane do bialej, ptaskodennej, biatej, 96-



dotkowej plytki przy gestosci 4 - 10° komoérek/dotek i objetosci 100 uL/dotek. Do
zewnetrznych dotkéw plytki zostalo dodane wylacznie medium. Plytki zostaly przykryte i
inkubowane przez noc w 37°C przy 5% CO..

Nastepnego dnia medium zostalo usuniete z plytki. Do dolkéw dodano seryjnie
rozcienczone w buforze testowym (RPMI1640 + 1% FBS) przeciwciala (40 pL/dotek).
Nastepnie, komorki efektorowe (PD-1 Jurkat) zostaly zawieszone w buforze testowym w
stezeniu 1,25 - 108 komérek /mL i dodane na ptytke (40 pL/dotek). Komérki byly inkubowane
jako ko-kultura przez 6 godzin w 37°C, przy 5% COx.

Przed wywotlaniem reakcji plytka zostata wyjeta z inkubatora i rownowazona w RT przez
5 minut. Do wszystkich dotkow testowych, po uprzednim przygotowaniu wedtug protokotu
producenta, zostalo dodane 80 pL/dotek odczynnika Bio-Glo™ (Promega). Plytka z
odczynnikiem byla inkubowana w temp. pok. przez 15 minut.

Luminescencja zostala przeanalizowana na czytniku mikroptytek Tecan Spark. Dane

analizowany byly z wykorzystaniem GraphPad Prism (wersja 9.5.1).

7.2.24. Analiza stopnia internalizacji z wykorzystaniem cytometrii
przeplywowej

Komoérki Panc 10.05 byly hodowane w 6-dotkowej plytce, przy gestosci inokulacji 0,6 -10°
komorek /dotek. Po 24 h medium zostalo wymienione, dodano badane zwigzki zawieszone w
PBS w stezeniach w zakresie 10 nM - 500 nM.

Po 22 godzinach inkubacji komérki zostaly strypsynizowane, 0,4 -10° komoérek ze
wszystkich prob eksperymentalnych zostalo przeniesione do mikroprobéwek wiréwkowych.
Komorki byly wirowane przy 1300 RCF przez 3 minuty, a nastgpnie inkubowane w zimnym
0,5% roztworze BSA w PBS, zawierajgcym mysie przeciwcialo anty-ludzkie PD-L1 (1:50,
Thermo Fisher Scientific, nr kat. 14-5983-82). Po 60 minutowej inkubacji na lodzie, komorki
zostaly dwukrotnie wyptukane 0,5% roztworem BSA w PBS i kolejno inkubowane przez 60
minut na lodzie, w ciemnosci, w 0,5% roztworze BSA w PBS zawierajagcym II-rzedowe
przeciwciata znakowane Alexa Fluor 488 (1:1000, Thermo Fisher Scientific, nr kat. A11001) lub
fikoerytryng (1:350, BD Biosciences, nr kat. 550589). Nastepnie, komorki zostaly poddane
dwukrotnemu plukaniu i zawieszone w zimnym 0,5% roztworem BSA w PBS. Analizie
poddano 10 000 komorek z kazdej probki. Dla kontroli tla pomijano etap inkubacji z
przeciwciatami I-rzedowymi. Do analizy wykorzystano cytometr BD FACSCalibur; do analizy

wynikow wykorzystano oprogramowanie Cell Quest Pro (wersja 5.2.1).



7.2.25. Wizualizacja internalizacji z wykorzystaniem mikroskopii

fluorescencyjnej

Komoérki RL95-2 zostaly przepasazowane do 10-dotkowych ptytek ze szklanym dnem w
iloéci pozwalajacej na osiggniecie 50% konfluencji w dniu obserwacji. Po 24 godzinach
medium w komorkach zostalo wymienione na medium zawierajace testowane czasteczki
LYTAC lub czasteczki kontrolne, zawieszone w PBS, w koncowym stezeniu 100 nM.
Jednocze$nie do kazdego dotka zostato dodane 100 nM rozpuszczalnego, chimerycznego
biatka PD-L1, znakowanego mCherry (stosunek molowy 11 z czasteczkami
eksperymentalnymi i kontrolnymi).

Probki byly poddane obserwacji przez 22 godziny z wykorzystaniem konfokalnego
laserowego mikroskopu skaningowego (Leica SP8X z komorg inkubacyjng do analizy Zywych
komorek), wykorzystujac obiektyw immersyjny o 63x powiekszeniu. Dlugo$¢ fali wzbudzenia
zostala ustawiona na 585 nm; dtugo$¢ fali emisji zostata ustawiona w zakresie 602 nm - 651
nm. Do analizy wynikéw zostalo uzyte oprogramowanie Leica Application Suite X (wersja

3.0.2).

7.2.26. Test cytotoksycznosci

Dzien przed eksperymentem, ludzkie komoérki nowotworowe zostaly posadzone do ptytki
96-dotkowej (3 - 10* komorek /dotek) w odpowiednim dla kazdej z linii medium. W dniu
eksperymentu rozcienczenia testowanych zwigzkow w PBS zostaly przygotowane i dodane
do komorek nowotworowych. Komorki inkubowano przez 120 godzin w 37°C, przy 5% CO..
Po zakonczonej inkubacji, do kazdego z dotkow dodano 20 pL roztworu MTT o stezeniu 5
mg/mL. Po 2-godzinnej inkubacji do dotkéw dodano po 100 pL rozpuszczalnika MTT (10%
SDS, 0,01 N HCI). Plytki pozostawiono w inkubatorze na noc. Kolejnego dnia odczytywano
absorbancje przy 570 nm oraz 690 nm (odejmowanie tla) z uzyciem czytnika mikroptytek
Tecan Spark. Zywotno$¢ podawana jest jako wynik procentowy wzgledem nietraktowanej

kontroli. Dane analizowany byly z wykorzystaniem GraphPad Prism (wersja 9.5.1).

7.2.27. Test cytotoksycznosci w ko-kulturze komérek nowotworowych z

komorkami jednojadrzastymi krwi obwodowej
Komoérki jednojadrzaste krwi obwodowej (PBMC) zostaty wyizolowane poprzez wirowanie
w gradiencie (Ficoll Paque Plus, Cytiva) probek ludzkiej krwi pobranych od os6b zdrowych.
Probki krwi zostaly dostarczone przez Regionalne Centrum Krwiodawstwa i
Krwiolecznictwa w Gdansku. Po izolacji komorki zostaly zamrozone w cieklym azocie w

mieszaninie 90% FBS +10% DMSO.



Dzien przed planowanym eksperymentem ludzkie komérki nowotworowe zostaly
przesiane na ptytke 96-dotkowg przy stezeniu 3 - 10* komoérek /dotek, w kompletnym medium
hodowlanym odpowiadajacym danej linii (wyszczego6lnionym w punkcie 7.2.22). Jednocze$nie
komorki PBMC zostaly rozmrozone i przeniesione do wczeéniej nagrzanego do 37°C medium
(RPMI1640 + 10% FBS) i pozostawione na noc w inkubatorze. Kolejnego dnia do komérek
nowotworowych dodawane byly PBMC w stosunku 1:10 (odpowiednio) oraz testowane
zwigzki w zadanych stezeniach. Tak przygotowane plytki byly inkubowane przez 120 godzin
w 37°C przy 5% CO, w atmosferze. Po zakonczeniu inkubacji 20 uL roztworu MTT o stezeniu
5 mg/mL zostato dodane do kazdej studzienki i pozostawione do inkubacji na 2 godziny. Po
zakonczeniu inkubacji do wszystkich studzienek dodawano 100 pL rozpuszczalnika MTT
(10% SDS, 0,01 N HCI). Ptytki pozostawiano w inkubatorze (37°C, 5% CO2) na noc. Kolejnego
dnia odczytywano absorbancje przy 570 nm, z odcigciem tta przy 690 nm, z wykorzystaniem
czytnika mikroptytek Tecan Spark. Procent lizy komorek byt obliczany jako stosunek sygnatu
w probkach z dodatkiem testowanych zwigzkéow (komorki nowotworowe + PBMC +
testowane zwigzki) do kontroli (komérki nowotworowe + PBMC). Zahamowanie wzrostu byto
obliczane jako stosunek sygnalu w prébkach z dodatkiem testowanych zwigzkow (komorki
nowotworowe + PBMC + /- testowane zwigzki) do kontroli (komorki nowotworowe). Analiza

danych zostata wykonana z uzyciem GraphPad Prism (wersja 9.5.1).

