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Abstrakt

Membranové receptory z rodiny TNFR (receptory faktor( nekrotizujicich nadory)
hraji vyznamnou roli pfi regulaci bunééné imunitni a zanétlivé odpovédi a také
ovliviji fadu dal$ich biologickych procesu (proliferaci, diferenciaci, prezivani bunék
a i jejich odstranovani pomoci fizené bunééné smrti - apoptézy). Rodina TNFR
obsahuje celkem 29 receptor(, jejichz spole¢nym rysem je pfitomnost sekvencnich
usekld obohacenych cysteinem (CRD) v jejich extracelularnich ¢astech. Signalizace
z téchto receptorl je specificky aktivovana nékterym z 19 ligandd z rodiny TNF.
Osm ¢lenh rodiny TNFR tvofi zvlastni samostatnou skupinu nazyvanou receptory
,smrti“ (podle domény ,smrti v jejich intracelularni ¢asti). Aktivace téchto receptord
ma vétSinou za nasledek indukci apoptdzy. Mezi tyto receptory patfi i v roce 1998
objeveny receptor ,smrti“ (DR6), ktery pravdépodobné reguluje zejména proliferaci a
diferenciaci T- a B-lymfocytl. ZevrubnéjSimu objasnéni jeho funkce a jim
indukované signalizace vS$ak prozatim brani doposud nenalezeny ligand a
nezjisténé sloZzeni membranového signalizaéniho komplexu.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo pfispét k charakterizaci DR6
signalizacniho komplexu. Pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému (Y2H)
jsme vyhledavali proteiny, které specificky interaguji s intracelularni ¢asti DR6 a
mohou se zucastnit (Ci ovlivnit) signalizace ztohoto receptoru. Analyzou cDNA
knihovny z HelLa bunék se nam podafilo identifikovat Sest takovych protein.
Podrobnéji jsme doposud charakterizovali dva z nich, a to Sorting nexin-3 (SNX3),
cytoplazmazicky protein pfitomny v endozomech a pravdépodobné se ucastnici
recyklace membranovych proteint, a Copine-7 (CPNE7), také cytoplazmaticky
protein, ktery je moznym regulatorem aktivace kinasy JNK. Zjistili jsme, Zze oba
proteiny po jejich nadproddkci v HEK burikach specificky koimunoprecipituji s DR6.
SNX3 kolokalizuje s DR6 ve strukturach podobnym endosomainim vacékim a
Copine-7 inhibuje nadprodukci DR6 indukovanou aktivaci JNK kinas. V dalSi ¢asti
diplomové prace jsme analyzovali proximalni ¢ast DR6 promotoru a zjistovali jsme,
zda je exprese DR6 ovliviiovana cytokiny TNFa (pies aktivaci transkrip&niho faktoru
NF-kB) ¢ Wnt3a (aktivace transkrip&nich faktort z rodiny TCF).
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1 Uvod

1.1 Receptory rodiny TNFR a jejich ligandy

Ligandy rodiny TNF byly plGvodné identifikovany jako produkty lymfocytl a
makrofagl, které zplsobovaly lyzy nékterych, zejména nadorovych bunék [1]. Jak
ligandy, tak i jejich receptory jsou si navzajem strukturné a doménové podobné,
trimerni, vétSinou transmembranové molekuly, a byly tak kolektivné zafazeny do
rodiny TNF/TNFR [2].

Clenové rodiny TNFR jsou vyznamnymi modulatory zanétlivé a buné&né imunitni
odpovédi a ucastni se regulace fady biologickych procesl po€inaje od proliferace,
diferenciace a apoptdzy az k bunécnému preziti [2-4].

1.1.1 Obecné rozdéleni a bunécna exprese

Receptory rodiny TNFR Ize rozdélit do 3 zakladnich skupin [5]:

a) obsahujici jeden nebo vice TRAF-interakénich motiva (TIM)

v cytoplazmatické €asti (viz Tab. 1).

-makrofégy, NK, T a B

TNFR2 endotelidlni a buriky imunitniho systému buriky
LTa NK, T a B bunky
CD40 Reed-Sternbergovy buriky CD40L | T a B burky
CD30 Reed-Sternbergovy buriky CD30L | T buriky a monocyty
CcDh27 CD4" a CD8' T burky CD27L | NK, T a B buriky
NK, CD4" a CD8" T buriky L6 dendritické, T, B, NK
buriky a monoc
LTBR y yy
nelymfoidni hematopoetické buriky a buriky LIGHT T, dendritické  buiiky,
stromy granulocyty a monocyty
0OX40 T burky OX40L | T a B buiiky
4-1BB B, dendritické buiky a
NK, aktivované T buriky a monocyty 4-1BBL ]
(CD 137) makrofagy
B bunky, klidové T lymfocyty, lymfoc T, dendritické buriky,
BAFFR y y . ly yy BAFF y
v periferni krvi, lymfatické a slezinné uzliny monocyty a makrofagy
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. L makrofagy, lymfoidni a
B buriky, lymfocyty v periferni krvi, buriky APRIL . L
. nadorové bunky
BCMA sleziny, thymu, lymfatickych uzlin, o
) ) T, dendritické  bunky,
jater,nadledvinek BAFF .
monocyty a makrofagy
makrofagy, lymfoidni a
APRIL oY
TACH B, aktivované T buriky, lymfocyty v periferni nadorové buriky
krvi, buriky sleziny, thymu a tenkého streva BAFF T, dendritické bunky,
monocyty a makrofagy
aktivované T buiky a
RANK osteoklasty, osteoblasty a aktivované T buriky | RANKL
osteoblasty
GITR CD4" a CD25" T buriky GITRL | ?
T, dendritické buriky,
HVEM T bunky LIGHT
granulocyty a monocyty
kozni embryonalni buriky, epitelidini buriky,
TROY i Y. ep y ? ?
vlasové folikuly a mozkové bunky
EDA-
XEDAR ektodermalni derivaty A2 kozni buriky
RELT lymfoidni tkané ? ?
Fni4 endotelialni buiiky a fibroblasty TWEAK | monocyty

Tab. 1: Receptory obsahujici TRAF-interakéni motivy v intracelularni ¢asti, jejich

ligandy a buriky, na kterych jsou produkovany (zpracovano dle [6]).

b) neobsahujici zadnou funkéni doménu nebo motiv v cytoplazmatické Casti,

tzv. ,inhibi¢ni“ receptory (z anglického decoy) (viz Tab. 2).

[ Exprimovénne:
vétsina bunék TRAIL NK, T a dendritické burky
(DcR1)
TRAIL-R4
vétSina bunék TRAIL NK, T a dendritické burky
(DcR2) _
decoy-R3 plicni buriky a bunky ] .
. . FasL aktivované splenocyty, thymocyty,
(DcR3) tlustého streva
. . TRAIL NK, T a dendritické buriky
osteoprotegerin prekurzory osteoklastu,
(OPG) endotelialni burniky a dalsi
RANKL aktivované T bunky a osteoblasty

Tab. 2: ,Bezdoménové“ receptory, jejich ligandy a bunky, ve kterych jsou

produkovany (zpracovano dle [6]).
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c) obsahujici doménu ,smrti“ (DD) v cytoplazmatické ¢asti (viz Tab. 3).

and_| | Expfimovénna =
Fés FasL aktivované splénocyty, thymocyty,
vétsina bunék i
(CD95) (CD95L) nelymfoidni tkané
TNF makrofagy, NK, T a B buriky
TNFR1 vS§echny buriky .
LTa NK, T a B buriky
DR3 aktivované T bunky VEGI endotelialni bunky
TRAIL-R1
vétSina bunék TRAIL NK, T a dendritické bunky
(DR4)
TRAIL-R2
vétsina bunék TRAIL NK, T a dendritické buriky
(DR5)
DR6 klidové T burky ? ?
EDAR ektodermalni derivaty EDA-A1 kozni buriky
NGFR nervoveé bunky NGF nervové burky

Tab. 3: Receptory obsahujici v intracelularni ¢asti doménu ,,smrti“, jejich ligandy a
bunky, na kterych jsou produkovany (zpracovano dle [6]).

1.1.2 Struktura ligandt TNF a receptoru rodiny TNFR

1.1.2.1 Struktura ligandi TNF

Ligandy rodiny TNF jsou zejména produkovany jako transmembranové proteiny
Il.typu, charakterizované C-koncovou doménou nazyvanou ,TNF homologni*
doména (THD) [7, 8]. Tato trimericka doména se sklada ze 150 aminokyselin a je
odpovédna za vazbu receptoru. THD jsou B-sendvi€ové struktury slozené ze dvou
antiparalelnich B-skladanych listd, tvofenych 5 antiparalelnimi B3-viakny.

Ackoli je vétSina ligandl syntetizovana ve formé do membrany zakotvenych
proteind, jejich funkéni extracelularni ¢asti mohou byt odstépeny nékolika ligand-
specifickymi proteasami :

o metalloproteasami z rodiny ADAM - ligandy TNF a RANKL [5, 9]

e matrilysinem - ligandy FasL [10]

e proteasami ze ,subtilisin-furinové“ rodiny - ligandy BAFF, EDA, TWEAK,

APRIL [11, 12] (viz Obr. 1).
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1.1.2.2 Struktura receptoru rodiny TNFR

Receptory rodiny TNFR jsou vétSinou transmembranové proteiny l.typu, jejichz
extracelularni &asti obsahuji 1-6 charakteristickych motivi bohatych na cystein
(CRD), kazdy se tfemi cysteinovymi mustky [5]. Prostfednictvim téchto motiva se
vazi k THD pfislusného ligandu. Dale se skladaji z transmembranové domény a
intracelularni ¢asti, ktera muize obsahovat DD neboTIM. (viz Tab. 1-3, Obr. 1)

TNFR1 221 =3 - > ) - - TNF-a
TNFRZ 174 e . (OO >< TNF-B
D95 145 - (<> -~ cDOsL
ocra ——0004:}<

DR 163 - (€ €D € VEGI
DR4 202 - (LD \ L TRAIL
ore 221 —K8 OO 7

DCRA o L€ ) '

DCR2 154 AP D

DRe 206 £3 OO0 —-— ?
epar 2% —fITR———0 o / \ / - EDA-A1
NGFR 155 g —— O / X == NGF
PG 1:-::09430/%\

RANK 282 ————— <7 <0 OO — ¥ RANKL
LR 187 ————— OO0 OO \ - LTo:LTP
FN14 28 — <2500 \ \ e TWEAK
HVEM =8 — ORI / i~ UGHT
D27 4 — > e cDe7
CD30 188 e—— <O 3L ey CD30
D40 62 —_—n OO COEOH-CH s CDao
4-1BE 45 et S s 4 " 4-1BBL
OX4) W — O O A OX40L
GITR 42 — 0 ) o GITRL
BOMA 105 —C <0 . . W APRIL
TA 108 —_— L > \

PAFFR 22 s — - RAFF
XEDAR 134 4O - EDA-A2
TROY 223 O <2 o - ?
RELT 243 - - ?
¥ Fuin ¥ Metsidproteasa  WMadysin O TRAF1 O TRAF2 < TRAF3

> oy ST TR O T

Obr.1 PFehled receptort rodiny TNFR a jejich ligandu

Upraveno dle [6].
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1.1.3 Signalizace

1.1.3.1 Signaliza¢ni drahy receptort rodiny TNFR s TRAF proteiny

Proteiny zrodiny faktorl asociovanych s TNF-receptorem (TRAF) tvofi
vyznamnou skupinu intracelularnich adaptorovych molekul (TRAF1-TRAF®6),
charakterizovanou C-koncovym motivem nazyvanym TRAF doména, ktera
umoziuje vazbu k receptorlim, formovani homo- nebo heterodimerl a interakci
s fadou intracelularnich protein a signalizaénich molekul. Obsahuje 200
aminokyselin a sklada se z TRAF-N a TRAF-C domén [13, 14]. TRAF-C doména
vaze signalizatni molekuly jako TANK a NIK a TRAF-N doména antiapoptické
molekuly jako c-IAP1 a c-IAP2 [15-18].

N-konec TRAF proteint (kromé& TRAF1) ma tzv. ,RING finger‘ motiv [19, 20],
ktery je rozhodujici pro aktivaci NFkB, a za nim nasleduje 5-7 zinkovych prstl [21]
vyznamnych pro aktivaci JNK a NFkB [22-25].

Ackoli nemaji TRAF proteiny zadné enzymatické aktivity, mohou indukovat
aktivaci nékolika kinasovych kaskad, jenz vedou k indukci jinych signalnich drah
(napf. NFkB), které mohou regulovat bunétné procesy pocinaje od bunécné
proliferace a diferenciace az k apoptdze [26] (viz Obr. 2(A)).

Néktefi Clenové rodiny TNFR s DD se vazi s TRAF proteiny nepfimo pres
adapterové proteiny TRADD a RIP, jini bez DD se vazi pfimo pres cytoplazmaticky
motiv zvany TIM. Aminokyselinové slozeni TIM motiv( je pro kazdy TNFR jiné, proto
se ruzné TRAF proteiny vazi k raznym TNFR (viz Obr. 2(B)).

1.1.3.2 Signalizaéni drahy ,,inhibiénich“ receptort

Ackoli tato skupina TNFR receptorl neposkytuje sama intracelularni signalizaci,
muze kompetovat s ostatnimi dvéma skupimani signaliza¢nich receptorl o vazbu
jejich spole¢nych ligandu a tim zabranovat aktivaci jejich signaliza¢nich drah [26] .

DcR1 a DcR2 kompetuji s DR4 a DR5 o ligand TRAIL. DcR1 (nazyvany také
jako TRAIL-R3) [27, 28] je protein zakotveny v bunééném povrchu pomoci glykosyl
fosfatidylinositolu (GPI), podobajici se receptorim DR4 a DRS5, ale postradajici
cytoplazmatickou €ast s DD, ktera je nepostradatelna pro indukci apoptézy. DcR2
(nazyvany TRAIL-R4) [27, 29] je dalSim receptorem, ktery se podoba DR4 a DRS5,
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ale ma podstatné zkracenou cytoplazmatickou DD, ktera je rozhodujici pro aktivaci

apoptozy a transkripéniho faktoru NFkB [30].

»Inhibiéni“ receptor OPG kompetuje se signaliza¢nim receptorem RANK o ligand

RANKL a tim inhibuje aktivaci osteoklastt [31].
DcR3 je ,inhibiénim*
transmembranovou doménu.

antiapopticka molekula.

(A)

TRAF proteiny

=il

ih—

TRAF-N  TRAF-C

R AT TS I TN

Zinkové prsty
Finger 1 2

3 4 5

LU DA BT N

EehwAD—{T !

receptorem pro FasL, obsahuje 4 CRD a Zadnou

Konkuruje Fas receptoru, a tudiz puasobi jako

Typ 1 Aktivace NFxB —| Aktivace JNK
mitochondrie : . :
“a O,,.,, .y
T B":‘s’?,d I);«P ) AKTIVACE A
@8> CAPICIAP2 bEERENCIACE
v
APOPTOZA
(B) T R AF Obr. 2
2131415186
RELT (A) Signalizaéni drahy aktivované TRAF
BAFFR » proteiny (aktivace NFkB a JNK) a jejich
4188 | )% regulaéni role v TNFR signalizaci (anti-
cb27 apoptické nebo diferenciaéni signaly jsou
TNFR2 fied s znazornény zelené a  pro-apopticka
EDAR,AITR, Fni4, BCMA [5: o regulace Gervené).
Ch0 | 1t (B) Vazebné specifity TRAF proteinu
XEDAR L i 1 (znazormény 3edou barvou), které jsou
TACH L rozhodujici pro vazbu  TNFR
i T obsahujicich TIM.
Troy, OX40, HVEM, CD30 prsiik:
RANK 1t Upraveno dle [26].
p7sNGFR EZLFER P [26]
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1.2 Receptory rodiny TNFR obsahujici doménu ,,smrti“

Receptory ,smrti“ charakterizuje homologni cytoplazmaticka sekvence nazyvana
doména ,smrti“ (DD) [30, 32], ktera hraje vyznamnou roli pii pfenosu apoptotické
signalizace z povrchu bunék k intracelularnim efektorovym draham [33].

