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THVISTELMA

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet: X-kromosomaalisesti periytyvd hyper-1gM-
syndrooma (XHIGM) on immunopuutossairaus, joka johtuu B-solujen kyvyttomyydesta
immunoglobuliinien raskaan ketjun luokkavaihdokseen. Potilaiden seerumin 1gG-, IgA-
ja IgE-pitoisuudet ovat hyvin alhaiset IgM:n ollessa normaali tai koholla, mik& johtaa
toistuviin - vakaviin infektioihin ja my6s autoimmuunityyppisiin hematologisiin
hairioihin. Mutaatiot CD40 ligandin (CD40L) geenissid aiheuttavat sairauden
vaikuttamalla proteiinin toimintaan tai ekspressoon sSiten, ettd luokkavaihdoksen
kannalta vdattamaon CD40L-CD40-interaktio estyy tai heikkenee merkittavasti.
Tutkimuksen tavoitteena oli analysoida CD40L:ssa todettuja XHIGM:n aheuttavia
substituutiomutaatioita syndrooman molekulaarisen perustan selvittamiseks.
Tutkimusmenetelméat: Sekvenssianalyyseilla tutkittiin proteiinin konservoituneisuutta
seké mutaatioiden vaikutusta proteiinin sekundaarirakenteisiin,
aggregoitumistaipumukseen ja rakenteen jarjestyneisyyteen. Rakenneanalyyseilla
tutkittiin - mutaatioaminohappojen  sopivuutta rakenteeseen rotameerianalyysilla,
tutkittiin aminohappojen vélisa kontaktgja ja mutaatioiden vaikutuksia niihin ja
selvitettiin | mutaatioiden valkutuksia proteiinin  elektrostaattiseen pintapotentiaaliin.
Proteiini-proteiini-interaktioihin -~ vaikuttavat mutaatiot — selvitettiin  kirjallisuuden
perustedlla

Tutkimustulokset: Kaikille XHIGM:n aiheuttaville CD40L:n substituutiomutaatioille
(yhteensd 30) saatiin molekyylitason selitys sekvenssi- ja rakenneanalyysin keinoin.
Enemmist6é CD40L:n mutaatioista on rakenteellisia, ja odottamattoman harvat mutaatiot
djaitsevat proteiinin konservoituneilla dueilla.

Johtopaatokset: Mutaatioiden vaikutuksien tutkiminen kokeellisesti on tydlasta ja
aikaavievad, rakennetasolla usein 18hes mahdotonta. Teoreettisilla menetelmilla saadaan
sen sjaan nopeasti tarkkaa ja hyodyllista tietoa mutaatioiden vaikutuksista proteiinien
rakenteeseen ja toimintaan. Tassa tutkimuksessa saatiin selvitettyd kaikkien XHIGM:n
aiheuttavien substituutiomutaatioiden vaikutuksia CD40L :iin ja siten myds syndrooman
molekulaarista perustaa.
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ABSTRACT

Background and aims. X-linked hyper-IgM syndrome (XHIGM) is an immuno-
deficiency characterized by decreased levels of 1gG, IgA and IgE and normal or
elevated IgM level, pinpointing to a defect in the immunoglobulin class switch
recombination. XHIGM patiens are highly susceptible to recurrent bacterial infections
and they are prone to autoimmune diseases and neutropenia. The syndrome is caused by
mutations of CD40 ligand (CD40L) expressed in T-cells and the inability of the mutated
protein to interact with its receptor CD40 expressed in B cells. The interaction is
essential for the immunoglobulin class switching. The aim of this study was to analyze
XHIGM causing missense mutations in order to elucidate the molecular basis of the
disease.

Methods. Sequence analysis was used so as to study protein conservation and effects of
mutations on protein secondary structure, aggregation and structural disorder
tendencies. Three-dimensional (3D) structure based studies were carried out to examine
the packing of mutated amino acids by rotamer and contact analysis. In addition, the
effects of mutations on protein electrostatic surface potential were investigated. The
effects of mutations on protein-protein interactions were elucidated with 3D structure
and literature information.

Results: All missense mutations causing XHIGM (altogether 30) could be explained at
the molecular level by means of sequence and structure analysis. Majority of CD40L
mutations are structural, whereas unexpectedly low number appears in evolutionarily
conserved regions of the protein.

Conclusions: Experimental study of effects of mutations is laborous and time-
consuming and at the structural level often amost impossible. By contrast, precise and
useful information about effects of mutations on protein structure and function can
readily be obtained by theoretica methods. In this study, all the XHIGM causing
missense mutations could be explained in terms of CD40L structure and function. Thus,
the molecular basis of the syndrome could be elucidated.
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1. Johdanto

X-kromosomaalisesti periytyva hyper-IgM (XHIGM) on harvinainen primaarinen
immunopuutossyndrooma, joka aiheuttaa potilailla vakavia komplikaatioita (CD40L -
tietokanta, http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/). XHIGM-potilaiden immuunijéarjestelméa on
puutteellinen johtuen B-solujen kyvyttomyydestd immunoglobuliinien raskaan ketjun
luokkavaihdokseen, jolloin seerumin IgG-, IgA- ja IgE -pitoisuudet jéévét hyvin
ahaisks IgM:n pitoisuuden ollessa normaai tai koholla (Etzioni & Ochs, 2004;
Razanajaona ym., 1996). Spesifisten imunoglobuliinimolekyylien puuttuessa potilas on
dtis erilaslle bakteeri-infektioille, ja myds autoimmuunityyppiset hematologiset
hairiét ovat tyypillisd Taudin ainoa parannuskeino on luuydinsiirto(National Primary
Immunodeficiency Resource Center, http://mww.infodpi.org/), ja hoitokeinot rajoittuvat
infektioiden hoitamiseen seka I gG:n séanndlliseen infuusioon (Wang ym., 1994).

XHIGM johtuu mutaatioista CD40 ligandin (CD40L) geenissa (Aruffo ym., 1993).

CD40L on T-lymfosyyttien solukalvolla ilmentyva tyypin Il transmembraaniproteiini,
jolla on olennainen rooli T-solu—B-solu -interaktioissa (Karpusas ym., 1995). CD40L
sitoutuu B-solujen solukalvolla ilmentyvéan reseptoriinsa CD40:een akaansaaden
signaalingirtokaskadin, joka johtaa B-solun moninaiseen vasteeseen, johon liittyy muun
muassa immunoglobuliinien raskaan ketjun luokkavaihdoksen indusoituminen (Allen ym,
1993). Mutaatiot CD40L:ssa estavét proteiinin Sitoutumisen reseptoriinsa ja siten B-
solujen signaalingirron (Etzioni & Ochs, 2004; Razanajaona ym., 1996).
Enemmist6é CD40L:n mutaatioista Sjaitsee eksoneissa. Substituutiomutaetioita, ts.
sellaisa mutaatioita, jotka aiheuttavat aminohapon vaihtumisen proteiinissa toiseks, on
CD40L:ssa todettu yhteensa 30 erilaista. (CD40L -tietokanta,
http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/)

Suurin - osa ndistd mutaatioista Sjaitsee  reseptoriin Sitoutuvassa TNF-
homologiadomeenissa, mutta myos transmembraani- ja ekstrasellulaarisessa uniikissa
domeenissa on todettu substituutiomutaatioita (CD40L -tietokanta,
http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/). Mutaatiot ovat moninaisia, ja niiden oletetaan
vakuttavan proteiinin rakenteeseen ja toimintaan monin eri tavoin (Garber ym., 1999,
Lopez-Granados ym., 2003 ). Selkedé genotyyppi-fenotyypi —korrelaatiota ei XHIGM:n
kohdalla ole havaittu (Etzioni & Ochs, 2004).

Tutkimuksen tavoitteena oli analysoida kunkin substituutiomutaation vaikutuksia
CD40L:n rakenteeseen ja toimintaan sekvenssianalyysilla seka kiderakenteeseen
perustuvin menetelmin, ja pyrkia siten selvittamaén XHIGM.n molekulaarista perustaa.
Osaa CD40L:n mutaatioista on analysoitu biokemialisn menetelmin, mutta
vastaavanlaista, bioinformatiikan tutkimusmenetelmia hyddyntavdd mutaatioanalyysia
e ole aiemmin tehty CD40L:lle.
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2. Kirjallisuuskatsaus

2.1. Immunopuutossyndrooma

XHIGM on harvinainen, X-kromosomaalisesti resessiivisesti periytyva sairaus, joka
kuvattiin ensimméisen kerran vuonna 1961 (Rosen ym., 1961). Syndroomaa edintyy alle
1/1000000 elavana syntyneella poikalapsella (CD40L -tietokanta,
http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/).

2.1.1. XHIGM:n molekulaarinen perusta

XHIGM johtuu mutaatioista T-lymfosyyttien pinnalla ilmentyvén CD40 ligandin
(CD40L, CD154) geenissd (Aruffo ym.,, 1993). Karakterisoiduista mutaatioista osa
djaitsee introneissa, jolloin ne vaikuttavat geenin ekspressioon ja lahetti-RNA:n
siimukointiin. Eksoneissa on havaittu insertioita, deleetioita ja pistemutaatioita. Sellaisa
pistemutaatioita CD40 ligandin geenissd, jotka saavat aikaan aminohapon muuttumisen
proteiinituotteessa (missense-mutaatiot), on |0ydetty yhteensd 30 (CD40L -tietokanta,
http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/). Mutaatiot ovat moninaisia, joten niiden vaikutuksen
proteiinin toiminnalliseen vikaan ja taudinkuvaan oletetaan vahtelevan potilaiden
vailla (Garber ym., 1999). Toiminnalliset missense-mutaatiot vaikuttavat CDA40L:n
trimerisaatioon tai interaktioihin CD40 reseptorin (CD40R) kanssa, ja rakenteelliset
missense-mutaatiot voivat aiheuttaa proteiinin vadrin poimuttumista tai rakenteen
epéstabiilisuutta. Muut mutaatiot voivat heikentéd CD40L:n ekspressiota tai estda sen
kokonaan (Lopez-Granados ym., 2003).

Vidlinen CD40 ligandi e pysty normadlilla tavala sitoutumaan reseptoriinsa
CD40:een ja indusoimaan dSignalointitapahtumia, jotka ovat vattaméttomia
humoraalisen immuunijarjestelmén toiminnan kannalta. TalGin  immunoglobuliinien
luokkavaihdoksen tapahtuminen seka somaattinen hypermutaatio hariintyvét B-
soluissa, jolloin funktionaalisten, korkean affiniteetin vasta-aineiden tuotanto estyy.
Potilaan seerumin 1gG-, IgA- ja IgE -arvot jd&vét hyvin alhaisks IgM:n ollessa
toistuville, opportunistisille bakteeri-infektioille, joista ensmméiset ilmenevéa jo
ensimmaisen elinvuoden aikana (Conley ym., 1999; Etzioni & Ochs, 2004).

2.1.2. Kliininen taudinkuva

Usaeimmilla XHIGM-potilailla oireet ilmaantuvat ensmméisen tai toisen elinvuoden
aikana. Tavallisin ja merkittavin ongelma potilailla on infektioalttius.
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Hengitysteiden yl& ja adaosien erilaiset bakteeri-infektiot ovat hyvin yleisa
XHIGM-potilailla, tosin potilaat ovat dttiitta myds muiden mikro-organismien
aiheuttamille infektioille. Varhaidapsuuden keuhkosairaudet, etenkin Pneumocystis
carinii'n aiheuttama keuhkokuume, heréttévéat usein ensimméisen kerran epéilyja, etta
laps sairastaa hyper-IgM-syndroomaa. (National Primary Immunodeficiency Resource
Center, http://mmw.infodpi.org/). XHIGM:n komplikaatioina esiintyy my6s enteroviruksen
aiheuttamaa meningoenkefaliittia (Cunningham ym., 1999; Winkelstein ym., 2003), sepsista
(yleisinfektio, joka johtuu bakteerien esintymisesta veressd) ja osteomydiittia
(luuydintulehdus)(Winkel stein ym., 2003).

Noin 50 %:lle XHIGM-potilaista kehittyy ohimeneva tai krooninen neutropenia
Neutropeniassa veressa on normaalia véhemman neutrofiilejd mik& aheuttaa suun
haavaumia, proktiittia ja ihotulenduksia (Cham ym., 2002; National Primary
Immunodeficiency Resource Center, http://mww.infodpi.org/). Joillakin potilailla esintyy
myos ruuansulatuskanavan oirellua, kuten ripulia ta imeytymishdiridita. N&den
oireiden padasidlinen aheuttgja on Cryptosporidium, joka voi aheuttaa myos
sklerosoivan  kolangiitin ~ (krooninen  sappitietulehdus, joka sagttaa johtaa
maksakirroosin ja maksan vajaatoimintaan). XHIGM-potilaille voi kehittyd myos
autoimmuunisairauksia, jotka ilmenevdt reumatoidina artriittina, trombosytopeniana,
hemolyyttisena anemiana, hypotyroidismina ja munuaissairauksina (Notarangelo ym.,
1992; National Primary Immunodeficiency Resource Center, http://www.infodpi.org/).

XHIGM:n  kliininen  taudinkuva  poikkeaa muista primeaareista vasta-
ainepuutossairauksista monin  tavoin. Ruuansulatuselimiston  komplikaatiot ovat
pahempia, ja jatkuvat aivokalvojen ja avojen tulehdukset aiheuttavat neurologista
rappiota. Muissa sairauksissa tyypillisten lymfoomien liséks XHIGM-potilailla esintyy
my6s adenokarsnoomia maksassa ja sappitiehyissi. Sairastuvuus ja kuolleisuus ovat
korkeampia kuin muissa vasta-ainepuutossairauksissa (O'Neill Shigeoka, 2002), ja vain
harvoissa tapauksissa potilas saavuttaa kolmenkymmenen vuoden idn (Tahara ym., 2004;
Etzioni & Ochs, 2004).

2.1.3. XHIGM:n hoito

Hyper-lgM-syndroomaan el ole olemassa riittdvan hyvaa hoitoa (Villa ym., 1994).
Oireiden hoitaminen ja infektioiden ennaltaehkdsy on kuitenkin jossain méaérin
mahdollista.

Immunoglobuliinien infuusiota kaytetdan 3-4 viikon véein vahentamaan infektioita,
ja monesti infuusio auttaa myds normalisoimaan veren IgM-pitoisuutta. Infuusio myos
parantaa neutropeniaa joissain tapauksissa. Kroonisen neutropenian hoitoon kaytetdan
myds granulosyyttikasvutekijaa (G-CSF) (Wang ym., 1994).

Koska XHIGM-potilaat ovat alttiita Pneumocystis carinii  -infektioille,
keuhkokuumetta hoidetaan ennaltaehkaisevasti trimetoprimsulfametoksatsolilla.

XHIGM on sairaus, joka pystytédn nykyisin parantamaan vain luuydingirrolla
(National Primary Immunodeficiency Resource Center, http://mmwv.infodpi.org/). MyOs
onnistuneita kantasoluhoitoja on tehty (Jacobsohn ym., 2004).
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2.2. CD40 ligandin biologinen rooli

CDA40 reseptori — ligandi-interaktio on ratkaiseva tapahtuma B-solujen aktivoinnissa
ja humoraalisten immuunireaktioiden saételyssi (Hollenbaugh ym, 1994; Noelle ym, 1992).
Aktivoidut auttgja-T-solut ilmentédvét solukalvollaan CD40 ligandia, joka kykenee
vuorovaikutukseen B-solujen solukalvon CD40 reseptorin kanssa. CD40R-CD40L -
vuorovaikutus ssa B-solussa akaan  signalointikaskadin,  joka  vaikuttaa
geeniekspression muuttumisen kautta B-solun proliferaatioon ja vasta-ainetuotantoon.
(Allen ym, 1993). Fyysisen solukontaktin mydta syntyvan signaalin lisdks B-solut
tarvitsevat stimuloituakseen T-solujen erittdmien sytokiinien vélittamén niinsanotun
toisen signaalin (Nonoyama ym, 1993).

2.2.1. T-solujen aktivoituminen ja CD40 ligandin ekspressio

T-solujen  aktivoituminen johtaa solujen proliferaatioon ja erilaistumiseen
sytokiingja erittaviks soluiksi (CD4" T-solut). Osa aktivoiduista T-soluista erilaistuu
sytotoksisiks efektorisoluiksi (CD8" T-solut). T-solujen aktivoitumiseen liittyy niiden
rakenteen uudelleenorganisoituminen, jolloin solukalvon komponentit jérjestyvét siten,
etta lipidilautat kerdantyvat immunologisen synapsin ymparistoon kooten mukanaan
yhteen solunsisdisa signalointikompleksgja. Uudelleenjarjestymisen  myotd  myos
synapsissa tarpeettomat komponentit liikkuvat poispdin sen ympéristosta (Kupfer &
Singer, 1998).

B-solut toimivat antigeenin esittelijoind CD4" T-soluille. Luokan 1l MHC -
molekyylit siirtyvédt B-solun solukalvolle sitouduttuaan solussa  prosessoidusta
antigeenistd perdaisin  olevaan peptidiin.  T-solun solukalvon reseptori  pystyy
tunnistamaan MHC-peptidi  -kompleksin  ja Stoutumaan sihen. MHC-peptidi-
kompleksin ja T-solureseptorin (TCR) vaihtelevien aueiden (V, ja Vp) véinen
interaktio on ensmmainen, mutta ei riittava signaali T-solujen aktivoimiseks (Norcross,
1984). Immunologisen synapsin peruselementit on esitetty kuvassa 1.

Luokan I MHC -molekyylin ei-polymorfisen aueen ja T-solun CD4—koreseptorin
vdlinen interaktio on mahdollinen MHC-peptidi-TCR -interaktion tapahduttua, kun CD4
liikkuu solukalvolla lahemmés T-solureseptoria.  CD4-MHCII -interaktio parantaa T-
solun kykya reagoida antigeeniin moninkertaisesti, silla CD4:n ryhmittyminen TCR:n
l[aheisyyteen liittdéd CD4:n sytoplasmiseen o0saan yhdistyvan tyrosinikinaasin
signadlingirtokompleksiin (Patel ym., 1984).

Kostimulatoriset signaalit vahvistavat ja vyllgpitavde MHC-peptidi — TCR -
tarvita, jos T-solu on aktivoitu ennenkin, mutta naiivien T-solujen aktivoimiseks ne
ovat vdttamétomid  Kostimulatorisa vuorovaikutuksia tapahtuu  antigeenin
edttelijasolujen pinnalla ilmentyvien B7 -molekyyliperheen jasenten ja pysyvésti T-
solujen solukalvolla olevien CD28 -proteiinien ta T-solujen aktivoitumisen my6ta
ekspressoituvien CD152 -proteiinien valilla (Schwartz, 1990).

