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SEZNAM ZKRATEK

Aminokyseliny jsou oznaceny standardnimi tfi- ¢i jednopismennymi zkratkami dle

[UPAC.

Pouzité zkratky proteind tepelného Soku se fidi nomenklaturou piijatou

na konferenci v Cold Spring Harbor v roce 1996 [1]. Velkymi pismeny jsou psany nazvy
rodin chaperont, napt. HSP70, zatimco nazvy jednotlivych proteinl patficich do téchto

rodin jsou psany jako Hsp, napt. Hsp70. Malymi pismeny a kursivou jsou psany ndzvy

gent kodujicich jednotlivé chaperony, napt. hsp70 .

2D PAGE dvojrozmérna elektroforesa v polyakrylamidovém gelu

AA akrylamid

APC antigen presentujici bunka (Antigen-Presenting Cell)

APS peroxodisiran amonny

ATP adenosintrifostat

BCR antigenni receptor B-lymfocytli (B-Cell Receptor)

BSA hovézi sérovy albumin

CBB R250 Coomassie Brilliant Blue R250

CD oznaceni povrchovych leukocytarnich molekul (Cluster of Differentiation)
CD69 Tg CD69 transgenni (mysi) s konstitutivni expresi CD69 na povrchu lymfocyta
CD69 -/- CD69 .knockout™ (mysi) — my$i s genovou deleci antigenu CD69
CIA kolagenem indukovana arthritida (Collagen-Induced Arthritis)
Cpn chaperonin

CRD doména vazajici sacharid (Carbohydrate Recognition Domain)
CTLD ,,doména podobna lektinim C-typu™ (C-Type Lectin-like Domain)
DC dendriticka bunka (Dendritic Cell)

DTT dithiothreitol

Fc imunoglobulinovy fragment

G protein GTP-vazajici protein

hCD69 lidsky protein CD69

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

EtOH ethanol

(U'S)



HLA
Hsp
("*I)Hsp65
TIAA
IEF
IFN

Ig

IL

LPS
mAb
MALDI

MeOH
MHC
MS

NK
NKC
NKD
NKT
PLA,
RBS
PMSF
RA

S1P,
SDS
SDS PAGE
Te

Tu

TCR
TEMED
TGF-p
Tris

hlavni histokompatibilni lidsky komplex (Human Leucocytes Antigens)
protein tepelného Soku (Heat Shock Protein)

protein Hsp65 znaceny radioaktivné pomoci ('*°I)

jodoacetamid

isoelektricka fokusace

interferon

imunoglobulin

interleukin

lipopolysacharid

monoklonalni protilatky (Monoclonal Antibodies)
desorpce/ionisace laserem za ucasti matrice (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization)

methanol

hlavni histokompatibilni komplex (Major Histocompatibility Complex)
hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

~piirozené zabijec¢ské buriky™ (Natural Killers)

komplex gentt NK bunék (Natural Killer Complex)

(Natural Killer Domain)

.prfirozené zabije¢ské™ T bunky

fosfolipasa A,

sekvence vazajici ribosomy (Ribosome-Binding Sequence)
tenylmethylsulfonylfluorid

rheumatoidni arthritida

sfingosin-1-fosfat receptor 1

dodecylsultat sodny

elektroforesa v SDS polyakrylamidovém gelu

cytotoxické T lymfocyty

pomocné T lymfocyty (helper)

antigenni receptor T-lymfocytd (T-Cell Receptor)
N.N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

transformuyjici rastovy faktor B (Transtorming Growth Factor f)

tris(hydroxymethyl)aminomethan



CILE DIPLOMOVE PRACE

Ackoliv byl protein CD69 na povrchu lymfocytl objeven jiz pied dvaceti lety.
o jeho funkci v imunitnim systému se stale spekuluje. Situace je ztiZena také tim. ze
doposud nebyl odhalen jeho fyziologicky ligand.

Tato prace se zabyva interakci receptoru CD69 s mykobakteridlnim proteinem
Hsp6S5, ktery je moznym ligandem pro tento receptor. Cilem prace bylo charakterisovat
vazbu Hsp65 a z n€j odvozenych peptidi na protein CD69 a zjistit, které aminokyseliny
jsou pro tuto vazbu klicové. DalSim cilem bylo nalézt vhodny zdroj chaperoninu rodiny
HSP60 obsahujici sekvenci LELTE, za ucelem izolace vétsiho mnozZstvi tohoto

chaperoninu pro dalsi vazebné studie.
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I. UVOD

I.1. IMUNITNI SYSTEM

Imunitni systém je klicovym homeostatickym mechanismem mnohobunéénych
organismi. Rozeznava Skodlivé od neSkodného a poskytuje organismim ochranu
pred Skodlivinami vnéj$iho prostiedi. Imunitni mechanismy mohou byt rozdéleny do dvou

zakladnich skupin na vrozené (nespecifické) a adaptivni (antigenné specifické).

I.1.1. Vrozené imunitni mechanismy

Vrozené imunitni mechanismy jsou evolu¢n¢ star$i, najdemc jc do rdzné miry
u vsech mnohobunécénych organismi. Zahrnuji fagocytujici a NK buiiky, komplement,
interferony, lektiny a dal§i sérové proteiny. Jsou uzite¢né predevsim piiobrané¢
proti plejad¢ rozlicnych patogent, nebot’ maji schopnost rozpozndvat obecné strukturni
a funkéni vlastnosti spole¢né riznym patogenlim, avSak nenachdzejici se na bunkach
organismu vlastnich. Aktivace vrozenych imunitnich mechanisma je velice rychla (fadove
minuty az hodiny), obvykle se obrannych reakci ucastni jako prvni. Po rozpoznani
cizorodych struktur na povrchu bunky se aktivuji efektorové mechanismy fagocytujicich
bunék spolu s humoréalnim systémem (aktivace komplementu) a eliminuji patogen. Nékteré
fagocytujici buriky jsou dale nezbytné pro zahajeni antigenné specifickych imunitnich
mechanismu, protoze slouzi jako buiky presentujici antigen (APC — Antigen-Presenting

Cells) pro T lymfocyty.

I.1.2. Adaptivni imunitni mechanismy

Adaptivni imunitni mechanismy jsou evoluéné mladsi, vyskytuji se az u obratlovcu.
Tyto mechanismy rozpoznavaji cizorodé struktury prostiednictvim vysoce specifickych
molekul (protilatek, antigenné specifickych receptord T lymfocytll) a aktivuji se az
po setkani s danym antigenem. Jsou schopné uchovévat informaci o struktuie daného
antigenu, tato vlastnost se oznacuje jako imunologickd pamét’. Plné rozbé¢hnuti antigenné
specifické imunitni odpovédi trva delsi dobu, obvykle nékolik dni az tydna.

U obratlovetl jsou oba dva typy imunitnich mechanismi nepostradatelné

a navzajem spolupracuji.
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I.1.3. Slozky imunitniho systému

Imunitni  systém  je  tvofen rliznymi typy bunék. makromolekul
a nizkomolekularnich latek, které spole¢né vytvareji lymfatickou tkan a lymfatické organy.
Primarni lymfatické organy (brzlik a kostni dferi) jsou mistem vzniku. diferenciace a zrani
imunokompetentnich bunék. zatimco sekundarni lymfatické organy (slezina, lymfatické
uzliny) jsou mistem, kde dochazi k antigenné specifickym obrannym reakcim. Bunky
imunitniho systému — imunocyty — zahrnuji pfedev$im razné typy bilych krvinek -
leukocyti — které se vyvijeji pod vlivem rozli¢nych faktorti z pluripotentnich kmenovvch

bunék kostni diené (obr. 1).

kmenova bunka

@ myeloidn l @
/ prekursor 0 erytroblast
@ megakaryocyt \ é?rwocyt /<

l monocyt

neutrohl eosinotil  bazofil @
i ’/ \ \ /
A dendriticka )
bunka makrofag Cl C

T, T. B1 B2
(CD8) (CD4) plazmocyt
efektory @

Obr. 1: Diferenciace riiznych druhu leukocytu z kmenové bunky. Prevzato z [2].

lymioidni
progenitor

Dvé zakladni vyvojové linie jsou linie myeloidni a lymfoidni. Z myeloidni linie
vznikaji monocyty, granulocyty, mastocyty a dendritické bunky (dale téz erytrocyty
a trombocyty), které dohromady tvofi zdklad nespecifické ¢asti imunitniho systému,
zatimco z lymfoidni linie se diferencuji bunky tvofici zaklad specifické imunity —
B aT lymfocyty a také NK buriky, tvofici spojnici mezi obéma slozkami imunity. Kazdy
z téchto druhtt bunék ma v imunitnim systému charakteristickou a nezastupitelnou roli,
nebot’ imunitni odpovéd’ organismu je zprostfedkovana praveé leukocyty. V dospélosti
témér vSechny vznikaji, mnozi se a dozravaji v kostni dfeni a nachazeji se ve zralych

stadiich v periferni krvi, kde zGstavaji v cirkulaci, nebo vycestovavaji do tkané [2].



I.1.4. Povrchové molekuly leukocytii

Na povrchu leukocytd, stejné jako na povrchu jinych bunék, se nachazeji stovky
raznych druhid molekul — nékteré ve velmi malém poctu, jiné ve zna¢ném mnozstvi.

Leukocytarni povrchové molekuly 1ze rozdélit podle funkci do nésledujicich skupin [2]:

- antigenné specifické receptory (TCR, BCR)

- adhezivni molekuly (selektiny, integriny, muciny)

«  Fcreceptory (vazaji Fc ¢asti imunoglobulinii)

- komplementové receptory (vazaji rizn¢ fragmenty sloZzek komplementu)

+ receptory cytokini a chemokinu

« regulacni signalizacni receptory a jejich ligandy (sem patii mimo jiné i lektinové
receptory C-typu na povrchu NK bunégk.)

« transportni proteiny (membranové pumpy a kandly zprostiedkovavajici transport
pfes membranu)

+ povrchové enzymy (membranové proteiny, jejichz intracelularni nebo extracelu-
larni ¢asti vykazuji enzymovou aktivitu. Jsou to pfevazné receptorové kinasy nebo
membranové fosfatasy.)

+ receptory mikrobidlnich slozek

- molekuly prezentujici antigeny (tzv. MHC glykoproteiny, které vazi na své
extracelularni ¢asti peptidové fragmenty proteint produkovanych burikou — MHC 1.

tiidy, ptipadné buiikou pohlcenych — MHC 1. tiidy)

Vétsina d€ji v imunitnim systému zavisi na mezibunéénych kontaktech, které jsou
zprostiedkovany interakcemi mezi mnoha pary adhezivnich molekul. Ve vétsin¢ pripadui
neplsobi adhezivni molekuly jako pasivni ,lepidlo™, ale po interakci s vazebnym
partnerem na povrchu druhé bunky ptrenasSeji dovnitt bunky signaly, které ji informuji
o tom, Ze doslo k adhezi a Ze je na ni potfeba reagovat [2]. Adhezivni molekuly mohou byt
exprimovany konstitutivné, nebo se na povrchu bunék objevuji az po aktivaci. Do skupiny
adhezivnich molekul patfi i1 lektiny, o nichz je kratce pojednano v nasledujici kapitole.
Nekteré lektiny patii zaroven mezi regulaéni signaliza¢ni receptory NK bunék, o nich bude

pojednano ve zvlastni kapitole 1.2.1.



Povrchové molekuly leukocytl se oznacuji tzv. CD-nazvy (pivodné z anglického
Cluster of Difterentiation). Tento nazvoslovny systém je pouze inventurni. v némz nove
popisované molekuly dostavaji poradova ¢isla. Mnohé z molekul maji alternativni nazvy
souvisejici s jejich strukturou ¢i funkei.

Mnoho povrchovych molekul je sdileno mnohymi, eventuelné vSemi typy
leukocytd, nebot’ zajist'uji nékteré spolecné zakladni funkce. napf. membranovy transport
nebo adhezivitu. Jiné povrchové molekuly jsou vSak pritomné pouze na nékterych
subpopulacich leukocytd, coz souvisi s ur¢itou funkéni specializaci prislusnych leukocyti.
Povrchové molekuly charakteristické pouze pro urcité subpopulace leukocytl se nazyvaji
m»markery* téchto subpopulaci. Prakticky se jich vyuziva pro diagnostické urcovani
jednotlivych leukocytarnich subpopulaci, obvykle metodou pritokové cytofluorometrie.
Charakteristické¢ molekuly, které se na povrchu leukocytli objevuji az po jejich aktivaci. se

souhrnné oznacuji jako aktiva¢ni antigeny.