1.2.1 Fas (CD95)

Fas (CD95) , transmembranovy protein |. typu o molekulové hmotnosti 48 kDa, je
produkovan jak v aktivovanych lymfocytech a rtznych tkanich lymfoidniho i nelym-
foidniho pavodu (napf. hepatocytech), tak také v nadorovych bunkach. Jeho ligand
FasL, transmembranovy protein Il.typu o velikosti 40 kDa, je produkovan pouze
cytotoxickymi T burikami, NK bunkami a bufkami nékterych imunoprivilegovanych
tkanich.

Fas a FasL hraji dllezitou roli pfevazné ve tfech typech fyziologické apoptdzy
[32]:

e periferni odstrafiovani aktivovanych zralych T bunék na konci imunitni

odpovédi

e zabijeni cilovych (virem infikovanych nebo nadorovych) bunék cytotoxickymi

T bunfkami a NK burkami

e zabijeni zanétlivych bunék v imunoprivilegovanych tkanich (napf. oko)

FasL je homotrimer interagujici s trimerem Fas receptoru [2, 32]. Po navazani
FasL vznika v intracelularni ¢asti receptoru signalizaéni komplex (DISC), slozeny
z adaptorového proteinu (FADD) a prokaspasy-8 [34, 35] nebo-10 [36, 37]. FADD
obsahuje dvé odliSné domény, DD schopnou interagovat s Fas receptorem a
efektorovou doménu ,smrti“ (DED). Tato doména homotypicky interaguje
s obdobnou DED prokaspas [38], které se diky zvySené lokalni koncentraci samy
vzajemné proteolyticky aktivuji [39] (viz Obr. 3(A)).

Aktivni iniciatorova kaspasa-8 mlze indukovat apoptézu dvéma zpusoby [40, 41]:

e vnéjSi cestou (tzv. typ I)- pfimo Stépi efektorové kaspasy-3, -7

e vnitini cestou (tzv. typ Il)- Stépi proapopticky faktor Bid (z rodiny Bcl-2) do

vysledné formy tBid (,truncated” Bid), ktera je translokovana do mitichondrii
[42], kde aktivuje mitochondrialni apoptotickou kaskadu.
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1.2.2 TNFR1

TNFR1 je receptorem pro TNF a LTa. TNF je produkovan aktivovanymi
makrofagy a T- bufkami odpovidajicimi na infekci [43].

Signalizace prostifednictvim TNF a TNFR1 mulze vést ke dvéma rGznym
zavérum - apoptdéze a zanétlivé odpoveédi. Antiapopticka (prozanétliva) draha vede
k aktivaci transkripéniho faktoru NFkB [44] a kinas z rodiny JNK, proapoptoticka
drdha pak k aktivaci kaspas a nasledné apoptéze. TNFR1 interaguje
prostiednictvim DD s DD adaptorového proteinu TRADD (TNFR-associated death
domain) [45], jehoz funkce spoc€iva v pritahovani riznych signalizaénich molekul
k aktivovanému receptoru: TNFR-asociovaného faktoru-2 (TRAF2) [18, 46] a
receptor-interagujiciho proteinu (RIP) [47], stimulujicich drahy vedouci k aktivaci
NFkB a JNK nebo adaptorového proteinu FADD (Fas-associated death domain),
ktery zprostfedkovava aktivaci apoptézy [46, 48] (viz Obr. 3(B)).

1.2.3 DR3

DR3 se sekvenacné velice podoba TNFR1 [48]. Obdobné jako tento receptor
aktivuje NFkB pfes TRADD, TRAF2 a RIP a apoptéozu pfes TRADD, FADD a
kaspasu-8 (viz Obr. 3(B)). DR3 se vaze s ligandem VEGI [49], ktery aktivuje NFkB
skrze TRADD, TRAF2, RIP, NIK a apoptézu spousti pies TRADD a FADD, stejné
jako TNFR1. S ohledem k regulaci NFKB a apoptézy, se VEGI velice podoba TNF.
Nejsou mezi nimi vyznacné rozdily kromé jejich produkce. TNF je produkovan
aktivovanymi makrofagy a lymfocyty [43], zatimco mRNA ligandu VEGI je
exprimovana v mnoha tkanich [49, 50]. TNFR1 je produkovan vSemi bunkami,
zatimco DR3 pfedevsSim buiikami sleziny, thymu, periferni krve a aktivovanymi
makrofagy [48]. Navzdory podobnym signalizaénim mechanismim maji interakce
DR3-VEGI a TNFR1-TNF odliSné biologické role.

1.2.4 DR4 a DR5

DR4 a DR5 (TRAIL-R1 a TRAIL-R2) maji podobnou strukturu svych genu a jsou
produkovany ve vétsiné tkani. Jejich spole¢ny ligand TRAIL je podobny FasL a
indukuje apoptdzu zejména nadorovych bunék, zatimco vétSina normalnich bunék
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je k TRAILem indukované apoptdze rezistentni [51-53]. Jeho transkripce, stejné
jako u FasL, je zvySovana béhem stimulace v perifernich krevnich T burikach [54,
55]. Signalizace z TRAILem aktivovanych DR4 nebo DR5 probiha podobné jako u
Fas a FasL. Navazani ligandu na receptory iniciuje vznik komplexu DISC,
obsahujicicho adaptorovy protein FADD a prokaspasu-8 [56, 57] nebo -10 [58, 59].
TRAIL-DR4/DR5 miuze tedy aktivovat jak vné&;jsi, tak vnitfni apoptickou signalizacni
kaskadu.

Podobné jako FasL hraje TRAIL vyznamnou roli pfi spousténi apoptézy
v nadorovych burikach [60-62] a spolu se svymi receptory predstavuje potencialni
protinadorové terapeutikum pfisti generace.

K Kaspasa-8
Kaspasa-8 IKK
* * * Efektorové kaspasy +
Efektorové kaspasy "“'B"NFiB Ji( + I B'NF-$
+ NF-xB cun _—— Apoptoza F————— NF.<B

Apoptoza

Obr. 3

(A) Apoptéza indukovana Fas receptorem (sestaveni signalizaéniho DISCu
slozeného z FADD a kaspasy-8).

(B) Pro-apoptické a anti-apoptické signalizaéni drahy zprostfedkované receptory
TNFR1 a DR3.

Upbraveno dle I331.
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1.2.5 EDAR

EDAR (ectodyplasin-A-receptor) spolu se svym ligandem EDA pomahaji pfi
formovani vliasovych folikuld. EDA je produkovan pfi rozvijeni klize v nastépené
difuzni podobé. EDA nebo EDAR deficientni mysSi nemaiji vyvinuté primarni viasové
folikuly nebo potni zlazy a maiji znetvofené zuby [63]. Lidské mutace v ligandu EDA

nebo receptoru EDAR se projevuji obdobnym zptsobem [64].

1.2.6 NGFR

NGFR (nerve growth-factor receptor) je nejvice se odliSujicim ¢lenem rodiny
TNFR vytvarejici spiSe dimery nez trimery. Ve své intracelularni ¢asti obsahuje DD
a také TIM motivy a podporuje vyvoj sekundarnich neuronli pomoci interakci
s vysokoafinitnimi nervovymi rastovymi faktory [65]. Samotny NGFR mize jak
indukovat apoptézu, tak asociovat s receptory rodiny Trk (tropomyosin-related
kinase) a podporovat tak diferenciaci nervovych bunék [66]. NGFR hraje
vyznamnou roli ve zprostfedkovani strukturalni plasticity vyZadované pro vyvoj
smyslovych kozZnich obvodu citlivych na podnéty z okoli. U NGFR deficientnich mysi
se projevu;ji téZké kozni senzorineuralni defekty [67].
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1.3 Receptor ,,smrti“ DR6

DR6 je nejmlad$im ¢lenem rodiny TNFR obsahujiim DD. Byl identifikovan v roce
1998 vyhledavanim v databazi EST pomoci proteinové sekvence extracelularni, na
cystein bohaté a ligand-vazajici domény TNFR2 [68, 69].

1.3.1 Struktura a exprese DR6

DR6 je transmembranovy protein typu |. Obsahuje 350 aminokyselin diouhou
extracelularni &ast, z niz prvnich 41 aminokyselin tvofi signaini peptid.
Aminokyseliny 67-211 obsahuji Ctyfi na cystein bohaté motivy (CRD), které jsou
nejvice podobné CRD osteoprotegerinu a TNFR2. Transmembranova doména
(351-370 aminokyselin) je nasledovana 285 aminokyselin dlouhou cytoplazmatickou
doménou, ktera obsahuje DD charakteristickou pro vSechny receptory smrti. Tato
doména vykazuje nejvétsi podobnost k DD receptoru TNFR1. Na rozdil od ostatnich
receptord smrti nasleduje za DD receptoru DR6 150 aminokyselin dlouha C-
koncova ¢€ast, jez obsahuje pravdépodobé sekvenci leucinového zipu piekryvajici se
s oblasti bohatou na prolin pfipominajici SH3 doménu-vazajici motiv [70]
(viz Obr. 4).

4 kb dlouhy transkript DR6 byl nalezen v mnoha tkanich, napf. v srdci, mozku,
placenté, pankreatu, lymfatickych uzlinach, thymu nebo prostaté. Mensi mnozZstvi
bylo detekovano v plicich, ledvinach, varlatech, déloze, tlustém stievé, slezing,

kostni difeni a embryonalnich jatrech.

1.3.2 Signalizace z DR6

Na rozdil od ostatnich receptort ,smrti“, které vyuzivaji k signalizaci bud' adapto-
rového proteinu FADD (napi. Fas a TRAIL receptory), anebo sou¢asné FADD a
TRADD (napi. TNFR1 a DRS3), bylo zjiSténo, ze DR6 neinteraguje s proteinem
FADD a pouze slabé interaguje s proteinem TRADD. DR6 neinteraguje ani s dal$imi
znamymi vazebnymi partnery ostatnich receptort ,smrti“, jako jsou proteiny RIP a
RAIDD [71].
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Nadprodukce DR6 v sav€ich burikach vede k apoptéze, k aktivaci transkripéniho
faktoru NF-kB a k aktivaci JNK1. Exprese DR6 muze byt také u bunék LnCAP
(prostaticky karcinom) indukovana signalizaci zreceptoru TNF pfes aktivaci
transkrip&niho faktoru NF-kB [72].

MGTSPSSSTALASCSRIARRATATMIAGSLLLLGFLSTTTAQPEQKASNLIGTYRHVDRATGQVLTCDKC 70

PAGTYVSEHCTNTSLRVCSSCPVGTFTRHENGIEKCHDCSQPCPWPMIEKLPCAALTDRECTCPPGMFQS 140

NATCAPHTVCPVGWGVRKKGTETEDVRCKQCARGTFSDVPSSVMKCKAYTDCLSQNLVVIKPGTKETDNV 210

CGTLPSFSSSTSPSPGTAIFPRPEHMETHEVPSSTYVPKGMNSTESNSSASVRPRVLSSIQEGTVPDNTS 280
SARGKEDVNKTLPNLQVVNHQQG PHHRHILKLLPSMEATGGEKSSTPIKGPRRGHPRQNLHKHFDINEHL 350

PWMIVLFLLLVLYVIVVCSIRKSSRTLKKGPRQDPSATVEKAGLKKSMTPTQNREKWIYYCNGHGIDILK 420

LVAAQVGS(WKDL YQFLUNASEREVAAF SNGY TADHEKAYAALQHWT IRGPEASLAQLISALRQHRRNDV 490

VEXIRGLMEDTTQLETDKLALPMSPSPLSPSPIPSPNAKLENSALLTVEPSPQDKNKGFFVDESEPLLRC 960
DSTSSGSSALSRNGSFITKEKKDTVLRQVRLDPCDLQPIFDDMLHFLNPEELRVIEEIPQAEDKLORLFE 630

TIGVKSQEASQTLLDSVYSHLPDLL 655

Obr. 4
Aminokyselinova sekvence receptoru DR6

Otevieny ¢&teci ramec (ORF) DR6 uréuje transmembranovy protein |. tfidy délky 655
aminokyselin. Signalni peptid ( aminokyseliny 1-41) je podtrzen modfe. Transmembra-
nova doména (aminokyseliny 353-370) je podtrzena &ervené. Intracelularni doména
-smrti“ (aminkyseliny 429-495) je podtrzena zelené. Doména bohatd na prolin
s moZnym motivem leucinového zipu (aminokyseliny 497-526) je podtrZena Zluté. Sest
N-glykosylagnich mist je vyznageno Eernymi tec¢kami.

Existuje téZ ,zkracena varianta“ DR6 , ktera postrada prvnich 183 aminokyselin, tzn.
Ze zacdina methioninem vyzna¢enym ¢ervenou Sipkou.

Upraveno dle [71].
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1.3.2.1 Apoptédza indukovana DR6

Apoptdza je aktivni proces bunécné smrti, ktera je nutna pro normalni vyvoj a
homeostdzu mnohobunéénych organismu [73]. Je charakterizovana morfologickymi
zménami ve strukture bunky, ztratou adheze a intracelularnich kontaktd, kondenzaci
chromatinu, fragmentaci jadra a rozpadem bunky do apoptickych télisek [74].

Tyto zmény charakteristické pro apoptdzu byly pozorovany pfi nadprodukci DR6
v Hela bunkéch. Ukazalo se, Ze jeji indukce zavisi na pfitomnosti DD. Naopak pfi
nadprodukci DR6 v MCF7 burfikach apoptéza indukovana nebyla, ackoli napf.
nadprodukce receptoru DR4 u nich apoptdzu vyvolavala. Proto se pfedpoklada, ze

DR6 pouziva jiny mechanizmus signalizace nez ostatni receptory ,smrti‘.

1.3.2.2 Role DR6 v T- a B-buné¢né imunitni odpovédi

Béhem imunitni odpovédi naivni T (CD4*) pomocné buiiky diferencuji do dvou
funkéné odliSnych podskupin, Th1 a Th2, zalozenych na jejich cytokinovém sekrec-
nim profilu a imunomodulaéni funkci. DR6 je vysoce exprimovany v mysich klido-
vych T bunikéch a po jejich aktivaci se jeho exprese vyrazné snizuje. U DR6-defici-
entni mysSi doSlo po imunizaci vhodnym antigenem nebo stimulaci TCR
k hyperproliferaci T (CD4") bunék a zvySené produkci Th2 cytokinti [75]. Aktivované
T (CD4") lymfocyty z DR6-deficientni mys$i v odpovédi na stimulaci interleukinu-2
vice proliferovaly. Pfedpoklada se, ze DR6 ovliviiuje T buné&énou diferenciaci akti-
vaci kinasy JNK1 a transkripCniho faktoru NF-AT [76].

DR6 je produkovan na klidovych myS$ich B bunkach, ale po jejich aktivaci jeho
exprese vyrazné klesa. Podobné jako T bufky i B-builky z mysi s odstranénym
DR6 rychleji proliferuji v odpovédi na stimulaci jejich imunoglobulinych receptora.
Tyto buriky také vykazuji zvySenou aktivitu transkripéniho faktoru NF-kB, vySSi
expresi antiapoptotického proteinu Bcl-X_ a zvySenou expresi CD86 [77].

Nalezeni ligandu DR6 by mohlo byt moznou strategii pro 1éEbu onemocnéni
spojenych s Th2 imunitni odpovédi, jako jsou alergie €i astma. Charakterizace sig-
nalizaénich drah DR6L/DR6 by pak umoznila Iépe porozumét regulaci imunitni
odpovédi pfi revmatické artritidé, reakci Stépu proti hostiteli (GVHD), stejné jako u

dalSich autoimunitnich onemocnéni [75].
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1.3.2.3 DR6 a GVHD (,,Graft-Versus-Host Disease*“)

Reakce Stépu proti hostiteli (GVHD) je hlavni komplikaci pfi alogenni
transplantaci kostni dfené. GVHD je zpUsobena aloreaktivitou T-lymfocytl darce - ty
jsou totiz schopné rozeznavat jako cizi bunky prijemce, jehoz odliSné alelické formy
MHC (major histocompatibility complex) glykoproteinu vazi jiné peptidové fragmenty
normalnich bunéénych proteind. Alogenni burky pfijemce se tak T-lymfocytim
pfijemce jevi jako silné infikované.