MHC-peptidi — TCR -vuorovaikutus aktivoi kolmen transkriptiofaktorin
stoutumisen DNA: han. Geeniekspression sadtelyn lisdks signaalingirtokaskadin
vdlituotteilla ja reitin sivuhaarojen tuotteilla on vaikutuksensa immunologisen synapsin
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yllgpitoon ja siten signaalingiirron jatkuvuuteen (Grakouri ym., 1999) . TCR:n ligaatio
aktivoi aluks tyrosinikinaasikaskadin, jonka muodostumiseks vaaditaan src-, syk- ja
tec -perheiden tyrosiinikinaasga. Src- ja syk —perheiden kinaasit fosforyloivat TCR:n
sytoplasmiseen domeeniin liittyvia immunotyrosiiniaktivaatiomotiivega (ITAM), ja
fosforylaatiotapahtumat mahdollistavat solukalvon adapteriproteiinin (LAT, linker of
activated T cells) fosforylaation (Schaeffer & Schwartzberg, 2000). FosfoLAT:iin liittyvét
entsyymit fosfolipaas Cg (PLCg), Grb2/SOS-kompleks, fosfatidyyli-inositoli-3-kinaas
(PI3-kinaas)) ja GADS SLP-76/NCK/VAV —kompleks jatkavat signaalingirtoa
PLCgn aoittama signadiketjun haara johtaa Ca’":n vapautumiseen endoplasmisesta
kalvostosta (ER) ja dsten kalsineuriinin aktivaation kautta NFAT —transkriptiofaktorin
girtymiseen tumaan. Grb2/SOS-kompleksin  aoittama  signadlireitti  johtaa
aktivaattoriproteiini 1:n (AP1) aktivaatioon, ja kolmas transkriptiofaktori NFKB
aktivoituu GADS/SLP-76/NCK/VAV-kompleksin aloittaman kaskadin my6téa (Dustin,
2001). Transkriptiofaktorit NFAT, APl ja NFkB sadtelevdt useita T-solujen
immuunireaktioihin liittyvid geengd Muun muassa eri interleukiinityyppien, TNFa:n,
interferoni gn (IFNQg) sek& solun pinnan molekyylien, kuten Fas ligandin (FasL),
CTLA4:n ja CD40L:n ekspressio indusoituu nédiden transkriptiofaktoreiden
aktivoitumisen johdosta (Rao ym., 1997; Masuda ym., 1998).

Vain aktivoituneet T-solut ilmentévét CD40 ligandia (Armitage ym., 1992), kun taas
B-solut ilmentavat CD40 reseptoria jatkuvasti (Clark ym., 1986). Myos CD40L:n
interaktio B-solun CD40 reseptorin kanssa toimii kostimulatorisessa roolissa liséten
edelleen CD40L:n ekpressiota autologisen sdédtelyn tapaan (Pinchuk ym., 1996).
Vuorovaikutus stimuloi B7-proteiinien ekspressiota B-solujen solukalvolla lisdten B7-
CD28 -interaktioita B- ja T-solujen vdlilla Lisdks aktivoituneen T-solun CD40
ligandin ja B-solun CD40 reseptorin valisella vuorovaikutuksella on merkitysta B-solun
vasta-ainetuotannossa (Coico ym., 2003).
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a Proliferoituvia B-soluja

Kuval. Immunologinen synapsi. B-solun ja T-solun vastavuoroinen aktivaatio johtaa
B-solujen proliferaatioon. Kuvassa ei ole huomioitu adheesiomolekyyleja. Kuva mukailtu SF.
Gilbertin artikkdista (Gilbert ym., 2003).

Adheesiomolekyylga tarvitaan vahvistamaan ja yllapitdméan T- ja B-solujen valisia
kontaktgga (immunologista synapsia) T-solun aktivoimiseen tarvittavan gan.
Adheesioproteiinit CD54 ja CD58 B-solussa ovat vuorovaikutuksessa T-solun
vastaavien CD18 jaCD2 -proteiinien kanssa (Coico ym., 2003).

2.2.2 B-solujen aktivoituminen ja immunoglobuliinien luokkavaihdos

Antigeenin vuorovaikutus kypsdn B-solun antigeenireseptorin kanssa riittéa B-solun
aktivoitumiseen. Jotta B-solu alkais tuottaa vasta-aineita, tarvitaan kuitenkin Ty -
solujen apua, €i immunologisen synapsin  muodostumista, etenkin  useimpien
proteiiniantigeenien kohdalla. Aktivoiduttuaan B-solut proliferoituvat, ja jotkut niista
erilaistuvat vasta-aineita syntetoiviks ja erittéaviks plasmasoluiks (Coico ym., 2003).
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Vasta-aineet ovat ainutlaatuisia paits antigeenin sitoutumiskohdan diversiteetin
vuoks, myds niiden efektoriominaisuuksien monipuolisuuden johdosta. Vasta-aineen
spesifisyys médraytyy antigeenin sitoutumiskohdan perusteella, joka koostuu kahdesta
vaihtelevasta V-domeenista Vy ja V.. Efektorifunktiot riippuvat sen sijaan raskaan
ketjun C-alueen isotyypistd. Tietty V-domeeni voidaan yhdistéd mink& tahansa
isotyypin C-alueen kanssa isotyyppien luokkavaihdoksen johdostas DNA:n
uudelleenjérjestelyt, joita isotyyppien luokkavaihdos vaatii, tapahtuvat aktivoitujen T-
solujen tuottamien sytokiinien ohjaamina (Finkelman ym., 1990).

Immuunireaktion alkuvaiheessa tuotetaan ainoastaan IgM:a, silla isotyyppia voidaan
tuottaa ilman luokkavaihdosta. Alun perin antigeeniin reagoineiden solujen jalkeldiset
voivat mybhemmin geneettisen uudeleenjdrjestelyn myéta akaa tuottaa muita
isotyyppegia 19G, IgA, IgD ja IgE. Raskaan ketjun isotyyppivaihdos johtuu T-B
interaktiosta, ja CD40-CD40L -vuorovaikutus on isotyyppivaihdoksen tapahtumiseks
vattaméon (Kroczek ym., 1994). T-solun tuottama sytokiini maérda, mita
immunoglobuliinin isotyyppia B-solu akaa tuottaa; esmerkiks IL4 saa B-solun
tuottamaan enimmékseen 1gG:a ja IgE:a, TGFb stimuloi IgA:n ilmentamisté ja IFNg
stimuloi B-solua tuottamaan komplementtia aktivoivia |gG-isotyyppeld (Finkelman ym.,,
1990). Sytokiinit indusoivat isotyyppivaihdoksen stimuloimalla 18hetti-RNA:n (mMRNA)
transkriptiota ja simikointia raskaan ketjun C-alueen geenin 5 péassa olevista
rekombinaatiokohdista (Finkelman ym, 1990).

Eri isotyyppien vasta-aineet ovat mukautuneet toimimaan kehon eri osissa. Koska
mika tahansa V-alue voi yhdistyd mihin tahansa C-alueeseen, B-solut voivat tuottaa
samalle antigeenille spesifisd vasta-aineita, jotka erilaisten C-alueidensa puolesta
voivat toimia eri osissa kehoa. Aikaiset, IgM-tyypin vasta-aineet muodostavat
pentameergd, ja kykenevédt siten sitoutumaan multivalenttethin antigeenethin. IgM: a
tuotetaan kuitenkin ennen somaatisen hypermutaation tapahtumista, joten molekyylien
affiniteetti on yleensd alhainen. Suuren kokonsa vuoks IgM: & esiintyy enimmakseen
veressa ja vahemmassd madrin imunesteessa. Muiden isotyyppien vasta-aineet — 1gG,
IgA ja IgE — ovat pienempikokoisia ja diffusoituvat helposti verenkierrosta kudoksiin.
IgA voi muodostaa dimeergd, mutta 1gG ja IgE ovat aina monomeerisia 1gG on
padasiallinen vasta-ainetyyppi veressa ja solunulkoisessa nesteesss, ja IgA: ta esiintyy
eritteissa. IgE edintyy ahaisina konsentraatioina veressa ja solunulkoisessa nesteesss;
Se djaitsee pddosin syottosolujen pinnala aiheuttaen valittomi& poistoreaktioita, kuten
aivastelua, yskimistd ja oksentelua antigeenin sitoutuessa siihen. IgA voi muodostaa
dimeergjd, mutta 1gG ja IgE ovat aina monomeerisia (Janeway ym., 2001).

CD40-CD40L -interaktiolla on todettu olevan vakutusta myds B-solujen
sytokiinituotantoon, B7-proteiinien ja adheesomolekyylien ilmentdmiseen ja sSiten T-
solukontaktin ja -kostimulaation tehokkuuteen (Bishop & Hostager, 2003). CD40:n
ligaatio stimuloi mm. IL2:n, IL6:n, IL10:n, TNFa:n, lymfotoksini a:n ja TGFb:n
synteesa B-soluissa (Clark & Shu., 1990; Burdin ym., 1995; Kindler ym., 1995; Worm &
Geha., 1995; Zan ym., 1995; Worm ym, 1998). VVuorovaikutus el ole merkittava ainoastaan
B-solujen alkuvaiheen toiminnan stimuloinnissa, vaan CD40-CD40L -kontaktilla on
todettu olevan olennainen vaikutus myds B-muistisolujen muodostumisessa (Foy ym.,,
1994).
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2.2.3. CD40:n signalointi

APL:n ja NFkB:n on todettu olevan olennaisia transkriptiofaktoreita sytokiinigeenien
ekspression induktiossa B-soluissa. Niiden aktivoitumiseen johtavia signadireittgja e
viela kokonaisuudessaan tunneta, mutta niiden tiedetdan saavan akunsa CD40:n
solunsisdisen osan ja sen kanssa vuorovaikutuksessa olevien TRAF-proteiinien (Tumor
Necrosis Factor Associated Protein) valityksell&a (Harigai ym., 2004).

B-solun solukalvolla jatkuvasti |&sné& oleva CD40 klusteroituu trimeerisen CD40
ligandin sitoutumisen my6ta, mistd seuraa myds CD40:een liittyneiden sytoplasmisten
TRAF-adaptoriproteiinien kerddntyminen pakalle. Kerdantymisen myota TRAF-
proteiinit kykenevét vuorovaikutukseen signalointiproteiinien kanssa ja aoittamaan
signalointikaskadin  B-solussa.  TRAF-proteiinit  liittyvét  useisin - eri CD40-
sgnadliketjuihin; erds niistéa johtaa JNK:n (C-Jun N-terminaalikinaas) aktivaatioon,
toinen p38 -proteiinikinaasin ja kolmas NFkB:n aktivaatioon. Muut kinaasit saattavat
2003). MAP-kinaasiperheen proteiineilla, kuten JNK:lla ja p38:lla on B-soluissa térkea
rooli API1-transkriptiofaktorin aktivaatiossa ja Siten sytokiinituotannon induktiossa
(Karin, 1995).

GCK (Germinal Center Kinase) voi olla yhteydessa TRAFR2-proteiinin TRAF-
domeeniin ja olla mukana CD40:sta alkunsa saavassa JNK:n aktivaatioon johtavassa
sgnadireitissi. TRAF2 voi myds olla vuorovaikutuksessa ASK1 MAP-kinaasin kanssa,
joka indusois JNK:n ja p38:n aktivaation. MAP-kinaasivdlitteinen signaali vois kulkea
myds GCK:n vdlityksallg, slla GCK pystyy stoutumaan MAP-kinaass MEKK1:een,
joka on ylavirrassa JINK:n dignadipolulla (Yuasa ym., 1998). B-solujen
signalointitapahtumia e kuitenkaan ole viela tutkittu (Bishop & Hostager, 2003).

NFkB:n aktivoitumiseen johtavan CD40-signaalingirtokaskadin komponentteja el
ole vield varmistettu B-soluissa (Bishop & Hostager, 2003), mutta MAP3K NIK on
oletettavasti siina osallisena, silla se kykenee aktivoimaan IkB —kinaasikompleksin,
joka fosforyloi NFKB inhibiittoriproteiinga (Ling ym., 1998). Mydhemmissa
tutkimuksissa on kuitenkin todettu, ettd NIK e ole véttaméon CD40-signaloinnille,
(Yin ym., 2001) joten NIK on signaalinsirrossa todenndkdisesti epasuorasti mukana
(Bishop & Hostager, 2003).

CD40:n dignaalingiirtoon B-solussa on liitetty my6s useita muita entsyymejd, kuten
Lyn (Src perheeseen kuuluva kinaas), fosfatidyyli-inositoli-3-kinaas, fosfolipaas Cg2
ja seriini-treoniinikinaass Pim-1. Naiden entsyymien toiminta ja jarjestyminen koko
CD40 -signadlinsiirtokaskadin kontekstissa on kuitenkin viela epaselva (Bishop &
Hostager, 2003).
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2.3. CDA40 ligandi

2.3.1. Rakenne

CD40 ligandi on TNF (tumor necrosis factor) -perheeseen kuuluva tyypin 2
kalvoglykoproteiini, jonka massa on 39 kDa. Biologisesti aktiivinen CD40L esintyy
homotrimeereind. Proteiini (monomeeri) voidaan rakenteensa perusteella jakaa neljéén
osaan: solunsisdiseen N-terminaaliosaan (aminohapot 1-22), lyhyeen
transmembraaniosaan (aminohapot 23-46), ekstrasellulaariseen uniikkiin osaan, €li
"varteen” (65 aminohappoa, aminohapot 47-122) ja C-terminaaliseen TNF-domeeniin
(139 aminohappoa, aminohapot 123-261). TNF-domeeni on protelinin osista parhaiten
karakterisoitu — sen rakenne on madritetty rontgensidekristalografisesti 2 A
resoluutiolla (Karpusas ym., 2001 ja Karpusas ym., 1995). (Kiderakenne alkaa
aminohaposta 116 ja TNF-domeeni aminohaposta 123.)

1 23 47 123 261

IC | TM| EcuU TNF

Kuva 2. Kaavioesitys CD40L -proteiinin  rakenteesta ja substituutiomutaatioiden
esiintyminen. IC - intrasellulaariosa; TM - transmembraaniosa; ECU - ekstrasellulaari uniikki
0sa; TNF — TNF-homologiaosa. Kuvan alla olevat luvut kuvaavat mutaatioiden maaraa, ylla
sekvenssialue proteiinissa.

Solukalvolla esintyvan, tdysimittaisen (39 kDa) CD40 ligandin lisdks on kuvattu
erilaisia liukoisia muotoja samasta proteiinista, massoiltaan 31, 18 ja 14 kDa (Graf ym.,,
1995). 18 kDa:n proteiini on todettu funktionaalisekd, ja sitd pidetddn CD40 ligandin
liukoisena muotona (Ludewig ym., 1996; Wykes ym., 1998). Viela e ole tutkittu, onko
CD40L:n liukoisen muodon tuottavala entsymaattisella reaktiolla yhteyttda muiden
TNF-perheen proteiinien, kuten FasL:n ja TNFa:n vastaaviin tapahtumiin (Schonbeck &
Libby, 2000), jotka on kuvattu yksityiskohtaisesti (Gearing ym., 1994; McGeehan ym.,,
1994).

TNF-superperheen jasenia on tadlla hetkella tunnistettu ihmisella yhteensd 47
erilaista, joista 29 kuuluu TNF reseptoreihin ja 18 TNF ligandeihin (Locksley ym., 2001;
Zhang ym., 2004). Kaikki tiedossa olevat TNF-perheeseen kuuluvat proteiinit
muodostavat trimeergjd, ja kukin monomeeri on rakenteellisesti konservoitunut, b-
sdikeistéd ja dimukoista "k&aretorttu” (jelly roll) -topologian mukaisesti laskostuva
rakenne (Zhang, 2004). Rakenteellinen konservoituneisuus on superperheessa ilmeista,
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mutta sekvenssihomologia jasenten vélilla vaihtelee suhteellisen alhaisessa, noin 20-30
prosentin haarukassa (Karpusas ym., 1995).

Samankaltaisesta tertiaari- ja kvartaarirakenteesta huolimatta TNF-perheen eri
jésenet ovat spesifisyydeltédn hyvin erilaisia. Proteiini-proteiini-kontaktien spesifisyys
reseptoriin/ligandiin  sitoutumisessa  pohjautuukin - pddosin - b-sdikeita  yhdistavien
simukoiden ominaisuuksiin, jotka elva muuta yleista laskostumista muuten kuin
paikallisesti (b-sdikeiden topologia ja b-levyjen orientaatio ovat TNF-perheessa
sdilyneet). Useat CD40L:n silmukat poimuttuvat merkittavasti muiden TNF-perheen
proteiinien simukoista poikkeavalla tavalla (Karpusas ym., 1995).

CDA40 ligandi (aminohapot 116-261) rakentuu yhdeksan b-sdikeen muodostamasta
kolmesta b-levystd ja yhdesta lyhyesté a-kierteesta joka sijaitsee b-sdikeiden C1 ja A2
vélissa (Kuva3).

Kuva 3. CDA40 ligandin rontgensidekristall ografisesti maaritetty rakenne (aminohapot 116-
261). b-sdikeet on numeroitu, ja niiden muodostamat b-lewyt A, B ja C on esitetty kuvassa eri
varein.a-kierre on kuvassa keltainen. Rakenteen PDB-koodi on 1ALY.

Proteiinissa on yks disulfidisidos, kysteiinien 178 ja 218 vdlilla, joka kiinnittaéa -
siikeet A3 ja A4 toisiinsa. Asparagiini 240, joka gjatsee sdikeessa C1, on N-
glykosyloitu (Karpusas ym., 1995). Hiilihydraatin rakennetta e tunneta rakenteen
perustedlla, ja sen merkitysta CD40L:n toiminnan kannalta e tunneta (Khandekar ym.,
2001). Hiilihydraatilla e ole osuutta reseptoriin Stoutumisessa, slla N240:n
mutatoiminen aaniiniksi el vaikuta CD40L-CD40 —interaktioon (Bajorath ym., 1995).
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Kohta, joka sitoutuu reseptoriin, on ennustettu lymfotoksiini a-TNFR -interaktion
perusteella. Se djaitsee kahden monomeerin vdliin jéévassd kapeassa raossa, jossa
suorassa kontaktissa reseptorin kanssa olevat CD40L:n aminohapot K143, R203 ja
R207 (Singh ym., 1998) sijoittuvat A1-B1 —silmukkaan (K143) ja C3-sdikeeseen (R203 ja
R207). Liséks CD40L:n aminohapot 1127, S128, E129, E142, G144, Y 145, Y 146,
C178, S185, Q186, A187, R200, F201, C218, Q220, S248, H249, G250, T251 ja G252
osdlistuvat reseptoriin sitoutumiseen muodostaen hydrofobisen seindmén suorassa
kontaktissa keskendén olevien reseptorin ja ligandin polaaristen aminohappojen

TNF-perheen jasenten valilla (Karpusas ym., 1995)

Kuva4. CD40L —homotrimeeri, CD40 ligandin biologisesti toiminnallinen muoto. Kuva:
PDB Structure Explorer. Kuvassa vihreét b-lewyt, jotka ovat kontaktissa muiden monomeerien
kanssa, vastaavat kuvan 2 b-levy A:ta

CD40L-monomeerien trimerisaatio (Kuva 4) tapahtuu jokaisen monomeerin
tyrosiini  170:n  ja higtidiini 224:n  valitykselld, jotka muodostavat kahden
aminohappotriadin  klusterin  pyramidin  muotoisen  trimeerin  kolminkertaisen
symmetria-akselin suuntaisesti (Kuva 5). Trimeerin symmetria-akseli kulkee l&hes
samansuuntaisesti  kunkin  monomeerin (-sdikeiden kanssa (Karpusas ym., 1995).
Trimerisoitumisessa olennaiset aminohapot Y170 ja H224 on visualisoitu CD40L -
monomeeriin kuvassa 6.

