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2. Resumen

Evaluacion biotecnoldgica de péptidos ciclicos heteroquirales como
inhibidores de la interaccion PD1/PD-L1

2. Resumen

La proteina de muerte celular programada 1 (PD-1) es un receptor que se encuentra en la
membrana citoplasmatica de las células del sistema inmune (Sl). Las células interaccionan con
PD-1 mediante su ligando natural, PD-L1. Con esta interaccidn el sistema inmune reconoce las
células sanas e inhibe su actuacién contra ella, si no se produce esta interaccién,
desencadenara la respuesta para eliminarla. En algunos tipos de cancer, se ha detectado el
incremento de la expresién de PD-L1 simulando a una célula sana, como mecanismo de
adaptacion del cdncer para escapar de la respuesta inmune. Este trabajo se centra en evaluar
péptidos que puedan bloquear dicha interaccién. De esta forma, se evitaria que las células
cancerigenas sean percibidas como células sanas y, por tanto, el sistema inmune pueda atacar
la proliferacién tumoral. Los péptidos anti-PD-1 han sido evaluados por tres técnicas biofisicas
diferentes: Termoforesis a Microescala (MST), Calorimetria de Titulacién Isotérmica (ITC) y
Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Entre todos los péptidos testados, destacaron PD-i3,
PD-i5 y PD-i6, que presentaron valores de afinidad del orden del ligando natural y, por tanto,
pueden competir por inhibir la interaccién endégena. También se comprobd por RMN la zona
de interaccién con dichos péptidos sobre la superficie de PD-1. Por tanto, estos péptidos son
candidatos prometedores para conseguir interferir en la interaccion PD-1/PD-L1 vy, con esto,
lograr que el sistema inmune pueda atacar al cancer.
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3. Introduccioén

3.1 PD-1 y sus interacciones

La proteina de muerte celular programada 1 o PD-1 es un receptor expresado por las células T,
células B y monocitos, es decir, la familia de células CD28. PD-1 es una glicoproteina
monomeérica situada en la superficie celular, con estructura similar a las inmunoglobulinas, y su
funcién consiste en modular la respuesta inmune [1]. Esta accidn la lleva a cabo después de su
interaccion con la proteinas PD-L1 (CD274 o B7-H1) o PD-L2 (CD273 o B7-DC), sus dos
principales ligandos naturales. PD-L1 se expresa constitutivamente tanto en células
hematopoyéticas como no hematopoyéticas, mientras que la de PD-L2 se expresa
principalmente en células dendriticas, macréfagos y mastocitos. Por lo que respecta a su
expresion, la de PD-L2 es mds generalizada, a pesar de esto, como veremos posteriormente,
PD-L1 es la mas estudiada y mas usada terapéuticamente [2].

A través de ensayos de afinidad se evaluaron las interacciones de ambos ligandos con PD-1
usando resonancia de plasmdn superficial. Se observé que la afinidad de PD-L1 por PD-1 fue
unas 3-4 veces inferior a la de PD-L2, esto es debido a que la tasa de disociacion es tres veces
inferior para la unién con PD-L2 respecto a la producida con PD-L1. Aun asi, los valores de las
afinidades en las interacciones de ambos ligandos con PD-1 estuvieron por debajo de los
valores esperados. A través de calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) se pudo determinar
que la unién PD-1/PD-L1 se favorece desde el punto de vista entropico, mientras que la que se
realiza con PD-L2 tiene una gran componente de entalpia. Esto permitié demostrar que esta
interaccion puede estar constituida por interacciones débiles, a pesar de regir importantes
funciones [3].

Como el resto de la familia a la que pertenece este receptor, CD28/CTLA-4, se vio que PD-1
interacciona de manera ortogonal a través de sus hojas GFCCXCX con otros dominios como se
puede observar en la figura 1. En su caso en concreto, estas hojas son flexibles y se
caracterizan por carecer de la hebra C”’[4]. A través de diferentes ensayos con RMN se
observé que mediante la unidn de PD-1 con diferentes ligandos se producian alteraciones en el
centro de su estructura, estos ensayos permitieron conocer que esta unién se centraba en la
hojas GFCC’. También se pudo observar que sus dos ligandos ocupan de manera diferente los
mismos sitios de unién en PD-1 y por ser las estructuras de cada uno de estos ligandos de PD-1
diferentes. Aun teniendo esta informacidén aportada por sus estructuras cristalizadas, no se
comprende de una forma lo suficientemente clara la interaccién de PD1 con sus ligandos [3].

PD-1 PD-L1

Figura 1. Interficie de interaccion de PD-1 con PD-L1 donde se
puede observar la importancia de las hojas GFCC’ [4].
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La funcidn principal de la interaccién de PD1 con sus ligandos es contribuir a la homeostasis del
sistema inmune (SI). Cuando se produce la interaccion entre PD-1 y alguno de sus dos ligandos,
se produce una inhibicion de la respuesta inmune, tanto de su papel efector, es decir,
citotoxicidad y liberaciéon de citoquinas, como de su supervivencia y proliferacidon. Esta
inhibicion del sistema inmune a través de PD-1/PD-L1 es una de las bases de la tolerancia
central y periférica a las células sanas del organismo [5]. Debido a la importancia de este
sistema de control, los linfocitos pasan por varios procesos de seleccién para asegurar la
sensibilidad a PD-L1 y que esta no sea excesiva. De este modo, PD-L1 se expresa en la cortezay
médula timica (timocitos) y participa tanto en la seleccién positiva como negativa. Esto
también se realiza mediante las células dendriticas, que presentan PD-L1 y PD-L2, con lo que
producen una disminucién de la fase inicial de activaciéon y expansion de las células T
autorreactivas. Ademas, la via PD-1 también interviene en la limitacidon de las funciones de
reactivacién, expansién y papel efector de las células T [6].

El grado en que se produce la inhibicién del sistema inmune a través de PD-1 depende también
de la fuerza de estimulacion de los receptores de célula T (TCR), con mas efectos inhibitorios a
bajos niveles de interaccidon de los TCR. Al disminuir la interaccidon con el TCR, se evita la
expresion del factor de supervivencia Bcl-XL y los factores de transcripcion GATA-3, EOMES y T-
BET. Por otra parte, tras la activacién de PD-1, se produce un reclutamiento de proteinas
tirosina-fosfatasa que contienen el dominio SH2 (SHP-1 y SHP-2), que mediante la cola proteica
de PD-1 inhibe los eventos de sefializacion del TCR como la activacién de PI3K/Akt. Esto
aumenta el poder inhibitorio de la interaccion PD1/PD-L1 [7].

Por tanto, si se produce esta inhibicidn, la célula del sistema inmune que contiene los
receptores PD-1 reconocerd a la célula como propia y evitard eliminarla a través de
componentes citotdxicos o liberando citoquinas para que monocitos la destruyan. Es por esto,
que este receptor es uno de los medios por los que el sistema inmune reconoce y se defiende
de células externas y evita la autoinmunidad que se provocaria al no reconocer las células
corporales como propias.

3.2 PD-1: Papel en el cancer

El cancer es una de las enfermedades que mayor mortalidad y morbilidad ha producido en el
siglo XX y su incidencia continua aumentando a lo largo del siglo XXI. La situacién es tan
alarmante que una de cada cuatro personas tiene, o padecera cancer a lo largo de su vida
segln las ultimas estimaciones, llegando a padecerlo mas de 32 millones de personas en todo
el mundo [8]. La definicién mas extendida de tumor es la de crecimiento tisular excesivo que
se encuentra fuera de las leyes que rigen la divisién celular del resto del cuerpo. Durante el
desarrollo de esta enfermedad se produce una divisidn celular extremadamente rapida y, de
esta manera, las células cancerosas contindan creciendo a menos que se actué mediante los
siguientes métodos:

e Actuacion de las defensas del sistema inmune del propio cuerpo.
e Eliminacién quirdrgica de la masa cancerosa.
e Tratamientos contra el cdncer como quimioterapia o radioterapia.
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e Otro tipo de medicamentos especificos, como la terapia hormonal o
inmunoterapia [9].

En los tumores las células cancerigenas se dividen a una velocidad de divisién que no permite
que se lleguen a expresar todas las proteinas celulares de forma correcta en sus primeros
estadios. Esto permite que el sistema inmune detecte las células como extrafias ya que el PD-
L1 no se encuentra constituido correctamente. Debido a la expresién defectuosa de PD-L1, el
receptor PD-1 no interaccionard correctamente con él, lo que producira la muerte de la célula
tumoral. Como se representa en la figura 2, a medida que el tumor avanza se va adaptando y
recupera la expresion correcta de estos receptores, ademds de producir mecanismos de
inmunosupresion adicionales. En algunos casos, y con el paso del tiempo, incluso llega a
realizar una sobreexpresion de dichos ligandos.

Por tanto, cuando una células tumoral produce la expresion correcta de este ligando PD-L1,
consigue una ventaja reproductiva frente las demads. Esto le permitira evitar que las células T
actuen para eliminarla y se continuara con la proliferaciéon del tumor escapando de la vigilancia
inmune. De este modo, otra funcidn de la interaccion entre PD1 y sus ligandos, en este caso
negativa, es la produccién de la apoptosis de las células T antitumorales. Con esta se
contribuye a la diferenciacion de células T CD4+, aumentando la resistencia de células
tumorales al ataque de los linfocitos T citotoxicos (CTLs) [5].

Tumor cell
death

Tumor cell

PD-L1
PD-L1
a7 PD-1

Figura 2. Interaccion entre una célula tumoral y linfocito T antes y después
de la adaptacion de la célula tumoral y correcta expresion de PD-L1 [10].

En los ultimos afios se ha visto que PD-1 es uno de los mas potentes moduladores del sistema
inmune. Esto se demostré en ratones a los cuales se les silencio el gen PDL1, estos
desarrollaron problemas autoinmunes graves [11]. Posteriormente, este poder de inhibicion se
propuso como un punto de partida para conseguir un efecto terapéutico contra el cancer. Esta
vision parte de la idea de que si se consigue bloquear la unidén entre el receptor y su ligando en
las células tumorales, no se dard la cascada de sefiales inhibitorias. Con esto, también se
impedira que escapen del ataque mediado por las células inmunitarias, produciendo la muerte
de las células tumorales y, en el mejor de los casos, la cura de la enfermedad.
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3.3 Tratamientos contra el cancer actuando sobre PD-1

Los bloqueadores de los puntos de control inmunitario (ICBs) se consideraron una gran
revolucion en el tratamiento del cancer y han conllevado a un aumento en la investigacion
dirigida a la inmunoterapia tumoral.

Uno de los puntos donde se vio que era posible intervenir en este control inmunitario fue PD-
L1, viéndolo como un objetivo ideal por su expresidon extremadamente baja en tejidos
normales comparado con PD-L2 y su expresion inducible en el sitio del tumor. Como ya hemos
dicho, las células cancerigenas pueden comenzar rapidamente con la sintesis de PD-L1,
comprometiendo a las células Thl productoras de interferon y (IFN- y) o los linfocitos T
citotdxicos (CTL). Por tanto, se consideré PD-L1 como un objetivo para atacar estas células del
tumor "adaptativo" que puede regularse mediante los ICB. Uno de los puntos mds importantes
durante el disefio de los ICB contra PD-L1 es el mantenimiento de la autotolerancia debido a
gue PD-L1 es una proteina autéloga [11].

A través de determinados estudios [12] se vio que la eficacia del tratamiento de estos ICBs
depende también de la actividad del sistema inmune de cada individuo, y requiere la actuacion
de las células T antitumorales CD8+ en el mismo tumor. Sin embargo, una gran cantidad de los
canceres, alrededor del 70%, no estan infiltrados de manera considerable por las células T
CD8+. Por tanto, otro método para contribuir a frenar este cdncer pueden ser las vacunas
contra el cancer, induciendo respuestas de células T CD8+. Por lo tanto, los ICBs combinados
con las vacunas contra el cdncer son una opcidn razonable para mejorar los resultados clinicos
[13].

Una de las estrategias mds usadas para atacar los ICBs es la inmunoterapia, cuya vertiente
principal es el uso de los anticuerpos monoclonales. Estos, sin ninguna modificacion, cuentan
con la capacidad de actuar contra los tumores de la misma forma que lo hacen en el cuerpo
humano de manera natural. Los anticuerpos producen su efecto al unirse al antigeno objetivo,
aunque por si solos tienen poca actividad. Existen excepciones, como pueden ser aquellos
contra HER2, EGFR y CD20, los cuales si que tiene una gran actividad contra tumores que
expresan alguno de estos antigenos. Pero, aunque la actividad antitumoral de los anticuerpos
monoclonales que genera el propio cuerpo sea generalmente baja con respecto al ataque
contra el cancer, representan una buena arma debido a que su especificidad por el antigeno
objetivo los convierte en agentes terapéuticos muy utiles [14].

