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Streszczenie

Bioortogonalne Antygeny

Badania opisane w tej pracy wykorzystujg bioortogonalng chemie jako narzedzie do
badania krzyzowej prezentacji antygenu. Dalsze zrozumienie tego procesu ma
zasadnicze znaczenie, poniewaz jest to gtdwny mechanizm wywotujacy specyficzng
cytotoksyczng odpowiedz komadrek zwanych limfocyty T, niezbedng do usuniecia raka i
patogennych infekcji, jak rowniez w szczepionkach z antygenami biatka, gdyz gtéwnym
celem jest zastosowanie tej wiedzy do opracowywania nowych peptydéw do
szczepionek przeciwrakowych. Proces prezentacji krzyzowej antygenu jest gtdwnym
tematem opisanym w niniejszej pracy. Powyiszy proces ma miejsce gdy wirusy,
bakterie lub komaorki rakowe sg pochtoniete, nastepnie przetworzone i ich fragmenty
(peptydy) sg prezentowane przez komérki prezentujgce antygen (APC), gtdwnie
dendrytyczne, na czasteczkach gtdwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC-1). Taki
kompleks MHC klasy | z peptydem moze byé rozpoznany przez limfocyt T zwany CD8".
Gdy taki kompleks zostanie rozpoznany jako obcy dla organizmu, CD8" T lymfocyty sg
zdolne do wyeliminowania komodrek posiadajacych taki kompleks. W rozdziale 1
opisano ogdlne zasady przetwarzania i prezentacji antygenu na czgsteczkach gtéwnego
uktadu zgodnosci tkankowej (MHC-I, -lIl i prezentacji krzyzowej). Rozdziat 2
przedstawia przeglad rdéinych molekularnych metod do badania pochtaniania,
przetwarzania i prezentacji antygenu przez komorki prezentujgce antygen na
czgsteczkach MHC-I. Kilka przyktadéw obecnych metod zostato opisanych szczegétowo
wraz z ich ograniczeniami i potencjalnym zastosowaniem antygendw bioortogonalnych
jako nowych narzedzi do badania procesu prezentacji krzyzowej.

Wstepny rozwdj nowej strategii do iloSciowego oznaczania specyficznych komplekséw
peptydowo-MHC-I (pMHC-I) na powierzchni komdrkowej przy uzyciu bioortogonalnej
chemii zostat opisany w rozdziale 3. Biblioteka peptydéw zawierajagcych rdine
uchwyty bioortogonalne (azydki i alkyny) w obrebie epitopu (fragment antygenu
taczacy sie bezposrednio z receptorem limfocytu T) zostata zsyntetyzowana. Stabilnosé
tych zmodyfikowanych peptyddéw jak i wigzanie sie ich z MHC-I kompleksami zostata
zoptymalizowana uzywajgc linii  komodrkowej RMA-S. W celu uzyskania
najskuteczniejszej reakcji bioortogonalnej ligacji, testowano i oceniono rdine typy
reakcji "klikniecia" (ang. "click"). Ustalono najbardziej optymalny rodzaj fluoroforu i
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warunki ligacji bioortogonalnej. Wymédg dotyczacy najbardziej efektywnego
oznaczania ilo$ciowego epitopu polega na modyfikacji alkiny w pozycjach dostepnych
dla rozpuszczalnika w obrebie epitopdw, stosujac sonde CalFluor-488 w potfaczeniu z
reakcja cykloaddycji Huisgena katalizowang przez Cu (l) (ang. ccHc reaction). Gtéwnym
ograniczeniem tego podejscia jest wymdg miedzi w reakcji ccHc. Alternatywa dla tego
podejscia moze by¢ zastosowanie reakcji klikniecia nie wymagajgcych katalizy. Na
przyktad, retro reakcja Dielsa-Aldera (IEDDA) pomiedzy cyklopropenem i tetrazyng nie
wymaga stosowania miedzi i moze zasadniczo umozliwi¢ oznaczanie pMHC-I in vivo.
Jednak reaktywnos¢ tej reakcji pod wzgledem stosunku sygnatu do szumu nie zostata
w petni zbadana w systemie tak rygorystycznym, jak krzyzowa prezentacja antygenu.
Przy badaniu procesu przetwarzania i prezentacji antygenu, techniki, ktére moga
selektywnie oznacza¢ antygeny na powierzchni komérki bytyby bardzo cenne. Stad
taka metoda zostata opracowana na podstawie trzyetapowej procedury znakowania.
Aby obejs¢ przepuszczalnos¢ komérkowg matych czasteczek (spowodowanej
obecnoscig miedzi), w drugiej czesci rozdziatu 3 opracowano trzyetapowe podejscie
do selektywnego znakowania antygendéw na powierzchni komdrki. To trzyetapowe
oznakowanie sktada sie z trzech etapéw: pierwszy krok mozna osiggngé¢ modyfikujac
wszystkie znajdujgce sie w antygenie grupy bioortogonalne z Alexa Fluor 488 w reakg;ji
ccHc, drugi etap przeprowadza sie stosujac przeciwciato anty-Alexa Fluor 488 i
koncowy trzeci etap, stosujac biatko A skoniugowane z Alexa Fluor 647. Steryczna
objetos¢ przeciwciata minimalizuje wewnatrzkomérkowe oznakowanie i pozwala
umozliwi¢ oznakowanie puli epitopu bioortogonalnego na powierzchni komérki. Ten
trzyetapowy protokdt znakowania zostat uzyty do wykonania wysokorozdzielczych
obrazéw peptydéw w kompleksach MHC na powierzchni komdrki przy uzyciu
mikroskopii stochastycznej rekonstrukcji optycznej (ang. STORM). Wstepne wyniki
obrazowania epitopdw bioortogonalnych metodg STORM przy uzyciu trzyetapowej
procedury ujawnity potencjat do zlokalizowania i pdZzniejszego oznaczenia ilosciowego
tych epitopdw na powierzchni komérki. W przysztosci takie podejscie mozna
zastosowac do oznaczenia ilosci epitopdw przypadajacych na komodrke, a kiedy tylko
limfocyty T przeciwko grupom bioortogonalnym stang sie dostepne - do ilosciowego
okreslania korelacji iloSciowej peptydu powierzchniowego do sity odpowiedzi
limfocytow T.