Akutni GVHD nastava nékolik dni az tydnd po transplantaci kmenovych bunék,
dochazi zejména k poskozeni jater, kiize a stfevni sliznice. Je ji mozno alespon
castecné zabranit vybérem darce geneticky co nejpodobnéjsSiho s hostitelem,
odstranénim T-lymfocytl z transplantované suspenze a u¢innou imunosupresi.

Jelikoz DR6 ovliviiuje proliferaci CD4* T-lymfocytd a produkci cytokin(
ovliviiujicich Th1/Th2 diferenciaci T-lymfocytu, Ize predpokladat, ze by DR6 mohl
ovlivilovat téz intenzitu reakce $tépu proti hostiteli. Skute¢né, prenos T-lymfocytl
z darcovské DR6-deficientni mysSi do alogenniho pfijemce zpusobil rychlejsi nastup
GVHD se zvySenou razanci a u pfijemcd doslo k rychlejSimu rozvoji typickych
symptomt GVHD, jako je rychla ztrata hmotnosti, histopatologické poskozeni
nékterych organl (napf. thymus, slezina, tenké stievo), a rychlejSi smrti [78].
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2 Cile prace

Hlavnimi cily této prace bylo :

» vyhledavani proteint interagujicich s intracelularni ¢asti DR6
pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému a jejich
molekularni a funkéni charakterizace

= mapovani interakce DR6(IC) a nalezenych proteinu
= charakterizace SNX3 (Sorting nexin 3)
= charakterizace CPNE7 (Copine 7)

> analyza DR6 promotoru.

» pfiprava luciferasovych reportérovych konstrukt(
* analyza a ovéfeni vazebnych mist pro transkripéni faktory (NFkB, TCF)
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3 Material a metody

3.1 Bakterialni a kvasinkové kmeny, savéi bunééné linie,
kultivaéni média a protilatky

3.1.1 Bakterialni, kvasinkové kmeny a sav¢i bunécné linie

3.1.1.1 Kvasinkové kmeny (Saccharomyces cerevisiae)

Y187 (MATa, ura3-, his3-, ade2-, trp1-, leu2-,
GAL1yas-GAL1taTa-lacz) (Clontech)
AH109 (MATa, ura3-, his3-, ade2-, trp1-, leu2-,
GAL1yas-GAL17aTA-HISS,
GAL2yas-GAL21aTa-ADE2,
MEL1yas-MEL1aTa-lacZ) (Clontech)
Kultivace kvasinek a manipulace s nimi byly provadény podle postupl z Yeast
Protocol Handbook (Clontech), strana 10.

3.1.1.2 Bakterialni kmeny (Escherichia coli)

TOP-10 (F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recA1 araA139
A(ara-leu)7697 gall gaK rpsL (Str) endA1 nupG) (Invitrogen)

(pfiprava plasmidové DNA)

BL-21 (F-, ompT, hsdS(r-B, m-B), gal, dcm, lacl, lacUV5-T7 gene 1, ind1, sam?7,
nin5) (Invitrogen)
(produkce rekombinantniho proteinu)

Manipulace s bakteriemi sledovaly standardni molekularné-biologické protokoly

(viz kapitola 1, oddil I).

3.1.1.3 Savéi bunécéné linie

HEK293FT (bunélnd linie zlidskych embryonalnich ledvin, epitelidini buriky)
(Invitrogen)

MDCK (psi epitelidlni bunécna linie z nadoru ledvin)
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Pfi kultivacich a experimentech se savCimi buné&nymi liniemi jsme vychazeli ze

standardnich protokoll (viz appendix 3F ).

3.1.2 Kultivaécni média

3.1.2.1 Média pro kultivaci Saccharomyces cerevisiae

YPDA (komplexni) médium

peptone 20 g/l (Difco)
kvasnicny lyzat ( yeast extract ) 10 g/l (Sigma Aldrich)
agar pro pevné médium 20 g/l (Sigma Aldrich)

deionizovana H,0O do findlniho objemu 900 ml

po sterilizaci v autoklavu a ochlazeni na teplotu 55°C byla pfidana:
glukosa do finalni koncentrace 2,0%

SD (minimalni) médium

NH4(SO4) 2,0 g/l (Sigma Aldrich)
kvasinkovy zdroj dusiku (nitrogen base ) 6,7 g/l (Biogen)
agar pro pevné médium 20 g/l (Sigma Aldrich)

deionizovana H,0O do finalniho objemu 800 ml
po sterilizaci v autoklavu a ochlazeni na teplotu 55°C byly pfidany:

glukosa do finalni koncentrace 2,0%
10x roztok pfipraveny vyfazenim
nékteré nize uvedené komponenty 100 ml/l

10x roztok pripraveny vyfazenim nékteré nize uvedené komponenty

L-isoleucin 300 mg/I
L-valin 1500 mg/|
L-adenin-hemisulfat 200 mg/I
L-arginin.HC 1200 mg/I
L-histidin.HCI-monohydrat 200 mg/l
L-leucin 1000 mg/l
L-lysin.HCI 300 mg/l
L-methionin 200 mg/I
L-fenylalanin 500 mg/I
L-threonin 2000 mg/I
L-tryptofan 200 mg/l (Sigma Aldrich)

Pozn. Napi. SD/-His médium neobsahuje aminokyselinu histidin.
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3.1.2.2 Média pro kultivaci Escherichia coli

LB (Luria-Bertani) médium

LB Broth Miller 20 g/l (Amresco)
agar pro pevné médium 18 g/l (Sigma Aldrich)
deionizovana H,O

Antibiotika
ampicilin 100 pg/ml média (Sigma)
kanamycin 40 pg/ml média (Sigma)

3.1.2.3 Média pro kultivaci savéich bunéénych linii a pouzité protilatky

RPMI médium (Sigma Aldrich)

RPMI médium + 10% fetalni sérum (Gibco BRL®) + 1% ATB (Sigma Aldrich)
D-MEM médium (Sigma Aldrich)

D-MEM médium + 10% fetalni sérum (Gibco BRL®) + 1% ATB (Sigma Aldrich)
Uvedena média byla dodéavana z pfipravny médii UMG AV CR, Praha, CR.

3.1.3 Pouzité protilatky

9E10 : mysi monoklonalni protilatka proti zna&ce ,Myc”

12CAS5 : mysSi monoklonalniprotilatka proti hemaglutininové (HA) znaéce

DR6(IC) : krali¢i polyklonalni protilatka proti intracelularni ¢asti DR6

DR6(EC) : krali¢i polyklonalni protilatka proti N-koncovému peptidu (PharMingen)

DR6(4G7) : mysSi monoklonalni protilatka proti extracelularni ¢asti DR6

SNX3 : krali¢i polyklonalni protilatka proti SNX3

JNK : kréli¢i polyklonalni protilatka proti JNK

pJNK : krali¢i polyklondlni protilatka proti fosforylované JNK

GAM-Px : kozi protilatka proti mySimu Ig konjugovana s kifenovou peroxidasou
(Bio-Rad Laboratories)

GAR-Px : kozi protilatka proti krali¢imu Ig konjugovana s kienovou peroxidasou
(Bio-Rad Laboratories)
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3.2 Priprava rekombinantnich vektoru

3.2.1 Vektory pouzité pro pripravu rekombinantnich vektoru

3.2.1.1 Vektory pro expresi v S. cerevisiae

pGBKT?7 (Clontech)
= kanamycinova rezistence
= GAL4 DNA vazebna doména

T e i
pGBKT7 7 & ADHY - ‘ Hind lll

1606
= TRP1 - gen komplementujici 13kb we |
mutaci v histidinovém metabolismu \\i:: ey '
S. cerevisiae
- ,,c-Myc“ znacka a c-Myc epitope tag

pGADT7 (Clontech)
= ampicilinova rezistence
= GAL4 aktivaéni doména " pGADTI sl
= LEUZ2- gen komplementujici

mutaci v leucinovém metabolismu

S. cerevisiae

= HA“ (hemaglutininova) znagka > HAepope tag

3.2.1.2 Vektory pro expresi v E. coli

pBluescript Il SK (Stratagene)
= ampicilinova rezistence

= neni expresni vektor, pouziva se zejména pro sekvenovani

pPET28 (Novagen)
= kanamycinova rezistence

= sekvence koédujici His-Tag



3.2.1.3 Vektory pro expresi v savéich bunkach

pK-Myc

» kanamycinova rezistence
= N-koncova znacka ,myc”
= ¢teci ramec C1, C2, C3

= pfipraven v nasi laboratofi

pCMVFlag5 (Sigma Aldrich)

= ampicilinova rezistence
= C-koncova znacka “FLAG*

pGL3 basic (Promega)

= ampicilinova rezistence

= gen pro luciferasu (luc®)

3.2.2 Klonovani

Material a chemikalie:

prislusny vektor

inzert (Usek, ktery je vkladan do vektoru)

restrikEni endonukleasy (napf. Hindlll) (Fermentas)

pufr pro restrikéni endonukleasu 10x fedény (napf. R* pufr) (Fermentas)
deionizovana H.O

alkalicka fosfatasa CIAP (Fermentas)

0,5M EGTA (Sigma)

10% SDS (Merck)

1% agarosa (4 g agarosy (Amresco) rozvarené ve 400 ml 1xTAE (40mM Tris
(Sigma), 20mM kyselina octova (Lachema), 1mM EDTA, pH=8 (Sigma)),
vytemperované na 56°C, nakonec pfidano 20u EtBr (10 mg/ml, Sigma))

sada pro DNA elektroforézu (Serva)

vzorkovy pufr pro DNA elektroforézu (30% glycerol a 0,25% Orange G ve
vode)

standardy pro DNA elektroforézu (Fermentas)

souprava ZymoClean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) pro izolaci
fragmenti DNA z agarosového gelu, rozdélenych pomoci elektroforézy
T4-DNA ligasa (Fermentas)

10x ligacni pufr (Fermentas)
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Postup:

>

>

Pfipravili jsme reakeni smés:
DNA (vektor nebo inzert) 4ug
10x pufr 4ul
restrikéni endonukleasa(y) 0,8-1ul
H20 do finalniho objemu 40ul

a inkubovali ji 3-6 hodin pfi 37°C .
(Pro planovani pfipravy rekombinantnich vektorl bylo vyuzito programového
vybaveni od firmy DNAStar (zejména programu MapDraw a EditSeq).
Do reakéni smési s vektorem jsme pak pfidali 1pl alkalické fosfatasy CIAP a
inkubovali 30 min-1hod pfi 37°C. Defosforyla¢ni reakci jsme zastavili 4 pl
0,5M EGTA a 4 pl 10% SDS a 30 min inkubaci pfi 85°C.
Kreakéni smési (jak s vektorem, tak inzertem) jsme pfidali 8 pl 6x
vzorkového pufru pro DNA elektroforézu, nanesli na 1% agarosovy gel a
pfipojili ke zdroji napéti (100 V).
Po skonceni elektroforézy (cca. 1-3 hod) jsme skalpelem vyfizli pfislusné
fragmenty a provedli izolaci DNA z gelu dle navodu pfiloZzeného v soupravé
ZymoClean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research).

Pripravili jsme ligacni smés:
vektor 3ul
inzert nebo H>O (kontrola) 15 pl
10x liga¢ni pufr 2 ul
T4-DNA ligasa 0,8 ul
H20 do finalniho objemu 20 pl

inkubovali 1 hod pfi pokojoveé teploté a transformovali do bakterii
(viz 3.2.2.1).

3.2.2.1 Transformace bakterii

> Na ledu jsme smichali smés obsahujici DNA (1-5 ul) a 50 pl kompetentnich

bakterii Escherichia colikmene TOP-10 a inkubovali 30-60 min.

» Provedli jsme tepelny Sok (vodni lazen o teploté 42°C, 1 min), pfidali 1 ml LB

média a tfepali 30-60 min pfi 37°C.

> Smeési jsme vyseli na misky LB/agar o & 10cm (Corning Costa) s pfislusnym

antibotikem a inkubovali pies noc pfi 37°C (misky dnem vzh(ru).

33



3.2.2.2 Produkce a purifikace plazmidové DNA

> Bakterie Escherichia coli kmene TOP-10 transformované pfislusnou
plazmidovou DNA jsme kultivovali v LB médiu s pfisluny antibiotikem a
plazmidovou DNA nasledné izolovali jednou z nize uvedenych metod :

= Alkalickou lyzi (viz kapitoly 1.25-1.27)

= Minipreparaci s pouzitim soupravy Zippy Plasmid Miniprep Kit (Zymo
Research) pro ziskani mensiho mnozstvi DNA (napf. pro transformaci
kvasinek &i sekvenovani)

= Midipreparaci s pouzitim soupravy JET Star (Genomed) nebo
izopyknické centrifugace v CsCl (viz., kapitoly 1.42-1.50) pro ziskani
vétsiho mnozstvi DNA.

3.2.3 Pouzité rekombinantni vektory

3.2.3.1 Rekombinantni vektory pro expresi v S. carevisiae

pGBKT7-DR6(IC) (aminokyseliny 371-656, tj. cela intracelularni ¢ast)
* inzert amplifikovan metodou RT-PCR zcelkové RNA z Hela bunék za
pouziti primerd DR6-111U a DR6-1968L
* inzert Stépen restrikéni endonukleasou Bglll a subklonovan do restrikéniho
mista BamH|/ vektoru pGBKT7

pGBKT7-DR6(C-term) (aminokyseliny 528-655, tj. C-koncova ¢ast)
* inzert amplifikovan metodou RT-PCR zcelkové RNA z Hela bunék za
pouziti primerl DR6_1582U a DR6(3)
» inzert Stépen restrikéni endonukleasou Bglll a subklonovan do restrikéniho
mista BamH|I vektoru pGBKT7

pGBKT7-DR6(DD) (aminokyseliny 371-496, tj. doména smrti)
* inzert amplifikovan metodou RT-PCR zcelkové RNA z HelLa bunék za
pouziti primerd DR6-1111U a DR6-1488L
* inzert Stépen restrikénimi endonukleasami Bglll/Nsil a subklonovan do
restrikEnich mist BamHI/Pstl vektoru pGBKT7

pGBKT7-DR6(DD+LZ) (aminokyseliny 371-528, ti. doména smrti a doména
obsahujici motiv leucinového zipu)
* inzert amplifikovan metodou RT-PCR zcelkové RNA zHelLa bunék za
pouziti primerd DR6-1111U a DR6-1584L
* inzert Stépen restrikénimi endonukleasami Bglll/Nsil a subklonovan do
restrikEnich mist BamHI/Pstl vektoru pGBKT7

(Uvedené rekombinantni vektory byly pfipraveny Mgr. Martinem Klimou metodami
popsanymi v kapitole 3.2.2 a ovéfeny sekvenovanim).
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pGBKT7-p53
pGBKT7-lamin
pGADT7- T antigen

(Tyto rekombinantni vektory byly dodany jako souéast soupravy pro kvasinkovy
dvouhybridni systétm MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 3 (Clontech)).

cDNA knihovna z HeLa bunék zaklonovana do vektoru pGADT7 a piedtransfor-
movana do S.cerevisiae kmene Y187 (zakoupeno od firmy Clontech).

pGADT7-SNX3
» inzert vyStépen restrikénimi endonukleasami BamHI/EcoRl z vektoru pKMyc-
SNX3 a viozen do restrik&nich mist EcoRIl/BamHI vektoru pGADT7

3.2.3.2 Rekombinantni vektrory pro expresi v E. coli

pPET28-SNX3
» inzert vyStépen restrikCnimi endonukleasami Sacl/BamHI z vektoru pKMyc-
SNX3 a vlozen do restrikénich mist Sacl/Xhol vektoru pET28 (strana $tépena
Xhol zatupena T4-DNA polymerasou)

pPET28-CPNE7
= inzert vyStépen restrikénimi endonukleasami Hindlll/Xhol z vektoru pKMyc-
CPNE?7 a vlozen do restrikénich mist Hindlll/Xhol vektoru pET28b

3.2.3.3 Rekombinantni vektory pro expresi v savéich burikach

pFlag CMV-DR6 (aminokyseliny 1-655, tj. cely DR6)
* inzert vystépen restrikénimi endonukleasami Notl/Sall z vektoru pBSK-
DR6AStop a vlozen do restrik€nich mist Notl/Sall vektoru pCMV Flag 5a

pFlag CMV-DR6AIC (aminokyseliny 1-385, tj. extracelularni ¢ast a transmembra-
nova doména)
= inzert vyStépen restrikénimi endonukleasami Notl/BamHI| z vektoru pFlag
CMV-DR6 a vlozen do restrikénich mist Notl/BamHI vektoru pFlag-CMV-5b

pFlag CMV-DR6AC-term (aminkyseliny 1-533, tj. extracelularni ¢ast, transmem-
branova doména, DD a doména leucinového zipu)
» inzert vyStépen restrikéni endonukleasou EcoRI z vektoru pFlag CMV-DR6 a
vlozen do restrikéniho mista EcoRI vektoru pFlag-CMV-5b

(Uvedené rekombinantni vektory byly pfipraveny Mgr. Martinem Klimou metodami
popsanymi v kapitole 3.2.2 a ovéfeny sekvenovanim).
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pKMyc-SNX3
* inzert pfipraven metodou PCR z leukocytarni cDNA pomoci primeri SNX3_U
a SNX3_L, nastépen restrikénimi endonukleasami EcoRIl/BamH]| a vloZzen do
restrikEnich mist EcoRI/BamH| vektoru pKMyc-C2

PEGFP-SNX3
» inzert vyStépen restrikénimi endonukleasami EcoRl/BamH| z vektoru pKMyc-
SNX3 a vlozen do restrik€nich mist Bglll/BamHI| vektoru pEGFP-C2

pKMyc-CPNE7
* inzert pfipraven metodou PCR ze zakoupeného im.a.g.e. klonu pomoci
primerG CPNE7_U a CPNE7_L, nasStépen restrikénimi endonukleasami
Hindlll/Kpnl a viozen do restrikénich mist Hindlll/Kpnl vektoru pKMyc-C3

(VSechny produkty pfipravené metodou PCR byly sekvenovany.)

