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Аннотация. Активация T-клеток начинается при распознавании антигена T-клеточным рецептором и регулиру-
ется сигналами, генерируемыми костимулирующими и коингибирующими молекулами. Эти молекулы, называемые 
иммунными контрольными точками (иммунными чекпоинтами), являются привлекательными терапевтическими 
мишенями для иммунотерапии рака и аутоиммунных заболеваний. Коингибиторный сигнальный путь, образуемый 
между TNF-рецептором HVEM (HerpesVirus Entry Mediator, TNFRSF14) и BTLA (B and T Lymphocyte Attenuator), 
ограничивает активацию T-клеток. Однако BTLA может также служить активирующим лигандом для HVEM при 
его транс-взаимодействии с BTLA, находящимся на соседней клетке. Эксперименты с использованием мутагенеза 
показали, что HVEM и BTLA как при цис-, так и при транс-связывании обладают идентичными контактными по-
верхностями, что предполагает наличие значительных конформационных перестроек в стволовых областях между 
эктодоменом и трансмембранным доменом белка HVEM при переходе от цис- к транс-связыванию с белком BTLA. 
Однако из-за технических сложностей кристаллизации рецепторов на поверхности клеток, обладающих длинными 
стволовыми участками, атомистические 3D-структуры HVEM в цис- и транс-состоянии, а также атомистические 
3D-структуры полноцепочечных цис- и транс-комплексов между HVEM и BTLA до настоящего времени неизвест-
ны. В настоящей работе с использованием подходов биоинформатики установлены структуры полноцепочечных 
белков HVEM и BTLA и их комплексов при их цис- и транс-взаимодействии. Полученные результаты могут быть 
использованы при разработке иммунорегуляторов для лечения рака и аутоиммунных заболеваний.
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Abstract. T-cell activation begins upon antigenic recognition by T-cell receptor and is regulated by signals generated by 
co-stimulating and co-inhibiting molecules. These molecules, known as immune checkpoints, are attractive therapeutic targets 
for the therapy of cancer and autoimmune diseases. Co-inhibiting signal pathway formed between TNF-receptor HVEM (Herpes- 
Virus Entry Mediator, TNFRSF14) and BTLA (B and T Lymphocyte Attenuator) limits T-cell activation. However, BTLA can 
serve also as activating ligand when interacts with HVEM on adjacent cell. Mutagenesis experiments have shown that the same 
interface is formed between HVEM and BTLA both upon cis and trans interactions thus suggesting significant conformational re-
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arrangement in the HVEM stalk region between ectodomain and transmembrane domains upon transfer from cis to trans binding 
to BTLA. However, because of technical problems of the crystallization of surface receptor with long stalks, HVEM atomistic 
3D-structures including stalk region are absent up to now. In this study, the approaches of structural bioinformatics were used 
to determine the structures of full-length proteins HVEM and BTLA and their complexes upon cis- and trans-interactions. The 
results obtained can be used upon developing immunoregulators for the immunotherapy of cancer and autoimmune diseases. 

Keywords: T-cell, immune checkpoints, HVEM, BTLA, cis and trans binding
For citation. Urban V. A., Kanstantinau F. O., Veresov V. G. Conformational features of HVEM protein upon its cis and 

trans binding to BTLA protein. Doklady Natsional’noi akademii nauk Belarusi = Doklady of the National Academy of Sciences 
of Belarus, 2024, vol. 68, no. 6, pp. 460–464 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1561-8323-2024-68-6-460-464

Введение. Представитель суперсемейства рецепторов фактора некроза опухолей (РФНО, 
TNFRSF) HVEM (HerpesVirus Entry Mediator, TNFRSF14) регулирует иммунный ответ T-клеток, 
активируя как воспалительный, так и ингибиторный сигнальные пути [1; 2]. HVEM является 
уникальным представителем суперсемейства РФНО, действуя и как рецептор ФНО-подобных 
лигандов, и как лиганд для белка иммуноглобулинового суперсемейства BTLA (B and T Lym-
phocyte Attenuator), что отличает HVEM от других иммунорегулирующих молекул. Клеточный 
контекст, в рамках которого HVEM связывается с BTLA, определяет будет ли клеточный ответ 
активирующим или ингибирующим. При экспрессии на различных иммунных клетках (транс- 
взаимодействие) связывание BTLA с HVEM является активирующим для HVEM и BTLA, в то 
время как связывание на одной клетке (цис-взаимодействие) является ингибирующим [3; 4]. Экс-
перименты с использованием мутагенеза показали, что HVEM и BTLA, как при цис-, так и при 
транс-связывании обладают идентичным интерфейсом [4], что предполагает наличие значитель-
ных конформационных перестроек в шарнирных областях между эктодоменом и трансмембран-
ным доменом белка HVEM при переходе от цис-связывающего белка к транс-связывающему, 
однако локализация шарнирных областей и атомные структуры образующихся комплексов не-
известны. В настоящей работе осуществлены моделирование цис- и транс-комплексов между 
белками HVEM и BTLA и идентификация шарнирных областей белка HVEM. 