Triadin muodostavien suorassa kontaktissa toisiinsa olevien aminohappojen liséksi
monilla ympériston aminohapoilla on térked osa kompleksin stabiloinnissa. Trimeeria
stabiloivia aminohappoja ovat Q121, H125, Y145, T147, Y172, Q174, L195, R203,
L 205, L206, R207, A208, A209, N210, T211, A215, G219, Q220, Q221, S222, L 225,
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G226, G227, V228, F229, E230, T251, G252, F253, L259 ja L261 (Bader ym., 2003;
Karpusas ym., 2001). Suurin osa trimerisoitumiseen osallistuvista aminohapoissa Sjaitsee
b-levy A:ssa.

Kuvab. Kolmen tyrosiinin ja kolmen histidiini klusteri, joka muodostuu CD40L-trimeerin
keskiosaan. Symmetria-akseli on kuvassa vertikaalinen. Kuva: Karpusas ym., 1995.
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Kuva6. Trimerisaatiossa olennaiset aminohapot Y170 ja H224 CD40L:ssa. Y170 sijaitsee
saikeessa A3 ja H224 sdikeessd A4.

2.3.2. Geeni ja polymorfiat

CD40 ligandin 12,18 kiloemé&ksen pituinen geeni gjaitsee X-kromosomissa, ¢
ké&sivarren proksimaalisella alueella (Xg26.3-27.1) (Aruffo ym., 1993). Lokuksen paikka
on DXS144E:n ja DXS300:n vdlissd, ja geenin transkriptio tapahtuu suunnassa 5
sentromeerinen — 3" telomeerinen (Pilia ym., 1994). Transkription aloituskohdan
oletetaan sijaitsevan 67kb ylavirtaan trandaation aloituskodonista (ATG) (Tsitsikov ym.,,
1994). Geenissa on viis eksonia ja neljd intronia (Tsitsikov ym., 1994; Seyama ym., 1996).
Geeni ohjaa 2,3 kiloeméksen lahetti-RNA:n transkriptiota, ja l&hetti-RNA transloidaan
261 aminohapon pituiseks polypeptidiksi (Schonbeck & Libby, 2000).

Ensmméinen eksoni kasittdd CD40L:n intrasellulaari- ja transmembraaniosan seka
ekstrasdllulaarisen uniikin osan (ECU) kuus ensmméistd aminohappoa. Seuraavat
kaks eksonia sisdtavat informaation ECU-domeenin loppuosasta sekd 13:sta TNF-
homologiadomeenin aminohaposta, ja eksoni 4 koodaa C-terminadiosan 125
aminohappoa, €li 1ahes koko TNF-homologiadomeenin (Villa ym., 1994).

CDA40 ligandin geenista on I6ydetty 106 erilaista XHIGM:n aiheuttavaa mutaatiota
(CD40Lbase, http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase). Mutaatioista 34 Sjaitsee introneissa muuttaen
todennakoisesti transkriptin silmikointia ja siten aiheuttaen puutteellisen transkriptin ja
ekspression estymisen tai vialisen proteiinin ekspression. Kaikista introneista on
[Oydetty mutaatioita, mutta enemmisto niista on keskittynyt introni 3:een, jossa on 18
mutaatiota. Eksoneissa mutaatioita on 72, joista 30 on missense-mutaatioita, €li
aminohapon toiseks proteiinin sekvenssissa muuttavia mutaatioita. Loput 42 mutaatiota
ovat insertioita, deleetioita ja nonsense-mutaatioita, €li pysdhdyskodonin aiheuttavia ja
transkription pysayttavia mutaatioita. Eksonimutaatioita on koko sekvenssin alueella,
mutta niistd suurin osa Sjaitsee  TNF-homologiadomeenin  alueella.  Enemmisto
CD40L :n substituutiomutaatioista sijaitsee b-sdikeissa (Kuva 7; taulukko 1).
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Kuva?. Substituutiomutaatioiden  sijainnit  CD40L:n  TNF-homol ogiadomeenissa.

Aminohappojen, joissa on todettu olevan XHIGM:n aiheuttavia mutaatioita, sijainnit on
merkitty kuvaan punaisella.

SNP:t (single nucleotide polymorphism) ovat normaalga DNA-sekvenssin
variaatioita, joissa yksittdinen nukleotidi on muuttunut toiseks (The SNP Consortium Ltd,
http://snp.cshl.org/). Polymorfiat eiva aiheuta sairausfenotyyppia CD40 ligandin
geenissa tunnetaan 34 SNP:a, joista suurin osa (28) sijaitsee introneissa. Kakss SNP:a
gjaitsee geenin ei-trandoidulla aluedlla, ja nelja eksoneissa. Eksoneiden SNP:eista vain
yks aiheuttaa aminohapon substituution (P181R), ja muut kolme ovat hiljaisia, slla
yhden nukleotidin muutos ei nédissa tapauksissa muuta kodonia siten, etta se aiheuttais
trandaatiossa erilaisen aminohapon lisédmisen polypeptidiin (dbSNP  -tietokanta,
http://mwwv.ncbi.nlm.nih.gov/projects/ SNF/).

SNP:ien suhde mutaatioiden kokonaismééraan on yleensd £ 0,68-0,74 (Chasman &
Adams, 2001), ja CD40L:n kohdalla suhde on 0,32. CD40L:ssa tunnetaan sis
suhteellisen vahan sellaisia polymorfioita, jotka eivét aiheuta sairausfenotyyppié.
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Taulukko 1.

Mutaatio Domeeni Sijainti
M36R ™ -
G38R ™ -
G116R ECU -
A123E TNFH b Al
H125R TNFH b Al
V126A TNFH b Al
V126D TNFH b Al
W140R TNFH Al-Bl
W140G TNFH Al-B1
W140C TNFH Al-Bl
K143T TNFH Al-B1
G1l44E TNFH Al-Bl
T147N TNFH Al-Bl
L155P TNFH b B1
Y170C TNFH b A3
A173D TNFH b A3
Q174R TNFH b A3
T176l TNFH b A3
L195P TNFH bC2
A208D TNFH bC3
H224Y TNFH b A4
G226A TNFH b A4
G227V TNFH b A4
L231S TNFH b A4
A235P TNFH A4-C1
V237E TNFH bCi
T254M TNFH C1l-A2
G257S TNFH b A2
G257D TNFH b A2
L258S TNFH b A2

Substituutiomutaatiot CD40L:ssa ja niiden sijainnit. b-sdikeet ja silmukat on
nimetty kuten kuvassa 2. TM — transmembraanidomeeni; ECU — ekstrasellulaarinen uniikki

domeeni; TNFH — TNF —homol ogiadomeeni.
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2.3.3. Geenin ekspression saately

CD40L -geenia ilmennetédén sekd CD4- etta CD8 -posditiivisissa T-lymfosyyteissa, mutta
el B-soluissa tai monosyyteissd (Gauchat ym., 1993). Lisdks verihiutaleet tuottavat
liukoista CD40 ligandia (Hollenbaugh ym., 1992). Geenin ekspression sagtelymekanismit
ovat viela enimmékseen tuntemattomia, mutta sddtelyn tiedetddn olevan riippuvainen
proteiinikinaas C:n aktivaatiosta ja solunsissisen Ca’*-konsentraation kasvusta
(Fuleihan ym., 1994). Koska CD40 ligandi voi ilmentya T-solun solukalvolle jo viiden
minuutin kuluttua aktivaation jélkeen, solu kykenee aktivoiduttuaan sirtdmaan aiemmin
syntesoidun CD40L:n solukalvolleen (Casamayor-Palleja ym., 1995). Ekspressio on
véliaikaista; se on korkeimmillaan noin kuus tuntia T-solun aktivoitumisen jalkeen ja
vahenee seuraavien 12-24 tunnin aikana (Roy ym., 1993; Castle ym 1993).

Syklosporiini A (CsA) ja CsA-anadogit inhiboivat CD40L:n ekspressiota. Koska
CsA-analogien tiedetdan inhiboivan kalsineuriinin (joka on kalsiumista/lkalmoduliinista
riippuva  seriini/treoniinifosfataasl)  fosfataasiaktiivisuutta,  voidaan  péétella
kalsineuriinin  liittyvan CD40L:n geenin aktivointiin. CsA estda myds CD40L-
riippuvaisen immunoglobuliinien luokkavaihdoksen, mik& tukee oletusta kalsineuriinin
mukanaolosta CD40L:n geenin aktivaatiossa (Fuleihan ym., 1994). Lisdks Tsytsykova
ym. ovat osoittaneet, ettd NM-kompleksen (NF-AT-stoutumiskohtiin sitoutuvat
kompleksit) sitoutuminen promoottoriin estyy CsA:n vaikutuksesta, ja ettd Ca’':n
mobilisaatio ja Sitd seuraava kalsineuriinin aktivaatio alkaansaavat NM-kompleksien
muodostumisen (Tsytsykova ym., 1996).

DNA-sekvenssissa CD40 ligandin geenin 5°-péasta ylavirtaan sSjaitsee useita
sédtelyelementteja, kuten TATA-box, Spl-box (Tsitsikov ym., 1994) ja nelja NF-AT
(Nuclear Factor of Activated T cells) -sitoutumiskohtaa. NF-AT -transkriptiofarktorit
stoutuvat sdételyalueelle, ja ne yhdessa AP1-proteiinien (transkriptiofaktoreita, jotka
muodostuvat c-Jun/c-Fos-dimeereistd) kanssa muodostavat aktiivisen
transkriptiokompleksin (Tsytsykova ym., 1996). Geenin 5'sadtelyalueen on kuitenkin
todettu olevan helkko promoottori, mika viittaa muiden transkriptiotehokkuuteen
vaikuttavien alueiden olemassaoloon (Schubert ym., 2001).

2.3.4. Mutaatioiden vaikutus CD40 ligandin toimintaan

Erilaiset mutaatiot voivat vaikuttaa proteiinin toimintaan monin tavoin. Varhaiset
pysaytyskodonit sekvenssissd aiheuttavat lyhyen transkriptin, jota e valttamétta
trandoida lainkaan. My6hemmét pysaytyskodonit aiheuttavat liian lyhyen polypeptidin
trandaation, ja proteiini e lokalisoidu solukavolle tai e pysty sitoutumaan CD40
reseptoriin. Myos deleetiot voivat aiheuttaa lilan lyhyen polypeptidin tuoton, muuttaa
lukukehysta tai poistaa proteiinituotteesta laskostumisen tai rakenteen ja toiminnan
kannalta olennaisia aminohappoja. Insertiot aiheuttavat lukukehyksen muutoksia ja sita
kautta vaikuttavat monin tavoin transkriptin ominaisuuksiin. Intronien pistemutaatiot
vakuttavat usein ldhetti-RNA:n simikoimiseen, samoin kuin eksonien ensmmaisten ja
viimeisten kodonien pistemutaatiot.

Eksonien substituutiomutaatioiden vaikutukset proteiinin rakenteeseen ja toimintaan
ovat moninaisa. Ne voivat olla rakenteellisa mutaatioita, jolloin proteinin oikea
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laskostuminen hdiriintyy tai rakenne muuttuu sSiten, ettd proteiinin toiminnallisuus
vahenee tal estyy. Pagsdantoisesti oikein laskostuneen ja ilmentyvan proteiinin toiminta
VoI estya tal helkentya proteiinin toiminnan kannalta olennaisten aminohappojen, kuten
proteiini-proteiini-interaktioihin osallistuvien ja entsyymien kohdalla aktiivisen kohdan
aminohappojen orientaation muutoksien johdosta. Funktionaalisten aminohappojen
l&heisyydessa olevien aminohappojen mutaatiot voivat muuttaa rakennetta paikallisesti,
jolloin spesifiset interaktiot saattavat estyd, vaikka suoriin kontakteihin osalistuvat
aminohapot eiva oliskaan mutatoituneita. Rakenteen paikalinen muuttuminen voi
johtua mutatoitujen sivuketjujen fyysisesta sopimattomuudesta rakenteeseen (erityisesti
tapauksissa, joissa mutaatio tuottaa huomattavasti akuperdista suuremman tai
pienemman aminohapon), aminohappojen keskindisten interaktioiden muuttumisesta
(kun aminohapon fysikokemialliset ominaisuudet, kuten varaus tai kyky muodostaa
vetysidoksia tai muita interaktioita, muuttuvat) tai padketjun oritentaation muutoksista,
johon vaikuttavat edelld mainittujen muutosten lisdks mutaatiot, joissa alkuperéinen
aminohappo korvautuu proliinilla.  Proliinin  sivuketju muodostaa rengasrakenteen
yhtyen péaketjuun, jolloin p&&ketjun orientaatio muuttuu.

Rakentedlliset mutaatiot voivat aiheuttaa myds rakenteen stabiilisuuden vahenemista,
ja véarin laskostuneet tai laskostumattomat proteiinit ovat herkempi& hajoamaan (solun
proteolyyttisten hgjotusmekanismien toimesta) ja aggregoitumaan kuin funktionaaliset
proteiinit (Bross ym., 1999). Laskostuessaan proteiinit kayvat asteittain |18pi erilaisia
konformaatioita  laskostumattomasta muodosta useiden ei  energiailojen
konformaatioiden kautta lopulliseen, funktionaaliseen konformaatioonsa (Dill & Chan,
1997). Laskostumistaipumus on polypeptidin itseisominaisuus, jota mutaatiot voivat
héirita. Mutanttipolypeptidilla voi kulua laskostumiseen enemman aikaa kuin villityypin
vastaavalla polypeptidilld, jolloin vélivaiheen konformaatiot ovat kauemman akaa
alttiina solunsisédisille proteaaseille. Mutaatiot voivat my0s muuttaa vuorovaikutuksia
funktionaalisessa konformaatiossa siten, ettd proteinin vapaa energia jda suureksi.
Talloin proteiinin laskoksilla on suurempi todenndk6isyys purkautua (Bross ym., 1999).

Perinteisesti konformationaalisks sairauksks on médritelty sellaiset sairaudet,
joissa mutaatiot aiheuttavat proteiinien aggregoitumista laskostumisprosessin héirididen
vuoksi (Carrell & Lomas, 1997) . Uuden méaritelméan mukaan sairauksia, joiden taustalla
on proteiinien laskostumisprosessin  hédirid - aheuttipa vaéra laskostuminen
aggregoitumista tal e - kutsutaan konformationaalisiks sairauksiksi (Beissinger &
Buchner, 1998). Jos jotkin CD40 ligandin mutaatiot vaikuttavat proteiinin laskostumis- ja
agregoitumisominaisuuksiin olennaisessa maérin, XHIGM voidaan niiden mutaatioiden
kohdalla  luokitella  konformationaaliseks  sairaudeks.  Koska  proteinien
laskostumismekanismgja ja aminohapposekvenssin vaikutuksia niihin e kuitenkaan
yksityiskohtaisesti tunneta, on vaikeaa ennustaa tai arvioida tietyn mutaation vaikutusta
polypeptidin laskostumiseen (Bross ym., 1999).

Toiminnalliset mutaatiot ovat (CD40L:ssa) sellaisia eksonien missense-mutaatioita,
jotka estavét tai heikentdvédt spesifisten kontaktien tapahtumista protelini-proteiini-
interaktioissa joko muuttamalla proteiinin sitoutumispaikan rakennetta ja ominaisuuksia
ta muuttamalla ligandin ja reseptorin valisessa interaktiossa suorassa kontaktissa olevia
aminohappoja. Toiminnallisten mutaatioiden osuus geneettisissa sairauksissa on yleensa
ottaen pienempi kuin rakenteellisten mutaatioiden (Wang & Moult, 2001).
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2.3.5. Alemmat tutkimukset liittyen CD40L:n mutaatioiden vaikutuksiin

CD40L:n mutaatioiden vaikutuksia proteiinin ekspressioon ja toimintaan on tutkittu
biokemiallisn menetelmin sek& kokeellisesti méritettyyn rakenteeseen perustuen,
mutta lagaa substituutiomutaatioiden analyysid, joka ottais huomioon useampia
ndkokulmia, e ole tehty. Myoskaéan kaikkia nyky&dn tiedossa olevia CD40L.n
substituutiomutaatioita el ole analysoitu.

Karpusas ym. analysoivat muutamien mutaatioiden rakenteellisia vaikutuksia
CD40L:n kiderakenteen julkaisemisen yhteydessa (Karpusas ym., 1995; Karpusas ym.,
2001). Garber ym. ovat tutkineet kymmenen eri substituutiomutaation vaikutuksia
CD40L:n trimerisoitumiseen seka ekspressoitumiseen solun pinnalla biokemialisin
menetelmin (Garber ym., 1999). Bgorath ym. selvittivdt kohdennetun mutageneesin
jalkeen sitoutumiskokein, mitk& aminohapot ovat olennaisa CD40L-CD40 -kompleksin
muodostumisessa (Bajorath ym., 1997). Ligandi-reseptori —interaktiota ja polaaristen
aminohappojen merkitystd sitoutumisessa tutkivat my6s kohdennetulla mutageneesilla
Singh ym. (Sngh ym., 1998).XHIGM:lle on my6s kehitetty eldinmalli (Xu ym., 1994).
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3. Tutkimuksen tavoitteet

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittéa hyper-IgM-syndroomaa aiheuttavien CD40
ligandin substituutiomutaatioiden vaikutuksia proteiinin rakenteeseen ja toimintaan seka
tutkia CD40L:n sekvenssin konservoituneisuutta. Naéilla keinoin  hyper-1gM-
syndrooman fenotyypille pyrittiin ssamaan molekulaarinen perusta. Tavoitteena oli
myos tutkia erilaisten ohjelmien soveltuvuutta mutaatioiden vaikutusten tukimiseen.
Lisdks tutkimukseen liittyi CD40L base-mutaatiotietokannan
(http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/) pavittaminen uusilla mutaatioilla, ja polymorfioiden

(SNP) lisddminen tietokantaan.
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4. Menetelmét

4.1. Sekvenssianalyysi

Sekvenssianalyysissa  tutkittin @ CD40  ligandin ominaisuuksia  proteinin
aminohapposekvenssin  eli  primaarirakenteen perusteella. Tutkittavia ominaisuuksia
olivat sekvenssin evolutiivinen konservoituneisuus, sekvenssin muutosten (substituutio-
mutaatioiden) vaikutus proteiinin - sekundaarirakenteisiin, mutaatioiden vaikutus
proteiinin  jarjestyneeseen laskostumiseen ja proteinin  aggregoitumistaipumuksen
muutokset sekvenssin muuttumisen myota.