Los anticuerpos siempre han marcado la diferencia a la hora de elegir un método para llevar a
cabo una interaccidn, esto es debido a su capacidad de unirse de manera muy especifica y
eficiente a un determinado epitopo. Se han desarrollado estrategias inhibitorias con el
anticuerpo sdélo y también conjugado con diferentes moléculas efectoras que logran la muerte
celular después de la unién e internalizaciéon de los anticuerpos. Dichas moléculas efectoras
incluyen agentes citotdxicos, toxinas de proteinas bacterianas o vegetales (inmunotoxinas) y
agentes radiofarmacéuticos [15].

En el campo de la investigacidn de los ICB, el uso de estos anticuerpos contra la proteina de
muerte celular programada 1 (PD-1) o su ligando (PD-L1), han demostrado una buena eficacia
contra un amplio espectro de tumores malignos, como el cancer de pulmdn, carcinoma de
células renales, melanoma avanzado y enfermedad de Hodgkin [16]. Sin embargo, los
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resultados clinicos mostraron que la mayoria de los pacientes, entre el 70% y el 80%, son
resistentes o solo responden transitoriamente a los anticuerpos contra PD1/PDL1.

A partir de esta visién se han producido grandes avances en este campo como el estudio que
permitio la creacion de Ipilimulab, un anticuerpo (anti-CTLA4) contra melanomas metastasicos.
El Ipilimulab tenia como objetivo el Antigeno 4 del Linfocito T Citotéxicos (CTLA4), que es otro
punto de control del sistema inmune. La estimulacién de dicho receptor produce también una
inhibicion del sistema inmune, analogamente a PD-1. Este estudio fue de los primeros en los
que se usé una terapia de anticuerpos monoclonales (mAb) para paliar el cancer y que obtuvo
resultados muy prometedores. En este estudio, los resultados positivos fueron bajos,
alrededor del 11% pero aquellos que respondieron tuvieron unos efectos clinicos duraderos
[17]. Después de este punto de partida, se empezaron a hacer ensayos en diferentes puntos de
control del sistema inmune, de ahi la gran importancia de un mayor estudio sobre la
interaccion PD-1/PD-L1. Posteriormente, mediante la colaboracién de la empresa
Bristol Myers Squibb en combinacién con Nivolumab (mAb anti-PD-1) e Ipilimumab
produjeron la primera aproximacion para el tratamiento del melanoma metastasico a través
de una combinacidon de inmunoterapia que obtuvo unas tasas de respuesta altas [18]. La
mayoria de las aproximaciones actuales para inhibir estas interacciones tienen una visién
inmunoldgica, es decir, se realizan a través de anticuerpos contra aquello que se quiere inhibir.

A su vez también se publicaron varias estructuras de anticuerpos dirigidos al punto de control
PD-1/PD-L1. Un ejemplo de la misma es el pembrolizumab de la farmacéutica Merck, que es un
anticuerpo IgG4 dirigido a PD-1 capaz de actuar como su ligando [1]. No obstante, la estructura
de este anticuerpo no proporciond informacion sobre el mecanismo del reconocimiento con su
ligando, pero su estructura complejada con PD-1 proporciond la vision mds reciente de un
anticuerpo terapéutico contra este receptor. La interaccién involucra principalmente dos sitios
dentro de PD-1: el bucle COD (sitio 1) y las cadenas C, CO y F (sitio Il). Como se puede observar
en la figura 3, la superficie de unidn a PD-1 de PD-L1 se superpone con la superficie Il del sitio
de unidn al antigeno de pembrolizumab, lo que justifica la competencia del anticuerpo y PD-L1
por el sitio de unién en PD-1.

Figura 3. a) Superposicidn de la estructura de pembrolizumab (naranja, azul) y Fab de pembrolizumab (no se muestra) en complejo
con PD-1 humano (verde). b) Superposicion de PD-1/PD-L1 (verde y rojo, respectivamente) y los complejos PD-1/pembrolizumab
Fab (naranja y verde claro, respectivamente)[1].
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Este anticuerpo, por tanto, es capaz de reconocer las cadenas GFCC' de PD-1 ubicados en el
centro de las superficies de interaccién con PD-L1, lo que permite explica el procedimiento por
el cual se produce la interrupcion de la interaccion PD-1/PD-L1.

Este ha sido uno de los principales métodos de inmunoterapia contra el cancer, pero también
se observaron resultados prometedores con otras estrategias basadas en la terapia celular. En
este campo de investigacion, destacan la transferencia de linfocitos T o la extraccion de los
propios linfocitos T del paciente, modificaciéon de estos y posterior introduccidn en el cuerpo
del paciente, lo que se conoce como CAR-T. Se ha observado que estos mecanismos
combinados mejoran la tasa de respuesta contra el cancer, es mas, aquellas inmunoterapias
multiples que usan 3 o0 mas agente producen una mayor tasa de respuestas a la enfermedad,
por sinergia de las mismas [19]. Aunque se han conseguido grandes avances en el tratamiento
anticancerigeno mediante mecanismos inmunitarios gracias a los anticuerpos, es necesaria
mucha mas investigacidn acerca de farmacos o métodos innovadores y eficaces.

La eficacia de los anticuerpos para la terapia contra el cancer ha sido demostrada en gran
cantidad de estudios [1,18-19]. Al mismo tiempo, al estudiar posibles mejoras que se podrian
realizar para mejorar la eficiencia de accién de estas técnicas, se vio que el tamafio era uno de
los puntos clave en este desarrollo. Esto es debido a que el tamafio de estas moléculas (mAb)
dificultaba la penetracion a determinadas zonas corporales (como la barrera
hematoencefdlica) o incluso la introduccion de los mismos al interior del tumor, limitando su
efecto beneficioso en masas tumorales grandes [2]. Otro de los inconvenientes que tiene el
trabajo con anticuerpos como tratamiento, es que existe una dificultad de reproducibilidad a la
hora de producirlos. Esto se conoce como diferencias lote a lote, y nos impide asegurar que en
un mismo lote existe una uniformidad total entre los anticuerpos y, por tanto, una actuacion
contra el tumor idéntica. También el coste de produccion de los anticuerpos es mayor que el
de otras moléculas pequefias. A través de la realizacién de estudios estructurales, se observd
que el area de union de PD-1 es extensa, lo que permitia la oportunidad de que péptidos u
otros inhibidores constituidos por moléculas de pequefio tamafio pudieran imitar la
interaccion anticuerpo/PD-1. Sin embargo, la utilizacion de moléculas de pequefio tamafio
para inhibir esta interaccidn es una de las visiones menos estudiadas

Los péptidos, al igual que los anticuerpos, constituyen uno de los mecanismos biotecnolégicos
mas eficientes y usados en la modulacién de interacciones proteina-proteina. Tienen grandes
superficies de contacto y, aunque son quimicamente diversos, son susceptibles a sintesis
quimica, lo que nos puede llevar a generarlos con un coste menor y conseguir una mayor
homogeneidad y reproducibilidad que los con los mAb. Los péptidos también presentan
ventajas a la hora de la distribucién ya que preservan mejor sus propiedades. Una de sus
desventajas es que los péptidos de origen natural tienen una degradacién rdpida in vivo, se ha
visto que esto puede ser paliado a través de la utilizacién de péptidos ciclicos, ya que de esta
manera, se aumenta su rigidez estructural, estabilidad bioldgica y farmacocinética [20].

El estudio de péptidos ciclicos para el bloqueo de puntos de control del SI ha sufrido un pobre
desarrollo debido a la dificultad para determinar la estructura compleja de las moléculas que
interviene en esta interaccién. Recientemente se han ido completando estas estructuras para
el caso del complejo PD-1/PD-L1 humano, lo que ha llevado a un aumento sustancial en estas
investigaciones. Actualmente el estudio de moléculas de bajo tamafio que puedan inhibir esta
interaccion a través de la unié a PD-1 es uno de los puntos clave de la investigacidn inmunitaria
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contra el cancer, ya que de esta manera se evitaria la inhibicion de la células inmunitarias por
parte de las células tumorales [1].

El método mas utilizado para la realizacion de estos péptidos se basa principalmente en la
conocida como teoria de los puntos criticos. Esta técnica necesita una biblioteca de
fragmentos peptidicos que se usan como punto de partida, a los que se afiaden residuos clave
que interaccionaran con la proteina, denominados de anclaje. A partir de la aplicacién de estos
recursos se podran disear ligandos que se unan a casi cualquier interaccién proteina-proteina
(IPP). Con esta técnica se comenzd el disefio de péptidos dirigidos a PD-1, lo que sirvié de
punto de partida para una mayor optimizacién de la unién a este receptor. Con esta idea se
han obtenido varios péptidos y pequefios compuestos orgdnicos dirigidos a PD-1. Sin embargo,
hay pocos moduladores de bajo peso molecular dirigidos a PD-1 que tengan un informe
prometedor [2].

3.4 Disefio de péptidos para la interaccién con PD-1

A partir del conocimiento que ya existia en la materia de la creacién de nuevos péptidos para
la inhibicién de la interaccién PD-1/PD-L1, el grupo Design, Synthesis and Structure of Peptides
and Proteins del IRB a la cabeza del profesor Ernest Giralt y el doctor Salvador Guardiola
continuaron en la investigacién y desarrollo de nuevos péptidos. Su principal objetivo fue
encontrar un péptido que tuvieran una afinidad considerable por PD-1, con el fin de evitar esta
interaccion y contribuir a la investigacion contra el cancer.

Para la realizacion de péptidos contra PD-1 se utilizaron herramientas de modelado proteico,
las cuales han sufrido grandes avances en los ultimos anos. El disefio de estos péptidos ciclicos
se centra en la prediccidn de las estructuras lineales naturales formadas exclusivamente por
aminoacidos levogiros (L). Sin embargo, estos métodos son poco eficaces para el disefio de
péptidos que cuentan con una mayor complejidad estructural [21]. También es necesario tener
en cuenta que muchos de los péptidos ciclicos destinados a actuar como inhibidores se
disefan a partir de estructuras secundarias bien definidas. Un ejemplo de ello son los dedos de
zinc, que presentan determinados motivos proteicos cuya interaccién es conocida [22].

El problema es que la mayor parte de estas IPP contienen epitopos no lineales, en los que seria
necesaria una mayor flexibilidad estructural en sus complejos para su disefio. Por este motivo,
la creacidn de péptidos ciclicos de novo fue un reto altamente exigente, ya que se tuvieron que
tener en cuenta dos factores que no se pueden pasar por alto y que se han de realizar de
forma simultdnea. Primero, es necesaria una visién de la geometria de la parte principal del
péptido asi como de su parte efectora, que cuente con una energia minima y que permita la
estabilidad del péptido generado [23]. Del mismo modo, es necesario disefiar las cadenas
laterales para incrementar la complementariedad quimica y estructural con la proteina diana

Uno de los mecanismos que se ha venido usando en gran cantidad de ensayos para el diseiio
de proteinas funcionales se basa en el programa de modelizacién Rosetta [24]. Para el disefio
de los péptidos evaluados en este proyecto se usé este modelo, generando péptidos
macrociclicos dirigidos a PD-1 que eviten la unién de PD-L1 o PD-L2.
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Como ya se ha comentado anteriormente, la unidn producida entre el receptor PD-1 y sus
ligandos, PD-L1 y PD-L2, se lleva a cabo mediante la superficie plana de una gran hoja B, de
1.970 A% También se conoce que a través de esta interaccidn del receptor con su ligando se
reorganiza la region flexible de la lamina B, denominada GFCC' de PD-1. A consecuencia del
movimiento producido por la unidn, se abre una bolsa hidrofébica transitoria que hace que la
cadena lateral aromatica de Y123 se asiente y haga posible las interacciones necesarias con
residuos adyacentes [1]. El Y123 se encuentra muy conservado en todas las secuencias
conocidas de PD-L1 y PD-L2, lo que ha hecho que sea considerado por medio de varios
estudios y algoritmos de prediccién como uno de los puntos de interaccion principal [25].
Basandose en esto se establecié Y123 como un punto de unién a partir del cual construir el
péptido ciclico.

Para llevar a cabo la construccién, primero, a partir de Y123 como residuo principal se produjo
una cadena ciclica de poli-glicinas, ya que se ha visto que esta adicion es adecuada para la
construccién de péptidos heteroquirales. Estos residuos son los Unicos que se pueden ver a
ambos lados del diagrama de Ramachandran, lo que nos indica que son regiones
energéticamente permitidas [26].

Posteriormente se le realizé un muestreo genKIC, que permitio calcular una gran cantidad de
conformaciones de columna vertebral las cuales son posibles mecanicamente en presencia de
la proteina objetivo [27]. A partir de las estructuras resultantes, se eliminaron aquellas que no
podrian dar una buena interaccion. De este modo, aquellas estructuras que contaban con una
alta energia se descartaron, debido a que si esta es mayor que 0 podrian producir
interacciones estéricas con la PD-1. A su vez, aquellas que en su esqueleto principal contaban
con pocos puentes de hidrogeno tampoco se tuvieron en cuenta, ya que estos contribuyen a
su estabilidad.