8. WYNIKI

8.1. PRODUKCIJA I OCZYSZCZANIE CZASTECZEK

REFERENCYJNYCH

Pierwszym krokiem w realizacji projektu bylo wyprodukowanie czgsteczek
referencyjnych, pozwalajacych na przeprowadzenie eksperymentdéw oceniajacych site
wigzania, tworzenie kompleksow, internalizacje (zaroOwno celow rozpuszczalnych, jak i
transmembranowych) oraz cytotoksyczno$¢ wobec komoérek nowotworowych.

Wyprodukowane czasteczki obejmowaly bialka takie jak IGF2, IGFIR, domena 11 IGF2R,
PD-L1, referencyjne przeciwcialo C5 oraz szereg wymodelowanych wcze$niej peptydow
warunkujacych wigzanie do IGF2R, jednocze$nie niewykazujacych powinowactwa do IGFIR.
Analiza preparatow otrzymanych bialek z wykorzystaniem elektroforezy w zZelu
poliakrylamidowym SDS-PAGE przedstawiona jest na Rycinach 9 i 10 (w obu przypadkach
warunki redukujgce). Kolejno, analiza wszystkich preparatow z wykorzystaniem analitycznej

chromatografii wykluczania zostala przedstawiona na Rycinach 11 - 18.



ROZPRAWA DOKTORSKA MICHAL MIKITIUK WYNIKI
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Rycina 9 Analiza wyprodukowanych biatek referencyjnych z wykorzystaniem elektroforezy
w zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE
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Rycina 10 Analiza wyprodukowanych peptydow wiazacych IGF2R oraz dzikiego biatka IGF2
z wykorzystaniem elektroforezy w zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE. Wszystkie
analizowane konstrukty sg chimeryczne, zawieraja fragment IgGl1 Fc.
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ROZPRAWA DOKTORSKA MICHAL MIKITIUK WYNIKI
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Rycina 11 Analiza IGFIR-IgGl Fc, IGF2R-His oraz IGF2R-1gG1 Fc z wykorzystaniem
analitycznej chromatografii wykluczania
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Rycina 12 Analiza IGF2-IgGl Fc z wykorzystaniem analitycznej chromatografii wykluczania
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Rycina 13 Analiza peptydu M1-IgGl1 Fc z wykorzystaniem analitycznej chromatografii
wykluczania z natozonym standardem wielkoSci
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Rycina 14 Analiza peptydu M2-IgGl Fc z wykorzystaniem analitycznej chromatografii
wykluczania



ROZPRAWA DOKTORSKA MICHAL MIKITIUK WYNIKI
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Rycina 15 Analiza peptydu M3-1gG1 Fc z wykorzystaniem analitycznej chromatografii
wykluczania
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Rycina 16 Analiza peptydu M4-1gG1 Fc z wykorzystaniem analitycznej chromatografii
wykluczania
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Rycina 17 Analiza peptydu M5-IgG1 Fc z wykorzystaniem analitycznej chromatografii

wykluczania
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Rycina 18 Analiza przeciwciata C5 z wykorzystaniem analitycznej chromatografii
wykluczania
Przeprowadzone analizy pozwolily na okre$lenie wielko$ci biatek, jak réwniez czysto$ci
preparatow biatkowych. Czysto§¢ oraz homogennos$¢ wszystkich uzyskanych preparatéw

uznano za odpowiednie do przeprowadzenia dalszych eksperymentow z wykorzystaniem
tych biatek.



Biatko PD-L1-His-mCherry, ze wzgledu na konstrukcje chimeryczng, zawierajacg biatko
fluorescencyjne dato mozliwo$¢ selekcji producenckiej monoklonalnej linii komoérkowej na
podstawie analizy fluorescencji medium. Wyniki pomiaréw wstepnych oraz koncowych
zostaly przedstawione na Rycinie 19. Po analizie wstepnej odrzucony zostat klon B2. Kolejna

seria eksperymentow wskazata klon Bl jako najwydajniejszego producenta.
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Rycina 19 Okres$lanie produktywnosci monoklonalnych linii producenckich PD-L1-His-
mCherry z wykorzystanie analizy fluorescencji. A - wstepna analiza hodowli 3-dniowych; B
- wstepna analiza hodowli 7-dniowych; C - finalna analiza hodowli 5-dniowych; D - finalna

analiza hodowli 8-dniowych

8.2. PRZECIWCIALO C5 WIAZE PD-L1, JEDNOCZESNIE NIE

BLOKUJAC INTERAKCJI PD-1/PD-L1

Do konstrukgcji bispecyficznych czasteczek LYTAC niezbedne sg dwa sktadniki: domena
warunkujaca powinowactwo do wybranego celu molekularnego oraz domena warunkujaca
powinowactwo do receptora indukujacego internalizacje i degradacje lizosomalng, w tym

przypadku IGF2R (CI-M6PR).



Z biblioteki Recepton wybrano cztery przeciwciata majace wigza¢ specyficznie PD-L1 i
poddano je wstepnej ocenie, celem ustalenia czasteczki, ktérej elementy zostang
wykorzystane do konstrukcji docelowych czgsteczek LYTAC. Wyniki wstepnej oceny testem
ELISA przedstawiono na Rycinie 20.
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Rycina 20 Wstepny screening sity oddziatywania przeciwciata referencyjnego (Al) oraz
przeciwciat z biblioteki Recepton z celem molekularnym - PD-L1

Na podstawie uzyskanych wynikéw, ze wstepnie wybranych czterech przeciwcial, ze
wzgledu na znikome oddzialywanie odrzucono czasteczki C3 i R5, a dalszemu testowi
poddano pozostate dwa: C1 oraz C5. Zoptymalizowano stezenia testowanych przeciwciat. W
kolejnym teScie ustalone zostaly warto$ci ECso wzgledem przeciwciata referencyjnego
oznaczonego Al (Durvalumab - komercyjnie dopuszczone do stosowania przeciwciato anty-
PD-11, nazwa handlowa Imfinzi). Wyniki, wraz z oznaczonymi warto$ciami ECs,

przedstawiono na Rycinie 21.



4 A1EC50=0,07 pg/mL
c EC50 =014 llg/ml.
3 C5 EC5q = 0,04 pug/mL
- A1
2
< 2 - a
-+ C5
1 -
0- T T 1
0,000001 0,0001 0,01 1 100

Stezenie PD-L1 [pug/mL]

Rycina 21 OkreSlenie ECs dla przeciwciat C1, C5 oraz referencyjnego przeciwciata Al w
teScie ELISA

Nastepnie, okre$lono zdolno§¢ testowanych przeciwcial do blokowania oddzialtywania
PD-1/PD-L1 w §rodowisku komoérkowym, z wykorzystaniem komercyjnie dostepnego testu
blokady $ciezki sygnalnej PD-1/PD-L1 (Promega). Wyniki testu zostaly przedstawione na
Rycinie 22.
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Rycina 22 OkreSlenie zdolnoSci przeciwciat Cl, C5 oraz referencyjnego przeciwciala Al do
blokowania oddziatywania PD-1/PD-L1 w §rodowisku komérkowym
Przeciwciata C1 oraz C5 nie wykazuja zdolno$ci do blokady $ciezki sygnalnej PD-1/PD-L1
w $rodowisku komoérkowym lub wykazuja te zdolno$¢ w stopniu znikomym. Biorgc pod

uwage wyniki z powyzej opisanych eksperymentéw, do konstrukcji docelowej czgsteczki



LYTAC wybrano przeciwciato C5, ze wzgledu na najnizsze sposrdd testowanych przeciwciat
ECso (robwniez nizsze niz warto$¢ dla przeciwciata referencyjnego) oraz potwierdzong
znikomg zdolno$¢ do blokowania oddzialywania PD-1/PD-L1, co pozwala jednoznacznie
okresli¢, ze obserwowane rezultaty cytotoksycznoS$ci (podrozdzial 8.8) nie wynikaja z

blokady punktu kontrolnego, a z usunigcia go z powierzchni komorki.