4.1.1. Aminohapposekvenssit

CD40 ligandin aminohapposekvenss ja tiedossa olevat mutaatiot saatiin CD40L-
tietokannasta (http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/). Tietokantaan on listattu kaikki tunnetut
CD40L:n XHIGM:n aheuttavat mutaatiot, ja lisdks sinne keréatdan tietoa potilaiden
kliinisestd taudinkuvasta, immunologisesta fenotyypistd, taudin ennusteesta ja hoidon
tehokkuudesta (Notarangelo ym., 1996).

Homologisekvenssit haettiin - PSIBLAST -ohjelmalla (Postion Specific Iterated
BLAST), joka vertaa annettua sekvenssid tietokantojen sekvensseihin ja etsi
samankaltaisa sekvenssga (Altschul ym, 1997). Kynnysarvona kéytettiin ohjelman
tarjoamaa oletusasetusta E = 0,005, jolla ohjelma I6ys yhteensd n samankaltaista
sekvenssid. Otoksessa useaan kertaan toistuvat sekvenssit poistettiin, jolloin jajelle ja
33 sekvenssia koko CD40L :n aminohapposekvenssilia haettuna.

TNF-domeenin aminohapposekvenssille haettiin Pfam-tietokannasta (Bateman ym.,
2004) seed-rinnastuksella 52 homologisekvenssia sekvenssirinnastuksia varten ja full-
rinnastuksella 175 homologisekvenssia ProCon —ohjelmaa (Shen & Vihinen, 2004)
varten. Pfam on proteiiniperhetietokanta, jossa proteinit on jaoteltu sekvenssien
perusteella perheisiin. Tietokanta sisdltdd sekvenssirinnastuksia kullekin  perheelle,
joiden perusteella luodulla kétketylla Markovin mallilla (HMM) voidaan verrata muita
sekvenssgld perheen sekvensseihin, ja luokitella sekvenssegja tiettyihin  perheisiin
kuuluviksi.

Sekvenssirinnastukset  tehtiin  ClustalW-ohjelmalla (Thompson ym, 1994) ké&yttden
oletusparametrga (Avatutuvan aukon rangaistus 10,0; aukon lagenemisen rangaistus
0,2; Proteinimatriisi: Gonnet). Sekvenssrinnastukset  visudisoitiin - kayttamalla
MultiDisp-ohjelmaa (Riikonen & Vihinen, 2004) konservoituneisuuden havaitsemiseks.
Ohjeiman avulla saatiin myos tietoa sekvenssien erovaisuusasteesta sekd varauksen ja
hydrofobisuuden jakaumista sekvenssirinnastuk sessa
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4.1.2. Konservoitune suus

Useat tutkimusryhmé ovat osoittaneet, ettd evolutiivisesti konservoituneet ja
fysikokemialliset ominaisuutensa séilyttdneet aminohapot ovat systemaattisesti hyvin
herkkid mutaatioille (Poteete ym., 1992; Markiewicz ym., 1994; Suckow ym., 1996). Toisin
sanoen konservoituneiden aminohappojen mutaatiot aiheuttavat useimmiten haitallisa
seurauksia proteiinin rakenteelle ja toiminnalle.

Sekvenssien evolutiivista  konsevoituneisuutta  tutkittiin - sekvenssirinnastusten
visudisointien lisdks ProCon-ohjelmalla, jonka toiminta perustuu sekvenssin
aminohappojen  mutuaali-informaatio-  (tyypin  Ill  konservoituneisuus) ja
entropialaskentaan (tyypin | ja Il konservoituneisuus) sekd visualisointiin (Shen &
Vihinen, 2004). Entropialaskennan tarkoituksena oli mitata aminohappojakauman
diversiteettia sekvenssirinnastuksessa konservoituneisuuden havaitsemiseks. Mutuaali-
informaatiolaskennalla mééritettiin aminohappojen positionaalista konservoituneisuutta.
Entropialaskennassa kaytettiin oletusparametrgjd, jolloin p1 = 0,01 ja p2 = 0,05.
Mutuaali-informaation laskemista varten p-arvoja muutettiin pienemmiks  jarkevan
tulossarjan saamisekd, jolloin p1 = 0,005 jap2 = 0,020.

Kolmantena menetelmana (tyypin 1) konservoituneisuuden lokalisoimiseen ja
visualisoimiseen kéytettiin  ConSeg-pavelinta (Berezin ym, 2004). Ohjelma hakee
automaattisesti annetulle sekvenssille homologisekvenssgid, ja rinnastaa ne. Ohjelma
laskee substituutiofrekvenssin jokaiselle aminohapolle sekvenssirinnastuksessa ottaen
huomioon homologisekvenssien véliset evolutiiviset suhteet. Liséks palvelin ennustaa
aminohappojen djainnin  proteiinissa (rakenteen pinnalla ta ssdlld) neuroverkko-
ohjelmalla (Berezin ym, 2004).

4.1.3. Mutaatioiden vaikutus sekundaarirakenteisiin

Sekvenssin muutosten vaikutusta proteiinin sekundaarirakenteisiin tutkittiin gamalla
kaikki mutaatiosekvenssit ja villityypin aminohapposekvenss yksitellen PSIPRED-
(Jones, 1999; McGuffin, ym., 2000) ja Jpred -ohjelmilla (Cuff ym., 1998). Eri
mutaatiosekvenssien  tuottamia ennustuksia  verrattiin - villityypin - ennustettuun
sekundaarirakenteeseen.

Kumpikin ohjelma ennustaa proteiinin sekundaarirakenteet aminohapposekvenssin
perusteella. PSIPRED hakee annetulle sekvenssille homologisekvenssgd PSIBLAST -
ohjelmalla ja kayttéa sekundaarirakenteen ennustamiseen kahta hermoverkkoa (Cuff &
Barton, 2000; Cuff ym, 1998). Jpred toimii samankaltaisesti tuottaen ensin
sekvenssirinnastuksen, jonka perusteella kaksitasoinen hermoverkko ennustaa
aminohapposekvenssille sekundaarirakenteen (Jones, 1999).

4.1.4. Mutaatioiden vaikutus proteiinirakenteen epajarjestynei syyteen

Proteiinirakenteen epdjarjestyneisyydella tarkoitetaan sdannollisen sekundaarirakenteen
puutetta ja polypeptidiketjun hyvin suurta rakenteellista joustavuutta (Wright & Dyson,
1999). Epgérjestyneisyydella on merkitysta, silla epgérjestyneet alueet saattavat
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aiheuttaa ongelmia proteiinin ekspressiossa (Linding ym, 2003®), ja proteiineissa, jotka
ohjautuvat solussa nopeasti hajotettavaks, on yleensa epgarjestyneita alueita (Wright &
Dyson, 1999). Proteinirakenteen epdarjestyneisyydella on térked osa sarauksien
biologiassa, joka ilmenee proteiinien vaarin laskostumisena ja aggregoitumisena
(Linding ym, 2003®, Ramos & Ferreira, 2005). Jos dis jokin mutaatio CD40 ligandissa
aheuttais merkittavéa rakenteen epdarjestymisen liséantymistd, dSitd seuraava
proteiinin ekspression vaheneminen vois selittéa mutaation vakutusta XHIGM-
fenotyyppiin.

Epgéarjestyneille polypeptidiketjun auellle on tyypillistd aminohapposekvenssin
yksipuolisuus - aminohappokoostumus on vinoutunut siten, ettd etenkin aromaattisia
aminohappoja on sekvenssissa ylenméarin. Myds aminohappojen ominaisuuksista
johtuva polypeptidin lisdantynyt taipuisuus on epgérjestyneille aueille tavalista
(Romero ym., 1997; Dunker ym., 2002). Mutaatioiden vaikutusta proteiinirakenteen
epgarjestyneisyyteen tutkittiin jokaisen mutaatiosekvenssin osdta erikseen seuravilla
ohjelmilla: DISEMBL (Linding ym, 2003"), Disopred (Ward ym., 2004), Globplot (Linding
ym., 2003?) ja PONDR (Romero ym., 1997; Li ym., 1999; Romero ym., 2001).

DisEMBL kayttéd epdarjestyneisyyden eri tasojen ennustamiseen kehitettya
hermoverkkoa. Ohjelma ennustaa ja esittéa todennakoisyyden aminohapposekvenssin
osien epdjarjestymiselle. Koska epgéarjestyneisyydelle e ole yksittdistd maaritelmaa,
ohjelman tekija ovat todenngkdisyyslaskentaa varten mééritelleet epdjarjestyneisyyden
kolmeen tasoon: silmukat, korkean liikkuvuusasteen silmukat (”hot loops’), eli korkean
B-faktorin silmukat, ja kiderakenteesta puuttuvien koordinaattien alueet. Kullekin
epgarjestyneisyytta kuvaavalle rynmélle haettiin datasarja, ja kolme datasarjaa jaettiin
aluks viidelle neuroverkolle. Kéytettdvissa olevassa ohjelmassa epdjarjestyneisyyden
ennustaminen tapahtuu kolmella neuroverkolla (Linding ym, 2003®).

Globplot ennustaa rakenteen epgjérjestyneisyytta jokaiselle aminohapolle erikseen
asetetun Russdll/Linding -epgarjestyneisyystaipumusarvon (P) perusteella, joita
ohjelmassa on seitsemén erilaista (Linding ym., 2003®).

PONDR:n osdta téssd tutkimuksessa kaytettin ohjelmistopaketin VL-XT -
ennustusohjelmaa, jossa yhdistyvéat kolme neuroverkkoa: VL1, jonka ovat kehitténeet
Romero ym. (Romero ym., 2001), seka XT, joka sisditéa C- ja N-terminaaliosien
epgarjestyneisyyttd ennustavat neuroverkot (Li ym., 1999). Kaikki neuroverkot
ennustavat epgarjestyneisyytta rakenteellisen tiedon perusteella, silla ne on opetettu
puuttuvien elektronitiheysalueiden tunnistamiseen joko rontgensadekristallografisella
ta NMR-datalla (Romero ym., 1997; Li ym., 1999; Romero ym., 2001).

Disopred-ohjelman neuroverkko on opetettu tunnistamaan proteiinirakenteen
epgarjestyneisyyttd  rontgensadekristallografiadatasta  puuttuvien  koordinaattien
perusteella, samallatavoin kuin PONDR (Ward ym., 2004).

4.1.5. Mutaatioiden vaikutus proteiinin b-aggregaatiotai pumukseen

Aggregoitumisen uskotaan olevan proteiineille yleinen polypeptidiketjun ominaisuus,
joka e ole riippuvainen spesifisesta aminohapposekvenssista. Aggregaattien toksiset
valkutukset  johtuvat  yleilsista  rakentedlissta  ominaisuuksista  erityisten
aminohapposivuketjujen jarjestymisen sijaan. Ndiden havaintojen perusteella on esitetty
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hypoteesgja, ettda mika tahansa polypeptidi voi aggregoitua sopivien, epastabiloivien
olosuhteiden vallitessa. Né&in ollen proteinien evoluutiossa oletetaan tapahtuneen
negatiivista  selektiota  sellasia  sekvenssga  vastaan, joilla  on  suuri
aggregoitumistaipumus (Sefani, 2004). Substituutiomutaatiot aminohapposekvenssissa
sadttavat alheuttaa polypeptidin  aggregoitumistaipumuksen  lisdantymistd.  Hyvin
tunnettujen amyloidoosien (kuten Alzheimerin ja Parkinsonin taudit) liséks on muita
proteiinien vaérin laskostumiseen ja aggregoitumiseen liittyvid sairauksia.

Aggregoituminen saa alkunsa rakennetta epdvakauttavista mutaatioista, jotka
lisddvéat b-rakenteen muodostumistaipumusta. Ylimaérdiset b-sdikeet voivat djoittaa
itsensd  toidiin, identtisin molekyyleihin. N&iden rakenteellisten modifikaatioiden
edetessd syntyy solunsisdisa proteinipolymeergd, jotka ovat solun toiminnalle
haitalisa yhtddlta alkuperdsen proteiinin toiminnallisuuden puutteen, toisaata
proteiiniaggregaattien sytotoksisuuden vuoks. Useimmiten solunsisdiset vialisten
proteiinien  poistomekansmit  kykenevdt estdmdén varsinaisten aggregaattien
kerdantymisen soluun aggregaattiprekursoreita poistamalla.  Tal6in  aggregoituva
proteiini e pddse toteuttamaan biologista rooliaan, mika johtaa sairausfenotyypin
ilmenemiseen. Monissa molekyylitasolla perustaltaan tuntemattomissa sairauksissa
sairausfenotyypin aheuttgjana voi olla aggregaattegja muodostava, viallinen proteiini
(Stefani, 2004).

Mutaatiosekvenssien  aggregaatiotaipumusta  tutkittin - TANGO  -ohjelmalla
(Fernandez-Escamilla ym., 2004; Linding ym., 2004). Proteiinien aggregaatiotaipumusta
pystytéan ennustamaan, slla aggregoituminen alkaa sellaisissa
aminohapposekvenseissd, joilla on tietynlaiset fysikokemialliset ominaisuudet liittyen
sekundaarirakenteen muodostamiseen, hydrofobisuuteen ja varaukseen (Linding ym.,
2004).

TANGO-ohjelma andysoi tilastollisesti  aminohappojen  fysikokemialisia
ominaisuuksia ja niiden taipumusta muodostaa p-sdikeita Lisdoletuksena laskennassa
on, etta aggregaatin ydinalueet ovat taysin rakenteen Sisdlla siten, ettd ne eivat ole
lainkaan kosketuksissa liuottimen kanssa. Ohjelma mallintaa proteiinin méérittéen
kunkin aminohapon johonkin neljasté eri tilasta: laskostumaton, kierteinen, k&annoksen
muodostava tal aggregoitunut, ja laskee systeemille jakaumafunktion. Kullekin
aminohapolle haetaan tilastollinen panoarvo PDB:sta perustuen eri tilojen
todenndkoisyyteen (Pande, 2004). TANGO pystyy myds erottamaan [(-sdikeen
muodostustaipumuksen aggregoitumistaipumuksesta (Fernandez-Escamilla ym., 2004).
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4.2. Rakenneanalyys

Analyysin tarkoituksena oli selvittéd CD40L:n rakenteellisa ominaisuuksia ja tutkia
mutaatioiden vaikutuksia niihin. Tutkittavia mutaatioiden vaikutuksia olivat muuttuneen
aminohapon kyky mahtua rakenteeseen, aminohappojen vélisten kemialisten
kontaktien muuttuminen mutaation myotd sekd proteiinin - elektrostaattisen
pintapotentiaalin muutokset aminohapon muuttuessa. Rakenneanalyysiin kuului my6s
reseptoriin  sitoumisen ja trimerisoitumisen kannalta olennaisten aminohappojen
selvittaminen kirjallisuudesta.

4.2.1. Kiderakenne

Ihmisen CD40 ligandin kolmiulotteinen rakenne on osittain (aminohapot 116-261)
mééritetty rontgensadekristallografialla 2A tarkkuudella (Karpusas ym., 1995). Rakenteen
koordinaatit haettiin PDB:sta (Protein Data Bank) (Berman ym., 2000). |hmisen CD40L:n
PDB-tunniste on 1ALY.

4.2.2. Rotameerianalyysi

Rotameerianalyysia  kaytettiin - mutaatioaminohapon  sovittamiseks  rakenteeseen
parhaalla mahdollisella tavalla, ja jotta voitaisin selvittédd, voiko mutatoitunut
aminohappo mahtua rakenteeseen aiheuttamatta suuria konformationaalisia rasitteita tai
muutoksia.

PDB-rakenne visualisoitiin ja mutaatiot tehtiin rakenteeseen PyMOL-ohjelmalla
(DeLano, 2002). Rakenteisiin lisdttiin vedyt Reduce-ohjelmalla (Word ym, 1999b), joka
myos optimoi  rotatoitavien, polaaristen vetyatomien Sjainnit  paikalllisten
vetysidosverkostojen perusteella.  Mutatoitujen aminohappojen sivuketjujen y-kulmat
rotatoitiin 10 asteen valein PROBE:n Autobondrot-ohjelmalla (Word ym., 1999a; Word
ym, 2000). PROBE laskee jokaiselle konformaatiolle kontaktipinta-alat sivuketjun ja
ldheisten atomien vdlille, ja ilmoittaa vetysidoksiin, van der Waals -vuorovaikutuksiin
ja padllekkaisyyksiin (kahden atomin etdisyys alle 5 A) perustuvan numeerisen arvon
kullekin - sivuketjun konformaatiolle (PROBE-pisteytys). Kaikkien atomikontaktien
analyys PROBE:ssa kuvaa pintojen komplementaarisuutta, ja PROBE-pisteytyksen
kasvaessa pakkautuminen paranee. Parhaat rotameerit valittin PROBE-pisteytyksen
perustedlla, ja niitd k&ytettiin mutaatioaminohappojen malleina jatkoanayyseissa.

Mutaatiorakenteet verifioitiin MolProbity-web-palvelimella (Richardson Laboratory,
Duke University http://kinemage.biochem.duke.edu/), jolla myos muutettiin PDB-muodossa
olleet mutaatiorakenteet  Kinemage-muotoon.  MolProbity liséd  kinemage-
koordinaattethin myos kaikki atomikontaktit, ja kééntéé asparagiinien ja glutamiinien
sivuketjut tarvittaessa. Sivuketjuja joudutaan joskus kdantamaan, silla hiilen, typen ja
hapen elektronitiheydet ovat hyvin samanlaiset ja vaikea erottaa toisistaan
kristallografiassa.  Niinpad em. aminohappojen NH,- ja O-ryhmé saattavat olla
rakenteessa vadrin pain (Word ym., 1999b).Rakenteet visualisoitiin uudelleen King -
ohjelmalla (Richardson Laboratory, Duke University http://kinemage.biochem.duke.edu/),
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jolla saatiin nakyviin atomien kontaktit ja torméaykset. Vamiiden mutaatiorakenteiden
visualisoimiseen kaytettiin PyMol-ohjelmaa (DeLano, 2002).