Rozdziat 4 opisuje zastosowanie bioortogonalnej chemii w badaniach dtuzszych
antygendow, ktére w przeciwienstwie do minimalnych epitopéw z rozdziatu 3
wymagajg przetwarzania wewngtrzkomdrkowego przed ich prezentacjy. Stad
zaprojektowano serie bioortogonalnych syntetycznych dtugich peptydéw (ang. SLPs) i
wykorzystano chemie typu "click" w celu zbadania ich pochtaniania, przetwarzania i
prezentacji na powierzchni komérki. Oznaczanie i obrazowanie kandydata na
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szczepionke przeciwko wirusowi opryszczki, peptydu HSV-Gpass.sos-Pg-7 z azydkiem
Alexa Fluor-488 wykazato niejednolity wzér sygnatu fluorescencyjnego na btonie
komoérkowej wskazujacy, ze peptyd agreguje sie i ze te agregaty sg albo powoli albo
wcale nie internalizowane przez komoérki. Potwierdzono to stosujac korelacyjna
mikroskopie swietlno-elektronowg (ang. CLEM) na bioortogonalnie wprowadzonych
fluoroforach. Z tego wzgledu aby selektywnie oznaczy¢ epitopy na powierzchni
komoérek, postanowiono zastosowac bardziej rozpuszczalny SLP, ktéry wymaga
przetwarzania zaleznego od proteasomu zaréwno na koncu jak i poczatku peptydu
(HSV-Gpags 50sA5K-Pg-7).

Szybkos¢ prezentacji tego HSV-Gpygs.s0sA5K-Pg-7 zostata oceniona za pomocg chemii
"klikniecia" i stosujgc trzyetapowe oznakowanie opisane w rozdziale 3 w celu
ilosciowego okreslenia przetworzonego epitopu na powierzchni komorki.
Kwantyfikacja jednak okazata sie ktopotliwa. Staby sygnat na powierzchni komérki
(spowodowany niewielky czescig SLP docierajgcg do powierzchni w celu zatadowania
na MHC, a zamiast tego gtéwnie pozostajacg w czesciach wewnatrzkomérkowych)
zapobiegt silnemu oznakowaniu. Nawet uzycie podejscia opartego na trzech etapach
nie dato wystarczajgcego sygnatu do szumu.

Podsumowujac, zastosowanie trzyetapowego znakowania w potgczeniu z reakcja
cycloaddycji Huisgena katalizowanej przez Cu (1) na bioortogonalnych dtugich
peptydach pozwolito na obrazowanie wewngtrzkomérkowe, ale oznakowanie
peptyddéw na powierzchni komdrek nadal wymaga dalszych badan.

Rozdziat 5 dotyczyt réznych zastosowan antygendw bioortogonalnych. Podczas prac
prowadzacych do rozdziatéw 3 i 4, odkryto, ze zmiany 2-3 atomdw epitopu zacierajg
rozpoznawanie przez specyficzne limfocyty T. Doprowadzito to do opracowania nowej
metody pozwalajgcej na chemiczng kontrole nad aktywacjg limfocytdw T. Strategie
odbezpieczania chemicznego zastosowano do badania aktywacji cytotoksycznych
limfocytéw T przez komorki prezentujace antygen: przez zastgpienie kluczowej lizyny
w epitopie SIINFEKL na azydo-norleucyne, cytotoksyczna reakcja rozpoznania peptydu
na powierzchni komérek dendrytycznych przez komérki T zostata zahamowana.
Nastepnie przeprowadzajac redukcje Staudingera (z azydo-norleucyny z powrotem do
lizyny) na powierzchni komérki, odzyskano ponad 80% pierwotnej reaktywnosci
limfocytow T.

Ostatni rozdziat 6 przedstawia podsumowanie tej tezy oraz przyszte zastosowania,
strategie i wskazéwki dotyczgce obrazowania (wizualizacji) catego procesu prezentacji
krzyzowej antygenu.
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