Seguidamente se realizé el ensayo Monte Carlo, que permitid introducir, minimizar vy
seleccionar las cadenas laterales que tengan menor energia para todos aquellos residuos
diferentes de Y123. Uno de los fallos que puede tener este sistema, es que la glicina y la
alanina pueden salir muchas veces favorecidos y verse muy repetido en la secuencia al ser muy
flexibles. Por tanto, esto se evitd a través de una penalizacidn, para asi obtener mas variedad
guimica. Del mismo modo se propicid la presencia de prolinas para obtener mas flexibilidad en
la estructura final.

Posteriormente, los péptidos obtenidos se clasificaron basdandose en su afinidad vy
plegamiento, para asi seleccionar los que presenten una mayor probabilidad de interaccionar
con PD-1. Las variables analizadas fueron: la energia libre de unién, el area accesible al
disolvente enterrada en la interfaz, la complementariedad de forma y el niumero total de
enlaces de hidrégeno intermoleculares e intramoleculares. Los 20 mejores clasificados para
estos criterios se inspeccionaron visualmente y se analizaron mediante célculos que permitian
conocer su organizacidon estructural. De entre estos 20, fueron pocos los que seguian
presentando una baja energia, lo que hizo que solo 2 candidatos cumplieran con los requisitos
para seguir con las adelante, PD-i1 y PD-i2.

Durante el proceso de disefio de péptidos, se observd que no se podia obtener la posicion
exacta del residuo Y123, clave en la interaccion con PD-1, pero si que se consiguidé en
posiciones mas usuales de este rotdmero. Usando el residuo Y123 en las posiciones posibles y
aplicando el protocolo anterior, se obtuvieron los péptidos heteroquirales PD-i3 y PD-i4.
Finalmente, la tercera aproximacién que se llevd a cabo fue a través de la superficie de PD-1,
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la cual cuenta con una gran flexibilidad si no se encuentra unida al ligando, por tanto, se
investigd esta PD-1 humana no unida [1]. Se usd un algoritmo FTMap27, que permite
encontrar sitios de unién en la proteina objetivo, y se hallé que seguia siendo el bucle GFCC” el
que tenia una mayor relevancia en términos de sus interacciones [28]. Se pensé que esta
superficie grande puede albergar uniones con determinadas cadenas laterales aromaticas
grandes de residuos como la del triptéfano. A consecuencia, se uso el triptéfano como base y a
partir de este se introdujeron péptidos ciclicos que interaccionen con PD-1, de esta manera se
disefiaron PD-i5 y PD-i6. Este procedimiento se puede ver ejemplificado paso a paso en la
figura 4.

A / Trp

Figura 4. Disefio de peptidicos macrociclicos dirigidos a PD-1. A) Protocolo de disefio
esquematico para PD-i3 (arriba) y PD-i6 (abajo). (Articulo aun no publicado).

Una vez se completo el disefio de los péptidos y se consiguieron estos 6 candidatos, se pasé a
la sintesis de los mismos. Para ello se alargaron las cadenas proteicas a través de una resina de
poliestireno modificado con enlace Wang, en lo que se llama anclaje del acido carboxilico de
cadena lateral Asp [29]. A través de esta resina se pudo realizar la ciclacion, la desproteccién y
la escision del péptido de forma simultanea.

De esta manera, el grupo Design, Synthesis and Structure of Peptides and Proteins del IRB
disefid y sintetizd los 6 péptidos candidatos a ser el inhibidor de la interaccién PD-1/PD-L1.
Posteriormente fue el momento de empezar los ensayos para evaluar y analizar la capacidad
de cada uno de estos de unirse a PD-1.

3.5 Mecanismos para la evaluacion de la interaccidn péptidos/PD-1

Para llevar a cabo la evaluacién de la interaccion PD-1/PD-L1 se deben usar un conjunto de
técnicas biofisicas que permitan establecer de una manera clara y reproducible la existencia de
interaccion, asi como su constante de disociacion (Kp). Esta constante es el valor mas usado
para establecer la propensién o afinidad de unidn de un ligando por una proteina en concreto,
es decir, su facilidad para unirse a él [30]. Existen una gran cantidad de métodos y técnicas
para evaluar la interaccion entre dos proteinas. A partir de las posibilidades y recursos mas
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eficaces y viables, los métodos elegidos para comprobar las afinidades mediante el estudio de
la Kp y estudiar en profundidad esta interaccién fueron: Termoforesis a Microescala (MST),
Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

3.5.1 Termoforesis a Microescala (MST)

La MST es una técnica novedosa para el andlisis biofisico de las interacciones entre
biomoléculas que trata de determinar la afinidad entre estas. Este método consiste en medir la
variacién de movimiento relativo de las moléculas dentro de un gradiente de temperatura
creado por un laser. La fuerza de la interaccidn entre una muestra marcada con fluorescencia y
un ligando, se mide mediante la deteccidon de cambios en la intensidad de fluorescencia dentro
del capilar donde se produce el ensayo. Estos cambios en la fluorescencia se dan mientras se
aplica un gradiente microscopico de temperatura mediante un laser, fenédmeno conocido
como termoforesis. A través de este procedimiento, se puede diferenciar cambios en la
conformacién, carga o masa de la proteina marcada, antes y después de interaccionar [31].
Finalmente, gracias a la representacién del cambio de termoforesis frente a la concentracion,
se puede conocer si existe o no afinidad y la K de esta unidn. Para calcularla se lleva a cabo un
analisis de la migracion de la seial fluorescente, que se conoce como T-Jump, y se muestra en
la figura 5b. Este permite calcular la Kp a través de la aplicacién la férmula 1 [32].
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Figura 5. a)Descripcion esquematica de la migracion de las particulas tras la aplicacion
del gradiente térmico producido por un lasery b) ejemplo del espectro resultado [33].
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A través de este método, se establecieron las primeras descripciones de la medida de afinidad
del complejo formado por PD-1 y su ligando PD-L1 en el escenario tumoral. Este método nos
permite, a partir de un protocolo sencillo y usando una pequeiia cantidad de muestra,
disponer de un gran abanico de aplicaciones potenciales con las que investigar las
interacciones proteicas y obtener resultados sensibles [32].

Aplicado a nuestro caso, a través de la termoforesis a microescala, se pretende validar la
interaccion entre los péptidos y la proteina PD-1, ya que esta nos permite realizar una
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representacién fiel de las condiciones fisiolégicas en las que se produciria dicha unidn.
Ademas, esta técnica permitird obtener la K, de forma precisa y reproducible.

3.5.2 Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC)

La ITC es una técnica biofisica que se utiliza para la medida de la formacidn de complejos
moleculares. Esta esta siendo ampliamente utilizada para cuantificar la afinidad de unién en el
desarrollo de fdrmacos durante el proceso de optimizacién y validacion de candidatos. Se basa
en que toda interaccion entre dos moléculas genera o absorbe calor al formarse o romperse
los enlaces de dichas moléculas, dependiendo de la naturaleza termodindmica de la
interaccion. Este cambio de calor se mide en la calorimetria de valoracién isotérmica (ITC)
mediante la valoracién de un ligando de interaccidn, presente en una jeringa, con la otra
molécula de interaccidon, presente en una celda la de reaccién [34]. A partir de los pulsos de
calor brutos generados al producirse la interaccion se derivan isotermas de unidén, que
proporcionan informacidon completa de la afinidad, estequiometria y termodindmica de las
interacciones moleculares mediante la aplicacidon de determinadas ecuaciones [35].

La ITC indica medidas muy precisas de las interacciones moleculares, ademas este tiene la
ventaja de que no es necesario el marcaje de las moléculas que intervienen para realizar la
medida termodinamica. El método ITC se puede aplicar a una gran cantidad de sistemas y ha
sido muy usado especialmente el campo farmacéutico o alimentario [34]. De este modo
mediante la curva la transferencia de calor se conocera si hay o no interaccidn y su Kp con una
mayor sensibilidad y precision que la MST. Esto permitira garantizar y confirmar los resultados
obtenidos mediante la técnica precedente.

3.5.3 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

En la creacion de nuevos farmacos es indispensable el conocimiento de la estructura de la
proteina a testar, de la molécula que se va a obtener después de la interaccion e incluso de las
interacciones que se producen entre ambas.

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de proteinas (RMN de proteinas) es un
campo de la biologia estructural que permite obtener informacién sobre la estructura de las
proteinas. Esta, también aporta informacion acerca del complejo diana-ligando, dindmica de
las proteinas y su interaccidon con otras biomoléculas. Este método permite el trabajo bajo
condiciones fisioldgicas y la obtencién de una visién rapida y especifica de la estructura
deseada [37]. La RMN es una herramienta usada en las diferentes etapas de la investigaciéon de
farmacos pero, en este caso, se usard para el estudio de la estructura de unién. Las
aplicaciones mads importantes para su uso en quimica organica son la espectrometria RMN de
protones, la de carbono-13 o la de nitréogeno-15, que serd la usada en nuestro caso.

Esta técnica nos permite observar cudles son los aminoacidos mas importantes en las
interacciones entre dos proteinas y cual es el cambio de posicién de estos después de esta
interaccion. Al mismo tiempo, permite conocer mejor el sitio de interaccién de los péptidos a
estudiar.
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4. Objetivos

El trabajo se centra en evaluar si se produce una interaccidn entre los péptidos disefiados y PD-
1y si ésta puede llegar a inhibir la interaccién de PD-1 con su ligando natural PD-L1.

Este objetivo principal se subdivide en objetivos secundarios necesarios para avanzar en la
investigacion:

e Primero, la expresion de la proteina recombinante PD-1 en E. coli y purificacion de la
forma correctamente plegada.

e Segundo, la evaluacién de los péptidos disefiados (PD-i1-PD-i6) mediante Termoforesis
a Microescala (MST) y Calorimetria de Titulacién Isotérmica (ITC) con el fin de
determinacion de su constante de disociacion (Kp).

e Y, por ultimo, la utilizacidn de la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de campo alto
para conocer la region de interaccion de los péptidos en PD-1.
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5.1 Expresion de hPD1 en E. coli

5.1.1 Transformacioén de células

Para obtener la fraccién extracelular de la proteina de muerte celular programada humana
(PD-1), se llevé a cabo la transformacion de células E. coli BL21 (DE3) mediante un vector de
expresion, pET-24. Este vector se encuentra descrito en el articulo Structure of the Complex of
Human Programmed Death 1, PD-1, and Its Ligand PD-L1 [38]. El grupo que lo realizé nos cedid
una copia del plasmido que nos permitio la expresidon de dicho receptor. Este vector contiene
la secuencia necesaria para expresar PD-1 bajo el promotor lacl. Para transformar las
bacterias, éstas se descongelaron en hielo durante 10 minutos y se inocularon 50 ulL del
pldsmido a una concentracion de entre 1 pM-100 nM. La transformacién se realizé mediante
choque térmico, pasando de hielo a agua a 42°C durante 20 segundos y rapidamente volviendo
al hielo. Una vez enfriado, se afiadieron 400 uL de medio Luria-Bertani (LB) (Thermo Fisher
Scientific, EEUU) a temperatura ambiente. Este medio es nutricionalmente rico y es utilizado
principalmente para el crecimiento de bacterias que contiene lisado de levaduras, glucosa y
proteinas. Finalmente se incubd en agitacién a 37°Cy 250 rpm para promover el crecimiento.
Para la conservacion del stock, se congelé una alicuota a -80°C con 30% glicerol para sus
posteriores usos.

5.1.2 Preparacidn de cultivos

Una vez se obtuvieron las células transformadas, se prepard la expresion [38], proceso que se
empezod con los precultivos. En la expresidon se generaron dos isotopos de la misma proteina.
Una fraccién de proteina se expresé marcada isotopicamente con °N y otra sin este marcaje.
Esto es debido a que mientras un lote de proteina PD-1 se usé para el ensayo de afinidad MST
e ITC, la proteina marcada con °N se usé para la RMN. Este segundo lote necesitd ser
expresado a partir de un medio minimo, que contenia todos los nutrientes necesarios para que
las bacterias puedan crecer y la tnica fuente de N para la expresion de la proteina fue el N.
Este isdtopo permitid que los aminoacidos de la proteina estuviesen marcados y pudieran ser
localizados para asi conocer sus ubicaciones especificas y, por tanto, la regién de interaccién
de los ligandos en la proteina.

Todos los instrumentos, medios y buffers requeridos fueron autoclavados (a 121°C) para evitar
posibles contaminaciones o presencia de microorganismos externos. Los componentes
termolabiles de aquellos buffers o medios a utilizar se afiadieron a posteriori de la
esterilizacion a través de filtros de 0.22 Um de diametro, que nos permitieron su
esterilizacion (Thermo Fisher Scientific, EEUU).
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Se prepar6 el medio minimo para la proteina marcada con *N y el medio LB para la produccién
de la proteina nativa. Para la preparacién del LB se mezcldé LB en polvo y agua desionizada
(miliQ) para obtener una concentracion de 20 g/L. Por otra parte, la composicidn del medio
minimo fue de 7.52 g/L de Na2HP04-2H20, 3 g/L KH2P0O4, 0.5 g/L NaCL, 2 g/L de glucosa, 300
pg/L de tiamina, glutamina, 0.5 g/L NH4CL (Sigma-Aldrich, Alemania. A no ser que se diga lo
contrario todos los compuestos usados se compraron de esta empresa), diluido en un litro de
agua miliQ. En este paso también se preparé una dilucion 50 mg/ml de kanamicina, antibidtico
mediante el cual se realizard la seleccién positiva de las bacterias transformadas debido a su
resistencia adquirida, y una solucién de IPTG 1 M, inductor de la expresidn de la proteina al
activar el promotor Lacl.

