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Punkty kontrolne uktadu immunologicznego s3 to biatka, ktére mogg modulowaé
dziatanie uktadu odpornosciowego, poprzez jego stymulacj¢ lub inhibicje. Niektore z tych
biatek sg juz dobrze poznane np. biatka CTLA-4 oraz PD1, ale istniejg rowniez i takie, o ktoérych
wiadomo jeszcze bardzo mato. Jednym z niedawno odkrytych punktéw kontrolnych uktadu
immunologicznego jest biatko CD160 (ang. cluster of differentiation 160), ktorego budowa
i funkcja nie zostaly jeszcze doktadnie poznane. Wiadomo na pewno, ze biatko CD160
wystepuje miedzy innymi na powierzchni limfocytow T 1 oddziatuje z biatkkiem HVEM
(ang. herpesvirus entry mediator), obecnym na komorkach prezentujacych antygen lub
komorkach nowotworowych. Tworzenie kompleksu CD160-HVEM powoduje hamowanie
aktywacji limfocytow T, ich proliferacji i produkcji przez nie cytokin. Coraz wigcej badan
wskazuje, ze kompleks biatkowy CD160-HVEM moze by¢ celem terapeutycznym w leczeniu
chorob nowotworowych, infekcji wirusowych oraz choréb immunologicznych. Liczne badania
udowadniaja, ze kompleks ten moze réwniez bra¢ udziat w wielu nieodkrytych szlakach
immunologicznych.

Tematem przedstawionej pracy doktorskiej byla charakterystyka molekularna
kompleksu biatek CD160-HVEM. Poniewaz, niewiele wiadomo na temat budowy CD160,
W pierwszym etapie badan postanowitam sprawdzi¢, czy bialko to wystepuje w postaci
monomeru, dimeru czy tez tworzy wyzsze formy oligomeryczne w roztworze wodnym. Przy
wykorzystaniu takich technik jak: elektroforeza SDS-PAGE, chromatografia wykluczenia
sterycznego, test Ellman’a oraz spektrometria mas wykazatam, ze bialko CDI160 jest
monomerem 1 posiada w sekwencji aminokwasowej jedng reszte cysteiny z wolng grupa
sulfhydrylowa. Nastepnie, przy wykorzystaniu techniki wymiany wodor-deuter sprz¢zonej ze
spektrometria mas oraz metod modelowania molekularnego, wyznaczytam strukture
trzeciorzedowg biatka CD160. Wskazuje ona, ze biatko to zbudowane jest z dwoch B-kartek,
z ktorych jedna sktada si¢ z czterech B-nici, a druga z pigciu B-nici.

Kolejnym etapem mojej pracy bylo wyznaczenie fragmentow sekwencji

aminokwasowej biatka CD160, odpowiedzialnych za oddziatywanie z biatkiem HVEM oraz



ustalenie struktury kompleksu CD160-HVEM. Na podstawie danych literaturowych wiadomo,
ze biatkko HVEM wiaze si¢ z CD160 za pomoca domeny CRD1, sktadajacej si¢ z okoto 40 reszt
aminokwasowych. W swoich badaniach skupilam si¢ wiec na identyfikacji miejsc wigzacych
w bialku CDI160. Do wyznaczenia fragmentow w biatku CD160, uczestniczacych
W oddziatywaniu z bialkiem HVEM, wykorzystalam technike wymiany wodor-deuter
sprzgzong ze spektrometrig mas. Ustalitam, ze nastepujace fragmenty CD160 - CD160(16-21),
CD160(30-34) i CD160(76-87) uczestniczag w wigzaniu si¢ z biatkkiem HVEM. Dodatkowo
sekwencje biatka CD160 podzielitam na 10 fragmentow (peptydow), ktérych wykonatam
synteze.  Przy = wykorzystaniu ~ chromatografii powinowactwa  oraz  testow
immunoenzymatycznych wykazatam, ze cztery peptydy (CD160(13-32), CD160(25-44),
CD160(61-80), CD160(73-92)) wykazujg powinowactwo do biatka HVEM.

Ze wzgledu na fakt, ze tworzenie kompleksu CD160-HVEM hamuje dzialanie uktadu
immunologicznego, zaprojektowatam réwniez potencjalne inhibitory blokujace oddziatywanie
wspomnianych wyzej bialek. Moim celem bylo zaprojektowanie zwiazkow wiazacych si¢
z biatkiem HVEM, dlatego postanowitam sprawdzi¢ czy zidentyfikowane przez mnie
fragmenty sekwencji bialkka CD160 moga hamowa¢ wigzanie si¢ badanych biatek. Do
projektowania inhibitoréw wykorzystalam réwniez sekwencje aminokwasowe bialek BTLA
(ang. B- and T-lymphocyte attenuator) oraz gD (ang. glycoprotein D), ktore podobnie jak
CD160 wiaza si¢ z domeng CRDI1 biatkka HVEM. Nastepnie wykonatam syntez¢ dwunastu
peptydow (potencjalnych inhibitorow) i1 sprawdzilam ich wptyw na tworzenie kompleksu
CD160-HVEM, za pomoca immunoenzymatycznych testéw  kompetycyjnych.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze dwa z zaprojektowanych peptydow (CD160(13-
39)(Cys6-Asp37Cys) oraz gD(1-36)(Lys10Cys-Thr29Cys)) hamujg tworzenie kompleksu
CD160-HVEM.