3.3 Kvasinkovy dvouhybridni systém

3.3.1 Zakladni princip GAL4 - kvasinkového dvouhybridniho
systému

Kvasinkovy dvouhybridni systém slouzi k nalezeni novych vazebnych partnert
zkoumaného proteinu &i ovéreni interakce dvou zvolenych proteinl. Je zalozen na
interakci dvou hybridnich proteinti, z nichz prvni zvany ,navnada“ (,bait“) je
fuzovany s GAL4 - vazebnou doménou (GAL4 DNA-BD) a druhy zvany ,kofist*
(»prey) je fuzovany s GAL4 - transaktivaéni doménou (GAL4 AD).

GAL4 DNA-BD doména se vaze na operatorové sekvence UAS (,upstream
activating sequence®) v promotorech selektivnich/reportérovych genl. Jako
selektivni a reportérové geny jsou v GAL4- kvasinkovém dvouhybridnim systému
pouzity geny His3, Ade2 a LacZ. K transkripci téchto selekénich/reportérovych gent
dojde pouze v pfipadé interakce mezi ,navnadou” a ,kofisti“ (viz Obr. 5). Po vysevu
na pevné selekéni médium SD neobsahujici histidin a adenin tedy vyrostou pouze ty

kvasinky, u nichz dochazi ke zminéné interakci.
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.navnada’ protein Obr. 5
(,bait”) knihovny
(.prey’) Schématicky popis
’ ' aktivace
reportérovych
GAL4 GAL4 genti
DNA-BD DNA-AD transkripce v dvouhybridnim
kvasinkovém
systému
UAS promotor reportérovy gen

3.3.2 Transformace plasmidui do S. cerevisiae

Material a chemikalie:

AH109 a Y187 kmeny Saccharomyces cerevisiae

YPDA nebo SD médium

SD/agar misky 0 @ 10cm (Corning Costar)

TE/LiAc (10 mM Tris.HCI; 1 mM EDTA; 0,1 M octan litny pH, 7,5 (Sigma))
PEG/LiAc (10 mM Tris.HCI; 1 mM EDTA; 0,1 M octan litny, pH 7,5; 40%
polyetylenglykol 3350 (Sigma))

100% DMSO (dimetylsulfoxid) (Sigma)

TE pufr (10mM Tris-HCI; 1mM EDTA; pH 7,5)

nosic¢ova ssDNA z lososich spermii (salmon sperm)

transformované plazmidy, napf. pPGBKT7-DR6(IC)

Postup:

Pro transformaci kvasinek Saccharomyces cerevisiae byl pouzit protokol uvedeny
v manualu Yeast Protocol Handbook (Clontech), str. 18-22.

» Do 1 mil prislusného SD nebo YPDA média jsme zaockovali 1-3 kolonie

kvasinkového kmene AH109 nebo Y187 a shluky bunék jsme resuspendo-
vali pomoci minimixeru (MS2 MINISHAKER (/KA)).

Obsah zkumavky jsme pfenesli do 50 ml pfislusného SD nebo YPDA média
a kultivovali za stalého trepani 16-18 hodin (tfepacka (Biotech), 30°C, 200
rpm) do Aeoo >1,5 ( méfena na pristroji BBOPHOTOMETER (Eppendorf)).

30 ml takto narostlé kultury jsme zaoc¢kovali do 300 ml prislusného média tak,
aby Agoo byla mezi 0,2 a 0,3.
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Kulturu jsme inkubovali za stalého tfepani 2-3 hodiny (30°C, 200 rpm) do Asgo
mezi 0,4 a 0,6 a poté centrifugovali (Centrifuge 5810 (Eppendorf), 20°C,
4000 rpm, 10 min).

Odstranili jsme supernatant a bunéény pelet jsme resuspendovali ve 100 ml
destilované vody.

Po dalsi centrifugaci (20°C, 4000 rpm, 10 min) a odstranéni supernatantu
jsme bunécény pelet resuspendovali v 1,5 ml roztoku Te/LiAc, €imz jsme
ziskali kompetentni buriky.

Ke smési 0,1 ug plazmidové DNA a 0,1 mg nosi¢ové ssDNA (kterou jsme
pred transformaci 10 min povafili) ve sterilni zkumavce jsme pfidali 0,1 ml
kompetentnich bunék.

Dale jsme pfidali 0,7 ml roztoku PEG/LiAc a smés po dobu 10 s promichavali
pomoci minimixeru.

Zkumavky jsme inkubovali za stalého tfepani po dobu 30 min (30°C,
200 rpm).

Ke smési jsme pfidali 70 pl 100% DMSO a promichali.

Po tepelném Soku (42°C, 15 min) jsme smés ochladili 1-2 min na ledu a
centrifugovali (Centrifuge 5415D (Eppendorf), 20°C, 14000 rpm, 5 s)
Odstranili jsme supernatant, pfidali 0,5 ml TE pufru a po promichani jsme
100 pl bunélné suspenze vyseli na pfislusné SD/agar médium a agaroveé

misky jsme nechali inkubovat 3-4 dny pfi 30°C do objeveni kolonii.

3.3.3 Vyhledavani proteinu interagujicich s intracelularni ¢asti

DR6

Material a chemikalie:

cDNA knihovhna zHelLa bunék, subklonovana do vektoru pGADT7
(klonovaci mista BamHI/EcoRl) a pretransformovana do kmene
Saccharomyces cerevisiae Y187 (Clontech)

Kvasinky kmene AH109 transformované vektorem pGBKT7-DR6(IC)

médium SD/-Trp

médium 2x YPDA/Kan (2x YPDA; 0,003% adenin-hemisulfat; 15 pg/mi
kanamycin)

misky se selektivnim médiem SD/agar/-Trp, SD/agar/-Leu, SD/agar/-Trp/-
Leu, SD/agar/-Trp/-Leu/-His, SD/agar/-Trp/-Leu/-His/-Ade

38



Postup:

>

Do 1 ml média SD/-Trp jsme zaockovali 1 kolonii kvasinkového kmene
AH109 transformovanou vektorem pGBKT7-DR6(IC) a shluky bunék jsme
resuspendovali vortexovanim.
Obsah zkumavky jsme pfenesli do 100 ml média SD/-Trp a kultivovali za
stalého tfepani 24 hodin (30°C, 200 rpm) do Aggo >1,0.
Bunky jsme centrifugovali (20°C, 4000 rpm, 10 min) a po odstranéni
supernatantu resuspendovali v 50 ml média 2x YPDA/Kan.
Ve vodni lazni o pokojové teploté jsem rozmrazili alikvot (cca 1 ml) kultury
kvasinkového kmene Y187 s pretransformovanou pfisludnou cDNA
knihovnou. 10 pl jsme odebrali pro pozdéjSi uréeni titru knihovny a zbytek
zkombinovali s kulturou kmene AH109.
Smés bunék raznych parovacich typl jsme inkubovali za mirného tfepani
(50 rpm) po dobu 24 hodin (30°C, 60 rpm) ve dvoulitrové Erlenmeyerové
barice, aby doslo k jejich parovani a vzniku diploid.
Parovaci smés jsme centrifugovali (20°C, 4000 rpm, 10 min) a po odstranéni
supernatantu 2x promyli 50 ml YPDA/Kan média. Pelet jsme nakonec
resuspendovali v 10 ml média 0,5x YPDA/Kan.
100 pl smési bunék fedéné v pomérech 1:10000, 1:1000, 1:100 a 1:10 jsme
rozetfeli na misky s médii SD/agar/Trp,SD/agar/-Leu a SD/agar/-Trp/-Leu,
abychom mohli spogitat u¢innost parovani.
Zbytek smési jsme rozetieli na padesat 150mm misek se selektivnim médiem
(200 ul smeési na misku). Pouzili jsme dve selektivni metody (viz Obr. 6) :
a) zparované kvasinky jsme vyseli nejdfive na misky SD/agar/-Trp/-Leu/-
His a inkubovali pfi 30°C 3-8 dni. Narostlé kolonie jsme pretieli na
misky se selektivnim médiem SD/agar/-Trp/-Leu/-His/-Ade a
inkubovali pfi 30°C dalSich 3-8 dni.
b) zparované kvasinky jsme vyseli pfimo na misky se selektivnim
médiem SD/agar/-Trp/-Leu/-His/-Ade a inkubovali pfi 30°C 8-21 dni

do objeveni kolonii.
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Obr. 6 Schématicky prehled hledani GAL4 AD klonu interagujicich

s intracelularni ¢asti DR6

Selekci pozitivnich klonli miZzeme provadét
= nejdfive na selektivnim médiu SD/agar/-His/-Leu/-Trp a nasledné& na
médiu SD/agar/-Ade/-His/-Leu/-Trp
= pfimo na selektivnim médiu SD/agar/-Ade/-His/-Leu/-Trp. V tomto
pfipadé dochazi k omezeni vyskytu ,faleSnych“ pozitiv, ale téz

k omezeni detekce slabé interagujicich proteina.
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3.3.4 1zolace plazmidové DNA z kvasinek Saccharomyces

cerevisiae

Material a chemikalie:

Saccharomyces cerevisiae transformované izolovanym plazmidem

TE-pufr (10mM Tris-HCI; 1mM EDTA; pH 7,5)

lyzaéni roztok (2% Triton X-100 (Sigma), 1% SDS, 100mM NaCl (Lachema),
10mM Tris-HCI, 1imM EDTA, pH 8,0)

= sklenéné kulicky (primeér 150 um)

» fenol/chloroform/isoamylalkoholova smeés (25:24:1)

= chloroform (Lachema)

= 3M octan amonny (Sigma)

* 100% a 70% ethanol (Merck)

Postup:

» Do 1 ml TE-pufru jsme prenesli jednu kvasinkovou kolonii pozitivni na expresi
reportérovych genu a resuspendovali pomoci minimixeru.

> Bunécnou suspenzi jsme centrifugovali (20°C, 13.000 rpm, 1 min) a odstranili
supernatant.

» K peleté jsem pfidali 200 ul lyza&niho roztoku, 200 p sklenénych kuliCek a
200 pl fenol/chloroform/isoamylalkoholové smési.

» Smés jsme roztfepavali na minimixeru pfi maximalni rychlosti po dobu 2
minut a poté centrifugovali (20°C, 13.000 rpm, 6 min).

» Vodni fazi jsme pfenesli do nové 1,5 ml zkumavky (Eppendorf), pfidali 200 pl
chloroformu, 20 sekund roztfepavali a poté opét centrifugovali (20°C,
13.000 rpm, 2 min).

» Vodni fazi (cca 150 ul ) jsme opét prenesli do nové 1,5 ml zkumavky a pfidali
k ni 150 pl TE-pufru, 8 ul 3M octanu amonného a 700 pl 100% ethanolu.

» Smés jsme inkubovali 3 min pfi pokojové teploté a poté centrifugovali (20°C,
13.000 rpm, 12 min).

» Po odstranéni supernatantu jsme pelet promyli 500 pl 70% ethanolu, opét
centrifugovali (20°C, 13.000 rpm, 1 min) a odstranili supernatant.

» Precipitovanou DNA jsme susili na vzduchu cca 15 min a poté

resuspendovali ve 20 ul TE-pufru.
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3.3.5 Transformace bakterii Escherichia coli kmene TOP10

pomoci elektroporace

Materidl a chemikalie:

bakterie kmene TOP10

LB médium

plazmidova DNA izolovana z kvasinek
vychlazena deionizovana H,O

elektroporacni kyvety a Multiporator (Eppendorf)
LB/agar/pfislusné antibiotikum

Postup:

>

Do 10 ml LB média s pfisluSnym antibiotikem jsme zaoCkovali jednu kolonii
bakterialniho kmene TOP10 a nechali tfepat pies noc (37°C, 220 rpm).

4 ml této kultury jsme pfenesli do 400ml LB média, rozdélili do dvou
jednolitrovych Erlenmeyerovych banék po 200 ml a nechali kultivovat 2-3
hodiny (37°C, 220 rpm) tak, aby byla Ageo mezi 0,5-0,7.

Dale jsme bakterialni kulturu ochladili na ledu a poté centrifugovali
(2°C, 4000 rpm, 15 min).

Po odstranéni supernatantu jsme spojili pelety z obou Erlenmeyerovych
banék, 2x promyli ve 200 ml vychlazené deionizované vody a nakonec peletu
resuspendovali ve 2,5 ml vychlazené destilované vody.

Z takto pfipravené smeési bakterii kompetentnich pro transformaci jsme
pipetovali po 100 pl do vychlazenych elektroporaénich kyvet, poté pfidavali
3 pl DNA a elektroporovali DNA do kompetentnich bunék (impulz 2500V,
5 ms).

Po provedeni elektroporace jsme vyjmuli kyvetu z elektroporatoru, ke smési
pridali 500 ml LB média, cely obsah kyvety pfenesli do 1,5 ml zkumavky a
tfepali 1 hodinu (37°C).

Nakonec jsme takto pfipravené bunééné smési centrifugovali
(20°C, 4000 rpm, 4 min), odsali pfebyte¢né LB médium, vyseli na pevné LB
selekéni médium s ampicilinem a nechali inkubovat pfes noc ve 37°C.

Z narostlych kolonii byla alkalickou metodou (viz [80]) izolovana plazmidova

DNA a analyzovana restrikénim Stépenim pomoci enzymd BamH| a EcoRl.
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3.3.6 Kotransformace kvasinek Saccharomyces cerevisiae
pomoci parovani

Material a chemikalie:

= 2x YPDA médium

* kmen S.cerevisiae AH109 (parovaci typ A) transformovany rekombinantnim
plazmidem pGBKT7

= kmen S.cerevisiae Y187 (parovaci typ a) transformovany rekombinantnim
plazmidem pGADT7

» SD/agar/-Trp/-Leu, SD/agar/-Trp/-Leu/-His/-Ade

Postup:

> 35ul 2x YPDA média, v némz byly resuspendovany kvasinky kmene AH109,
jsme smichali s 35 ul 2x YPDA média obsahujicim kvasinky kmene Y187 a
nechali kultivovat pfes noc (30°C, 60 rpm).

