Streszczenie

Klatki biatkowe sg szeroko rozpowszechnionymi w przyrodzie, nano-strukturami, ktore
odgrywaja kluczowa rolg¢ w funkcjonowaniu zywych organizméw. Moga petni¢ funkcje naczyn
reakcyjnych lub przechowywa¢ w swoim wnetrzu roézne molekuly. Ich wnetrze
wykorzystywane jest gldéwnie w celach ochronnych, strona zewnetrzna do interakcji ze
srodowiskiem, natomiast potgczenia migdzy biatkami budulcowymi odpowiadajg za procesy
montazu 1 demontazu klatek, ktére prowadza do uwolnienia zatadunku i maja kluczowe
znaczenie dla morfologii i stabilno$ci konstrukcji. Przyktady naturalnych klatek biatkowych
obejmujg miedzy innymi kapsydy wirusowe, ferrytyny i syntaz¢ lumazyny. Ze wzglgdu na
tatwo$¢ modyfikacji, wysoka stabilnos$¢ 1 dobrze znang strukture, te supramolekularne nano-
pojemniki sg czesto wykorzystywane jako materiat do produkcji nowatorskich materiatow dla
bio-nanotechnologii. Na ich podstawie opracowano rowniez sztuczne klatki biatkowe o

ulepszonych wiasciwosciach.

Istnieje duze zainteresowanie inzynierig klatek biatkowych w projektowaniu potaczen
biatko-biatko, tak aby mogly one ulega¢ demontazowi pod wplywem okreslonych bodzcow.
Taka wilasciwos¢ bylaby szczegodlnie pozadana w przypadku dostarczania i uwalniania
zatadunku w danym czasie 1 miejscu. Aby utworzy¢ klatke biatkowa o tak ulepszonych
wlasciwosciach, nasza grupa wykorzystata jako element budulcowy 11-merowe biatko TRAP
z wprowadzong mutacjg cysteinowa, aby wywotac¢ jego sktadanie w struktury wyzszego rzedu
poprzez reakcje z jednowartoSciowymi jonami zlota. Rekonstrukcja cryo-EM ujawnita
tworzenie si¢ pustych, monodyspersyjnych klatek biatkowych, sktadajacych si¢ z 24 pierscieni
potaczonych ze sobg wigzaniami koordynacyjnymi tiol-Au(l)-tiol migdzy cysteinami na
sasiednich pierscieniach. Klatka TRAP ma unikalne wlasciwosci: jest wyjatkowo stabilna, ale
jednoczesnie tatwo ja rozmontowaé w lagodnym S$rodowisku redukujacym. Takie cechy sa
obiecujace dla rozwoju klatki jako nosnika dostarczania lekow. Niemniej jednak
ukierunkowane dostarczanie lekéw nadal stanowi wyzwanie. Gtownym celem tego projektu
badawczego byto zaprojektowanie, wyprodukowanie i scharakteryzowanie nowych sztucznych
klatek biatkowych o r6znych, wyzwalalnych na zadanie wtasciwosciach demontazu i zdolnosci
do zamykania przyktadowych czasteczek w ich wngtrzu. Prosta chemia koordynacyjna migdzy
atomami Au(l) i1 tiolami w klatce TRAP byla inspiracja do zastosowania innego typu
czasteczek, ktore mogg potencjalnie taczy¢ cysteiny na sgsiadujgcych pierscieniach. Pierwszym

wyborem byty homo-bifunkcjonalne taczniki (linkery), ktore reaguja specyficznie z grupami



sulthydrylowymi: DTME 1 BMH. Zmieszanie ich z pierScieniami TRAP (K35C/R64S)
zaowocowalo pomys$lnym utworzeniem klatki TRAP. Wykazano rowniez, ze proces ten nie jest
uniwersalny 1 silnie zalezy od zastosowanego maleimidowego tacznika. Pochodne dibromowe
sg innym rodzajem linkeréw, ktéore moga reagowa¢ z grupami sulfhydrylowymi w
fizjologicznym pH, ktoére wybrano do testowania ich zdolno$ci do tworzenia klatek TRAP. Do
wstepnych prob wybrano m-DBX i DBB, ktoére nie doprowadzity do powstania klatki po
zmieszaniu ich z pierscieniami TRAP (K35C/R64S). Przetestowano inne podejscie, w ktorym
do juz utworzone;j klatki TRAP indukowanej ztotem (TRAP-cage”“") dodano dibromo-linkery,
w tak zwanej ,,reakcji szablonowej”. Otrzymane w ten sposob struktury klatek TRAP poddano

analizie metodami, ktére wykazaly ich wysoka stabilno$¢.

Klatki TRAP ztozone z linkerami maleimidowymi zenkapsulowano dwoma biatkami
fluorescencyjnymi, mOrange2 i mCherry, stuzagcymi odpowiednio jako donor i akceptor FRET.
Obecno$¢ tych biatek w bliskim sagsiedztwie wewnatrz klatek TRAP umozliwita obserwacje
FRET miegdzy czasteczkami, co umozliwito §ledzenie rozpadu klatki po dodaniu réznych

zwigzkow redukujacych.

Opracowanie ,,reakcji szablonowej” umozliwito wprowadzenie foto-degradowalnego w
promieniowaniu UV linkera 1,2-BBN co doprowadzito do uzyskania pierwszej (wedtug naszej
wiedzy) klatki biatkowej, ktorej rozpad mozna kontrolowaé za pomocg $wiatla. W przypadku
potencjalnych przysztych zastosowan klatki TRAP w zywych organizmach zbadano réwniez
reakcje foto-rozpadu dla innych linkeréw, w ktorych dlugos¢ fali zostala przesunigta w

kierunku zakresu §wiatla widzialnego.

Metody pakowania zostaly ulepszone poprzez wiaczenie biatka SpyCatcher do
struktury pierscieni TRAP, ktore po ztozeniu klatki mogg enapsulowa¢ zatadunek zawierajacy
metke SpyTag. Klatki SpyCatcher-TRAP indukowane 1,2-BBN (SpyC-TRAP-cagel2-BEN)
zenkapsulowano komputerowo zaprojektowanym biatkiem podobnym do IL-2-NL-2/15 z
metkg SpyTag. Zmieszanie SpyTag-NL-2/15 ze SpyC-TRAP-cagel?BBN poskutkowato
enkapsulacja okoto 20 czasteczek zatadunku na klatke. Aby przetestowaé¢ odpowiedz
komorkowa enskapsulowanego NL-2/15, przeprowadzono test na komérkach HEK-Blue, ktory
wykazat pozytywna odpowiedZz 1 stymulacje szlaku IL-2R po potraktowaniu komorek
nas$wietlonymi SpyC-TRAP-cage'?BBN-NL-2/15.



Podsumowujgc, badania przeprowadzone w niniejszej rozprawie doktorskiej
zaowocowaly uzyskaniem nowatorskich metod tworzenia i funkcjonalizacji klatek TRAP w
oparciu o réznorodne czynniki linkujace. Dzigki temu uzyskano pierwsza wedtug naszej wiedzy
foto-degradowalng pod wptywem UV klatk¢ biatkows. Opracowano réwniez skuteczne i
wydajne metody enkapsulacji, co doprowadzito do stworzenia nowego narzedzia do Sledzenia
kinetyki demontazu klatki TRAP i pakowania aktywnych czasteczek NL-2/15, ktore wykazaty

wyrazny potencjat dla zastosowania medycznego klatek TRAP.