1.2. LEKTINY

Pojmem lektiny se oznacuji proteiny nebo glykoproteiny. které rozpoznavaji
a reversibilné vazou sacharidové struktury [3]. Z této detinice byly vyjmuty protilatky
(na rozdil od protilatek nemaji lektiny typickou strukturu imunoglobulinti a nejsou schopné
reagovat na antigenni podnét) a enzymy (lektiny nemeéni kovalentni strukturu navazanych
sacharid(i). Jsou rozsitené ve vSech fisich organism@ — nachézeji se u virl.. bakterii, rostlin
i zivo¢icht. Nézev lektin pochazi z latinského slova ., legere ™ (zvolit si). Zivo¢isné lektiny
Ize klasifikovat do nékolika rodin, na zéklad¢ jejich evolu¢ni piibuznosti, pfipadné dalsich

charakteristickych vlastnosti. Rozlisujeme tyto strukturni rodiny lektinu [4]:

- lektiny C-typu (vazba sacharidu je zavisla na pfitomnosti Ca* ionti)

« lektiny I-typu (lektinova doména je podobna doménam imunoglobulinovym)

- galektiny (diive lektiny S-typu, vazi galaktosylové zbytky a jejich aktivita je
zavisla na thiolovych skupinach)

-+ pentraxiny (jejich podjednotky tvofi pentamer)

+ lektiny P-typu (vazaji glykoproteiny obsahujici mannosa-6-fosfat)

« lektiny L-typu (jejich lektinova doména je pfibuzna s rostlinnymi lektiny

leguminos).



lektiny R-typu (strukturné pfibuzné s ricinem)
lektiny M-typu (strukturné podobné nékterym typim manosidas)
+ calnexin (ovliviiuje posttranslacni modifikace v endoplasmatickém retikulu)
Je vsak tfeba poznamenat, ze nékteré nové objevené lektiny neni mozné zaradit

do zadné z uvedenych rodin.

I.2.1. Lektiny C-typu.

Spole¢nym znakem vsech lektinii C-typu je pritomnost sacharid vazajici domény
(CRD — Carbohydrate-Rccognition Domain), jejiz funkce je zavisla na pritomnosti
vapenatych iontd [5]. Tyto lektiny se nalézaji na bunééném povrchu, nebo rozpustné v séru
¢i extracelularni matrix. Na zdkladé¢ aminokyselinové sekvence bylo definovano sedm

skupin lektind C-typu:

. - proteoglykany

. - transmembranové receptory II. typu

1. - kolektiny

IvV. - selektiny

V. - lymfocytarni membranové antigeny II. typu
VI. - mannosové receptory makrofag

VII. - volné sacharid vézajici domény.

V imunitnim systému hraji dileZitou roli lektiny ze skupiny lymfocytirnich
membranovych antigenua II. typu. Vyskytuji se nejvice na povrchu NK bunck a hraji
ziejmé dulezitou roli v jejich protinadorové aktivité. Tyto lektiny jsou kodovany geny v tzv.
NK genovém komplexu a nachdzi se mezi nimi jak stimula¢ni (NKR-P1), tak inhibi¢ni
(skupina receptori NKG2) receptory NK bunék. Lektinové receptory NK bunék se
od ostatnich lektind C-typu odliSuji v aminokyselinové sekvenci CRD domény a to
1 v jejich nejvice konzervovanych ¢astech. Neni proto divu, Ze mezi ligandy receptori NK
bunék C-lektinového typu patii i proteiny — napt. neklasické MHC glykoproteiny I. tiidy
jsou ligandy pro CD94/NKG2 heterodimerni receptory [6]. CRD doména lymfocytarnich
membranovych antigend II. typu se pro svou odliSnost oznacuje jako doména podobna
lektinm C-typu (CTLD — C-Type Lectin-Like Domain) nebo ptimo jako NKD (Natural

Killer Domain).
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I.3. PROTEIN CD69

Molekula CD69 byva nejcastéji charakterizovana

caon coon
jako velice ¢asny aktivaéni antigen leukocyt. Vyskytuje se .
konstitutivné na povrchu monocytd [7], neutrofila [8], T l:c
epidermalnich Langerhansovych bunék [9] a krevnich c:] c
desticek [10], kindukci jeji exprese dochazi zahy i i
po aktivaci T lymfocytd [11], B lymfocytid, NK bunék [12] {c\ /C]
a dalSich bunék hematopoetického plivodu [13]. Protein C}: _____ C/C
CDG6Y9 byl poprvé popsan v roce 1986 jako molekula ‘—_@
objevujici se na povrchu T lyfocyti béhem jedné hodiny

NH, NH,

po jejich aktivaci [14]. Po agregaci extracelularnich ¢asti
) Obr. 2: Schema struktury

molekul CD69 vyvolané navazanim specifickych protilatek 5
proteinu CD6Y. Sipkou je
dochazelo k aktivaci a proliferaci lymfocyti nesoucich ) ,
oznaceno misto glvkosylace,

CD69 nasvém povrchu. Diky témto pocatecnim , o .
schematicky jsou vyznaceny

pozorovanim ziskal protein CD69 nazev EA 1 (z angl. disulfidové mistky. Cerny
Early Activation Antigen 1) [14], béhem nasledujicich let obdéinik zndzornuje
byl popsén 1 nékolika dal$imi laboratofemi a byly mu plasmatickou membirdnu.
pridéleny nazvy AIM (z angl. Activation Inducer Prevzato z [19].

Molecule) [15], MLR-3 [16] nebo Leu-23 [12]. Na IV. Mezinarodni konferenci o lidskych
leukocytarnich antigenech (1989) bylo této molekule pfifazeno jednotné oznaceni CD69.
Indukce exprese molekuly CD69 velmi dobie koreluje s dalSimi meéfitky aktivace
lymfocytd, a proto se ji Casto vyuziva jako ,markeru™ aktivovanych lymfocyti v mistech

chronického zanétu nebo v nadorovych infiltratech.

1.3.1. Struktura proteinu CD69.

Gen kodujici lidsky protein CD69 se nachazi v oblasti tzv. NK genového komplexu
na 12. chromosomu [5]. Molekula CD69 patii do rodiny lektind C-typu, ktera zahrnuje
1 dals$i receptory NK bunék. Struktura CD69 je schematicky naznacena na obr. 2. CDGY je
transmembranovy protein, exprimovany na bunééném povrchu jako kovalentni homodimer
s podjednotkami o velikosti 28 nebo 32 kDa. Oba dva fetézce maji shodnou proteinovou
¢ast tvorenou polypeptidem o délce 199 aminokyselin a velikosti 22,5 kDa, mohou vsak

byt rozdilné glykosylované. N-glykosyla¢ni misto proteinu CD69 se nachazi v oblasti
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kr¢ku, vn& buiiky t&sn& nad cytoplasmatickou membranou. V oblasti kréku se také nachazi
molekula cysteinu (Cys68) ucastnici se tvorby intermolekuldamiho disulfidového mustku
s dal3i molekulou CD69 [13]. Extracelularni C koncova &ast proteinu CD69 dale zahmuje
globularni doménu podobnou lektinim C-typu (CTLD). Cytoplasmaticka N-koncova
doména je pomé&mé kratka, nebyly nani prozatim identifikovany Zidné motivy spojené
se signalisaci, byla viak odhalena jeji konstitutivni fosforylace na serinech [12] a asociace
s podjednotkou G proteinu [17]. Je schopna pfenaset signal dovnitf buiiky a je dilezita
pro spravnou povrchovou expresi CD69 [18].
V soutasné dob¢ je k disposici n€kolik
krystalovych struktur CTLD domény
N proteinu CD69 [19, 20, 21], viz obr.3.
»~ Porovnanim téchto struktur s dostupnymi

krystalovymi strukturami dal$ich lektint

C-typu se ukazalo, Ze struktura CTLD
proteinu CD69, jakoz i dalsich receptord
NK bun¢k lektinové rodiny, se
od struktury  klasickych  lektinovych

Obr. 3: Struktura CTLD receptoru CD69. Zelené —
a-helixy, modfe — B-sklddané listy. Podle [21].

domén C-typu mimé€ odliduje [21]. Témto doménam chybéji konservované aminokyseliny
zodpovédné za vazbu vapniku a sacharidi. Podobnou strukturu lektinové domény
(nazyvané pro svou mirnou odlinost NKD — Natural Killer Domain) maji dale receptory
NK bun¢k CD94 a Ly49A.

1.3.2. Funkce CD69 v imunitnim systému.

CD69 je exprimovan velice rychle, aviak pouze pfechodné na povrchu riiznych
druhti lymfocytd, je jejich aktivaénim antigenem. Mezi signaly vedouci k jeho expresi patfi
mitogenni nebo anti-CD3 stimulace T lymfocytd, zrani lymfocyti v thymu, zesiténi
povrchovych imunoglobulinii na povrchu B lymfocytii a cytokinova, anti-CD16 nebo anti-
CD2 stimulace NK bun&k. Exprese CD69 je regulovana na drovni mRNA, ktera je velmi
rychle degradovéna [5, 22]. Funkce proteinu CD69 byla nejprve studovana in vitro
vyuzitim monoklonélnich protilitek proti CD69 v pfitomnosti forbolmyristylacetatu
(PMA) [13]. Ukazalo se, Ze agregace molekul CD69 vede k toku vapenatych ionth

do cytosolové matrix, proliferaci, sekreci prozanétlivych cytokind a aktivaci cytotoxickych
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mechanismu [7. 15]. V ptipadé monocyti dochéazi k aktivaci cytosolové fosfolipasy A,
(PLA;), indukci sekrece oxidu dusnatého (NO) a degranulaci [7]. U krevnich desticek
vyvolava zesiténi CDG69 aktivaci PLA,, aktivaci metabolismu arachidonové kyseliny
anasledn¢ agregaci desti¢ek [10]. Ve svétle téchto pozorovani byla molekule CD69
piisuzovana funkce aktivaéniho prozanétlivého receptoru. Byla popsana asociace
cytoplasmatické ¢asti CD69 s G proteinem a zavislost aktivace PLA,; na tomto G proteinu
u krevnich desticek a T lymtocyti [17]. Signalisa¢ni drdha vedouci k cytotoxické aktivité
zprostiedkované zapojenim receptoru CD69 vsSak zatim odhalena nebyla. Agregace
receptort CD69 prostfednictim mAb mutze ovSem vést 1 k apoptose riznych druhti bunék,
napf. eosinofilid [23] amonocytd [24], byla navrZzena jeho mozna ucast na deleci
autoreaktivnich lymfocyti [25].

V soucasné dob¢ se¢ studie funkce molekuly CD69 soustied’'uji na in vivo modcly
a vyuzivaji transgennich mys3i exprimujicich CD69 na povrchu lymfocytli konstitutivné
(CD69 Tg mysi) nebo ,.knockout mysi s ,,vypnutym* genem pro CD69 (CD69 -/- mysi).

Studie charakterizujici rizné druhy hematopoetickych bunék v CD6Y -/- mysich
ncodhalila zadné vyrazné poruchy imunitnich funkci. V. CD69Y -/- mysich dochazi
k normalnimu vyvoji vSech imunocyti, rovnéz zastoupeni a distribuce imunocytl se nijak
nelisi od divokych mysich kmenid. Lymfocyty isolované z thymu, sleziny a lymfatickych
uzlin CD69 -/- mysi jsou po stimulaci cytokiny ¢1 bakteridlnimi produkty (LPS. enterotoxin
B) schopné proliferativni odpovédi, stejné tak v Zadné z dalSich testovanych funkei se
lymfocyty bez receptoru CD69 neodliSuji od lymfoctd normalnich [26]. Tato studie
probihala v podminkach bez pfitomnosti patogeni, dal$i vyzkum se proto zaméril
na imunitni odpovéd CD69 -/~ mysi v riznych modelech chronickych zanétlivych
onemocnéni a nddorovych onemocnéni.

