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NK bunky a jeden z jejich receptoru CD69

Prirozeni zabije¢i (NK bunky) jsou subpopulaci
velkych granuldrnich lymfocyt, kterym na bunécném
povrchu schéazi receptory charakteristické pro B a T bunky.
Jsou nicméné charakterizovany pritomnosti NKp46 a NKp30
[Moretta L. et. al. 2002]. Pojmenovani bunék prirozeni
zabijeC¢i vzniklo podle funkce v organismu, protoze
nepotrebuji zaddnou predchozi aktivaci a presto jsou schopny
eliminovat nenormalni (tedy infikované nebo
transformované) bunky z tkané [Kiessling R. et. al. 1975].
Tato funkcnost je zalozena na kontrole MHC molekul I. Tridy
okolnich bunék. Vysledna akce (zniceni nebo neznic¢eni
cilové bunky) je vysledkem rovnovahy aktivacnich a
inhibi¢nich  signaldt  zprostredkovanymi  povrchovymi
receptory a prevedenymi na konkrétni signalni drahy
[Raulet D. H. et. al. 2001].

Specifita NK bunék neni zavisla na jediném druhu
receptoru, jako je tomu u B a T bunék, ale je dana
ruznorodosti jejich povrchovych receptoru [Lanier L. L.
2005]. Tyto receptory pak mohou byt inhibi¢ni, nebo
aktivacni.

Lektiny C-typu byly poprvé popsany v roce 1988
[Drickamer K. (1988)] a jejich charakteristickym rysem je
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pritomnost vysoce konzervované sacharid vazajici domény
(CRD), ktera je stabilizovdna dvéma nebo tremi
disulfidovymi mustky. Rozdilnd vazebna specifita je dana
ucasti variabilnich smycek na tvorbé vazebného mista.

Tuto strukturni rodinu muzeme rozdélit do nékolika
podskupin, z nichz jsou na povrchu NK bunék nejhojnéji
exprimované lektiny C-typu II. tridy. Tyto proteiny obsahuji
na extraceluldrnim C-konci jednu CRD doménu. Tato
terciarni sruktura byla poprvé rozresena u molekuly CD94
[Boyington J. C. et. al. 1999]. CRD doména je obvykle
glykosylovana a receptory se vyskytuji ve formé
homodimeru (vyjimkou je heterodimer CD94-NKG2 [Lazetic
S. et. al. 1996]). Pokud mame zminit nékterézastupce, pak je
treba jmenovat CD69, NKR-P1, NKG2 a Ly49.

CD69 je povazovan za marker aktivovanych lymfocytu.
Ackoli se nejprve z pokusu in vitro predpokladalo, ze se
podili na procesu eliminace nadorovych bunék, pozdéjsi
vyzkum na mysich prokazal jeho ulohu pri tlumeni imunitni
reakce [Sancho D. et. al. 2005], kdy byly CD69 mysi
odolnéjsi vuci ndadortm, pravdépodobné vzhledem ke
zvySené apoptéze CD69* NK bunék po kontaktu s nddorem
[Esplugues E. et. al. 2003].

Zpracovani MS dat
Vodiko-deuteriova vymeéna je chemicky deéj, pri kterém

je kovalentné vazany atom vodiku vymeénén za deuterium,
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nebo naopak. Zkoumané protony jsou vétsSinou amidické
vodiky peptidové vazby. Tato metoda poskytuje udaje o
pristupnosti ruznych césti molekuly a tedy o tercidrni
strukture proteinu [Zhang Z., Smith D. L. (1993)].

Vyhodnocovani pokusu s H/D vyménou pomoci NMR
ma jedineCné rozliSeni, protoze muzeme rozliSit kazdou
jednotlivou aminokyselinu (kromé prolin{). Bohuzel jsou zde
vSak pomérné vysoké naroky na vzorek a navic jiz musime
mit prirazené piky jednotlivym aminokyselinam, coZ je samo
o sobé dosti slozité, navic nékteré proteiny vubec nemusi
poskytovat spektra dostatecné kvality. Naopak rozliSeni MS
u H/D vymeény je zavislé na efektivité proteolyzy a pohybuje
se v rozmezi 5-10 aminokyselin. Nicméné pozadované
mnozstvi vzorku se pohybuje v mikrogramech a navic
muzeme vyhodnocovat i vysledky z velmi flexibilnich forem
proteind.