Se realizaron dos precultivos con 100 mL del medio de crecimiento respectivo, al cual se
afiadié 100 pL de la disolucidon stock de kanamicina. Se inocularon 10 pL de bacterias
previamente transformadas a cada medio y se dejaron creciendo a 37°C en agitacion durante
16h. Una vez estos crecieron, se afiadieron 10 mL del medio de precultivos a un litro de los
medios de cultivo correspondiente y 1 mL de la disolucién de kanamicina. Los cultivos se
hicieron crecer a 37°C en agitacion hasta que estos alcanzaron una densidad dptica de
aproximadamente 0.8 de absorbancia (ABS) a 600 nm, medido en un espectrofotémetro de
UV/VIS (Thermo Fisher Scientific, EEUU). En este punto se dejé media hora mas incubando a
30°C para alcanzar definitivamente la densidad 6ptima requerida y se afiadié 1 mL de IPTG 1M
volviéndose a incubar durante 5 horas a 37°C. Pasado este tiempo, se centrifugaron los medios
y el pellet donde se encontraban las células y se resuspendiéd en 20 mL de una dilucién de
tampon fosfato salino (PBS), PCl (inhibidor de proteasas) y DNAsa (Thermo Fisher Scientific,
EEUU), para prepararlo para la purificacion.

5.2 Purificacion de hPD-1

Para llevar a cabo la purificacién, primero las bacterias se lisaron con un disruptor celular por
presion (CF2 Series Cabinet, PBI, EEUU) que permite romper las paredes celulares sin danar la
proteina al producir un cambio de presion llegando a alrededor de 25 KPsi, suficiente para
romper cuerpos de inclusién. Mediante este procedimiento se obtuvo un homogeneizado de
células donde se encontraba la proteina. Cabe destacar, que en todo momento se debe
mantener separados el medio minimo y el LB porque si se mezclan ya no se podran separar la
proteina marcada isotépicamente de la no marcada. Se escogio este método de lisis debido a
que se puede llevar a cabo a 4°C, mientras que otros como la sonicaciéon pueden calentar la
muestra haciendo que se degrade la proteina.

Una vez lisadas las células se realizé una centrifugacién de 25 kG a 4°C (manteniendo esta
temperatura en todos los procesos posteriores) y se resuspendid pellet. Durante las
centrifugaciones realizadas en la purificacidn de los cuerpos de inclusion de la bacteria, como
PD-1 es insoluble si no esta en su forma activa, siempre se encontrard en el pellet. Esta
resuspension se realizd con un tampdn de limpiado (tabla 1) a temperatura ambiente para
terminar de retirar las posibles impurezas presentes. Este proceso de centrifugacién se repitié
una vez mas con el mismo tampdn y una ultima vez sin Tritdn X, para retirar los restos de
detergente. Para resuspender el pellet de una manera mas rapida y eficaz se usé el Ultraturax
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(IKA, China), un homogeneizador mecanico que cuenta con dos rotores que contribuyen a la
disolucién del pellet.

Tabla 1. Concentraciones de los componentes de los tampones utilizados en la purificacion.

Tampdn de limpiado:

50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10 mM EDTA, 46 mM BEtSH, 9 mM de detergente Tritén X. (pH 8)

Tampdn de desnaturalizacion:

50 MM Tris, 6 M GnHCI, 200 mM NaCl, 11 mM BEtSH. (pH8)

Tampdn de plegamiento:

100 mM Tris, 500 mM Arginina, 2 mM EDTA, 6 mM Cistamina, 6 mM Cisteamina. (pH8)
Tampodn de dialisis:

10 mM Tris, 21 mM NaCl, 2 mM Azida Sédica, (12 etapa 1 M GnHCI). (pH8)

Una vez ya se extrajo y se limpid la proteina, se llevé a cabo el proceso para conseguir el
correcto plegamiento de la proteina. Para ello, se desnaturalizé la proteina mediante el
tampdn concentrado de hidrocloruro de guanidina (GnHCI) (tabla 1) y la centrifugacién de la
muestra. Esto se mantuvo en agitacién vigorosa e incluso calentandolo a 30°C para contribuir a
la desnaturalizacién y solubilizacion de las proteinas. Una vez desnaturalizada, la proteina se
encontrara solubilizada en el sobrenadante.

Para obtener el pegamiento nativo de la proteina se usé un tampdn de Tris en presencia de
arginina, cistamina y cisteamina (tabla 1). Estos contribuyen a que se produzca un buen
plegamiento debido que el par redox cistamina/cisteamina contribuye a la correcta formacién
de los puentes de sulfuro de la proteina. En este procedimiento se centrifugd la muestra para
eliminar los restos celulares y se afiadié el sobrenadante al tampdn de plegamiento. Durante
este proceso es importante la adicién lenta de la muestra sobre el tampdn gota agota y en
agitacién suave, debido a que de esta manera es como se obtiene un plegamiento correcto,
para ello se usé un decantador en una camara fria, a 4°C.

Finalmente se reaIiZO una dia“SiS, |O que Antes de la dialisis Después de la dialisis
permitio el cambio progresivo de la )
composicion de sales de la disolucion de _—— “g g
proteina y la eliminacién del agente ~| 'm’/ 5 o o = —' —~
desnaturalizante. Para ello se prepard un 3 ‘;g
, .. . (&) Q ° (*g) ..
tampdn con una concentracién baja de ° Con
%° X €

sales (tabla 1), excepto en la 12 etapa en la B ‘Ig ° “

o s S €. ; > %
cual se afiadid GnHCI para minimizar el 9 s;g & L9
choque osmoético. Se usé una membrana S B
de 3-5 kDa (Sigma-Aldrich, Alemania) Y& Macromoiecuia (proteina) 9 ‘S5

debido a que la proteina de interés es de
13.25kDa (figura 6) [39]. En el exterior del
vaso de precipitados se introdujo el buffer de didlisis mdas concentrado y se mantuvo la
agitacién hasta que llegé al equilibrio, aproximadamente 24h después. Una vez alcanzado, se

Figura 6. Representacién del proceso de didlisis [51].
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realizd un segundo paso de dialisis con tampdn fresco durante 24h a 4°C. El precipitado se
elimind por centrifugacién y la fraccién soluble se analizé por electroforesis de SDS-PAGE.
Como resultado las posibles proteinas diferentes de hPD-1 se eliminaron y dentro de las bolsas
Unicamente quedo ésta o aquellas con un peso molecular similar.

5.2.1 Electroforesis en gel SDS-PAGE

Antes de realizar la didlisis se guardd una alicuota para realizar un ensayo de electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE), lo cual permite separar mezclas
complejas de proteinas, verificar la presencia de una proteina o purificar proteinas entre
muchos otros usos.

Se prepard un gel del 15% de acrilamida, mezclando 4.4 mL de agua mili Q, 2.5 mL de
acrilamida 60%, 3 mL de Tris 1.5 M, 0.1 mL de persulfato de amonio y de SDS ambos al 10% y
10 plL de TEMED. Posteriormente, se prepard la solucién concentradora al 1% constituida por 3
mL de agua mili Q, 500 puL mL de acrilamida 60%, 1.25 mL de Tris 1.5 M, 50 pL de persulfato de
amonio y de SDS ambos al 10% y 5 uL de TEMED. Estas soluciones se introdujeron en un molde
para formar el gel. Una vez solidificado el gel se llevd a cabo el montaje del equipo de
electroforesis, se colocd el gel en el medio del recipiente y se rellenaron los diferentes
cubiculos con el tampdn constituido por Tris-HCI 25 mM vy glicina 200 mM, para el
mantenimiento del pH estable en 7.

Se cargaron 10 pL de cada una de las muestras y 10 uL de tampdn de carga, excepto el
marcador molecular que solo se usaron 3 pL. El tampdn de carga se realizé a través de SDS
10%, beta-mercapto-ethanol 10 mM, Glicerol 20%, 0.2 M Tris-HCl, y azul de bromophenol
0.05% (pH 6.8). Una vez cargado se activé el equipo haciendo pasar 80 V hasta el frente y 120
V para hacer correr el gel hasta que se llegue a la separacién correcta.

Finalmente se reanalizé una tincién con Coomassie Blue (Thermo Fisher Scientific, EEUU). Se
dejé tifiendo y una vez se completd la tincidn se fue limpiando el exceso de tincién a través de
una solucién descolorante del gel, después se repitid el proceso con agua hasta que se
observaron correctamente las bandas.

5.2.2 Separacion por cromatografia de exclusién molecular

Con el fin de separar la muestra de posibles restos de proteina mal plegada, otras proteinas o
impurezas y contenerla en un volumen inferior, se usé una columna de dextrano reticulado
(Sephadex 75, Sigma-Aldrich, Alemania), como la observada en la figura 7. La muestra se aplico
a la columna, siendo esta la fase movil, y se bombed a través de la misma. De este modo, se
separaron las fracciones del resultado de la didlisis y se determind en cudl de estas fracciones
se encontraba la proteina mediante su deteccidon espectrofotométrica y la aparicién de picos
de absorbancia a 254 nm, longitud de onda que nos permite observar las proteinas.
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Figura 7. Cromatdgrafo de exclusiéon molecular [40].

Las fracciones en las que se observaron estos picos de absorbancia se juntaron y se
centrifugaron para acabar de eliminar los restos de proteina mal plegada, ya que aquella que
se encuentre en la forma nativa serd soluble.

Posteriormente para concentrar las proteinas se centrifugd la solucidn, pasando la muestra a
través de un filtro con poros de 3 kDa (Merck Millipore, Thermo Fisher Scientific, EEUU). En
estos se introdujeron aquellas fracciones obtenidas en la cromatografia que presentaban picos
de absorbancia pertenecientes a proteina. De esta forma, se filtré todo el volumen de las
fracciones de interés. El material no retenido por el filtro se descartd, obteniendo una solucién
final 4 mL con la proteina de interés.

5.2.3 Deteccion por espectroscopia de masas (LC-MS)

Para conocer y confirmar la presencia de la proteina PD-1 en la muestra obtenida a través de la
separacion por cromatografia, se usd la espectroscopia de masas utilizando un cromatégrafo
liquido de alta resolucion (HPLC).

Este proceso se realizd después de la cromatografia de exclusion molecular para asi evitar los
efectos perjudiciales de las impurezas en el dispositivo. Para llevarlo a cabo se cogieron 10 uL
de la muestra de 4 mL, concentrada en el paso anterior, y se introdujo en un recipiente
especializado de 40 pL. Se realizé el mismo procedimiento con muestra de PD-1 pura. Los dos
recipientes se colocaron en el espectrémetro de masas (Thermo Fisher Scientific, EEUU) para
su andlisis.

Posteriormente se compard el espectro de picos de m/z (masa/carga) de la muestra con el
obtenido de la muestra pura. También se cotejé el peso molecular tedrico de la proteina
obtenido mediante la herramienta Protparam de Expasy [41] con el que se obtuvo a partir del
espectro de masas aplicando la herramienta ESlprot [42].
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5.3 Termoforesis a Microescala (MST)

Posteriormente para comenzar con el analisis de la afinidad de las interacciones entre
moléculas se realizd la técnica MST. Para llevarla a cabo fue necesario un cambio de medio
debido a que el tampdén con Tris en el que se encontraba la proteina podria realizar
interferencias en este ensayo. Para ello, a través de una columna filtrado estandar, PD
MiniTrap G-25 (Thermo Fisher Scientific, EEUU), se cambid este tampdn por le PBS + 0.05% de
detergente Tween. Para ello, Unicamente hizo falta introducir la muestra en la columna y una
vez salié el tampdn Tris se hizo pasar PBS para que la proteina eludiera. Esto se realizé
exclusivamente para la proteina a usar en el ensayo MST, es decir, aquella que no tiene un
marcaje con °N. Una vez recogida la proteina mediante un espectrémetro de gota (NanoDrop
2000, Nanodrop, EEUU) se obtuvo la concentracidn final de proteina y pureza a través de la
medida de su absorbancia a 280 nm, mediante |la férmula 2.