8.3. WYMODELOWANE PEPTYDY WIAZA IGF2R-D11,

JEDNOCZESNIE NIE WYKAZUJAC POWINOWACTWA DO

IGFIR

Podobnie jak w przypadku przeciwciatl, zoptymalizowano réwniez wymodelowane przez
Recepton peptydy bazujace na IGF2, warunkujgce powinowactwo do receptora kierujgcego
do lizosomu Wyniki wstepnego screeningu stezen IGF2 /IGFIR w teScie ELISA przedstawione

sg na Rycinie 23.
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Rycina 23 Wstepny screening zakresu stezen dla oddzialywania IGF2 /IGFIR w te$cie ELISA

Bazujac na uzyskanych wynikach, przeprowadzono docelowy test wigzania wszystkich
uzyskanych peptydow oraz biatka referencyjnego (IGF2), ktérego wyniki przedstawiono na

Rycinie 24.
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Rycina 24 Test wigzania peptydow M1 - M5 oraz referencyjnego biatka IGF2 do IGFIR

Zaden z wymodelowanych peptydéw nie wykazywal powinowactwa do IGFIR lub
wykazywal powinowactwo na znikomym poziomie, co przy potencjalnym docelowym
zastosowaniu w terapii nowotworéw, pozwoli na ograniczenie potencjalnych skutkow
ubocznych, wynikajacych z nadmiernego wzbudzenia IGFIR.

Kolejno, wszystkie otrzymane peptydy przebadano pod katem sily wigzania do domeny 11
IGF2R. Domene 11 wykorzystano jako substytut kompletnego receptora, na podstawie
wynikow raportowanych przez Grimme i wspolpracownikow (Grimme i in., 2000). Wyniki

testu ELISA przedstawiono na Rycinie 25.
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Rycina 25 Test wiazania peptydow M1 - M5 oraz referencyjnego biatka IGF2 do domeny 11
IGF2R
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Bazujac na uzyskanych wynikach, do konstrukcji docelowych czasteczek LYTAC wybrano
peptyd M1, ze wzgledu na najwyzsze powinowactwo do domeny 11 IGF2R. Wszystkie
testowany peptydy, wykazywaty wyzsze powinowactwo do domeny 11 IGF2R niz natywny
IGF2.

8.4. PROJEKTOWANIE, PRODUKCJA I OCZYSZCZANIE

CZASTECZEK LYTAC

Po uzyskaniu danych dotyczacych sily wigzania poszczegdlnych peptydéw i przeciwciat
przystapiono do produkcji czasteczek bispecyficznych. Wybrane formaty obejmowaty
asymetryczne przeciwcialo w formacie 1gG4, z mutacja knob-into-hole (KIH) w rejonie Fc
(oznaczone jako C5MXA, gdzie X odpowiada oznaczeniu zastosowanego peptydu) oraz scFv
polaczone z peptydem M1 poprzez elastyczny linker (oznaczone jako C5MIB). Analiza
preparatow wyprodukowanych biatek C5MIA oraz C5MIB (w tym z réznych etapow
oczyszczania) z wykorzystaniem elektroforezy w zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE
pokazana jest na Rycinach 26 oraz 27. Chromatogram uzyskany w drugim etapie
oczyszczania C5MIA (na preparatywnej chromatografii wykluczania) przedstawiony jest na

Rycinie 28.
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Rycina 26 Analiza wyprodukowanych czasteczek LYTAC z wykorzystaniem elektroforezy w
zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE; warunki redukujace
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Rycina 27 Analiza frakcji biatka C5M1A po oczyszczaniu na preparatywnej chromatografii
wykluczania; warunki redukujace.

06 T_Frorm 1 SEOC CEMAA RILZZ0IS A — Fracton, Chiom 120231118 SLC CHATA R2A4Z202 — jection_ Chism 2 20224118 SLCCHUIA REA4220 — UV Cliom 1:20224415 SEC CAMIA RI4A22035001  --m RunLog¢ 20231118 SEC CANHA RRA4ZEDES,

)
é
E g
= z i E
H 3 2 H
3 ] & &
[ i & E (4
i
H ‘ L " M L e w
o 1 1, 2z 2. a 45 5 £ ] &5 7 (5] B 8L 8 R 10 105 17 "o 12 125 13 135 12

Rycina 28 Drugi etap oczyszczania CSM1A na preparatywnej chromatografii wykluczania;
blekitna linia - UV

Bialko C5MIA zostalo przebadane zaréwno jako preparat uzyskany po oczyszczaniu
jednostopniowym (chromatografia powinowactwa), jak i preparat po oczyszczaniu

dwustopniowym (chromatografia powinowactwa + chromatografia wykluczania). Wzor
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prazkéw na zelu wskazuje na to, ze prawidlowe lancuchy zawieraja frakcje 7 i 8. Dla
potwierdzenia tej hipotezy z frakcji podkre$lonych (Rycina 27) zostaty utworzone preparaty
C5MIA Fr 5-6 i CSM1A Fr 7-8.

Wyprodukowano réwniez czasteczki w formacie asymetrycznym, analogiczne do C5M1A,
z wykorzystaniem pozostatych peptydow (M2 — M5). Wyniki analizy preparatéw tych biatek

przedstawione s3a na Rycinie 29.

Rycina 29 Analiza wyprodukowanych wariantow asymetrycznych czasteczek LYTAC z
wykorzystaniem elektroforezy w Zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE; R - warunki
redukujace, NR - warunki nieredukujace

Przedstawione bialka otrzymane zostaly w ekspresji przej$ciowej (w przeciwienstwie do
C5M1A i C5MIB, ktore uzyskane zostaly ze stabilnych linii komérkowych) oraz zostaly
oczyszczone jednoetapowo. Zaobserwowac¢ mozna brak dodatkowego prazka, ktoéry obecny
jest w preparacie C5M1A, o wielko$ci ok. 37 kDa.

Kolejnym wariantem biatka CS5MIA ktéry zostal wyprodukowany jest wersja
wysokomannozowa, otrzymywana w ekspresji przejéciowej w systemie HEK293S GnTI/".
Kolejno, bialko to zostalo traktowane Endoglikozydazg H, celem usunig¢cia mannoz i
pozostawienia koncowego produktu z minimalng glikozylacja. Analize obu preparatéw

(wysokomannozowy przed i po trawieniu) przedstawiono na Rycinie 30.

93




[kDa]

180
130 -

100

70

55 . W —"

35 W
25."""“ '

Rycina 30 Analiza biatka C5M1A wyprodukowanego w systemie ekspresyjnym HEK293S
GnTI/" oraz traktowanego Endoglikozydazg H

Biatko C5MIB, ze wzgledu na swdj format, prezentuje niska stabilno$¢ w trakcie
przechowywania. Na Rycinie 31 przedstawiono analiz¢ Western blot supernatantow
uzyskanych z dwodch poliklonalnych, stabilnych linii komoérkowych, produkujacych C5M1B.
Analiza nie wskazuje na degradacje ani agregacje biatka, w obu przypadkach widoczny jest
jeden, zwarty prazek. Podobnie wyglada analiza Western blot (Rycina 32) preparatu
otrzymanego po jednostopniowym oczyszczaniu (chromatografia powinowactwa), jednak
zauwazy¢ mozna pierwsze oznaki degradacji, ktére znaczaco postepuja w trakcie drugiego

kroku oczyszczania (chromatografia wykluczania).
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Rycina 31 Ocena produktywno$ci poliklonalnych, stabilnych linii komérkowych
produkujacych biatko C5M1B z wykorzystaniem metody Western blot
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Rycina 32 Analiza biatka C5M1B na kolejnych etapach oczyszczania z wykorzystaniem
metody Western blot

Analizy preapratu C5M1B po pierwszym etapie oczyszczania przeprowadzono réwniez z
wykorzystaniem analitycznej chromatografii wykluczania (Rycina 33). W przypadku wymianu

buforu na PBS z uzyciem koncentratoréw, rowniez widoczna jest znaczgca degradacja biatka.
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Rycina 33 Analiza czasteczki C5M1B bezpo$rednio po oczyszczaniu na chromatografii
powinowactwa (czarna linia) oraz po wymianie buforu elucyjnego na PBS z wykorzystaniem
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Rycina 34 Analiza czasteczki C5M1B po przechowywaniu w PBS

Przeprowadzone analizy wskazuja na postepowanie degradacji wraz z czasem

przechowywania (Rycina 34, widoczne takze na wcze$niejszej analizie SDS-PAGE - Rycina

26), nawet w temperaturze -70°C. Linia bazowa analizy na analitycznej chromatografii

wykluczania wskazuje roéwniez na obecnos$¢ niezidentyfikowanych zanieczyszczen.