4.2.3. Aminohappojen kontaktianal yysi

Kaikki atomikontaktit ovat térkeita proteinin oikean laskostumisen, yksityiskohtaisen
rakenteen ja toiminnan seké rakenteen stabiilisuuden kannalta, ja niiden muuttuminen
mutaation myotd saattaa aheuttaa olennaisia muutoksia proteinin  toimintaan.
Liuospinta-alat kertovat aminohapon sijainnista protelinimolekyylissa ja antavat myods
osviittaa sen roolista proteiinin toiminnassa (hyvin véhan ta e lainkaan liuottimen
kanssa kosketuksissa olevat aminohapot ovat useimmiten olennaisia hydrofobisen
ytimen ja siten koko molekyylin stabiilisuuden kannalta). Analysoimalla kontaktien
lujuutta voidaan paikallistaa rakenteen tai toiminnan kannalta olennaisia aminohappoja
(Shen & Vihinen, 2004), silla aminohappojen vdliset voimakkaat kontaktit ovat térkeita
rakenteellisen stabiilisuuden kannalta, kun taas helkot kontaktit viittaavat kyseessa
olevien aminohappojen mahdolliseen toiminnalliseen luonteeseen (Beadle & Shoichet,
2002).

Aminohappojen véliset kontaktit seké liuospinta-alat selvitettiin CSU-palvelimella
(Sobolev ym., 1999), joka kayttdd WHATIF-ohjelmasta perdisin olevaa algoritmia
(Vriend., 1999) atomien kontakti- ja liuospinta-alojen laskemiseen. Kahden atomin A ja
B vélinen kontaktipinta-ala méritelldan pallon pinta-alaksi, kun pallon keskus on atomi
A: n keskus ja sdde atomi A:n ja liuotinmolekyylin van der Waals-séteiden summa
(Sobolev & Edelman, 1995). Liuospinta-ala méaritellaén myos atomien van der Waals -
siteiden perusteella (Lee & Richards, 1971). Pinta-alojen liséks ohjelma ilmoittaa
jokaisen aminohapon muodostamien kontaktien laadun (vetysidos, hydrofobinen
kontakti jne.) (Sobolevym., 1999).

Mutaatioaminohappojen muodostamat  kontaktit visualisoitiin King-ohjelmalla, ja
kaikki mutaatiorakenteiden atomikontaktit laskettiin MolProbity-ohjelmalla, kuten
luvussa4.2.2. on kuvattu.

Aminohappojen kontaktienergioita analysoitiin RankViaContact-ohjelmalla (Shen &
Vihinen, 2003). Ohjelma laskee aminohappojen véliset kontaktienergiat ja visualisoi
interaktiot. Ohjelman toiminta perustuu karkeaan malliin, jossa aminohapot on
méaaritelty vuorovaikutuksessa oleviksi partikkeleiksi. Kontaktienergioiden laskennassa
kéytetyt parametrit riippuvat ympéristosta ja ovat sekundaarirakennespesifisia
Voimakkaat kontaktit aminohappojen vailla viittaavat kyseisten aminohappojen rooliin
proteiinin stabiilin rakenteen yllpidossa. Helkot kontaktit sen Sjaan ovat ominaisia
toiminnallisille aminohapoille. Kontaktienergioiden perusteella voidaan siis paikallistaa
rakenteen tai toiminnan kannata olennaisia aminohappoja ja tutkia mutaatioiden
vaikutuksia (Shen & Vihinen, 2003).

Villityypin proteiinirakennetta analysoimalla selvitettiin rakenteen kannalta téarkedt,
matalan kontaktienergian aminohapot (joilla on vahvat kontaktit), ja malitettuja
mutaatiorakenteita analysoimalla tutkittiin - mutaatioiden vaikutuksia kontaktien
energiaan.
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4.2.4. Elektrostaattinen pintapotentiaali

Elektrostaattisilla interaktioilla — vastakkaisten varausten vetovoimalla tai samanlaisten
varausten repulsiolla — on térked osa biologisissa prosesseissa. Polypeptidiketjujen
laskostuminen tapahtuu osttain  elektrostaattisten interaktioiden ohjaamana, ja
laskostuneessa proteiinissa elektrostaattinen pinta on méérittéava tekija proteinin
interaktioissa muiden molekyylien kanssa. Myo6s liuottimen vesimolekyylien ja ionien
elektrostaattiset  interaktiot protelinin kanssa vaikuttavat edella mainittuihin
prosesseihin.

Niin villityypin  CD40 ligandin  kuin mutaatiorakenteidenkin  elektrostaattiset
pintapotentiaalit laskettiin ja visualisoitiin  PyMOL-ohjelmalla (DelLano, 2002), ja
laskemiseen kaytettiin ohjelman tarjoamaa absoluuttista proteiinin  elektrostasttista
potentiaalia vakuumissa.
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5. Tulokset

5.1. Sekvenssianalyysi

TNF-perheen proteiinit muodostavat rakenteellisesti konservoituneen ryhmén, jolle
yhteista on "k&retorttu” (jelly roll) -tyyppinen B-levyrakenne ja trimerisoituminen
(Peitsch & Jongened, 1993). Perheen konservoituneisuus sekvenssitasolla on
jésenten kesken. Sairauksia aiheuttavat mutaatiot osuvat tyypillisesti proteiiniperheessa
konservoituneisin  aminohappoihin, jotka yleensa ovat proteinin rakenteen jaltai
toiminnan kannalta olennaisia (Miller & Kumar, 2001).

5.1.1. Tyypin | konservoitune suus

Tyypin | konservoituneisuudella tarkoitetaan sekvenssien identtisend pysymistg, el
aminohapon  sdilymistd samana  tietyssd  kohtaa  sekvenssia  Tyypin |
konservoituneisuutta tutkittiin - sekvenssirinnastuksilla ja niiden visualisoimisella,
informaatioteoreettisella laskennalla (ProCon-ohjelma) sek& sekvenssihomologiaan
perustuvalla Conseg-ohjelmalla, joka laskee kullekin sekvenssin aminohapolle
substituutiofrekvenssin. Kuvat sekvenssirinnastuksista ovat liitteessa 1.

Aminohapposekvenssin  konservoituneisuusasteessa on  eroa riippuen  Sitg,
tehdd&nko homologisekvenssihaut ja rinnastukset koko sekvenssille (aminohapot 1-261)
va TNF-domeenin sekvenssille aminohapot (123-261). Tama johtuu siita, ettd CD40L:n
TNF-domeenille 16ytyy enemmén homologisekvenssgid kuin koko proteinille, slla
CD40L:n 1C-, TM- ja ECU-alueet poikkeavat muiden TNF-perheen jasenista
merkittavasti. Sekvenssin alkuosan (aminohapot 1-123) eroavaisuus pysyy keskisuurena
— tama voidaan selvittdd sekvenssin alun suurella aukkofrekvenssilla. Sekvenssien
mik& johtuu kuvaavammasta aineistosta (sekvenssin alkuosa el héiritse homologihakua)
ja suuremmasta sekvenssiméarasta (jolloin tilastollisen tarkastelun luotettavuus kasvaa).

Sekvenssrinnastuksen  perusteella tdysin  konservoituneita  aminohappoja
homologisekvensseissd on kolme, G226, G227 ja L231 (Kuva 8), joista kaikissa on
todettu mutaatioita (G226A, G227V, L231S).
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Kuva?9. Aminohapposekvenssin informaatio. Korkean informaation aminohapot, joissa
esiintyy mutaatioita, eli Q174, G226, G227 ja L231 sijaitsevat kuvassa kohdissa 93, 182, 183 ja
187. Informaatio on kuvattu punaisella, aukkofrekvenssi vihrealla varilla.

AMINO ACIDE DISTRIEBUTION AT FOSITION 191 +nf 2: 2335A
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Amino acid distributed in & groups

Kuval10. CDA40 ligandin alaniini 235 vastaava aminohappo on useissa muissa TNF-perheen
proteiineissa aspartaatti.

ConSeg-ohjelmalla saatiin  toisistaan poikkeavat tulokset kayttdmalla TNF-
homologirinnastusta ja CD40L-homologirinnastusta (kuva 11). Tama johtuu sita, etta
sekvenssgga on  kussakin - rinnastuksessa eri mard (TNF-rinnastuksessa  n.
kolminkertainen mé&ra CD40L:n koko sekvenssin rinnastukseen verrattuna). TNF-
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rinnastusta  kayttdmalla tulos on luotettavampi, mutta slla e saada tietoa
aminohappojen 1-119 konservoituneisuudesta.

a)

M ETYNQTSPRSAATELPI SVKI FMYLLTVFLI TQVI GSALFAVYLHRRL
bebbbbbbbbbbbbbbbeebbbbbbbbeeb
DKI EDERNL HEDFVFIVKTI QRENFGERSL SLLNCEEI RSGFEGEVKDI M
beeb bbebebeebeeebeeebeeeb
NKEETKKENSEEMKGDQNPQ AAHVI SEASSKTTSVL QIAEKGYYTIVEN
bbb beb bb
NL VL ENGKETVKREL ! HAQUTECSNREASSQAPFI ASLCLKSPGR
bbeb bebeeebbbbbbbebbb bbbbbbbbeeb
FERI ERAANTHSSAKPCEQUISHL € VEEIQPGASVEVNYTDPSQUSHG
bbbebb bebbbebeb bbbebeeeebb
TGFTSFELLKA
bbbbbb

b)

NPQ AARVI SEASSKTTSVEQAAERGYYTVENNLVTL ENGKQETVKRGEL
bebbb beb bbbeebbeb bbbeeebb
NiY! YAQUTECSNREASSQAPFI ASLCLKSPGREER! LL RAANTHSSAKPC
bbbbbebeb bebebebb bbeebeeeb
GQRB| HLGBVFEIQPGASVFVNVTDPSQVSHGT GRSFEL LKL
bbbbbbbeb bebeb bb bbbbbb

112 3 4 5 6 7 8|8

V aihtel eva-K eskimaéarai nen-K onservoi tunut

Kuvall. a) CD40 ligandin ja b) saman proteiinin TNF-homologiaosan sekvenssi ja
primaarirakenteen konservoituneisuus ConSeq -ohjelman ennustamana.

rakenteen pinnalla oleva aminohappotéhde (ennustettu)
: rakenteen sisdosiin asettuva aminohappo (ennustettu)

Pienempi  homologisekvenssien méara ndkyy ennustuksessa konservoituneisuuden
korostumisena (kuva 11a). Useamman sekvenssin ollessa vertailtavana variaatioita
loytyy niissa kohdissa, jotka nayttdvdt kuvassa a olevan vahvasti konservoituneita
Molemmisssa kuvissa voimakkaasti konservoituneena esintyvat aminohapot, kuten
W140, L161, G169, L231, T254 ja G257 ovat myos todellisuudessa sdlyneitd. Naista
neljéssa on todettu hyper-1gM-syndroomaan johtavia mutaatioita.
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5.1.2. Tyypin Il konservoituneisuus

Kun sekvenss muuttuu aminohapon muututtua toiseks aminohapon alkuperaisten
fyskokemiallisten ominaisuuksien sdlyessa samankataising, puhutaan tyypin 1l
konservoituneisuudesta (Shen & Vihinen, 2004). Tyypin |1 konservoituneisuutta tutkittiin
kayttdmalla entropialaskennassa yksinkertaistettua aminohappoaakkostoa, jossa
aminohapot on jaettu kuuteen ryhmé&dn niiden fysikokemiallisten ominaisuuksien
perustedlla (kuva 12).
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Kuval2. Aminohapposekvenssin informaatio fysikokemiallisiin ominaisuuksiin pohjaten
ProCon-ohjemalla laskettuna Kor kean informaation aminohapot, joissa on todettu mutaatioita,
eli Y170, Q174 ja V237 sijaitsevat kohdissa 89, 93 ja 193. Véarit samat kuin kuvassa 9.

Tyypin |1 konservoituneita aminohappoja, joista on 10ydetty mutaatioita, ovat Q174
(kuva 12), jonka kohdalla polaarisuus on konservoitunut ominaisuus (kuva 14), sekéa
Y 170 jaV237 (kuva 12), joissa sdilynyt ominaisuus on hydrofobisuus (kuvat 13 ja 15).
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Kuval13. Aminohappojen esiintyminen positiossa 89 (170Y CD40L:ssa) ja fysikokemiallisten
ominaisuuksien sailyminen. Laskettu ProCon-ohjelmalla.
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Kuval4. Aminohappojen esiintyminen positiossa 93 (174Q CD40L:ssa) ja
fysikokemiallisten ominaisuuksien sdilyminen.
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Kuval5. Aminohappojen esintyminen positiossa 193 (237V  CD40L:ssa) ja
fysikokemiallisten ominai suuksien sdilyminen.

Tyypin |1 konservoituneisuus nakyy myds sekvenssirinnastuksessa (kuva 16).
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Kuval6. MultiDisp-visualisointi  sekvenssirinnastuksesta.  Varit kuvaavat samaan
fysikokemialliseen ryhméan kuuluvia amnohappoja. CD40 ligandin aminohappotéahteet 170,
174 ja 237 on merkitty kuvaan nuolilla. Aminohappo 170:n kohdalla nakyvissi on kahta véria:
vaaleanpunainen tyrosiinille ja vihred leusinille. Tyrosiini voidaan kuitenkin mieltéa
vihreddnkin ryhmaan kuuluvaksi, silléa se on osittain hydrofobinen, usein proteiinirakenteen
sisdosiin sijoittuva aminohappo (Betts & Russell, 2003).

5.1.3. Tyypin 1l konservoituneisuus

Kovariaatio €i tyypin Il konservoituneisuus tarkoittaa, ettd molemmat osapuolet
toiminnalisissa tai sidoksen jakavissa aminohappopareissa muuttuvat siten, etta funktio
tal vuorovaikutus séilyy.

Monissa proteiiniperheissa on kovarioivia aminohappoja (Clarke, 1995; Afonnikov,
1997), jotka saattavat muodostaa rakenteen stabiilisuutta ylldpitéavia kontakteja,
muodostaa sitoutumiskohtia tai olla muuten térkeita rakenteen tai toiminnan kannalta
(Shen & Vihinen, 2004). Toinen mutaatio voi kompensoida muun muassa mutaation
ailheuttamaa laskostuneen proteiinin  epastabiiliutta (Dima & Thirumalai, 2004).
Sekvenssirinnastuksen aminohapoille laskettu mutuaali-informaatio, joka méaritelldan
yhden satunnaisen muuttujan sisdltdman informaation méardks suhteessa toisen
satunnaisen muuttujan informaation méardan, kuvaa kovarianssia (Shen & Vihinen, 2004).

TNF-perheen merkittavéat kovarioivat parit on selvitetty ProCon-ohjelmalla (Shen &
Vihinen, 2004), ja tulokset on estetty kuvassa 17.

Tyypin Il konservoituneisuus on TNF-perheessd yleistd, mutta sekvenssirinnastuksen
perusteella kovarioivat aminohapot eivdt ole samoja CD40L:ssa (Esimerkki: Kuva 18).
Tama koskee lahes kaikkia kuvassa 17 esitettyja kovarioivia aminohappoja — vain
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positioissa 222, 239 ja 240 kovarioiva aminohappo on sama kuin CD40L:ssa. CD40
ligandin tyypin 111 konservoituneissa aminohapoissa & tunneta mutaatioita.

Y170 R203 H224 L195

|163,77 |171,34 |153,36 |149,02

T176 R207 A235 Q220

Q216

147,6/ 146,22 H212

F253
147,42

N240

166,59

:':/T24 2

Kuval?7. Merkittavat kovarioivat parit TNF-perheessi. (p<0,005). Aminohapot, joissa
esiintyy mutaatioita CD40L:ssa, on korostettu keltaisella. Kuvan aminohapot ja niiden positiot
ovat CD40L:n sekvenssin mukaisia. Kovarioivat parit on selvitetty ProCon-ohjelmalla (Shen &
Vihinen, 2004).
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Kuva18. Aminohappojen esiintyminen positioissa 170 ja 176.
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Positioiden 170 ja 176 vélinen kovarianss on ilmeinen TNF-perheessa, mutta
CD40L:n aminohapot eivat vastaa muissa sekvensseissa kovarioivia aminohappoja
(Kuva 18). CD40L:ssa positiossa 170 aminohappo on tyrosiini (Y) ja positiossa 176
treoniini (T), kun vastaavissa (sekvenssirinnastuksen) positioissa TNF-perheessa ovat
yleisemmin leusiini ja leusiini. TNF-perheessa tyypin I11 konservoituneet aminohapot
muodostavat hydrofobisen parin, kun taas CD40L:n vastaavat aminohapot Y ja T ovat
molemmat polaarisia, elvétkd kovarioi.

5.1.4. Mutaatioiden vaikutus proteiinin sekundaarirakenteeseen
sekvenssi|&htoisten ennustusten perusteella

Ennustettaessa proteiinin  sekundaarirakennetta Psipred-ohjelmalla kaikki mutaatiot
muuttivat  sekundaarirakennetta koko sekvenssin aueella verrattuna villityypin
sekundaarirakenne-ennustukseen. Y hdellékéan mutaatioista el kuitenkaan ollut selvéa
paikallista vaikutusta sekundaarirakenteeseen siten, etté se olisi merkittévasti muuttanut
sekundaarirakennetta kyseisen aminohapon kohdala. Mutaatiot jaettiin  kolmeen
ryhméan sekundaarirakenteen muuttumisen perusteella.

Sekvenssin loppuosassa — aminohaposta 143 aminohappoon 258 — olevat mutaatiot
vaikuttivat kaikki sekundaarirakenteeseen hyvin samankaltaisesti. Tamén ryhman
mutaatiot K143T, G144E, L155P, T147N, Y170C, A173D, Q174R, T176l, L195P,
A208D, G226A, G227V L231S, A235P, V237E, T254M, G257D, G257S ja L258S
aiheuttivat villityyppiin verrattuna enemman proteiinin PDB-rakennetta muistuttavan
sekundaarirakenteen. Ennustetuissa mutaatiosekvenssien sekundaarirakenteissa on
enemman b-rakennetta sekvenssialueella 201-240 kuin villityypin ennusteessa, samoin
ohjelma ennustaa samanlaisen b-sdikeen katkaiseman a-kierteen sekvenssialueelle 18-
70. Ohjeilma ennustaa ryhman sekvensseille myo6s lyhyen a-kierteen aueelle 244-246.
Myo6s ennustetun sekvenssin alueella 84-93 gjaitsevan a-kierteen paikka ja pituus on
ryhmaén sekvenssellla ennustettu samaks.
ennustettuun sekundaarirakenteeseen kuin ensmmaisella ryhmélla. Ryhméan 2 luettiin
kuuluvaksi TNF-domeenin alkuosassa sijaitsevat mutaatiot G116R, A123E, H125R,
V126A ja V126D, slla ne vaikuttivat samoin ennustetun, proteiinin ensmmaisen a-
70 gjatseva a-kierre  muistuttaa  villityypin  vastaavaa  lukuunottamatta
mutaatiosekvenssien kierteen katkoa kohdassa 61-62. Ryhman sekvenssit ennustivat
TNF-domeenin sekundaarirakenteen b-levyjen osata myds keskenddn samankaltaisesti
ja villityypin ennustusta muistuttaen. Kolmannen ryhmén mutaatiot — W140R, W140G
ja W140C - vakuttavat sekundaarirakenteeseen kukin omalla tavallaan ilman etta niita
olisi voinut osoittaa kumpaankaan edelliseen ryhméén kuuluvaks. Jpred-ohjelmaa
kéytettadessa tulokset olivat samanlaisia.

