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Streszczenie:

Naturalne autoprzeciwciata (NAA) to specjalny typ immunoglobulin produkowany przez
organizm niezaleznie od obecnosci antygenu czy stymulacji zewnetrznej. Ich rola fizjologiczna
nie zostata jeszcze doktadnie okreslona. Mogg one by¢ zaréwno czynnikiem patologicznym dla
organizmu — powodujg wystepowanie choréb autoimmunologicznych; jednak moga rowniez
petni¢ funkcje ochronne, co jest obecnie gtéwnym zainteresowaniem naukowcow z wielu grup
badawczych. Gtéwnym celem prezentowanego projektu jest wykrycie i charakterystyka
molekularna kompleksu/éw ludzkiej cystatyny C (hCC) z naturalnymi przeciwciatami
skierowanymi przeciwko temu biatku (autoprzeciwciata, NAbs), wystepujagcymi w puli
immunoglobulin produkowanych przez ludzki organizm. Zastosowanie techniki ekstrakcji i
wycinania epitopu oraz metody PAREX-PROT pozwoli na zidentyfikowanie i okreslenie
sekwencji aminokwasowej fragmentow cystatyny i przeciwciat odpowiedzialnych za specyficzne
oddziatywanie obu biatek. Zaréwno paratop, jak i epitop moga w przysztosci postuzy¢é do
projektowania matoczgsteczkowych inhibitoréw/modulatoréw pozwalajacych na kontrolowanie
lub catkowite zahamowanie procesu agregacji cystatyny C. Celem naukowym prezentowanego
projektu jest charakterystyka molekularna kompleksu/éw ludzkiej cystatyny C z przeciwciatami
obecnymi we frakcji immunoglobulinowej ludzkiego serum (frakcja dostepna komercyjnie),
identyfikacja paratopu i epitopu dla badanego kompleksu, okreslenie ich potencjatu
antyagregacyjnego. Rezultatem kohcowym projektu bedzie préba opisania mechanizmu
oddziatywania obu biatek i mechanizmu hamowania agregaciji ludzkiej cystatyny C.

Do identyfikacji obecnosci naturalnych przeciwcial zamierzamy wykorzysta¢ metodologie
podobng do zaproponowanej przez Dodel'a, ktéra bazuje na chromatografii powinowactwa.
Wptyw wyizolowanych autoprzeciwciat na proces dimeryzacji/agregacji hCC zostanie okreslony
dla natywnego biatka oraz jego amyloidogennego wariantu L68Q z wykorzystaniem technik
elektroforetycznych i saczenia zelowego. W kolejnym etapie zajmiemy sie identyfikacjg epitopu i
paratopu dla kompleksu/éw NAb-hCC, a jako metode wybraliSmy wycinanie i ekstrakcje epitopu
sprzezong ze spektrometrig mas — identyfikacja epitopu oraz technike ParexProt — identyfikacja
paratopu. Pierwsza z nich pozwala na bezposrednie okreslenie sekwenciji epitopdw ciggtych, jak
i nieciggtych. Istotng zaletg takiego podejscia jest to, iz w warunkach niedenaturujgcych,
antygen pozostaje w konformac;ji natywnej, a przez to identyfikacja epitopu konformacyjnego czy
epitopu pokrywajacego sie z miejscami aktywnymi enzymatycznie jest rowniez mozliwa. W
przypadku identyfikacji paratopu konieczne jest wstepne poddanie przeciwciat dziataniu
czynnika redukujacego, ditiotreitolu (DTT). Pozwala to na petniejsze trawienie przeciwciat przez
zastosowanie enzymoéw proteolitycznych, takich jak trypsyna, chymotrypsyna, Lys-C, Glu-C czy
pronaza. Dalsze etapy procedury sg analogiczne jak w przypadku identyfikacji epitopu.
Kluczowe znaczenie w przypadku tej procedury ma zastosowanie techniki MS/MS podczas
rejestracji widm po trawieniu enzymatycznym oraz wykorzystanie biatkowych baz danych i
.masowego odcisku palca”. W celu poznania sekwencji paratopu analizuje sie uzyskane dane
MS/MS przez biatkowe bazy danych (sekwencji aminokwasowych) takie jak ProFound, Mascot
czy MS-Fit. Efektem koncowym naszego eksperymentu bedzie identyfikacja regionéw
zmiennych tworzacych miejsca wigzace antygen dla monoklonalnych przeciwciat skierowanych
przeciwko ludzkiej cystatynie C.



