ABSTRAKT

TRAIL ligand spousti apoptozu interakci se svymi dvéma pro-apoptotickymi receptory TRAIL-
R1 (DR4) a TRAIL-R2 (DRS5). Jeho schopnost indukovat apoptdzu nezévisle na statusu p53 a
selektivné zabijet rakovinné bunky in vitro a in vivo zapfi€inila, ze tento ligand patfici do rodiny
cytokini TNF se jevil atraktivnim cilem vyzkumu terapie nddorovych onemocnéni. AvSak
rezistence mnoha primarnich nadorovych bunék, neuspokojivy vysledek klinickych testi a
nedavné studie, které ukazuji protichiidné vysledky a to konkrétn¢, ze TRAIL muze za specifickych
podminek podporovat misto toho, aby inhiboval progresi nadord, vyvolaly v oblasti vyzkumu

signalizace indukované ligandem TRAIL nové mnozstvi otazek, které je poteba zodpovéedet.

Ackoliv jsou oba receptory DR4 a DRS5 rovnomérne exprimovany, rizné typy nadort vykazuji
preferenci pro jeden nebo druhy z receptorti. Relativni Gcast signalizace DR4 a DRS indukované
TRAIL ligandem je mélo znama. Abychom analyzovali signalizaci ligandu TRAIL specifickou pro
jednotlivé receptory, pfipravili jsme trimerizované varianty rekombinantniho lidského ligandu
TRAIL, znacené pomoci Strep-tag, s vysokou afinitou pro receptory DR4 nebo DRS. Zjistila jsem,
ze narozdil od pankreatickych rakovinovych buiick PANC-1 rezistentnich k apoptoze indukované
ligandem TRAIL, probih4a tvorba komplexu DISC a pocate¢ni autoaktivace kaspazy-8 v
rezistentnich kolorektalnich bunikdch HT-29 srovnatelné jak v bunikach aktivovanych DR4, tak i
DRS ligandem. Apoptoéza indukovana ligandem TRAIL probihala v obou bunéénych liniich
mnohem efektivnéji prostfednictvim receptoru DRS. Potlaceni exprese receptort DR4 a DRS
pomoci shRNA v buiikdch HT-29 také ukazalo na vyznamnéjsi piinos receptoru DR5 v apoptoze
indukované ligandem TRAIL. Na rozdil od apoptotické bun&tné smrti jsem nezaznamenala
statisticky vyznamné rozdily v nekroptotické signalizaci, ktera byla srovnateln€ aktivovana jak
ligandy specifickymi pro DR4, tak 1 DRS5 receptor. Aktivace dalSich signalnich drah, zahrnujicich
NF-xB a stresové kinazy p38 a JNK, probihala za apoptotickych podminek hlavné DRS-
dependentnim zplisobem, zatimco tyto signalizacni cesty byly v pribéhu nekroptdzy srovnatelné

aktivovany.

V dizertaéni praci jsem dale také ukazala, ze sekundarni metabolit streptomycét Manumycin A
je ve srovnani s piibuznym Manumycinem B nebo Asukamycinem ucinnym senzitizatorem

apoptézy indukované ligandem TRAIL v bunéénych liniich RKO a SW-620 kolorektalniho



karcinomu. Dokézala jsem, Ze inkubace RKO a SW-620 s Manumycinem A v kombinaci s TRAIL
ligandem nebo ABT199/737, vedla ke statisticky vyznamnému zvySeni apoptozy. Také jsem
ukazala, Ze spole¢nd inkubace Manumycinu A s ligandem TRAIL vedla k siln¢jsi aktivaci kaspaz
-8 /-9 a kaspazy-3, stejné jako k zvySenému St'epeni proteini PARP a tBid. Dulezité bylo zjisténi,
ze tento ko-aktivacni efekt je pravdépodobné zpusoben produkci ROS generovanych

mitochondriemi.

Zaverem, udaje ze spoluprace s Vladimirem Vinarskym a kol. ukazuji, ze lidské embryonalni
kmenové bunky (hESC) a lidské pluripotentni kmenové buiiky (hiPSC) exprimuji receptory DR4
i DRS, ale jsou rezistentni vi€i apoptdze indukované ligandem TRAIL. Soubézna inkubace s
inhibitorem translace homoharringtoninem a ligandem TRAIL vedla k senzitizaci bunek k
apoptdze indukované ligandem TRAIL a ke sniZeni exprese dvou antiapoptotickych proteini Mcl-
1 a cFLIP. Ukézala jsem, Ze potlaceni exprese cFLIP pomoci shRNA vedla ke zvySené citlivosti
hESC, a ze cFLIP pravdépodobné piedstavuje dulezity regulacni uzel ve viiejsi draze apoptozy

indukované ligandem TRAIL v lidskych pluripotentnich kmenovych bunkéch.

Souhrnné vzato, ptedstavila jsem prvni systematicky pohled na DR4-/DRS5-specifickou
signalizaci v kolorektalnich a pankreatickych rakovinnych bunkach, kde jsem pouzitim nékolika
pfistupi prokazala, Ze pro-apoptoticka, ale ne nekroptotickd, receptor-specificka signalizace
ligandu TRAIL muZe v kontrastu s poslednimi studiemi do zna¢né miry probihat prostiednictvim
receptoru DRS. Také jsem ukdzala, ze Manumycin A je efektivnim senzitizdtorem apoptdzy
indukované ligandem TRAIL a poskytla jsem prvni dikaz, ze pluripotentni kmenové bunky,
nezavisle na jejich ptivodu, exprimuji kanonické slozky vnéjsiho apoptotického systému a vlivem
stresovych faktori mohou aktivovat apoptoézu zprostfedkovanou receptory indukujici bunie¢nou

smrt.



