3. Streszczenie

Jednym z kluczowych wyzwan wspoétczesnej medycyny jest skuteczna
diagnostyka, leczenie oraz zapobieganie chorobom o) podtozu
autoimmunologicznym. Jedna ze strategii ich leczenia jest immunoterapia
ukierunkowana na punkty kontrolne uktadu immunologicznego (ICP). Czasteczki te
regulujg intensywnos$é odpowiedzi immunologicznej, poprzez przekazywanie
sygnatéw aktywujacych lub hamujacych komérki uktadu odpornosciowego, co
umozliwia zachowanie = homeostazy organizmu. W niniejszej pracy
skoncentrowatem sie na biatkach: czynniku wnikania wirusa opryszczki (HVEM) oraz
jego ligandzie — biatku LIGHT, ktére zaliczane sg do stymulujacych ICP.

HVEM i LIGHT naleza do nadrodziny czynnika martwicy nowotworu, a ich
oddziatywanie prowadzi do aktywacji $ciezek sygnatowych odpowiedzialnych m.in.
za aktywacje limfocytow T, komdrek NK oraz dojrzewanie komérek dendrytycznych.
Zaburzenie prawidtowego funkcjonowania tego mechanizmu zwigzane jest z
nadmierng aktywacja komoérek uktadu odpornosciowego, co moze prowadzi¢ do
powstawania szeregu choréb o podtozu autoimmunologicznym, takich jak
nieswoiste zapalenie jelit czy reumatoidalne zapalenie stawéw. Zahamowanie
tworzenia kompleksu HVEM/LIGHT, przy uzyciu inhibitoréw moze wiec stanowi¢
potencjalng strategie terapeutyczng w leczeniu tych chordb. Inhibitory wigzania sie
biatek HVEM/LIGHT moga znalezé réwniez zastosowanie u pacjentéw po
przeszczepach narzadéw lub tkanek, u ktérych wskazane jest kontrolowane
wyciszenie odpowiedzi immunologicznej, w celu zapobiegania odrzuceniu
przeszczepu. Ich zastosowanie moze prowadzi¢ do ograniczenia lub zapobiegania
wystepowania powiktan immunologicznych, takich jak choroba przeszczep
przeciwko gospodarzowi oraz reakcja gospodarza przeciwko przeszczepowi.

W ciggu ostatnich lat, poczyniono znaczne postepy w chemio-informatyce.
Na szczegélng uwage zastuguje projektowanie inhibitoréw wspomagane
komputerowo, wykonywane w oparciu o szereg wysoko wyspecjalizowanych

narzedzi programistycznych.
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Pozwalajg one w niezwykle szybkim tempie zbadac¢ wtasciwosci wielu
proponowanych molekut, co pozwala na przeprowadzenie wstepnej selekcji
zwigzkow, a tym samym unikniecie wielu godzin pracy laboratoryjnej. Potaczenie
metod projektowania wspomaganego komputerowo z syntezg zaprojektowanych
zwigzkéw oraz ich eksperymentalng walidacjg moze stanowi efektywna strategie
opracowywania skutecznych inhibitoréw ukierunkowanych na okreslony cel
molekularny.

W swojej pracy skupitem sie na zaprojektowaniu peptydowych inhibitoréw
tworzenia kompleksu HVEM/LIGHT, ktérych sekwencja aminokwasowa oraz
struktura bazowaty na fragmentach biatek HVEM oraz LIGHT. W pierwszym etapie
moich badan zajatem sie analizg kompleksu HVEM/LIGHT. W celu okreslenia reszt
aminokwasowych w biatkach HVEM i LIGHT kluczowych dla ich wigzania
wykonatem symulacje dynamiki molekularnej (MD). Na ich podstawie
zaprojektowatem peptydy - potencjalne inhibitory tworzenia kompleksu
HVEM/LIGHT. Dla zwigzkéw tych réwniez wykonatem symulacje MD, w celu
sprawdzenia ich powinowactwa do celéw molekularnych. W celu identyfikacji
kluczowych oddziatywan stabilizujacych kompleks biatko/peptyd przeprowadzitem
dekompozycje energii wigzania na poziomie pojedynczych reszt aminokwasowych,
z wykorzystaniem metody MM-GBSA. Dla peptydéw wykazujacych najwyzsze
powinowactwo do biatek zaproponowatem substytucje reszt aminokwasowych,
mogacych potencjalnie negatywnie wptywaé na stabilno$¢ kompleksu
biatko/peptyd. Ponadto przeprowadzitem dodatkowe badania, w tym sterowanag
dynamike molekularng oraz ocene wybranych parametréw termodynamicznych, co
umozliwito doktadniejsze scharakteryzowanie oddziatywan biatko/peptyd.
Wyselekcjonowane zwigzki nastepnie zsyntezowatem i poddatem weryfikacji
eksperymentalne;.

W moich badaniach eksperymentalnych otrzymatem dwie grupy peptyddw —
(1) bazujace na sekwencji aminokwasowej biatka HVEM oraz (2) bazujace na
sekwencji aminokwasowej biatka LIGHT. Przeanalizowatem je pod katem
powinowactwa do celéw molekularnych metoda termoforezy mikrokapilarnej oraz
wtasciwosci hamujgcych wzgledem kompleksu HVEM/LIGHT, wykorzystujac testy

ELISA oraz badania na liniach komérkowych.
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Badania komoérkowe wykonatem podczas odbytego przeze mnie stazu w
Instytucie Immunologii Wiedenskiego Uniwersytetu Medycznego. Wsréd peptydéw
bedacych fragmentami HVEM najwigekszym powinowactwem do LIGHT oraz
najwyzszg aktywnoscia hamujaca charakteryzowaty sie CRD2(39-73)e oraz
CRD2e_K54E. Natomiast sposréd zwigzkéw zaprojektowanych na podstawie biatka
LIGHT najlepsze wtasciwosci wykazywaty peptyd light3 i jego analog light3_E178L.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze czgsteczki te moga stanowi¢ punkt wyjscia do dalszej
optymalizacji, jednak wymagane sa dla nich dalsze badania, w celu petnej oceny

ich wtasciwosci immunomodulacyjnych oraz ich potencjatu terapeutycznego.
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