Jednim z modell je kolagenem indukovana arthritida (CIA — Collagen Induced
Arthritis), mySi experimentdlni model autoimunitniho zanétlivého kloubniho onemocnéni —
rheumatoidni arthritidy (RA — Rheumatoid Arthritis). U CD69 -/- mysi se na rozdil od mysi
nesoucich alelu divokého typu vyviji zhorSend forma CIA, doprovazend zvysenou
reaktivitou T a B lymfocytd proti kolagenu. Vaznost onemocnéni koreluje se snizenou
hladinou cytokinu TGF-f3 [27]. TGF- je cytokin s protizanétlivou funkci, ktery ma i v
dalSich autoimunitnich onemocnénich protektivni roli [28]. Na spojitost snizené hladiny

TGF-f s neptitomnosti receptoru CD69 poukazuje fakt, ze agregace CD69 pomoci mAb na



povrchu lymfocyti izolovanych z mista zanétu mysi s CIA vede k produkci TGF-f [27]. V
tomto pfipadé ma receptor CD69 protizanétlivou funkci. Spojeni receptoru CD69 s
produkci TGF-f bylo odhaleno i v ptipadé¢ nadorovych onemocnéni u mysi. nemocné
CD69 -/- mysi produkuji méné TGF-f a soucasné se lépe brani nadoru, diky zvySenému
poctu cytotoxicky aktivnich NK bunék a T lymfocytd [25]. V obou modelech vede
nepfitomnost receptoru CD69 ke snizené hladiné cytokinu TGF-f. ktera usti v silngjsi
imunitni odpovéd’, podporujici rychlejsi odhojeni nadoru, nebo zavaznéjsi zaniceni tkané v
pripadé CIA [29]. Imunitni odpovéd’ je v téchto dvou modelech zavisla predevSim na
T lymfocytech a NK bunkach. V dals$im mySim modelu RA. ve kterém se autoimunitni
odpovédi Gcastni pfedevsim granulocyty, se naopak u CD69 -/- mysi vyviji mirnéjsi forma
arthritidy, ktera je vysvétlovana chemotaktickym a¢inkem TGF- na granulocyty — snizeni
hladiny TGF-3 u CD69 -/- mysi ztejm¢ vede ke snizeni po¢tu granulocytll v misté zanctu a
tudiz k potlaceni zanétlivé reakce [30]. Zaroven je vSak mozné, ze zapojeni receptoru
CD69 spousti 1 produkci prozanétlivych cytokini, podobné jako je tomu u in viiro
stimulace.

V piipad¢ (D69 Tg mysi se oproti predpokladu ukazalo, ze konstitutivni exprese
CD69 nepodporuje priliSnou aktivaci lymfocyti a zanétlivé podminky [25].

Protein CD69 je piechodné exprimovan na lymfocytech prochéazejicich positivni
a negativni selekci v thymu [31], na CD69 Tg mysSich byla sledovana funkce CD69 v tomto
procesu. T lymfocyty v CD69 Tg mysich prochazi normalnim vyvojem a selekcei, avSak
dochdzi k hromadéni zralych T lymfocyta v dieni thymu a zaroven ke sniZeni po¢tu T¢ a Ty
lymfocytii v sekundarnich lymfatickych organech [32]. Zralé T lymfocyty CD69 Tg mysi
nejsou schopné opustit thymus, mechanismus zatim neni pfesn¢ znam. V nejnovéjsi studii
byla popsana asociace CD69 s receptorem S1P,, ktery je nezbytny pro vycestovani
lymfocytl z lymfatickych organt. Pisobenim cytokini [FN-a/p 1ze vycestovani lymfocytu
docasné zastavit, u CD69Y -/~ mysi pusobenim téchto cytokini k zadrZovéani lymfocytu
v lymfatickych organech nedochazi [33]. Roli CD69 v adhezi a migraci lymfocytii navrhuje
1 studie popisujici asociaci CD69 s calreticulinem na povrchu aktivovanych B lymfocytu
[62].

Tyto vysledky poukazuji na to. ze in vivo je CD69 spise molekulou, ktera pusobi
v riznych mechanismech regulace imunitni odpovédi. Zahy po aktivaci lymfocyti

negativni zpétnou vazbou brani piilisné aktivaci imunitniho systému (prostiednictvim
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sekrece cytokinu TGF-B). Dal§i moZnou funkci CD69 je role v adhezi, kterd ovliviluje
cirkulaci CD69+ lymfocytli. V zavislosti na konkrétnim prostfedi a typu imunocytu vede
zapojeni receptoru CD69 k riiznym vysledkiim. Regula¢ni kroky, ve kterych bylo navrZzeno

zapojeni receptoru CD69 jsou znazornény schematicky na obr. 4 (str. 15).
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Obr. 4: Mozné zapojeni proteinu CD69 na riznych urovnich regulace imunitni odpovédi.
Antigenné specificky signal aktivuje prostiednictvim TCR T lymfocyt a vede k expresi CD69. (a)
Nedokonald aktivace vede k anergii. (b) Nékteré z anergickych T lymfocytic mohou fungovat jako
regulacni T lymfocyty (Treg) a produkovat TGF-B. Pokud dojde k piné aktivaci T lymfocyti,
zacnou T lymfocyty proliferovat. V tomto pripadé mize CD69 pusobit regulacné na dvou riznych
urovnich. Zaprvé, pokud je ligand CD69 exprimovdn dendritickymi burikami (DC) v lymfatickych
uzlindch, (c) CD69' T lymfocyty mohou produkovat TGF-B, kiery inhibuje (d) diferenciaci T
lymfocytu a (e) funkci DC jako bunék presentujicich antigen. (f) Zadruhé, pokud je ligandem
CD69 molekula exprimovand na bunkdch v zdanétlivych infiltratech, CD69" T lymfocyty mohou
prostfednictvim produkce TGF-B tlumit zdnét. (g) Receptor CD69 také miZe definovat
subpopulaci tolerogennich dendritickych bunék. Podle [30].
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I.4. HSP — proteiny tepelného Soku

Objev proteint tepelného Soku (HSP — Heat Shock Proteins) spada do roku 1974,
kdy byla pozorovana jejich zvysena expresc ve slinnych zlazach musky Drosophila
melanogaster vystavenych tepelnému stresu [34]. Exprese proteinl tepelného Soku je
ovSem indukovéana nejen vystavenim bunék zvySené teploté. ale 1 za jinych stresujicich
podminek jako je oxidativni stres, odnéti zivin, fagocytosa nebo radiace. Ackoliv
pii riznych formach stresu dochazi ke zvysené transkripei genl pro HSP, jsou tyto proteiny
ptitomny v bunce 1 za normalnich podminek. Brzy po jejich prvnim popisu byla odhalena
jejich funkce pii sbalovani proteini.

Proteiny tepelného Soku tvofi rodinu vysoce konzervovanych proteinu. jejiz
zastupci se vyskytuji ve vSech fisich organismi. Podle své molekulové vahy a funkce byly
tyto proteiny rozdéleny do nékolika zakladnich rodin: malé proteiny tepelného Soku.
HSP40. HSP60, HSP70, HSP90 a HSP110. HSP proteiny patfici do jedné rodiny se
vyznacuji vysokou sekvencni homologii a funkéni ptibuznosti, zatimco s HSP proteiny
jinych rodin zaddnou homologii nesdili. Za primarni funkci HSP proteinti je povazovana
pomoc pfi sbalovani proteint.

Kone¢na nativni konformace polypeptidu je kddovana jeho aminokyselinovou
sekvenci a mnoho protein( se skute¢né sklada do této konformace samovolné in vitro [35].
V Zivych bunkach ovSsem vysoka koncentrace proteinii usnadnuje mezimolckulové
interakce na ukor intramolekuldrnich, navic nedokonale poskladané proteiny ¢i Spatné
posklddané proteiny exponuji hydrofobni aminokyselinové zbytky na svém povrchu.
Souhra téchto okolnosti by vedla k agregaci proteinli in vivo. Aby buiika piedesla tomuto
nebezpeci, pouziva systém tzv. molekularnich chaperoni, které napomahaji sbalovani
proteind okamzité po translaci na ribosomech. Termin molekularni chaperon se pouziva
k popisu skupiny funkéné ptibuznych proteind, které maji schopnost vazat se na nesbalené
nebo casteCné sbalené polypeptidy, vyvolat v téchto polypeptidech konformaéni zmény
a uvolnit je kontrolovanym zplGsobem [36]. Mnoho molekularnich chaperonl je ¢lenem

nékteré z rodin proteinti tepelného Soku.

I.4.1. HSP60 rodina proteinu tepelného Soku — chaperoniny

Jako chaperoniny jsou oznacovany proteiny rodiny HSP60 tvofici podskupinu

molekularnich chaperonu. Existuji dvé skupiny chaperoninl. Prvni skupina se vyskytuje
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v eubakteriich a uvnitf mitochondrii a chloroplasti. Pro chaperoniny této rodiny je
charakteristicka tetradekamerni struktura a spoluprace s heptamernim ko-chaperoninem.
Druha skupina chaperoninii se nachazi v cytosolu eukaryot a archei a nevyZaduje pro svou
funkci ko-chaperonin.

Nejvice studovanym a nejlépe charakterizovanym chaperoninem je Hsp60
z Escherichia coli, obvykle oznatovany jako GroEL. Tento protein tvofi soudkovity
komplex skladajici se ze dvou na sebe poloZenych heptamernich kruhil, na jehoZ vrchol
naseda heptamerni ko-chaperonin GroES. Funkce celého komplexu je zavisla na hydrolyze
ATP, ktera indukuje konformaéni zmény komplexu umoZiiujici uvolnéni polypeptidu i jeho
poskladani [37]. Funké&ni cyklus sklddani proteind pomoci GroEL a GroES byl sledovan

kryoelektronovou

(b)

(a)

mikroskopii [39],

k dispozici je mnoho
krystalovych  struktur
komplexi GroEL a
GroES
ATP nebo ADP [40, 41],
obr. 5. Kazdy
monomer komplexu

GroEL (neboli kazdy

i s navdzanym

viz

T

Obr. 5: Krystalovad struktura E. coli GroEL a jeho komplexu s ADP

a ko-chaperoninem GroES. (a) Jednotlivé domény GroEL jsou
barevné odliseny — zelené ekvatorialni doména, luté intermedidrni

doména a Cervené apikdlni doména. Fialové je vyznaceno ATP

protein Hsp60 z E. coli)
se sklada ze tfi struktur-

nich domén — apikalni

hydrofobni vazebné misto
pro peptidy je vyznaceno Sedé. (b) Struktura ctrndctimeru, barevné
Jsou vyznaceny tFi podjednotky GroEL. (c) Komplex GroEL-ADP-
GroES, barevné je vyznacena jedna podjednotka GroEL a jedna

podjednotka GroES. Pfevzato z [38].

navdzané v ekvatoridlni doméné,

a ekvatorialni domény,
spojeny

doménou intermediar-

které  jsou

ni. Ekvatoridlni doména

Jje nejrozsahlejsi, zpro-
stfedkovava kontakty mezi heptamernimi kruhy, vaZe a hydrolyzuje ATP. Apikalni doména
na otevienych koncich soudku rozpoznivd a vaZe prostiednictvim hydrofobnich
aminokyselinovych zbytkii nesbalené proteiny. Vazebné misto pro polypeptidy na apikalni
doméné je velice plastické a proto schopné vazat Siroké spektrum proteinii. S apikalni
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doménou také interaguje ko-chaperonin GroES. Intermediarni doména je pomérné mobilni.
umoznuje strukturni zmény béhem funkéniho cyklu komplexu.

VétSina znamych eubakterii exprimuje pouze jeden protein rodiny HSP60.
Chaperonin Hsp60 (analogicky GroEL z E. coli) a jeho ko-chaperonin (analogicky GroL'S
z E. coli) jsou v eubakteriich kédovany geny groEL a groES (alternativni nazvy c¢pn60
acpnl0) usporadanymi do groESL operonu. Toto uspofadani umoznuje jejich

koordinovanou expresi, zcela v souladu s jejich spole¢nou funkeci pfi skladani proteinu.

I.5. CHAPERONINY MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Mycobacterium tuberculosis exprimuje dva chaperoniny homologni s ostatnimi
¢leny rodiny proteint HSP60. Jako prvni byl objeven diky své schopnosti stimulovat
imunitni systém Cpn60-2 [42], v literatufe nejcastéji oznacovany jako Hsp65 nebo 65-kDa
antigen. Spolu s 10-kDa proteinem CpnlO patfi mezi nejvice imunoreaktivni proteiny
M. tuberculosis [43]. Druhy homolog HSP60 oznacovany Cpn60-1 byl odhalen nejprve
na urovni DNA béhem sekvenovani genomu M. tuberculosis a posléze objeven 1 v lyzatu
této bakterie [44].