Koska lahes kaikki mutaatiosekvensseilla tehdyt sekundaarirakenne-ennustukset
lahestyivét villityypin ennustukseen (joka poikkeaa todellisesta, tunnetusta rakenteesta
merkittavasti) verrattuna tiedossa olevaa proteiinin rakennetta, mutaatioita ja niiden
vaikutuksia proteiinin  sekundaarirakenteisin e voitu PsiPred ja Jored -
ennustusohjelmilla analysoida téman tutkimuksen tarkoituksen mukaisesti.
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5.1.5. Proteiinirakenteen epdj arjestynei syytta lisadvat mutaatiot

Ykskdan CD40L:n mutaatioista e alheuttanut epgéarjestystd kaikilla ohjelmilla
(DISEMBL, PONDR, DISOPRED, GlobPlot) ennustettuna (Taulukko 2).

Mutaatio DISEMBL DISOPRED Globplot PONDR
G116R + - + +
A123E +
H125R +
V126A - +
V126D + +
W 140G + +
W140R - - - +
L155P + - +
T176l - +
L195P + -

A208D + + -
L231S - - +
A235P + - + -
V237E + - - +
L258S + - +

Taulukko 2. Rakenteseen epdjérjestystd aiheuttavat mutaatiot. + : lisAd epdjarjestystd;
- . el lisAa epdjarjestysta ko. ohjelmalla ennustettuna. Taulukossa on kuvattu vain ne mutaatiot,
joiden ennustetaan aiheuttavan epdjarjestysta ainakin yhdella ohjelmalla

G116R:n voidaan olettaa olevan ainoa mutaatio, joka todenndkdisesti aiheuttaa
rakenteeseen epgarjestystd. Kolme ohjelmaa neljastd ennustavat mutaation lisddvan
proteiinin epgjarjestystd. Myds V126D, W140G, L155P, A208D, A235P, V237E ja
L258S sadttavat lisatd proteinin epdjarjestystd, silla puolet ohjelmista ennustaa niille
epgarjestysta lisdévan vaikutuksen. Epgéarjestyneisyys e ole todenndkoista vain yhden
ohjelman ennustamana.

5.1.6. Proteiinin b-aggregoitumistai pumukseen vaikuttavat mutaatiot

Proteiinin todenngkdisyyttd muodostaa aggregaatteja ennustettiin TANGO-ohjelmalla.
Mutaatiosekvenssit, jotka tuottivat poikkeavan tuloksen villityypin sekvenssiin
verrattuna, olivat Y170C, A173D, Q174R ja V237E, jotka véhensiva
aggregoitumistaipumusta, sekd T176l1, joka lisds aggregoitumistaipumusta villityypin
polypeptidiin verrattuna (kuva 19).
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Kuval9. Mutaatio T176l lisdd CD40L:n b-aggregaatiotaipumusta ko. aminohapon
ympéristéssd ja vahentdd aggregaatiota sekvenssialueella 40-50. A) mutaatiosekvenssin
kuvaaja, B) villityypin sekvenssin kuvaaja. Aggregaatiotai pumus laskettiin TANGO-ohjelmalla.
X-akselilla sekvenssi, y-aksdlilla aggregaatiotai pumusta kuvaava lukuarvo.

Kuvassa esitetddn vain aggregaatiotaipumusta lisdava mutaatio, silla vain silla voi
olla merkitystda CD40L:n toiminnan kannata. Aggregaatiotaipumusta véahentavien
mutaatioiden e uskota huonontavan CD40L:n toiminnallisuutta. Chitin ym. teorian
mukaan luonnossa edintyvien proteiinien sekvenssit eivdt ole optimoituneet
evoluutiossa tdysin vastustamaan aggregoitumista, vaan ainoastaan riittévéasti
pysyakseen liukoisina toiminnan kannalta tarvittavan ajan. Niinpd proteiinit voivat
kehittyd nk. parempaan suuntaan aggregoitumisen kannalta mutaatioiden mydéta (Chiti
ym., 2003). Tosin mutaatiot useimmiten vaikuttavat proteiinin toiminnallisuuteen muilla
tavoin, minkd vuoksi tallaiset mutaatiot monesti karsiutuvat luonnonvalinnassa.
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5.2. Rakenneanalyys

5.2.1. Rotameerianalyysi ja rakenteelliset mutaatiot

Suurin osa mutatoituneista aminohapoista sopii rakenteeseen aheuttamatta suuria
konformationaalisa radtteita pédketjulle sekd laskennallisesti (Probe-ohjelman
pistemdédra parhaalle konformaatiolle) etté visuaalisesti tarkasteltuna. 27 tarkastellun
mutaation parhaista konformaatioista 18 yls konformaation hyvéksyttavyysrgan
ylapuolelle, kun ragja-arvokss maéritelldéan —1 (Taulukko 3). Visuaalisessa tarkastelussa
hyvin vahan tai el lainkaan konformaatiota rasittavia muuttuneita aminohappoja oli 15.
Rakenteeseen konformationadlista rasitusta aheuttavat taulukko 3:ssa korostettujen
mutatoituneiden aminohappojen liséks mutaatiot A173D, W140C, A208D jaW140R
(Kuvat 20-23). Mutaatioiden T1761, G226A, G227V, A235P, T254M, G257D ja G257S
asettuminen rakenteeseen on kuvattu liitteessa 2.

Lysini 155:n mutaatio proliinikss e aheuta tormdyksd muiden aminohappojen
sivuketjujen kanssa, vaan péaéllekkéisyyttd on ainoastaan glutamaatti 156:n paéketjun
kanssa. Sama pédtee myds L195: n mutaatiota proliiniksi, jolloin sivuketju aiheuttaa
torméyksen L196:n paaketjun aminoryhman kanssa. Proliinimutaatiot aiheuttavat
kuitenkin aina paéketjun uudelleenjérjestymista rengasrakenteisen sivuketjunsa vuoks,
joten todellista paallekkaisyytta rakenteessa e voida ennustaa luotettavasti ainoastaan
sivuketjua rotatoimalla.



mutaatio  |pisteet tormays
G116R 5,308 -*
A123E 6,89 E
H125R 7,939 E
\V126A 0,518 E
V126D 6,794 E
\W140C 0,639 K
W140R 6,678 K
K143T 3,138 E
G144E 1,96 E
T147N 5,459 E
L155P -5,157| E
Y170C 1,079 E
A173D 5,745 K
Q174R 8,194 E
T176I -18,604| K
L195P -9,088 E
A208D 2,502 K
H224Y 6,157| E
G226A -8,913| K
G227V -17,846| K
L231S 4,875 E
A235P -28,282| K
\V237E 6,391 E
T254M -8,66] K
G257D -47,39] K
G257S -47,39] K
L258S 4,447 E

Taulukko 3.  Mutatoituneiden aminohappojen sopivuus rakenteeseen. Rakenteeseen
hyvaksyttavyytta kuvaavan raja-arvon (-1) alittaneet mutaatiot on korostettu. Pisteet on laskettu
Probe-ohjelmalla, ja taulukossa on esitetty kunkin aminohapon parhaan rotameerin
pistemaara. Tormaykset analysoitiin visuaalisesti Mage-ohjelmalla. * Aminohapon 116 ollessa
madritetyn rakenteen ensimmgainen, luotettavia tuloksia ei ole mahdollista saada.
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cg asp 173

Kuva?20. Al173D aiheuttaa pahoja tormayksia rakenteessa lahell& sijaisevien
aminohappojen V239 ja F256 kanssa. (Purppuranpunaiset viivat: paha térmays,; paallekkaisyys
3 0,4A, keltaiset viivat: lieva tormays; paallekkéisyys 0,2-0,4A.)
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Kuva2l. W140C aiheuttaa pahan torméyksen V126:n kanssa. (Purppuranpunaiset viivat:
paha torméys; paallekkaisyys ¢ 0,4A, keltaiset viivat: lieva torméays; paallekkaisyys 0,2-0,4A.)
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Kuva?22. A208D aiheuttaa lievid tormayksia naapuriaminohappojen 1223 ja L225 kanssa.
(Keltaiset ja punaiset viivat: lieva tormays; paallekkéisyys 0,2-0,4A.)
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Kuva?23. W140R aiheuttaa pahoja tormayksid aminohappojen V126 ja L138 kanssa.
(Purppuranpunaiset viivat: paha torméys; paallekkaisyys 2 0,44, keltaiset viivat: lieva tormays,
paallekkaisyys 0,2-0,4A.)

Rakenteeseen " sopimattomat”, padallekkaisyytta ja torméyksia aiheuttavat, proteiinin
natiivikonformaatiota rasittavat mutaatiot aheuttavat todellisuudessa rakenteen
uudelleenjérjestymistd, jota e voida luotettavasti ennustaa. Uudelleenjérjestyminen voi
muuttaa proteiinin rakennetta ja ominaisuuksia merkittévasti. Siispa ndma mutaatiot
voidaan luokitella rakenteellisiksi

5.2.2. Aminohappojen valisiin tarkeisiin kontakteihin vaikuttavat mutaatiot

Rakenteen sisdosissa gjaitsevat aminohapot (liuospinta-ala » 0), jotka muodostavat
keskenddn useita hydrofobisia vuorovaikutuksia, ovat proteiinin laskostumisen ja
rakenteellisen stabiilisuuden kannalta térkeitd. Téallaisten aminohappojen mutaatiot
voivat muuttaa aminohappojen vélisid, rakenteen kannata olennaisia kontakteja
Proteiinin hydrofobisen ytimen aminohappojen muuttumisen varauksellisks tiedetéén
destabiloivan proteiinirakennetta (Chasman & Adams, 2001). CD40 ligandin tiedossa
olevista mutaatioista setseman vadhentdd proteiinin sisdosien  aminohappojen
hydrofobisia vuorovaikutuksia merkittavasti (Taulukko 4).
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AH HB Ikm. |Kontakti-E | SAS Mutaatio D HB Ikm.
V126 6 -23,01 0,0 V126D -3
Al173 6 -18,55 0,0 Al173D -2
W140 8 -10,16 0,0 W140G -8

W140C -5
W140R -3
L231 9 -16,93 0,4 L231S -9
L258 8 -26,64 1,4 L258S -8

Taulukko 4.  Hydrofobisten vuorovaikutusten muuttuminen proteiinin sisaosissa sijaitsevien
aminohappojen mutaatioiden my6ta. Liuospinta-alat ja vetysidokset ja niiden muutokset on
laskettu CSU-ohjelmalla (Sobolev ym., 1999), kontaktienergiat RankViaContact-ohjelmalla
(Shen & Vihinen, 2003). AH — aminohappo; HB — hydrofobinen kontakti; Kontakti-E —

kontaktienergia (RT), SAS — liuospinta-ala; D HB lkm — muutos hydrofobisten kontaktien
lukumé&ar &ssa.

Aminohappojen, joilla on ahanen kontaktienergia, ovat yleensd proteinin
rakenteen stabiilisuuden kannalta merkittéavid (Shen & Vihinen, 2004). Sellaisten
mutaatioden, jotka osuvat ahaisen kontaktienergian aminohappoihin, voidaan sis
gatella vaikuttavan proteiinin stabiilisuuteen. CD40L:n 30 tunnetusta mutaatiosta nelja
osuu proteiinin 10% alhaismman kontaktienergian aminohappoihin RankViaContact —
ohjelmalla laskettuna (Shen & Vihinen, 2003) (Taulukko 5).
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No. AMINOHAPPO Kontaktienergia (RT) ahlkm SAS SAS

193 L -31.190 9 0.000
161 L -30.390 9 0.000
258 L -26.640 8 0.010
191 A -26.290 9 0.000
237 Vv -23.850 8 0.000
225 L -23.670 7 0.040
126 Vv -23.010 9 0.000
175 \% -22.250 9 0.000
223 I -22.090 7 0.030
153 \% -22.010 10 0.010
256 F -21.940 7 0.000
257 G -21.540 8 0.000
171 I -20.240 6 0.000
206 L -20.110 6 0.240
239 \% -19.950 7 0.000

Taulukko 5. 10% alhaisimman kontaktienergian aminohapot CD49L:ssa. Aminohapot,
joissa on todettu mutaatioita, on korostettu punaisela vérilld.Laskettu RankViaContact-
ohjelmalla (Shen & Vihinen, 2003).

V237, joka kuuluu CD40L:n ahaisimman kontaktienergian aminohappoihin
(taulukko 5), muodostaa odotetusti useita rakenteen kannalta merkittavia hydrofobisia
vuorovaikutuksia.  237:n  kanssa hydrofobisessa  vuorovaikutuksessa  olevien
aminohappojen lukumddra e muutu mutaation V237E my6ta mutta aminohapon
kontaktienergian summa nousee Villityypin proteiinin —23,850:sta —5,550:een, mik&
tarkoittaa  kontaktien merkittdvda heikkenemistd. V237 gjaitsee  proteiinin
hydrofobisessa ytimessa (liuospinta-ala 0), joten myds glutamaatin negatiivinen varaus
saattaa helkentda ytimen stabiilisuutta.

G257, myos ahaisen kontaktienergian aminohappo (taulukko 5), on oletettavasti
rakenteellisesti tarked aminohappo. Sen muodostamat vetysidokset Y172:n ja L258:n
kanssa elvda mutaatioiden (G257D, G257S) my6ta muutu, joten mutaatioiden
alheuttama rakentedllinen rasitus todenndkdisesti perustuu  mutaatiosivuketjujen
aiheuttamiin  torméayksiin muiden sivuketjujen kanssa (taulukko 3) ja paketjun
liikkuvuuden rgoittumiseen (kuten glysinin - mutaatioissa yleensd). Aspartaatin
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negatiivinen varaus voi my0s aheuttaa hydrofobisen ytimen stabiilisuuden
vahenemista

L258 ja V126 muodostavat tarkeita hydrofobisia kontakteja (taulukko 4), joiden
katoaminen mutaatioiden my6ta huonontaa proteiinin - stabiilisuutta. V126:n
mutatoituessa aspartaatiks ytimeen ilmaantuu negatiivista varausta.

5.2.3. Elektrostaattista pintapotentiaalia muuttavat mutaatiot

Proteiinin elektrostaattista pintapotentiaalia muuttavat selvésti seuraavat mutaatiot:
G116R, A123E, H125R, V126D, K143T, G144E, A173D, Q174R, A208D, V237E ja
G257D. Useimmat muuttavat pintaa negatiivisesmmaks verrattuna villityypin proteiiniin
(kuvat 24-26). Positiivisemmaksi pintaa muuttavat arginiinimutaatiot H125R, Q174R ja
G116R (kuva 27), sekd vdhemmassa médrin G226A. Mutaatio W140R e muuta
pintapotentiaalia merkittévasti positiivisemmaks kuten muut arginiinin alkuperdisen
aminohapon tilalle tuovat mutaatiot, silla R140:n sivuketju sjoittuu rakenteen sisdosiin
(kuva 28). Postiivinen varaus vadhentéd kuitenkin proteiinin hydrofobisen ytimen
stabiilisuutta.

Proteiinin elektrostaattisen pintapotentiaalin - muuttuminen valkuttaa proteiinin
ominaisuuksiin monin tavoin. Proteinin elektrostaattisilla ominaisuuksilla on vaikutusta
proteiinin laskostumiseen ja stabiilisuuteen, ja pintapotentiaalilla on olennainen rooli
CD40L:n proteiini-proteiini-interaktioissa  (Sngh  ym., 1998). Elektrostaattiseen
pintapotentiaaliin vaikuttavat mutaatiot voidaan gis luokitella vaihtoehtoisesti joko
rakenteellisks tai toiminnalisks mutaatioiks tai molempiin ryhmiin kuuluviks, kuten
téssa tutkimuksessa on tehty.
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A123A

A173D A173A

A208D A208A

Kuva24. CD40 ligandin elektrostaattisen pintapotentiaalin  muuttuminen mutaatioiden
mytta. Kuvassa esitetty mutaatioiden A123E, A173D ja A208D vaikutus verrattuna villityypin
proteiiniin. Villityypin proteiini on kuvattu oikealla samassa orientaatiossa kuin mutatoitunut
proteiini. Sninen: positiivinen potentiaali. Punainen: negatiivinen potentiaali. Valkoinen:
neutraali potentiaali. Keltaiset nuolet osoittavat mutaatioaminohapon sijainnin suhteessa
proteiinin pintaan. Pintapotentiaalit on laskettu PyMol-ohjelmalla (DelLano, 2002).
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G144E G144G

G257D G257G

K143T . _ . C K143k . o
Kuva?25. CD40 ligandin elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen mutaatioiden

myo6ta. Kuvassa esitetty mutaatioiden G144E, G257D ja K143T vaikutus verrattuna villityypin
proteiiniin. Villityypin proteiini on kuvattu oikealla samassa orientaatiossa kuin mutatoitunut
proteiini. Vérit ovat samat kuin kuvassa 24.



V126D V126V

V237E V237V

V237E V237V

Kuva26. CD40 ligandin elektrostaattisen pintapotentiaalin  muuttuminen mutaatioiden
mytta. Kuvassa esitetty mutaatioiden V126D ja V237E vaikutus verrattuna villityypin
proteiiniin. V237E on esitetty kahdesta kulmasta, sill& mutaatio vaikuttaa pintoihin eri puolilla
proteiinia. Villityypin proteiini on kuvattu vasemmalla samassa orientaatiossa kuin
mutatoitunut proteiini.
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-110.887

G116R G116G

H125R H125H

Q174R Q174Q

Kuva?27. CD40L:n elektrostaattisen pintapotentiaalin  muuttuminen positiivisemmaksi
mutaatioiden myotd. Kuvassa esitetty mutaatioiden G116R, H125R ja Q174R vaikutus
verrattuna villityypin (vasemmalla) proteiiniin. Vérit samat kuin kuvassa 24. Pintapotentiaalit
on laskettu PyMol-ohjelmalla (Delano, 2002).
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Kuva28. R140 sijoittuu proteiinin sisdosiin, b -levyjen véliin. Sks se e vaikuta
merkittavasti CD40L:n el ektr ostaatti seen pintapotentiaaliin.