8.5. OTRZYMANE CZASTECZKI LYTAC WIAZA WYBRANE CELE

MOLEKULARNE I TWORZA TROJCZASTECZKOWY KOMPLEKS

8.5.1. Potwierdzenie wigzania celow molekularnych metoda ELISA
Wyniki testu wigzania bispecyficznych czasteczek LYTAC do swoich celéw molekularnych

zostaly przedstawione na Rycinach 35 i 36.
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Rycina 35 Wyniki testu wigzania czasteczki C5M1A do wybranych celéw molekularnych
metoda ELISA
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Rycina 36 Wyniki testu wigzania czasteczki C5M1B do wybranych celow molekularnych
metoda ELISA

Zgodnie z oczekiwaniami obie czgsteczki wykazujg wigzanie do PD-L1 oraz domeny 11

IGF2R, jednocze$nie nie wykazujac powinowactwa do IGFIR. C5MI1B wykazuje nizsze



powinowactwo do domeny 11 IGF2R niz C5MI1A, jednocze$nie przejawiajac nieznacznie

lepsze wla$ciwo$ci wigzania PD-L1.

8.5.2. Potwierdzenie tworzenia kompleksu z wykorzystaniem analitycznej
chromatografii wykluczania

Wstepne badanie zdolnoéci do tworzenia kompleksu z uzyciem analitycznej
chromatografii wykluczania zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem czasteczki CSMI1A
oraz chimerycznego konstruktu PD-L1-His-Fc. Wyniki zostaly przedstawione na Rycinie 37.
Widoczne przesuniecie piku z kompleksem wzgledem pikow od pojedynczych czasteczek

wskazuje na prawidtowe tworzenie kompleksu.

8.5.21. Wiagzanie CSM1A-PD-L1

120220907 SEC - Copy #29 C5M1A : PD-L1-His-Fc 1:1 UV_VIS_1 WVL:280 nm

%3- 20220907 SEC - Copy #34 PD-L1-HisFe

UVMIS_1 WWL:280 nm
mAl

Rycina 37 Wyniki wstepnej oceny zdolnoSci tworzenia kompleksu z uzyciem czgsteczek
C5MI1A i PD-L1-His-Fc.

Kolejno, analogiczny test zostat przeprowadzony z wykorzystaniem czasteczki PD-L1-
mCherry, ktora zastosowano pozniej w teScie internalizacji z wykorzystaniem mikroskopii
fluorescencyjnej. Wyniki testu widoczne sg na Rycinie 38. Ponownie, przesuniecie wskazuje
na prawidlowe utworzenie kompleksu, jednak w mieszaninie widoczne s3a znaczace

pozostatos$ci jednej z frakcji.
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Rycina 38 Wyniki wstepnej oceny zdolnosci tworzenia kompleksu z uzyciem czgsteczek
C5M1A i PD-L1-His-Fc.

8.5.2.2. Wigzanie C5M1A GnTI/--PD-L1-IGF2R-D11

Kolejnym przeprowadzonym testem byto okredlenie zdolnosci deglikozylowanej
czasteczki C5MIA do tworzenia potrojnego kompleksu w roztworze, aby okresli¢ potencjat
do pozZniejszej krystalizacji i okreslenia struktury krystalicznej. W tym celu wykorzystano
wersje czasteczek z minimalng glikozylacjg lub jej catkowitym brakiem: C5MIA zostato
wyprodukowane w HEK293S GnTI ™/, a nastepnie trawione Endoglikozydaza H. PD-L1 zostato
wyprodukowane w E. coli.

Wyniki chromatografii wykluczania dla poszczeg6lnych preparatow zostaty zobrazowane
na Rycinie 39. Dla C5MIA GnTI/~ zaobserwowa¢ mozna pojedynczy, zwarty pik, w
przeciwienstwie do preparatu otrzymanego ze stabilnej linii komérkowej. Wyniki uzyskane
dla analiz kompleksow C5MIA GnTI/"/PD-L1 oraz C5MIA GnTI/"/IGF2R-D11-His s3
przedstawione kolejno na Rycinach 40 i 41. Wynik analizy potréjnego kompleksu oraz
natozenie wynikow wszystkich analiz przedstawione jest kolejno na Rycinach 42 i 43. CSM1A

GnTI/- tworzy potrojny kompleks z obydwoma swoimi celami molekularnymi.
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Rycina 39 Analiza czgsteczek C5M1A GnTI/~, PD-L1 oraz IGF2R D11-His z wykorzystaniem
chromatografii wykluczania
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Rycina 40 Analiza czasteczek C5M1A GnTI/~, PD-L1 oraz mieszaniny obu preparatéw z
wykorzystaniem chromatografii wykluczania
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Rycina 41 Analiza czasteczek C5M1A GnTI- /-, IGF2R-D11-His oraz mieszaniny obu
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Rycina 42 Analiza czasteczek C5M1A GnTI- /-, PD-L1, IGF2R-D11-His oraz mieszaniny

wszystkich preparatéw z wykorzystaniem chromatografii wykluczania
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Rycina 43 Analiza czasteczek C5MI1A GnTI- /-, PD-L1, IGF2R-D11-His oraz wszystkich

kombinacji mieszanin ich preparatéw z wykorzystaniem chromatografii wykluczania
8.5.2.3. Wiazanie C5M1B-PD-L1-IGF2R-D11

Analogiczny pakiet analiz zostal wykonany dla czgsteczki C5MIB. Majac na uwadze
wczesniej pozyskane dane dotyczace niskiej stabilnosci czasteczki, wyprodukowana zostala
Swieza partia, a nastepnie wszystkie analizy wykonane zostaly w mozliwie jak najkrotszym
czasie od oczyszczenia. Wyniki przedstawione sa na Rycinach: 44 (pojedyncze czasteczki),
45 (C5M1B + PD-L1), 46 (C5M1B + IGF2R-D11-His), 47 (kompleks potréjny), 48 (natozZenie
wynikéw wszystkich analiz). Ponadto, dla koncowego preparatu zawierajagcego potrojny
kompleks (oczyszczonego z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii wykluczania)
wykonano takze analize SDS-PAGE, ktorej wyniki przedstawiono na Rycinie 49. C5M1B wigze

oba swoje cele molekularne, tworzac potréjny kompleks.



20240318 SEC #30 CEM18 07 mgimi
220240318 SEC #31 PD-L1 bakt 0.6 mgimi
13- 20260318 SEC 233 1GF2R 1.0mgimi

" [mau

Rycina 44 Analiza czasteczek C5M1B, PD-L1, IGF2R-D11-His z wykorzystaniem
chromatografii wykluczania

0240 18 07 mgin JV_VIS_1 WVL:280 nm
52- 20240318 PD-L1 bakt 0.6 mg/mi UV_VIS_1 WVL:280 nm

0.0 J13-20240318 SEC #37 CSMHB : PD-L1 6:1 UV_VIS_1 WVL:280 nm
mAU

Rycina 45 Analiza czasteczek C5MI1B, PD-L1 oraz mieszaniny obu preparatow z
wykorzystaniem chromatografii wykluczania



ROZPRAWA DOKTORSKA MICHAL MIKITIUK WYNIKI

1-202 c #20 C511B 07 mo/mi UV_VIS_1 WL280 nm

EI-NZ«B{! SEC #33 IGF2R 1.0 mg/mi UV_MIS_1 WVL:280 nm

so0. B3 20260318 SEC #35 CSU1B:IGF2R 6:1 UV_VIS_1 WVL280 am
mAU

Rycina 46 Analiza czgsteczek C5M1B, IGF2R-D11-His oraz mieszaniny obu preparatow z
wykorzystaniem chromatografii wykluczania

g1 - 2026 c#20 CSH 18 07 mg/m UV_VIS_{ WWL:280 am

§2- 20240318 SEC #31 PD-L1 bakt 0.6 mg/mi UV_VIS_1 WVL:280 nm
s0.0 B4-20240318 SEC 339 CSM1B: PD-L1: IGF2R &1:1 UV_VIS_1 WVL:280 nm
mAU