Tim, ze genom Mycobacterium tuberculosis obsahuje dv¢ kopie cpn60 genu. sc
odliSuje od vétSiny zndmych eubakterii. Gen cpn60-1 (homolog groEL) z M. tuberculosis je
stejné jako v pripadé dalSich eubakterii uspofadan v operonu spolu s genem cpnl(0 pro ko-
chaperonin (homolog groES). oviem druha kopie genu — cpn60-2 kodujici protein Hsp65 —
se vyskytuje samostatné v jiné casti genomu [44], pro srovnani viz obr. 6 (str.19). Toto
zvlastni usporadani genl pro chaperoniny bylo potvrzeno 1 v piipadé Mvcobacterium
leprae [45] a Streptomyces sp. [46, 47], coZ jsou blizce piibuzné bakterie patfici
do skupiny aktinomycet.

Aminokyselinové sekvence Cpn60-1 a Hsp65 z M. tuberculosis vykazuji 61 %
sekvencni shodnost a 76 % sekvenéni podobnost, 1isi se podstatné pouze v C-koncové
¢asti, kde Cpn60-1 obsahuje sekvenci bohatou na histidin, zatimco Hsp65 obsahuje
sekvenci typickou 1 proostatni chaperoniny bohatou na methionin a glycin. Oba
mykobakteridlni chaperoniny Cpn60 jsou exprimovany konstitutivné. Po tepelném Soku.
fagocytose makrofagy nebo vystavenim jiné formé stresu dojde k jejich zvysené expresi,

tyto proteiny pak tvoii 1 az 10 % vSech proteint lyzatu [48].
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Obr. 6: Schema uspoFddadni genil pro chaperoniny v genomu E. coli a
M. tuberculosis. Silné ¢ary representuji sekvenci DNA, Sipky oteviené
Steci ramce. B R a T znadi shody s konsensus sekvencemi
pro promotory (P), RBS (R) a rho-nezavislé terminacni sekvence (T).
Podle [44].

P své praci na biochemické charakterisaci chaperonini Cpn60-1 a Hsp65
z M. tuberculosis dosli Qamra a kol. k zavéru, Ze se tyto proteiny vyskytuji ve formée
dimeru in vitro i in vivo, narozdil od ostatnich zndmych chaperoninti rodiny HSP60.
Schopnost napomahat skladani proteinii je spojovana s tetradekamerni strukturou
chaperoninti, spolupraci s ko-chaperoninem GroES a hydrolyzou ATP, chaperoniny
z M. tuberculosis si v3ak tuto schopnost zachovévaji i v dimerni podobé a nevyZaduji
ptitomnost ko-chaperoninu [49]. Maji jen velice slabou ATPasovou aktivitu a jsou schopné
zabranit agregaci proteint i bez pfitomnosti ATP [49]. V posledni dob& byla rozieSena
krystalova struktura Hsp65 [50]. Protein se podatilo vykrystalovat pouze jako dimer,
krystalova struktura potvrdila uspofadani se tfemi doménami — apikalni, intermedialni
a ekvatoridlni — velice podobné jako v GroEL bakterie Escherichia coli. Rozdilné je oviem
uspofadani a kontakt monomerii, molekuly Hsp65 spolu interaguji pfedevsim svymi
apikalnimi doménami, zatimco interakce monomer — monomer v tetradekameru GroEL
jsou zajiStovany hlavné doménami ekvatoridlnimi (viz obr. 7, str. 20). Krystalova struktura
také odhalila rozsahlé hydrofobni struktury na povrchu dimeru Hsp65, které mohou hrat
roli pfi navazani nesbalenych proteint a branit tak jejich Spatnému sbaleni &i agregaci.
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Obr. 7: Nezvykly zpusob dimerisace
Hsp65. (a) Superposice dimeru Hsp65
(Sedivé a modie) a E. coli GroEL
komplexu (Cervené). (b) Hsp65 dimer
— pohled naasociaci monomeri
prostéednictvim  apikdlnich  domén.
Monomery jsou odliSeny riznymi
odstiny §edé. A, I a E znaci apikdlni,
intermedidlni a ekvatoridlni doménu.

Prevzato z [50].

Zatimco vétSina eubakterii si vysta¢i s jednim
chaperoninem rodiny HSP60, o potfebé dvou
takovych chaperonini a jejich funkci
v mykobakteriich se spekuluje. Jsou schopné
napomahat sbalovani proteind, je v3ak mozné, Ze
kromé toho zastavaji i jiné funkce. Tuto domnénku
podporuje i skuteCnost, Ze jsou tyto proteiny
sekretovany do extracelularniho prostfedi, ackoliv

jejich funkce molekularnich chaperonii je omezena

na cytosol [S1].

L.5.1. Role Hsp6S v imunitnim systému

Z imunologického hlediska ptitahuji HSP stéle
vice pozornosti. Mykobakteridlni Hsp65, stejné jako
ostatni bakteridlni chaperoniny rodiny HSP60,
na sebe upoutal pozornost jako vysoce imunogenni
molekula schopna aktivovat velké mnozstvi
T lymfocyti [52]. Napadeni builkky znamena
pro mykobakterii  jistou formu stresu dstici
ve zvySenou produkci HSP. Napadend buitka
hostitele naopak tyto proteiny degraduje na peptidy,
které jsou pak v komplexu s MHC glykoproteiny
II. tfidy na povrchu APC presentovany imunitnimu
systému. Jelikoz HSP tvofi v dob& napadeni buriky
pomémé velkou &ast vSech mykobakterialnich
proteind, jsou také v nejv&tsi mife presentovany

ve form¢ MHC komplexi.

Jednim z imunodominantnich epitopti mykobakteridlniho Hsp65 rozpoznavanych T

lymfocyty je sekvence mezi aminokyselinami 180 — 188 (TFGLQLELT). Tato sekvence se

nachézi v intermediarni doméné a je exponovana na jejim povrchu [50].

Kromé role antigenti, byla pro bakteridlni HSP60 navrzena i role pfi pfenosu

a presentaci jinych antigenti. HSP proteiny jsou in vivo asociovany s velkym souborem
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peptidt. vzniklych degradaci bun&énych proteind. Také myko-bakterialni Hsp65 muize diky
hydrofobnim oblastem na svém povrchu vazat nespecifickymi hydrofobnimi interakcemi
rizné peptidy [50]. Komplexy HSP proteinll s antigennimi peptidy jsou prostiednictvim
specifickych receptori pohlceny antigen presentujicimi buiikami a jejich fragmenty
nasledné presentovany ve formé MHC komplexd.

Lidsky Hsp60 vykazuje 50 % sekvencni identitu s mykobakteridlnim Hsp65.
dalsich 20% aminokyselinovych zbytkd je nahrazeno podobnymi aminokyselinami.
Nekteré oblasti v molekule lidského Hsp60 jsou tak zcela identické s homolognimi
oblastmi v mykobakterialnim Hsp65 (viz pfiloha). Protilatky a TCR proti myko-
bakterialnimu Hsp65 z tohoto diivodu reaguji 1 s Hsp60 organismu vlastnim. Tato zkiizena
reaktivita by mohla vést k indukci nékterych autoimunitnich onemocnéni. Ve vétsing
cexperimentdlnich  modeldt  vSak dochazi spiSe k opaéné situaci a imunizace
mykobakterialnimi HSP proteiny ma protektivni funkei a vede k odolnosti vii¢i pokusim
indukovat autoimunitni onemocnéni [53]. Exprese proteini tepelného Soku tkanémi
v autoimunitnich a chronickych zanétlivych onemocnénich je spojena s Gtlumem zanétu,
namisto jcho indukce ¢i1  rozSifeni. T lymfocyty, které rozpoznavaji HSP60
v autoimunitnich onemocnénich maji imunoregulaéni fenotyp (exprese CD25 a CD30).
produkuji cytokiny s regula¢ni funkei: TGF-B, IL-10 a [L-4 [54].

Kromé¢ schopnosti aktivovat imunitni systém prostfednictvim protilatek
a specifickych T lymfocytl, byla v poslednich letech popsana i schopnost ISP interagovat
ptimo s burikami vrozeného imunitniho systému mechanismem podobnym cytokinlim,
aktivovat je a indukovat sekrect prozanétlivych cytokind TNF-a, IL-1, IL-6 a I[.-12 [55].
Zpusob, jakym dochézi k sekreci HSP do extraceluldrniho prostoru zatim neni znam. je

také mozné, Ze se bakteridlni HSP uvoliyji do prostiedi v dusledku lyzy bunky.



II. MATERIAL

I1.1. PRISTROJE A DALSI VYBAVENI]

Analytické vahy

Automatické pipety

Centrifuga J-6M

Centrifuga J2-2I

Centrifuga Z 382 K

Centrifuga stolni, Spectrofuge 16M

Ctecka desticek TECAN

Ctecka desti¢ek Liquid Scintillation and Luminescence
Counter 1450 Microbeta TRILUX

Filtry PVDF 0,22pum

HPLC systém BioSys 510

Chladnicka

Chladnicka

Koncentratory Centriprep, Centricon, Microcon
Kyvety UltraClear™ 4 ml|

LAS reader

Magnetickd michacka MM 2A

Mikrotitra¢ni desti¢ky 96-jamkové, PVC U bottom plates
Mrazici box (-80 °C) Ultra Low

Mrazici box (-20 °C)

Olejova vyvéva

pH metr ¢200

Predvazky HF1200G

Souprava pro elektroforézu

Souprava pro filtraci za snizen¢ho tlaku

Souprava pro isoelektrickou fokusaci

Trepacka termostatovana

AND, USA
Gilson, USA
Beckman, USA
Beckman, USA
Hermle, Némecko
Edison, USA
Flow, UK

WALLAC, Finsko
Millipore, USA
Beckman, USA
Zanussi, Ttalie
Skandiluxe, Dansko
Amicon, USA
Beckman, USA
Fuji, Japonsko
Laboratorni  pristroje
Praha, CR

Dynex, USA
Revco, USA
Zanussi, Italie
Chirana, CR
Beckman, USA
AND, USA

Sigma, USA
Sigma, USA
Pharmacia, USA
Gallenkamp, UK

3]
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Ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer 4710

Ultracentrifuga OPTIMA LE-80
Vakuova odparka Speedvac
Ultrazvukova lazen

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody MilliQ
Zdroj napéti EPS 500/400

11.2. CHEMIKALIE

Agarosa

Akrylamid

Aldolasa

Azid sodny

-merkaptoethanol

Blue Dextran

Bromtfenolova modi

BSA

Coomassie Brilliant Blue R-250
Cinidlo pro stanoveni proteini dle Bradfordové
Dihydrogenfostore¢nan draselny
DTT

Dusi¢nan stiibrny

EDTA

Ethanol

Formaldchyd

Glukosa

Glycerol

Glycin

Hydrogenfosfore¢nan sodny
Hydrolyzat kaseinu (kysely)
Hydroxid sodny

Cole-Parmer
Instrument Co.. USA
Beckman, USA

Jouan, Francie
KRAINTEK, Slovensko
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA
Pharmacia, USA

Fluka. Svycarsko
Sigma, USA
Pharmacia, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Pharmacia, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Serva, USA
Bio-Rad, Némecko
Lachema, CR
Fluka, Svycarsko
Sigmu, USA
Fluka, Svycarsko
Lachema, CR
Sigma, USA
Lachema, CR
Sigma, USA
Fluka, Svycarsko
Lachema, CR
IMUNA, SR
Lachema, CR

S
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Clorid amonny

Chlorid draselny

Chlorid sodny

Chlorid véapenaty
Jodacetamid

Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova
Leupeptin

Lysozym (Hen Egg White)
Methanol
N,N’-methylen-bis-akrylamid
Mocovina

Mineralni olej

Pepstatin

Peroxosiran amonny
PMSF

Sacharosa

Scintila¢ni roztok

SDS

Siran hofecnaty
Standard pro SDS PAGE
TEMED

Thiosiran sodny

Tris

Uhli¢itan draselny

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema. CR

Sigma, USA

Sigma, USA

Lachema. CR

Lachema, CR

Sigma, USA

Jersey Lab Supply. USA
Lachema, CR

Sigma, USA

Serva, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Lachema, CR
Amersham, USA

Jersey Lab Supply. USA
Lachema, CR

Serva, USA

Serva, USA

Merck, Némecko

Jersey Lab Supply. USA
Sigma, USA



I1.3. ROZTOKY

Vzorkovy pufr pro SDS PAGE redukujici: 50 mM Tris.Cl, 12 % glycerol, 4 % SDS.
0.1 % bromfenolova modt, 2 % B-merkaptocthanol, (pH 6,8).

