Streszczenie

Uktad immunologiczny stanowi pierwsza lini¢ obrony w walce z toczacymi si¢
w organizmie infekcjami wywotanymi przez rdézne patogeny. W walce z komdrkami
nowotworowymi obiecujgca wydaje si¢ by¢ terapia bazujaca na blokadzie punktow
kontrolnych uktadu immunologicznego. Punktami kontrolnymi uktadu odporno$ciowego
nazwano receptory oraz ich ligandy, ktére zdolne s3 do regulowania aktywacji uktadu
immunologicznego. Utworzenie kompleksu receptor/ligand dostarcza sygnatow
stymulujgcych lub hamujacych aktywacje limfocytow T, dzigki czemu ukiad
immunologiczny pozostaje w stanie roOwnowagi. Jednym z przyktadéow takiego
kompleksu jest oddziatywanie biatka receptorowego CD160 z biatkiem HVEM, ktore
znajduje si¢ na powierzchni komorek nowotworowych. Utworzenie kompleksu
HVEM/CD160 powoduje zahamowanie aktywacji limfocytow T CD4". Poznanie
interakcji  pomiedzy komorkami nowotworowymi, a komodrkami  ukladu
odpornosciowego na przyktadzie receptorow HVEM/CD160 jest niezbgdne, by mozliwe
byto zaprojektowanie czasteczek terapeutycznych (peptydow lub peptydomimetykow),
ktore pozwolg na stymulowanie odpowiedzi immunologicznej organizmu.

Tematem niniejszej rozprawy doktorskiej byty badania strukturalne biatek HVEM
1 CD160. Do badan strukturalnych niezbgdne sa duze ilosci biatka o wysokim stopniu
czystosci. Dlatego pierwszym etapem badan bylo opracowanie wydajnej metody
ekspresji i oczyszczania domen zewnatrzkomorkowych HVEM®*199 i CD160?7157
odpowiedzialnych za tworzenie kompleksu.

Ekspresja biatka HVEM® ' prowadzona byla w bakteryjnym systemie
ekspresyjnym w dwoch szczepach Escherichia coli: BL21(DE3) oraz SHuffle® T7.
Bialko znajdowalo si¢ zarowno we frakcji rozpuszczalnej jak i nierozpuszczalne;j.
W komorkach Escherichia coli udato si¢ nadprodukowal trzy rdézne formy biatka
HVEM®?199: dimer, trimer oraz wyzszy oligomer. W przypadku odzyskiwania biatka
zakumulowanego we frakcji nierozpuszczalnej stosunek uzyskanych form
oligomerycznych réznil si¢ w zalezno$ci od zastosowanej metody ponownego
faldowania.

W przypadku biatka CD160?7'3") ekspresja prowadzona byta w trzech systemach
ekspresyjnych:  bakteryjnym, drozdzowym i eukariotycznym. Nadprodukcja
w bakteryjnym systemie ekspresyjnym, podobnie jak w przypadku HVEM©@-199),
prowadzona byta w dwoch szczepach Escherichia coli: BL21(DE3) oraz SHuffle® T7.



Biatko w catosci zostatlo zakumulowane we frakcji nierozpuszczalnej. W bakteriach
Escherichia coli udalo si¢ nadprodukowaé¢ nieglikozylowany monomer biatka
CD160@™157 natomiast glikozylowane biatko CD160%7'%7 ydato si¢ uzyskaé
w drozdzach Pichia pastoris oraz w ludzkich embrionalnych komodrkach nerki HEK293.
Jednak uzyskane biatko nie byto odpowiednie do dalszych badan. CD160@"!37), ktérego
ekspresja prowadzona byta w drozdzach, zawieralo liczne reszty cukrowe trudne do
calkowitego odcigcia przy uzyciu enzymow. Natomiast ilosci biatka nadprodukowanego
w eukariotycznym systemie ekspresyjnym byly zbyt mate, aby mozna byto je uzy¢ do
badan krystalograficznych.

Kolejnym etapem rozprawy doktorskiej byty badania strukturalne z zastosowaniem
rentgenografii  strukturalnej oraz matokagtowego rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego (SAXS).

Krystalizacja obu biatek prowadzona byta metoda dyfuzji par w uktadzie wiszacej
kropli. Wybrane krysztaty biatka HVEM®*1%) byly namaczane w roztworze peptydu
gD7Nle, ktory jest inhibitorem tworzenia si¢ kompleksu HVEM/BTLA. Oddzialywanie
peptydu z uzyskanym biatkiem potwierdzone zostalo za pomocg chromatografii
powinowactwa, elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej oraz woltoamperometrii
cyklicznej. Poszukiwanie wstepnych warunkéw krystalizacji oraz ich optymalizacja
pozwolity na uzyskanie licznych krysztalow, ktore zostaly poddane badaniom
dyfrakcyjnym przy uzyciu synchrotronowego zrddta promieniowania. Dane dyfrakcyjne
zostaly zarejestrowane dla dimeru i trimeru biatka HVEM®*1%) oczyszczonego z frakcji
rozpuszczalne;j.

Badania z zastosowaniem malokgtowego rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego pozwolity na wyznaczenie promienia zyracji dla obu biatek, ktory
w przypadku HVEM©19) wynosit 3,03(2) nm, natomiast dla biatka CD160%7-157 2, 48
nm. Niezaleznie od zastosowanego stezenia monomeru CD160%7!1%7 odzyskanego
z frakcji nierozpuszczalnej uzytego do przeprowadzenia badan poczatkowy ksztalt
krzywej rozpraszania wskazywal na sklonno$¢ biatka do agregacji. O niskiej stabilnosci
1 potencjalnej oligomeryzacji biatka S$wiadczyty rowniez wyniki uzyskane
z zastosowaniem dynamicznego rozpraszania $wiatta. Eksperyment dostarczyt rowniez
informacji o tym, Ze dimer biatka HVEM®*1% oczyszczony z frakcji rozpuszczalnej byt
biatkiem globularnym. Ponadto modelowanie ab initio za pomocg programu DAMMIF
pozwolito na zaproponowanie wstepnego modelu struktury w roztworze dimeru biatka

HVEM®*199) oczyszczonego z frakcji rozpuszezalne;.