ABS 280

Concentracion = ———
e-Longitud (1)

(2)

Para llevar a cabo este ensayo MST es necesario una proteina que se pueda detectar por
fluorescencia, como la proteina PD-1 no es fluorescente se tomd la proteina purificada y se
marcé con el fluoréforo Alexa Fluor 647 NHS Ester (Thermo Fisher Scientific, EEUU). Este
fluoréforo se une a las lisinas de los grupos amina de la proteina y tiene un rango de
absorcion/emision, 594-633 nm, dentro de lo permitido por el aparato de termoforesis [45].
Para llevar a cabo la conjugacion se aplicé un ratio de 3:1, mezclando la proteina y el
fluoréforo a una concentracién de 10 mg/mL. Posteriormente se realizé una purificacion
mediante una columna de separacion PD MiniTrap G-25 para eliminar los restos de fluoréforo
no unidos a proteina que podrian dar seial igualmente en la MST. Seguidamente se realizd un
analisis mediante LC-MS para corroborar si realmente se habia realizado una correcta adicion.
Una vez se produjo la unidn se midié la concentracion de PD-1/Alexa flior mediante el
NanoDrop 2000, debido a que para la MST no son necesarias altas concentraciones y pueden
afectar a la eficacia de la medida. Para ello, se aplicé la férmula 3 en la cual también se mide la
ABS a 650 nm para evitar cuantificar erréneamente todo aquello que no sea proteina.

__ ABS 280—(ABS 650+F.Correccion)
o ex]

C

(3)

Para comenzar con el ensayo de MST, primero es necesario establecer las condiciones iddneas
para este, ya que pueden variar en funcion de la proteina a utilizar y la interaccion, por lo que
se realizd un pre-test. Para ello, primero se establecid la concentracion de proteina
fluorescente, que idealmente deberia encontrarse entre 10-100 nM. Para conseguir estar en
este rango de concentracidn se hicieron diluciones de la muestra (1:2 en PBS) y se testaron
estos valores intermedios. Al mismo tiempo, se testo el tipo de tampdn para ver si el usado era
apropiado vy los tres tipos de capilares disponibles para hacer el ensayo, los cuales difieren en
su comportamiento cinético. Durante el ensayo, el tipo e intensidad del laser también se
evaluaron para conseguir una seial éptima.
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Una vez establecidas las condiciones, se hizo una comprobacion de unién. Esta se realizd
mediante un anticuerpo anti-PD-1 (Abcam, EEUU) con su ligando, PD-1, ya que si el ensayo
establece una interaccion, se confirmara el buen funcionamiento de la técnica y del
dispositivo. Para ello el anticuerpo se diluyé a 1 UM con el tampdn PBS + 0.05% de Tween,
mientras que para la muestra se establecid una concentracion de 20 nM. Para esta
comprobacién, se preparé un eppendorf en el cual se pusieron 25 puL de proteina y 25 uL de
tampdn PBS y en otro 25 L de proteina mds 25 uL del anticuerpo anteriormente preparado.
Cada una de las dos muestras se introdujo por capilaridad en un capilar standard
(Nanotemper, Alemania) y se insertd en el dispositivo necesario para su analisis, Monolith
NT.115 (Nanotemper, Alemania).

Finalmente, una vez validado el ensayo con el control positivo (anticuerpo monoclonal), se
ensayaron los péptidos obtenidos por nuestro grupo de investigacion. Estos péptidos fueron
sintetizados y liofilizados después de su purificacién para su conservacion. Por ello, para
realizar el ensayo fue necesaria su resuspension en tampdén PBS para conseguir la
concentracién deseada, 10 mM.

Partiendo de este se realizd un banco de diluciones cogiendo la mitad del volumen, 5 UL, y
afiadiendo otros 5 L de tampdn PBS, de esta manera conseguiremos diluciones seriadas 1:2
hasta un total de 16 muestras. Por otra parte,

se anadieron a cada tubo 5 L de la proteina

marcada a 20 nM, por tanto, la concentracién -

de péptido y de proteina fluorescente se
disminuyeron a la mitad de la inicial, 5 mMy 10
nM respectivamente. Mediante este
procedimiento se obtuvieron diluciones
seriadas del péptido objetivo con wuna
concentracién fija de PD-1. Posteriormente se
mezclaron las muestras, por capilaridad se Figura 8. Equipo y mecanismo de carga de la muestra al
insertd la mezcla en los capilares y finalmente Monolith NT-115 [52].

se introdujo en el portacapilares del Monolith

NT.115 observado en la figura 8.

Este procedimiento, se llevd a cabo para los 6 péptidos que se realizaron computacionalmente
en el trabajo precedente. También se evalud la afinidad del mAb anti-PD-1 para conocer su Kp,
aunque en este caso su concentracién mas alta fue de 500 UM debido a la mayor eficiencia de
interaccion de este, que lo hace facil de detectar. Para acabar, se obtuvo computacionalmente
la variacion de movimiento relativo dentro del gradiente de temperatura creado por el laser,
para su posterior andlisis y deteccion de la Kj de cada unién.

5.4 Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC)

El ensayo ITC solo se realizd con los tres péptidos de los que mejor K se obtuvo en el ensayo
de MST. Debido a la sensibilidad de esta técnica, todos los tampones fueron filtrados a partir
de filtros de 0.22 pm y toda muestra a utilizar se desgasificaron mediante una bomba de vacio
(LabTech, EUU). El dispositivo cuenta con dos celdas, una donde se evaluard la interaccién y
otra de referencia a partir de la que el dispositivo compara las variaciones de temperatura y
minimiza interferencias.
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Para esta evaluacién, a partir del stock de proteina PD-1 no marcado con el fluoréforo
obtenido a partir de la purificacién, se realizé una muestra a una concentracion de 0.03 mM.
En cuanto a los péptidos a evaluar, se usé una concentracién de 2 mM vy, para alcanzar dichas
concentraciones, se usé un tampén a base de NaCl, Tris y azida sddica disefiado para
disminuir el ruido de fondo, este es el mismo buffer que se usé en la celda de referencia. Por
tanto, en la celda de evaluacién se introdujo la proteina mientras que los diferentes péptidos
o el tampdn necesario para el blanco se colocaron en una aguja, esta permite adicionar
lentamente su contenido para ver la variacién de temperatura a medida que interaccionan.
Una vez cargado el péptido, la aguja se introdujo en el la maquina de ITC (TA Instruments,
EEUU). De este modo se obtendra una curva del intercambio de calor, que permitira conocer si
hay o no interaccién y su Kp.

5.5 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para concluir el estudio de interaccion se llevd a cabo el ensayo de RMN. En los pasos de
purificacion de la proteina marcada con *°N, ademas de usarse la cromatografia de exclusion
molecular, se afiadié un paso adicional de cromatografia de intercambio iénico. Para ello se
us6 una columna catidnica (Thermo Fisher Scientific, EEUU), que contiene en su interior cargas
negativas, y se hizo pasar una solucién de nuestra proteina marcada en un tampén de pH 6.5.
Esto permitid que la proteina, que tiene un punto isoeléctrico de 8.3, se mantenga cargada
negativamente y al hacerla pasar por la columna se atrajo con las moléculas positivas del
interior de la columna. Posteriormente se pasd una solucién de igual pH pero con 1 M de
NaCl, lo que produjo un cambio en la fuerza idnica que provocé la elucién de la proteina en
diferentes fracciones. Con la ayuda del LC-MS se determind aquellas que contenian la proteina
y se concentré la proteina en una Unica fraccién por el procedimiento de los filtros de
centrifuga (Thermo Fisher Scientific, EEUU).

Para el ensayo RMN también es necesario diluir la proteina en un nuevo tampén, debido a que
el tris tiene muchos protones y esto provocaria interferencias en la sefal. Se usé una
disolucién de K,HPO, y KH,PO, como sales tampdn, NaCl y azida sddica. Con este, se realizé un
cambio de medio mediante el PD MiniTrap G-25 de manera que ya estuviese optimizado para
el ensayo. Se usé la proteina marcada con N ya que
esta nos permitiéd visualizar los aminoacidos en el
espectro debido a la radiacién del isotopo marcado.
Una vez realizada la preparacién, primero se
introdujo en el instrumento de RMN (Varian, EEUU)
una muestra de la PD-1 marcada con N sin
complejar a modo de blanco, para observar sus picos
en estado puro. Para ello, se cogieron 500 pL de una
solucién de concentracién 0.1 mM y se insert6 en el
dispositivo de RMN. Posteriormente, se realizd el
mismo ensayo de RMN para la proteina conjugada

con los tres péptidos que mostraron mayor afinidad

del ensayo de MST para observar qué aminoacidos de Figura 9. Ejemplo de dispositivo necesario para realizar
; , X i la resonancia magnética nuclear de proteinas [53].

la proteina sufren mds cambios debido a Ia

interaccion.
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Por ultimo, se compararon los picos obtenidos mediante el software Topspin (Bruker, Reino
Unido). Mediante este se solaparon los espectros y se evaluaron las diferencias significativas
existentes entre ellos. Para ello, se realizd6 una comparacién de la intensidad relativa de los
picos de los espectros obtenidos mediante los péptidos conjugados con PD-1, con las
intensidades de los mismos picos en el espectro de PD-1 sin conjugar, esto se realizé mediante
Excel. Se evalud si estos aumentaron o disminuyeron de intensidad, desaparecieron o si
aparecieron nuevos debido a la interaccidon entre proteina y péptido. Esta comparacion se
realizd con cada uno de los espectros de las interacciones de los tres péptidos. Para la
interpretacion de los espectros RMN, se usé como base la muestra pura sin interaccionar,
habiendo afiadido todos los picos que no se podian distinguir mediante la comparacién con el
espectro de PD-1 de estudio anteriores de RMN [3]. A partir de esta comparacién también se
relaciond cada uno de los picos del espectro obtenido con los aminoacidos de la proteina.

Aguellos picos que presentaron una variacién respecto a la referencia se anotaron y se les
establecié la relacion entre el desplazamiento quimico (ppm) y la intensidad. Ademas se
calculé el valor del Chemical Shift Perturbation (CSP), descrito por la férmula 4, el cual es util
para medir el desplazamiento relativo de los picos que representan a cada aminodcido, donde
H es la altura del pico y N la posicidn relativa.

2
CSP = [AH® + () (4)

Los aminodcidos que sufrieron variaciones se representaron en la estructura 3D de la proteina
utilizando el software PyMOL (Schrédinger, Alemania). Este nos permitid visualizar en que
zonas de las proteinas se veian estas variaciones y en qué lugar de la interaccién se
encontraban. Para ello, se cargd la proteina en dicho programa y se hicieron visibles los
aminodcidos que variaron de intensidad, aparecieron o desaparecieron.
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6. Resultados

6.1 Expresion y purificacién de hPD-1 en E. coli

Tanto la transformacion de las bacterias como la preparacién de los cultivos se llevaron a cabo
con éxito y sin ningun contratiempo. La evaluacién de estos procesos se realizé en la fase de
purificacién. Una vez llevada a cabo la expresion de hPD-1 se analizé el resultado de forma
cualitativa y cuantitativa. Para ello, se realizé el ensayo SDS-PAGE de diferentes fracciones
obtenidas durante la purificacion.

Figura 10. Gel de electroforesis resultado de la SDS-PAGE.

En la figura 10, se muestra el resultado del proceso de la SDS-PAGE. En este se ven las bandas
resultado de las muestras de: purificado del medio LB (columna 1) y del medio minimo
(columna 2), tampdn de didlisis de la proteina dializada del LB (columna 3), la proteina
purificada pura (columna 4), liquido filtrado de centrifugas del medio LB (columna 5) y del
medio minimo (columna 6) y el marcador de peso molecular (columna 7). Al comparar las
bandas presentes en la columna de proteina pura (4) con las demas, vemos que tanto en la
columna 1 como en la 2 se puede observar la misma banda, lo que indicaria que la proteina
estd presente. En la columna 3 también se observa una banda cercana a esa altura, a
diferencia de las columnas 5 y 6 que no presentan ninguna banda. Debido a que los resultados
no fueron muy claros por una mala produccién del gel de electroforesis, se llevé a cabo otra
técnica mas precisa para la confirmacién.
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Figura 11. Cromatograma de purificacién por cromatografia de exclusion molecular (280nm) de las muestras obtenidas a
partir del medio LB (a) y del medio minimo (b).

Mediante la cromatografia de exclusién molecular se pudo obtener una muestra mas pura y
concentrada de la proteina PD-1. En la figura 11, se muestran los cromatogramas producidos
durante las eluciones de las muestras de la columna medidos a 280 nm. Las fracciones donde
se observaron los picos proteicos (*) fueron las escogidas para continuar los ensayos, siendo
dela7alallenelmediolBydela5ala9enel medio minimo.

Para corroborar que la proteina obtenida fuese PD-1 también se usé el LC-MS. Este analisis se
realizé exclusivamente de las fracciones anteriormente descritas, sus resultados se muestran
en la figura 12a. Se analizd, una muestra de proteina producida a través del medio LB (1), una
del medio minimo (2) y una de proteina PD-1 pura (c). Mediante este ensayo se obtuvo de
cada muestra un cromatograma UV (medido a 220 nm) y un cromatograma y un espectro de

masas.
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Figura 12. a) Cromatograma de UV (fila 1) y de masas (fila 2) obtenida del medio LB (1) y del medio minimo (2). b) Espectro de
masas de la proteina obtenida del medio LB (1) y del medio minimo (2). c¢) Cromatogramas de UV (fila 1) y de masas (fila 2) y

espectro de la proteina PD-1 pura.