Elektrodovy pufr pro tris-glycinovu SDS PAGE: 25 mM Tris.Cl, 250 mM glycin.
0,1 %SDS, (pH 8.3).

AA mix: 30 % akrylamid, 1 % N,N’-methylen-bis-akrylamid.

Barvici roztok pro SDS PAGE: 45 % MeOH. 10 % kys. octova, 0,25 % CBB R 250.

Fixa¢ni a odbarvovaci roztok pro SDS PAGE: 35 % EtOII, 10 % kys. octova.

Rehydrataéni pufr: DeStreak (Pharmacia, USA).

IPG pufr s nosicovymi amfolyty: Pharmalyte, pH 3-10 (Pharmacia, USA).

TBS + Ca pufr: 10 mM Tris.Cl, 150 mM NaCl, 10 mM CaCl, (pH 7,8).

Medium: 17 mM NaHPO,, 22 mM KH,PO,, 8.5 mM NaCl. 18.7 mM NH,CL. 2 mM
MgSQO,, 0,1 mM CaCl,, 0,2 % glukosa, 1 % kysely hydrolyzat kaseinu, (pH 7.4).

Ekvilibraéni pufr s DTT: 6 M mocovina, 2 % SDS. 0,05M Tris.Cl. 20 % glycerol.
2% DTT, (pH 8.8).

Ekvilibra¢ni pufr s IAA: 6 M mocovina. 2% SDS, 0.05M Tris.Cl. 20 % glycerol.
2.5 % IAA, (pH 8.8).

Katodovy roztok pro IEF: 25 mM NaOH.

Anodovy roztok pro IEF: 20 mM Kkys. octova.

(O]
W



III. METODY

III.1. VAZBA HSP65 NA RECEPTOR CD69 A JEJi INHIBICE
PEPTIDY ODVOZENYMI ZE SEKVENCE HSP65

Ve vSech experimentech byly pouzivany rekombinantné pripravené komeréné
dostupné preparaty Hsp65 a Hsp60. Lidsky a potkani protein CDG69 byly piipraveny
rekombinantné v laboratoii doc. Bezousky. Pouzivany konstrukt hCD69 zahrnuje
extraceluldrni ¢ast tohoto proteinu az k Cys68. Cys68 zodpoveédny za tvorbu kovalentniho

dimeru hCD69 vsak v tomto konstruktu zahrnut neni.

I11.1.1. Vazebné testy

Pro semikvantitativni vyhodnoceni vazby ligandu na protein se vyuziva vazebnych
testi na 96-ti jamkovych mikrotitraénich destickach, na jejichz povrch se adsorbuji
proteiny. Pro stanoveni specifity vazby je nejprve potieba zjistit koncentraci ligandu
a proteinu, pfi které dochazi k 50 % nasyceni této vazby. Zjisténa koncentrace je potom
vychozi pro pokusy inhibice této vazby jinymi ligandy. Tohoto postupu se vyuziva proto, 7e
velka vésina cilovych struktur je velmi draha.

Na povrch jamek mikrotitraéni desticky byl adsorbovan lidsky nebo potkani protein
CD69 tedény v TBS + Ca pufru na koncentraci | pg/ml: 50 pl roztoku proteinu bylo
pfidano do kazdé jamky, jako kontrola byl do posledni jamky v fad¢ napipctovan pouze
TBS + Ca pufr. Adsorpce probihala pfes noc pii 4 °C. Poté byla inkubaci se 150 pl 1 %
BSA pii 4 °C blokovana volna vazebna mista povrchu jamek. Po dvou hodindch byly
jamky inkubovany 2 hodiny s mykobakteridlnim proteinem Hsp65 nebo lidskym proteinem
Hsp60, radioaktivné znaCenymi 'l (specificka aktivita cca 10°Bg/ug proteinu).
Koncentrace radioaktivné znacenych proteini byla fedéna v trojkové tadé. Do dvou
kontrolnich fad byl navic napipetovan i razné fedény neznaceny protein Hsp65 nebo
h/rCD69. Po promyti TBS + Ca putrem a vysuseni byl do kazdé jamky pfidan scintilator a

na scintilaénim pocita¢i promérena aktivita navazaného proteinu [56].



I11.1.2. Inhibi¢ni testy

V inhibi¢nich testech na 96-jamkovych mikrotitra¢nich destickach byla
stanovovana koncentrace neznacenych ligandi (peptiddi i proteini) nezbytna pro dosazeni
50 % inhibice vazby radioaktivné znaceného proteinu (‘’)Hsp65 na imobilisovany lidsky
nebo potkani receptor CD69. Tento parametr se nazyva 1Cs, a je mirou afinity mezi
receptorem CD69 a peptidovymi ligandy. Je pouzivana takova koncentrace znaceného
proteinu ("’)Hsp65, pii niZz dojde k vazbé na imobilisovany CD69 v rozsahu poloviny
maximalni vazby.

V inhibi¢nim testu byl nejprve na povrch jamek adsorbovan lidsky nebo potkani
receptor CDG69, postupovano bylo stejné jako pfi vazebném testu. Vazebna mista desticky
byla poté blokovana 1 % BSA 2 hodiny pii 4 °C. Po promyti bylo pfidano do kazdé jamky
90 ul radioaktivné znaceného ("?I)Hsp65 (koncentrace 0,33 pug/ul) a 10 ul neznaceného
ligandu (peptidu nebo proteinu) fedéného v desitkové fadé v rozsahu koncentraci 10°-10""
mol/l. Inkubace probihala 2 hodiny pii 4 °C. Po promyti TBS + Ca pufrem a vysuseni byl
do kazdé jamky pfidan scintildtor a na scintilatnim pocita¢i byla proméiena aktivita
navazancho proteinu.

Z hodnot naméfené aktivity byla vypoc¢itana procenta inhibice (% inhibice) podle
vzorce (1):

% inhibice = [ = (exp — min)/(max — min)] X 100 (1)
kde exp zna¢i naméfenou aktivitu, min zna¢i minimalni naméfenou aktivitu, ktera
odpovida 100 % inhibice, a max zna¢i maximalni namétenou aktivitu, ktera odpovida 0 %
inhibice. Procenta inhibice byla vynesena do grafu proti koncentaci inhibujiciho ligandu
a z grafu ur¢ena hodnota ICs,.

Mezi testovanymi inhibujicimi ligandy byl jednak cely protein Hsp65. jeho
fragmenty — CNBr fragment (DKVGNEGVITVEESNTFGLQLELTEGM), peptid A
(DKVGNEGVITVEES), peptid B (NTFGLQLELTEGM), SNTFGLQ, QLELTEG.
LQLELTE. LELTEGM a LELTE, a déle synteticky pfipravené varianty pentapeptidu
LELTE — LEATE, LELLE, LELSE, AELTE, LELTD, LDLTE a LELTEGY.

II1.1.3. Gelova filtraéni chromatografie

Chromatografic na koloné¢ Superdex 200 HR 10/30 byla pouzita analyticky

pro sledovani vazby lidského proteinu CD69 a mykobakteridlniho Hsp65. V této metodé se
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proteiny déli na zakladé¢ svého hydrodynamického objemu, ktery je umérny jejich
molekulové hmotnosti.

Chromatografie byla provadéna v TBS + Ca pufru, pred kazdym nastiikem vzorku
byla kolona ekvilibrovana 50 ml TBS + Ca pufru (odpovida dvéma objemim kolony).
Vzorky proteinid byly pfed nastfikem centrifugovany pii 10000 X g 10 minut, objem
vzorku nastiiknutého na kolonu byl vzdy maximalné¢ 250 pl. Chromatografie probihala
za pratoku 0,4 ml/min. Ke kalibraci byly pouzity vzorky lysozymu a BSA. k urceni
mrtvého objemu kolony byl pouzit Blue Dextran. Dalsi vzorky obsahovaly mykobakterialni
Hsp65 (100 pg), lidsky CD69 (100 ug) a smés mykobakterialniho Hsp65 a lidského CD69.
Vzorek obsahujici smés proteini Hsp65 a CD69 byl pripraven inkubaci 100 pg Hsp65
s desetinasobnym molarnim nadbytkem proteinu CD69 2 hodiny pii laboratorni teploté.
Po ukonéeni chromatogratie byla kolona promyta | M NaOH, poté velkym mnozstvim
deionisované vody a nakonec 20 % ethanolem.

Pro kazdy protein byla vypoétena hodnota K,, podle vzorce (2):

Ko = (Ve = Vo)/ (Vi = Vo) (2)
kde V. zna¢i eluéni objem daného proteinu, V, zna¢i mrtvy objem kolony a V, celkovy
objem kolony. Hodnoty K., byly vyneseny do grafu proti logaritmu molekulovych
hmotnosti proteini pouzitych jako standardy. Ze ziskané kalibracni zavislosti pak byly
odec¢itdny molekulové hmotnosti odpovidajici jednotlivym vrcholim na chromatogramu

vzorku smési Hsp65 a CD69.



I11.1.4. Ultracentrifugace na sacharosovém gradientu

Ultracentrifugace na sacharosovém gradientu byla provedena k dalsimu studiu
formovani komplexti proteind Hsp65 a CD69, byla pouzita metoda sedimentacnich
rychlosti. Tato metoda sleduje rychlost, s jakou se molekula pohybuje vlivem odstiedivé
sily vytvofené v ultracentrifuze. Rychlost sedimentace zavisi zaroven na molekularni
hmotnosti a na tvaru molekuly. V této metodé je vzorek centrifugovan pii velmi vysokych
otackach (40-60 tisic rpm), velkd odstiediva sila tlaci vzorek smérem od sttedové osy
rotoru, po ur¢ité dobé centrifugace vytvoii vzorek peletu na dné centrifugaéni kyvety.
V analytické ultracentrifuze je v urcitych intervalech b&hem experimentu snimana
distribuce koncentraci méfenim absorbance nebo refrakéniho indexu. Vyhodou této metody
oproti metodé sedimentacni rovnovahy je jeji rychlost. metoda trva nékolik hodin na rozdil
od n¢kolikadennich centrifugaci v piipadé rovnovazné ultracentrifugace.

V experimentu byla pouzita ultracentrifuga Optima LE-80K s vykyvnym rotorem
SW 60Ti, takze nejprve bylo nutné urcit optimalni cas centrifugace vzorki, nebot tato
ultracentrifuga neumoziiuje snimat absorbanci v kyvetach béhem centrifugace.
Pro centrifugaci byl pfipraven 5-20 % gradient sacharosy v TBS + Ca putru, celkovy
objem gradientu byl 4 ml. Na tento gradient bylo naneseno 150 pl standardu v TBS + Ca
pufru. Jako standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (M, 66 000) a aldolasa (M, 158 000).
Po vyvazeni kyvet byly vzorky centrifugovany pii 257000 X g (50000 rpm) a 30 °C. doba
centrifugace byla 2, 4, 6 a 8 hodin. Po ukonéeni centrifugace byl gradient opatrné rozebran
na dvandct frakeci po 350 ul. Z kazdé frakce bylo odebrdno 15 pl, smiseno s 5l
4 x koncentrovanc¢ho vzorkového pufru a analyzovano pomoci SDS PAGL.

Po urceni optimalni doby centrifugace byl tentyz experiment proveden i se vzorky.
Dva vzorky obsahovaly 50 pg mykobakteridlniho Hsp65 ve 150 pl TBS + Ca pufru. dalsi
dva vzorky obsahovaly 100 ng mykobakteridlniho Hsp6S s 231 pg lidského CD69
(desetinasobny molarni nadbytek), pro kontrolu byl na gradient do zbylych dvou kyvet
nanesen standard. Centrifugace probihala osm hodin za stejnych podminek jako

optimalisace.



I11.2. HSP60 ZE STREPTOMYCES ALBUS

II1.2.1. Kultivace bunék

Streptomyces albus GroEL1 (=) mutant byl obdrzen ve formé spor ve 20 %
glycerolu. Pro oziveni bakterialni kultury bylo sterilni medium zaockovano sporami — ¢ast
zmrazenych bakterialnich spor byla odebrana sterilnim ockem a pienesena do 50 ml media
v 500 ml barice s kulatym dnem. Kultura byla tfepana pti 30 °C a 200 rpm po dobu
20 hodin. Napéstovana kultura byla pouzita k inokulaci sterilniho media v dalsich descti
500 ml barikach, vzdy do 50 ml media byly piidany 2 ml pfedpéstované kultury. Kultura
byla tfepdna pfi 200 rpm a 30 °C 15 hodin (do rané exponencialni faze rustu), poté byla
polovina ban€k odebrana a tfepana dalsi dvé¢ hodiny pii 200 rpm a 30 °C. bakterie
ve zbylych barnkach byly tepelné stresovany péstovanim pii 40 °C po dobu dvou hodin.