Rycina 47 Analiza czasteczek C5M1B, PD-L1, IGF2R-D11-His oraz mieszaniny wszystkich
preparatow z wykorzystaniem chromatografii wykluczania
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Rycina 48 Analiza czasteczek C5M1B, PD-L1, IGF2R-D11-His oraz wszystkich kombinacji
mieszanin ich preparatow z wykorzystaniem chromatografii wykluczania
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Rycina 49 Analiza czgsteczek C5M1B, PD-L1, IGF2R-D11-His oraz mieszaniny wszystkich
preparatow z wykorzystaniem elektroforezy w zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE
(warunki redukujace)



8.6. OTRZYMANE CZASTECZKI LYTAC INDUKUJA
INTERNALIZACJE ZNAKOWANEGO FLUORESCENCYJNIE
ROZPUSZCZALNEGO, ZEWNATRZKOMORKOWEGO CELU

MOLEKULARNEGO W ZALEZNOSCI OD CZASU

Do zobrazowania akumulacji wyznakowanego, rozpuszczalnego celu molekularnego
(chimerycznego PD-L1-mCherry) w komoérkach pod wplywem otrzymanych czasteczek
LYTAC, wykorzystano mikroskopie fluorescencyjng. Otrzymane wyniki dla zwigzkow
eksperymentalnych oraz kontroli potwierdzaja zdolno$¢ wyprodukowanych biatek do
indukcji internalizacji zewnatrzkomorkowego, rozpuszczalnego celu molekularnego (Rycina
50). Wyniki wskazuja na brak spontanicznego wchianiania PD-L1-mCherry, jak réwniez brak
zdolno$ci internalizacji pod wptywem tylko przeciwciata C5 czy peptydu M1 wyznakowanego
ludzkim fragmentem Fc IgGl. Jednocze$nie C5MIA wykazuje wyzszy stopien indukcji
internalizacji, niz C5M1B, co potwierdzaja wyniki 22-godzinnej obserwacji. CSM1A wykazuje
znaczacy poziom internalizacji juz po 6 godzinach inkubacji (Rycina 51), podczas gdy C5M1B
wykazuje pierwsze oznaki indukcji internalizacji celu molekularnego dopiero po 12 godzinach
(Rycina 52).

Jednocze$nie, wyniki przeprowadzonych obserwacji w sposob jednoznaczny ukazuja

zalezno$¢ intensywnoSci internalizacji celu molekularnego od czasu ekspozycji na LYTAC.



Jasne pole mCherry Obrazy natozone

Rycina 50 Mikroskopowy obraz internalizacji rozpuszczalnego PD-L1-mCherry po 22 h
inkubacji pod wptywem badanych zwigzkow
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Jasne pole mCherry Obrazy natozone

Rycina 51 Zalezno$é¢ internalizacji rozpuszczalnego PD-L1-mCherry pod wplywem C5M1A w
czasie
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Rycina 52 Zalezno$¢ internalizacji rozpuszczalnego PD-L1-mCherry pod wptywem C5M1B
w czasie



8.7. OTRZYMANE CZASTECZKI LYTAC INDUKUJA
INTERNALIZACJE TRANSMEMBRANOWEGO CELU

MOLEKULARNEGO W ZALEZNOSCI OD STEZENIA

Na wszystkich rycinach wynik przedstawiony jest jako procent nietraktowanej kontroli,
gdzie kontrola ujemna zostala przyjeta jako 100%. Dane na wszystkich wykresach
reprezentuja Sredniag z 3 niezaleznych powtérzen jako S$rednia +SD, po odcigciu tla
(niespecyficzny sygnat z przeciwcial drugorzedowych). Nieparowany test t Studenta zostat
wykorzystany do poréwnania $rednich kazdej grupy z kontrola nietraktowang. Warto$ci p <
0,05 zostaly uznane za istotne statystycznie. Warto$ci p przypisane poszczeg6lnym

oznaczeniom zostaly wyszczeg6lnione w Tabeli 45.

Tabela 45 Znaczenie symboli okres$lajgcych poziom istotno$ci statystyczne;

Symbol WartoS¢ p
n/s > 0,05
* <0,05
ok < 0,01
xkK* <0,001
Fokkk <0,0001

Wstepny test internalizacji przeprowadzony zostal na linii komorkowej nowotworu
endometrium macicy RL95-2. Uzyskany rezultat wskazywal na okoto 75% poziom

internalizacji (Rycina 53).
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Rycina 53 Oznaczanie PD-L1 na powierzchni komorek przy uzyciu cytometrii
przeptywowej. Komorki RL95-2 traktowane byty C5M1A w stezeniu 100 nM przez 22 h.
Ze wzgledu na niskg bezwzgledng ilo§¢ PD-L1 na powierzchni komoérek RL95-2, celem
zwiekszenia czutosci testu kolejne eksperymenty przeprowadzanie byty na linii komoérkowej
Panc 10.05 (gruczolakorak trzustki). Wyniki wstepnego eksperymentu na linii Panc 10.05
zostaly przedstawione na Rycinie 54. Otrzymany wynik wskazuje na skuteczno$¢ w
internalizacji transmembranowego PD-L1, zar6wno z wykorzystaniem C5MIA, jak i C5SMI1B,
jednak zaobserwowa¢ mozna trend analogiczny do tego obserwowanego przy internalizacji
czgsteczek rozpuszczalnych - C5M1A warunkuje silniejszg internalizacje niz C5M1B. Pewien
stopien internalizacji zaobserwowa¢ mozna takze przy zastosowaniu chimerycznego
konstruktu M1-IgGl Fc, jednak nie na tyle istotny, co w przypadku czasteczek
eksperymentalnych.

Nastepnie przetestowano zalezno$¢ intensywnoS$ci internalizacji od stezenia
stosowanego zwigzku. Otrzymany rezultat (Rycina 55) wskazuje na bezposrednia zalezno$c¢
intensywnoSéci internalizacji od stezenia zastosowanego zwigzku eksperymentalnego, w tym

przypadku C5M1A.



ROZPRAWA DOKTORSKA MICHAL MIKITIUK WYNIKI
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Rycina 54 Oznaczanie PD-L1 na powierzchni komorek przy uzyciu cytometrii
przeptywowej. Komorki Panc 10.05 traktowane byly wskazanymi zwigzkami w stezeniu 100
nM przez 22 h.
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Rycina 55 Okre$lenie wptywu stezenia C5M1A na poziom PD-L1 na powierzchni komorek
Panc 10.05 z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej (inkubacja 22 h).

Po uzyskaniu kolejnych czasteczek asymetrycznych opartych na peptydach M2 - M5
ponownie wykonana zostala analiza internalizacji PD-L1, celem stwierdzenia czy
powinowactwo do IGF2R (akapit 8.3, Rycina 25) wplywa na intensywno$¢ internalizacji.

Wyniki zaprezentowano na Rycinie 56.
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Rycina 56 Poréwnanie internalizacji indukowanej przez asymetryczne czasteczki LYTAC
oparte na peptydach M2 - M5

8.8. OTRZYMANE CZASTECZKI LYTAC WYKAZUJA ZWIEKSZONY
POZIOM LIZY KOMOREK NOWOTWOROWYCH W OBECNOSCI

KOMOREK JEDNOJADRZASTYCH KRWI OBWODOWE]

Kolejnym krokiem w projekcie, po potwierdzeniu zdolno$ci internalizacji celow zaréwno
rozpuszczalnych, jak i transblonowych, bylo zbadanie wptywu internalizacji na zdolno$¢
jednojadrzastych komorek krwi obwodowej do lizy komoérek nowotworowych. Wyniki
wstepnego screeningu stezen C5MIA w te$cie PBMC z komoérkami od pojedynczego dawcy

widoczny jest na Rycinie 57.
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Rycina 57 Wstepny screening wplywu stezenia C5M1A na lize komoérek nowotworowych
RL95-2 w tescie PBMC

Wstepny wynik sugeruje, ze intensywno$¢ lizy komérek nowotworowych jest zalezna od
stezenia. Zestawiajac uzyskany wynik z wynikiem uzyskanym w cytometrii przeptywowej
(zalezno$¢ intensywno$ci internalizacji od stezenia), jak rowniez z wynikiem testu blokady
Sciezki sygnalnej PD-1/PD-L1 (brak zdolno$ci blokady przez przeciwcialo C5), mozna
wnioskowa¢, ze zwiekszony poziom lizy komoérek nowotworowych jest bezposrednim
wynikiem internalizacji PD-LL

