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ABSTRAKT
TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) je zndmy zejména pro svou schopnost

selektivné odstraiiovat nadorové bunky. Patii mezi ligandy z rodiny TNF (tumor necrosis
factor) a po navazani na receptory smrti DR4 nebo DRS spoulti vn ¢&jlil apoptotickou drahu.
Pro Uspémy ptenos apoptotického signalu je nezbytné efektivni formovani multimerniho
Avlak po ¢ateéni déje vedouci plné aktivaci kaspaz nejsou zcela objasnény. Jednim z faktort,
které mohou iniciaci vné&j receptorové drahy ovlivnit, je endocytéza komplexu TRAIL-
DR4/5-DISC (tzv. receptozom). Recentni studie zabyvajici se ulohou endocytozy
TRAILového receptozomu podavaji rozporuplné vysledky. U riznych bunéénych linii byl
pozorovan proapoptoticky, antiapoptoticky nebo dokonce [Adny vliv endocytdzy
receptozomu. V této praci jsme se zaméfili naurceni ulohy endocytézy a nasledné
acidifikace TRAIL receptozomiit behem TRAILem indukované apoptdzy u bunécnych linii
odvozenych od kolorektdlniho karcinomu. Prokézali jsme se, @ na klatrinu zavisla
endocytdza TRAILovych receptozomil a zaroven i endozomalni a lyzozomalni acidifikace je
potiebna pro efektivni aktivaci kaspazy-8 a kaspazy-3 béhem casné faze apoptodzy. Inhibice
endocytozy a acidifikace vedly k poklesu apoptotické signalizace béhem prvni hodiny od
indukce apoptozy. Tento inhibicni efekt byl pouze ptechodny a nedollo k Gplnému zastaveni
apoptotické signalizace. Inhibice acidifikace pomoci inhibitorit V-ATPazy zpisobila také
celkové zpomaleni apoptotickych déji a zmény v organizovani receptozomt do
endozomalnich kompartmentti. Z této studie vyplyva, € e ndocytdéza a acidifikace TRAIL
obsahujicich receptozomi maji pozitivni vliv na TRAILem indukovanou apoptotickou
signalizaci a celkové urychluji apoptotické dé&e ve vybranych liniich kolorektalniho

karcinomu.

Kli¢ova slova: apoptoza, TRAIL, kaspaza-3, kaspaza-8, receptory smrti, endocytdza,
acidifikace



ABSTRACT
TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) became known for its ability to selectively

eliminate cancer cells. This ligand is a member of the TNF (tumor necrosis factor) ligands
family and triggers extrinsic apoptotic pathway by binding of its death receptor 4 or 5
(DR4/5), and subsequent formation of death-inducing signalling complex (DISC). This
signalling complex is required for successful transmission of apoptotic signal and activation
of proximal caspases. However, regulation of the initial steps leading to activation of
caspases is still not fully understood. Endocytosis of a TRAIL- DR4/5-DISC complex can be
one of modulators of the initiation of extrinsic apoptotic pathway. Recent studies show
controversial data documenting that endocytosis of TRAIL receptosomes can in cell type
specific manner either positively or negatively influence TRAIL-induced apoptotic
signalling. In this study, we focus on the analysis of a role of endocytosis and acidification of
endosomal compartments during TRAIL-induced apoptosis in human colorectal cancer cell
lines. Our results support the view that both clathrin-dependent endocytosis of TRAIL
receptosome and endosomal acidification positively affect activation of caspases during the
early stages of TRAIL-induced apoptosis. Inhibition of endocytosis or endosomal
acidification causes significant and reproducible drop of apoptotic signalling in first hour
after TRAIL treatment. However, this inhibitory effect is only temporary and it does not lead
to full-blown inhibition of apoptosis. Suppression of acidification by V-ATPase inhibitors
causes an overall slowdown of apoptotic signaling and disruption of the endosomal
trafficking of TRAIL receptosomes. This study shows that endocytosis and endosomal
acidification of TRAIL receptosomes have positive effect on apoptotic signaling and

accelerate the early TRAIL-induced apoptotic events in tested colorectal cell lines.

Key words: apoptosis, TRAIL, death receptors, caspase-3, caspase-8, endocytosis
acidification



SEZNAM ZKRATEK

AIF apoptézu indukujici faktor

AMK aminokyselina

AP2 adaptorovy protein 2

Apaf-1 apoptosis protease activating factor-1

Apol/2 apoptoticky antigen 1/2

apod. a podobn¢

APS ammonium persulfat

APRIL a proliferation-inducing ligand

ARF6 ADP-ribosylation factor 6

ASM acid sphyngomyelinase, kysela sfingomyelinaza
Asp kyselina asparagova/aspartat

ATP adenosine triphosphate; adenosintrifosfat

Bad Bcl-2 antagonist of cell death

Baf Al bafilomycin A1l

Bak Bcl-2 antagonist killer

Bax Bcl-2-associated X protein

Bcl-2 apoptdzu regulujici protein objeven u B-cell lymfomu
Bcel-xL apoptozu regulujici protein piibuzny Bcel-2
BH Bcl-2 homology domain

Bid BH3-interacting domain death agonist

BSA bovine serum albumin; hovézi sérovy albumin

C16,18,24 ceramid 16, 18, 24
C-terminus  carboxy/COOH terminus/C-konec

CAD Caspase-activated DNase

CARD caspase activation and recruitment domain
CCA concanamycin A

CD cluster of differentiation; diferencia¢ni skupina
CDC42 cell cycle division 42

cFLIP cellular FLICE-like inhibitory protein
CHQ chloroquine

CHC clathrin heavy chain, teky fetézec klatrinu
CL celkovy lyzat

Cpz chlorpromazin

CMV cytomegalovirus

CTSD cathepsin D

CUL-3 cullin-based E3 ligase

Da; kDa Dalton (jednotka molekuldrni hnotnosti 1Da = 1.6605x10—27kg); kiloDalton
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DcR decoy receptor

DD death domain

DED death effector domain

DFF40 DNA fragmentation factor 40
DMEM Dulbecco s modified Eagle s m edium
DISC death-inducing signaling complex
DR death receptor

DUB A20 deubiquitinaza A20

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid
EEA1 early endosome antigen 1



EndoG
EST
Erk
FACS
FADD
FasL
FBS
FITC
FLICE
FLN

g

GPI
HCC
HtrA2
IAP
IFN-y
IxB
IKK
IMDM
JINK
LAMP
LDL
MAPK
Mcl-1
MOMP
MORT-1
N-terminus
napr.
NEMO
NF-xB
nSMase
OPG
pS3
PAO
PBS
PFA
PH
PI3K
PIP(2,3)
PKB
Puma
RANK
RANKL
RBX1
RhoA
RIP
ROS
RPMI
RT

S1P

endonukledza G

expressed sequence tag

extracellular signal-regulated kinase
fluorescence-activated cell sorting
Fas-asociated death doamin

Fas ligand

fetal bovine serum; fetalni hovézi sérum
fluorescein isothiocyanate

FADD homologous ICE-like protease/caspase-8
filipin

tihové zrychleni ( ~9,8 m/s%)
glycosylphosphatidylinositol
hepatocelularni karcinom
high-temperature requirement factor A2
inhibitor of apoptosis

interferon gama

inhibitor NF-kB

IxB kinaza

Iscove's Modified Dulbecco's Media
c-Jun N-terminal kinases
Lysosomal-associated membrane protein
Low-density lipoprotein
mitogen-activated protein kinase
myeloid cell leukemia protein-1
mitochondrial outer membrane permeabilization
mediator of receptor-induced toxicity-1
amino-terminus/NH2-terminus/N-konec
napiiklad

NF-«B essential modulator

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
neutralni sfingomyelindza
osteoprotegerin

transformation-related protein 53
phenylarsine oxide

phosphate-buffered saline
paraformaldehyd

pleckstrin homology
phosphatidylinositol 3-kinase
phosphatidylinositol monophosphate/ 4,5-bisphosphate/ 3,4,5-triphosphate
protein kindza B

pS3-upregulated modulator of apoptosis
receptor activator of NF-kB

receptor activator of NF-«xB ligand
ring-box-1

Ras homolog gene family, member A
Receptor-interacting protein

reactive oxygen species

Roswell Park Memorial Institute

room temperature; pokojova teplota
sfingosin-1-fosfat



SD

SDS
SDS-PAGE
siRNA
Smac

SO

tBid
TEMED
Tf-A594
t].

TLR3
TNF
TNF-R1
TNFRSF
TRADD
TRAF2
TRAIL
tzn.

tzv.
V-ATPaza
WT
XIAP

standard deviation, smérodatna odchylka

sodium dodecyl sulfate

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
small interfering ribonucleic acid

second mitochondria-derived activator of caspases
sfingosin

truncated Bid; zkracena forma proteinu Bid

N, N, N', N'-tetramethylethylenediamine
transferin-Alexa594

to jest

toll-like receptor 3

tumor necrosis factor

tumor necrosis factor receptor 1

tumor necrosis factor receptor superfamily
TNFR-associated death domain

TNF receptor-associated factor 2

Tumor-necrosis factor-Related Apoptosis Inducing Ligand
to znamena

tak zvany

vakuolarni ATPé4za

wild typ; buniky nezménéné, neindukované
X-linked inhibitor of apoptosis protein
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1. UvoD

Apoptoza neboli programovani bunécnd smrt je soubor procesi, ktery zajiltuje
u mnohobunéénych fivo ¢icht fyziologicky piiznivé odstranéni nebezpecnych, nepotiebnych
nebo nakalénych bun €k. Apoptdza je nepostradatelnd béhem embryonalniho vyvoje, kdy se
formuji orgdnové soustavy a po cely [ivot organismu pom aha udriovat integritu tkani
a celkovou homeostdzi. Deregulovand apoptoza je pficinou [iroké [kdly nemoci v Cetné
mnoha malignit (Danial & Korsmeyer, 2004). Aby mohly byt cilové buiky odstranény
prirozenou cestou, musi obdriet signal, ktery indukuje apoptotickou signalizaci. Jednou
z momosti, jak spustit apoptotické procesy, je vazba ligandu z rodiny TNF na tzv. receptory
smrti. Do této rodiny patii i ligand TRAIL, ktery je zndmy svou schopnosti selektivné
indukovat apoptézu u nadorovych bunék. Pro tuto vlastnost jsou TRAIL a humanizované
agonistické protilatky intenzivné klinicky testovany jako moma protinddorova terapeutika.
Avlak po prvotnich pozitivnich vysledcich se ukézalo, € al150% nador U je k TRAILu
rezistentnich. Protole re zistence mohou mit velice riznorody plivod, je i dnes velice téké
jednotlivé rezistence identifikovat a potlait (Ashkenazi et al., 2008). Jednou z pficin
rezistence vici TRAILu mule byt narulenad endocytéza TRAILu a jeho recepto rii (Zhang &
Zhang, 2008). Bylo prokazano, € je TRAIL, stejn ¢ jako Fas ligand a TNFa, endocytovan
bezprostfedné po asociaci ligandu s receptorem. Uloha této internalizace TRAILu viak neni,
na rozdil od TNFa, doposud objasnéna. Byly publikovany vysledky ukazujici pozitivni roli
endocytézy u bunék hepatoceluldrniho karcinomu, dalli publikace viak tuto do mnénku
na jinych bunéénych liniich nepotvrzuji (Akazawa et al., 2009, Kohlhaas et al., 2007, Zhang
et al., 2009). Tato diplomova prace se zaméetuje na zjitiéni tlohy endocytézy TRAILu a jeho
receptori a naslednych procest, zejména endozomalni acidifikace, béhem TRAILem
indukované apoptozy. Pro viechny pokusy byly poulity k TRAILu citlivé linie odvozené
od kolorektalniho karcinomu. Nale vysledky mohou pfinést zajimavé informace

.....

aktivaci apoptdzy nebo naopak k rezistenci.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 Zakladni drahy apoptotické signalizace
U savct je v principu programovana bunécna smrt zprostiedkovana skrze dvé drahy -
vnitini a vnéjlil Ob¢ vedou k aktivaci specifickych cysteinovych proteaz zvanych kaspazy
a k fyziologické smrti bunky. Tyto drahy mohou fungovat nezavisle na sobé¢, ale Casto se

navzajem ovliviiyji a amplifikuji.

2.1.1 Kaspazy Kkli ¢ovi tcastnici apoptotickych déji

Kaspazy jsou centralnimi aktivatory i vykonavateli programované bunétné smrti
v savc¢ich bunkach. Jedna se o rodinu intracelularnich proteaz, které nesou ve svém aktivnim
misté aminokyselinu cystein. Diky tomuto cysteinu jsou kaspazy schopné [{iépit peptidovou
vazbu specificky za aspartitem. Kaspdzy, ucastnici se apoptotické signalizace, muiléme
zahajuji apoptotickou signalizaci po kontaktu s receptory nebo na zaklad€ intracelularnich
podnétt. Druhou skupinou jsou kaspazy exekucni neboli efektorové (-3, -6 a -7), které jsou
Exekucni kaspazy nasledné¢ [{tiépi mnoho bunécénych substratii, ¢iml]vykonavaji vlastni
bunécnou smrt (Alnemri et al., 1996, Li & Yuan, 2008).

