Streszczenie

Charakterystyka oddziatywania miedzybiatkowego kompleksu koreceptora CD4 z kinaza
tyrozynowa Lck zaleznego od jondw Zn?*

Oddziatywania biatko-biatko sg kluczowe do zachodzenia szeregu niezbednych procesow
komorkowych prowadzacych do zachowania homeostazy. Ich identyfikacja, przewidywanie oraz
badanie jednoznacznie przyczyniajg si¢ do zrozumienia obecnie zidentyfikowanych szlakéw
komorkowych oraz do poznania nowych $ciezek funkcjonalnych biomakromolekut. Posrod
szeregu bioczasteczek rezydujacych w komoérce kragza najmniejsze dostgpne molekuty — jony
metali — ktore pomimo swojego matego rozmiaru maja kluczowy wpltyw zarowno na strukture
biomakromolekut, jak i ich funcjonowanie. Jonem metalu bedacym przedmiotem opisywanej tezy
jest jon Zn?*, ktorego oddzialywanie na organizm ludzki badane jest od dekad. Jednak dopiero
ostatnimi czasy jego zaangazowanie w tworzenie interfejsow biatko-biatko zaczelo nabiera¢
wiekszego znaczenia. Podstawg uzyctecznosci Zn do tworzenia kompleksow biatkowych o
réznych funkcjach: katalitycznych, strukturalnych, regulatorowych i transportowych, jest w z
pewnoscia jego zdolnos¢ do tworzenia oddziatywan z odmiennymi grupami funkcjonalnymi biatek
tj. grupa cysteinylowa, histydylowa, czy karboksylowa. Dodatkowo, odmienno$¢ ta jest
zobrazowana mozlwio$ciami tworzenia odmiennych sfer koordynacji Zn?* oraz szeregiem
osigganych powinowactw jonow Zn do bialek, ktore lezg w granicach od mikro- do pikomolowych.
Skutkiem tak zroznicowanych pod wzgledem stabilnoSciowym biatkowych kompleksow
cynkowych jest $ciste jego buforowanie w warunkach komoérkowych, ktore zalezy glownie od
specyficznych transporterow cynkowych oraz metalotionein. Metalotioneinowa rodzina bialek
stanowi jak dotad gltoéwny skladnik komorkowego buforu cynkowego i jest zdolna do
asocjacji/dysocjacji az do 7 jonéw Zn?* na czasteczke biatka, z réznym powinowactwem. W
rezultacie komorka dysponuje pula Zn?"woiny, ktory wigze sie ze stezeniem Zn?* dostepnym do
zwigzania dla bialek.

Glownym przedmiotem opisywanej pracy jest heterodimeryczny kompleks sktadajacy sie z Zn?",
38-aminokwasowego cytoplazmatycznego fragmentu koreceptora CD4 oraz 29-aminokwasowego
fragmentu N-konca kinazy trozynowej Lck. Jest on pierwszym zidentyfikowanym heterodimerem
zaleznym od Zn?" o kluczowej roli w uktadzie immunologicznym. Pomimo waznej roli jaka
kompleks CD4-Lck odgrywa w aktywacji oraz dojrzewaniu komoérek limfocytow T, udzial Zn?* w
jego tworzeniu oraz badaniu jest czesto pomijany. Zn?* w heterodimerycznym kompleksie
Zn(CD4)(Lck), zwanym takze kompleksem uscisku cynkowego, koordynowany jest przez cztery
reszty cysteinowe, dwie z kazdej podjednostki biatkowej. W sekwencji CD4 jednak znalez¢ mozna
dodatkowe reszty cysteinowe i histydynowe, ktorych wptyw na tworzenie kompleksoéw opartych
na CD4 i/lub Lck nie zostat jak dotad zbadany. Majac na uwadze sekwencj¢ CD4 oraz zwigzane z
nig elementy strukturalne, otrzymany zostatl szereg wariantéw CD4 majac na celu sprawdzenie ich
wpltywu na zalezng od Zn?* kompleksacje Lck. Wykorzystujac metody spektrofotometryczne,
dichroizm kolowy oraz eksperymenty kompetycyjne uzyskano parametry stabilno$ciowe oraz
stechiometrie tworzonych przez CD4 i Lck komplekséw z Zn?*. W rezultacie wykazano, ze
najdtuzszy fragment CD4 charakteryzuje si¢ najwicksza stabilnoscig oraz ze obecnosé C*%7 i H3%



znaczaco wplywa na stechiometri¢ tworzonych komplekséw Zn-CD4. Majac na uwadze, iz
dodatkowe reszty cysteinowe w sekwencji CD4 (m.in. C37) moga ulega¢ odwracalnej reakcji
palmitylacji w warunkach komérkowych, jednym z celéw pracy bylo sprawdzenie wptywu tej
modyfikacji na tworzone kompleksy. Otrzymane drogg syntezy chemicznej fluorescencyjne
palmitylowane pochodne CD4 oraz ich niepalmitylowane warianty zostaly przebadane pod
wzgledem kompleksowania Zn?* w obecnosci lub bez Lck. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
w obecnosci palmitylacji kompleks uscisku cynkowego charakteryzuje si¢ mniejszg stabilnoscia
oraz ze palmitylowane CD4 ma tendencje do dimeryzacji w obecnoéci Zn%*. Formowanie sic
kompleksow CD4 i Lck z Zn?* przeprowadzane bylo w warunkach kontrolowanej dostepnosci
Zn?*, to znaczy z zastosowaniem nieorganicznych buforéw cynkowych. Podejscie takie pozwala
na doktadne i rzetelne wyznaczenie stalych stabilno$ciowych, na przyklad logK'? dla kompleksu
uscisku cynkowego wyniost 18.6. Ponadto w badaniach wykazano, ze parametrami wptywajacymi
na formowanie sie dimerycznych kompleksow z udziatem Zn?*, sa zaréwno stezenia Zn?*, jak i
podjednostek biatkowych, co odréznia kompleksy te od czesto badanych uktadow Zn-biatko.