> Poté jsme vysévali po 20 pl této smési na SD/agar/-Trp/-Leu a kultivovali pfi
30°C.

> Narostlé kolonie jsme pienesli pomoci sterilniho filtraéniho papiru na
SD/agar/-Trp/-Leu/-His/-Ade a opét kultivovali pfi 30°C.

3.3.7 lzolace proteinu z kvasinek

Material a chemikalie:

* YPDA médium

= kvasinkové kmeny transformované pfislusnymi vektory (napf. pGBKT7-
DR6(IC))

= 2x redukujici vzorkovy pufr (100 mM Tris-HCI pH = 6,8, 20% glycerol
(Merck), 4% SDS, 0,02% bromfenolova modf (Lachema), 0,5% DTT (Sigma))

Postup:

» Do 1 ml YPDA média jsme zaocCkovali kvasinky a nechali tfepat pfes noc
(30°C, 200 rpm)

» Narostlou kvasinkovou kulturu jsme pfendali do 1,5 ml zkumavky a
centrifugovali (20°C, 10.000 rpm, 1 min)

» Po odstranéni supernatantu jsme peletu resuspendovali ve 40 pl 2x
redukujiciho pufru, denaturovali 5 min pfi 95°C, kratce ochladili na ledu, opét
centrifugovali (20°C, 13.200 rpm, 1 min) a takto pfipraveny kvasinkovy lyzat
analyzovali pomoci SDS-PAGE elektroforézy a Western pienosu (viz kapitola
3.4).
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3.3.8 Sekvenovani a identifikace GAL4-AD inzertu

Material a chemikalie:

= sekvenacni reakéni smés Big Dye terminator (Applied Biosystems)

» sekvenacni fedici roztok halfBD 5x koncentrovany (Applied Biosystems )

» denaturujici vzorkovy roztok HiDi-formamide (Applied Biosystems)

= templatova DNA (pGADT7 s cDNA inzerty)

= sekvenacni primer (5-TATTCGATGATGAAGATACCC-3")

= 75% a 100% ethanol (Merck)

= 3M octan sodny , pH 4,6 (Sigma)

= automaticky sekvenator ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied

Biosysteme )
Postup:

> Pripravili jsme nasledujici reakéni smés:
reakéni smés Big Dye 2 ul
fedici roztok halfBD 2 ul
templatova DNA 10 pl (1 pg)
sekvenacéni primer 0,3 pl (3,2 pmol)
deionizovana H20 do finalniho objemu 15 pl

» Na PCR cykléru jsme provedli 25 cykli nasledujici sekvenacni reakce:

denaturace 30 s pii 96°C
vazba primer( 30 s pii 50°C
polymerace 4 min pfi 60°C

> Ke kazdé sekvenacéni reakci jsme v 1,5 ml zkumavce pfidali 2 yl 3M octanu
sodného a 50 pl 100% ethanolu.

» Smeés jsme inkubovali 15 min pfi pokojové teploté a poté centrifugovali (20°C,
13.200 rpm, 20 min).

> Po odstranéni supernatantu jsme peletu promyli 250 pl 750% ethanolu, opét
centrifugovali (20°C, 13.200 rpm, 5 min), vysusili, rozpustili v 15 ul
denaturujiciho vzorkového roztoku a nechali analyzovat v automatickém
sekvenatoru (sekvenaéni servis MBU AV CR).

> Vysledné sekvence jsme editovali pomoci programu Chromas (Technely-
sium).

> Editované sekvence jsme porovnali se sekvencemi v databazi dostupné na

webové adrese http://www.ncbi.nim.nih.gov (National Institutes of Health /

National Library of Medicine / National Center for Biotechnology Information).
K prohlédavani byl pouzit program BlastN (Basic Local Alignment Search
Tool).
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3.4

Analyza proteini pomoci SDS polyakrylamidové
elektroforézy a Western prenosu

3.4.1 SDS polyakrylamidova elektroforéza

Elektroforeticka separace proteint v polyakrylamidovém gelu v denaturujicim

prostfedi SDS (SDS-PAGE) je metoda, pfi které dochazi k déleni proteini podle

jejich molekulové hmotnosti M,.

Material a chemikalie:

standardy pro SDS-PAGE (Bio-Rad Laboratories)

40% nebo 30% akrylamid (Serva)

1,5M Tris-HCI, pH 8,8 (Sigma)

0,5M Tris-HCI, pH 6,8 (Sigma )

10% SDS (dodecylsulfat sodny) (Merck)

10% APS ( peroxodisiran amonny) (Lachema)

deionizovana H.O

TEMED (N,N,N‘,N‘-tetraethylethylendiamin) (USB Corporation)

SDS elektrodovy pufr (250mM glycin (Sigma), 10mM Tris-HCI, 0,1% SDS, pH
8,3)

soucasti ,sendvice” tvofici formu gelu

pristroj pro SDS-PAGE Mighty Small Il (Hoefer Scientific Instruments)

Postup:
» Pripravili jsme :

12% separacni gel — 3ml 40% akrylamidu; 2,5 ml Tris-HCI (pH 8,8); 0,1 ml 10%
SDS; H20 do finalniho objemu 10 ml; 100 ul 10% APS; 5 pl TEMED. Polymerace

30 min.

zaostiovaci gel — 0,8 ml 40% akrylamidu; 2,5 ml Tris-HCI (pH 6,8); 0,1 ml 10%
SDS; H,0 do finalniho objemu 10 ml; 100 pl 10% APS; 10 pl TEMED. Polymerace
30 min.

> Nanesli jsme vzorky véetné standardd a na pfistroji Mighty Small Il provedli

standardni SDS-PAGE (20 min 80 V, poté 180 V).
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3.4.2 Pienos proteinti na nitrocelulézovou membranu

Material a chemikalie:

pufr pro pfenos na membranu (48 mM Tris.HCI, 39 mM glycin, 20% methanol
(Penta))

nitrocelulosova membrana PROTRAN (Schleicher&Schuel )

pfistroj pro pfenos na membranu Transblot (Amersham Bioscience)

filtracni papir Whatman

Postup:
» Proteiny rozdélené podle molekulové hmotnosti jsme z polyakrylamidového

gelu prenesli tak, ze jsme na pfristroj pro pfenos proteini poloZili nejprve
filtraCni papir (o velikosti 4,5 cm x 8 cm) navihéeny v pufru pro pifenos, na néj
navihéenou nitrocelulézovou membranu o téze velikosti, pak polyakrylami-
dovy gel a nakonec opét pufrem nasyceny filtraéni papir.

Uzavieli jsme pfistroj, pfipojili ke zdroji napéti a nechali 75 min pfenaset
proteiny z gelu na membranu (0,8 mA/cm? membrany, tj. 29 mA/membranu o
velikosti 4,5 cm x 8 cm).

3.4.3 Imunodetekce

Material a metody:

suSené odtu¢néné miéko ( NFM ) (Promil)

roztok PBS/TWEEN (0,05% Tween-20 (Sigma) v PBS (1,9 mM NaH,PO4
(Lachema), 8,1 mM Na_HPO,, 154 mM NacCl, pH=7,2))

roztok primarni protilatky (1% sus$ené odtu¢néné miéko; 500-1000x zifedéna
primarni protilatka; 0,1% azid sodny (Sigma); v PBS/TWEEN)

roztok sekundarni protilatky (1% sus$ené odtu¢néné mléko v PBS/TWEEN;
4000x zredena sekundarni protilatka GAM-Px (resp.GAR-Px) (Bio Rad) - kozi
polyklonalni protilatka proti Fc-Castem mysich (resp. krali€ich) imunoglobu-
linh konjugovana s kifenovou peroxidazou)

roztok ECL1 (2,5 mM luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-ftalazindion) ve 100
mM Tris.HCI, pH 8,8)

roztok ECL2 (5,4 mM H,O, (Calbiochem) ve 100mM Tris.HCI, pH 8,8)
rentgenovy film X-OMAT AS (Kodak)

Postup:
> Nitrocelulosova membrana s navazanymi proteiny byla :

= omytav PBS-T
= 1 hodinu promyvana v PBS-T + 5% NFM
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1 hodinu inkubovana v roztoku primarni protilatky

= 3x 10 min promyvana v PBS-T

* 1 hodinu inkubovana v roztoku sekundarni protilatky

» 3x promyvana v PBS-T

* 1 min inkubovana v 1 ml ECL roztoku (0,5 ml ECL1+0,5 ml ECL2)

» chemiluminiscence konjugovana s detekovanymi proteiny byla zachy-
cena na rentgenovy film X-OMAT AS. K vyvolani byl pouzit pfistroj
FOMEI Optimax (Fomei).

3.5 Ovéreni interakce mezi nalezenymi proteiny a
intracelularni ¢asti DR6 v savéich bunkach

3.5.1 Transfekce prisedlych sav€ich bunék s pouzitim
polyethyleniminu

Material a chemikalie:

sterilni 150 mM NaCl

plazmidova DNA

7,5 mM roztok polyethylenimin (PEI) (Sigma Aldrich)
bezsérové médium (napi. RPMI)

médium se sérem

savCi bunécéna linie (napf. HEK293)

Postup:
> Neékolik dni pfed transfekci jsme buriky rozdélili na 10mm Petriho misky nebo

6-jamkovou desti¢ku tak, aby byly v den transfekce z 90-95% konfluentni.

» Namichali jsme smés DNA + NaCl a PEI+NaCl (mnoZstvi viz Tab. 4) a
nechali stat 15 min.

> Poté jsme smeési smichali dohromady a nechali stat 10 min. Mezitim jsme
vymenili puvodni médium na burnkach za bezsérové.

> Napipetovali jsme smés DNA+PEI na buriky a lehce zamichali.

» Natransfekované bunky jsme inkubovali 3 hodiny pfi 37°C v CO, inkubatoru.

» Nakonec jsme vyménili bezsérové médium za médium se sérem a nechali
bunky inkubovat pfes noc pfi 37°C v CO, inkubatoru.
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objem média mnozstvi DNA/NaCl | mnozstvi PEI/NaCl
10mm Petriho miska | 10 ml 30pg/750pl 90ul/750pl
6-jamkova desticka | 1 ml 5ug/125ul 15u1/125pl

Tab. 4: Mnozstvi prisad v transfekénich smésich

3.5.2 Koimunoprecipitace

Koimunoprecipitace (viz Obr. 7) je metoda zaloZzena na izolaci proteinovych

komplext z bunéénych lyzatd pomoci sepharosovych kuli¢ek

protilatkami proti nékterému z proteini komplexu.

S navazanymi

Protilatka

\

Epitop

s‘b""

pro protilatku

%_

Omyti kulicek,
elektroforeticka
analyza

Buneécny lyzat

Obr. 7 Schéma koimunoprecipitace
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3.5.2.1 Navazovani protilatky na CNBr Sepharosu

Material a chemikalie:

CNBr aktivovana Sepharosa (Amersham Biosciences)

1mM HCI

navazovaci pufr (0,1M NaHCO3, pH 8,3 (Lachema), 0,5M NaCl)

protilatka (5-10mg)

glycin (Sigma)

PBS

pufry o pH 8 (0,1M Tris, 0,5M NaCl) a pH 4 (0,1M acetatovy pufr o pH 4,
0,5M NaCl)

Postup:
> 0,5 g CNBr aktivované Sepharosy vytemperované na pokojovou teplotu jsme

na frit¢ promyli 100ml 1mM HCI, pfenesli do 15 ml zkumavky (TPP),
resuspendovali ve 4,5 ml navazovaciho pufru a pfidali protilatku.

> Smés jsme lehce protiepavali 2 hodiny pfi pokojové teploté, poté pridali
0,5 mg glycinu a opét protiepavali 2 hodiny.

» Sepharosu s navazanou protilatkou jsme promyli na frité stfidaveé pufry o pH

8 a pH 4 a nakonec resuspendovali v PBS.

3.5.2.2 Koimunoprecipitace

Material a chemikalie:

» transfekovana lidska embryonaini bunééna linie HEK293 v 10mm Petriho
miskach

= vychlazeny PBS pufr

= Skrabka na buriky

= |yzaéni pufr (20mM Tris, pH 7,5; 100mM NaCl; 50mM NaF (Sigma); 10mM
EDTA; 10% glycerol; 1% detergent NP40 (Fluka AG) ; 1mM orthovanadat
sodny - inhibitor fosfataz; complete (1/25) - inhibitor proteaz)

» promyvaci pufr (20mM Tris, pH 7,5; 100mM NaCl; 50mM NaF; 10mM EDTA;
10% glycerol)

= Sepharosa s navazanou protilatkou

= 2x redukujici vzorkovy pufr (100 mM Tris.HCI, pH 6,8; 20% glycerol;
4% SDS; 0,02 % bromfenolova modr; 0,5% DTT)

Postup pro prisedlé buriky:

> Natransfekované burfky vmisce o0 & 10cm jsme po odstranéni média
promyli 10ml vychlazeného PBS, na ledu seSkrabali, resuspendovali v5 ml
PBS a centrifugovali (2°C, 800 rpm, 5 min).
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Bunécnou peletu jsme resuspendovali ve 220 ul lyza€niho pufru, inkubovali
30 min na ledu a centrifugovali (2°C, 13.200rpm, 30 min).

20 pl supernatantu jsme smichali s 20 pl 2x redukujiciho vzorkového pufru
(pro kontrolu - celkové bunééné lyzaty), 200 pl smichali s 20 pl
sepharosovych kuli¢ek promytych 3x v promyvacim pufru (2°C, 3000 rpm,
1 min) a nechali promichavat v chladové mistnosti 1 hodinu.

Sepharosu s navazanymi proteiny jsme 3x promyli promyvacim pufrem (2°C,
3000 rpm, 1 min), resuspendovali ve 40 ul 2x redukujiciho vzorkového pufru
a tiepali 15 min pfi 37°C.

Nakonec jsme vzorky Zfiltrovali pifes skelnou vatu umisténou ve 200 pl
Spi€kach , denaturovali vcetné celkovych bunécnych lyzata (95°C, 5 min) a
analyzovali pomoci SDS-PAGE a prenosu na nitrocelulosovou membranu.

3.5.3 Analyza exprimovanych proteinii pomoci imunocytoche-

mie

Podstatou této metody je vazba specifickych protilatek na proteiny

exprimované v buné&nych kulturach a jejich naslednd vizualizace pomoci

fluorescenéné znadené sekundarni protildtky za wvyuziti napf. konfokalniho

mikroskopu.

Material a chemikalie:

PBS pufr

transfekované savéi bunky kultivované na krycich sklickach (12 mm)

aceton (Penta)

methanol (Penta)

primarni protilatka (1-10 pg/ml, napf. aDR6(IC) 3ug/ml)

sekundarna protilatka (konjugovana s fluorescenénimi barvivy od Molecular
Probes, napf. GAR-Alexa 488 )

podlozni sklicko

roztok moviolu (6 g glycerolu; 2,4 g moviolu; 6 ml destilované vody; 12 mi
0,2M Tris.HCI, pH 8,5)

bezbarvy lak na nehty

konfokalni mikroskop (Leica)
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Postup:

>

Od transfekovanych bunék kultivovanych na krycich sklickach ve 24-jamkové
desti¢ce jsme odstranili médium a 3x jsme je promyli PBS.

Buriky byly fixovany nejprve 250 pl methanolu po dobu 10 min, poté
permeabilizovany 250 ul acetonu po dobu 5 s.

Dale jsme bunky 3x jsme promyli PBS a 30 min inkubovali v primarni
protilatce.

Opét jsme je 3x promyli PBS a 30 min inkubovali v nafedéné sekundarni
protilatce.

Nenavazanou sekundarni protilatku jsme odmyli (3x PBS) a pomoci pinzety
polozZili kryci skliCko na podlazni s 3,5 pl moviolu (obsahujicim DRAQ-5 —
fluorescenéni barveni jaderné DNA) burikami dolu.

Po zaschnuti moviolu jsme okraje skli¢ek potieli bezbarvym lakem a opét
nechali zaschnout.

Takto pfipravené vzorky jsme analyzovali pomoci konfokalniho mikroskopu a
poté uchovavali ve tmé pro pfipad dal$iho pouZziti.

