PB3.3. Vyvoj latek proti HBV cilenych proti proteinu STING (Birkus, Nencka)

Cile vvzkumu

e Navrh a ptfiprava vhodnych prekurzorii pro syntézu CDN — nukleotid fosfonaty a jejich dale
fosforylovana analoga.

e Vyvoj enzymatickych cyklizacnich reakci fosforylovanych analogti nukleotid fosfonatd na
CDN.

e Rozpracovani mozného praktického pfistupu k syntéze CDN na pevné fazi.

o Systematické vyhledavani fragmentd molekul s afinitou k proteinu STING pomoci NMR
metodologii a vypracovani takto objevenych fragmentti do molekul s vlastnostmi 1éCiv.

e Virtudlni screening malych molekul s vlastnostmi agonisti STING a chemické optimalizace
ziskanych latek.

e Profilovani ziskanych latek v radmci jejich protivirové a cytostatické aktivity.

Vyvzkumny plan a metodologie

Hlavnim cilem je pfiprava novych CDN se zvySenou hydrolytickou stabilitou vii¢i hostitelskym
fosfodiesterazam. Tohoto cile planujeme dosdhnout zaménou fosfodiesterovych vazeb v CDN vazbami
fosfonatovymi a fosfinatovymi. Z chemického hlediska se chceme zejména soustfedit na piipravu
fosfonatovych meziproduktt, uziti vhodného chranéni a piipravu pfimych analogt trifosfatt (nukleosid
fosfonato-difosfatt). Typicky priklad cilové struktury se zndzornénym postupem prace je uveden na obr.
1A. Vybrané derivaty budou dale optimalizovany na zakladé pocita¢ového modelovani (vzorovy model
na obr. 1B). V dalsi fazi prozkoumame moznosti piipravy derivati CDN enzymatickou cykliza¢ni reakci
pomoci bakteridlni nebo eukaryotické dinukleotid-syntdzy jako naptiklad cGAS, a pomoci chemické
cykliza¢ni reakce na pevné fazi (LCAA-CPG).

Bude prozkoumana afinita pripravenych CDN k rekombinantnimu STING pomoci kalorimetrie a/nebo
pomoci techniky SPR (surface plasmon resonance) a schopnost produkce cytokintt v PBMC nebo
bunécéné linii reportéru. Kondiciované médium z PBMC se syntetickymi CDN bude testovano na
aktivitu proti HBV v infikovanych PHH. Pro lepsi ptedstavu o vztahu struktury CDN a jejich biologické
aktivity vyfesime krystalovou strukturu rekombinantniho STING s témito ligandy. Stabilita CDN bude
stanovena v S9 mikrozomalnich frakcich odvozenych z jater a vnitinosti a z rekombinantni ENPP1. V
ramci zlepsSeni absorbce v travicim traktu bude od jednoho nebo dvou nejvhodnéjsich CDN ptipraveno
adekvatni prolécivo.
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Obr. 1. A) Priklad planovanych latek a mozny pristup k cilovym CDN. B) Molekuldrni model fosfondtového
CND vazaného na STING (zalozené na strukture PDB id: 4LOH)

Nejvhodnéjsi kandidati na 1é¢ivo budou vybrani na zaklad¢é hodnoty jejich CaCo bunééné absorpce a
jejich stability v bunéénych kulturach primarnich hepatocytii. Budeme sledovat schopnosti kandidati
vyvolat hostitelskou pfirozenou imunitni reakci in vivo méfenim hladin indukovanych cytokini v
plazmé a srovnanim téchto hladin s jejich farmakokinetikou ve zvifecich modelech. Ve finalnich fazich
bude méfena protivirova aktivita kandidati na Ié¢ivo na “woodchuck” modelu chronické zloutenky B.

Paraleln¢ se budeme zabyvat rozsahlym vyzkumem novych nenukleosidovych agonistl zaloZenych na
vitrualnim screeningu a NMR testovani fragmenti molekul. Pouzijeme ligandy z databaze Maybridge



(cca 50 tis. latek) pripadné z databaze ZINC Lead Now (cca 3 mil. latek). VSechny zkoumané vzorky
budou vyhodnocovany a vylepSovany semiempirickymi vypocetnimi metodami (PM6 or PM7) za
pouziti programu MOPAC2016 a dockingu do ptislusnych rentgenovych struktur za pouziti AutoDock
Vina. Na zéklad¢ experimenti NMR-STD (saturation transfer difference) budou identifikovany vhodné
vazebné fragmenty a néasledna podrobna STD analyza ndm umozni rozkryt aktivitu urcujici parametry
ligandti. Nejlepsi latky ziskané pomoci virtualniho a fragmentového screeningu budou podrobeny
zkoumani vazebného mista za pouziti proteinovych NMR experimentl. Nejlépe hodnocené struktury
budou také detailné charakterizovany pomoci rentgenokrystalové analyzy nebo NMR spektroskopie a
dale optimalizovany pomoci modernich metodik medicinalni chemie. Zpétnd vazba z NMR a
rentgenostrukturni analyzy nam umozni zvySeni G¢innosti vypocetnich dockingovych experimentt
zejména pomoci flexibilizace vhodnych rezidui hrajicich vyznamnou roli ve vazbé ligandu a proteinu,
coz usnadni finalni optimalizaci struktury nizkomolekularnich agonista STING.