Los picos obtenidos de las muestras se compararon con los obtenidos en el espectro de la
proteina PD-1 pura para corroborar si que se trata de la misma. En la figura 12a y 12c se
muestra que en los cromatogramas UV (situados siempre en la parte superior de las figuras) de
ambas muestras existe un pico que sobresale a la altura alrededor de 0.9 minutos, mientras
gue en cromatograma de masas destaca un pico alrededor de 0.92 minutos. Ambos picos se
encuentran en posiciones muy similares en los cromatogramas obtenidos de la proteina PD-1
pura. Observando la figura 12b y 12c se puede se puede ver la similitud existente entre la
disposicion de los picos del espectro de masas de las dos muestras analizadas. Se usé la
herramienta ESlprot [42] para realizar la deconvolucién del espectro, conocer la masa
molecular de la proteina encontrada y, posteriormente, compararla con la tedrica de PD-1.
Mediante la deconvolucién se obtuvo una masa molecular de alrededor de 13 kDa para ambas

muestras obtenidas, dando el resultado presentado en la figura 13.
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|ma’z charge ||MW [Da] Error [Da]

[036.08 |14+ [13091.016520119][80.31496859684
[1000.43|[13+  [[12992.493911539||-18.20763998306 |
1084 3412+ ][12999.991302959]-10.710248562962
1182.67[11+  ][12998.288694379|[12 412857142859
[1300.94[10+  [[12999.326085799]-11.37546572276 |
1445329+ [[12998.813477219]-11 888074302662
1625388+  [[12994.980868639][-15.72068288256
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Deconvoluted MW [Da]: 13010.701551522
Standard deviation [Da]: 35.51682273356

Figura 13. Deconvolucién del espectro de masas de la muestra.

Por lo que respecta a la cuantificacion de PD-1, se usé el Nanodrop. Por ello, se midid la
absorbancia a 280 nm de las dos muestras, los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.
En el caso de la proteina realizada a partir de medio minimo, es decir la proteina marcada, la
absorbancia fue de 0.034, mientras que para la proteina del medio LB fue de 0.108. Con estos
resultados y aplicando la fdérmula 3, descrita en la metodologia, se obtuvo unas
concentraciones de 39.5 UM y 104 UM respectivamente.

Tabla 2. Resumen de las absorbancias y concentraciones de PD-1 de los dos medios.

ABS (280nm) [PD-1] (UM)
Medio minimo 0.034 39.5
Medio LB 0.108 104

6.2 Termoforesis a Microescala (MST)

Uno de los primeros pasos para llevar a cabo esta técnica, fue la unién del fluoréforo Alexa
Fluor 647 NHS Ester a PD-1 para poder detectar su migracién en el gradiente de temperatura
aplicado por la maquina. Una vez hechos reaccionar, para conocer si realmente se habia
completado el proceso, se evalud la presencia del complejo a 90 y 215 minutos. Para ello, se
realizé una cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), los resultados del ensayo se muestran
en la figura 14. Para conocer la proporcion de complejo formado se compararon los
cromatogramas de PD-1 con los tomados en las muestras.
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Figura 14. Cromatograma UV (fila 1) y de masas (fila 2) de la proteina PD-1 pura (a)y de la muestra a 90 (b) y a 120 minutos de
reaccion(c).

Como se observa en la figura 14 los picos pertenecientes a la proteina PD-1 pura se encuentran
a 0.90 y 0.91 min en los cromatogramas de UV y de masas respectivamente (a). Estos picos se
ven reducidos a los 90 min y son casi inexistentes a los 215 min. Por otra parte, aparecen unos
nuevos picos a 0.97 y a 1.03 min en el cromatograma de UV y otros dos a 0.99 y 1.05 min en
los cromatogramas de masas a los 90 minutos. Estos 4 ultimos picos se ven aumentados a los
215 minutos.

Una vez ya se retiraron los restos de fluoréforo de la muestra mediante la PD-minitrap G25, se
volvié a calcular la concentracidn de proteina unida a fluoréforo final con la que se contd para
realizar el ensayé. Para medir esta concentracion, se utilizé el Nanodrop, con el que se
midieron las absorbancias de las muestras a 280 y 650 nm. Las absorbancias obtenidas para
280 y 650 nm fueron de 0.018 y 0.3 respectivamente. Mediante la aplicacién de la férmula 4,
descrita en la metodologia, se obtuvo una concentracion de 81.2 UM.

Posteriormente se empezé con el ensayo de MST. Para llevarlo a cabo se comenzd con el
pretest, con el que se evaluaron las condiciones éptimas para el ensayo y la validez del mismo.
Ademas este nos permitid evaluar la precision de la medida de afinidad mediante una
comprobacion del valor de la Kp de la unién de PD-1 con el mAb contra este receptor.
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Figura 15. Resultado del pretest de las condiciones del ensayo MST para una muestra de 10nm de proteina fluorescente en PBS +
0.05% Tween testada contra mAb, en capilar normal. Escaner de capilares (a), analisis de los trazos de la termoforesis (b) y la
ratio de sefial (c).

En los resultados obtenidos en el escaner de capilares (figura 15a) se puede observar que la
muestra testada se encuentra sobre los 450 puntos de fluorescencia. La figura 15b nos permite
ver que los trazos de MST son limpios y que existe una diferencia entre los trazos de la
proteina sin complejo y la complejada. Finalmente en la figura 15c destaca la variacion de la
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migracion de la proteina en el gradiente de temperatura entre la proteina con y sin complejo
(T-jump).

Una vez realizado el pretest y obtenidas las condiciones dptimas para el ensayo MST, se
realizaron las evaluaciones de la afinidad de los 6 péptidos a evaluar (PD-i1-6) ademas del
anticuerpo (mAb-antiPD1) y del propio ligando natural de la proteina, PDL-1.
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Figura 16. Graficas de migracion y termoforesis de mAb y PD-L1 respectivamente.

En los resultados obtenidos a partir de la unidn de PD-1 con mAb y PD-L1, representados en la
figura 16, podemos observar una curva sigmoidea en la representacidon del cambio de sefial
respecto a concentracién (Dose Response) y unos trazos de MST limpios en el analisis de los
trazos de la termoforesis. Se puede observar también que la curva sigmoidea presentada por
el complejo PD-1/mAb es inversa a la del complejo PD-1/PD-L1. En cuanto a los péptidos PD-i1-
PD-i6, presentados en la figura 17, se observan unas curvas sigmoideas bien ajustadas, excepto
en el PD-il. En el andlisis de trazos de Termoforesis, todos los péptidos presentaron unos
trazos limpios, a excepciéon de PD-i4 que presentd un trazo con lineas alteradas a altas
concentraciones de complejo.
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Figura 17. Graficas de migracion y termoforesis de PD-i1-6.

Mediante estos ensayos se pudo obtener los valores de la Kp de cada uno de los péptidos, asi
como mAb y PD-L1, mostrados en la tabla 3.

Tabla 3. Resumen de los valores obtenidos a partir del ensayo de MST.

Constante de disociacion Desviacion Estandar .
Nombre Ruido de fondo
(Kp)(M) dela Kp
mAb 1.27E-09 + 1.97E-09 5.38
PD-L1 3.19E-06 *+ 4.63E-06 7.00
PD-il 3.76E-04 +2.17 E-04 8.06
PD-i2 3.70E-05 + 4.93E-05 1.82
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PD-i3 2.95E-05 + 3.93E-05 2.44
PD-i4 1.90 E-04 + 2.52E-04 2.99
PD-i5 1.02E-05 +8.16E-06 5.04
PD-i6 1.89E-05 + 1.34E-05 4.61

A partir de estos resultados, se escogieron los tres péptidos que menor K, presentaron para
seguir con los estudios de afinidad, estos fueron el PD-i3, PD-i5 y el PD-i6.

6.3 Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC)

A través de estos tres péptidos se llevd a cabo el ensayo ITC. Este método, al medir la variaciéon
de calor producida por la interaccidn y ser muy sensible, nos permitié tener otra visién de si se
produce o no interaccién y de su Kp. De este modo, se complementaron los resultados
obtenidos mediante la termoforesis. Para su realizacion, primero se analizé un blanco y
posteriormente los péptidos PD-i3, PD-i5 y PD-i6.
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Figura 18. Representacién de la variacidn de calor por adicion de muestra: blanco (a), PD-i5 (b),
PD-i3 (c) y PD-i6 (d).

Como se muestra en las figura 18, a través del péptido PD-i5 no pudo obtener una curva de
calorimetria, ya que el resultado obtenido fue mds similar al ensayo del blanco que al de un
péptido. Por lo que respecta a PD-i3 y PD-i6, si que presentaron una variacién en la entalpia
a medida que se aumentd la concentracidn de muestra, representado mediante sus curvas
calorimétricas.

Mediante los datos obtenidos a partir de estos resultados se llevé a cabo la determinacion de
la Kp de cada uno de los tres péptidos y se compararon los resultados obtenidos con los de la
MST, tabla 4.

Tabla 4. Comparacién entre los valores de Kp obtenidas mediante MST y ITC.

Constante de disociacion (Kp) Constante de disociacion (Kp)

Nombre MST (M) ITC (M)
PD-i3 2.95E-05 8.67E-5
PD-i5 1.02E-05 -
PD-i6 1.88E-05 4.25E-5
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6.4 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Una vez comprobada la afinidad de estos péptidos por la PD-1 se llevd a cabo la evaluacion de
las diferencias entre las uniones de cada uno de los péptidos. Es decir, en qué zonas
interaccionan con la proteina PD-1 y cuales son los cambios conformacionales que se dan
durante esta interaccidon. Se evaluaron Unicamente los tres péptidos que mejor resultado
dieron en el ensayo MST, es decir, PD-i3, PD-i5 y PD-i6. A través de los espectros obtenidos de
estos péptidos conjugados con PD-1 se realizaron gréaficas comparativas de la intensidad de sus
picos con respecto a PD-1 no conjugada, figura 19.
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Figura 19. Gréficas de comparacién de intensidad de los picos de PD-i3 (a), PD-i5 (b) y PD-i6 (c).

Mediante estas gréficas, figura 19, se puede observar los picos del espectro que aumentaron
(*) o disminuyeron (#) de intensidad significativamente, desaparecieron ( ) o si aparecieron
nuevos debido a la interaccion entre proteina y péptido ( 4@ ). Las intensidades se presentan
normalizadas respecto al mismo pico sin ligando (azul) y respecto al pico mas alto del espectro
de PD-1 sin ligando (amarillo).

Mediante las comparaciones establecidas en la figura 19, se pudo determinar cuales son los
cambios que se producen en los diferentes residuos debido a la interacciones del receptor PD-
1 con cada uno de los péptidos, los resultados obtenidos se expresan en la tabla 5.

Tabla 5. Cambios producidos en los residuos como consecuencia de la interaccion entre PD-1y PD-i3, 5y 6.

Aumento de la Disminucion de la Aparicion de  Desaparicion
intensidad del intensidad del pico un nuevo pico de un pico
pico
PD-1 +PD-i3 L96 y S95 R107
PD-1 + PD-i5 A100 A97,G87,K103y S105 y K99 F50, R64 y
T88 A108
PD-1 + PD-i6 T44 y Q88 C22 y F50

Posteriormente se uso el software PyMol para visualizar en qué zonas de las proteinas se veian
estas variaciones y en qué lugar de la interaccion se encontraban. Los residuos anteriormente
nombrados se presentan en la figura 20 de la siguiente forma: los aumentos de la intensidad
de pico en amarillo, la disminucién en naranja, un nuevo pico en verde y una desaparicion en
color salmoén.

-36-



6. Resultados

Figura 20. Representacion de los residuos mas afectados por la Interaccién entre PD-1 (azul) con PD-i3 (a), PD-i5 (b) y PD-i6 (c).

De este modo, en la figura 20 se muestran los lugares de los aminodacidos que presentan una
variacion producida por la interaccién entre la proteina PD-1 y los respectivos péptidos. Por
tanto, nos permite observar su posicion relativa respecto a la zona de interaccién entre PD-1y

PD-L1.
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7. Discusion

7.1 Expresion y purificaciéon de hPD-1 en E. coli

La proteina PD-1, como ya hemos anticipado, se trata de una proteina extremadamente
compleja, es por esto que tras su expresion recombinante presenta un plegamiento
defectuoso o se encuentra sin plegar, siendo en esta forma insoluble. Por tanto, se tiene que
llevar a cabo una exhaustiva purificacién de la misma para conseguir que la proteina expresada
tenga la estructura del receptor nativo y, por tanto, que los ensayos sean significativos [3]. Por
este motivo, después de la expresion se llevaron a cabo los procesos de desnaturalizacién de la
proteina expresada y plegamiento de la misma, para de esta forma conseguir su estructura
nativa.