3.6 Produkce a purifikace rekombinantniho proteinu His-

SNX3 denaturacni metodou

Tato metoda slouzi k izolaci a purifikaci fuznich proteint obsahujicich sekvenci

6xHis na nosici s kobaltnatym komplexem.

Material a chemikalie:

bakterie kmene BL-21 transformované plazmidem pET28-SNX3

médium LB/Kan

IPTG (isopropyl-B-D-thiogalaktosid, 100 mg/ml) (Serva)

afinitni nosi¢ BD TALON Superflow Resin (BD Clontech)

kolonka BD TALONSspin Columm (BD Clontech)

lyzaéni pufr (20mM Tris-HCI, pH 7,5; 100mM NaCl; 8M mocovina)

promyvaci pufr (20mM Tris-HCI, pH 7,5; 100mM NaCl; 8M mocovina
(Lachema); 2mM imidazol (Sigma))

eluéni pufr (20mM Tris-HCI, pH 7,5; 100mM NaCl; 8M mocovina; 100mM
imidazol)

dialyzaéni pufr (6M moc&ovina v PBS)

dialyzacni stievo
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Postup:

>

Do 20 ml média LB/Kan jsme zaockovali 1 kolonii bakterialniho kmene BL21
transformovaného plazmidem pET28-SNX3 a kultivovali za stalého tfepani
pfes noc (37°C, 200 rpm)

10 ml ztakto narostlé kultury jsme prenesli do 1 litru média LB/Kan,
kultivovali (37°C, 200 rpm) do Ags mezi 0,7 a 0,75, pfidali IPTG do finalni
koncetrace 0,3 mg/ml a kultivovali dal$i 4 hodiny (37°C, 200 rpm).

Bufky jsme centrifigovali (4°C, 4000 rpm, 15 min) a po odstranéni
supernatantu resuspendovali ve 40 ml lyza&niho pufru.

Lyzat jsme centrifigovali (Beckman ultracentrifuge, Rotor 70Ti, 4°C,
35.000 rpm, 45 min).

Supernatant (cca 40 ml) jsme pfidali k 800 ul TALONu pfedem promytého
v lyzaénim pufru a promichavali 30 min pfi pokojové teploté za pomalého
otaceni.

Smés jsme centrifugovali (20°C, 800 rpm, 5 min), promyli 3x 50 ml lyzaéniho
pufru, resuspendovali ve 3 ml promyvaciho pufru, nanesli na kolonku a opét
promyli 20 ml promyvaciho pufru.

Navazaveé proteiny jsme eluovali 4 ml eluéniho pufru a sbirali frakce po
200 pl.

Eluat jsme dialyzovali pfes noc proti 500 ml dialyza¢niho pufru.

Frakce jsme analyzovali pomoci SDS elektroforézy a purifikovany His-SNX3
byl zamraZzen v - 80°C a dale pouzit na imunizaci kraliku a pfipravu protilatek.

3.7 Analyza DR6 promotoru

3.7.1 Polymerasova retézova reakce pomoci DNA polymerasy

Phusion

Polymerazova fetézova reakce je metoda, ktera slouzi k syntéze definovaného

useku DNA in vitro. Pro reakci je nutné navrhnout specifické kratké oligonukleoti-

dové primery, které jsou komplementarni k 3" a 5° koncovym sekvencim useku,

ktery ma byt amplifikovan.
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Material a chemikalie:

= chromozomalni DNA pfipravena zbunécéné kultury HEK293 pomoci ZR
Genomic DNA Il Kitu (Zymo Research)

= 10mM smés dNTP (Pharmacia Biotech)

= 5x HF pufr (Finnzymes)

= polymerasa Phusion (Finnzymes)

= primery (viz Tab. 5)

= deionizovana voda

Postup:

> Pripravili jsme reakéni smés:
chromozomalni DNA z HEK293 50-500ng
5x HF pufr 10 ul
10mM dNTPs 1l
primery 0,3 ul ( kazdého)
polymerasa Phusion 0,5 pl
H20 do finalniho objemu 50 pl

» Na PCR cykléru jsme provedli 30 cykli nasledujici reakce:
pfeddenaturace 30s pfi 98°C
denaturace 15s pii 98°C
nasednuti primer( 30s pfi 55°C
syntéza DNA 60s pfi 72°C

nakonec jesté jeden cyklus pfi 72°C po dobu 5 minut a analyzu reakéni

smési na 1% agarosovém gelu.

"DR6_prom_U1933 | 5-CCGGAGCTCCTTAAAGGCATTCTTAAGCCA-3' | Sacl

DR6_prom_U3164 | 5'-AACACCAGGAATTCATGAAG-3’ EcoRl

DR6_prom_U3403 | 5'-CCGGAGCTCTCTTTAATACCTATGTAACTT-3’ Sacl

DR6_prom_U4243 | 5-CCGGAGCTCTTGGGGGAAGGGTGATTAAAA-3" | Sacl

DR6_prom_L3183 | 5-CTTCATGAATTCCTGGTGTT-3’ EcoRl

DR6_prom_L5548 | 5'-ATCGCTCGAGAAGCGCTCAC-3’ Xhol

Tab. 5: Primery pouzité pro amplifikaci riznych usekiit DR6 promotoru
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3.7.2 Luciferasové reportérové testy

Tato metoda je zalozena na expresi reportérového genu (v tomto pfipadé enzymu

luciferasy) v zavislosti na aktivaci pfisluSného promotoru a kvantifikaci této exprese

pomoci enzymatické reakce. Vyuziva se ji jak k mapovani aktivnich mist na

promotorech, tak i k analyze transaktiva¢nich vlastnosti zkoumanych transkripnich

faktord ¢i signdinich drah.

Material a chemikalie:

bunééna linie HEK293 transfekovana pfislusnym plazmidem (napf. pGL3
basic-DR6 promotor) a kontrolnim plastidem (pRLSV40 - slouzi jako kontrola
transfekce) ve 24-jamkové desti¢ce (Corning Costar)

vychlazeny PBS

5X PLB lyzaéni pufr (Promega)

Skrabka na buriky

Stop & Glo® Substrate 50x fedény Stop & Glo® Buffer (Promega) - substrat
pro rennilu (Promega)

Luciferase Assay Substrate fedény 1:1 s Luciferase Assay Buffer (Promega)
- substrat pro luciferasu

Luminometr .....(Berthold)

5 ml zkumavky ( 75x12mm ) (Sarstedt)

Postup:
> Transfekované bunky jsme promyli 1x vychlazenym PBS a poté na ledu

seSkrabali a resuspendovali ve 100 ul PLB pufru.

» Do 5-ml zkumavky jsme napipetovali vzdy 10 pl zlyzovanych bunék a 50 pl

prislusného substratu a zméili signal pomoci luminometru.

> Nejprve jsme proméfili vSechny vzorky se substratem pro luciferasu, poté se

substratem pro rennilu a vysledky vyhodnotili programem Microsoft Excel.
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4 Vysledky

4.1 ldentifikace proteinu interagujicich s intracelularni
casti DR6

4.1.1 Testy mutanti GAL4 DNA-BD — DR6(IC) fazniho proteinu

Plazmidem pGBKT7-DR6(IC) a jeho deleénimi mutanty (viz 3.2.3.1) byly
transformovany kvasinky Saccharomyces cerevisiae kmene AH109 (viz 3.2.2.1).
S takto transformovanymi kvasinkami jsme provedli nasledujici testy nezbytné pro
jejich pouziti v kvasinkovém dvouhybridnim systému a zjistili jsme, Ze :

e GAL4-BD - DR6(IC) fuzni proteiny jsou produkovany v kvasinkach S.
cerevisiae kmene AH109.

Z transformovanych kvasinek jsme proteiny izolovali zplsobem uvedenym
v kapitole 3.3.7 a analyzovali pomoci SDS-PAGE, pfenosu proteinu
z elektroforetického gelu na nitrocelulosovou membranu a imunodetekce
monoklonalni protilatkou proti ,myc” epitopu (viz 3.4). Jako kontrola byl pouZit
prazdny vektor pGBKT7 (viz Obr. 8).

1o — Obr. 8
90 =——
-,':' Exprese pGBKT7-
- DR6(IC) a jeho mutantu
50 —— S pGBKT7-DR6(DD),
—— pGBKT7-DR6(DD+LZ) a
. - . pGBKT7-DR6(C-term)
m v kvasinkovém kmeni
* . = , AH109 S. cerevisiae
30 — vy ‘ . (Pfislusné produkované
proteiny jsou v obrazku
oznadeny ¢ervenou
20— hvézdickou).
kDa ) . -

DR6(IC) DR6(DD) DR6(LZ+DD) DR6(C-term) pGBKT7?
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e GAL4 DNA-BD - DR6(IC) fuzni proteiny neaktivuji expresi

reportérovych gent v GAL4-Y2H.

Kmen AH109 S. cerevisiae, parovaciho typu MATa, transformovany mutanty
pGBKT7-DR6(IC) jsme parovali (viz 3.3.3) s kmenem Y187, parovaciho typu
MATaq, transformovanym vektory pGADT7 (kédujici GAL4 AD) a pGADT7-T
(kOdujici fuzni protein GAL4 AD — T antigen z SV40). Testovali jsme, zda po
parovani téchto kvasinek dojde k jejich ristu na minimalnim médiu SD/-Trp/-Leu/-
His/-Ade.

Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili interakci proteinu p53 s T antigenem z SV40
(pGBKT7-p53 a pGADT7-TAQ).

Zjistili jsme tedy, Ze GAL4 DNA-BD — DR6(IC) fuzni proteiny neaktivuji expresi
reportérovych genll His3 a Ade2 v GAL4 — kvasinkovém systému (viz Tab. 6).
Cela intracelularni ¢ast DR6 jiz byla v nasi laboratofi pro vyhledavani proteinu
pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému pouzita, u Zadného objeveného
proteinu interagujiciho s intracelularni &asti DR6 v kvasinkach vSak nebyla
prokazana interakce s DR6 v lidskych buikach ani pfipadna funkce této interakce.
Je mozné, ze dochazi ke Spatnému skladani mutantu GAL4 DNA-BD — DR6(IC),
pfipadné k jeho omezenému transportu do jadra kvdlli jeho velikosti. Pro dalSi
vyhledavani interagujicich proteint jsme tedy vybrali fizni protein GAL4 DNA-BD
— DR6(C-term). Ten jsme upiednostnili pfed mutanty obsahujicimi DD, jelikoz C-
koncova doména je obsazena vyluéné v DR6 (narozdil od DD obsaZené a dobie
prozkoumané u ostatnich ¢lenl skupiny receptord ,smrti) a jeji studium by mohlo
prispét k objeveni vyluénych vlastnosti DR6.

B 3
e g

GAL4 DNA-BD — DR6(IC) _ : :

GAL4 DNA-BD - DR6(C-term) - -

GAL4 DNA-BD — DR6(DD) - :

GAL4 DNA-BD — DR6(DD+L2) - -

GAL4 DNA-BD - p53 - +
Tab. 6: Rust kvasinek produkujicich uvedené fizni proteiny na selektivnim médiu
SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade.
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4.1.2 Vyhledavani proteinu interagujicich s intracelularni ¢asti
DR6 pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému

4.1.2.1 Vybér vhodné cDNA knihovny

Pro vyhledavani proteind interagujicich s intracelularni ¢asti DR6
v kvasinkovém dvouhybridnim systému jsme vybrali cDNA knihovnu z HeLa bunék
(HeLa bunky exprimuji DR6) [69]. Knihovha vnesena do vektoru pGADT7 byla
zakoupena od firmy Clontech a pfedtransformovana do S. cerevisiae kmene Y187
parovaciho typu MATa. Takto transformované kvasinky kmene Y187 jsme nechali
parovat s kvasinkami kmene AH109 parovaciho typu MATa transformované
vektorem pGBKT7-DR6(C-term) (viz 3.3.3).

4.1.2.2 Selekce pozitivnich klonu

Kultura po parovani (objem 10 ml) byla vyseta na 10 cm misky se selekénim
médiem SD/agar/-Trp, SD/agar/-Leu (100 pl, v fedéni 1:100), SD/agar/-Trp/-Leu
(100 pl, v fedéni 1:10, 1:100, 1:1000) a zbytek na 50 15cm misek s SD/agar/-Trp/-
Leu/-His/-Ade.

Kvasinkové kolonie po nékolikadenni kultivaci narostly jak na selekénim médiu
SD/agar/-Trp a SD/agar/-Leu (tim byla potvrzena pfitomnost obou plazmidd), tak
na SD/agar/-Trp/-Leu. Uginnost parovani byla 4,4% a bylo celkem otestovano
2,0x10° nezavislych klontl z této cDNA knihovny.

Na padesati 15cm miskach s SD/agar/-Trp/-Leu/-His/-Ade narostlo bé&hem
tfitydenni inkubace pfi 30°C 106 kvasinkovych kolonii (klond), s nimiz jsme
provadéli dalsi testy.

4.1.2.3 lzolace plazmidové DNA a jeji restrikéni analyza

Ze vSech pozitivnich kolonii jsme izolovali plazmidovou DNA (viz 3.3.4). Tu
jsme elektroporaci transformovali do bakterialniho kmene Escherichia coli TOP10
(viz 3.3.5) a transformované bakterie vyseli na selek&nim médium LB/agar/Amp,
které umoznilo rist pouze bakteriim transformovanym plazmidem pGADT7, nikoli
bakteriim nesoucim plazmid pGBKT?7.
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Z téchto bakterialnich kolonii jsme alkalickou lyzi (viz kapitoly 1.25-1.27)
izolovali plazmidovou DNA a nasledné ji analyzovali Stépenim restrik&nimi
endonukleasami EcoRl a BamHlI, které by mély vysStépit inzert — cDNA z pfislusné
knihovny. Restrikéni analyza, spojena s elektroforézou v agarosovém gelu,
ukazala, ze vétSina izolovanych vektorli nesla inzert délky minimalné 400 pard
bazi, coz povazujeme za dostate¢né, aby jimi byly kédovany fragmenty protein(,
jejichz interakci s ,baitovym“ proteinem studujeme pomoci kvasinkového

dvouhybridniho systému (viz Obr. 9).

kony § 6 8 21 24 34 35 41 47 51 63 67 94 97 98 99 101
b b e U Wb e = 0P W W — o e Y B WP ww

L 2 ]

< RNA

:zymy EcoRI a BamHI a nésledné rozdélena
,pomocn elektroforézy vi% agarézovém gelu (s pouzitim standardu Lambda od
- Fermentas). Uvedend élsla jSOU ‘ozna&enimi puvodnlch kvasmkovych klonu Z nichz
) byla DNA z:skéna . .

4.1.2.4 Odstranéni faleSnych pozitivit

Vybrané plazmidy byly zpétné transformovany do kvasinkového kmene AH109.
Takto transformované kvasinky byly parovany s kvasinkami kmene Y187
transformovanymi vektory :

= pGBKT7-DR6(C-term) - pro zpétnou kontrolu interakce
= pGBKT7-lamin - pro kontrolu faleSnych pozitivit
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Zparované kvasinky byly vysety na selektivni médium SD/agar/-Trp/-Leu/-His/-

Ade. Za pozitivni kolonie, tj. kolonie exprimujici neznamé GAL4 DNA-AD - fazni

proteiny v kvasinkach specificky interagujici s C-koncem intracelularni ¢asti DR6,

povazujeme ty, které rostou na tomto médiu po parovani s kvasinkami

transformovanymi vektorem pGBKT7-DR6(C-term) a které nerostou na tomto

meédiu po parovani s kvasinkami transformovanymi vektorem pGBKT7-lamin.
Takto jsme nakonec ziskali 54 pozitivnich klon(.

4.1.2.5 Identifikace neznamych proteinu interagujicich s DR6

Inzerty z izolovanych plazmid( byly sekvenovany a jejich sekvence porovnany
s databazi GenBank (cDNA a EST) pomoci programu BLAST (viz 3.3.8). Celkem
se podaifilo identifikovat 6 riznych protein( specificky interaguijicich s intracelularni
Casti DR6 v kvasinkovém dvouhybridnim systému (viz Tab. 7). Ostatni klony

obsahovaly bud’ nekédujici oblasti cDNA nebo mély cDNA v jiném ¢tecim ramci.