Tento krok byl zafazen za ucelem indukovat v bakteriich expresi proteint tepelné¢ho Soku.

I11.2.2. Sklizeni bunék a priprava lyzatu.

Ziskand bakteridlni kultura byla pfenesena do 500 ml centrifuga¢nich kyvet
a sto¢ena 10 minut pfi 10000 X g a 4 °C. Pelety byly nékolikrat omyty od media 50 mM
Tris.Cl pufrem (pH 7,4). Poté byly pelety resuspendovany v 50 mM Tris.Cl putru (pH 7.4)
obsahujicim inhibitory bakteridlnich proteas (5 mM EDTA, 1 mM PMSF a leupeptin). Tato
suspense byla na ledu sonikovana tfikrat 30 sekund pouzitim sonikacni jehly. Suspense
obsahujici rozbité buiky byla centrifugovana 15 minut pii 10000 X g a 4°C. Supernatant
byl odebran a analysovan na SDS PAGE a 2D PAGE, uchovavan byl pti -20 °C. Spory
Streptomyces albus byly uchovavany ve 20 % glycerolu pti -80°C.

111.3. ANALYTICKE ELEKTROMIGRACNi METODY

II1.3.1. SDS elektroforesa v polyakrylamidovém gelu

Pro analyzu smési proteini byla standardné pouzivana elektroforesa
v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti SDS (SDS PAGE). Detergent dodecylsulfat
sodny (SDS) denaturuje molekulu bilkoviny, obaluje ji a udili ji jednotny zdporny naboj.
Bilkovina pak putuje elektrickym polem k opacné nabité elektrodé. Na zacatku

elektroforesy prochéazi vzorek fid$im gelem o niz§im pH, kde dochazi k jeho zaostieni.
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Poté se bilkoviny déli na zakladé své molekulové hmotnosti ve spodnim rozdélovacim gelu
o vhodné velikosti pori. Velikost porti a tim 1 délici vlastnosti gelu jsou tunkei koncentrace
akrylamidu a NN -methylen-bis-akrylamidu pouzité k ptipravé gelu.

Vzorky pro elektroforesu byly pfipravovany rozpusténim proteinu ve vzorkovém
pufru, roztoky proteini byly miseny s dvakrat koncentrovanym vzorkovym pufrem. Vzorky
byly sonikovany 5 minut v sonikaéni lazni a 5 minut povafeny, aby doslo k uplné
denaturaci proteinti. Pfed nancsenim na gel byly vzorky stoceny 5 minut na 16000 X g
pi1 20°C.

Zaostfovaci a vhodny rozdélovaci gel byly pfipraveny smisenim roztoki dle udaju
uvedenych v rab. ! (str. 31). Objem vysledného roztoku akrylamidu postacuje pro piipravu
dvou geli o velikosti 5 X 7 cm a tloust’ce 0,75 mm. Jako posledni byl do roztoku piidan
APS, ktery zahajuje polymeraci gelu. Spodni rozdélovaci gel byl po naliti prevrstven
vodou, ktera zabranuje vzdusnému kysliku, aby difundoval do gelu a iniboval polymeraci.
Po zatuhnuti gelu byla voda odlita a vysuSena, na spodni gel byl nalit roztok zaostfovaciho
gelu a vloZen hiebinek. Po zapolymerovani zaostiovaciho gelu byla sestavena souprava
pro elektroforesu, nality elektrodové pufry, vzorky byly naneseny pomoci pipety s kapilarni
$pickou do zubli v zaostfovacim gelu. Elektroforesa probihala pii 80 V pro zaostfovaci gel
a 120 V pro rozdélovaci gel; byla ukonéena, jakmile ¢elo elektroforesy (bromfenolova
modf) dosahlo spodniho okraje gelu. Gely byly poté barveny 15 minut roztokem CBB

R250 a promyvany odbarvovacim roztokem do odbarveni pozadi.

Tub. 1: Slozeni roztokii pro pripravu akrvlamidovych gelii. Ciselné tidaje jsou v mililitrech.

[ : |

K rozhsovacn gel ! 10 o/ i 12 % | 15 % zaostiovaci gel }

o B bl

| voda D40 L 33 | 23 voda 14

’ T T T T T T T T D 7ﬁ‘Tm‘ A R 1 I 1

AA mix L 3,3 ! 4.0 5,0 AA mix E

IDMTnsCI(pHSS)L 25 | 25 | 25 IOMTrls Cl(pH68) 073

10%SDS | o o 0,1 10%SDS 1 0,02
IO%APS ‘ 0.1 ‘ 0,1 OI IO%APS L 00"
TEMED [ 0 004L0 ()04 0 003 TEMED 0 004
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I11.3.2. Dvojrozmérna SDS elektroforesa v polyakrylamidovém gelu

2D PAGE byla pouzita k rozdéleni proteini lysatu Streptomyces albus. k porovnani
exprese proteini v normalnich a tepelné stresovanych bakteriich S. albus a v kombinaci
s hmotnostné spektrometrickou identifikaci k nalezeni proteinu tepelného Soku patiiciho
do rodiny HSP60. V této analytické metodé byly proteiny vzorku nejprve rozdéleny
v prostiedi s pH gradientem na zakladé svého isoelektrického bodu, coz je pH, pii kterém
nenese protein Zadny naboj a tudiz se v elektrickém poli dale nepohybuje. Technika
vyuzivajici této vlastnosti proteini se nazyva isoelektricka fokusace (IEF). V druhém kroku
byly proteiny po IEF dale separovany na zakladé molekulovych hmotnosti pomoci SDS
PAGE.

IEF byla provadéna s komeréné dostupnymi prouzky akrylamidového gelu
na pevném nosi¢i (v anglictiné nesou oznaceni ., IPG stripy"”, v dal$im textu je pouzivan
nazev ,prouzek™). V  prouzcich™ je pH gradient vytvoren smési akrylamidovych pufri.
Tyto derivaty akrylamidu obsahuji jednak reaktivni dvojné vazby, jednak pufrujici terciarni
aminoskupiny nebo karboxylové skupiny, a jsou zapolymerovany do polyakrylamidového
gelu. Komer¢ni ,,prouzky" musi byt pfed pouzitim rehydratovany na svou plivodni
tloustku. Rehydratace ,,prouzk™ byla spojena s nanesenim vzorku na gel. nebot’ ,,prouzky™
byly rehydratovany ve 340 pl rehydrata¢niho pufru DeStreak obsahujicim 2 % IPG pufr
a 40 pl vzorku. Rehydratace probihala ptes noc, ,prouzky™ ponofené v rehydrataénim
roztoku byly pfevrstveny minerdlnim olejem, aby se zamezilo odpatrovani roztoku.
[soelektricka fokusace probihala za nasledujicich podminek: 300 V — 1 hodina. 500 V —
1 hodina, 1000 V — 1 hodina, 1500 V — 1 hodina, 2000 V — az do celkovych 47 kWh.
Po isoelektrické fokusaci nasledoval ekvilibraéni krok, jehoz cilem bylo redukovat
disulfidové mustky a alkylovat sulthydrylové skupiny na cysteinovych zbytcich. Zaroven
byly proteiny prevedeny do pufru obsahujiciho SDS. Pti ekvilibraci byly ,,prouzky* nejprve
inkubovany 15 minut v ekvilibra¢nim pufru s DTT a poté dalSich 15 minut v ekvilibraénim
pufru s TAA. Pro SDS PAGE byl ptipraven 4 % zaostiovaci a 12 % rozliSovaci gel.
Po ekvilibraci byly .,prouzky* zasunuty nad svrchni zaostfovaci polyakrylamidovy gel
a zality 1 % teplou agarosou rozpusténou v elektrodovém pufru. Elektroforesa probihala
za nasledujicich proudovych podminek: 15 mA pro zaputovani proteini do zaostfovaciho
gelu, 20 mA v zaostiovacim gelu a 25 mA v rozliSovacim gelu. Gely byly po skonceni

elektroforesy obarveny Coomassie Brilliant Blue R250.

|98}
o



Obarvené gely byly vytoceny a porovnanim snimkd byly vytipovany skvrny
odpovidajici proteinim, jejichz exprese se po tepelném Soku zvysila. Tyto skvrny byly

vyfiznuty a analysovany pomoci MALDI hmotnostni spektroskopie.

I11.3.3. Barveni gelu stribrnymi solemi

Barvenim pomoci CBB R250 lzc detegovat mnozstvi proteinu vEetsi ncz 1 pg
v jednom prouzku. Men$i mnozstvi proteinu je tfeba zviditelnit citlivéjSim barvenim
pomoci stfibrnych soli. Tento zplisob barveni je 100 az 1000krat citlivé)si nez barveni
pomoci CBB R250 a umoziuje detegovat 0,1-1,0 ng polypeptidu v jednom prouzku.

Pro barveni jednoho minigelu (5 X 7 cm, tloustka 0,75 mm) bylo pouzito 50 ml
kazdého roztoku. Po separaci na SDS PAGE byly proteiny na gelu fixovany pfiblizné
1.5 hodiny odbarvovacim roztokem pro SDS PAGE. Roztok byl odlit a gel byl inkubovan
nejprve deset minut ve 20 % ethanolu, poté 10 minut v deionisované vodé¢. Voda byla odlita
a gel aktivovan 1 minutu pfidanim 0,02 % roztoku thiosiranu sodného. Poté byl gel
¢tyfikrat promyt deionisovanou vodou a inkubovan 30 minut v 0,2 % roztoku dusi¢nanu
stiibrného. Poté byl gel promyt 10 sekund deionisovanou vodou. K vyvolani prouzkii byla
pouZita inkubace s vodnym roztokem obsahujicim 3 % uhli¢itan draselny. 0.2 %
formaldehyd a 0,001 % thiosiran sodny. Obarvené prouzky proteinl se objevily béhem 2 az
4 minut, po dosazeni pozadovancho kontrastu byla reakce zastavena promytim gelu

v roztoku 25 % octové kyseliny a S % Tris.Cl.

)
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IV. VYSLEDKY

IV.1. VAZBA HSP65 NA RECEPTOR CD69 A JEJi INHIBICE
PEPTIDY ODVOZENYMI ZE SEKVENCE HSP65

IV.1.1. Vazebné testy

Vazebné testy byly provadény duplicitng, do grafu byla vynesena primérna aktivita
v jamce proti koncentraci pfidaného radioaktivné znaceného ('’I)Hsp65. resp. (/= [)Hsp60.
Zgrath na obr 8 je patrné, ze namikrotitranich destickach dochazelo k vazbé
radioaktivné zna¢eného mykobakteridlniho ("/)Hsp65 na lidsky i potkani protcin CD6Y.
Tato vazba byla inhibovana jak pridanim neznafeného proteinu Hsp65. tak volnym
proteinem CD69. Lidsky Hsp60 se na proteiny CD69 vibec nevazal. Vazba Hsp65
na lidsky, resp. potkani CD69 je saturovatelna, po pfidani 10 pg Hsp65 doslo k 50 %

nasyceni této vazby. Toto mnozstvi Hsp65 bylo poté vyuzito pri inhibicnich testech.
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Obr. 8: Vazba radioaktivné znaceného mykobakteridlniho ('I)Hsp65 na potkani (A) resp.

lidsky (B) protein CD69 a jeji inhibice neznacenym Hsp635 a lidskym resp. potkanim ('D69.
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IV.1.2. Inhibiéni testy

V inhibi¢nich testech byla sledovana schopnost rizné dlouhych peptidi,
odvozenych ze sekvence Hsp635, inhibovat vazbu ("’I)Hsp65 na lidsky resp. potkani CD69.
V experimentu byl jako inhibitor pouzit jednak cely protein Hsp65, jednak jeho fragmenty
zkracujici se az k pentapeptidu LELTE. Nejdelsi z pouzitych peptidil byl fragment vznikly
po Stépeni Hsp65 bromkyanem, peptid A a peptid B representuji dvé ¢asti CNBr fragmentu
vzniklé jeho rozstépenim (sekvence jednotlivych peptidi viz kapitola I11.1.2.). Dale byla
testovana sada heptapeptidd obsahujicich LELTE sekvenci uprostfed, nebo na jednom ¢i
druhém konci, sledovéan byl vliv aminokyselin v okoli LELTE sekvence. Jako inhibujici
peptidy byly poté testovany i rGzné varianty LELTE pentapeptidu viz obr 17 (str. 44)
za ucelem odhalit, které aminokyseliny maji vliv na vazbu tohoto peptidu na protein CD69.
Inhibi¢ni testy na mikrotitranich destickdch umoznuji ¢aste¢né 1 kvantitativni
vyhodnoceni, jehoZ vysledkem je uréeni parametru ICs), jenZ je mirou afinity mezi
receptorem a ligandem.