W celu osiagnigcia warunkow blizszych warunkom komoérkowym dla tworzenia zaleznego od Zn?*
oddzialywania CD4-Lck zostal zaprojektowany model membrany lipidowej. Wprowadzone
zostaty do niego znakowane fluorescencyjnie motywy CD4 i Lck pokazujac, ze asocjacja zachodzi
jedynie w obecnoéci Zn?*. Do badan wykorzystano technike FLIM-FRET, pozwalajaca na
obrazowanie pojedynczych liposoméw zawierajacych jednocze$nie oba badane biatka. Ponadto,
badania nad kompleksowaniem CD4 i Lck z udziatem Zn?* zostaty poszerzone o wykorzystanie
modelowej linii komorkowej limfocytow T (Jurkat). Poczatkowo okreslone zostaty zakresy
stezenia wewnatrzkomorkowego Zn?*wony, Osiggniete za pomoca réznego traktowania medium
hodowlanego. Po wyprowadzeniu linii komorkowej ze stabilng ekspresja znakowanego CD4
(CD4"%) pokazano, ze poziom bialka CD4 na btonie komorkowej wzrasta wraz ze wzrostem
wewnatrzkomérkowego stezenia Zn?*woiny. Nastepnie linia komérkowa CD4* poddana zostala
przejsciowe] transfekcji plazmidami kodujagcymi znakowane fluorescencyjnie Lck w celu
obserwacji miedzybiatkowego oddziatywania wykorzystujac metod¢ FACS-FRET. Dla okreslenia
wptywu Zn?* na interakcje CD4-Lck linie komérkowa transfekowano plazmidami kodujacymi
wersje mutacyjne Lck, pozbawione reszt cyteinowych wigzacych Zn?*. Otrzymane wartosci FRET
dla mutantéw Lck byly znaczaco nizsze w poroéwnaniu z typem dzikim Lck oraz, dodatkowo,
komorki poddane stymulacji w celu ich aktywacji charakteryzowaty si¢ wyzszym poziomem
wartosci FRET w odniesienu do komorek nie stymulowanych.

W trakcie pracy motyw uscisku cynkowego zostal poddany optymalizacji w kierunku uzyskania
uzytecznego biotechnologicznie narzedzia do zaleznej od Zn?*, odwracalnej i specyficznej,
heterodimeryzacji biatek. W celu maksymalizacji specyficznosci tworzenia kompleksu uscisku
cynkowego wybrany zostal mutant CD4, ktory charakteryzowal si¢ najwickszg stabilnoscig
tworzonego kompleksu z Zn?* i Lck, podczas gdy z udziatem Zn?* tworzyt kompleksy o najnizszej
stabilnosci. Efektywno$¢ kompleksowania monitorowana byta technikami sgczenia molekularnego
oraz z wykorzystaniem spektrofotometrii i fluorymetrii. Uzyteczno$¢ fragmentu CD4 jako metki
do znakowania biatek zostala pokazana na przykladzie natywnej chemicznej ligacji z matym
bakteryjnym biatkiem. Otrzymane koniugaty CD4 z biatkami modelowymi zostaty nast¢pnie
poddane analizie z wykorzystaniem zaprojektowanych i scharakteryzowanych wedek



molekularnych opartych o zimmobilizowane Lck. Wszystkie badane koniugaty wykazywaty
zalezne od Zn?* wigzanie do wedek molekularnych. Ponadto wysoka specyficzno$é zostata
wykazana przez wylapywanie znakowanego naprodukowanego biatka z lizatu komorkowego
E.coli. Specyficzno$¢ zostata takze okreslona w kierunku wigzania innych jonéw metali (Ca?",
Mg?*, Cu?") przez zoptymalizowany motyw uscisku cynkowego oraz okreslone zostaly state
kinetyczne reakcji kompleksowania z uzyciem techniki interferometrii biowarstwowej. W
badaniach wigzania Zn?" do bialek oraz przy okreslaniu stabilnoéci tworzonych kompleksow
czesto stosowanym podejsciem jest wykorzystanie metalochromoforéw. Dwa z najczesciej
stosowanych, tj. PAR 1 Zincon, zostaly dogl¢bnie scharakteryzowane pod wzgledem
wspotczynnikow absorpcji molowej i statych stabilno§cowych ich komplekséw z réznymi jonami
metali (Zn?*, Cu?", Ni?*, Co?', Pb?*, Hg?*, Cd?*, and Mn?*) uwzgledniajac znaczace braki
literaturowe. Uzyskane wyniki pomégly nie tylko rzetelniej scharakteryzowaé wigzanie sie Zn?*
do CD4 i Lck, ale takze dostarczyly kompleksowy zestaw danych gotowych do wykorzystania
przez naukowcow z dziedziny chemii analitycznej, analityki srodowiskowej oraz biochemii.

Skroty: FLIM, mikroskopia obrazowania czasu zycia fluorescencji; FRET, fluorescencyjny
rezonansowy transfer energii; FACS, metoda aktywnego sortowania komorek fluorescencjg;
PAR, 4-(2-pirydylazo)rezorcynol.