Ze wzgledu na dostepno$¢ materiatu, w kolejnych eksperymentach probki o réznych
stezeniach testowane byly na komoérkach od réznych dawcow, co moze miec¢ przelozenie na
otrzymywane wyniki. Wyniki z kolejnej proby, z wykorzystaniem linii komérkowej BT20 (rak

piersi) widoczne sg na Rycinie 58.
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Rycina 58 Wplyw czasteczek LYTAC na lize komérek nowotworowych BT20 w te$cie PBMC
Aby uzyska¢ szerszy obraz skutecznoS$ci czasteczek LYTAC przeprowadzono kolejne
eksperymenty przy roznych stezeniach zwiazkoéw, na réznych liniach komoérkowych. Wyniki

dla linii RL95-2 przedstawione sg na Rycinie 59, natomiast dla Panc 10.05 - na Rycinie 60.
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Rycina 59 Wplyw czasteczek LYTAC na lize komorek nowotworowych RL95-2 w tescie
PBMC. A: C5MI1A B: C5M1B
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Rycina 60 Wplyw czgsteczek LYTAC na lize komorek nowotworowych Panc 10.05 w teScie
PBMC. A: C5M1A B: C5M1B

Ponownie C5MI1A kazdorazowo przewyzsza rezultatem C5MIB. Zaobserwowa¢ mozna
takze wyzszg skuteczno$¢ lizy (w przypadku obu zwigzkéw) na linii RL95-2 niz Panc 10.05.

Aby =zbada¢ potencjal cytotoksyczny C5MIA w odniesieniu do komercyjnie
dopuszczonych do wuzycia przeciwcial skierowanych na ten sam cel molekularny,
przeprowadzony zostatl kolejny eksperyment. Wykorzystane przeciwciala to durvalumab w
formacie IgG4 (nazwa handlowa Imfinzi, wykorzystywany przy wcze$niejszych testach jako
przeciwciato referencyjne) oraz atezolizumab w formacie IgG1 (nazwa handlowa Tecentriq).
Wynik zostal zobrazowany na Rycinie 61. PBMC pod wplywem traktowania C5MI1A generuja
istotnie wyzszg lize komorek w poréwnaniu do traktowania ktorymkolwiek z wymienionych

wczesniej przeciwcial monoklonalnych.
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Rycina 61 Poréwnanie wptywu C5MI1A do Atezolizumabu i Durvalumabu w te$cie PBMC na
indukcje lizy komérek nowotworowych RL95-2

Wczeéniej opisane wyniki wygenerowane zostaly z wykorzystaniem C5MIA
oczyszczanego jednostopniowo (chromatografia powinowactwa). Biorac pod uwage wyniki
uzyskane w elektroforezie SDS-PAGE (dodatkowy prazek) oraz chromatografii wykluczania
(asymetryczny ksztatt piku) mozna przypuszczac, ze cze$¢ bialka podlega degradacji, przez
co moze nie by¢ funkcjonalna. Aby potwierdzi¢ te hipoteze, preparat bialka C5MIA
oczyszczono dalej z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii wykluczania, w wyniku
czego uzyskano dwie frakcje. Nastepnie, obie z frakcji poddano testowi cytotoksyczno$ci z

wykorzystaniem komorek PBMC. Wyniki zostaty zobrazowane na Rycinie 62.
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Rycina 62 Poréwnanie wplywu roéznych frakcji CSM1A w teScie PBMC na lize komorek
nowotworowych RL95-2. A: poréwnanie frakcji 5-6 do kontroli; B: porownanie frakcji 5-6 i
6-7 do C5M1B oraz kontroli.

Frakcja C5MIA 5-6 wykazuje aktywno$¢ zblizong do aktywnoSci biatka oczyszczanego

jednostopniowo, podczas gdy frakcja 7-8 wykazuje znikoma aktywnos¢.

8.9. OTRZYMANA CZASTECZKA C5M1A SAMA W SOBIE NIE
WYKAZUJE CYTOTOKSYCZNOSCI WOBEC KOMOREK

NOWOTWOROWYCH

Cytotoksyczno$¢ zwigzku C5MIA zostata oznaczona w rosngcych stezeniach na czterech
ludzkich, nowotworowych liniach komérkowych: BT20 (Rycina 63), Panc 10.05 (Rycina 64),
PANC-1 (Rycina 65) i RL95-2 (Rycina 66). Sam zwigzek nie wykazuje istotnej cytotoksycznos$ci

wobec wyzej wymienionych linii w catym zakresie testowanych stezen.
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Rycina 63 Ocena cytotoksyczno$ci zwigzku C5MIA na linii komérkowej BT20
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Rycina 64 Ocena cytotoksyczno$ci zwigzku C5M1A na linii komoérkowej Panc 10.05
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Rycina 65 Ocena cytotoksyczno$ci zwigzku C5MI1A na linii komérkowej PANC-1
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Rycina 66 Ocena cytotoksyczno$ci zwigzku C5MIA na linii komoérkowej RL95-2



9. DYSKUSJA

Realizowany projekt opracowania nowatorskich czasteczek indukujacych ukierunkowana
degradacje lizosomalng zostat zakonczony sukcesem. Zaproponowane zostaty bispecyficzne
czasteczki, wykorzystujace do degradacji $ciezke IGF2R (CI-M6PR), jednoczeénie wigzace i
skutecznie indukujace internalizacje celu molekularnego, jakim jest istotny z klinicznego
punktu widzenia punkt kontrolny uktadu odporno$ciowego - PD-L1. W przeciwienstwie do
innych opublikowanych do tej pory wynikéw potwierdzono, ze wyprodukowane w ramach
realizacji tej rozprawy czasteczki LYTAC (oparte na wymodelowanych peptydach bazujacych
na IGF2) nie wykazujg zdolnosci wiazania IGFIR. Biorgc pod uwage docelowe zastosowania
kliniczne, jest to niezwykle pozadana wlasciwo$¢ ze wzgledu na role odgrywang przez
nadmierng stymulacje IGFIR w nowotworzeniu (Sell i in., 1994) (Foulstone i in., 2005)
(Guevara-Aguirre i in., 2011).

W toku prac wykazano zdolno$¢ wigzania indywidualnych komponentéw czasteczek do
wybranych celéow, a kolejno takze kompletnych konstruktéw bispecyficznych, celem
walidacji projektu na wczesnym etapie rozwoju. Jednocze$nie przeciwcialo C5 poddano
testowi zdolno§ci do blokady sygnalizacji poprzez $ciezke PD-1/PD-L1 w $rodowisku
komoérkowym, ktéry dal wynik negatywny. Pozwolitlo to na okreslenie, Ze obserwowane
pozniej efekty cytotoksyczne w teScie PBMC sg rezultatem degradacji PD-L1, a nie blokady
interakcji. Co wiecej, w pordéwnaniu skuteczno$ci opracowanej czasteczki C5MIA do
atezolizumabu i durvalumabu (przeciwcial dzialajacych wla$nie na zasadzie blokady
oddziatywania), LYTAC indukuje minimum o potowe wiekszg lize komoérek nowotworowych.
Jednocze$nie czasteczka sama w sobie nie daje efektoéw cytotoksycznych na szerokim panelu
linii komo6rkowych, co jest wynikiem spodziewanym w przypadku preparatow biologicznych,
ktorych toksycznos$¢ najczesciej zwiazana jest z reakcja uktadu odporno$ciowego (Scherer i
in., 2010), co jest indywidualne dla kazdego pacjenta i bedzie mozliwe do oceny dopiero na
etapie klinicznym.