B ) % b,
Sorting nexin 3
(SNX3) cytoplazma 162 1-162 NM 003795
Coplne 7 cytoplazma 558 339 - 558 NM 153636
(CPNE7)

CHORDC1 jadro 332 151- 332 NM 012124
FIP1L1 jadro 594 43 -147 NM 030917
GTPbp cytoplazma 396 277 - 396 AF134478
CGI-107 cytoplazma 211 59 - 211 AF151865

Tab. 7: Prehled identifikovanych proteini interagujicich s DR6(C-term)

v kvasinkovém dvouhybridnim systému.
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4.1.3 Ovéreni interakce DR6(C-term) a nalezenych proteint

Kvasinkovy dvouhybridni systém byl dale vyuZit pro ovéfeni interakce mezi
DR6(IC) a nalezenymi 6 proteiny. Pro lokalizaci interakce jsme pouzili 3 mutanty
DR6(IC) zaklonované do vektoru pGBKT7 (3.2.3.1). Tyto plazmidy jsme
natransformovali do kvasinkového kmene AH109 parovaciho typu MATa (jejich
exprese ovérena v kapitole 4.1.1, viz Obr. 8).

Plazmidy izolované z pozitivnich kolonii jsme natransformovali do kvasinkového
kmene Y187 parovaciho typu MATa a ovéfili jejich expresi pomoci SDS-PAGE,
prenosu proteint z elektroforetického gelu na nitrocelulosovou membranu a
imunodetekce monoklonalni protilatkou proti ,HA“ epitopu (viz Obr. 10).

Po ovéreni exprese jsme testovali, zda po parovani téchto kvasinek dojde
k jejich ristu na minimalnim médiu SD/agar/-Trp/-Leu/-His/-Ade (viz Obr. 11).

Jako pozitivni kontrolu jsme pouZili interakci proteinu p53 s T antigenem
z SV40.
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Zjistili jsme, Ze (viz Obr. 11):
e vsech 6 nalezenych proteinii v kvasinkach specificky interaguje s C-
koncovou ¢asti intracelularni ¢asti DR6 (aminokyseliny 529- 656)
e Pouze SNX3 a CHORDC1 interaguji v kvasinkach specificky s celou
intracelularni ¢asti DR6 (aminokyseliny 371- 656)

B - . . . . . DRS(IC)

........ DR6(DD)

. . . . . . ORE(DDeLZ)
2l ] (9 - . DR6(C-term)

o O o o O °

m
z2 © 4 v I =
><-.-sz3§2
w g g m B - ©
N ° Y 9 - 4
o0 ~
-
Obr. 11

Mapovani interakce mezi nalezenymi proteiny a intracelularni ¢asti DR6
(vSech 6 nalezenych proteintl specificky interaguje s C-koncovou ¢asti DR6 — v obrazku
oznagenou modrou barvou, &ervenou barvou jsou ozna&eny proteiny vybrané pro dalsi
analyzu).

Pro dalSi analyzy jsme vybrali proteiny SNX3 a CPNE7. SNX3 je ¢lenem rodiny
tzv. sorting nexinu, které interaguji s mnoha rGiznymi receptory a hraji roli v jejich
recyklaci. Doposud nebyl objeven zadny protein interagujici se SNX3. Rozhodli
jsme se tedy prozkoumat, zda SNX3 nehraje roli v recyklaci DR6. CPNE7 je

¢lenem rodiny tzv. copind, jejichz jeden ¢len (CPNE1) je znam jako mozZny
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regulator signalizace z TNFR1. Proto jsme se rozhodli ovéfit moZnou roli proteinu
CPNE? v signalizaci z DR6.

4.2 Charakterizace interakce DR6 s SNX3

Sorting nexin 3 (162 aminokyselin), ¢len rodiny proteini SNX (Sorting nexin)
[79, 80], je pfitomny vendozomech a pravdépodobné& se u€astni recyklace
membranovych proteint. Obsahuje tzv. PX (,phox") homologni doménu, diky které
interaguje s fosfatidylinositol-3-fosfatem. Nadprodukce SNX3 pozméruje morfolo-

gii endozom a zabrariuje transportu do lysozomu [81].

4.2.1 Ovéreni interakce mezi intracelularni ¢asti DR6 a SNX3
v savéich bunnkach pomoci koexprese a koimunoprecipi-
tace

Interakce dvou proteinl v kvasinkovém dvouhybridnim systému jesté
neznamena, ze spolu interaguji i za pfirozenych podminek v sav€ich burikach.
Pro potvrzeni interakce s DR6 byl tedy SNX3 spoleéné s nim nadprodukovan
v savéi bunééné linii HEK293FT (viz 3.5.1) a koimunoprecipitovan (viz 3.5.2).
K nadprodukci SNX3 byly pouzity rekombinantni vektory pKMyc-SNX3,
k nadprodukci DR6 pFlag CMV-DR6 a také pFlag CMV-DR6AIC a pFlag CMV-
DR6AC-term pro ovéreni specifity jejich interakce (viz 3.2.3.3). Exprese proteinl
ze vSech vySe uvedenych expresnich vektorl byla nejprve potvrzena pomoci
tranzientni transfekce HEK293FT. Ztéchto bunék byly den po transfekci
pfipraveny bunécéné lyzaty (viz 3.5.2.2) a exprese proteinu v nich byla analyzovana
pomoci Western pfenosu a imunodetekce produkovanych proteini protilatkami
proti ,myc" epitopu a proti intracelularni ¢asti DR6 (data neukazana).

Po ovéreni exprese jsme uvedené proteiny nadprodukovali v riznych kombina-
cich a koimunoprecipitovali je pomoci specifickych protilatek navazanych na
Sepharose (viz Obr. 12). Z obrazku je patrné, ze spolu Ize koimunoprecipitovat
SNX3 a DR6, a to jak pomoci anti-DR6, tak i anti-Myc (SNX3) protilatek. Oba
spolu tedy v burikach HEK293FT vytvafeji interakéni komplex. Naproti tomu DR6

mutant neobsahujici C-koncovou €ast intracelularni domény DR6 s SNX3 ne-
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koprecipitoval. Je tedy zfejmé, ze C-koncova ¢ast intracelularni domény DR6 je jak
v kvasinkach, tak v HEK burkach zodpovédna za interakci DR6 se SNX3.

lyzaty koimunoprecipitace
(A)
10 =— | BN — « ORs
90 == || .#d <— B DR6
50 m—
35 s
B
30 m— '|¢— myc-SNX3
kDa
DRE(IC)  + . - + + - - +
DR6AC-term - + - - - + - -
DRGA‘C - - + - - - + -
myc-SNX3 + + + - + + + -

zddnlivych
kDa (na
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4.2.2 Analyza bunécéné kolokalizace DR6 a SNX3 pomoci
konfokalni mikroskopie

Vedle ovéreni vzajemné interakce DR6 a SNX3 jsme pomoci konfokalni
mikroskopie (viz 3.5.3) také analyzovali jejich vzajemnou bunéc¢nou kolokalizaci.
MDCK buriky jsme transfekovali vektory pKMyc-SNX3 a pFlag CMV-DR6 a
exprimované proteiny po fixaci (viz 3.5.3) inkubovali nejprve v roztoku primarni
protilatky proti ,myc* epitopu (resp. proti intracelularni ¢asti DR6) a poté
v sekundarni protilatce GAM konjugované s fluorochromem Alexa488 (resp. GAR
konjugované s fluorochromem Alexa594). Takto obarvené proteiny jsme
vizualizovali pomoci konfokalniho mikroskopu (u fluorochromu Alexa488 se
excitaéni maximum nachazi v oblasti vinové délky 488 nm — zelena barva, u
fluorochromu Alexa594 se excita¢ni maximum nachazi v oblasti vinové délky 594
nm — &ervena barva). Drag5 oznacduje bunééna jadra.

Z Obr. 13 je patrné, Ze nadprodukce DR6 a SNX3 vede k jejich kolokalizaci
ve vezikularnich strukturach podobnych endozomuim - viz Sipky.

DR6 SNX3 Draq5 prekryv
DR6
a
SNX3
B .
o .

Obr. 13 Bunécna kolokalizace DR6 a SNX3
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4.2.3 Priprava a charakterizace protilatek proti SNX3

4.2.3.1 Produkce a purifikace rekombinantniho HisSNX3

Bakterialni kmen BL-21 jsme transformovali expresnim plazmidem pET28-
SNX3 (viz 3.2.3.2). Rekombinantni protein HisSNX3 jsme po nadprodukci v tomto
kmenu vydistili afinitni chromatografii na koloné TALON (viz 3.6) a jeho Cistotu
oveéfili pomoci SDS-PAGE a barvenim gelu Coommassie Blue (viz Obr. 14).

HisSNX3 byl pouzit pro imunizaci kralik( (pfiprava polyklonalnich protilatek).

110 —
90 —

50 —

35—

— ONG®N® -

20 — | L

0 |~ Byt A~
1 2 3 4 5 6 7

8 9 10

Obr. 14

Jednotlivé frakce po eluci HisSNX3, analyzované SDS elektro-
forézou na 12% polyakrylamidovém gelu a barvené
Coommassie Blue.

(Protein HisSNX3 piedstavuji prouzky o velikosti 30 kDa, prouzky o veli-
kosti 20 kDa jsou ziejmé degradaéni produkty tohoto proteinu).
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4.2.3.2 Priprava a charakterizace krali¢i polyklonalni protilatky rozpoznava-
jici SNX3

Pro ziskani polyklonalnich anti-SNX3 protilatek jsme purifikovanym rekombi-
nantnim proteinem HisSNX3 (viz 4.2.3.1) nechali imunizovat laboratorni kraliky.
Reaktivitu ziskaného krali¢iho antiséra jsme ovéfili pomoci SDS-PAGE, prenosu
proteinu z elektroforetického gelu na nitrocelulosovou membranu a imunodetekce
na lyzatech pfipravenych z bunééné linie HEK293 transfekované rekombinantnimi
vektory pKMyc-SNX3, pEGFP-SNX3 (viz 3.2.3.3). Proteiny z bunék lyzovanych
v redukujicim vzorkovém pufru jsme rozdélili na 12% polyakrylamidovém gelu a po
pfeneseni na nitrocelulosovou membranu jsme je barvili anti-SNX3 krali¢im sérem
redénym 1:1000 (viz Obr. 15).

Podafilo se nam detekovat vSechny proteiny, jez mély byt pripravenou
protilatkou obarveny a tim jsme ovéili jeji reaktivitu i specifitu.

Obr. 15
10— Ovéreni reaktivity
90 — T p— - polykionalni protilatky proti

SNX3 na lyzatech 1-3

A
50 ;-& pripravenych z bunééné linie

HEK293:
1 — netransfekované buriky

35 = 2 - transfekci vektorem pKMyc-
A
3 SNX3

30 — o

3 —transfekci vektorem
pEGFP-SNX3

kDa

66



4.3 Charakterizace DR6 s Copine 7 (CPNE7)

Copine-7 patfi do rodiny cytoplazmatickych proteind, jez maiji své orthology
napi. v Arabidopsis, Paramecium, Dictyostelium, Caenorhabditis, ale nemaji je
v Saccharomyces nebo Drosophila. U ¢lovéka bylo nalezeno nejméné 8 ¢lent
z této rodiny. Jejich spole¢nou viastnosti je vapnikem indukovana vazba fosfolipidU
[82].

Obsahuji dvé C2 domény v N-koncové ¢&asti a jednu A doménu v C-koncové
gasti (viz Obr. 16). C2 domény obsahuji Ca®*-vazebny motiv vyskytujici se ve
fosfolipasach nebo protein-kinasach C. Funkce domény A nebyla doposud uréena.
U CPNE1 bylo zjisténo, Ze by mohl byt moZnym regulatorem signalizace
z receptoru TNFR1 [83].

N2(_ (€ ) (@ ) (___ A(copine) ) ) COOH

Obr. 16 Struktura &lent rodiny CPNE

4.3.1 Ovéreni interakce mezi intracelularni ¢asti DR6 a CPNE7
v savCich burikach pomoci koexprese a koimunoprecipi-
tace

Pro potvrzeni interakce s DR6 byl CPNE7 spoleéné s nim nadprodukovan
v savéi bunécné linii HEK293FT (viz 3.5.1) a koimunoprecipitovan (viz 3.5.2).
K nadprodukci uvedenych proteint byly pouzity rekombinantni vektory pKMyc-
CPNE7, pFlag CMV-DR6, pFlag CMV-DR6AIC a pFlag CMV-DR6AC-term
(viz 3.2.3.3), jejichz exprese byla nejprve pfedem ovérena (viz 4.2.1).

Po ovéfeni exprese byly uvedené proteiny vriznych kombinacich
nadprodukovany a pomoci specifickych protilatek navazanych na sepharosovych
kulickach koimunoprecipitovany. Z Obr. 17 je patrné, Ze CPNE7 lze specificky
koimunoprecipitovat s C-koncovou ¢asti DR6, ale pouze za pouziti protilatky
proti ,myc“ epitopu. Pfi pouziti protilatky proti extracelularni Casti DRG6
koimunoprecipituie CPNE7 kromé& DR6 také sjeho dele€nimi mutanty
postradajicimi C-koncovou doménu nebo dokonce i celou intracelularni ¢ast. Tato

67



.Krosreaktivita® maze byt zpusobena nespecifickou vazbou proteinu CPNE7 na
Sepharosu s navazanou monoklonalni protilatkou proti extracelularni ¢asti DR6.

A) lyzaty koimunoprecipitace
110 cm— o < a DR6
) — o <— B DR6

€— myc-CPNE7

DR6(IC)
DR6AC-term
DR6AIC
myc-CPNE7
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[

yzaty » ,nsfekovanych vektory pFIag CMV-DRG pFIag CMV-
DRe6AIC, pFIag CMV-DR6AC term a pKMyc-CPNE7 v uvedenych kombinacich byly
mkubovany se. Sepharosou s navazanou protilatkou proti ,myc®. epltopu Zachycene
DS PAGE na 8% gelu,' ‘

: P y. Dyly analyzovany
pi‘enosu a lmunodetekcf protllétkou protl ,,myc“ epltopu)
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4.3.2 Regulacni role CPNE?7 v signalizaci z receptoru DR6

Jelikoz se jeden z¢lend rodiny CPNE pravdépodobné ucastni regulace
signalizace z receptoru TNFR1, rozhodli jsme se ové&ifit, zda i CPNE7 nehraje
ur€itou roli v regulaci signalizace z receptoru DR6. V bunécné linii HEK293 jsme
nadprodukovali DR6 a CPNE7 za pouziti rekombinantnich vektord pFlag CMV-
DR6 a pKMyc-CPNE7, (viz 3.5.1). Den po transfekci jsme analyzovali expresi
proteind pomoci SDS-PAGE a Western prenosu spojeného s imunodetekci
analyzovanych proteinQ protilatkami proti ,myc* epitopu, intracelularni ¢asti DR6 a
proti JNK (viz Obr. 18).

Z obrazku 18 (C) je patrné, Zze po nadprodukci DR6 v bunkach HEK293 dochazi
k aktivaci stresové kinasy JNK. Jakmile vSak spole¢né s DR6 nadprodukujeme i
CPNE?7 tak k aktivaci JNK jiz nedochazi, coz znamend, ze CPNE7 je moznym
regulatorem JNK zprostredkované signalizace z receptoru DR6.

DRE - - + #
CPNET - + - +
(A) _torem a vace . stresové
DR6 p110 > ;j_'kmasy JNK pO nadpro-
detekce protilitkou vzduci DRG ﬁ,.{ .
DR6 p30 — proti DRE(IC) o : |
, Analyza protemu expnmo- o
®) "vanych v ruznych kombnna— :
CPNE7] —» detekce protllitkou gf'CfCh munodetekcn
proti “Myc” .
(C) —
p-JNK p84 — ¥ ﬁ detekce protilitkou
p-JNK p45 — e : proti p-JNK
R
(D) v = T =
INKpS4 — | amm o, smmmm, s | dotolce protilitkou A
INK pd§ > | oom— p— g— a— proti JNK nefosfory vané JNK
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4.4 Analyza DR6 promotoru

K analyze DR6 promotoru nas vedlo zjisténi, Ze exprese proteinu DR6 maze byt

v nékterych bunéénych liniich indukovana ligandem TNFa pies aktivaci
transkripénich faktord rodiny NF-kB nebo proteinem Wnt3A pres aktivaci
transkripénich faktora rodiny TCF/Lef [72]. Nejprve jsme tedy pomoci programu

Matinspector (www.genomatix.de) zjistili pocet, polohu a sekvenci jednotlivych

DNA vazebnych mist téchto faktor( v oblasti DR6 promotoru (viz Tab. 8,9).