NejsilnéjsSim rysem H/D vymeény ale nejsou urovneé
deuterace jako takové, ale spiS jejich vzidjemné porovnani
(Groven deuterace proteinu s urovni deuterace komplexu
protein-ligand muze napovédét polohu vazebného mista,
protoze ligand muze CasteCné stinit Cast proteinu a tim

zpomalit deuteraci).
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Predkladana prace meéla dva hlavni cile. Prvnim byla
priprava a charakterizace nékolika forem receptoru CD69 a
druhym  poskytovani bioinformatického zazemi  pri
zpracovavani hmotnostné spektrometrickych dat. Pro jejich
splnéni byly stanoveny tyto konkrétni podcile:

« Najit renaturac¢ni protokol, ktery by zajistil dostatecné
mnozstvi CD69 pro strukturni studie provadéné pomoci
NMR

« Provést NMR titracni experimenty a sledovat pomoci NMR
strukturni zmény, ket kterym dochéazi v prubéhu a po vazbé
N-acetyl glukosaminu

« Priprava mutanti CD69

* Vyvoj makra pro program DataAnalysis pro zpracovavani
MS dat z pokusl vodiko-deuteriové vymény

« Vyvoj softwarovych néstroju pro obrazové znazornéni
vysledku ziskanych z vodiko-deuteriové vymény

« Zvladnuti dalsSich bioinformatickych uloh tykajicich se
zpracovani MS dat

Téchto cila bylo dosazeno za pouziti vhodnych
metodik  pocCinaje  molekularnim  klonovanim, pres
biochemické techniky az po pokrocilé analytické metody,

jakou je napr. NMR spektroskopie.
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Priprava rozpustnych forem molekuly CD69

Presny postup pripravy stabilnich nekovalentnich
dimer CD69 je popsan v literature (Vanék et. al. 2008).
Podrobnym zkoumdanim trojrozmérné struktury ziskané
z krystalu (uloZzeného v RCSB Protein Databank pod
pristupovym kédem 3CCK) jsme odhadli, ze se na veazebné
interakci obou podjedotek dimeru podili Q93 jedné a D88
spolu s E87 na druhé podjednotce. JeSté vyraznéjsi kontakt
byl nalezen u R134 jedné a A136 a Y135 druhé (viz obrazek 1).

Obr. 1: Model dimeru CD69 [Vanek O. et. al. 2008]. Tésna
interakce Q93 (zelené) s D88 a E87 (Cervene) a R134 (svétle
modre) s A136 a Y135 (razové). V82 a S83 na N-konci
modre. Disulfidové mustky zluté.
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Na zakladé tohoto byly pak Q93, R134 nebo oba mutovany
na alaniny, mutantni molekuly produkovany a analyzovany
gelovou filtraci, ktera ukazala, Ze jako monomer se chovala
jen dvojnaseobné zmutovana forma, zatimco obé zbyvajici se

jako monomer chovaly jen z ¢asti.

Zkoumani vazby vapniku a sacharidua raznymi formami
stabilnich molekul CD69

Uvodni pokusy s vazbou ligandt byly provedeny, aby
se potvrdila schopnost konstruktu CD69 véazat vapnik a
monosacharidy. V pripadé vazby vapniku jsme nepozorovali
zadné vyznamné rozdily mezi jednotlivymi CD69 formami
dimernimi (at kovalentné nebo nekovalentné vazanymi) ¢i
monomerni formou zacinajici serinem 100. Kazda z téchto
molekul véazala 1 mol vapenatych ionti na 1 mol
podjednoteks K, priblizné 58uM. Naopak v pripadé vazby
hexosamini byly pozorovany vyrazné rozdily, kdy byly
hodnoty ICs pro vazbu N-acetylglukosaminu a
N-acetylgalaktosaminu priblizné 10° M v pripadé monomerni
formy, ale o rad nizsi v pripadé konstruktu zacinajiciho
valinem 82. Pro nejdelSi formy zacinajicimi glycinem 70 a
kovalentné vazany dimer zacinajici glutaminem 65 byla tato
hodnota nizsi dokonce o dva rady (viz obrazek 2). Pro
nasledné vazebné studie byla z duvodu snadné a efektivni

renaturace in vitro zvolena molekula zacinajici glycinem 70.
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Fig. 2: Inhibice vazby rozpustnych forem CD69 na

mikrotitracni desticku potazenou vysokoafinitnim ligandem
(GlcNAc17BSA) pomoci neoglykoproteinu a monosacharidu.
Zkoumanymi proteiny byl monomerni CD69 (A),
valine 82 (B), glycine 70 (C) a kovalentni dimer (D).

Vazba N-acetyl-B-D-hexosaminu nezpusobuje zadné
vyrazné konformacni zmény molekuly CD69

Pro zjisténi strukturnich zmén rozpustnych CD69 po
navazani ligandu jsem sledovali zmény hydrodynamickych
vlastnosti receptoru. Velikost molekuly proteinu po vysyceni
a porovnana

N-acetylglukosaminem byla sledovana

s velikosti molekuly predem inkubované s N-acetyl-

manosaminem, jako negativni kontrolou, pomoci gelové
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filtrace na koloné Suprdex 200 HR a pomoci analytické
ultracentrifugace. Ackoli byl pozorovan kratsi retencni cas
pri gelové filtraci, ktery by mohl znamenat zménu velikosti
molekuly, hodnota experimentalné stanoveného sedimentac-
niho koeficientu byla v obou pokusech totozna. Navic se
nepodarilo najit Zddné vyrazné zmény ani v porovnavanych

HSQC NMR spektrech pred a po saturaci ligandem.