Kaspazy jsou neustale ptfitomné v bunkach jako neaktivni zymogeny neboli
prokaspazy. Alpoté, co dojde k jejich [tiépeni ve specifickych zasahovych mistech, jsou plné
aktivovany. Prokaspazy se skladaji ze tii ¢asti - NH, terminalni domény, velké podjednotky

(~20 kDa) a malé podjednotky (~10 kDa). Delli N-terminalni doména s protein-protein

.....
.....

......

jedno za N-terminalni doménou a druhé mezi malou a velkou podjednotkou. Béhem [tiépeni
kaspaza zcela odd€li svou N-termindlni doménu. Mald a velka podjednotka zméni
konformaci, ale i nadale ztstavaji v dimeru (Obr. 2.1.1). Aktivni formu tvofi dvé spojené
kaspazy, tzn. dvé malé a dvé velké podjednotky a kalda z vel kych podjednotek nese aktivni
proteolytické misto (Denault et al., 2006).

.....
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vzajemnym [{fiépenim podjednotek. K této autoaktivaci dochazi po kontaktu kaspaz

.....
.....
.....

.....

K jejich aktivaci tedy neni nutnd vzajemnd protein-protein interakce skrze N-terminalni
doménu.

Aby nedollo k samovolnému neregulovanému [tépeni kaspaz, je jejich aktivita
striktné kontrolovana. Inicia¢ni kaspazy-8/-10 reguluje specificky inhibitor cFLIP a exekuc¢ni
kaspazy jsou inhibovany proteiny z rodiny IAP. Pokud v buiice ptfevladnou apoptotické
signaly, inhibitory jsou zablokovany a exekucni kaspazy proteolyticky degraduji mnoho
riznych bunécnych substratii a aktivuji dallil proteiny ucastnici se finalni destrukce buiky
(Ried] & Salvesen, 2007, Pop & Salvesen, 2009).

Kromé vyleé zminénych kaspaz existuji také kaspazy neapoptotické (-1, -4, -5), které
jsou aktivni pfi zanétu a pyroptdze (patogenem indukovand smrt buiiky). Zvlathim p fipadem

je pak kaspaza-14, ucastnici se diferenciace keratinocytli (Pop & Salvesen, 2009).

Graup Il

o, [ coon  aspasa-2 1cH-)
v, - H (M 000 Caspase-a (FLICE, MACH, Mcts)
i, — (R COOH  Caspase-9 (ICE-LAPS, Mche)
i, — e H e — - c00H  Caspase-10 (Mcha)
Group I
CARD n,—— (S I coot  Cespase-d (vama, CPPS2, apopain)
= DED

B Large catalytic subunit NH»'——_'—-DDOH Caspase-6 (Mch2)
I Small catalytic subunit v, — R B oo Caspase- CE-LAPS, Mchd, CMH-1)

B D D D
> Ead

*
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Obrazek 2.1.1 Struktura inicia¢nich a exekucnich kaspaz. A) Viechny kaspdzy maji tfi Casti -
N-koncovou ¢ast, prostiedni velkou podjednotku a C-koncovou malou podjednotku. Iniciacni
kaspazy (Group II) nesou na N-konci funkéni domény DED (kaspaza-8 a -10) nebo CARD
(kaspaza-9 a -2). Tyto domény jsou zodpoveédné za seskupovani kaspaz, diky kterému dochazi

.....

castmi se nachazi mista @Epeni, zaCinajici aspartaitem. Po aktivacnim [@¢peni dojde k oddéleni
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N-koncové casti. Kaspaza dale existuje ve formé dimeru. Aktivacni Mepici mista se nachazeji
na velké podjednotce. C) 3D struktura kapsazového dimeru. Kaldd cast je formovana pomoci
hydrofobickych interakci. Znazornéné jsou N- a C-konce kaldé podjednotky (p fevzato z Lavrik ef al.,
2005).

2.1.2  Vnéjli- receptorova draha

Vnéjlil apoptotickd draha je iniciovdna navazanim ligandu na tzv. receptory smrti
(death receptors - DRs). Vazba ligandu na tyto receptory zpisobi jejich trimerizaci
a naslednou asociaci s adaptorovymi proteiny (FADD, TRADD) a kaspazou-8/-10. Toto
uskupeni tvoti zéklad signalizacniho komplexu DISC (death inducing singnaling komplex).
kaspazy alk zav érec¢né destrukci buniky (Obr. 2.1.2) (Feig & Peter, 2007). Tato draha miie
byt zcela nezavisla a je schopnd indukovat zanik buiiky bez napojeni na vnitini dréhu.
Buiiky, u kterych neni pro plnou aktivaci apoptdzy nezbytné amplifikovat apoptotickou
signalizaci pomoci vnitini mitochondridlni drahy, jsou oznacovany jako bunky typul.
anizkou hladinou intraceluldrnich inhibitorii kaspaz, zejména proteinu XIAP. Jsou
charakteristické tim, [€ zvylena exprese antiapoptotickych proteinti (Bcl-2, Bcl-X1) nebo
zablokovani proapoptotickych proteini (Bax, Bak), Gcastnicich se vnitini drahy, nesnili
jejich citlivost k apoptdze indukované skrze receptory smrti. Pokud k utlumeni apoptozy
dojde, jedna se o buiiky typu II. Tyto bunky pottebuji k plné aktivaci apoptotické signalizace
amplifikaci zavislou na mitochondriich a tedy vnitini drahu. Rozd€leni na typ I a II nemusi
byt zcela jednoznacné a miile se odvijet od okolnich podminek i od hladiny inhibi¢nich

proteinti cFLIP a XIAP (Gonzalvez & Ashkenazi, 2010).

2.1.3  Vnitini - mitochondrialni draha

Vnitini drédha je primdrn€ spoulténa intracelularnimi podnéty, napi. geno- C¢i
proteotoxickym stresem, genomovou nestabilitou, UV zafeni, chemickym polkozenim,
volnymi radikaly, snilénym pfisunem [ivin nebo rustovych faktorti, energickou deprivaci,
virovou infekci nebo aktivaci onkogenii (Feig & Peter, 2007). Mtle byt viak iniciovana
1 aktivni kaspazou-8/-10. V takovém ptipadé kaspaza-8/-10 [ti€pi protein Bid na kratfil formu
tBid (truncated Bid). Tim zapoji do apoptotickych procest proteiny rodiny Bcl-2, které jsou
nejdilelit & imi komponenty vnitini drahy. Zkraceni proteinu Bid vede k odhaleni glycinu
na N-konci, ktery je poté myristilovan. Diky tomu mile byt tBid pfenesen do vnéjld

mitochondrialni membrany, kde kompetitivni vazbou inaktivuje antiapoptotické proteiny
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Bcl-2 rodiny (napi. Bel-2, Mcl-1, Bcel-X1) a navic se ptimo podili na aktivaci a multimerizaci
proapoptotickych proteini Bak a Bax. K inaktivaci antiapoptotickych Bcl-2 proteini
a k aktivaci proapoptotickych proteini Bax a Bak pfispivaji daliil proapoptotické tzv.
BH3-pouze proteiny z rodiny Bcl-2, napf. Puma, Noxa. Bim, Bid (Li et al., 1998).
Po odstranéni blokujicich proteini mohou Bax a Bak multimerizovat a vytvofit tak por
ve vnéjli mitochondridlni membran€. Tento proces vede k permeabilizaci vnéjil membrany
(MOMP-mitochondia outer membrane permeabilization) a k naslednému vyliti slolek
mezimembranového prostoru do cytosolu. Nejdulelit &im procesem pro naslednou
signalizaci je uvolnéni cytochromu c (Waterhouse et al., 2002, Li et al., 1998). Ten se
za pritomnosti ATP/dATP vale na adaptorovy prot ein Apaf-1 a iniciuje vznik apoptozomu.
Prokaspéaza-9 se diky své CARD doméné pfipoji k proteinu Apaf-1 a cytochromu ¢ a tim
dojde k jeji aktivaci. Aktivni kaspaza-9 dale [tiépi a aktivuje exekuéni kaspazy-3,-6,-7 (Li et
al., 1997, Jiang & Wang, 2000) (Obr. 2.1.2).

Aby spontanné nedochazelo k nekontrolovatelnym a nevratnym apoptotickym
zménam, je tato signaliza¢ni draha kontrolovana bunéénymi inhibitory kaspaz. V cytosolu se
nachazi proteiny rodiny IAP ( inhibitor of apoptosis protein), colje vysoce konzervovana
skupina inhibitorti kaspaz (XIAP, cIAP-1, c-IAP-2, survivin). Clenové této rodiny maji jednu
nebo vice konzervovanych domén, obsahujici repetitivni sekvence BIR (baculovirus IAP
repeat) a nékteii nesou také CARD doménu. Z nich zejména XIAP se svymi BIR2 a BIR3
doménami vale k aktivnim kaspdzam-3 a -9 a inhibuje jejich aktivitu (Deveraux & Reed,
1999, van Loo et al., 2002).

Po permeabilizaci mitochondrii se do cytosolu dostanou jelti€é proteiny Smac/Diablo
a HtrA2/Omi, které néasledné zablokuji kaspazové inhibitory z rodiny IAP a tak mt'e dojit
k plnému rozvoji apoptézy. Déle se z mitochondrii uvoliiuji napt. enzymy AIF a EndoG,
které v jadre iniciuji fragmentaci DNA a kondenzaci chromatinu (Du et al., 2000, van Loo et
al., 2002). Exekuc¢ni kaspazy se poté postaraji o aktivaci proapoptotickych nukledz (napf.
DFF40/CAD), kondenzaci chromatinu, pfeskupeni cytoskeletu a fosfolipidi v plazmatické
membrané. Tyto procesy jsou potifebné k dokonceni bunééné smrti bez toho, anil by bylo
naruléno okoli bunky a buitka mohla byt v podobé vackl odstranéna fagocyty (Maderna &
Godson, 2003).
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Obrazek 2.1.2 Zakladni drahy apoptotické signalizace. Vné&j[d drdha je spulféna po navazani

ligandu na receptory smrti. Poté dojde na cytosolické strané receptoru k utvofeni DISCu a tim

......

spustit vnitini drdhu zkracenim proteinu Bid na tBid. Protein tBid iniciuje vytvofeni komplexu
v mitochondrialni membrané¢ (MOMP), ktery tvofi proteiny Bax a Bak. tBid také pomaha inaktivovat
antiapoptotické proteiny rodiny Bcl-2 a aktivovat proapoptotické (BH3-only). Po vytvofeni port
v mitochondriich dojede k vyliti cytochromu ¢ a vzniku apoptozomu. Tim se aktivuje kaspaza-9 a tak
i dal efektorové kaspazy. Déle se z mitochondrii uvolfiuji inhibitory inhibitorti kaspaz, ¢cim[dojde
k plné aktivaci exekuc¢nich kaspaz. Vnitini draha mule byt také indukovana m noha faktory z vnéjiho

okoli nebo bunécnymi podnéty (ptevzato z Xu & Shi, 2007).

2.2 TRAIL - apoptoticky ligand z rodiny TNF

Ligandy z rodiny TNF a jejich pfislulné receptory se podileji zdsadni mérou
na indukci apoptozy. Interakce téchto ligandi s receptory je prvnim krokem ke spultiéni
vnéjlil apoptotické drahy. Mezi nejzndm¢€jlil pary ligand-receptor, které jsou schopné
indukovat apoptozu patii FasL-FasR, TNFa-TNF-R1, TRAIL a receptory DR4,DRS.
Vlechny tyto receptory se souhrnné nazyvaji receptory smrti a na svém cytoplasmatickém
konci nesou DD doménu (death domain). Tato doména je diilelitd pro pfenos apoptotického
signalu (Xu & Shi, 2007).

TNFa je sekretovany cytokin, ktery je produkovan zejména aktivovanymi makrofagy

béhem zanétu. Vale se jako homotrim er na TNF-R1 a nasledné signalizace nemusi byt pouze
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proapoptotickd. V zavislosti na ostatnich signalech mile dojit krom ¢ indukce apoptozy také
k aktivaci NF-kB nebo MAP kinadzové drahy a expresi proteind indukujicich pfeliti bu nky
nebo zanét (Chen & Goeddel, 2002). Fas ligand je exprimovan jako transmembranovy
protein II. typu. Nachazi se zeyjména na povrchu aktivovanych T-lymfocytii. Podili se tak na
cytotoxickém ucinku T-lymfocytli v imunitni odpovédi a udrlovani hom eostdze béhem
vyvoje T-lymfocytl (Nakajima & Oka, 1997, Andersen et al., 2006). Dallim a nejmladim
¢lenem skupiny je TRAIL. Tento ligand je exprimovan také jako transmembranovy protein
a jeho signaliza¢ni drahy jsou podobné spile Fas ligandu ne[ TNF o.. Momentalné je klinicky
vice atraktivni nel )p fedchozi dva ligandy a to diky tomu, [e dokdleé indukovat apoptozu
u rakovinnych bunék bez vedlejlil toxicity k bunkam netransformovanym (Takeda et al.,

2007).