V grafech na obr. 9 (str. 36) a 10 (str. 37) je vynesena hodnota % inhibice vypoctena
dle vzorce (1) (str. 27) proti koncentraci inhibujiciho peptidu, z té€chto graf byla odectena

hodnota ICs, . Zjisténé hodnoty ICsojsou shrnuty v tab. 2 (str. 38).
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Obr. 9: Inhibice vazby ("*1)Hsp65 na lidsky protein CD69 riznymi sadami inhibujicich peptidit.

30 % inhibice je vyznacena ¢darkovanou ¢arou.
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Obr. 10: Inhibice vazby ("“I)Hsp65 na potkani protein CD69 riznymi sadami inhibujicich

peptidi. 50 % inhibice je vyznacena édrkovanou éarou.
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Tub. 2: Hodnoty ICsy pro rizné peptidy inhibujici vazbu radioaktivné znaceného (""I)Hsp65 na hCD69 resp.

rCD6Y. Zvyraznéna je minimdlni sekvence odpovédna za vazbu Hsp65 na protein CD69.

- -

inhibitor ICso [mol/]]
hCD69 rCD69
 Hsp65 12.10° 1,2.10°
CNBr fragment | 2.107 2,1.107
B S
 peptid B 16107 | 12.10”
 SNTFGLQ | neinhibuje |  neinhibuje
 LELTE 1.10* 3,5.10°
 LELTEGM 2.10% 6.10°
QLELTEG 3.5.10° 4,5.10°
. LQLELTE | 2.10° 6.10°
. LELTEGY | 65107 | 1.10°
~ LELLE neinhibuje neinhibuje
' LELSE 6,5.10" 1,5.107
I LELTD neinhibuje neinhibuje
AELTE 13.10° 1,4.10°
~ LDLTE neinhibuje neinhibuje
B LEATE neinhibuje I neinhibuje .

IV.1.3. Gelova filtraéni chromatografie

Gelova filtra¢ni chromatografie

.

lysozym
a

hCD69 dimer-

—— Kgay =-0,4036 log My + 2,2684
R2 =0,9806

BSA

trimer BSA

dimer BSA

byla provadéna na koloné Superdex 200, o
kterdA umoziuje diky strmé kiivce "
selektivity ~ velice  dobré  rozliSeni "
proteint v rozsahu  relativnich 20
molekulovych  hmotnosti 10000 az Zj
600000. Po kalibraci kolony lze gelovou 0:1
filtratni chromatografii vyuzit k urceni 4.0
molekulovych  hmotnosti  proteindl. ), .

Vzorky byly poustény za sebou, mezi

42

44 4.6 48 50 52

log M,

pro kolonu Superdex 200.

54

11: Kalibracni zavislost K. na log M,

nastiiky vzorku byla kolona ekvilibrovana vzdy 50 ml pufru pro gelovou filtraci. Eluéni



profily jednotlivych vzorkii byly pfeloZeny ptes sebe — viz graf na obr. 12 (str. 39). Jednim
vzorkem byl Blue Dextran, ktery diky své velké molekulové hmotnosti neni kolonou
zadrZovén a putuje s Celem mobilni faze, jeho eluéni objem se tedy rovnd mrtvému objemu
kolony Vo, Stanoveny mrtvy objem kolony ¢&ini 6,7 ml. Elu¢ni objemy jednotlivych
bilkovin jsou spolu s jejich relativnimi molekulovymi hmotnostmi shrnuty v tab. 3
(str. 40). Pro bilkoviny pouzité jako standardy byla vypo&tena hodnota K., dle vzorce (2)
(str. 28). Ziskanad kalibra¢ni zavislost pro kolonu Superdex 200 je vynesena v grafu
na obr. 11 (str. 38).

Azso
[AUFS]

0,044

0,03

0,024

0,014

O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50  &as [min]
Obr. 12: Elucni profily vzorkii po gelové filtracni chromatografii na koloné

Superdex 200. Cervené — BSA, modfe — hCD69, zelené — Hsp65, cerné — Hsp65
+ hCD69.
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Tab. 3: Elucni objemy a relativni molekulové hmotnosti jednotlivych proteini délenych na koloné
Superdex 200. Barevné jsou vyznaceny molekulové hmotnosti urcené na zdkladé kalibracni
kFivky. 1. vrchol (Hsp65 + CD69) znaci vrchol v chromatogramu odpovidajici dfive eluovanym
proteintim smésného vzorku. Analogicky 2. vrchol (Hsp65 + CD69).

VZ(VV)lrekr ;

lysozym

BSA (dimer)
BSA (trimer)
Hsp65 (dimer)

BSA (monomer) .

hCD69 (dimer)
I. vrchol (Hsp65 + CD69)
2. vrchol (Hsp65 + CD6Y)

V.ml]| M,
17,5 | 14300
11,3 | 66000
10,3 | 132000
94 | 198000
10,4 | 130000
143 | 30000
10| 144400
1435 | 32000

IV.1.4. Ultracentrifugace na sacharosovém gradientu

80000
70000
=)
< 60000
=
= ‘
S 50000 i
] no
0 —e— Hsp65 (hCD69)
40000 ! —a— hCD69 (Hsp65)
- —*— HspbS
30000 L——— R ——
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Cislo frakce

Obr. 13: Profily intensit zabarveni prouzkii na gelu
obarveném CBB R250. Intensita zabarveni prouzki
na gelech analysujicich frakce po ultracentrifugaci
v sacharosovém  gradientu  byla  vyhodnocena
programem AIDA. Cerné a dervené vyznacené
intensity odpovidaji prouzkim z gelu B na obr14
(str 41), tedy proteiniim ze smésného vzorku Hsp65 a
hCDG69. Cdrkované je vyznaceno maximum zabarveni

(v grafu jako minimalni intensita svétla).

Byla provedena optimalisace, pomoci
které byla zjisténa doba centrifugace
vhodna
molekulovych hmotnosti 30000 az 160000.

prodobré rozdéleni proteini
Jako nejvyhodnéjsi se jevila osmihodinova
ultracentrifugace pti 257000 X g. Centrifu-
gace dalSich vzorkli byla provadéna
zazjisténych  optimalnich
Analyza frakci po ultracentrifugaci byla
provedena vyuZitim SDS PAGE na 10 %
resp. 15%
Na obr. 14 (str. 41) jsou pod sebou uvedeny
snimky geld se vzorky po ultracentrifugaci

obarvenych CBB R250. Na snimku gelu B

podminek.

polyakrylamidovém gelu.

(obr. 14) byla provedena analyza intensity
prouzkii v jednotlivych drahich pomoci
programu AIDA, profily intensit jsou
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Obr. 14: Analyza frakci po ultracentrifugaci — SDS PAGE na
15% (B) resp. 10% (A, C) gelu. Vzorky: A — Hsp63,
B — Hsp65 + hCD69, C — BS4 + aldolasa. Cisla znaci
firakce po ultracentrifugaci v sacharosovém gradientu, M

znaci marker.
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vyneseny v grafu naobr 13 (str.40). Touto analyzou bylo zjisténo. Ze ke zméné
sedimentac¢nich rychlosti proteini ve smésném vzorku oproti sedimentacni rychlosti
samotného Hsp65 prakticky nedo$lo a maximalni mnoZstvi proteinu Hsp65 se nachézi
ve 4. frakcl. Zaroven se ukazalo, Ze protein hCD69, a¢ ma molekulovou hmotnost mensi
nez Hsp6S, putuje gradientem sacharosy rychleji a jeho nejvétsi mnozstvi se nachazi

ve frakci ¢islo 5.

IV.2. HSP60 ZE STREPTOMYCES ALBUS

IV.2.1 Kultivace bunék, sklizeni bunék a priprava lyzata

Pii ozivovani kultury Streptomyces albus se datilo ozZivit bakteridlni kmen pfimym
zaoCkovanim media suspensi spor ve 20 % glycerolu. Po zaockovéni cersvého media
ozivenou kulturou doséhly bakterie S. albus exponencialni faze rfstu béhem 15 hodin.
Bakterie S. albus vytvatrely drobné kulovité kolonie velikosti §pendlikové hlavicky —
takzvané vzdus$né mycelium. Kulturu bylo pfitom nutné hodné okysli€ovat, pfi nedostatku
kysliku zacaly bakterie vytvaret mycelium vlaknité. Proto bylo do 500 ml ban€k piidano

pouze 50 ml media a kultura byla pomérné silné tfepana (200 rpm na rota¢ni tfepacce).

I1V.2.2. Dvojrozmérna elektroforesa v polyakrylamidovém gelu

Lyzaty ptipravené z bakterii péstovanych pti 30 °C a bakterii tepelné stresovanych
dvouhodinovou kultivaci pti 40 °C byly analyzovany na dvojrozmérné elektroforese.
Snimky geli obarvenych CBB R250 jsou na obrazcich 15 a 16 (str. 43). Sipkami oznagené
skvrny byly vytipovany porovnanim obou geld jako proteiny indukované po tepelném
Soku. Tyto skvrny byly vyfiznuty a analyzovany pomoci MALDI MS (analyzu provedl
Mgr. Petr Pompach). Povedlo se zjistit identitu proteind ve dvou skvrnach pomoci
programu ProFound a MASCOT. Tyto proteiny byly identifikovany jako Hsp70 a HspS56

ze Streptomyces albus.
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Obr. 15: Gel s proteiny lyzdtu nestresovanych
bakterii S. albus rozdélenymi pomoci 2D

PAGE. Na obrdazku je vyznacen smér,

ve kterém probihala isoelektricka fokusace

(IEF) a elektroforesa (SDS PAGE).

Obr. 16: Gel s proteiny lyzdtu tepelné stresovanych bakterii S. albus rozdélenymi pomoci 2D

PAGE. Sipkami jsou oznaceny proteiny s molekulovou hmotnosti okolo 60000, k jejich? indukci

doslo po tepelném Soku — srov. obr. 15. Popiskem jsou oznaceny proteiny identifikované pomoci

MALDI MS.



V. DISKUSE

V laboratofi doc. Bezoudky byla jiz dfive zjiSténa vazba lidského proteinu CD69
na mykobakterialni protein tepelného Soku Hsp6S vyuZitim autoradiografické detekce
proteinG z lyzitu Mycobacterium tuberculosis pomoci ("“I)CD69. Proteiny lyzatu byly
rozdéleny pomoci SDS PAGE, preneseny metodou Western Blot na membranu
a inkubovany s radioaktivn& znaCenym CD69, protein vazajici CD69 byl identifikovan
pomoci MALDI MS [57].

K potvrzeni vazby mykobakteridlniho Hsp65 na lidsky receptor CD69 a ur€eni, zda
se natento receptor vdZe i lidsky homolog Hsp60 byly vyuZity vazebné testy
na mikrotitratnich desti¢kach. Tyto semikvantitativni testy jsou metodou &asto vyuZivanou
ke sledovéani sacharidové specifity lektinovych receptorii [56, 58], nyni byly podobnym
zptisobem vyuZity i pro studium peptidovych ligandi. Kromé& lidského CD69 byla
testovana i vazba na potkani CD69.

Vazba Hsp65 na lidsky i potkani receptor CD69 byla potvrzena, jde
o saturovatelnou specifickou interakci. Oproti tomu lidsky Hsp60 se na Zadny z proteind
CD69 nevazal, ackoliv jde o protein s pom&mé¢ vysokou sekven&ni homologii s Hsp65 (viz
pfiloha).