Para determinar el éxito de los procesos de expresién y purificacion de la fraccién extracelular
de la proteina PD-1, se usaron diferentes ensayos. El primero fue la SDS-PAGE realizada justo
después de la purificacién. Mediante el resultado de esta, se puede distinguir que la columna
de la proteina pura presenta una banda alrededor de 13 kDa, masa molecular de la PD-1 [39],
lo que nos hace pensar que dicha banda corresponde a la proteina objetivo, figura 10. Tanto
en la columna con la muestra extraida del medio LB como en la del medio minimo destaca esta
misma banda, lo que nos indica que la expresion de la proteina se llevd a cabo con éxito.
También se puede ver esta banda en la columna de restos del tampdn de didlisis, pero este
hecho es debido a que la proteina corrid hacia la derecha por un defecto en el gel de
electroforesis o un mal running del gel. Este gel defectuoso hizo que los carriles se juntaran
haciendo que la proteina pasase a un carril donde no debia estar. De igual manera, como los
resultados no fueron claros, se llevé a cabo otra técnica mds precisa para la confirmacion.

Posteriormente, se siguié con la purificacién de las muestras mediante la cromatografia de
exclusién molecular, la cual nos permitié eliminar las impurezas de la muestra con la proteina
objetivo. Con esta técnica también se pudo conocer aspectos de la pureza y tamafio de PD-1,
debido a que el tiempo de retencién en una misma columna siempre debe ser el mismo para
una misma proteina [46]. Al conocer la masa molecular de nuestra proteina se escogio este
método por ser muy eficiente en este tipo de purificaciones.

Mediante el cromatograma de elucién obtenido a través de esta técnica, se pudo observar un
pico proteico elevado medido a 280 nm, esta absorbancia es importante ya que es aquella a la
que emiten las proteinas, figura 11. Por tanto, este pico destacado en ambas muestras se
espera que fuese producido por la proteina PD-1. Los tiempos de retencion para esta proteina
fueron similares en ambas muestras aplicadas al cromatdgrafo, lo que nos confirmé que
ambos picos estan producidos por la misma proteina.

Una vez determinada la presencia de una proteina que posiblemente era PD-1 fue necesaria su
confirmacién. Con este fin, se realizé una deteccién por espectroscopia de masas (LC-MS) y
una posterior comparacion de los espectros resultante con espectros anteriores de la proteina
PD-1 (figura 11). Este método nos permitio obtener informacion para determinar la estructura,
el peso molecular, la identidad o la cantidad de 4tomos o moléculas [39]. El LC-MS suele verse
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acoplado a un cromatégrafo liquido de alta resolucién (HPLC) como primer paso de
separacion, y junto con este, conforma una de las técnica mds usadas para la identificacién de
péptidos y proteinas debido a su sensibilidad y facilidad de automatizacién [47].

Mediante la comparacién de los espectros de la proteina pura y los de las dos muestras, se vio
gue los picos existentes coincidian con los de la proteina PD-1 pura. Esto se observé tanto en el
lugar de aparicion de los picos principales de los espectros de diodo (0.90 min) y masas (0.91
min) como la disposicidon de picos en el espectro de masas, figura 12. Por tanto, se pudo
confirmar que la proteina en las muestras era PD-1. Para corroborarlo, se realizd la
deconvolucidn de los picos obtenidos del espectro de masas, figura 13, que nos indicé que la
masa molecular de la proteina que se encontraba en las dos muestras era de 13 kDa, lo que
confirmo que esta proteina era PD-1.

Para concluir con el analisis de los resultados obtenidos de la expresion y purificacion, se
calculd la concentracion de la proteina obtenida a través del Nanodrop. Se concluyd que la
concentracién conseguida fue de 104 UM y 39 UM de proteina sin marcar y marcada con N
respectivamente. Por tanto, se pudo determinar que la expresién de esta proteina fue muy
eficiente [38]. Esto permitié realizar los siguientes experimentos e incluso hubo para los
ensayos posteriores que se pudieran hacer.

De esta manera se pudo establecer mediante la espectroscopia de masas la presencia de esta
proteina, con una conformacién similar o igual a la nativa. Y, mediante el Nanodrop, que la
concentracién obtenida fue satisfactoria. Esto nos permite corroborar y validar que mediante
la metodologia utilizada para la expresién y la purificacién de la proteina hPD-1 se obtienen
una concentracién elevada de este receptor en su conformacidn nativa.

7.2 Termoforesis a Microescala (MST)

El ensayo MST se llevé a cabo con el objetivo de determinar si realmente alguno de los
péptidos disefiados era capaz de unirse al receptor y, por tanto, evitar la unién de los
receptores que evita la respuesta inmune.

Para realizarla, primero se llevé a cabo la unién de PD-1 con Alexa Fluor 647® para su posterior
deteccion. El marcaje mediante este fluoréforo se comprobd mediante cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC). Se evalud la reaccién tanto a 90 como a 215 minutos. Se pudo ver
como, a medida que pasaba el tiempo, bajaba el pico caracteristico de PD-1 a 0.9 min del
cromatograma UV y aumentaban un pico sobre 0.99 y 1.05 min, figura 14. Esto es debido a que
la adicion de una molécula de Alexa Fluor aumenta la masa de la proteina, con lo que se
formara este pico a 0.99 min. Por otra parte, si son dos las moléculas de fluoréforo que se han
unido a las aminas de la proteina dara el pico a 1.05 min. En este espectro se puede ver
también que la reaccién de unién de Alexa Fluor con PD-1 a los 90 minutos no se ha
completado, pero que casi ha concluido a los 215 minutos.

Posteriormente, mediante Nanodrop, se midié la concentracidon de la proteina marcada que
tendremos, que resulté de 81 uM. Esta es una concentracion muy alta para el ensayo MST, por
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lo tanto, mediante este protocolo se consiguid una gran cantidad de proteina, que entonces si
se pudo usar en la termoforesis.

Antes de iniciar el experimento, se llevd a cabo el pretest, figura 15. Mediante este se
determind que la proteina marcada con Alexa Fluor era un buen método para esta técnica ya
gue producia una florescencia alta. Tras la dilucidn de la proteina a 10 mM, se obtuvieron 450
unidades de fluorescencia, como se observa en el escaner de capilares, y de esta manera se
ubicd entre los valores de 200-1000, éptimos para esta técnica [48]. Se determind también que
el laser idéneo para irradiar este fluoréforo era el rojo, y que la intensidad del 70% daba las
unidades de florescencia requeridas. Estas dos Ultimas comprobaciones son unos
procedimientos que hace el Monolith NT.115 automaticamente. Se establecié que los capilares
standard eran los correctos para el ensayo debido a que no se observaron perturbaciones en el
anadlisis de los trazos de MST. Estas perturbaciones suelen ser causadas por la agregacion
producida por la proteina al tener problemas para separarse de las paredes. Precisamente por
no presentar esta agregacion, se pudo concluir que el tampdn PBS + 0.05% Tween también fue
el idéneo para el ensayo y que no producia interferencias en las medidas. Este se testd por ser
el mas usado en ensayos MST [45]. Finalmente, mediante el grafico de ratio de sefal, se
establecié que si que se producia una diferencia significativa en la migracion de la proteina con
y sin el anticuerpo anti-PD-1 en el gradiente de temperatura. Esto nos sirvié como control
positivo para validar el método debido a que detecté la interaccién entre dos componentes
que presentan afinidad. También nos permitié garantizar que la proteina es apta para ser
usada en este método ya que detecto la migracién, por tanto, el marcaje fue correcto y la
proteina presenta el plegamiento correcto.

Una vez validada la técnica se realizd la MST para el anticuerpo anti-mAb, el ligando natural de
PD-1 (PD-L1) y los 6 péptidos disefiados por el grupo “Design, Synthesis and Structure of
Peptides and Proteins” para interaccionar con PD-1 (PD-i1- PD-i6). El resultado de la MST se
muestra con una gréfica de migracion respecto a la concentracion y los datos en crudo de
evolucion de la florescencia respecto al tiempo, figuras 16 y 17. Mediante la primera se puede
observar la curva sigmoidea tipica de este ensayo, que nos permitié conocer sus Kp, mientras
que con la segunda se vio la fiabilidad en el ensayo, es decir, si existieron anomalias en la
medida, como por ejemplo la agregacion proteica o el ruido de fondo [32].

Respecto al resultado de la afinidad del anticuerpo anti-PD-1 (tabla 3), como era de esperar
presento una gran afinidad, K, = 1.3 nM £ 2.0 nM. De igual manera se obtuvo una buena
afinidad, aunque menor que para el mAb, en el ligando natural PD-L1 (Kp = 3.2 UM £ 4.6 UM)
sin presentar una curva tan perfecta debido a un fallo en el Ultimo capilar, en el que se produjo
agregacion. Este es un hecho comun a concentraciones elevadas [45], aun asi se contd con
suficientes puntos como para trazar la curva y obtener su K, con un ruido de fondo no muy
elevado. En este caso la curva sigmoidea se obtuvo al revés que en la del anticuerpo, esto es
debido a que en funcién del tipo de interaccidn entre las moléculas se realizara una migracion
u otra, pero esto no afecta al célculo de la Kp [49].

En cuanto a los péptidos de PD-il1 a PD-i6 Unicamente PD-il presento una curva sigmoidea no
muy bien ajustada debido a la falta de mas puntos a concentracién alta, que permitirian poder
establecer la variacidn de migracién correctamente, figura 17. El andlisis de trazos nos
confirmé que no hubo perturbaciones en las medidas a excepcion de PD-i4, el cual presentd
agregacion a altas concentraciones y, en consecuencia, su ruido de fondo fue mayor.
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De entre los valores de K, de los péptidos testados, destacaron los obtenidos por PD-i3, PD-i5
y PD-i6 (29.5 UM % 39.3 uM, 10.2 uM £8.2 UM y 18.9 UM * 13.4 UM respectivamente). Estos
péptidos resaltan respecto a los demds debido a que son los que obtuvieron unas K, mas bajas.
Por tanto, son aquellos que producirdan una unién con el ligando a menor concentracién [30],
es decir, se necesitara una menor cantidad de ellos para evitar la interaccién entre PD-1 y PD-
L1. Por este motivo, estos tres péptidos fueron los que se establecieron como aquellos a testar
en los siguientes ensayos de ITCy RMN.

Los valores obtenidos para las K, de estos tres péptidos fueron muy positivos, pero
presentaron una desviacidon estandar de igual rango. Este hecho se da, debido a que al ser
valores tan pequefios existe gran variacion. Por otra parte, aun asumiendo esta baja confianza,
los valores destacan como prometedores al tener una afinidad de solo un factor de 10 menor
que el ligando natural. Respecto al anticuerpo anti-PD-1, si que se observd una diferencia
mayor, ya que este tiene una afinidad por PD-1 1000 veces superior al de los péptidos
testados. Pero en este caso hay que considerar las posibles ventajas de usar péptidos en lugar
de anticuerpos nombradas en la introduccion. Entre estas ventajas destacan la posibilidad de
los péptidos de entrar en la masa tumoral, por tener un menor tamano, o el menor precio de
fabricacidn, al poder industrializarse su produccién [20]. Como conclusion de este ensayo, se
podria asumir que los péptidos destacados tendrian una afinidad suficiente como para
interponerse entre la interacciéon de PD-1 y PD-L1 al contar con unos valores de K, en un
rango cercano al valor del ligando natural de PD-1.

Mediante estos resultados también se puede destacar que los dos péptidos obtenidos
mediante el Ultimo mecanismo de disefio de péptidos estuvieron entre los que mejor Kp
obtuvieron. Este método, como se explicaba en la introduccién, se baso en la interaccién de
residuos de cadena lateral grandes con la ldmina GFCC’' de PD-1 [28]. Por tanto, se pudo
establecer este protocolo como prometedor y ventajoso respecto a los otros métodos de
disefo de péptidos, al menos en el caso de péptidos disefiados para interaccionar con PD-1.

7.3 Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC)

La calorimetria de titulacién isotérmica, nos informa de la presencia de unién entre las
moléculas mediante el estudio de la transferencia de calor que se produce durante la
formacién de los enlaces de la interaccion de dos moléculas [34]. Con la ITC se pretendié
confirmar los datos obtenidos mediante el ensayo MST. En este ensayo solo se testaron los
tres péptidos que mayor K, tuvieron en la MST debido a que esta técnica requiere de
concentraciones elevadas de ligando y proteina y presenta una mayor complejidad llevarla a
cabo por su sensibilidad. A causa de esta sensibilidad, incluso una pequefa perturbacion
mediante un mal procedimiento o manejo puede llevar a un resultado alterado. Esto se pudo
observar en que incluso los blanco realizados al comienzo de la ITC presentaron variacion de
medida a medida, que pudo ser debida incluso a diferencias infimas en la concentracién del
tampodn afiadida por etapa. Por este motivo, se llevaron a cabo todas las medidas oportunas
para evitar esta variabilidad (explicado en material y métodos) y aun asi los resultados no
fueron perfectos.

Como se muestra en la figura 18, Unicamente se pudo obtener resultados significativos de los
péptidos PD-i3 y PD-i6. En el caso del PD-i5 no se obtuvo un resultado valido, de esta manera
no se pudo obtener una Kp de este péptido mediante esta técnica. Este resultado puede ser
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debido a que los cambios de calor no fueron suficientemente grandes como para ser
representados por este método. Por otra parte, también se ha visto que en esta técnica los
resultados pueden ser enmascarados por el disolvente [50].