2.2.1 Struktura a exprese ligandu TRAIL

TRAIL, znamy také jako Apo2L, byl objeven a identifikovan v roce 1995 na zékladé
homologie k extraceluldarni doméné Fas a TNFa., pfi porovnavani sekvenci z EST knihovny
(Ashkenazi et al., 1996, Wiley et al., 1995). Tato spolecné extraceluldrni C-terminélni ¢ast se
nazyvd TNF homologni doména (THD). Je zodpovédnd za formovéani homotrimert
a vyskytuje se u viech c¢lenti rodiny TNF (Wiley et al., 1995, Bodmer et al., 2002). TRAIL je
exprimovan jako transmembranovy protein II. typu sdilejici 20-30% homologii s ostatnimi
Cleny rodiny TNF. Transmembranovd forma je 281 aminokyselin (33-35 kDa) dlouha
a C-koncova (extracelularni) doména mille byt proteolyticky od[tl épena, ¢imlise TRAIL
stane solubilnim (Wiley et al, 1995). Solubilni forma TRAILu se v organizmu vyskytuje
zejména pii nadorovém onemocnéni. Jeji hladina mile byt i um €le navylena napt. pomoci
interferont, collztejmé vede k leplimu odstranéni nadorovych bunék. Aviak pfticina
vytvoreni solubilni formy je stale jelt€ nejasnd a v organismu pievladd forma membranova
(Kimberley & Screaton, 2004, Tecchio et al., 2004, Jabtonska et. al., 2005, Shi et al., 2005).

Krystalogratickymi studiemi bylo ovéteno, [€ TRAIL sdili s ostatnim1 ¢leny rodiny
nejen sekvencni homologii, ale 1 strukturni podobu. Membranovy i solubilni TRAIL formuji
nekovalentné spojené homotrimery, které se valil na tfi receptorové molekuly (Idriss &
Naismith, 2000). Na rozdil od ostatnich ¢lenti z rodiny TNF, trimerni TRAIL nese mezi
molekulami atom zinku. Zinek véazany na cysteiny 230 zaji[fuje stabilitu a biologickou
aktivitu TRAILu. Pouze tento homotrimer mtile vazat a aktivovat tak receptory smrti. Bez
tohoto koordinovaného atomu zinku ma TRAIL tendenci agregovat a pokud je cystein 230

mutovan, je naruléna i schopnost TRAILu indukovat apoptdézu (Hymowitz et al., 2000, Seol
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& Billiar, 2000, Cha et al., 1999).

Na rozdil od jinych ligandi z rodiny TNF, které se nachazeji pouze na aktivovanych
buiikach, je TRAIL v organizmu exprimovan konstitutivné, zejména hematopoetickymi
buiikami (hojné NK bunikami). TRAIL je také ve vétiimite detekovatelny v thymu, slezing,
prostaté, vajecnicich, stievé a placenté. Aviak jeho exprese zavisi na mnoha faktorech, jako
je napi. zralost buné€k, interleukinové, interferonové prostiedi a okolni vlivy (Wiley et al.,

1995, Smyth et al., 2003).

2.2.2  Fyziologicka a protinadorova funkce ligandu TRAIL

Ackoli je TRAIL intenzivné zkoumén jako nadé&né protinddorové terapeutikum,
o jeho fyziologickém vyznamu toho pfilil znamo neni. Nejdiive byla TRAILem indukovana
apoptéza povalovdna za sou ¢ast negativni selekce lymfocytl v thymu. Po sérii pokusi
s TRAIL-deficientnimi my[mi se tato teor ie nepodafila s jistotou potvrdit. Deficience neméla
u nékterych mylil [ddny vliv na lymf oidni ani myeloidni homeostazi ¢i funkci (Sedger et al.,
2002). Na druhou stranu, dallil pokusy odhalily u my(il zv étleny thymus, narlst nezralych
lymfocytlh a zvyleny vyskyt autoimunitnich chorob (Lamhamedi-Cherradi et al., 2003).
Urcitou spojitost TRAILu s potlacovanim autoimunity prokazuje také jeho schopnost tlumit
autoimunitni zadnét u revmatoidni artridity, roztrouleéné sklerézy a diabetu I. typu. U myi
s potlacenou expresi TRAILu (TRAIL'/ ") dochazelo k vétlimu rozvoji téchto chorob, zatim
co po zvyleni hladiny TRAILu dollo k vymizeni p fiznakd autoimunity (Bouralexis et al.,
2005, Falschlehner et al., 2009). Dalli studie ukazuji, [€ TRAIL se z fejmé ucastni regulace
perifernich CD8" T lymfocyt skrze CD4" pomocné T-lymfocyty a podili se tak na udrleni
periferni tolerance a zrani CDS8" T lymfocyti. Je také momé, ¢ CD8 " lymfocyty produkuiji
solubilni formu TRAILu a tim ovliviiuji dallilokolni buniky bez ptimého kontaktu (Janssen et
al., 2005). Zajimavosti je, € TRAIL nemusi zpuisobovat u cilovych buné¢k pouze
apoptotickou odpovéd’, pokud ptevladne v signalizaci NF-kB drdha nad proapoptotickou,
vede to k proliferaci bunék vaskularni hladké svaloviny (Kavurma et al., 2008). Obecné
zvylena aktivace NF-«B drahy vede k rlstu nadorti a Castéjlim metastdzam a vétli nadorové
invazivité (Mellier et al., 2010).

Nejzasadnéjilrole TRAILu je zfejmé v protinadorové obrané. Avlak i tato funkce se
odviji od konkrétniho typu nadoru a tkané. Naptiklad u TRAIL™ my i dollo, na rozdil od
myf kontrolnich, po transplantaci TRAIL senzitivniho nadoru k agresivni nadorové
proliferaci a tvofeni jaternich metastdz. Pravé jaterni nadory jsou typické pro TRAIL

deficientni myli nebot jaterni NK bunky indukuji apoptézu nadorovych bunc€k zejména
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skrze TRAIL. Neptitomnost TRAILu tudilvytva i vhodné prostfedi pro rozvoj téchto nadort
(Cretney et al., 2002, Takeda et al., 2001). Bylo také prokazano, ¢ TRAIL hraje vyznam nou
roli v potlatovani vzniku nadorovych metastdz. Chemicky indukované nadory vytvérely
v TRAIL/" myfich fadové vice agresivnich lymfatickych metastdz (Grosse-Wilde et al.,
2008). Obecné lze fici, [@¢ lymfomy a nadory indukované karcinogenem nebo metastiazy
lymfoidnich uzlin rostou v TRAIL nebo DR4/5 deficientnich mylich mnohem rychleji
(Finnberg et al., 2008, Falschlehner et al., 2009, Grosse-Wilde et al., 2008).

Mezi vyznamné aktivatory exprese TRAILu patii zejména interferon gamma (IFN-y).
Dendritické bufiky, periferni T lymfocyty, CD4" lymfocyty a monocyty, které jsou
stimulovany IFN-y jsou schopné pomoci TRAILu indukovat apoptézu u nadorovych bunék.
Ziejmé spojitost mezi IFN-ya NK bunikami poukazuje na molmy protivirovy U c¢inek
TRAILu. TRAIL je jeden z prvnich gent aktivovanych pfi infekei cytomegalovirem (CVM)
a navic virem nakaléné bunky jsou citlivéjlil k apoptdéze indukované TRAILem. Viechny
tyto i mnoho dallich momych fyziologickych funkci TRAILu, jako je uloha ve vyvoji
B lymfocyti, ¢ervenych krvinek, tlumeni imunitniho systému v imunoprivilegovanych
organech, musi byt jell€ dale upfesnény (shrnuto v Bouralexis et al., 2005, Kimberley
& Screaton, 2004).

Skutecnost, [@ TRAIL je schopen selektivn € znicit nadorové buniky bez poKozovani
zdravych bunék, jej pfedurcila do role potencidlné velice nadéjného protirakovinného 1éciva.
Probihajici ptfedklinické a klinické testy ukazuji, [é solubilni rekombinantni lidsky TRAIL
1 humanizované agonistické protildtky proti TRAILovym receptorim vykazuji zfetelny
protinddorovy efekt in vitro 1 in vivo u riznych typi malignit, napt. u naddoru tlustého stieva,
plic, slinivky ¢i glioblastomu (Ashkenazi, 2002, Zhao et al., 2012, Ashkenazi et al., 2008).
Avlak al'50% prim arnich nadord, napt. leukemii, meduloblastoml, astrocytomti, gliomt, je
k monoterapii TRAILem rezistentni (Zhao et al., 2012, Ashkenazi et al., 2008). Rezistence
mohou mit velice rtiznorody pivod, at’ ul’'v nefunkénich receptorech, signalizaci, inhibici
receptorti, nadprodukei inhibitort apoptdzy, poklesu/mutaci pro-apoptotickych proteinli nebo
aberantni aktivaci antiapoptotickych drah (shrnuto v Mahalingam et al., 2009, Mellier et al.,
2010). Proto je velice dilelit¢ detailn ¢ popsat regulacni mechanizmy TRAILem indukované
apoptdzy, aby bylo momié konkr étni rezistenci potlacit.

Ukazuje se, 6 kombinace TRAILu (¢i agonistickych protilatek) s nékterymi
poulivanymi C¢i testovanymi protinadorovymi terapeutiky miile vést k efektivné;lil indukei

apoptdzy nadorovych bunek a potlaceni riistu nddoru (Ashkenazi et al., 2008). Protinadorova
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1é¢iva jako cisplatina, Rituximab, Sorafenib, Doxorubicin a mnoho dalfich jsou nyni v L.
nebo II. fazi klinickych testii jako pomocné senzitizatory k TRAILem indukované apoptoze

(Zhao et al., 2012).

2.2.3  Receptory ligandu TRAIL

V lidském organismu muileé TRAIL interagovat s péti receptory. Prvni z nich
DR4/TRAIL-R1/TNFRSF10A byl objeven v roce 1997, opét na zaklad¢ prohledavani EST
databazi pfi pouliti sekvence cytoplazm atické DD domény TNF-1 receptoru (Pan et al.,
1997b, MacFarlane et al., 1997). Pfiblin ¢ ve stejné dobé jako DR4 (death receptor 4) byl
objeven 1druhy z proapoptotickych TRAILovych receptori DR5/TRAIL-R2/TNFRSF10B.
DRS5 také nese vysoce konzervovanou DD doménu a stejné jako DR4 patii mezi
transmembranové proteiny typu I. Oba obsahuji kromé konzervované DD domény
také extracelularni doménu bohatou na cysteiny - CRD (Obr. 2.2.2) (Pan et al., 1997a,
MacFarlane et al., 1997). DR4 a DRS sdili 58% homologii a zda se, € se mohou
v organismu zastupovat a zvy/ovat tak pravd épodobnost odpovédi na TRAIL a tim i nad¢ji
na rozpoznani a usmrceni transformovanych buné€k (Bouralexis et al., 2005) .

Hlavni funkci téchto receptort je aktivovat apoptdézu po navazani TRAILu a proto
byly pojmenovany jako receptory smrti. Jsou exprimovany prakticky viémi bunkami
v organismu a ve zvyleéné mife napt. aktivovanymi T lymfocyty, kde maji kliCovou roli pii
indukci apoptozy a udriovani tka nové homeostaze (Chaudhary et al., 1997, MacFarlane et
al., 1997).

TRAIL je schopen vazat kromé téchto dvou aktivacnich receptorti dalll tfi, které
nemohou indukovat apoptézu. Jedna se tzv. decoy (navnadové) receptory. Dva z téchto
receptord DcR1 (TRAIL-R3/TNFRSF10C) a DcR2 (TRAIL-R4/TNFRSF10D) maji z ¢asti
stejnou extracelularni doménu jako DR4/5. DcR2 mé zkracenou cytoplasmatickou Cast.
DcR1 dokonce tuto Cast zcela postrdda a je prfipojen k membrané pouze GPI kotvou
(Obr. 2.2.2). Oba receptory tedy nemaji funkéni DD doménu a nejsou schopné pienést
apoptoticky signal.

Poslednim z receptori je solubilni receptor osteoprotegerin (OPG) (Obr 2.2.2). OPG
byl nejdiive popsan jako inhibi¢ni receptor vazajici RANKL, colJje ligand z rodiny TNF
ucastnici se proliferace osteoklasti. I pres to, € OPG vale p 11 37 °C TRAIL s nillilafinitou
nel ostatni receptory, zda se, (€ je zodpov €dny za urcité typy rezistenci viici TRAILu (Holen
et al., 2002, Truneh et al., 2000, Shipman & Croucher, 2002, Shipman & Croucher, 2003).

Jak ulls podstaty decoy receptorit vyplyva, mohla by jejich nadprodukce vést
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k rezistenci vi¢i TRAILu. Z ¢asti tomu tak ziejmé je, protolé se prokazalo, [@ zvylena
exprese DcR1/2 potlatuje TRAILem indukovanou apoptézu (Degli-Esposti et al., 1997,
Riccioni et al., 2005). Nové studie ukazuji, @ se nejednd o pouhé vychytavani TRAILu. Je
pravdépodobné, € DcR1 je lokalizovan spolu s proapoptotickymi receptory uvnitf
lipidovych rafti a mlleé zabranovat tvofeni klasickych trimetri a tim aktivaci skrze DD
domény (Merino et al., 2006). Buné¢né linie, které vykazuji nillil hladinu exprese DcR1 jsou
k TRAILu senzitivni a naopak bunky s vyl(lilexpresi se s tavaji rezistentnimi (Sheridan et al.,
1997). DcR2 mtile navic skrze svou zkracenou cytosolickou cast aktivovat NF-xB drahu,
ktera vede k proliferaci bun€k a inhibici apoptézy (Bernard et al., 2001). Na druhou stranu
ale nebyla zjilfiéna [ddnd p fesna korelace mezi expresi decoy receptorti a vyskytem rezistenci
k resistenci a tim, € exprese death 1 decoy receptorti se dynamicky méni (Zhang et al.,
2000).