5.2.4. Proteiini-proteiini -interaktioihin vaikuttavat mutaatiot

CD40 ligandin toiminta perustuu kahdenlaisin proteiini-proteiini-interaktioihin.
Vuorovaikutus reseptorin  kanssa on olennainen dgnadingirron kanndta, ja
homotrimeerien muodostuminen mahdollistaa  ligandi-reseptori-vuorovaikutuksen
tapahtumisen (Karpusas ym., 1995).

CDA40L-CD40-interaktio perustuu pitkalti elektrostaattisiin interaktioihin, joissa
CD40L:n eméksiset aminohapposivuketjut ovat vuorovaikutuksessa CD40:n happamien
sivuketjujen kanssa. Reseptorin  aminohappojen kanssa suolasiltoja muodostavat
CD40L:n K143, R203 ja R207 (Sngh, ym., 1998), joista mutaatioita on havaittu yhdessa
(K143T).

K143T -mutaation myotd eméksinen aminohappo muuttuu polaariseks, jolloin
suolasillan  muodostuminen  reseptorin E66:n  kanssa estyy. Lysini  143:n
mutatoituminen treoniinikks  aiheuttaa myGs proteiinin  elektrostaattisen  pinnan
muuttumisen negatiivisemmaks lagalta aueelta, mikd myotavaikuttaa ligandi-
reseptorikontaktin heikkenemiseen.

Ligandi-reseptori-interaktiossa happo-emésparga muodostavien  aminohappojen
kontaktien lisaks suoria kontakteja (raskaiden atomien etdisyys <5A) muodostavat
my®ds CD40L:n aminohapot 1127, S128, E129, E142, G144, Y 145, Y 146, C178, S185,
Q186, A187, R200, F201, C218, Q220, S248, H249, G250, T251 ja G252, joista
missense-mutaatioita on havaittu van yhdessd Glysini  144:n  mutatoituessa
glutamaatiks (G144E) sivuketju muuttuu pelkastd vedysta pitkéksi ja negatiivisesti
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varautuneeks, mikd epéilemétta hairitsee spesifisen  reseptori-ligandikontaktin
muodostumista. Toisaata glysiinin muuttuminen pitkéketjuiseks aminohapoks saattaa
vahentéd& konformationaalista vapautta estéen siten jyrkén kdanndksen muodostumisen
siimukkaan, jossa aminohappo Sjaitsee (kuva 29), ja sten muuttamalla spesifisessa
reseptorikontaktissa olennaisten naapuriensa (K143 ja Y 145) asentoa. Myos CD40L:n
rakenteen rontgensadekristallografisesti selvittaneet Karpusas ym. epéilivdt G144:n
substituution rgjoittavan kaannbksen muodostumista (Karpusas ym., 1995). Lisdks
mutaatio muuttaa proteiinin elektrostaattista pintapotentiaalia negatiivisemmaks lagalta
auedta (Kuva 25), milla on lisdvaikutuksensa.

Kuva29. Aminohappo 144:n sijainti rakenteessa. Vihrea rakenne: CD40L, jossa
mutatoitunut aminohappo 144 (E144). Sninen rakenne: villityypin CD40L. Molempiin
rakenteisiin on korostettu aminohappo punaisella.

Homotrimeerien muodostumisessa olennaiset aminohapot ovat tyrosiini 170 ja
histidiini 224 (Karpusas, ym., 1995), joissa molemmissa on todettu olevan XHIGM-
syndrooman aheuttavia mutaatioita (Y170C, H224Y). Molemmissa mutaatioissa
aminohappojen polaarinen luonne sdilyy, mutta spesifiset  kontaktit trimeerien
muodostumiseks todennakoisesti estyvét.
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Kompleksia stabiloivat aminohappokontaktit, kuten suolasillat ja vetysidokset, ovat
myods tarkeitda CD40L:n trimerisaatiossa (Karpusas ym., 1995; Morris ym., 1999).
Stabiloivia kontakteja muodostavat seuraavat aminohapot: Q121, H125, Y 145, T147,
Y172, Q174, L195, R203, L205, L206, R207, A208, A209, N210, T211, A215, G219,
Q220, Q221, S222, L225, G226, G227, V228, F229, E230, T251, G252, F253, L259 ja
L261 (Bader ym., 2003; Karpusas ym., 2001). N&istd mutaatioita on todettu seitsemassa
H125R, T147N, Q174R, L195P, A208D, G226A ja G227V .

5.2.5. Yhteenveto tuloksista

Kaikille CD40L:n substituutiomutaatioille saatiin  tadssd tutkimuksessa selitys.
Mutaatiokohtaiset tulokset on esitetty taulukossa 5. M36R ja G38R —mutaatioiden
vaikutuksia e voitu tassd tutkia, mutta kirjallisuuden perusteella ne aheuttavat
CDA40L :n eskpression alenemista (Garber ym., 1999).

Mutaatio | Vaikutukset proteiinin rakenteeseen / toimintaan

M36R Ekspression aleneminen

G38R Ekspression aleneminen

G116R | Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen. Rakenteen
epgjarjestyneisyyden liséantyminen. Mahdollisesti sopimattomuus
rakenteeseen.

A123E | Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen.

H125R | Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen. Trimeerirakennetta
stabiloivan aminohapon muuttuminen.

V126A | Téarkeiden hydrofobisten kontaktien vaheneminen.

V126D | Térkeiden hydrofobisten kontaktien vaheneminen. Elektrostaattisen
pintapotentiaalin muuttuminen. Saattaa liséta proteiinirakenteen

epd arjestyneisyytta. Hydrofobisen ytimen stabiilisuuden vaheneminen
negatiivisen varauksen myota.

W140R | Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Hydrofobisten kontaktien
vaheneminen. Sopimattomuus rakenteeseen (térméykset). Hydrofobisen
ytimen stabiilisuuden véheneminen positiivisen varauksen my6ta.

W140G | Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Saattaa lisété proteiinirakenteen
epd arjestyneisyyttad. Hydrofobisten kontaktien vaheneminen.

W140C | Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Hydrofobisten kontaktien
vaheneminen. Sopimattomuus rakenteeseen (térmaykset).

K143T | Elektrostaatisen pintapotentiaalin muuttuminen. Reseptorin kanssa suorassa
kontaktissa olevan aminohapon muuttuminen.

Gl144E | Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen. Reseptorin kanssa
kontaktissa olevan aminohapon muuttuminen. Saattaa muuttaa silmukan
orientaatiota siten, etté siind olevien aminohappojen kontaktit reseptorin
kanssa estyvét.

T147N | Trimeerirakennetta stabiloivan aminohapon muuttuminen.
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L155P Saattaa lisdta proteiinirakenteen epgjérjestyneisyyttad. Padketjun orientaatio
todenndkdisesti muuttuu.

Y170C | Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Trimeerin muodostuksessa
olennaisen aminohapon muuttuminen.

A173D | Sopimattomuus rakenteeseen (tormaykset). Tarkeiden hydrofobisten
kontaktien vaheneminen. Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen.
Hydrofobisen ytimen stabiiliuden vaheneminen negatiivisen varauksen
myOta.

Q174R | Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Elektrostaattisen
pintapotentiaalin muuttuminen. Trimeerirakennetta stabiloivan aminohapon
muuttuminen.

T176l Aggregoitumistaipumuksen lisdantyminen. Sopimattomuus rakenteeseen
(térméykset).

L195P | Paaketjun orientaatio todenndkoisesti muuttuu. Trimeerirakennetta
stabiloivan aminohapon muuttuminen.

A208D | Saattaaliséta proteiinirakenteen epgarjestyneisyytta. Sopimattomuus
rakenteeseen (tormaykset). Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen.
Trimeerirakennetta stabiloivan aminohapon muuttuminen.

H224Y | Trimeerin muodostuksessa olennaisen aminohapon muuttuminen.

G226A | Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Sopimattomuus rakenteeseen
(térméykset). Trimeerirakennetta stabiloivan aminohapon muuttuminen.
G227V | Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Sopimattomuus rakenteeseen
(térméykset). Trimeerirakennetta stabiloivan aminohapon muuttuminen.
L231S | Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Tarkeiden hydrofobisten
kontaktien vaheneminen.

A235P | Saattaaliséta proteiinirakenteen epgarjestyneisyytta. Sopimattomuus
rakenteeseen (tormaykset). Padketjun oritentaatio todennakoisesti muuttuu.
V237E | Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Saattaa lisdta proteiinirakenteen
epgarjestyneisyytta. Hydrofobisten kontaktien heikkeneminen.
Elektrostaattisen pintapotentiaalin muuttuminen. Hydrofobisen ytimen
stabiilisuuden vaheneminen negatiivisen varauksen myo6té.

T254M | Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Sopimattomuus rakenteeseen
(térméykset).

G257S | Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Sopimattomuus rakenteeseen.
Pagketjun liikkkuvuuden rajoittuminen.

G257D | Konservoituneen aminohapon muuttuminen. Sopimattomuus rakenteeseen.
Pagketjun liilkkuvuuden rajoittuminen. Elektrostaattisen pintapotentiiaalin
muuttuminen.

L258S | Saattaalisdta proteiinirakenteen epdjarjestyneisyytta. Tarkeiden
hydrofobisten kontaktien vaheneminen.

Taulukko 6. Yhteenveto CD40L:n substituutiomutaatioiden vaikutuksista proteinin
ominaisuuksiin.
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5.2.6. SNP R181P:n vaikutus proteiinin ominaisuuksiin

Substituutiomutaatioiden ohella  tutkittin - myos R181P-polymorfian vaikutuksia
proteiinin rakenteeseen ja toimintaan. R181P on ainoa CD40L:n tunnettu SNP, joka
muuttaa aminohapon toiseks proteiinin primaarirakenteessa. Kyseinen polymorfia on
erityisen kiinnostava, slla se muistuttaa sairausfenotyypin aheuttavia mutagtioita
L155P, L195P ja A235P. SNP:n e todettu aiheuttavan merkittavia muutoksia proteiinin
ominaisuuksiin. Polymorfia gjaitsee silmukassa A3-C2, joka @ osadlistu CD40L:n
gpesifisiin toimintoihin. Proliinisubstituutio toki muuttaa pééketjun orientaatiota, mutta
koska R181P gijaitsee pitkdn silmukan keskiosassa, sen aiheuttamalle konformaation
muutokselle on tilaa, ja se kyetéén ottamaan proteiinissa vastaan ilman siita seuraavia
vaikutuksia proteiinin toimintaan. Mutaatiot L155P ja L195P gjaitsevat b-sdikeissg,
joten  ne muuttavat Sdikeiden orientaatiota ja mahdollisesti  aheuttavat
sekundaarirakenteen stabiilisuuden vahenemista (Karpusas ym., 1995). A235P sijoittuu
siimukkaan, kuten R181P, mutta A235 edeltda suoraan b-sdietta C1, ja proliinin
substituutio kyseessa olevaan paikkaan voi muuttaa seuraavan b-séikeen asentoa.
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6. Pohdinta

Selked enemmistd sairauksia aheuttavista mutaatioista  vaikuttaa  proteinin
rakenteelliseen stabiilisuuteen toiminnalisten aminohappojen muuttumisen  sSijaan
(Wang & Moult, 2001). Yksitoista CD40 ligandin 30:sta karakteroidusta missense-
mutaatiosta voidaan luokitella toiminnallisks, silla ne osallistuvat ligandi-reseptori-
interaktioihin. N&istd mutaatioista seitseman on kuitenkin rakenteellisessa roolissa
kompleksin  stabiloinnissa.  Selked  erottelu  rakentedllisten ja toiminnalisten
mutaatioiden valilla on kuitenkin mahdoton johtuen proteiinien rakenteen ja toiminnan
kiinteasta yhteydesta

TNF-perheessg, johon CD40L kuuluu, tyypin | ja i konservoituneisuus
sekvenssitasolla on melko yleistd, mutta odotusten vastaisesti CD40 ligandin tiedossa
olevissa missense-mutaatioista vain 36% Sjaitsee  konservoituneilla auellla
Kovarianssia on selkedsti havaittavissa perheen proteiineissa, tosin CD40 ligandissa
kovarioivia aminohappoja el juuri ole.

Homologisekvensseissa konservoituneet aminohapot ovat yleensa térkeita proteiinin
rakenteen tai toiminnan kannata, mink& johdosta sarauksia aiheuttavat mutaatiot
gjoittuvat usein juuri konservoituneisiin aminohappoihin (Miller & Kumar, 2001). TNF-
perheen proteiinit ovat rakenteellisesti konservoituneita — kaikki laskostuvat
samantyyppisesti b-sdikeistéd koostuvaks jelly roll —rakenteeks kreikkalainen avain -
topologiala. Proteiinin spesifinen toiminta perustuu kuitenkin enimmékseen b-séikeita
yhdistdvien silmukoiden aminohappoihin, ja siimukoiden pituus ja ominaisuudet
vahtelevatkin merkittavasti perheen proteinien véilla (Karpusas ym, 1995). CD40L:n
mutaatioista enemmistd kuitenkin muuttaa b-sdikeiden aminohappoja toisiks, mika on
ristiriidassa  konservoituneisiin  aminohappoihin vaikuttavien mutaatioiden vahyyden
kanssa — mutaatiot b-sdikeissa vaikuttavat useimmiten konservoituneen rakenteen
muodon muutoksiin ja epastabiloitumiseen, ja ditd kautta proteinin  toiminnan
heikkenemiseen tai estymiseen.

Mutaatioiden vakutuksia CD40L:n sekundaarirakenteisiin  pyrittiin  tutkimaan
erilaisilla  sekundaarirakennetta  ennustavilla ohjeimilla.  Ohjelmat  ennustavat
sekundaarirakenteet tyypillisesti oikein noin 70%:ssa tapauksista (Huang & Wang, 2002).
Tassa tutkimuksessa paédyimme tulokseen, ettd yksittéiset substituutiomutaatiot eivét
vaikuta sekvenssin paikalliseen luonteeseen niin merkittavasti, ettd nama ohjelmat
kytkenisivét luotettavasti ennustamaan mutaatioiden vaikutuksia. CD40L:n kohdalla
ennustusohjeilmien ongelmana oli, ettd ennustettu villityypin sekvenssin rakenne
poikkes merkittavasti proteiinin kokeellisesti méaritetysta rakenteesta, ja lisdks kaikki
mutaatiosekvenssit tuottivat ennustetun rakenteen, joka oli villityypin ennustettua
rakennetta” parempi”, €li lahempana todellista rakennetta.

Osa substituutiomutaatioista saattaa aiheuttaa proteiinirakenteen epéjarjestyneisyytta
tutkimuksemme perusteella. Selkeitd johtop&dtoksia on jdleen vakea tehdd, slla eri
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ennustusohjelmien antamat tulokset poikkesivat toisistaan johtuen erilaissta tavoista
laskea ja médritela epgarjestyneisyyttd. Yleisesti oletetaan, ettd mutaation
todenndkdisyys lisita epdjarjestyneisyytta proteiinirakenteessa kasvaa sita myoten, mita
useampi ohjelma ennustaa néin tapahtuvan. CD40 ligandin mutaatioiden vaikutuksia
arvioidessamme sovelsimme tata menetelméaa.

Rakenteeseen perustuva tutkimus tuotti lisdvaloa CD40L:n mutaatioiden
aiheuttamiin  muutoksiin  proteiinin rakenteessa ja toiminnassa. Rakenneanalyysissa
voitiin  kuitenkin ottaa huomioon vain ne mutaatiot, jotka djaitsevat proteiinin
kokedllisesti  médritetyssd  osassa, jolloin  analyysin  ulkopuolelle  jaivat
transmembraaniosan mutaatiot M36R ja G38R, sek& ekstrasellulaarisessa uniikissa
0sassa gjaitseva mutaatio G116R.

Arginiinin sekvenssiin tuovien mutaatioiden voidaan kuitenkin olettaa vaikuttavan
rakenteeseen merkittavasti, silla etenkin glysiinien muuttuessa suuri sivuketju aiheuttaa
mahdollisa pakkautumisongelmia.  Positiivisesti  varautunut  sivuketju — muuttaa
todenndkdisesti myos aminohappojen vdlisia kontaktga, ja etenkin solukavon
|&paisevassa a-kierteessa pitkd, varauksellinen sivuketju voi aiheuttaa ongelmia kierteen
stabiilisuuden ja membraaniin insertoimisen kannata. Bonifacinon ym. hypoteesin
mukaan transmembraanikierteisiin substituoidut positiivisesti varautuneet aminohapot
toimivat signaalina, joka ohjaa proteiinin hagjotettavaks endoplasmisessa retikulumissa
(Bonifacino ym., 1991). MyOhemmin on Kkuitenkin todettu, ettd CD40L ilmenee
solukalvolla huolimatta transmembraaniosan mutaatioista M36R ja G38R, tosin
protelinin  ekspressiosta) (Garber ym., 1999). Luultavasti transmembraaniosan
mutaatioiden kohdalla XHIGM-fenotyypin syyna on CD40L:n liian alhainen pitoisuus
T-solun solukalvolla, mika vahentdd CD40L-CD40-interaktioiden mééréa tai estéa ne
kokonaan.

Analysoiduista missense-mutaatioista 33%:n todettiin aiheuttavan rakenteellisa
muutoksia proteiiniin Probe-pistemééran perusteella rotemeerianalyysissa (Ks. tulokset,
taulukko 2). Alhaisen pistemdiran aminohapot eiva missddan konformaatiossa mahdu
kohdalleen, mik& johtaa vastamétta rakenteen uudelleenjérjestelyyn jo proteiinin
laskostuessa. Visuadlisessa tarkastelussa pahoja tormayksia aheuttavat aminohapot
saavat alkaan myo6s proteinirakenteen muuttumista ainakin paikallisesti. Rakenteen
hienovaraisetkin muutokset saattavat vaikuttaa proteiini-proteiini-interaktioihin, ja estda
niiden spesfisen tapahtumisen. Aiheutuvia muutoksia on kuitenkin vaikea ennustaa
tarkasti, glld mutaatio saattaa héiritd proteiinin laskostumista jo akuvaiheessa, ja
toisadlta pienig, paikallisiakaan paédketjun orientaation muutoksia e kyeta luotettavalla
tavalla ennustamaan.

Proteinin  laskostumisen ja stabiilisuuden kannalta hydrofobisen  ytimen
aminohappojen  vdliset kontaktit ovat hyvin térkeita Kahdeksan CD40L:n
substituutiomutaatiota aiheuttaa ytimessd sijaitsevien, useita voimakkaita kontaktega
muodostavien aminohappojen muutoksen myéta stabiilisuuden heikkenemista.

