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Do tej pory odkryto i wstepnie scharakteryzowano kilkadziesiagt receptorow blonowych
regulujacych dziatania uktadu immunologicznego cztowieka. Okoto polowa z opisanych
immunoreceptoréw znajduje si¢ na powierzchni komoérek uktadu odpornosciowego (gltéwnie
limfocytéw), ich ligandy natomiast na komoérkach peryferyjnych (m.in. komorkach §rodbtonka) oraz
komorkach nowotworowych. Dotychczasowe badania pokazujg, ze komorki nowotworowe
wykorzystuja opisywane receptory do maskowania swojej obecnosci i hamowania odpowiedzi
immunologicznej skierowanej wobec nich. Ostatnie badania oraz wyniki prob klinicznych dowodza,
ze terapia przeciwcialami monoklonalnymi hamujaca oddziatywanie pomigdzy immunoreceptorami
PD-1/PD-L1 charakteryzuje si¢ wysoka skutecznos$cig oraz selektywnoscig w porownaniu do chemio
i radioterapii, jak i dost¢pnych obecnie terapii immunologicznych. W $wietle prezentowanych
faktéw, niezbedne jest poszerzenie naszej wiedzy w obszarze immunoonkologii strukturalnej
obejmujacej molekularng charakterystyke poszczegdlnych receptoréw zaangazowanych w regulacje
dziatania systemu immunologicznego czlowieka.

Gléwnym zatozeniem prezentowanego wniosku jest charakterystyka strukturalna oraz
biochemiczna kompleksow receptor — ligand istotnych z punktu widzenia badan podstawowych
obejmujacych procesy immunomodulacyjne. Pierwsza czg$¢ projektu skupia si¢ na strukturze
przestrzennej biatka PD-L2 oraz kompleksu PD-1/PD-L2. Immunoreceptor PD-L2 jest mocno
powiazany z kompleksem biatek PD-1/PD-L1, ktorego struktura przestrzenna zostata juz wczesniej
rozwigzana w toku realizacji pracy doktorskiej. PD-L2 jest drugim - obok PD-L1 - ligandem biatka
PD-1. Rola biologiczna PD-L2 jest znacznie stabiej okreslona niz w przypadku PD-L1, dlatego
badanie tego ligandu jest niezwykle ciekawe w sensie poznawczym. Interesujace, ze pomimo
znaczacego podobienstwa sekwencji aminokwasowej, PD-L2 oddzialuje z PD-1 okoto trzy razy
silniej w poréwnaniu do oddziatywania PD-1/PD-L1 tworzac tym samym kompetycje pomiedzy
dwoma ligandami. Druga cz¢$¢ projektu skupia si¢ na receptorze CD80 ekspresjonowanym na
powierzchni limfocytow. CD80, tak jak PD-1, takze oddzialywuje z dwoma biatkami/ligandami:
receptorem CTLA-4 oraz wczesniej opisywanym PD-L1. Struktura krystaliczna kompleksu
immunoreceptoréw - CTLA-4/CD80 - ujawnita, ze biatka te oddziatywuja ze sobg za pomoca petli
pomigdzy beta arkuszami. Pomimo podobienstw strukturalnych opisywanych biatek, ten mechanizm
oddzialywania jest zatem znaczaco inny niz wczesniej opisany w przypadku kompleksu PD-1/PD-
L1, w ktorym biatka oddziatywuja ze soba za pomoca duzych, hydrofobowych powierzchni
ztozonych z beta arkuszy. Dlatego, planowane badania majg doprowadzi¢ do wyjasnienia na
poziomie molekularnym mechanizmu oddziatywania bialek CD80/PD-L1. Ostatni, trzeci cel
okreslony w projekcie to poszukiwanie bialek oddzialujacych z wewnatrzkomoérkowa domeng PD-
L1. Identyfikacja partnerow wigzania umozliwi dalsze badania nad $ciezka przekazu sygnalu
zachodzaca poprzez ten immunoreceptor w komorce nowotworowej. Aspekt ten jest bardzo
atrakcyjny z uwagi na fakt, Ze obecnie nie ma na ten temat zadnych danych literaturowych.

Podczas realizacji zatozonych celéw proponowanego projektu zostang otrzymane konstrukty
genetyczne kodujace cytozolowa domene PD-L1 oraz zewnatrzkomérkowe domeny biatek PD-L2 i
CD80. Uzyskane konstrukty postuza nastepnie do produkcji bialek rekombinowanych w bakteriach
Escherichia coli. W celu realizacji czgsci projektu obejmujacej badania strukturalne, oczyszczone i
poddane analizie jako$ciowej ektodomeny opisywanych immunoreceptoréw beda krystalizowane w
formie niezwigzanej oraz w kompleksach z oddziatujacymi receptorami. Otrzymane krysztaty
zostang poddane pomiarom dyfrakcyjnym z uzyciem promieni Roentgena, a nastgpnie uzyskane
wyniki przeanalizowane przy uzyciu specjalistycznego oprogramowania w celu rozwigzania struktur
przestrzennych opisywanych biatek oraz ich kompleksow. Podczas pracy nad druga czescig projektu,
cytozolowa domena PD-L1 inkubowana bedzie z lizatami komoérkowymi w celu odnalezienia
partnerow biatkowych, ktore nastepnie zostang zidentyfikowane przy uzyiu spektrometrii masowej.