Pii signalizaci skrze DR4/DRS5 hraji také svou roli posttranslacni modifikace.
Extracelularni ¢asti obou receptort jsou rtiznou mérou O-glykosylovany a byla prokazana
jasna spojitost mezi zvylenou hladinou glykosylacénich enzymt (GALNT3/14, FUT3/6)
a senzitivitou nadorovych bun¢k k TRAILu. Pii potlaceni exprese téchto enzymii dochazelo
k horfimu formovani DISCu a k poklesu aktivni formy kaspazy-8 a naopak. O-glykosylace
neméni hladinu DR4/DR5 v buice, ale ziejmé prispiva k seskupovani receptord na
membrané (Wagner et al., 2007). Dalil vliv na signalizaci ma pravd épodobné palmitoylace
receptoru DR4. Zda se, [€ tato modifikace p Gisobi pozitivné na formovani trimeri a lokalizaci
receptori do lipidovych raftd. Konstitutivni palmitoylace DR4 a FasR byla nalezena
u nadorovych buné¢k (Rossin et al., 2009)

Je zfejmé, (€ jakakoli zm €na v expresi, posttraslacni modifikaci, transportu receptoru
na membranu nebo mutace mule zap fiCinit ztratu ¢i sniléni funkce DR receptor i a tim i

rezistenci vii¢i TRAILu (pfehledné shrnuto v Mellier et al., 2010)
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Obrazek 2.2.2 Lidské receptory ligandu TRAIL. Proapoptotické receptory DR4 a DR5 obsahuji
tfti rizné domény. Fialové zndzornéna na cystein-bohatd doména (CRD) je dulelitd pro vazbu
trimerniho ligandu. Transmembranova doména ukotvuje receptor v cytoplasmatické membrané
a cervend death doména je nezbytnd pro indukci apoptézy. Decoy receptory bud’ zcela postradaji
death doménu (DcR1 a OPG) nebo maji pouze zkracenou cast, ktera ale nemulé aktivovat
apoptotickou signalizaci. DcR1 je v membran¢ vazan GPI kotvou. OPG neni membranovy, ale
solubilni receptor. Viechny decoy receptory jsou tedy schopné vazat TRAIL, ale neaktivuji

apoptotické dé€je (pfevzato a upraveno z Lorz et al., 2009)

2.24  Apoptoticka signalizace indukovana skrze ligand TRAIL

Navazéani trimerniho TRAILu na DR4 nebo DRS5 je prvnim krokem vedoucim
k indukci apoptézy. Poté, co se ligand spoji s receptorem, dojde k oligomerizaci
a seskupovani receptort a tim se dostanou do kontaktu i cytosolické DD domény. Nasledn¢
se k cytosolické ¢asti receptoru pfipoji, diky své DD doméné, adaptorovy protein FADD,
ktery zarovenl nese i tzv. DED doménu (death effector domain). Dallim proteinem, ktery
kaspazy maji na N-konci DED doménu, diky které¢ jsou seskupovany u DED domény
adaptorového proteinu FADD. Tento komplex, ktery tvoii receptory, adaptorové proteiny

.....

......

2.2.5) (Kischkel et al., 1995, Kischkel et al., 2000). Kaspaza-8 ma v béhem apoptotické

signalizace vyznamnéj/i roli nel kaspaza-10. Ta byla ob jevena o néco pozdéji a zda se, €

22



bez kaspazy-8 neni schopna spustit apoptozu (Sprick et al., 2002).

Po utvofeni DISCu dojde k prvnimu aktivacnimu [tiépeni kaspazy-8 (55 kDa).
Nejdiive se oddeli mald podjednotka, tim se kaspdza rozdéli na pl10 a p43/41 podjednotky.
Tato, jillcastecné [ti€pend, kaspaza je stale soucasti DISCu. Alpoté, co je provedeno tzv.
maturacni [fiépeni se oddéli i velkd podjednotka p18. Aktivovana kaspaza-8 se uvolni do
cytosolu a tvofi aktivni tetrametr slolény ze dvou malych pl0 a dvou velkych pl8
podjednotek (Obr. 2.2.4) (Lavrik et al., 2003).

Dalfilprotein, ktery je sou¢asti DISCu je dllelity inhibitor inicia ¢nich kaspaz cFLIP.
cFLIP také obsahuje dvé DED domény proto je schopen, obdobné jako kaspaza-8,
interagovat s adaptorem FADD a tim kompetitivn¢ inhibovat vazbu kaspaz do DISCu (Obr.
2.2.4). cFLIP je exprimovan ve tfech riznych sestfihovych forméach. Nejcastéjilvarianty jsou
cFLIP-p (large-dlouhy) a cFLIP-g (small- maly), cFLIP-x je méné obvykly a je podobny
variant¢ S (Golks et al., 2005). Krat(i varianty velice 0 ¢inn€¢ kompetitivné¢ inhibuji vazbu
kaspazy-8 k DISCu. Delli varianta FLIP-; muleé jak inhibovat (pfi nadprodukci), tak
Gores, 2009). cFLIP- je v DISCu také velmi rychle a u¢inné [ti€pen kaspazou-8. Jeho p43
fragment spoluaktivuje NF-xB drdhu skrze interakci s IKK komplexem. Zvylena exprese
nékteré¢ varianty cFLIPu miile vést k rezistenci u mnoha riznych typl nadorii, napf.
karcinomu tlustého stteva, hepatocelularniho karcinomu, melanomu, karcinomu endometria
(Dolcet et al., 2005, Lippa et al., 2007, Ryu et al., 2001).

Kaspaza-8 také podléhd ubiquitinilaci, ktera ale vtomto piipadé nevede k jeji
degradaci, ale naopak zvyhije jeji aktivitu. Ubiquitinilace kaspazy-8 je zpostfedkovéana
s DISCem asociovanou E3 ligdzou CUL-3. K ubiquitinylaci jsou krom¢é CUL-3 potiebné
také proteiny RBX1 a p62. Ty napomahaji translokovat aktivni ubiquitinilovanou kaspazu-8
do specifickych, na ubiquitin bohatych agregatli, collvede k jeji plné aktivaci a indukci
apoptdzy (Obr. 2.2.5) (Jin et al., 2009). Kaspaza-8 mule byt také fosforylovana kindzou Src,
¢im dochézi k jeji inhibici. Naopak inhibitor Src kindzy PP2 zvy[ije aktivaci kaspazy-8
(Cursi et al., 20006).
exekuéni kaspazy-3, -6, -7. V ptipad¢, € je apoptdza indukovéna v bu tikéch I1. typu, dochazi
iu TRAILové signalizace k propojeni s vnitini apoptotickou drahou (popsano v kapitole

2.1.3).
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Obrazek 2.2.4 DISC receptor Fas/CD95 a postupna aktivace kaspazy-8. Obrazek ukazuje

kinetiku vzniku FasL[.-FasR-DISC komplexu a jim zprostfedkovanou postupnou aktivaci kaspazy-8.
Cely proces je aktivovan interakci trimerniho ligandu (vyobrazen Cerveng) s receptorem. Nasleduje
oligomerizace receptorii a asociace proteinu FADD, ktery interaguje svou death doménou (DD-
Cervené) sreceptorem. Na opacném konci nese DED doménu (svétle [utd), kterou obsahuje
i prokaspaza -8/-10 a inhibitor cFLIP. A) Dochazi k homofilické interakci téchto domén a formovani
DISCu. Pokud pievladnou proapoptotické signaly, kaspaza se za¢ne [{€pit. Prvni [fi€peni probiha
v misté mezi malou (p10, fialova) a velkou (p18, rilova) podjednotkou - naznaéeno lipkou. B) Malé
podjednotky ztstavaji v DISCu a formuji se zbytkem kaspazy heterotetramer. Timto vznika komplex
o velikosti 41/43 kDa (dv¢ rizné sestiihové varianty kaspazy). Nasledn¢ dochazi ke druhému [fiépeni
mezi N-koncovou death doménou a velkou podjednotkou - naznaceno lipkou. Tim se kaspéza stava
aktivni a difunduje do cytosolu. C) Na DISCu zistava pouze N-koncova doména. Zobrazen je

Fas/CD95 receptor, u TRAILu a DR4/5 tyto déje probihaji stejné (pfevzato z Lavrik et al., 2005).

2.2.5 Neaptotické signaliza¢ni drahy ligandu TRAIL

Ackoliv hlavni funkci TRAILu a receptort DR4/DRS je indukce apoptotické drahy,
bylo prokazano, [e TRAIL je schopen aktivovat i s apoptdzu nesouvisejici pro-proliferacni
drahy. Podobné jako dallil death ligandy FasL nebo TNFa aktivuje TRAIL NF-kB
signaliza¢ni drdhu, MAP kindzovou signalizaci, PI3K-PKB/Akt kindazy a také
autofagocytozu skrze TAKI1 kindzu (Secchiero et al., 2003, Falschlehner et al., 2007,
Herrero-Martin et al., 2009). Za aktivaci neapoptotické signalizace je zodpovédny piedevlim
sekundarné vznikajici signaliza¢ni komplex 2. Tento cytosolicky komplex obsahuje FADD,
kaspazu-8 a adaptorové proteiny RIP1 a TRAF2. Protein RIP1 je serin/threoninova kinéza,

ktera je schopnd autofosforylace a ndasledné aktivuje dallil substraty, kterymi jsou
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IKK/NEMO (IxB kinase) nebo nékterd z MAP kindz (Obr. 2.2.4). Kinaza IKK (slolena
z podjednotek o, B,y) fosforyluje inhibitor IkB. P-IkB se disociuje od NF-kB a tim se
odkryje signalni sekvence pro transport NF-kB do jadra a tak dojde ke zméné exprese
cilovych gentt (Hu et al., 1999). Tato drdha muleé mit za nasledek zvyleni hladiny
antiapoptotickych proteini, jako je cFLIP, Bcl-X;, Mcl-1 a inhibitory rodiny IAP (Stehlik et
al.,, 1998, Wang et al., 1998, Karin & Lin, 2002, Braeuer et al., 2006). Pfesné¢ sloleni
komplexu 2 a jednotlivé funkce komponentl viak nejsou dosud zcela objasnény.

Kromé NF-kB drahy mitle byt skrze komplex 2 aktivovano n €kolik MAP kinazovych
drah. Neni stale piesvédcive vysvétleno, jaké drahy se této signalizace i€astni, ale opakované
byla popsana aktivace kinaz JNK, p38 a Erk. Zd4 se, (@ aktivace p38 nevyladuje TRAF2
a JNK kindza zase RIP1, takleé 1 indukce signalizace mile byt odlilna. Navic tyto drahy
mohou mit jak proapoptoticky (JNK), proliferacni (Erk), tak i ve vysledku [adny u ¢inek.
Navic skutec¢nost, '@ MAP kindzové drahy jsou zapojeny do mnoha bun &nych procest,
znaci, € je a bude velice t&ké pfesné ustanovit komponenty a dusledky této signalizace
(Varfolomeev et al., 2005, Grant & Dent, 2004). Signalizace 1 vysledna odpovéd skrze
NF-xB 1 kindazovou drahu je slabliinelu receptoru TNF-R1 a pii plné aktivaci apoptotické
signalizace nemd pfilil lvelky vliv na kone¢ny osud bunky. Pokud je viak apoptoticka
signalizace inhibovana (napf. blokovanim aktivity kaspaz proteinem XIAP, ¢i inhibici
mitochondrialni apoptotické signalizace antiapoptotickymi proteiny z rodiny Bcl-2),
TRAILem indukovana aktivace téchto vedlejlich drah vede naopak k bunécné proliferaci

nebo ke zvyleni rezis tence viici apoptdze (Braeuer et al., 2006).
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Obrazek 2.3 Souhrn signaliza¢nich drah po navazani ligandu TRAIL. TRAILem indukovana
apoptoza je spulfiéna po navazani trimerniho ligandu TRAIL na aktivacni receptory DR4/DRS.
Signalizace pokracuje formovanim DISCu a aktivaci kaspazy-8/-10. Kaspaza-8 je ubiquitinylovana
(pozitivni regulace proteinem CUL-3, negativni A20). Uniquitinilovana kinaza-8 je pfemisténa za
pomoci proteinil p62 a RBX1 do specifickych agregati, ¢cim[Jdochazi k vyznamnému zvyleni jeji
aktivity. Aktivovana kaspaza-8 dale [tiépi a tim zaroven aktivuje exekuéni kaspazy-3,-6,-7 a
proapoptoticky protein Bid (vznikd truncated Bid  tBid). tBid aktivuje mitochondrialni drahu a
dojde k vytvoreni apoptozomu (cytochrom ¢ + Apaf-1 + kaspdza-9). Aktivovana kaspaza-9 obdobné
jako kaspéza-8 [tiépi a aktivuje exekucni kaspazy. O-glykosylace DR4/DR5 a palmitoylace DR4 maji
také pozitivni vliv na seskupovani receptorti a naslednou signalizace. Navic TRAIL miilé indukovat
1 neapoptotickou signalizaci. Dochazi k vytvoteni cytoplasmatického komplexu 2 (FADD, kaspaza-8,
RIP, TRAF2 a IKK), ktery aktivuje ¢leny NF-kB drahy, MAP kinazovou signalizaci nebo PBK/Akt
kinazu. Cely komplex TRAIL-receptor-DISC je pravdépodobné béhem tohoto procesu internalizovan

klatrinem zprostfedkovanou endocytézou (prevzato z Gonzalvez & Ashkenazi, 2010).
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2.3 Zakladni endocytické drahy

Endocytéza je proces, pii kterém dochazi k pohlcovani membranovych nebo
extracelularnich komponent pomoci endocytickych vacki. Endocytdza existuje v nékolika
odlimych formach (Obr. 2.3). V zdsad¢ ji milem e rozdélit na klatrinem zprosttedkovanou
a na klatrinu nezavislou endocytézu. Vétlina receptort je internalizovana vice regulovanou
a nejlépe charakterizovanou klatrinovou drahou. Mén¢ specifické druhy endocytozy, jako je
fagocytéza a (makro)pinocytdza, jsou na klatrinu nezavislé. Do této skupiny patii
i endocytoza caveolinovych vacku, kterd je ziejmé zavisld na membranovém mikroprostiedi
(raftech) a mtleé skrze ni dochédzet k internalizaci membranovych proteind, bakteridlnich
toxind nebo virtd. To, zda je endocytdéza zprosttedkovana klatrinovou nebo na klatrinu
nezavislou drahou, je dilelitym faktorem pro dallilcharakterizaci endocytické drahy (Sharma

et al., 2004, Ramanan et al., 2011).