Obie opracowane czgsteczki - C5MIA i C5MIB - wykazujg zdolno$¢ internalizacji
rozpuszczalnego oraz transblonowego celu molekularnego, co zostalo potwierdzone
odpowiednio z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej i cytometrii przeptywowej. W
Swietle opublikowanych do tej pory danych o podobnych czasteczkach (szeroko
omoéwionych w rozdziale 5.5.2) byl to wynik spodziewany. Podobnie, wynikiem
spodziewanym byla zaleZno$¢ internalizacji od stezenia i czasu inkubacji. Czasteczki
wykazywaly zdolno$¢ indukcji internalizacji we wszystkich przetestowanych liniach

komorkowych, co rowniez spojne jest z danymi dostepnymi w literaturze i dodatkowo



potwierdza szerokie wystepowanie IGF2R w organizmie. Migdzy poszczego6lnymi liniami
dato si¢ jednak zaobserwowac¢ réznice w intensywnos$ci degradacji. Wynika¢ one moga z
naturalnie wystepujacych réznic w liczbie czasteczek PD-L1 na powierzchni komorki. Przy
zakladanej stechiometrii 1:1 i zastosowaniu statego stezenia LYTAC w przypadku wszystkich
linii powinna zosta¢ zdegradowana taka sama liczba ligandow (przy zatozeniu, ze kazda z
nich posiada zblizony poziom IGF2R i zadne z biatek biorgce udziat w jego recyrkulacji nie
jest zmutowane), jednak w przypadku komorek wykazujacych naturalnie wyzszg produkcje
celu molekularnego bedzie to mniejszy udzial procentowy.

Z punktu widzenia aplikacyjnego i wykonalno$ci produkcji interesujacym pozostaje fakt,
ze czasteczki asymetryczne uzyskane ze stabilnej linii komoérkowej (C5M1A) wykazujg
obecno$¢ czterech prazkow w SDS-PAGE, podczas gdy analogiczne biatka uzyskane z
produkcji przejSciowej (C5M2A - C5M5A) wykazuja jedynie trzy prazki w warunkach
redukujacych (a wigc spodziewana liczba podjednostek). Tworzy to konieczno§¢ bardziej
rozleglego oczyszczania preparatu z linii stabilnej w warunkach laboratoryjnych. Rozwazajac
mozliwodci oczyszczania w warunkach wielkoskalowej produkcji farmaceutycznej
nalezaloby dokona¢ dalszej charakterystyki niepozadanego produktu celem ustalenia, czy w
przypadku zastosowania chromatografii jonowymiennej bylaby mozliwo$¢ wydajnego
usuniecia tej frakcji z konncowego preparatu. Chromatografia jonowymienna jest bowiem
rutynowo stosowana w procesach oczyszczania przeciwcial monoklonalnych, a wiec nie
powinno generowa¢ to nadmiarowego kroku. Bioragc pod uwage, ze tylko cze$¢ frakcji
wykazuje pozadane wia$ciwos$ci, prowadzi to do obnizenia ilo$ci uzyskiwanej aktywnej
frakcji z jednej szarzy, co przetozy sie na wydajno$¢ produkgeji i ceng produktu. Otwartym
pytaniem pozostaje przyczyna takiego stanu rzeczy. Komorki wykorzystywane w generacji
stabilnej linii (CHO) s3 standardowo wykorzystywane w produkcji znaczacej wigkszoS$ci
preparatow biofarmaceutycznych w skali globalnej (Tihanyi & Nyitray, 2020). Potencjalnie
mogltoby sie okaza¢, ze jest to przypadio$¢ jedynie wygenerowanej poliklonalnej linii
komorkowej i po selekgji linii monoklonalnej problem zniknie, bowiem istnieje mozliwos¢, ze
niepozadang frakcje produkuje tylko wybrana pula komorek; ewentualnie nalezatoby
powtoérzy¢ transfekcje i selekcje oraz oceni¢, czy problem jest odtwarzalny.

Kwestia, ktoéra rowniez pozostaje otwarta to indukowanie degradacji. Udowodniono
ponad wszelkg watpliwo$¢, Ze na skutek dzialania opracowanych zwiagzkéw indukowana jest
internalizacja celu molekularnego. Z punktu widzenia mechanizmu immunoterapii jest to
rzecz najistotniejsza, poniewaz powinna wystarczy¢ do uzyskania pozadanego efektu

fizjologicznego, co wstepnie potwierdza wynik uzyskany w tedcie z komoérkami PBMC.



Niemniej jednak, dla kompletnego opisu technologii w dalszych pracach wartym
sprawdzenia byloby czy cel molekularny jest faktycznie degradowany.

Aspektem, ktéory wymaga dalszych badan pozostaje takze los kompleksu i celu
molekularnego wewnatrz komorki. Cata dostepna literatura (szeroko oméwiona w rozdziale
5.5.2) wskazuje jednoznacznie, ze bialka takie jak reporterowe mCherry akumulowane sg
lizosomach (mCherry charakteryzuje sie bowiem opornoscia na degradacje w lizosomie,
ponadto w kwasnym pH nie traci zdolnoSci emisji fluorescencji), co determinowane jest
przez barwienie struktur kwasnych innym fluoroforem niz wykorzystywany przez biatko
reporterowe i obserwacje pod mikroskopem fluorescencyjnym. Niemniej jednak, bardziej
precyzyjna metoda wizualizacji kolokalizacji byloby specyficzne barwienie markeréw
lizosomow, takich jak np. LAMP-1 i LAMP-2 (ang. Lysosomal-Associated Membrane Protein)
(Barral i in., 2022). Inng metodg okre$lenia mechanizmu degradacji jest traktowanie komorek
zwigzkami indukujacymi degradacje w obecno$ci inhibitorow degradacji lizosomalnej
(bafilomycyna A, chlorek amonu, pepstatyna A), proteasomalnej (MG123) i autofagosomalne;j
(3-metyloadenina) (Wang i in., 2022) (Jii in., 2022) (Wu i in., 2023) oraz pdZniejsze oznaczanie
poziomow celu molekularnego w poréwnaniu do kontroli.

Opracowane w ramach projektu konstrukty pozwalaja na szybkie uzyskanie czasteczek
degradujacych wybrany cel molekularny pod warunkiem znajomos$ci sekwencji przeciwciata
wigzacego ten cel. Opublikowane do tej pory wyniki pokazujg wstepnie, Ze istnieje pewne
pole do optymalizacji intensywno$ci indukowanej degradacji poprzez manipulowanie
miejscem wigzania. W przypadku bialek transmembranowych - im blizsze blony
komorkowej, tym wieksza intensywno$¢ degradacji (Pance i in., 2023). Jak pokazaty uzyskane
wyniki réwnieZz powinowactwo do receptora kierujagcego do lizosomu odgrywa role w
intensywno$ci indukowanej degradacji. Do sprawdzenia pozostaje kwestia w jaki sposéb
powinowactwo do celu molekularnego wplywac¢ bedzie na ten sam parametr.

Innym elementem, na ktory zwraca sie uwage przy projektowaniu czasteczki jest
polaczenie domen warunkujacych powinowactwo do receptora i celu molekularnego.
Wskazuje sie na konieczno$¢ optymalnej geometrii wigzania, stad tacznik nie moze by¢ ani
zbyt dtug, ani zbyt krotki, musi wykazywa¢ optymalna elastyczno$¢ (Miao i in., 2021) (Pance
i in., 2023). Jednocze$nie racjonalnie zaprojektowana czasteczka musi uwzglednia¢
mechanizm internalizacji wykorzystywany przez wybrany receptor (Huang i in., 2023).

Niemniej jednak wiecej $wiatla na kwestie zwigzane z intensywnoscig degradacji beda
mogly rzuci¢ jedynie wyniki uzyskane w badaniach preklinicznych i klinicznych. MozZna
spekulowac, ze w czesci przypadkéw niepozadana bedzie mozliwie najwyzsza intensywno$¢

degradacji, a jedynie optymalna, ktéra niezbedna bedzie do osiggniecia zaktadanego efektu,



szczegoOlnie przy celowaniu w biatka wystepujace ogélnoustrojowo. Z drugiej strony,
zmienng ktora mozna tatwo manipulowa¢ na poéznych etapach rozwoju czasteczki jest
podawana pacjentowi dawka preparatu, co jednak sugerowaloby pozadang jak
najintensywniejszg degradacje przypadajaca na jedng czasteczke. Umozliwitoby to bowiem
podawanie mniejszych ilo§ci produktu, a co za tym idzie - obniZenie ceny dla odbiorcy
koncowego (ktora w przypadku biofarmaceutykow i tak jest znaczgca) oraz potencjalnie
lagodniejsze dziatania niepozadane zwigzane z ukladem odporno$ciowym.