Inhibi¢ni testy byly provadény se sadou
LELTE fragmentd Hsp65 a synteticky pfipravenych peptidi.
¢ ‘ * LELTE sekvence byla vytipovana jako minimalni
sekvence Hsp65 schopna vazby na lidsky CD69 [57],

AELTE |LEATE | LELTEC _ .
bylo v3ak potfeba zjistit, zda na vazbu celého

roteinu Hsp65 nemaji vliv i jiné aminokyselin
Ll LTE LELSE P p J J kyseliny
LELLE

Obr. 17: Varianty LELTE sekvence
L vazebnych mist. Porovnanim konstanty ICs
pouZité v inhibi¢nich testech. Barevné

v okoli této sekvence, pfipadné zda se na vazb¢

proteinu  Hsp65 kooperativn€ nepodili  vice

jsou vyznadeny zimény aminokyselin. pro zkracujici se peptidy obsahujici LELTE sekvenci

bylo zjist€éno, Ze¢ samotnda LELTE sekvence se
na protein CD69 vaZe se stejnou afinitou jako cely protein Hsp65 &i né&ktery z jeho
fragmentii obsahujicich LELTE sekvenci. Fragmenty Hsp65 bez LELTE sekvence

(peptid A, SNTFGLQ) se na protein CD69 nevézaji. V dalsich experimentech byly jako
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inhibujici peptidy testovany rGzné varianty LELTE pentapeptidu — viz obr: 17. V sad¢
téchto peptidd byly postupné nahrazovany jednotlivé aminokyseliny pentapeptidu LELTE:
leucin za alanin, glutamova kyselina za kyselinu asparagovou, threonin za serin nebo
leucin. Bylo zjisténo, Ze podstatny vliv na vazbu LELTE na protein CD69 maji obé dvé
glutamové kyseliny, které nemohou byt nahrazeny ani o uhlik kratsi kyselinou
asparagovou. Jako dalSi struktura dulezitd pro vazbu byla odhalena hydroxyskupina
na threoninu, jehoZ nahrazeni serinem nevedlo ke ztrat¢ inhibujici aktivity, zatimco
nahrazeni hydrofobni aminokyselinou leucinem ztratu aktivity zptlsobilo. Nahrazeni
prvniho leucinu za alanin, vede k dokonce jesté vétsi afinité pentapeptidu k proteinu CD69.
v pripad¢ nahrady druhého leucinu za alanin se naopak afinita pentapeptidu k CD69 ztraci
a k vazbé nedochazi. Srovnatelnych vysledkli bylo dosazeno i s potkanim receptorem
CD69 (viz tab. 1, str. 31). Na zaklad¢ téchto poznatki se 1ze domnivat, Ze k vazbé lidského
proteinu Hsp60 nedochédzelo z toho didvodu, Zze se v aminokyselinové sekvenci Hsp60
neobjevuje sekvence LELTE, ale LEIIE.

Odhaleni aminokyselin zodpovédnych za vazbu Hsp65 na protein CD69 ma velky
vyznam pro uréeni struktury vazebného mista na proteinu CD69, vytipovani moZnych
vazebnych mist pro pentapeptid LELTE na molekule CD69 miiZze byt provedeno napriklad
pocitacovym modelovanim.

Gelové filtracni chromatografie si kladly za cil charakterisovat komplex Hsp65
a hCD69. Plvodni idea vychazela z predstavy Hsp6S5S jako klasického nekovalentniho
¢trnactimeru, analogického chaperoninu GroEL z Escherichia coli. Tento komplex by
na sebe mohl véazat vice molekul receptoru CD69, nebot’ LELTE sekvence je ptitomna
na kazdém monomeru — molekule Hsp65. Podle pocitatového modelu Hsp65 jako
oligomerniho komplexu je sekvence LELTE exponovdna na povrchu komplexu
(viz ptiloha). Prvni provedené gelové filtrace vSak tuto domnénku nepotvrdily,
na chromatogramech nebyl pozorovan vrchol odpovidajici o¢ekdvanému Etrnactimernimu
komplexu. V dobé téchto experimentl publikoval Qamra a kol. préci [50], ktera se zabyva
oligomernimi komplexy Hsp65 z Mycobacterium tuberculosis. Tato pracovni skupina
zjistila, Ze namisto kanonickych ¢trnactimernich komplexi tvoii Hsp65 z M. tuberculosis
pouze dimery, jak in vivo, tak in vitro a publikovala také krystalovou strukturu dimeru
Hsp65 [49] (viz Gvod — kapitola 1.5.). Gelové filtra¢ni chromatografie byly tudiz

zopakovany a dimerni charakter Hsp65 byl potvrzen i pro nami pouzivany rekombinantni
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Hsp65. Zaroven byla potvrzena i tvorba nekovalentniho dimeru pouzitého konstruktu
hCD69 (dimerisaci tohoto proteinu potvrzuji i dalsi nezavislé experimenty [59]). Pti gelové
chromatografii smési Hsp65 s molarnim nadbytkem hCD69 doslo k posunu vrcholu Hsp65,
k eluct dochazelo diive. Podle kalibra¢ni kfivky tento posun odpovida zvy$eni molekulové
hmotnosti o 14300. Dochazi tedy k interakci mezi proteiny Hsp65 a hCD69, z experimentu
vSak neni mozné s jistotou rozhodnout o stechiometrii této interakce. Kontaktem
s chaperoninem Hsp65 mohlo dojit k disociaci nekovalentniho dimeru hCD69
na monomery a navazani jedné molekuly CD69 na dimerni komplex Hsp65. Zaroveri je
vSak mozné, Ze se navazanim nekovalentniho dimeru CD69 stal z protahlého a pomérné
pohyblivého Hsp65 kompaktni globularni komplex. pohybujici se pii gelové
chromatografii kolonou pomaleji, nez se podle jeho molekulové hmotnosti ocekavalo.

Za Celem ziskat dalsi potvrzeni vazby hCD69 na dimerni komplex Hsp65 byla
provedena ultracentrifugace na sacharosovém gradientu metodou sedimenta¢ni rychlosti.
Tato metoda byla jiz ptedtim v laboratofi doc. Bezousky uspésné pouzivéana ke zjistovani
dimerniho ¢i monomerniho charakteru rznych konstrukti CD69 [59, 60]. Pro sledovani
komplexi Hsp65 a hCD69 se vsak jako piili§ vhodnd neukdzala. Po optimalisaci pro
pozadovany rozsah molekulovych hmotnosti byla tato metoda pouzita pro vzorek
samotného Hsp65 a vzorek Hsp65 s molarnim nadbytkem hCD69. Ackoliv molekulova
hmotnost Hsp65 (monomeru) je stejnd jako molekulovd hmotnost BSA (pouzitého
standardu), pohyboval se protein Hsp65 gradientem mnohem pomaleji a po rozebrani
gradientu byl nalezen ve Ctvrté a paté frakci, namisto Sesté a sedmé frakce, ve kterych se
vyskytoval BSA. Navic sedimentacni rychlost Hsp65 byla zhruba stejna jako sedimentaéni
rychlost hCD69, takze po ultracentrifugaci vzorku obsahujiciho jejich smés byly oba
proteiny nalezeny ve stejnych frakcich 4 a 5. Abychom zjistili, zda ptece jen nedoslo k
posunu v sedimentacni rychlosti proteinu Hsp6S po predpokladaném navazani hCD69
(napf. vice proteinu ve frakci 4 po centrifugaci samotného Hsp65 a zaroven vét§i mnozstvi
proteinu Hsp65 ve frakci 5 po centrifugaci smésného vzorku), byla provedena analyza
snimkd geld obarvenych CBB R250 pomoci programu AIDA. Tento program umoziuje
vyhodnocovat intensitu svétla v jednotlivych mistech gelu — intensita zabarveni
jednotlivych prouzkt obarvenych CBB R250 je intensitou stinu, v grafu na obr. 13 (str. 40)
jsou proto vrcholy obracené. Jak vyplyva z tohoto grafu, je nejveétsi mnozstvi proteinu

Hsp65 ve frakei Cislo pét, jak ve vzorku samotného Hsp65, tak ve smésném vzorku.
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Rychlost sedimentace v pouzité metodé zavisi nejen na molekulové hmotnosti bilkoviny,
ale také na jejim tvaru. Zatimco extracelularni ¢ast molekuly hCD69 (zahrnuta
v pouzivaném konstruktu) je globuldrni, tvar molekuly Hsp65 (uréeny rentgenovou
difrakci) je spiSe protahly. Hydrodynamické vlastnosti molekul Hsp65 ahCD69
neumoznovaly studium jejich vazby pomoci ultracentrifugace metodou sedimentac¢nich
rychlosti.

Pro dalsi studium interakci chaperoninti rodiny HSP60 a z nich ziskanych peptida
s receptorem CD69 by bylo vhodné mit k disposici veétsi mnoZstvi téchto proteint
pro kokrystalisace s receptorem CD69 nebo naptiklad rovnovazné dialyzy. Diky spolupraci
s laboratofi Dr. P. Mazodiera byl ziskdn GroELI (—) mutant Streptomyces albus.
Streptomyces albus je druh bakterie Gzce ptibuzny s Mycobacterium tuberculosis. Podobné
jako M. tuberculosis exprimuje dva chaperoniny rodiny HSP60, oznacované Hsp58
(GroEL1) a Hsp56 (GroEL2), pficemZ pouze aminokyselinova sekvence Hsp56 (GroEL2)
obsahuje sekvenci LELTE [47]. Ziskany mutant exprimuje pouze protein Hsp56 (GroEL2),
ktery po indukci tepelnym Sokem tvofi az 3 % vSech proteinii v buiice [61]. Bakterie
Streptomyces albus nejsou patogenni, dobife rostou a jsou nendro¢né na Ziviny obsaZené
v mediu, v tomto ohledu by jejich velkoobjemova kultivace byla pomérné levna, rychia
a nendro¢na. Jedinou nevyhodou by mohlo byt to, Ze je tyto bakterie nutné kultivovat
v omezeném objemu media, aby dochdzelo k dobrému okyslicovani kultury. K nalezeni
a orienta¢nimu zhodnoceni mnozstvi proteinu Hsp56 (GroEL2) v lyzatu S. albus byla
pouzita 2D PAGE, nebot’ klasickou SDS PAGE nebylo mozné proteiny lyzatu dobre
rozdélit a pomoci MALDI MS prouzka vyfiznutych z gelu se nepodatilo protein Hsp56
dohledat. Naopak, rozdélenim proteind na 2D PAGE, porovnanim geld s proteiny lyzati
nestresovanych  atepelné¢ stresovanych streptomycet a naslednou hmotnostné
spektrometrickou analyzou vybranych skvrn byl protein Hsp56 nalezen (viz obr. 16,
str. 43). Znalost pozice Hsp56 na gelu — a z toho vyplyvajici znalost pfiblizného pl a M, —

muize v dal$im postupu usnadnit purifikaci tohoto proteinu.
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VI. SOUHRN

Vazebnymi testy na mikrotitratnich destickach byla potvrzena vazba
mykobakterialniho proteinu Hsp65 na lidsky i potkani receptor leukocyti CD69,
bylo zjisténo, Ze lidsky homolog Hsp60 se na receptory h/rCD69 nevaze.

Jako minimalni sekvence vazajici se na protein CD69 se stejnou afinitou jako cely
mykobakterialni Hsp65 byla potvrzena sekvence LELTE,  odhaleny byly
aminokyseliny zodpovédné za tuto vazbu — obé glutamové kyseliny a leucin (tfeti
aminokyselina v sekvenci pentapeptidu) — jejichZ ndhrada za jinou aminokyselinu

vede ke ztraté afinity pentapeptidu k CD69.
Gelovou filtraci byla potvrzena vazba proteinu CD69 na dimer Hsp65.

V lyzatu Streptomyces albus byl nalezen protein Hsp56 (homologni

s mykobakterialnim Hsp65 a obsahujici LELTE sekvenci).

Byla zahajena isolace HspS6 ze Streptomyces albus pro ucely kokrystalizace

s proteinem CD69 a dal$ich vazebnych studii.
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VYSVETLIVKY K PRILOZE

Srovnani aminokyselinovych sekvenci chaperonini

Sekvence chaperonini rodiny HSP60 z Mycobacterium tuberculosis (Mt),
Streptomyces albus (Sa), Escherichia coli (Ec) a lidského Hsp60 (h) sefazené pomoci
programu ClustalW (verze 1.83). Cervené jsou vyznateny aminokyseliny ze sekvence
LELTE. Hvézdi¢kou jsou oznaceny aminokyseliny konzervované ve v3ech sekvencich.

teCkami jsou oznaceny nahrady za aminokyseliny podobnych vlastnosti.
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Svoluji k zapljeni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena

evidence vypuajcovatell.
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