Odkrycie matoczasteczkowych inhibitorow interfejsu punktu kontrolnego LAG-3/FGL1

Abstrakt: Receptory hamujace na komdrkach uktadu odpornosciowego sg kluczowymi regulatorami
ucieczki immunologicznej w raku.

CTLA-4, LAG-3 i PD-1 to jedne z najwazniejszych poznanych receptordéw, ktére regulujg homeostaze,
aktywacje i réznicowanie

limfocytéw T. Hamowanie interakcji zwigzanych z LAG-3 pozwala limfocytom T odzyska¢ zdolnosé
cytotoksyczng i zmniejszyc¢ funkcje

regulujgcych limfocyty T, co wzmacnia efekt niszczenia guzow. Pomimo sukcesu przeciwciat
blokujgcych LAG-3 w badaniach

przedklinicznych i klinicznych dla wielu typdw raka, obecnie nie istniejg mate czgsteczki, ktére
hamowatyby interakcje zalezne od LAG3.

Problem badawczy: Mimo klinicznego sukcesu terapii blokujgcych punkty kontrolne uktadu
immunologicznego, wielu pacjentéw z

rakiem nie reaguje na leczenie ze wzgledu na opornos¢. Wykorzystanie alternatywnych punktow
kontrolnych uktadu

immunologicznego, takich jak LAG-3, w terapiach skojarzonych moze zapobiec ucieczce nowotworu
przed uktadem odpornosciowym.

LAG-3, wyrazane na roznych komérkach uktadu immunologicznego, oddziatuje z kompleksem MHCII
oraz FGL1, hamujac aktywacje

limfocytéw T. Trwajg badania kliniczne nad terapiami opartymi na LAG-3, ktére wykazujg obiecujgce
rezultaty w potaczeniu z

leczeniem przeciwciatami anty-PD-1. Jednakze nie odnotowano w literaturze silnych inhibitoréw
matoczgsteczkowych biatka LAG-3, co

ze wzgledu na ich zalety w poréwnaniu z przeciwciatami monoklonalnymi (tanie w produkcji,
potencjalnie podawanie doustne zamiast

dozylnego, ze wzgledu na maty rozmiar lepiej penetruja lite guzy), ma potencjat klinicznej translacji
jako skuteczne immunoterapie dla

wielu guzow litych, zwtaszcza w potaczeniu z inhibitorami anty-PD-L1.

Cele projektu: Celem projektu jest zidentyfikowanie potencjalnych inhibitoréw matoczgsteczkowych
wigzania LAG-3/FGL-1 z

dostepnych bibliotek komercyjnych, ktéry wykorzystany zostanie jako dane wstepne dla wniosku o
grant Sonata NCN w celu dalszej

optymalizacji. Zastosowane zostang in-silico skrining (bioinformatyka) do wychwycenia , hitéw” z
dostepnych bibliotek, badania

wigzania (HTRF) (biochemia) w celu potwierdzenia ich wigzania, krystalizacja (biofizyka) do okreslenia
mechanizmu dziatania oraz

testy oparte na komérkach (biologia) do oceny aktywnosci biologicznej (Rysunek).



Koncepcja badawcza: Wykorzystujac doswiadczenie aplikanta w projektowaniu lekéw na PD-L1 ( J.
Med. Chem. 2020, 63, 19, 11271-

11285, ostatni autor korespondencyjny) oraz dostepne dane krystalograficzne struktury kompleksu
LAG-3 z przeciwciatem anty-LAG3, zostang wygenerowane farmakofory (opisy cech molekularnych)
umozliwiajgce przesiew miliondw potencjalnych ,scaffoldéw”chemicznych z baz zwigzkéw takich jak
ZINC. Wybrane zwigzki i ich bliskie pochodne zostang pozyskane od dostawcow komercyjnych

(ich synteza bytaby zbyt droga i czasochtonna). Ich potencjat w blokowaniu kompleksu LAG-3/FGL-1
zostanie przetestowany za

pomocg dostepnego komercyjnie zestawu opartego na medodzie HTRF (aplikant stosuje tg metode
regularnie w projektach PD-L1 z

wykorzystaniem Tecan Spark), a najskuteczniejsze zwigzki zostang wykrystalizowane z biatkiem LAG-3.
Biatko LAG-3 zostanie

wyprodukowane w systemach owadzich wg protokotu (Nat Immunol. 2022, 23: 1031-1041)
wykorzystujgc platforme ekspresji Bac-toBac™ Baculovirus Expression System, ktdérg aplikant
zaadaptowat do projektu Opus 22, w ktérym jest obecnie zatrudniony.

Krystalizacja oraz czas synchrotronowy jest dostepny przez Laboratorium Biologii Strukturalnej, UJ,
jako ustuga wewnetrzna. Aplikant

ma doswiadczenie w krystalizowaniu i rozwigzywaniu struktur biatko/ligand. Testy komérkowe
zostang wykonane we wspdtpracy z dr.

tukaszem Skalniakiem, kierownikiem laboratorium aplikanta, ktéry ma doswiadczenie w testach
opartych na komadrkach, w tym na

zestawie Promega do PD-1/PD-L1.