Opracowany konstrukt warunkujagc wigzanie do IGF2R moze by¢ wykorzystany jako
podstawa do podejécia platformowego przy projektowaniu kolejnych czasteczek.
Przeciwcialo asymetryczne, monowalentne wobec kazdego z celow (C5M1A) kazdorazowo
wykazywalo wyzsza skuteczno$¢ internalizacji (a takze lizy komoérek nowotworowych w
teScie z wykorzystaniem PBMC) niz chimeryczny konstrukt oparty o analogiczny scFv
polaczony z peptydem bazujacym na IGF2 (C5MI1B). Niewiele podobnych danych jest
dostepnych jak do tej pory w literaturze, jednak te ktore sie ukazatly, potwierdzaja wyzszo$¢é
przeciwcial w formacie asymetrycznym monowalentnym, réwniez nad konstruktami
symetrycznymi, biwalentnymi wobec kazdego z celow (Pance i in., 2023). Chociaz w tym
przypadku réwniez mozliwe jest dalsze zoptymalizowanie czgsteczki - fuzja domeny
warunkujacej powinowactwo do receptora kierujacego do lizosomu w innym miejscu niz na
C-koncu fancucha ciezkiego umozliwitaby inng geometri¢ wigzania, co potencjalnie mogtoby
dawac diametralnie rozne efekty. W rezultacie, przy planowaniu kazdej kolejnej czasteczki,
ramie warunkujace powinowactwo do IGF2R moze by¢ wykorzystywane tak jak jest, bez
koniecznosci jakichkolwiek dalszych modyfikacji, cho¢ na podstawie uzyskanych danych
mozna sie pokusi¢ o dalsze modelowanie i optymalizacje, celem uzyskania czasteczki, ktora
bedzie silniej wigzala receptor.

Jak zostalo zaznaczone we wstepie, najwiekszym zainteresowaniem przy pracach nad
technologia LYTAC zdaje sie cieszy¢ $ciezka IGF2R. Wigzanie do tegoz receptora przy
jednoczesnym braku wigzania do IGFIR to osiggnigcie rozwiazujace jeden z problemow. W
dalszych pracach konieczne bedzie takze doglebne przyjrzenie sie wpltywowi na catkowity
metabolizm IGF2. Jak zostalo okreslone, czynnikiem limitujagcym tempo degradacji jest
recyrkulacja receptora na powierzchnie komérki (Banik i in., 2020). Swiadczy to o tym, ze
cala dostgpna populacja receptora jest zaangazowana w ukierunkowang degradacje. W tym
samym czasie problematyczna moze si¢ okaza¢ kwestia naturalnej funkcji receptora -
regulacji poziomu wolnego IGF2. IGF2 jest bowiem zdolny do wigzania i stymulacji IGFIR.
Mimo, ze powinowactwo to jest dalece nizsze niz w przypadku IGFl, nadal moze to

powodowaé opisany juz wcze$niej problem nadmiernej stymulacji tego receptora.



Podwyzszone stezenia wolnego IGF2 s3 bowiem powigzane ze wzrostem nowotworéw
(Toretsky & Helman, 1996) (Hassan & Howell, 2000). Hipotetycznie stwarza to sytuacje, w
ktorej bardziej pozadane bytyby czasteczki kierujace do degradacji niezaleznie od obecnosci
receptoréw, jednak tak jak wcze$niej, do jednoznacznego wyznaczenia takiego trendu
prawdopodobnie konieczne beda wyniki z badan przedklinicznych i klinicznych.

Celem uzyskania jak najbardziej korzystnego profilu farmakokinetycznego, nalezatoby
takze okresli¢ jakie sg dalsze losy czgsteczek LYTAC, po dostarczeniu celu molekularnego do
lizosomu. Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze caty kompleks jest kierowany do degradacji,
co odpowiadatoby za stechiometri¢ 1:1 - na jedna podang czgsteczke przypadataby jedna
zdegradowana czasteczka celu molekularnego. Celem poprawy tego stanu rzeczy, do
konstrukcji kolejnych czasteczek mozna by wykorzysta¢ przeciwciata zalezne od pH, aby
analogicznie do IGF2R, oddysocjowywaty od swojego celu w niskim pH (Klaus & Deshmukh,
2021). Do eksperymentalnego okreSlenia pozostaje, czy zastosowanie takiego zabiegu
pozwoli na recyrkulacje LYTAC na zewnatrz komorki, cho¢ w przypadku przeciwciat zjawisko
takie moze zachodzi¢ poprzez receptory FcRn (Vincent & Zurini, 2012).

Przy projektowaniu potencjalnych terapii nalezy mie¢ takze na uwadze, czy wybrany cel
molekularny wystepuje w formie transblonowej, rozpuszczalnej, czy - jak w przypadku
chociazby PD-L1 - w obu. Zaprojektowane w ramach niniejszego projektu czasteczki LYTAC
umozliwiajg internalizacje obu rodzajow celow, jednak pojawiaja sie dane wskazujace, ze
intensywno$¢ internalizacji celow rozpuszczalnych nie jest powigzana z poziomami
degradacji celéw transbtonowych, a co za tym idzie - najprawdopodobniej za oba procesy
odpowiedzialne sg inne biatka regulatorowe (Ahniin., 2023). Przy jednoznacznym okresleniu
jakie to biatka, mozna by wykorzystac je jako markery, przewidujace skutecznos¢ degradaciji
celéw molekularnych.

Podsumowujac, opracowane zwigzki LYTAC umozliwiaja skuteczng internalizacje
rozpuszczalnego i transbtonowego PD-LI1, a takze daja mozliwo$¢ latwego rozszerzenia
technologii na inne cele molekularne. Wykorzystywany do kierowania do lizosomu receptor
IGF2R wystepuje w szerokim panelu tkanek, co zapewnia uniwersalno$¢ mechanizmu.
Jednocze$nie opracowane zwiazki nie wykazujg powinowactwa do IGFIR, co jest istotnym
wyrédznikiem w$rdd innych opisanych w literaturze molekut. Przeprowadzone badania miaty
na celu weryfikacje koncepcji, co zostato w pelni osiggnigte. Technologia LYTAC nadal jest
rzeczg stosunkowo nowg i wymaga dalszych badan przed wdrozeniem. Na obecnym etapie
w szczeg6lnoSci istotne wydaja sie¢ by¢ badania przedkliniczne, celem okre$lenia
toksycznosci, skutecznosci i wptywu ogoélnoustrojowego w modelach in vivo. PomyS$lne

wyniki otworzytyby droge do badan klinicznych z udziatem ludzi, a kolejno - przy odrobinie



szcze$cia - komercjalizacje i w rezultacie pomoc pacjentom z ciezkimi chorobami, co jest

gléwnym zamystem od samego poczatku realizowania projektu.



10. WNIOSKI

1.

Wyprodukowane czgsteczki LYTAC s3 zdolne do indukowania ukierunkowanej

internalizacji wybranego celu molekularnego.
Intensywno$¢ indukowanej internalizacji zalezy od czasu inkubacji.

Intensywno$¢ indukowanej internalizacji zalezy od stezenia czgsteczki LYTAC w

roztworze.

Chimeryczne, asymetryczne przeciwcialo w formacie IgG4-KIH (C5M1A) wykazuje
wyzsza zdolno$¢ indukcji internalizacji niz mniejszy, chimeryczny konstrukt scFv-M1

(CSMIB).

W tes$cie cytotoksycznosci z PBMC czgsteczka asymetryczna C5MIA indukuje znaczaco
wyzszg lize komorek nowotworowych niz dopuszczone do stosowania u ludzi

przeciwciata monoklonalne, skierowane na ten sam cel molekularny.

Wyniki wstepnych badan sugeruja zalezno$¢ intensywno$ci internalizacji od

powinowactwa danej czasteczki do receptora IGF2.

Dla pelniejszego opisu technologii w dalszych pracach wartym sprawdzenia byloby czy

cel molekularny poza internalizacjg ulega rowniez degradacji.

Przeprowadzone badania dajg silne podstawy do dalszego rozwoju technologii
ukierunkowanej degradacji, co w przyszlosci moze skutkowa¢ opracowaniem

nowatorskich terapii wykorzystujacych ten mechanizm, m.in. na choroby nowotworowe.
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