2.3.1  Endocytdza zprostiedkovana klatrinovymi vacky

Endocyto6za zprostiedkovana klatrinovymi vacky je zodpoveédna za internalizaci [ivin,
patogent, rustovych faktorii a zejména pak receptor. Nejdulelit €j[iimi kom ponenty obalu
téchto vackl jsou klatrin a adaptorovy protein 2 (AP2) (Le Roy & Wrana, 2005). Zakladni
jednotka klatrinu, ze které se nésledn¢ stavi cely obalovy plalf vacku se nazyva triskelion.
Sklada se ze tii té¢kych fetézcl (clathrin heavy chain, CHC) a ze tfi kratlich lehkych fetézci
(clathrin light chain, CLC). T¢ky fetézec obsahuje vazebnd mista pro AP2 a dallilpomocné
proteiny (Greene et al., 2000).

Adaptorovy protein 2 je velky komplex, skladajici se ze Ctyt podjednotek a, B2, pu2
a 02. B2 podjednotka (100 kDa) je zodpovédna za vazbu AP2 na klatrin a zfejmé je schopna
rozpoznat obsah vacku. Podjednotka o (100kDa) nese sekvenci pro lokalizaci na
plasmatickou membranu a interaguje s dalimi adaptory (A P180, amphiphysin). Podjednotka
u2 (50kDa) je ptedeviim zodpoveédnd za rozpoznani piepravovaného proteinu a pomaha
nasednuti AP2 na klatrin (Page & Robinson, 1995). Navic obsahuje vysoko afinitni misto pro
vazbu PIP, (fosfatidilinositol-4,5-difosfat) a mule aktivovat PIP kindzu a tim regulovat
hladinu PIP, v membrané (Krauss et al., 2006). AP2 je schopen rozpoznavat a vazat
specifické internalizacnni motivy na endocytovanych proteinech, dileucinovy motiv
DXXLL/[DE]XXLI[LI] a tyrosinovy motiv YXX® (F® znaci hydrofobni AMK). Oba motivy
muiléme najit na hojné endocytovanych receptorech a odpovidaji za nasmérovani dané¢ho

proteinu do endozomu nebo lyzozomu (Bonifacino & Traub, 2003). Z funkci AP2 vyplyva,
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'@ se vyznamn ¢ podili na seskupovani plalté vacku, procesu vyklenuti, rozpoznavani obsahu
a tim cileni vacku do organel.

Dallim proteinem, ktery hraje dilelitou roli ve formovani va ¢ku je synaptojanin.
Jedné se fosfoinositidovou fosfatazu, kterd méni PIP; na PIP, a PIP. Spravna hladina PIP; je
dilelitd pro vytvofeni vacku, endocytézu a disociaci obalu. Proto musi byt synaptojanin
pritomen v obalu po celou dobu internalizace (Rusk et al., 2003).

Pro oddéleni vacku od membrany je potiebnd GTP4za dynamin. Dynamin ma
N-koncovou doménu, kterd valeé a hydrolyzuje GTP, tim dochazi k postupnému utahovani
hrdla vacku (Muhlberg et al., 1997). Pfesny mechanismus od[f€povani neni zcela upiesnén.
Ziejme se jedna o kompromis mezi uzaviranim konct vacku, za které jsou zodpovédné PH
domény nachézejici se v centrdlni ¢asti dynaminu. PH domény maji vysokou afinitu k PIP,
ktery se nahromadi pravé v okoli hrdla vackl a snalilse dostat tyto dv € na PIP, bohaté ¢asti
k sobé, collje energeticky vyhodn¢jlii Ale ztejmé zde funguje i néco jako Toubovité
utahovani. Bylo pozorovano, jak hydrolyza GTP zplsobuje rotaci proteini kolem hrdla
vacku, take je momé, (€ se oba zp 1soby kombinuji (Roux et al., 2006).

Brzy po internalizaci se klatrinovy pla(t rozpada. Aktivni synaptojanin snifuje obsah
PIP, ve vacku. AP2 tak ptestane PIP, védzat a tim zapocne rozbalovani. Disociaci obalu
ziejme pomaha 1 mald GTPaza Rab3, ktera ovliviiuje fosforylaci AP2 a tim jeho odpoutani
od vacku (Semerdjieva et al., 2008). Nasledn€ po rozbaleni vacek ptechazi v ¢asny endozom.
Pro Casny endozom jsou typické malé GTPazy Rab4, Rab5 a EEAIl (early endosome
antigen 1) (Mu et al., 1995, Platta & Stenmark, 2011). Rab5 se stard o hladinu PIP; aktivaci
PI3 kindz v membrané ¢asného endozomu a je dilelity spolu s EEA1 pro fizi va ¢kii. Zastava
viak jelt/¢ mnoho dallich funkci (shrnuto v Stenmark, 2009). EEA1 funguje jako marker
casného endozomu a je rozpoznavan pfichdzejicimi vacky (Christoforidis et al., 1999).
V casném endozomu mtileé dochéazet k signalizaci stejné, jako je tomu na membrané, ale diky
odlimému slofeéni m embrany mii@ byt signalizace utlume na nebo naopak aktivovana. Casny
endozom je prvnim mistem, kde se rozhoduje o dallim osudu intrenalizovaného objektu.
Mtle byt transportovan recykla ¢nim, Rabl1-pozitivnim vackem zpét na membranu nebo
muleé pokracovat do multivesikuldrniho téliska (MVB), pozdniho endozomu a lyzozomu
(Obr. 2.4) (Platta & Stenmark, 2011).

Tim, jak se od[tiépuji recyklacni vacky (napft. s transferinovym receptorem) a Casné
endozomy fuzuji, dochazi k maturaci celého komplexu a pfeméné casného endozomu na
pozdni. Ten ma diky zvylené aktivité V-ATPéazy nil[ilpH a oproti ¢asnému endozomu vét/i

velikost. Pozdni endozom mile mit také formu tzv. ,mul tivesicular body (MVB), kdy
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vacky zistavaji jelfé ohrani¢ené membranou (Futter et al, 1996). Prechod z ¢asné¢ho
endozomu do MVB mille byt fizen ubiqutinylaci receptoru. Ubiquitin je rozeznan
komplexem ESCRT-I, -II a -III (endosomal sortiing complex required for transport), ktery
sméruje proteiny z ¢asného endozomu do MVB (Hurley, 2008). Pfeména endozomu je také
doprovazena vyménou malych GTPaz. Pro pozdni endozom je typickad pfitomnost malych
GTP proteinti Rab7 a Rab9 namisto Rab5 a Rab4. Pokud se na pozdnim endozomu nachazi
Rab7, mutle dojit k fizi s lyzozomem (Rink et al., 2005).

Ackoliv v pozdnim endozomu/MVB uldochézi spilé k u tlumeni signalizace, milg
v nékterych pripadech dochazet i k aktivaci, napt. ke spu®iéni Erk ¢i Wnt signalizacni drahy.
Také se mule dojit k odstran éni inhibitorti signalizace a tim se signal posili (Platta &
Stenmark, 2011, Taelman et al., 2010).

Lyzozom je jednodulé organizovanid organela bez slolit¢ého vnitiniho uspofadani.
Uvniti lyzozomu je velice nizké pH. Pohybuje se mezi hodnotami 4,5 - 5 a je udriovano
stalou aktivitou V-ATPazy. Diky tomu dochazi snadno k degradaci pfitomnych molekul.
Navic je zde vysoky obsah hydrolytickych enzym, které funguji pouze pii nizkém pH, col
degradaci jeltl€ podporuje (Sun-Wada et al., 2003).

2.3.2  Na Kklatrinu nezavisla endocytoza

Caveolinem zprostiedkovand endocytdéza je nejlépe definovanou a nejvice
prozkoumanou na klatrinu nezévislou endocytickych drahou. V tomto ptipadé¢ se membrana
vyklenuje do podoby bailky za ptitomnosti specifického membranového mikroprostiedi
membranovych rafti. Pro to, aby mohl vzniknou tento druh vacku, musi byt v membrané
pfitomen cholesterol a s caveolinem-1 interagujici sfingolipidy, které stabilizuji strukturu
vacku (Pelkmans & Zerial, 2005, Sargiacomo et al., 1995, Sharma et al., 2004).
Nejdulelit &i komponenta téchto vackt je ziejmé caveolin-1. U bun¢k myl] které
neexprimuji caveolin-1, nebyla pozorovédna tato endocyticka drdha (Lipardi et al., 1998,
Razani et al., 2002). Kromé¢ toho, (€ se caveolinové va ¢ky podili na udrleni choles terolové
homeostaze, jsou skrze né endocytovany také proteiny vazané GPI kotvou, E-cadherin,
cholera toxin a ¢astice viru SV40 (Fielding & Fielding, 1997, Norkin et al., 2002, Cheng et
al., 2006, Kurzchalia & Parton, 1999). Po internalizaci caveolinové vacky ziejmé interaguji
s klasickou endocytickou drahou, tzn. fuzuji s endozomy (Obr. 2.3) (Pelkmans et al., 2004).

Dalil drahy, které jsou na kl atrinu nezavislé, nejsou tak dobte prozkoumany nebo se
jedna od endocytdzu nespecifickych ¢astic, at’ ulkapalnych pinocytdza nebo pevnych -

fagocytoza. Nékteré receptory (napf. receptor pro interleukin-2) jsou internalizovany jak na
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klatrinu, tak na caveolinu nezavislou drahou. Téchto méné Castych endocytickych drah se
také ucastni malé¢ GTPazy, jako napi. cdc42, ARF6 nebo RhoA (Lamaze et al., 2001, Mayor
& Pagano, 2007).

Clathrin- Caveolin- Clathrin- and caveclin-
dependent dependent independent Flasma
internalization internalization membrane |

. ARF&
0 regulated

Obrazek 2.3 Zikladni endocytické drahy. Endocytéza mule byt zprostfedkovana klatrinovymi
vacky, caveolinovymi vacky ¢i dalimi, zatim blilé neur enymi, drahami. Na klatrinové vacky se
vald klatrin ve formé triskelionu. U caveolinovych je nejdulefit &jlim obalovym proteinem
caveolin-1. Oba typy vacka jsou od membrany odfiépeny dynaminem za vyuliti energie z hydrolyzy
GTP. Nasledn¢ vznika casny endozom, pro ktery je typicky Rab5 a EEA1. Poté mule dojit
k recyklaci zpét na membranu, ktera je zprostfedkovana mimo jiné i malou GTPazou Rabl1. Vacky
mohou také dale fuzovat a tvofit pozdni endozom (Rab7 pozitivni) nebo multivesicular body (MVB).
Jejich cesta kon¢i v lyzozomu, kde je obsah vacku degradovan (pfevzato z Gould & Lippincott-

Schwartz, 2009)

2.3.3  Endozomalni a lyzozomalni acidifikace

Nizké pH v lyzozomech a endozomech je potiebné pro recyklaci receptorii, pohyb
a maturaci organel, aktivitu iontovych kanall, hydrolaz a dallich enzymu, které funguji
v prostfedi s kyselym pH (Sun-Wada et al., 2003). Za snilovani pH v bun éénych
kompartmentech je zodpovédny enzym V-ATPaza. Jedna se o protonovou pumpu, kterd za
spotieby ATP zvyfije hladinu H" v organelach. V-ATP4za je piitomna jil[v endozom ech,
kde udriuje pH mezi 6,8-5,5. Snileni pH v endozom u také pfispiva k disociaci ligandu
a nasledné recyklaci receptoru (Mellman, 1996). V-ATPéza funguje také jako pH senzor a
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tim dokale udriet aciditu kompartmentu ve spravnych mezich. Do endozomil je
translokovana vacky obsahujici proteiny ARNO a Arf6, které jsou zdsadni pro indukci
acidifikace (Breton & Brown, 2007). Spolu s V-ATPazou se stava aktivni také iontovy kanal
pro CI', ktery vyrovnavd zvylenou hladinu protont. Diky aktivaci Cl° kandlu mile
V-ATPaza stile pumpovat H™ do lumen endozomi. Postupnym snilovanim pH allna
hodnotu 5 je umolnéna fize pozdniho endozomu s lyzozomem za ucasti malého GTP
proteinu Rab7. Nasledné dochazi k degradaci obsahu lyzozomalnimi enzymy (Sun-Wada et
al., 2003).