Niin mutantti- kuin villityypin proteiineille lasketut elektrostaattiset pintapotentiaalit
on tarkoitettu kaytettdvaks vain kvalitatiivisesti, silla PyMol-ohjelman koodi e ota
huomioon liuottimen dielektristd vakiota. Nén ollen tulokset ovat suuntaa antavia
(DeLano, 2002) Elektrostaattinen pintapotentiaali on erittdin  tdrkea CD40L:n
ominaisuus, slla ligandi-reseptori-interaktiot  perustuvat  pitk&lti  molekyylien
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vastakaisiin varauksiin (Sngh ym., 1998). Siks tuloksilla kuitenkin merkitystd, etenkin
kun muutokset potentiaalissa olivat useiden aminohapposubstituutioiden kohdalla hyvin
selkeita Erityisesti potentiaalia positiivisemmaks aiheuttavien mutaatioiden voidaan
gatella vahentavan CD40L:n affiniteettia reseptorilleen, silla CD40L:n negatiivinen ja
CD40:n poditiivinen pinta vetavét toisiaan puoleensa (Sngh ym., 1998).

Rakenteeseen perustuvissa tutkimuksissa on myos otettava huomioon, ettd PDB-
rakenne, jota kdytetdén mutaatioiden mallittamisen templaattina, on vain staattinen kuva
todellisen rakenteen konformaatiosta tietyssi gassa ja pakassa. MyOs kiteiden
tuottamisessa kaytetyt olosuhteet vaikuttavat proteiinin konformaatioon, varaukseen
sekéd aminohappojen vdlisin kontakteihin ja sidoksiin. Siks etenkin yksityiskohtia
mallitettaessa ja tutkiessa on syytéd suhtautua proteiinirakenteeseen ja sen muutoksiin
tietylla varauksella



7. JohtopaatOkset

Perinndllisen sairauden rakenteellinen perusta voitaisin luotettavimmin  selvittéa
tuottamalla kaikille mutanttiproteiineille kiderakenteet, jotta saataisin tarkalleen
selville, miten rakenne tarkalleen ottaen muuttuu mutaation my6ta. Tyolaytensa vuoksi
tehtdva on kuitenkin saavuttamattomissa, ja transmembraaniproteiinien kohdalla usein
mahdoton. Liséks olis tarpedlista selvittéd ekspressiokokein, muuttuuko
mutanttiprotelinin  ilmentdminen  solussa, ja tutkia biokemidlisn  menetelmin,
onnistuuko  kompleksinmuodostus  mutanttiproteiinien  vailla  Niin  mittavia
tutkimusprojektgja harvoin toteutetaan yksttéisille proteiineille, etté kakki proteiinissa
esintyvdt mutaatiot analysoitaisin kokedllisesti  kaikista nékokulmista.  Siks
mutaatioiden vaikutusten analysointi in silico -menetelmin on suotavaa ja hyodyllista.

Tutkimuksen  pédtavoitteena ol mutaatioanalyysin ~ keinoin  selvittéa
substituutiomutaatioista johtuvan XHIGM:n molekulaarinen perusta, ja kaikki téssa
tutkimuksessa  analysoidut  CD40  ligandin  sairausfenotyypin  aiheuttavat
substituutiomutaatiot ~ voitiin - sekvenssi-  ja rakenneanalyysin - keinoin  selittéa
molekyylitasolla. Kiinnostavaa jatkoa tutkimukselle olis selvittéd mutaatioproteiinien
ekspressiotasoja  esmerkiks  immunokemialisn  menetelmin  — diten  saataisin
lisdtodisteita  mutaatioiden  ekspressiota  aentaville  vaikutuksille, kuten
aggregoitumistaipumuksen ja epdjarjestyneisyyden lisdantymiselle.

Toisena tavoitteena tutkimuksessa oli pavittéd CD40Lbase —mutaatiotietokantaa
uusilla mutaatioilla. Téta nykya tietokannassa on 199 potilastapausta ja 104 erilaista
mutaatiota. Lisaks tietokantaan lisdttiin 34 SNP:.a, joista nelja Sjaitsee geenin
koodaavalla aluedlla. Yks polymorfia aiheuttaa aminohapon muuttumisen toiseks
trandaatiossa (R181P) muistuttaen sikdali substituutiomutaatiota. Polymorfia kuitenkin
eroaa mutagtiosta diten, ettd se e aheuta sarausfenotyyppid. Tutkittaessa ei-
synonyymisen SNP:n vakutuksia proteiinin rakenteeseen ja toimintaan, havaittiin
substituution olevan skali neutraali, ettda se e vakuta tutkimuksessa huomioon
otettuihin proteiinin ominaisuuksiin merkittavalla tavoin.

Tutkimuksessa saatiin myos tietoa sitd, kuinka hyvin kéytetyt ohjelmat soveltuvat
mutaatioiden analysointiin. Monien ennustusohjelmien kohdalla ongelmaksi muodostui
niiden erilaisuus — koska ohjelmia on kehitetty eri tavoin ja erilasin perustein, ne
antavat vaikeasti vertailtavia tuloksia. Katsoimme kuitenkin parhaaks taméntyyppisessa
tutkimuksessa luottaa sellaiseen tulokseen, jonka enemmistd ohjelmista ennustaa.

XHIGM:n aiheuttavia mutaatioita on paljon ja ne ovat moninaisia. Jotta taudin
molekulaarinen perusta saataisiin kokonaisuudessaan selvitettyd, olis tulevaisuudessa
tarpedilista tutkia myos intronien ja sédtelyalueiden mutaatioiden vaikutuksia CD40L:n
translaatioon ja toimintaan.
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LIITE 1: SEKVENSSIRINNASTUKSET

A) Rinnastus koko sekvenssin pituudelta

T SPRSAATGLPI SMK| TOM GSALEAVYLHRRL DK| EDERNL HEDFVENKTI GERSLS- - LLNCEEI KS
T SPRIAATGL PVRVKI TOM GSALEAVYLHRRLDKI EDERNC HEDFVENKT| GERSLS- - LLNCEEI K3
T SPRIAATGL PVRVKI TOM GSALEAVYLHRRLDKI EDERNC HEDFVENKT| GERSLS- - LLDCEEI K3
T APRSAATGL PVSMK TOM GSALEAVYLHRRLDKI EDERNC HEDFVENKT| GERSLS- - LLNCEE| KSOF
T VPRSAATGPPVSMK TOM GSALEAVYLHRRLDKI EDERNC HEDFVENKT| GERSLS- - LLNCEEI K3
T SPRIVATGPPVSNKI TOM GSALEAVYLHRRLDKI EDERNC HEDFVENKT| KGEGSLS- - LLNCEE| RSRFEDL
T SPRIVAAGPPVSNKI TOM GSALEAAYLHRRL DKl EDERNCHEDFVE| KTI QEEGSLS- - LENCEE! RSQFERL- - - - - -
T APRSVAPGPPVSMK TOM GSALEAVYLHRRL DKI EDERNL YEDFVEMKTL OKCNRGEGALS- - LLNCEE| KSRFEAE- - - - - - -
T APRSVATGPPVSMK TOM GSALEAVYLHRRL DKI EDERNL YEDFVEMKTL ORCNKGEGSLS- - LLNCEE| KSQFEAF- - - - - - -
T SPRIVAT G PASNK| TOM GSVLEAVYLHRRL NCHEDFVE] KKERRCNKGEGSLS- - LLNCEE FEDL -~ - - - - -
T SPRIVATGLPASNKI TOM GSVPEAVYL HRRE DKVEEEAST HEDEVEVKKU RRONKGEGST S- - LENCERVRROFEDL - - - - -
T ARPRPNVGST SPSTKI VWO GIVLECL YL HVK | 'SC EDOKST- LLDCERVLKGFQDLQ - - - - -
T | PKKAGGPPGSR [ LVAGATTL FCLLHFGVI GPOREEL P-
T [ PRKAGGPOGSG [ CVAGATTLECLLHFGVI GPOREELP-
T [ PKKTGGPOGSR [ VAGATTLECLLHEGVI GP >
T [ PRKTGGEPOGSR (| VAGATTLECLLHEGVI GP >
T EAL PKKTGEPOGIR [LVAGATTLECLLHEGVI GP >
T [ PRKTAGPOGSR [CVAGAATL ECLLHEGVI GP P
T EAFS KTOGPOESK [ CVAGATAL FCLLHFGV] GPO SS
T | AKKAGGPOGSR [CVAGATTLECLLHEGVI GP P
T [ PRKAGGEPOGSR [CVAGATTLECLLHEGVI GP :
TNEA- [ PRKAGGEPOGSR [CVAGATTLECLLHEGVI GP ST
TNEA"SQUIR --------mmmmmmooooil -~ VELAEEAL PKKPWEPCGSS [CVAAATTLECLLHEGVI GP -
TNEAWOODC - - - - -----coo-oooooil RDVEL AEEAL PKEAWGPOGSS) [CVAGATTLECLLHFGV] GPOREEFL- NNLPLS

FA_RABB| - - ----------------o_ RDVELAEGPLPK] K [ LVAGATTLFCLLHFRVI GPOEEESP- NNLHLVN-
LTB WOODCH - ----------------l.- | QGRGCRP L TVLAVLALVPOEQGGL VVESAGL
LTB MACAOM - - - - - - - - - _______ CLL TVLAVLALVP VDI ADPGA

MOUSE/ ASRSMELALLGLGL CSIALELYE NRI SEDST (GLODSTLESED-- TL PDSCRRMK

RANKL _MDUS ASRSMELALLGLGL CSl ALFLYFRAQVDPNRI SEDST DSTLESED- - TLPDSCRRVK
TNELI_RAT/ ASREMFLALLGLGL CSI ALFLYFRAQVDPNRI SEDSTRCF TGLODSTL ESEDTEAL PDSCRRVK(
TNEITZ HUM = oo om oo m oo o oo o VDPNRI SEDGT QDI TLESQDTKLI PDSCRRI K
TNEII1-HUM ASRSMFVALLGLGL CSVALEFYERAQVDPNR! SERGTHC CDTTLESCOIKL| POSCHR! K

FI0 AUMA ------ - LGOTCVLI VI FTVLLQSLCVA FTNECKOMQDK- - - - - - - YS FL KEDDSYVDPNDEESMNSPOWOV!
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NSFEM 1510 [E AAHV| SEASSKTTSVL- - - - KGYYTVSNNLVTLENKQL TVK| YAQUTESNREASSQAPE| A- - - - - - - - - SLCLKSPGR
NSFEM 1o R AAFVI SEASSKTTSVL - - - - KGYYTVENNLVILENKOL TVK YAV TESNREASSCAPE R
NSIS=Yo Al A Ay s V] KGYYTVENNLVILENKOL TVK YACVTESNREASSCAP R
NKEEKKKNSFEMKG KGYYTVENNLVILENKOL TVK YACVTESNREASSCAP R
NSFEMKG KGYYTVENNLVILENKOL TVK YAV TESNREASSCAPE R
K KNFEMIKG KGYYTL SNNCVTLENKOLAVK YTOVTESNRETL SOAP
K KSFENHKG KGYYTLSTNLVILENROLAVK YA NRDAAGOAP
NVAMKG KGYYTI SSNLVILENKOLAVK YAV TESNREASSCOAPE
NNEMKK- ENI AMOKGDCH KGYYTI SSNLVSLENKOLAVK VYAV TESNRAASSCAP
- 2~ VKDILNKEEKK- NSFEMIRGDE] AA KGYYTMISNL VL ENKOL TVKREGY YVY TOVTESNREPSSORP
KDSL NKEEKK- KSEEMORGDEDPQ - - = - - - <=~~~ -__ AA| KGYYTMKSNL VWEENROL TVKREGY YVYTOVTESNREPL SORP
CKDTASEELPK- - - FEMRRGHE TSYAPTSS- L] SYHEK-TKVEKAGYY! YSOVSETKAAAS: - AP
SSSR K EAE S CANGVEL LI VPSDGYL| YSOVLE PSTHVL
LSSSR KPVAHVVANPEAE SRRANAL LANGVEL CKVPSDGYL| YSOVLE PSTHVL
V3SR K E NRRANAL LANGVEL CVVPSEGYL| YSOVLE PSTHVL
GSSSR K E NRRANAL LANGVEL CVWPSEGYL| YSOVLE PSTHVL
VSSSR K E NRRANAL LANGVEL CVWPSEGYL| YSOVLE PSTHVL
V3SR K E NRRANALVANGVEL TDO LVWPSEGYLI YSCVLE PSNHVL
FAVSSSRI PSD- - -~ - <<= - --co-oioooo KPVAHVVANPQAE RRANAL L ANGVEL CVVPSDGYLVYSOVLE PSTFTL
| SSSRTPSD - - - << cwmccoiooioooo KPVAHVVANPQAE GRANAL L ANGVKL TDG- [VVPLDGYL| YSOVLE PSTHVL
SSSOASRD- KPVAHVY, KREANTLLANGVKL EDO LVWPTDGYLI YSCVLE PSTPVE
[S55 KPVAHVY, RRANAL LANGVEL | DO LVWPADGYL| YSCOVLE PSTPVF
[S55 K DKE SRRANALLANGVEL | DO LVWPANGYLVYSCVLE SS- YL
(S35 K EGQL- - - - QU SCRANALLANGVK CVVPADGYLI YSOVLFGOGEPS- HVL
A K Sios KEEAEL RSGI QESGEGLAL P YL YONVGYGRACRS. YVL
LK - GWEATKEQAFLT DDGLAL P [YCL VGYGRAPPSGAGD
C [S - ----- SWHDR- GWAKI SNMILSNK- LRV [YANI CFHHEPPGGAEP
AAST PSGSHRVTLS- - - - SWYHDR- GAAKI K- LRV CYANI CEHHETSGSV
AAS| PSGSHKVSLS- - - - SWYHDR- QAAKI SNMILSNK- LRV CYANI CEHHETSGSVPT
AAD| PSGSHKVSLS- - - - SWYHDR- QAAKI SNMITESNK- LI V/ CYANI CEHHETSGIVPA: - - - - DYL
ATDI PSGSHKVSLS: - - - SWYHDR- QAGKI SNMIESNK- L| V/ CYANI CEHHETSGDL AT
LNATDL PSESHRVAL CRK) NSWESSRSCHSFL SNUHLRNE- LVI'HEKGYYI YSQTVEFCETSCDLAT- - - - EYLOLMVYVTKTSI KI PS- - - -
RSNTL SSPNSKNEKTL GOKI ESWESSRKGHSFLNHVLERNE- LVI EQEGLYY! YSQTYFREQEE! KE- - TKN- - - DROMWQY! YKYTSYPD- - - -
L FEL TDPSQVSHGT- GETSFGLLKL
L GGVEEL TDPSCOVSHGT- GETSFGL LKL
S 2RI LLRAATHS- STKP HCGQVEEL TDPSCOVSHGT- GETSFGL LKL
-~ 2RI LLRAATHS- SAKP HC GGl FEL TDPSCOVSHGT- GETSFGL LKL
ZZ2CRI LLRAATHS- SAKP -8l HLGE EEL TDPSCOVSHGT- GETSFGL LKL
SICRI LLRAATHS- SSKPCED - - - -- - - 81 HL GGVFEL QSGASVEVNT DPSOVSHGT - GETSFGL LKL
S I RI LLRAATHS- SSKPCED - - - -- - - 81 HL GEVFEL QPGASVEVNT DPSCOVSHGT - GETSFGL LKL
SIITRVIL RS- SSKPCED - - - -- - - 81 HL GGVFEL FPGASVEVNT DPSCOVSHGT - GETSFGL LKL
- RVLLRAASRG SSKP SI HL GEVFEL HPGASVEVNT DPSOVSHGT- GETSFGL LKL
S I RILLKAATHS- SSOLCE SVHL GGVFEL SVEVNTEASCOVI HRV- GESSFGL LKL
“Z-CRI LLRAATHS. SSRC I HL GEVFEL QAGASVEVNTEASOVI HGL - GFSSI GLLKL
S RLLMKGLTHSTSTAL S R EL VEVNTDST NP- GNSSI L LKL
- KVNLLSAI SPCORETPE =N E | SAENL PNYL DEAESGOVYEG T AL
- KVNCLSAI SPCORETP Pl YL GGVFQL EKGDRL STENLPAYL DFAESGOVYEG | AL
- KVNCLSAI SPCORETP Pl YL GGVFQL EKGDRL SAENRPDYL DFAESGOVYEG | AL
- KVNCLSAI SPCORETP Pl YL GGVFQL EKGDRL SAENRPDYL DFAESGOVYEG | AL
- KVNCLSAI SPCORETP Pl YL GGVFQL EKGDRL SAENL PDYL DFAESGOVYEG | AL
- RVNLCLSAI SPCORETPE Pl YL GGVFQL EKGDRL SAENLPDYL DFAESGOVYEG | AL
- KVNCLSAI SPCORETP Pl YL GGVFQL EKGDRL SAESPPDSL DLAESGOVYEG | AL
ZZCKVNLLSAI SLANTESP! Pl YEGEVEQE EKGICT SAENOPNYE DEAESCOVYES] | AL
- - KANCLSAI SPCOGGES Pl YL GGVFQL EKDDRL SAENVPNYL DFAESGOVYEG | AL
- - KANCLSAI SP S Pl YL GGVFQL EKDDRL SAENVPNYL DFAESGOVYFG | AL
- - KVNCLSAI SPCPKESLE Pl YL GGVEEL [ SAENLPSYLDEAESGE - - - - - - -
- KVNCLSAI T PCPKESLEGAEFKP- - WYPI YL GRVEEL OKGDRL SAENL PSYL DFAESGOVYEGVI AL
SRYNCESA) SPCHRETPEEAEDVA. - WYPL YLGEVEQL EKGDRL STENQPEYE DL AESCOVYEG | AL
PEL L L EGATVI PV DRAGRPQYRPL WY SVGEGH. VO RRGERVYVNSHPDM/DYRR: GRTEEGAVI
GPTPRELLLEGATVTPVLDPA GPLWY SVGFGEL VO RRGERVYVNSHPDMYDEAR- GRTEEGAVMY
-~ - SHNC MKGGTKNWSGNSEEH - - - - - S| NVGGEFRL RAGEE] SI QGNPSL L DPDQ- DATYFGAFKY
- - SHNCMKGGTKNWSGNSEFH: - - - - - - S| NVGGEFKL RAGEE] SI OGNPSL L DPDC- DATYFGAFKY
- - SHNCMKGGTKNWSGNSEFH: - - - - - - S| NVGGEFKL RAGEE] SVOSNPSL L DPDC- DATYFGAFKY
- SHILMKGGTRYWSGNSEFH: - - - - - - S| NVGGEFKL RSGEE| SI ESNPSL L DPDC- DATYFGAFKY
- SHTLMKGGTRYWSGNSEFH: - - - - - - FSI NVGGFEKL RSGEE| SI ESNPSL L DPDO- DATYFGAFKY
2Bl LLMKSANSCWSKDAEYG - - - - - - 1S YOGGE FE LKENDRI FVSTNEFLI SFFGAFL
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