Материалы и методы исследования. Предсказание атомистических 3D-структур белка BTLA 
и цис- и транс-структур белка HVEM осуществляли с использованием программы ассемблиро-
вания доменов DeepAssembly [5]. Разделение на домены, необходимое для работы программы 
DeepAssembly, осуществляли следующим образом. В качестве одного из доменов в каждом из 
трех случаев рассматривали внеклеточные сегменты белков, известные из рентгеноструктурно-
го анализа (сегмент BTLA, включающий остатки 26–137, сегмент HVEM, включающий остатки 
39–139), а также N-концевые домены, предшествующие эктодоменам с экспериментально уста-
новленной структурой (остатки 1–25 для BTLA и 1–38 для HVEM), трансмембранные домены 
(остатки 158–178 для BTLA и 203–223 для HVEM) и цитозольные домены (остатки 179–189 для 
BTLA и 224–283 для HVEM). Разделение белка на домены внутри сегментов белков в промежут-
ке между сегментами с экспериментально установленной структурой и трансмембранными до-
менами осуществляли с использованием программ FUpred [6] и ThreaDom [7]. Установление 
шарнирных областей осуществляли с использованием программ LGA-GDT [8] и DynOmics [9]. 
Переход из цис-конформации в транс- исследовали с помощью программы KOSMOS [10], позво-
ляющей оценить энергетический барьер между двумя конформациями.

Результаты и их обсуждение. В результате выполнения протокола разделения белка BTLA 
на домены были сформированы следующие домены: остатки 1–25 (домен 1); остатки 26–137 (до-
мен 2, структура определена посредством рентгеноструктурного анализа); остатки 138–157  
(домен 3); остатки 158–178 (домен 4, трансмембранный домен); остатки 179–289 (домен 5, цито- 
зольный домен). Для белка HVEM-транс были сформированы домены: остатки 1–38 (домен 1); 
остатки 39–139 (домен 2, имеется экспериментальная структура для этого домена); остатки 140–
154 (домен 3); остатки 155–189 (домен 4); остатки 190–202 (домен 5); остатки 203–223 (домен 6; 
трансмембранный домен); остатки 224–283 (домен 7; цитозольный домен). Для белка HVEM-цис 
остатки 140–202 рассматривали как единый домен. В результате HVEM-цис рассматривали как 
5-доменный белок. Результаты расчета 3D-структуры белков BTLA, HVEM-цис, HVEM-транс  
с использованием программы DeepAssembly приведены на рис. 1. С использованием программ 
LGA-GDT [8] и DynOmics [9] были определены шарнирные области белка HVEM, ответствен-
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ные за переход белка из цис- в транс-конформацию. Такими оказались области белка 150VQG-
GT155 (шарнир 1) и 188LVTKAGAGTS196 (шарнир 2) (рис. 1). 

Структурная суперпозиция полноцепочечных белков HVEM (цис- и транс-) и BTLA на 
структуру комплекса эктодоменов двух белков, полученную с использованием рентгенострук-
турного анализа (PDB-код: 2AW2), позволила предсказать атомистические цис- и транс-комплек-
сы белков HVEM и BTLA (рис. 2).

Рис. 1. Структурные модели белков BTLA и HVEM в мембранном окружении. Приведено изображение белка BTLA (а) 
и белка HVEM (b). Цис-конформация белка HVEM изображена коричневым цветом, транс-конформация показана 
в бирюзовом цвете. Шарнирные области белка HVEM показаны сферами. Иммунные HVEM+ клетки – иммунные 

клетки, экспрессирующие HVEM (T-клетки, дендритные клетки, регуляторные T-клетки, B-клетки)

Fig. 1. Structural models of BTLA and HVEM in the membrane environment. Shown are BTLA (a) and HVEM (b). HVEM 
cis-conformation and trans-conformation are depicted in brown and cyan, respectively. HVEM hinge regions are shown as 

spheres. HVEM+ immune cells stand for HVEM expressing immune cells

а

а

b

b

Рис. 2. Структурные модели полноцепочечных цис- и транс-комплексов белка BTLA и HVEM:  
а – структурная модель цис-комплекса; b – структурная модель транс-комплекса.  

Под иммунной клеткой на рисунке b подразумевается любая иммунная клетка экспрессирующая белок HVEM

Fig. 2. Structural models of the full-length cis- and trans- BTLA/HVEM complexes.  
Shown are: structural models of the cis-complex (a) and of the trans-complex (b)
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Анализ конформационной перестройки белка 
HVEM при переходе из транс-конформации в цис- 
конформацию с использованием нормальных мод  
и программы KOSMOS [10] показал наличие двух 
высоких энергетических барьеров при транс-цис- 
переходе белка HVEM. Динамика энергетической 
оценочной функции при переходе из цис- в транс- 
конформацию приведена на рис. 3. На рисунке вид-
но наличие значительного энергетического барьера 
при переходе от цис- к транс-конформации, что по-
зволяет предположить сосуществование двух попу-
ляций белков HVEM с цис- и транс-конформация-
ми уже после посттрансляционного сворачивания.

Заключение. Полученные результаты позво- 
ляют предположить изгиб белка HVEM в его ство-
ловой области, включающей домены CRD3 (сег-
мент 150VQGGT155; шарнир 1) и CRD4 (сегмент 
188LVTKAGAGTS196; шарнир 2). Транс- и цис-кон-
формации соответствуют двум глубоким потен- 
циальным ямам в энергетическом ландшафте белка, что позволяет предположить образование 
двух различных конформаций и популяций белка HVEM (цис- и транс-) при его посттрансляци-
онном сворачивании. 

Рис. 3. Изменения безразмерной энергетической 
оценочной функции KOSMOS при переходе белка 

HVEM из цис- в транс-конформацию

Fig. 3. Changes of the dimensionless KOSMOS energy 
scoring function upon the transfer of the HVEM  

protein from cis to trans conformation
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