Jednim z aktivnich lyzozomalnich enzymu je kyseld sfingomyelinaza (ASM). Jeji
optimalni pracovni pH je mezi 4,5-5, collzaru cuje pravé prostiedi lyzozomii a pozdnich
endozomu (Fowler, 1969). ASM konvertuje sfingomyeliny na ceramidy, které jsou jednak
integrovany do bunéfnych membran a mohou se také podilet na aktivaci nékterych
signalnich drah.. ASM také pravdépodobné hraje roli pifi FasL ¢ TNFa indukované
apoptoze. Aktivovana kaspaza-8 se podili na zvyleni aktivity ASM a nésledné vy lilprodukci
ceramid. V pfipadé TNFo indukované signalizace, je aktivita ASM zvylena diky
aktivaénimu [{fiépeni, které je zprosttedkované kaspazou-7 (Sawada et al., 2002, Edelmann et
al., 2011). Bylo prokazano, (€ 1 TRAILem akti vovana signalizace zvyluje aktivitu ASM
a tim produkci ceramidii (Dumitru & Gulbins, 2006).

Nové¢ vytvofené ceramidy se uvoliuji z lyzozomu a v cytoplasmatické membrané
vytvareji specifické domény. Tyto, na ceramidy bohaté ¢asti membrany, ziejmé umolfuji
lep(i shlukovani receptori a signalizaci. Exogenni ceramidy, ptidané do ASM deficientnich
splenocytii nebo TRAIL rezistentnich bunék, umomi 1 c¢inngj[il aktivaci TRAILem
indukované apoptozy. Navic se zda, (€ senzitivu k TRAILu mii'e ovliv lovat nejen mno[stvi
ale 1 druh ceramidd (Dumitru & Gulbins, 2006, Voelkel-Johnson et al., 2005).

Kromé ASM, ceramidy produkuje jetl€ neutralni sfingomyelindza (nSMase), ktera
pusobi v MVB. Vniklé ceramidy formuji vacky, které se sekretuji ven z buniky (exosomy)
(Fang et al., 2007).

Dallim enzymem, ktery by mohl mit vliv na apoptézu a nachdzi se v lyzozomu, je
kysela ceramidaza. Jeji optimalni pracovni pH je kolem 5 a katalyzuje pfeménu ceramidd na
sfingosin a volné mastné kyseliny (Bernardo et al., 1995). Pravé sfingosin dokéle zvylovat
apoptozu diky aktivaci proapoptotickych proteinit Bax a Bak a inhibici antiapoptotickych
Bcl-2 proteinti (Suzuki et al., 2004).
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2.4 Internalizace receptori indukujicich apoptézu
Vétiiha membranovych receptorll je po navazani ligandu internalizovdna na klatrinu
zavislou ¢i nezavislou endocytézou. Endocytoza aktivovanych receptori slouli k modifikaci
¢i utlumeni signalizace. Béhem endocytozy také miile dojit, vlivem sniléného pH
v endozomech, k disociaci ligandu a nésledné recyklaci receptoru. V poslednich letech se
ukazuje, e receptor miile byt endocytovdn 1 z divodu posileni signalizace a leplimu
seskupovani signaliza¢niho komplexu (Platta & Stenmark, 2011). Tento druh internalizace

ma svlj vyznam i pii indukci apoptotickych kaskad.

24.1 Uloha internalizace receptori TNF-R1 a FasR

Klatrinem zprostiedkovand internalizace aktivovaného TNF-R1 je vyznamna pro
ucinnou aktivaci ASM, apoptdzy i MAP kinazové signalizace (JNK, Erk, p38), ale nehraje
roli pti aktivaci NF-«kB (Schutze et al., 1999, Lee et al., 2006b, Woo et al., 20006).
Blokovanim endocytdézy TNF-R1 receptozomu adenoviralnim proteinem 14.7K nebo mutaci
tyrosinového internalizacniho motivu nedochdzelo k agregaci adaptorovych proteint
TRADD a FADD. Byla narulena tvorba DISCu a tim i1 aktivace kaspazy-8. (Tchikov
& Schutze, 2008, Schneider-Brachert et al., 2006, Schneider-Brachert et al., 2004). Vedle
neefektivniho vzniku DISCu se na potlaceni apoptotické signalizace podilel 1 dalii
mechanismus. Po inhibici internalizace TNF-R1 nedochazi k endozomy zprostiedkované
aktivaci aspartatové protedzy katepsinu D (CTSD). Katepsin D se nachazi v Rab5 pozitivnich
endozomech a podili se, obdobné¢ jako kaspaza-8, na [tiépeni a aktivaci proapoptotického
proteinu Bid a tim 1 na amplifikaci apoptotické signalizace (Heinrich et al., 2004).

Také Fas/CD95 je po aktivaci internalizovan klatrinem zprostfedkovanou
endocytozou, za pomoci aktinovych vlaken (Algeciras-Schimnich et al., 2002). Vyznam
internalizace receptoru Fas/CD95 pravdépodobné zavisi na bunécném typu. Typ I vykazuje
rychlou internalizaci a vysokou hladinou DISCu, zatimco u bunék II. typu je internalizace
1 mnolstvi DISCu nilil P fi sledovani endocytické drahy bylo ovéteno, [ zformovani DISCu
a aktivace kaspazy-8 a -3 vyladuj e internalizaci receptoru u bunééného typu I na rozdil od
bunécného typu II. Aktivovana kaspaza-8 a FADD vykazovaly kolokalizaci s markery
¢asného endozomu po prvnich 10 minutich od indukce apoptdzy. Navic byla pti blokaci
endocytozy, pomoci siRNA nebo snilénim PIP ,, aktivovana ve zvylené mife antiapoptoticka
Erk kindzova signalizace. Je tedy pravdépodobné, (e u bunécného typu I, je pro indukci

apoptdzy skrze Fas receptor potiebna jeho endocytdza (Lee et al., 2006a).
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2.4.2  Endocytoza receptori DR4, DR5 po stimulaci TRAILem

Role endocytézy v TRAILem indukované apoptotické signalizaci byla taktél]
nékolika vyzkumnymi skupinami analyzovéna, ale vysledky jsou zatim rozporuplné a uloha
endocytozy béhem TRAILem indukované apoptdzy nebyla dosud uspokojivé vysvétlena.

Je prokazano, € b ¢hem prvnich minut po indukci apoptdzy dochézi k internalizaci
TRAILu spolu s receptory (Akazawa et al., 2009, Kohlhaas et al., 2007, Austin et al., 2006).
Avlak zatimco u BJAB bun¢k (bunééna linie ziskand z bunc¢k Burkittova lymfomu) je
endocytovan DR4 i DR5 (Akazawa et al., 2009), u bun¢k odvozenych od hepatocelularniho
karcinomu Huh-7 probiha internalizace a signalizace spileé skrze DRS5 (Kohlhaas et al.,
2007). U vigch dosavadnich experimentl byla pozorovana internalizace DR4/5 pomoci
klatrinovych vacku, avlak i ptes zablokovani dynaminu-1 u HeLa bun&k byl TRAIL i nadale
endocytovan, collpoukazuje na momost inte rnalizace i pomoci jinych nellk latrinovych
vacka .(Kohlhaas et al., 2007, Akazawa et al., 2009, Austin et al., 2006, Zhang & Zhang,
2008, Zhang et al., 2009).

Pii zablokovani endocytozy aktivovanych TRAIL receptozomii u BJAB bunck
(apoptoticky typ I) pomoci zvylené koncentrace extracelularni sachar6zy nebylo pozorovéano
potlaceni, ale naopak posileni apoptotické signalizace. Aviak sami autofi pfiznavaji, (e
nemohou vyloucit aktivaci jinych proapoptotickych drah (napt. Src kindzy, generace ROS)
v disledku pusobeni nefyziologického prostfedi hypertonické sachardzy. Stejné tak ale
nedo(lo k inhibici apoptdzy pti pouliti dominantn €-negativniho mutantniho dynaminu K44A
a to jak u BJAB , tak ani 1 u HeLa bun¢k. Viechna tato zjilt/éni vedla autory k zavéru, (€
u BJAB a HeLa bunék neni endocytéza TRAILu ani jeho receptort potifebna k apoptotické
signalizaci (Kohlhaas et al., 2007).

Zajimavé je, € vysledky z dali publikované prace jsou v urCitém rozporu
s pfedchazejicimi zavéry. Jilldtive bylo publikovano, @ b&hem TRAILem indukované
apoptozy dochazi u bunék hepatocelularniho karcinomu (HCC) a karcinomu [Ii1 Covoda
k lyzozomalni permeabilizaci, uvolnéni katepsinu B do cytosolu a tim k akceleraci apoptozy
(Guicciardi et al., 2007, Werneburg et al., 2007). Pfi sledovani tohoto déje u bunééné linie
Huh-7 (ustanovena z HCC) bylo prokazéano, [e po snileni exprese DR5 (nikoliv DR4),
nedollo k uvolnéni katepsinu B z lyzozomti. Blokovani endocytdézy v Huh-7 buikach
pomoci exprese mutantniho dynaminu vedlo kromé zastaveni endocytézy DR4 i DRS také
k potlaceni TRAILem indukované apoptotické signalizace (Akazawa et al., 2009).

V bunkach hepatocelularniho karcinomu (na rozdil od napt. HeLa buné¢k) je podle

autorti endocytoza TRAIL receptozomli nezbytnd pro permeabilizaci lyzozomti a uvolnéni
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proapoptotickych katepsinli. Autofi vysvétluji tyto rozdily dvéma momymi aktivacemi
apoptotické signalizace. U typu-D (direct, pfimy) neni nepotiebnd k indukci apoptozy
lyzozomalni permeabilizace a tudil) ani endocytéza receptori. U druhého typu-L
(lyzozomalni), collby mohl byt pravé piipad jaternich HCC bunék, je tato amplifikacni
lyzozomélni smycka potfebnd a je tedy nutna i internalizace receptord (Akazawa et al.,
2009).

Hyperaktivace endocytézy TRAIL receptorii nebo jejich konstitutivni endocytdza
mule byt jednou z pficin rezistence nadorovych bun¢k k TRAILem indukované apoptoze.
Tento mechanismus rezistence k TRAILu byl prokdzan u bunécné linie odvozené
z karcinomu prsu. Inhibice endocytézy pomoci chlorpromazinu (CPZ) a fenylarsin oxidu
(PAO) ¢i snileni exprese AP2 a CHC pomoci siRNA obnovilo povrchovou expresi DR4/5
atim 1 citlivost téchto bunc¢k k TRAILem indukované apoptdze. Za endocytézu DR4 je
odpovédny dileucinovy motiv v intracelularni ¢asti DR. Nadprodukce DR4 s mutovanym
internalizacnim motivem opét obnovila citlivost téchto bun¢k k TRAILu. T tomto ptipade,
u bunék epitelialniho karcinomu prsu, je ziejmé, € endocytdéza aktivovanych TRAIL
receptorli neni nezbytna pro t¢innou indukci apoptdzy (Zhang & Zhang, 2008).

Dosud publikovand data o uloze endocytézy TRAILovych receptozomi nejsou
jednoznacéna. Pro ptesnéjfi interpretaci bude potieba analyza vice bunécnych linii a riznych
podminek indukce TRAILem aktivované apoptézy. Pravdépodobné viak opét zaleli na

konkrétnim bunééném typu, stejné tak, jako je tomu u endocytdzy Fas receptozomu.
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3. CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo pomoci objasnit vyznam endocytdzy receptoric DR4
a DR5 béhem TRAILem indukované apoptézy u bunck kolorektdlniho karcinomu. Toho

jsme chtéli dosahnout v nasledujicich dil¢ich krocich:

e  Ur¢it typ endocytické drahy TRAIL receptozomu.
. Zjistit v jakych organelach se TRAIL spolu s receptory po internalizaci nachdzi.
o Stanovit, jaky vliv ma blokace endocytézy na TRAILem indukovanou

apoptozu.

Po objasnéni piedchozich bodi jsme dale chtéli ovérit, zda neékteré post-endocytické procesy,
jakymi je napiiklad i acidifikace endozomt a lyzozomil, mohou mit vliv na aktivaci a prib¢h
TRAILem indukované apoptotické signalizace. Tento jev jsme chtéli analyzovat na n¢kolika

urovnich:

. Zastavit né€kolika rGznymi inhibitory acidifikaci endozomii a lyzozomi
a sledovat vliv inhibice na apoptotickou signalizaci.
o Sledovat zmény na irovni asociace DISCu po inhibici acidifikace.

o Ptipadné zjistit mechanismus plisobeni acidifikace na apoptotickou signalizaci.