Stabilita STING agonistd v télnich tekutinach a jejich distribuce do imunitnich bunék je hlavni
prekazkou pii klinickém vyvoji. Jednim z naSich cili je feSit tento problém syntézou novych
fosfondtovych derivati latek, které nemaji zadny precedent v odborné a patentové literatuie. Navic, jen
malo odbornych publikaci, kromé hrstky patentl, je zaméfeno na proléciva cyklickych dinukleotidii
(CDN). Nasim dal$im cilem je pfipravit lipofilni prolé¢iva CDN, které umozni prostup téchto latek do
imunitnich bunék. Tyto ptistupy by mély vést k podstatnému zvyseni aktivity CDN. Tato ¢ast projektu
pocita s podporou nasich spolupracovniki z Gilead Sciences.

Zastupci rodiny receptorl rozeznavajicich vzor (,,pattern recognition receptors®), mezi které STING
patii, jsou v soucasné dob¢é pfedmétem mnoha klinickych studii zaméfenych na 1é¢bu chronické
hepatitidy typu B - HBV(TLR7, TLR8, RIG-I)1 a rakoviny (TLR4, TLR7, TLR 8, TLR9)2. Také prvni
generace STING agonistt postoupila do prvni faze klinického testovani proti rakoving3 a zvazuje se jeji
pouziti na HBV1. Navic probiha vyvoj téchto latek jako adjuvancii do vakcinl. Fosfonatovou skupinou
stabilizovani agonist¢ STING proto mohou slouzit k 1écbé fady v soucasné dobé nelécitelnych
onemocnéni.

1. Chang, J.; Guo, J.T., Treatment of chronic hepatitis B with pattern recognition receptor agonists:
Current status and potential for a cure. Antiviral Res. 2015, 121,152-1509.

2. Iribarren, K.; Bloy, N.; Buqué, A.; Cremer, 1.; Eggermont, A.; Fridman, W.H.; Fucikova, J.; Galon,
J.; Spisek, R.; Zitvogel, L.; Kroemer, G.; Galluzzi, L., Trial Watch: Immunostimulation with Toll-like
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Casovy’ plan

2018-2022
e Navrh a pfiprava fosfonatovych/fosfinatovych analogii CDN
e Biologické a biochemické vyhodnoceni aktivity CDN
e Krystalograficka analyza CDN se STING
e Pocitacové modelovani vazby mezi CDN a STING

2018-2019

e Exprese rekombinantniho STING, RNPP1 a bakterialni a eukaryotické cyklické
dinukleotidsyntazy

e Vyvoj bunécnych eseji pro sledovani aktivity CDN

e Enzymaticka syntéza CDN z ptislusnych nukleosid trifosfatt

2019-2022

e Pfiprava proléciv jednoho z CDN kandidatii na 1é¢ivo

e  S9 prizkum stability CDN a jejich prolé¢iv, PK/PD kandidati ve zvifecich modelech a méfeni
anti-HBV aktivity ve “woodchuck” modelu

e Navrh a ptiprava nizkomolekularnich agonistd STING zalozena na virtualnim a fragmentovém
screeningu.


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02675439

Planované publikace a patenty
Publikace (Jimp)

Jimp Journal of _lvledic_inal Chemistry
2017 0 ACS Chemical Biology
Antimicrobial Agents and Chemotherapy
2018 2 Plos One
2019 2 Bioorganic and Medicinal Chemistry
2020 2 Organic and Biomolecular Chemistry
2021 3 Journal of Organic Chemistry
2022 3 ChgmBloChem
J Virology
Celkem 12 J Hepatology
Molecular Pharmacology

Patenty a patentové ptihlasky

Patenty Mezinarodni  patentové Ocekavame ochranu duSevniho vlastnictvi v téchto
(udélené) | piihldsky (podané) oblastech:

2017 0 0 Novi agonisté STINGu zaloZeni na CDN.

2018 0 0 Nizkomolekuldrni agonisté STINGu.

2019 1 1

2020 1 1

2021 0 0

2022 0 0

Celkem 2 2

Zahrani¢ni spoluprace

e Meziprodukty ptipravy cilovych latek budou testovany na protivirovou aktivitu v KU Leuven v
Sirokém panelu RNA, DNA a retrovirt.

e Vyzkum farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnosti cilovych molekul bude
proveden na zvifecich modelech firmou Gilead Sciences.