Urceni zapojeni disulfidovych mustku

Usporadani disulfidovych mustki v proteinech se
v nasi laboratori drive urcovalo porovnavanim jejich
redukovanych a neredukovanych tryptickych Stépeni
analyzovanych pomoci LC-MS. Protoze je to vsSak velice
slozitd a nespolehlivd metoda s nejistymi vysledky, snazili
jsme se pro tento ucel vyvinout metodu zcela novou.

Prvnim problémem v téchto pokusech byva zména
zapojeni v prubéhu experimentu, které se Casto déje pri
vysSich hodnotach pH. Pri stépeni kyselymi proteasami, jako
je pepsin, jsme schopni udrzovat v celém prubéhu kyselé
pH, ovSsem nizkda specifita téchto proteas zna¢né komplikuje
vyhodnocovéni. Z téchto duvodla jsme do procesu Stépeni
zavedli oxidovanou slozku znamou z in vitro renaturace.
Jako nejlepsim cinidlem se ukdzal cystamin v 200 uM
koncentraci. Protoze nasim dalSim pozadavkem na novou
metodu byla pouzitelnost i na smési proteinu, zkusili jsme

jako separacni techniku =zavést SDS elektroforézu
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s pridavkem cystaminu do vzorkového i béhového pufru. Po
klasickém enzymatickém Stépeni v gelu jsou vysledné
peptidy analyzovany na LC-ESI-MS a jejich hmotnost

porovnana teoretickymi hmotami Stépeni in silico.

Vyhodnocovani MS dat z vodiko-deuteriové vymény
Automatické vyhleddvani peptidi v hmotnostnich
spektrech a wurcovani jejich monoisotopickych hmot je
zalozeno na prirozenych vyskytech jednotlivych isotopd,
prumérném prvkovém slozeni peptidu a z toho vypocitaného
tvaru isotopové obalky, a proto nejsou nastroje pro
automatické hledéani peptidi obsazené v béznych
softwarovych aplikacich schopny rozpoznat obdlky
deformované a posunuté neprirozenym nadbykem deuteria
po H/D vymeéné. Pro vyhodnoceni takovych dat je tedy
potreba bud vyvinout zcela novou aplikaci, nebo stavajici
aplikaci néjakym zpusobem rozsirit. Pro vyhodnocovéani dat
z H/D vymény v této praci bylo vytvoreno makro pro aplikaci
DataAnalysis (Bruker Daltonics) napsané v jazyce Visual
Basic for Application (VBScript). Vyhodnocovaci algoritmus
je zjednodusené tento:
« VypocCitat presnou hmotu a pocet maximdalné teoreticky

vyménitelnych amidickych vodiku peptidovych vazeb

« Vyhledat vyskyt signalt odpovidajicich danym hmotnostem
a nabojovym stavam peptidu s vyménénymi vodiky. Aby se
minimalizovaly signdly s ndhodné podobnou hodnotou m/z,
bere se v uvahu rozdil mezi Am(*H-*H)=1.0062767 Da a
Am(**C-'*C)=1.0033548 Da
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« Pokud je nalezen, vyhledt ostatni isotopické vrcholy tohoto
peptidu a spocitat jeho prumérnou hmotnost (monoiso-
topickd v tomto pripadé neexistuje) jako vazeny prumér
hmotnosti vSech vrcholu vazeny na zékladé jejich intensity

« Opakovat pro kazdy vstupni peptid od zacatku

Z vysledki tohoto makra (prumérné hmoty) se
nasledné vypocitaji proceta deuterace vztazené bud k plné
deuterovanému peptidu (pokud je méren), nebo k teoreticky

vypocitané hodnoté pro plné deuterovany peptid.

Vizualizace vysledku H/D vymény

Porovnavani dvou (nebo dokonce vice) souboru dat jen
ve formé tabulky je velmi nepohodlné a nendzorné, proto
jsme vyvinuli souftwarovou soupravu pro znazornovani
vysledki H/D vymény doplnénou nastroji usnadnujicimi
planovani pokusu. Je to sada PHP skriptt pro webovy server a je

volné pristupna na adresach http://ms.biomed.cas.cz/MSTools/
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Fig. 3: Priklad mapy pokryti. Je moZzné najednou zobrazit
vice proteas. Primarni struktura je dopnéna schematickym
znazornénim struktury sekundarni. Program také vypocita
pokryti peptidy v procentech.
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(server v Praze) a zrcadlena na http://www.hxms.com/mstools/
(server v Seattlu).

Prvni uziteéné zobrazeni dat je znazornéni pokryti
sekvence nalezenymi peptidy (obrazek 3) a prijde na radu
jesté pred vlastni H/D vyménou. Na zdkladé této mapy se
provadi predvybér zajimavych peptidu mnohem pohodlnéji.

Vyslednd data se pak daji zobrazit mnoha riznymi

zpusoby od velmi kompaktnich ,heatmap” (obrazek 4), kde
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Fig. 4: An example of heatmap. Each strip cluster belongs to
one condition/form, each strip in cluster represents one
particular time. One of several colour schemes can be
chosen.
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