V neposledni fadé¢ bylo ukolem této diplomové prace ziskat zkulenosti s aktudlnimi

metodami molekularni biologie a naucit se analyzovat a kriticky hodnotit dosalené vy sledky.
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4. METODY A MATERIALY

4.1 Buné¢né linie
Pro viéchny nalé pokusy byly poulity epite lidlni bunécné linie pivodné ziskané
z raznych stadii a typt lidského kolorektalniho karcinomu. Linie DLD-1 a HCT 116 byly
izolovéany z nadoru a Colo-206F byly ziskdny z nahromadéné biini tekutiny (ascites fluid).
Viechny tyto linie byly zakoupené u firmy ATCC-LGC Promochem. Bunécné linie jsou
dlouhodob¢ skladovany v tekutém dusiku (-196 °C) ve specialnich zamrazovacich

zkumavkach (Nunc) po 1 ml.

4.2 Kultiva¢ni média

Bunéénd linie HCT 116 byla kultivovdna v médiu IMDM (Iscove's Modified
Dulbecco's Media). Toto syntetické médium bylo obohaceno o 10 % FBS (Hyclone),
neesencidlni aminokyseliny (Gibco) and antibiotika (penicilin - 50 000 1U/I; streptomycin -
0.1 g/l; gentamycin - 0.08g/1; vl Sigma).

Linie Colo-206F a DLD-1 byly péstovany v RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) médiu s ptidanim 10% FBS (Hyclone) a antibiotik. Tato média jsou dale uvadéna
jako béma, standardni k ultivacni média.

Pokud byly buiiky selektovany po transdukci virovymi vektory (viz kap. 4.10), byl do

bémého média p fidan puromycin v koncentraci 2pug/ml.

4.3 Udrlovani bunécnych kultur, rozmrazovani, zamrazovani bunék

Buniky byly péstovany na standardnich Petriho miskach nebo dle potfeby na deskach
s jamkami. Béhem rastu byly ponechany v CO, inkubatoru ve standardnich kultivacnich
podminkach 37 °C a 5% CO,. Bunky byly vidy zpracovany ve sterilnich podm inkach
v laminarnim boxu. Tyto bunééné linie jsou pomérn€ nendro¢né na kultivaci a proto byly
udrlované v kultute vidy p fiblin € mésic od rozmrazeni a pasa/ovany jednou za 2-3 dny dle
potfeby. Pied pokusem konfluence bun¢k dosahovala 70-90%.

Zamrazovany byly Cerstvé bunky dle standardniho protokolu piiblim ¢ pét dni all
tyden po rozmrazeni. Po dosaléeni konfluence 90% byly bunky trypsinizovany (1ml
Trypsin/EDTA na 10 cm misku) a resuspendovany v béném kultiva ¢nim médiu s pfidavkem
7% DMSO (Sigma Aldrich). Do zamrazovacich zkumavek o objemu 1 ml bylo rozdéleno
vidy 20% z plvodniho objemu bunék spolu s médiem s DMSO. Nejdiive byly buiky
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uloleny ve specialni zamrazovaci nadob € s isopropanolem do -80 °C a po jednom dni byly
premistény do tekutého dusiku (-196 °C). K rozmrazeni dochéazelo ve vodni 1azni pti 37 °C
apoté byly resuspendovadny v 5ml teplého standardniho média a ponechany 15 minut
v inkubdatoru. Nasledné se bunky centrifugovaly pii 80-100 x g (Centrifuge 5810 Eppendorf,
Germany) po dobu 5 minut, aby bylo moné odstdit médium s DMSO. Nakonec se piendaly
na misku do ¢erstvého, ohfatého média. Pied prvnim pokusem byly nové buiiky kultivovany

alespont 4 dny v CO; inkubatoru.

4.4 Poulité chemikalie a znaceni rekombinantniho TRAILu

Pro indukeci apoptozy byl poulit lids ky rekombinantni TRAIL (95-281 AA, Apronex)
a to vldy v koncentraci 200ng/ml. TRAIL byl dlouhodob¢ skladovan pfi koncentraci 1mg/ml
v malych objemech v -80 °C. Pfed poulitim byl TRAIL natfedén do bunécného média
a pfidan v danych ¢asech ptfimo do misky/jamky

Pro ucely precipitace DISCu byl poulit TRAIL konjugovany s biotinem.
Biotinylovany TRAIL (bio-TRAIL) byl pfipraven v nalilaborato i navazanim biotinu (NHS-
PEQA4-Biotin, Pierce) na rekombinantni TRAIL. Koncentrace bio-TRAILu ptfiddvaného na
bunky byla 1pg/ml. Byl skladovéan opét pii -80 °C.

Rekombinanti TRAIL byl té[Jm odifikovan podle instrukci vyrobce fluorescenéni
probou Alexa 647 (Alexa Fluor 647 carboxylic acid, succimidyl ester, Molecular probes).
Tento fluorescencné znaceny TRAIL-Alexa 647 byl poulit pro sledovani endocytozy
TRAILu za vyuliti konfokdlni m ikroskopie. TRAIL-Alexa 647 byl pfidan na buiiky rostouci
na sklickach (viz kap. 4.6) v poladovanych casech. Vyslednd koncentrace v médiu byla
200 ng/ml. Pfed poulitim byl TRAIL testovan na schopnost indukce apoptozy, ktera byla
srovnatelnd s nemodifikovanym TRAILem.

Pro inhibici endocytdézy byl poulit dynasore (Sigma Aldrich), collje specificky
inhibitor dynaminul, dynaminu2 a mitochondridlniho dynaminu Drpl, avlak nepiisobi na
jiné malé GTPazy. Dynasore byl poulivan ve finalni 36 pM koncentraci a jeho
koncentrovany roztok (10 mM) byl skladovan pfti -80 °C.

K inhibici acidifikace jsme poulili dva inhibitory V-ATPazy bafilomycin Al
(baf A1), concanamycin A (CCA) a také lyzomotropické antibiotikum chloroquine (CHQ)
(vie Sigma Aldrich). Viechna Ccinidla sniuji pH v lyzozomech a endozomech. Tyto
chemikalie byly rozpultény v DMSO a uchovavany v menlich objemech dlouhodobé
pti -80 °C a kratkodobé v -20 °C.
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4.5 Detekce a kvantifikace apoptotickych bunék pomoci priitokové
cytometrie
4.5.1 Stanoveni aktivity kaspazy-3 poulitim protilatky M30-FITC

Pro detekci apoptotickych bunek pomoci pritokové cytometrie byla poulita p rotilatka
M30-FITC (Enzo LS). Tato protilatka rozpozna epitop kaspazou-3 [tiépeného cytokeratinu 18.
Diky této specifité¢ miléme odlifit bu nky, které maji aktivovanou kaspazu-3, colje typicky
pruvodni znak probihajici apoptozy.

Buniky byly péstovany na 24-jamkové desce tak, aby dosahly piibliné 80%
konfluence. Do média byl ptidan TRAIL, ptipadné inhibitory (dynasore, CCA apod.), které
jsme nechali ptisobit potiebnou dobu pii 37 °C. Poté byly buiky 2x omyty chladnym PBS,
inkubovany 10 minut s trypsinem/EDTA a pteneseny do 96-jamkové desky urcené
pro priutokovou cytometrii. Celou dobu pied fixaci byla deska s buitkami drieéna na ledu.
Po centrifugaci a omyti chladnym PBS byly buiiky fixovany methanolem po dobu 30 minut
pii -20 °C. Nasledn¢ byly fixované bunky 2x omyty chladnym PBS s ptidavkem 0,5% BSA
proti nespecifické vazb¢ protilatky. Poté se do kaldé jamky ptidala protilatka M30-FITC
(Apronex) do findlni koncentrace lug/ml. Bunky byly ponechany zakryté 45 minut pfi
pokojové teploté (RT). Nabarvené buiiky byly opét omyty PBS a centrifugovany. Ve viech
krocich se buiiky vidy centrifuguji za t échto podminek - 250 x g, 5 minut, 4 °C. Na zavér se
bunky resuspenduji v 50 ul PBS a analyzuji pomoci pritokové cytometrie (pritokovy
cytometr LSRII - BD Boisciences). Ziskana data byla nasledn¢ vyhodnocena pomoci

softwaru FlowJo (TreeStar).

4.5.2  Detekce aktivované kaspazy 8

Pro kvantifikaci aktivované, [fiépené kaspazy 8 (p43/41 a pl8 fragmenty) jsme té[
vyulili pritokové cytometrie. Buiiky byly péstovany a inkubovany s chemikéliemi stejné
jako pro barveni M30-FITC protilatkou. Po piisobeni TRAILu a odsati média jsme buniky za
stalého uchovavani ledu oplachli a inkubovali s Trypsinem/EDTA po dobu 10 minut pii
37° C. Poté byly fixovany 3% paraformaldehydem (PFA) po dobu 10 minut p#i 37 °C.
Nasledné byly pfemistény na led a k paraformaldehydu byl po 1 minuté pfidan ledovy
methanol do finalni koncentrace 90% methanolu a buiiky byly ponechany 30 minut na ledu.
Nasledovalo 2x omyti PBS a blokace epitopt proti nespecifické interakci s protilatkou
pomoci 0,5% BSA v PBS po dobu 10 minut. Déle byly bunky inkubovany (30 min., RT)
s primarni krali¢i protilatkou proti [tiépené formé¢ kaspazy-8 (18CS8, Cell Signaling).

Nésledovalo omyti a inkubace ve tmé se sekundarni protilatkou (GAM- Alexa Fluor® 488,
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Invitrogen) po dobu 30 minut. Vzorky se na zavér omyly a resuspendovaly v PBS. Mezi
jednotlivymi kroky se buiiky centrifuguji 5 minut, pti 4 °C na 250 x g. Vzorky byly opét

analyzovany pomoci priitokové cytometrie (viz kap. 4.5.1).

4.6 Konfokalni mikroskopie
Pted nasazenim bunék na 24-jamkovou desku bylo na dno kaldé jam ky ptidano kryci
sklicko, na kter¢ byly builkky den alldva pfed pokusem nasazeny. Po dosaleni 90%
konfluence byly k butikdm do média pfidany poladované latky a také barveny TRAIL-A647.
Po inkubaci s chemikaliemi byly buiiky zpracovany dle nésledujicich postupt a analyzovany

konfokalnim mikroskopem Leica TCS SP5.

4.6.1  Detekce bunéénych proteini a struktur metodou imunofluorescence
Bunky byly péstovany na krycim skli¢ku v 24-jamkové desce ve standardnim médiu.

Po odsati a promyti byly buiiky fixovany 3% paraformaldehydem v PBS po dobu 15 minut
pii pokojové teploté. Nasledné byly buiniky permeabilizovany 0,3% Tritonem X-100 v PBS
(5 minut, RT) a 3x omyty PBS. Proti nespecifické vazbé protilatky se bunky inkubovaly
15 minut pii pokojové teplote¢ v 1%BSA v PBS. Po omyti byla sklicka ponechana 45 minut
s primarni protilatkou nafedénou v 1% BSA v PBS. Bunky byly 3x promyty PBS a poté
45 minut inkubovany ve tm¢é s fluorescencné znacenou sekundarni protildtkou. Poulité
protilatky jsou uvedené v tabulce 4.6.1 a byly aplikovany v koncentracich doporucenych
vyrobcem. Na zaveér se bunky 2x omyly v PBS a pfi tfetim omyti bylo do PBS ptidano DAPI
(1,25 uM) nebo Hoechst 34580 (1uM) (Invitrogen). Po 15 minutach byly buiiky naposledy
2x promyty PBS. Skli¢ka byla namontovdna na podlomi skla pomoci montovaciho roztoku
ProLog Gold antifade reagent (Invitrogen), ptes noc ponechdna v temnu pro zaschnuti a poté

analyzovana pomoci konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie.

Primarni protilaka proti: Typ, katalogové ¢Eislo Dodavatel
EEA1-endozom myli, 610456 BD Trans Lab
LAMP3-lyzozom my i labortor prof. Horejliho

GM130 - Golgiho aparat my!i, 35/GM130 BD Trans Lab

caveolin-1 kralici, N-20 Santa Cruz Biotechnology
Mépend kaspaza-8 kralici, 18C8 Cell Signaling
Sekundarni protilatka proti: Typ Dodavatel
my(im protilatkdm kozi, konjugovana s Alexa 488, 547 Molecular Probes
krali¢im protilatkam kozi, konjugovana s Alexa 488, 547 Molecular Probes

Tabulka 4.6.1 Protilatky poulité pro dete kci konfokalnim mikroskopem
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4.6.2  Lokalizace bunéénych kompartmentti pomoci fluorescencnich prob

Pro znaceni organel s kyselym pH byl pou'it LysoTracker (LysoTracker Green DND-
26, Invitrogen) a pro detekci mitochonodrii MiToTracker ( MitoTrackerR Red CMXRos,
Invitrogen). Tyto fluorescencni proby mohou pasivné prochdzet skrz bunéénou membranu,
nemusi byt tak poulit T riton X-100 pro permeabilizaci membrany. Obé¢ latky byly poulité
dle navodu vyrobce. Nejdiive byly buiky, rostouci na sklicku, inkubovany danou dobu
s TRAILem-A647 pti 37 °C. Nasledné¢ byla pfidana odpovidajici proba v doporucenych
koncentracich a ponechana na buiikkdch 30 minut pfi 37 °C. Po této dobé bylo médium
vyménéno a pokud byly buiiky déle barvené pomoci fluorescencnich protilatek, nasledny
postup byl stejny jako pii pouhém barveni protildtkou (viz kapitola 4.6.1). Pfi jednoduchém
barveni byly buiiky fixovany 3% PFA po dobu 15 min pii RT. Po oplachnuti bylo znac¢eno
bunééné jadro pomoci Hoechstu 34580 (Invitrogen), ktery vstoupi do bunck i bez
permeabilizované membrany. Skla byla montovana stejnym zpiisobem jako pii pouliti
protilatek.