Na zakladé této informace jsme pfipravili 3 deleéni mutanty DR6 promotoru
(viz 4.5.1) tak, abychom po indukci TNFa (resp. Wnt3a) specifikovali vazebna
mista pro NF-kB (resp. TCF), pfes ktera dochazi k vazbé téchto faktori a

nasledné indukci exprese DR6 (viz Obr. 19).

NFkB mista DNA aminokyseliny sekvence
vidkno

1 - -3317 az -3305 caGGGAtttaccc

2 - -3202 az -3190 ttgGGGAgaccct

3 + -3184 az -3172 ctGGCAttttcct

4 + -1035 az -1023 gtttggatTTCCt

5 + -817 az -805 ccaggtgaTTCCa

Tab. 8: Piehled vazebnych mist pro NFkB v oblasti DR6 promotoru

TCF mista | DNA vilakno | aminokyseliny sekvence

1 + -2444 az -2428 ttcaattCAAAgtaata

2 + -2263 az -2247 gaagtttCAAAgtggtc

3 - -1824 az -1808 tgaaattCAAAggagtt

4 + -1679 az -1663 aaagaatCAAAggacaa
5 + -1550 az -1534 atgggacCAAAggagcc
6 + -1372 az -1356 ggtgaaaCAAAgaaaag
7 + -803 az -787 agggcagCAAAgtttga
8 + -468 az -452 gacatcaCAAAgggccg
9 - -322 az -306 gagagagCAAAggaacg

Tab. 9: Pfehled vazebnych mist pro TCF v oblasti DR6 promotoru
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D MM (NN () [4=) (¢ > mutant 2 (2040 bp)
%) TCF vazebna mista
T NFxB vazebna mista NOICIE] (M) ( he ) mutant1(1200 bp)

Obr. 19 Piehled mutanti DR6 promotoru a vazebnych mist pro transkrip&ni

faktory NFkB a TCF.

4.4.1 PCR amplifikace fragmentii DR6 promotoru a priprava

luciferasovych reportérovych konstruktu

Nejprve jsme pfipravili chromozomalni DNA z bunécéné linie HEK293 pomoci

ZR Genomic DNA Il Kitu. Metodou PCR a pomoci navrzenych primeru (viz 3.7.1)

jsme amplifikovali nasledujici fragmenty DR6 promotoru :

fragment 1 (velikost 1200 bp)
primery DR6_prom_U4243 a DR6_prom_L5548

fragment 2 (velikost 2040 bp)
primery DR6_prom_U3403 a DR6_prom_L5548

fragment 3 (velikost 3510 bp)

tento fragment nesel amplifikovat (pravdépodobné kvdli své délce), proto
jsme pripravili fragment o velikosti 2400 bp pomoci primerl
DR6_prom_U3164 a DR6_prom_1 5548, poté fragment o velikosti 1110 bp
pomoci primerd DR6_prom_U1933 a DR6_prom_L3183 a nasledné tyto
dva fragmenty spojili metodou linking PCR* pomoci primert
DR6_prom_U1933 a DR6_prom_15548.

Takto amplifikované fragmenty DR6 promotoru jsme nastépili restrikEnimi

endonukleasami Sacl/Xhol, viozili do restrikénich mist vektoru pBSK (viz 3.2.2) a

sekvenovali (viz 3.3.8).

Po ovéreni sekvence jsme jednotlivé fragmenty vystépili opét restrikEnimi

endonukleasami Sacl/Xhol a viozili je do restrikénich mist Sacl/Xhol reportérového

vektoru pGL3 basic.
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4.4.2 Analyza aktivit jednotlivych mutanti DR6 promotoru po
stimulaci TNF a Wnt3a

Takto pfipravenymi mutanty DR6 promotoru (viz 4.5.1) a kontrolnim plazmidem
(renilla, kontrola transfekce) jsme transfekovali buné€nou linii HEK293 (viz 3.5.1).
Den po transfekci jsme buriky stimulovali TNFa (20ng/ml) a Wnt3a (3x nafedény
supernatant Wnt3a produkujicich bunék) a nechali opét inkubovat do druhého dne.
Poté jsme z bunék pfipravili lyzaty (viz 3.7.2) a pomoci luminometru méfily aktivitu
luciferas (jak firefly* tak kontrolni renilla luciferasy). Aktivita luciferasy byla
normalizovana na ucinnost transfekce (tj. k aktivité kontrolni renilla luciferasy) a
vynesena do grafu (viz Obr. 20).

Z Obr. 20 je zfejmé, ze pro expresi DR6 jsou dllezita NFkB vazebna mista a
TCF mista nachazejici se v mutantu DR6 promotoru o velikosti 1200 bp.

Analyza promotoru DR6 bude dale provedena na raznych bunéénych linii a po
nalezeni vhodného NFkB (resp. TCF) mista bude provedena jeho mutace a
analyzovan efekt této mutace na TNFa (resp.Wnt3a) odpovéd, ale tyto
experimenty jiz nebudou soucasti této prace.
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Obr. 20

Grafické znazornéni aktivit jednotlivych mutanti DR6 promotoru po
stimulaci TNFa a Wnt3A.

Bunécéné lyzaty pfipravené z bunék transfekovanych mutanty DR6 promotoru
a kontrolnim plazmidem (renilla) a den po transfekci stimulovanych TNFa,
Wnt3A nebo nestimulovanych jsme pouZili k méfeni aktivity luciferas pomoci
luminometru. Aktivita luciferasy byla normalizovana na Gé&innost transfekce
(tj. k aktivité kontrolni renilla luciferasy).




5 Diskuse

Receptory z rodiny TNFR maji zasadni vyznam v regulaci buné&né zprostied-
kované imunitni odpoveédi, v regulaci zanétlivé odpovédi a zprostiedkovavaji fadu
biologickych funkci, jakymi jsou bunééna proliferace, diferenciace a apoptéza. Tato
rodina membranovych receptoru je charakterizovana pritomnosti dvou nebo vice
domén bohatych na cystein ve své extracelularni ¢asti. Po navazani pfislusnych
ligand( spoustéji rizné signalizacni drahy vedouci napf. k aktivaci kaspas, tran-
skrip&niho faktoru NFkB nebo stresovych kinas z rodiny JNK & MAP kinas.

Osm ¢lenu této rodiny tvofi samostatnou skupinu nazyvanou receptory ,smrti*
podle domény ,smrti“ v jejich intracelularni Casti, kterd umozriuje interakci s ruz-
nymi adaptorovymi proteiny. Funkce téchto proteini spociva ve zprostredkovani
interakce receptorl s jinymi signalizaénimi molekulami a nasledné pak v zavislosti
na ,pfipravenosti“ a typu bunky aktivaci vyde zminénych biologickych odpvédi
(proliferace, diferenciace, apoptdza).

Poslednim objevenym ¢lenem této rodiny je receptor ,smrti“ 6 (DR6). Ligand
DR6 nebyl doposud objeven. Podle publikovanych udaji neinteraguje s zadnymi
znamymi vazebnymi partnery ostatnich receptortl ,smrti“ kromé slabé interakce
s adaptorovym proteinem TRADD [71]. Nadprodukce DR6 v HelLa burikach vede
ke zvy$ené apoptdéze, nadprodukce DR6 v buiikdch HEK293 zplsobuje aktivaci
NFkB a JNK [71] .

Charakterizace DR6-deficientnich myS$i ukazala, ze DR6 pravdépodobné hraje
vyznamnou roli v proliferaci a diferenciaci jak T-lymfocytl, tak B-lymfocytt [76, 77].
Jelikoz prenos T-lymfocytl z darcovské DR6-deficientni mysSi do alogenniho pfi-
jemce zpusobuje rychlejsi nastup reakce Stépu proti hostiteli, pfedpokliada se, ze
by identifikace a vyuziti ligandu DR6 nebo agonistickych protilatek proti extracelu-
larni ¢asti DR6 mohlo vést k vyvoji terapeutickych prostfedkd proti T-lymfocyty &i
B-lymfocyty zprostfedkovanym onemocnénim, jako je akutni reakce Stépu proti
hostiteli.

Vzhledem k vyznamu DR6 pfi regulaci imunitni odpovédi je (kromé identifikace
ligandu) nesporné dulezité i charakterizovat signalizaci indukovanou aktivovanym
DR6. Jednim z pfistupl je vyhledavani a charakterizace proteini interagujicich
s jeho intracelularni ¢asti. K tomuto vyhledavani jsme pouzili kvasinkovy dvouhyb-
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ridni systém a DR6 interagujici proteiny jsme vyhledavali v cDNA knihovné z Hela
bunék, a to zejména kvuli vyrazné zvySené expresi DR6 v této bunécné linii [71].
Podafilo se nam identifikovat celkem 6 rlznych proteini- SNX3, CPNE?7,
CHORDCH1, FIP1L1, GTPbp, CGI-107, interagujicich v kvasinkach S. cerevisiae
specificky s C-koncovou doménou DR6. V ramci této diplomové prace jsme pak
podrobnéji charakterizovali dva z nich — Sorting Nexin 3 (SNX3) a Copine 7
(CPNE?).

SNX3 je soucasti endozom( a pravdépodobné se uéastni recyklace membra-
novych proteint [81]. CPNE7 ovliviiuje aktivaci JNK1 z TNFR1 receptoru [83] a
tedy by mohl analogicky ovliviiovat i signalizaci z DR6.

Interakci SNX3 s DR6 v lidskych epitelidlni bunééné linii HEK293 jsme prokazali
pomoci jejich koimunoprecipitace obéma smeéry (SNX3 koprecipitoval s DR6 a
také DR6 koprecipitoval se SNX3). Analyza bunééné distribuce nadprodukovanych
proteind v MDCK burikdch pomoci konfokalni mikroskopie prokazala jejich koloka-
lizaci v bun&Cnych strukturach podobnych endosomum. Nezodpovézenou a dalsi
studium vyZadujici otazkou zatim zustava funkéni rozmér interakce SNX3 s DR6.
Sorting Nexiny obsahuji tzv. SNX Phox homologni doménu (SNX-PX). Tato
doména vaze fosfatidyl inositidy (SNX3 vaze fosfatidylinositol-3-fosfat a je pravdé-
podobné dulezitd pro membanovou lokalizaci sorting nexint [79]. SNX3 patfi
k nejmensim z celkem 29 ¢lent této rodiny a kromé SNX-PX domény neobsahuje
Zzadnou jinou funkéné definovanou oblast. Nadprodukce SNX3 negativné ovlivni
funkci recyklujicich a pozdnich endosomu [81, 84]. SNX3 je také mutovan u paci-
entd s mikrocephalii a mikroftalémii [85]. SNX3 by mohl ovliviiovat jak recyklaci,
tak degradaci DR6. K dalSi funk&ni charakterizaci interakce SNX3 s DR6 vyuzi-
jeme jak nadprodukovaného (stabilni transfektant v HeLa burikach), tak bunék
s pomoci SNX3 shRNA snizenou expresi SNX3 a budeme sledovat vliv téchto
podminek na bunéénou lokalizaci, signalizaci (nadprodukovany DR6) a stabilitu
DR6. K této analyze také vyuzijeme nami pfipravenou anti-SNX3 polyklonalni pro-
tilatku.

Oproti ,,oboustranné“ koprecipitaci SNX3 s DR6 jsme specificky precipitovali

pouze DR6 s Myc znaCenym CPNE7. Pfi pouziti DR6 protilatky pro koprecipitaci
CPNE7 se nam CPNE7 koprecipitoval i s mutantnim DR6 neobsahujicim intrace-
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lularni €ast (Cili neobsahujicim DR6 interakéni doménu). Pravdépodobné je nad-
produkovany CPNE7 tzv. ,lepivy“ a jedna se o nespecifickou vazbu CPNE7 na
anti-DR6 Sepharosu ¢&i krosreaktivitu s DR6 protilatkou.

Copiny tvofi rodinu na vapniku zavislych (obsahuje vapnik vazebnou C2 do-
ménu), fosfolipidy vazebnych proteint u¢astnicich se membranového transportu a
protein-proteinovych interakci [86]. Dominantné negativni mutant CPNE1 blokuje
TNFa iniciovanou aktivaci NFkB, ¢imz ovliviiuje TNFR1 indukovanou signalizaci
[83]. V nasich experimentech nadprodukovany CPNE7 inhiboval
nadprodukovanym DR6 zpusobenou aktivaci JNK. Jakym zplsobem mohou
copiny ovliviovat aktivaci NFKB &i stresovych kinas z téchto receptorl je predmé-
tem naseho dalSiho vyzkumu. Bez zajimavosti také neni zjiSténi, ze CPNE7 je
mutovan v karcinomech prsu [87].

Vzhledem k mozné funkci DR6 v regulaci imunitni odpovédi by bylo zajimavé
analyzovat signalizaci, ktera ovliviuje transkripci DR6. Jednim z regulator(i této
exprese je i TNFa, pravdépodobné pres aktivaci NFKB [72]. Dal§im regulatorem
exprese/transkripce DR6 mohou byt i transkripéni faktory rodiny TCF (Wnt induko-
vana signalizace). Analyza deleénich mutanti DR6 promotoru ukdazala, Ze jak
TNFa, tak i Wnt3a aktivovaly expresi DR6. AvSak pouze nejkratsi deleéni mutant
DR6 promotoru (1200 nt) byl vySe zminénymi cytokiny vyznamné aktivovatelny. Je
mozné, Ze delSi useky DR6 promotoru obsahuji sekven¢ni elementy negativné
ovlivitujici transkripci z tohoto promotoru. V nasi dal$i praci chceme analyzovat vliv
TNFa a ligandi rodiny Wnt na transkripci DR6 i v jinych bunéénych liniich a také
chceme pomoci chromatinové imunoprecipitace zjistit, ktera vazebna mista pro
NFkB &i TCF transkrip&ni faktory jsou dulezita pro TNFa ¢i Wnt3a aktivovanou ex-
presi DR6.
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6 Zaver

>

Pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému s intacelularni ¢asti DR6 za
pouZiti cDNA knihovny z HeLa bunék bylo nalezeno Sest proteind, které
v kvasinkach S. cerevisiae specificky interaguji s intracelularni &asti
receptoru DR6

e SNX3

e CPNE7

e CHORDC1

e FIP1LA

e GTPbp

e CGI-107
Mapovanim interakce pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému bylo
ovéfeno, Ze vSech S8est nalezenych protein interaguje specificky
v kvasinkach s C-koncovou doménou intracelularni ¢asti DR6. K dalsi
analyze byly vybrany proteiny Sorting nexin-3 a Copine-7
Interakce SNX3 a CPNE7 s DR6 byla potvrzena pomoci koexprese a
nasledné koimunoprecipitace také v savéich burkach.
Nadprodukce SNX3 a DR6 v MDCK burikach vedla k jejich kolokalizaci ve
vezikularnich  strukturach  podobnych endozomim. SNX3 hraje
pravdépodobné roli v recyklaci v nitrobunééné lokalizaci DR6.
V E. coli byl nadprodukovan SNX3, purifikovan a pouzit na pfipravu kralic¢i
polyklonalni protilatky, jejiz specifita a reaktivita byla také ovéiena.
Po nadprodukci CPNE7 a DR6 v burikach HEK293 nedochéazelo k aktivaci
stresové kinasy JNK zplUsobené samotnou nadprodukci DR6, coz
znamena, ze CPNE?7 je moznym regulatorem signalizace z receptoru DR6.
Transkripce DR6 je aktivovatelna cytokiny TNFa a Wnt3a, a to ziejmé pies
aktivaci transkripénich faktor( z rodiny NFkB a TCF.
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