Por lo que respecta a resultados que si que son significativos, se puede apreciar cdmo en los
péptidos PD-i3 y PD-i6 si que se pudieron obtener curvas calorimétricas a partir de sus
resultados. Esto nos permite establecer que se estd produciendo interacciones entre los
péptido y la proteina PD-1 [49]. Se puede observar también como en cada adicién del péptido
aumenta el calor intercambiado debido a esta interaccion y la formacion de enlaces. Mediante
esta curva se pudo determinar que la Ky es de 86.7 UM para PD-i3 y 42.5 UM para PD-i6.

Una vez realizados ambos ensayos se pudieron comparar los resultados obtenidos de las Kp
mediante los dos métodos. Respecto al péptido PD-i3 se obtuvo una K, mayor en el ensayo ITC
respecto al de la MST, 60 UM de diferencia, estando los dos valores en el mismo rango (UM).
Esto nos indica que los dos métodos dan valores muy similares, por tanto, se considerd
validado este valor de Kp. De igual modo ocurrié en el péptido PD-i6, en el que la diferencia
entre ambos valores fue incluso mas baja, 30 LM, por tanto la validaciéon también se extendid
a este. El péptido PD-i5, es el que mejor K, obtuvo basandonos Unicamente en los resultados
obtenidos mediante la MST. En cambio, para este péptido no se pudo obtener el resultado
mediante el ensayo ITC, de modo que seria necesario otro método para acabar de realizar la
confirmacién de este valor de K, como vdélido. De igual manera los péptidos PD-i3 y PD-i6 en el
ensayo MST presentaron K, no muy superiores a PD-i5, alrededor de 15 M, por lo que estos
también serian buenos candidatos para continuar con la investigacion para evitar la
inmunosupresion producida por la interaccién PD-1/PDL-1.

7.4 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

A través de esta técnica se pretendid conocer cdmo se producia la interaccién de la proteina 'y
el péptido. Ademds también nos permitié buscar aquellos cambios en la conformacion del
lugar de unién de PD-1 que relacione las Ky de cada uno de los péptidos destacados PD-i3, PD-
i5 y PD-i6 con el receptor PD-1. Esto se llevd a cabo mediante la comparacion de los resultados
de los espectros de RMN obtenidos de la interaccion de cada uno de los péptidos con PD-1 vy
el de esta proteina pura no complejada [3]. De este modo, los aminodcidos cuyos picos en el
espectro varien su intensidad, aparezcan o desaparezcan seran aquellos que se veran
afectados por la interaccion del péptido con PD-1y, por tanto, seran candidatos tener un papel
principal en esta unién. La aparicidn o desaparicidn de estos picos es causada por el aumento
o disminuido de la intensidad de un pico que, con este cambio de intensidad, superd o
descendid sobre el valor limite para que el pico sea tenido en cuenta [37].

De este modo, como se observa en la figura 19, en la interaccién de PD-1 con PD-i3 se produce
la aparicion de un nuevo pico en el espectro y el aumento de la intensidad del pico de otros
dos (tabla 5). Como se ve en la figura 20, dénde se muestra la posicion en la proteina PD-1 de
estos cambios, el aminodcido que ha aparecido se encuentra lejos de la zona de interaccion
con el péptido. La aparicién de este puede ser debida a una reorganizacion de la estructura
proteica a causa de la propia interacciéon. Contrariamente, los dos aminoacidos que han
aumentado de intensidad (L96 y S95) si que se encuentran muy cerca una de la otra y justo en
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la zona de interaccién. Por tanto, estos dos aminoacidos pueden ser responsables la
interaccionar con el péptido en cuestidn.

Por lo que respecta a la interaccién entre PD-1 y el péptido PD-i5, se pudieron ver 2 aumentos
de intensidad, 4 disminuciones de la misma, dos apariciones de picos y 3 desapariciones (tabla
5). La gran cantidad de cambios conformacionales presentes en esta interaccion destacé entre
los péptidos testados por ser el que mayor variacién producia en la estructura de PD-1 sin
complejar. Viendo su interaccidon de una manera estructural, las desapariciones se ubican en
posiciones bastante alejadas del lugar de interaccién, por tanto, no son claves o son derivadas
del cambio estructural de los demas aminodcidos. De igual manera, esto también se ve en la
mayoria de las disminuciones de intensidad y la aparicién del pico del aminodcido S105.
Aguellos que se ubican en la zona de interaccidn representan la disminucién de la intensidad
del pico de A97 y K103, la aparicidn del nuevo pico en K99 y el aumento de intensidad de
A100. Esos son los candidatos mas probables para ser residuos clave en la interaccién PD-1/
PD-i5.

Finalmente, la interaccion entre el péptido PD-i6 y PD-1 produjo un aumento de la intensidad
de dos picos y la disminucién de otros dos (tabla 5). En este caso, el aumento de la intensidad
del aminodcido T44 es el Unico candidato clave en la interaccidn por su localizacién en la
estructura. Esto se supuso debido a que los demas residuos se direccionan hacia las zonas
interiores de la proteina, por tanto, no pueden ser los principales en la interaccion de PD-1/PD-
i6.

Las diferencias entre los cambios en los espectros de PD-1 producidas al interaccionar con los
péptidos testados son debidas a que estos fueron disefiados de diferentes maneras como se
explica en la introduccién y, por tanto, esta interaccién no es exactamente igual. Por eso a
pesar de que todos estan dirigidos a PD-1 presentan estas variaciones en funcion del
mecanismo usado para su disefio y como este afecta a la interaccion.

En resumen, aquellos residuos que podrian tener una relevancia especial en sus interacciones
son con PD-i3, PD-i5 y PD-i6 son: L96 y S95; A97, K103, K99 y A100 y T44 respectivamente.
Estos resultados también muestran que la interaccion de PD-1 con PD-i5 hace se produzcan
una mayor cantidad de variaciones en la conformacién de PD-1. Esto se podria correlacionar
con el ensayo MST, en el que se ha observado como este es el péptido que menor Kp y, por
tanto, mayor afinidad presenté en el ensayo MST. Estos resultados podrian dar a entender una
dependencia de estos cambios de conformacién con una mayor afinidad entre los ligandos.
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La expresion de la fraccidon extracelular de la proteina de muerte celular programada, PD-1,
mediante el vector disefiado para E. coli ha conseguido una concentracién de proteina
suficiente para la realizacién de los ensayos a realizar, e incluso para posteriores. También se
puede concluir que la proteina PD-1 obtenida fue de alta pureza, como se demostrd en los
resultados obtenidos a partir de la misma. Esto indica que el proceso de purificacion y
plegamiento de la proteina fue eficaz y, por tanto, se puede validar su uso para futuras
aplicaciones.

La Termoforesis a Microescala (MST) y Calorimetria de Titulacidn Isotérmica (ITC) realizados
para evaluar la interaccidn de los péptidos PD-il1- PD-i6 con PD-1 y determinar su constante de
disociacion fue muy satisfactoria. La MST se validé como un método sencillo, que necesita
poca cantidad de muestra y muy sensible para la determinacidon de interacciones con esta
proteina. Por lo que respecta a los resultados obtenidos, se obtuvieron afinidades de un rango
Unicamente 10 veces inferior al ligando natural, en el caso de los péptidos que presentaron
mayor afinidad, PD-i3, PD-i5 y PD-i6. Estos resultados se pudieron ratificar con el ensayo ITC,
método que al presentar una gran sensibilidad cuenta con mayor fiabilidad. La ITC no se pudo
realizar para todos los péptidos probados, con lo que se necesitaria un nuevo ensayo con los
restantes. Mediante ambos métodos se obtuvieron valores muy similares para sus Kp, en
valores del rango de 30uM validando este valor y ambos métodos.

Gracias a la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de campo alto se pudo estudiar cuales eran
aquellos aminodcidos que se presentan como clave para cada una de las interacciones con los
péptidos con mas afinidad por PD-1. Se pudo conocer también las regiones en las que se
produce la interaccién, para tener un mayor conocimiento de estas zonas. De entre estos
péptidos destacd por producir una mayor cantidad de variaciones en la estructura de PD-1 la
interaccion con PD-i5. Se pudo establecer también que la interaccion de estos péptidos con
PD-1 producia en esta proteina cambios estructurales en su zona de interaccion, los cuales
eran diferentes en funcién del péptido usado.

A partir de este estudio se consiguid aumentar el conocimiento sobre la interaccién entre el
péptido disefiado por el grupo “Design, Synthesis and Structure of Peptides and Proteins” y el
receptor PD-1, asi como la obtencidn de sus afinidades por diferentes métodos biofisicos.
Gracias a este conocimiento se podra continuar con el estudio para determinar si uno de estos
péptidos tiene suficiente afinidad por el receptor como para llegar a ser usado como
bloqueador del receptor y, por tanto, poder contribuir al tratamiento del cdncer. De no ser asi,
y determinarse que esta interaccién no es suficientemente fuerte, se podria disefiar nuevos
péptidos que reunan las caracteristicas estructurales ventajosas de los tres principales
candidatos y asi conseguir avances en este campo.

-44-



9. Autoevaluacion

9. Autoevaluacion

Respecto al trabajo practico realizado estoy satisfecho debido a que he podido realizar casi
todo los procedimientos por mi mismo una vez me habian ayudado y supervisado para que lo
realizara correctamente. Por lo tanto, he tenido responsabilidad en estos experimentos, ya
gue una vez veian que era capaz de hacerlo correctamente era yo el que tenia que ocuparme
de llevarlo a cabo, siempre pendientes de mis dudas y posibles necesidades. Ademas, estos
procedimientos los he realizado en multiples ocasiones lo que me ha ayudado a ir
perfeccionandolos. Por otra parte, al no haber realizado anteriormente muchas de las técnicas
(RMN, ITC, SEC, LC-MS o MST) que he llevado a cabo, he podido ver cémo funciona el mundo
del diseio de farmacos actual mas de cerca.

Durante estas practicas he podido trabajar con software en la correlacidon de la estructura de
proteinas, que es uno de los aspectos que mas dificil me resulta, por el hecho de haberlo
realizado en menos ocasiones durante mi formacidon. También he podido continuar mi
formacién en el mundo de los cultivos celulares tanto en la de expresién de la proteina PD-1
en E. coliy como en la transformacion de esta bacteria. Pero sobre todo, al estar en un grupo
de investigacion formado casi al completo por quimicos, me he podido enriquecer de la visidon
y conocimiento sobre quimica de mis compafieros viendo su forma de trabajar y cdmo o en
qué investigaban. Esto ha sido posible ya que en este grupo prima el trabajo en equipo, la
colaboracidn y el compafierismo que son cosas de las que siempre se puede aprender y es de
agradecer en un mundo tan competitivo como es el de la ciencia.

Finalmente, desde el punto de vista tedrico, el IRB me ha permitido ir a una gran cantidad de
charlas de miembros del instituto de investigacién, los cuales mostraban tanto sus
investigaciones como el estado del arte de este. En estos seminarios también vinieron a
exponer sus avances grandes figuras en la ciencia como son Judith Campisi o bien Gautam Dey,
de los que pude aprender cémo se trabaja para hacer publicaciones en revistas de gran
impacto. Todos estos seminarios ademads de hacerme conocer mas en profundidad diferentes
campos de la ciencia, me mostrd nuevas posibilidad de encaminar mi carrera. Ya que trataban
desde la investigacion pura hasta la aplicacion artistica de la ciencia.
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11. Anexo I: Ficha de seguimiento del tutor

Nombre y Apellidos del Alumno/a: Xavier Roig Soriano

Nombre y Apellidos del Tutor/a: Dr. Salvador Guardiola

Fecha de la entrevista con el alumno: 01/04/2020 - 06/04/2020 - 14/04/2020 - 05/04/2020 -
10/05/2020y 22/05/2020.

Recomendaciones durante el seguimiento:
-Establecimiento de un guion para hacer la introduccién y el desarrollo del TFG.

-Revision de la introduccién: reducir el tamafio de algunos puntos desarrollados y afadir mas
referencias.

Revision de la metodologia: falta de referencias y algunos aspectos del disefio de
procedimiento llevado a cabo.

-Revision de los resultados y discusiones: falta de algunos posibles resultados no afiadidos por
mi, modificacidon de la forma de presentar un resultado y propuesta para una discusién no
afiadida.

-Revisién de conclusiones: algunos cambios en defectos de forma en las conclusiones.

Observaciones: En este documento estan reflejadas las reuniones y revisiones llevadas a cabo
pero, ademas, el Doctor Salvador Guardiola me ha resuelto cualquier duda que se me ha
presentado por via e-mail o video-llamada.

Observaciones Ultima revision:

Algunos puntos de los resultados se debian explicar mds o mejor. Se pueden anadir mas
resultados realizados en el periodo de practicas para facilitar la comprension del proceso
seguido. Algunos errores en la forma de las Ultimas partes afiadidas que se solucionaron
facilmente. Y sugerencias de la expresién correcta a la hora de expresar determinados
conceptos en publicaciones cientificas.

Firma del Tutor / a Firma del Alumno / a

Tarragona a 24 de Mayo de 2020
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