Fluorescenéné znaCeny transferin (Transferrin From Human Serum, Alexa
Fluor® 594 conjugate, [Invitrogen) byl poulivdan k detekci a sledovani klatrinem
zprostiedkované endocytdzy. Po aplikaci se valé na transferinové receptory stejn € jako
normalni nebarveny transferin. Pokud bylo potieba, buiikky byly standardné inkubovéany
s chemikaliemi (napf. dynasore) a poté byl do média k buitkkdm pfidan transferin-A594
(0,5 pg/ml). Inkubace probihala v CO; inkubatoru pii 37 °C. Néasledné byly buiikky omyty 2x
PBS a fixovany 3% PFA. Bunééné jadro bylo vizualizovdano pomoci barveni Hoechstem

34580.

4.7 Inhibice endocytozy a acidifikace

Inhibitor endocytdzy dynasore byl nejdiive testovan na nejnillil i ¢innou koncentraci
a pfipadnou toxicitu. Nejnillil moma inhibi ¢ni koncentrace bez vedlejliho vlivu byla pro
nale bunky stanovena na 36 uM. Dale byla testovana potiebna doba pro inhibici endocytozy.
Zjistili jsme, € 30 minut preink ubace bun€k s inhibitorem postacuje k G€inné blokaci

endocytozy.
Obdobné byly 1 testovany 1 inhibitory V-ATPazy a acidifikace. Jejich optimalni
inhibi¢ni koncentrace byly: bafilomycin A1 - 20 nM, concanamycin A - 20 nM, chloroquine-

50 uM a standardné jsme s nimi cilové buniky preinkubovali 30 minut (bafAl, CCA) all
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1 hodinu (CHQ) pied vlastnim ptfiddnim TRAILu. Inhibitory byly bezprostfedné pied

pokusem nafedény do média a ponechany s buitkami po celou dobu pokusu ve 37 °C.

4.8 SDS-PAGE, western blotting, imunodetekce proteint

Bunky byly nasazeny do 24-jamkové desky a napéstovany na piiblinié 80%
konfluenci. K buitkkdm byly pfidany potiebné chemikalie a po inkubaci bylo odmyto
kultivacni médium, buiiky byly 2x oplachnuty studenym PBS a nésledné lyzovany ve
100 ul SDS vzorkovém pufru. Cely obsah jamky byl pomoci centrifugace piefiltrovan pies
pipetovou [picku s filtrem pro odstranéni DNA a ponechan 2 minuty v 95 °C. Délici gel mél
12% obsah akrylamidu a byl pfipraven dle rozpisu uvedeného v kapitole 3.11. Po zatuhnuti
déliciho gelu byl pfevrstven 5% gelem zaostfovacim, do kterého byl vlolen plastovy h feben.
Po zpolymerovani zaostfovaciho gelu byly vzorky (15-25 pl) injekéni stiikackou zavedeny
do jamek v 5% gelu a gel byl zalit allpo okraj SDS elektrodovym pufrem. Elektroforéza
probihala prvnich 10-15 minut p#i napéti 80 V a po dallil hodinu bylo nap éti zvyléno na
150 V.

Po probéhlé elektroforéze byl gel ponechdn 15 minut v pufru pro blotting a poté se
gel opatrné premistil na nitrocelul6zovou membranu (Hybond-ECL, GE Healthcare), taktél]
zvlh¢enou v blokovacim pufru. Gel s membranou se vlolily mezi dva blokovacim pufrem
nasaklé filtracni papiry o stejnych rozmérech jako membrana s gelem. Pfenaleni proteint
probihalo 85 minut pfi konstantnim proudu 0,8 mA na cm®. Po skon&eni pfenosu proteinil
byla membrana omyta v PBS-Tween pufru, obarvena roztokem Ponceau S (azobarvivo) pro
zjitléni uspemosti blotovani. Nésledovala blokace membrany v 5% mléce v PBS po dobu
15 minut. Membréna byla poté ulolen a do -20 °C pro dalli pouliti.

Pro detekci proteind pfenesenych na membranu byla poulita metoda detekce
protilatkami. Primérni protilatka se roziedi v 1% mléce v PBS-Tween do poladované
koncentrace dle protokolu od dodavatele. Membrana se s protilatkou inkubuje za stdlého
kyvéani pti pokojové teploté (RT) po 45 minut. Poté se 3x omyje v PBS-Tween pufru
a nasledné¢ se inkubuje 45 minut, pfi RT se sekundarni protilatkou, takté[ rozpultl ¢nou v 1%
mléce v PBS-Tween. Sekunddrni protildtka je konjugovana s kienovou peroxidazou pro
vizualizaci navazané protilatky. Po opétovném promyti se membrana inkubuje 5 minut
v chemiluminescen¢nim roztoku, obsahujici peroxid vodiku SuperSignal West Nano
(Pierce). Signal z detekovanych proteinii byl zaznamenan na rentgenovy film (Kodak).

Poulité¢ primarni protilatky jsou uvedeny v tabulce 4.8.3.
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Primarni protilaka proti: Typ, katalogové cCislo Dodavatel
kaspaza-3 myfi, 31A1067 Alexis
kaspaza-8 krali¢i, 559932 BD Pharmigen
kaspaza-8 my(i, 12F5 ENZO LS
kaspaza-10 myli, 4C1 MBL

cFLIP myli, NF-6 Alexis
TRAF2 my(i, C90-481 BD Pharmigen
FADD my(, 1/FADD BD Transduction Lab.
DR5 krali¢i, D3938 Sigma-Aldrich
klatrin my/i}, 610499 BD Transduction Lab.
adaptorovy protein 2 My, 610 BD Transduction Lab.
cdc-42 my(i, 610928 BD Transduction Lab.
caveolin-1 krali€i, N-20 Santa Cruz Biotechnology
actin kozi, C-11 Santa Cruz Biotechnology
atubulin myli, TU-01 Santa Cruz Biotechnology
[Wépend kaspaza 8 kralici, 18C8 Cell Signaling
Sekundarni protilatka proti: Typ Dodavatel
myim protilatkdm kozi, konjugovana s peroxidazou Jackson immunoresearch
krali¢im protilatkam kozi, konjugovana s peroxidazou Jackson immunoresearch

Tabulka 4.8.3 Protilatky poulité pro detekci protein @i na nitrocelul6zové membrané

4.9 Precipitace TRAIL-receptor-DISC komplexu

Buitkam narostlym na Petriho misce do 80% konfluence jsme po inkubaci s inhibitory
vyménili médium za ledové chladné a ptidali biotinylovany TRAIL ( viz kapitola 4.4)
v koncentraci 1pg/ml. Nechali jsme TRAIL-biotin navazat na receptory na ledu po dobu
15 minut. Poté jsme vyménili médium za teplé (37 °C), opét s pridavkem potiebnych
inhibitort (bez TRAILu) a buniky byly ponechdny poladovanou dobu v CO; inkubatoru.
Vidy po uplynuti ¢asového bodu jsme buniky omyli a sekrabali do studeného PBS. Buiiky se
nasledné centrifugovaly (250 x g, 4 °C, 5 minut) a po ptidani 500 pl lyza¢niho pufru k peleté
se ponechaly 30 min. lyzovat na ledu. Centrifugaci (16000 x g, 30 min., 4 °C) jsme pak
odstranili zbytky bunék a buné¢na jadra. Pro kontrolu koncentrace proteint a dalfil analyzu
bylo odebrano z kaldého vzorku 50 pl celkového lyzatu (CL). Koncentraci proteini v CL
jsme zjistily pomoci Bradfordova cinidla a zjilténou koncentraci jsme pak poulili pro
standardizaci nanaek. Upravili jsme objem nanalky tak, aby bylo pfidano stejného mnolstvi
proteini v CL k 20 upl streptavidinovych kuli¢ek (Streptavidine-Sepharosa, Pierce). Na

kuli¢ky bylo naneseno obvykle 400 ul lyzatu. Vzorky byly inkubovany 1 hodinu pii 4 °C, za

42



neustalé rotace. Kulicky s navazanym TRAIL-DISC komplexem byly 5 minut omyvany
v lyzacnim pufru, stoCeny (2min., 4 °C, 400 x g) a toto promyvani bylo celkem 5x
zopakovano. Poté byl k promytym kulickam ptidan SDS vzorkovy pufr (100 ul) a vzorky
byly inkubovany 15 min pfi 95 °C. Tim dollo k oddé€leni precipitovaného komplexu.
Streptavidinové kulicky byly nésledné odstranény centrifugaci vzorki skrze [picky s filtrem

a vzorky byly analyzovany pomoci western blottingu (viz kap. 4.8).

4.10 RNA interference

4.10.1 Snileni exprese protein G pomoci siRNA
Pro inhibici endocytickych drah jsme poulili metodu RNA interference, kdy se

po transfekci siRNA do bunky sniluje hladina cilovych m RNA a tim i proteind. Buiiky byly
péstovany na 24-jamkové desce do konfluence piiblin &€ 25%. Aby byla zvylena 0 ¢innost
transfekce vymeénili jsme bémé m édium za 400 pl média Opti-MEM (Invitrogen), collje
specialni bezsérové médium uréené pro transfekci. Pro viechny siRNA jsme pfipravili dvé
rizné vysledné koncentrace siRNA - 30 nM (1,5 pl siRNA ze zasobniho 10 uM roztoku)
a90 nM (4,5 ml siRNA z 10 uM roztoku). Pro kaldou jamku jsme si namichali dv ¢
nasledujici reakéni smési:

a) 50 ml Opti-MEM + 1,5 nebo 4,5 ul siRNA (Tab. 4.10.1)

b) 50 ml Opti-MEM + 1 pl transfekéni ¢inidlo Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen)
Po 5 minutdch pii RT jsme smichali smési a) a b) dohromady a nechali dallich 20 minut pfi
RT. Smichanou reakéni smés jsme piidali na buniky a ponechali 4 hodiny pii 37 °C. Po
4 hodinach jsme OptiMEM vyménili za béné médium a inkubovali dallich 48 hodin pii
37 °C. Snileni exprese cilového proteinu v lyzatech transfekovanych bunék bylo ovéteno

pomoci western blottingu.

Cilova RNA Sekvence (5°->3") Dodavatel Zdroj
CHC2 -telky Tetézec | ;A AUCCAAUUCGAAGACCAAU Dharmacon, inc |~ (Motley etal,
klatrinu 2 2003)
AP2u2 - adaprotovy | A\AGUGGAUGCCUUUCGGGUCA | Dharmacon, Inc | (Moley etal,
protein 2u2 2003)
Caveolin 1 AAAUACAAGAUCUUCCUUCCU Dharmacon, Inc (C°rgg§7e)t al.
Cdc 42 AAGATAACTCACCACTGTCCA Dharmacon, Inc (Tatin et al., 2006)
siKO-kontrolni siRNA Silence® Negative Control No. 1 Invitrogen/Ambion

Tabulka 4.10.1 Poufité siRNA pro inhibici endoc ytickych drah
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4.10.2 Transdukce bunék lentivirovymi vektory pro expresi shRNA

Transdukce lentivirdlniho vektoru p.LKO1 (Sigma-Aldrich) nesouciho sekvenci
pro umlceni proteinu cFLIP (Tab. 4.10.2), byla provedena Mgr. Janem Bralinou, dle
protokolu doporucené¢ho firmou Sigma-Aldrich. Transdukovany byly linie DLD-1 a
Colo-206F. Aviak bunky Colo-206F vykazovaly po transdukci morfologické zmény, proto
byla udrlovana pouze linie DLD-1.

K buikkdm bylo pfiddno 2 dny po transdukci selekéni antibiotikum puromycin v
koncentraci 3 pg na 1 ml média. Buniky byly selektovany po dobu 4 dnti a z nich pfipravené
bunécné lyzaty byly analyzovdny pomoci western blottingu pro ovéfeni sniléni exprese
proteinu cFLIP (Obr. 5.8 A). Buiky byly nadale udriovany pod stdlou puromycinovou
selekei (2 pg/ml). Jako kontrola byly pfipraveny buiiky nesouci vektor p.LKO1 obsahujici
sekvenci, ktera nesnilije expresi [@ dného proteinu (non-silencing shRNA) (Tab. 4.10.2).

shRNA Sekvence (5 ->3)

kontrolni (non-silencing) CAACAAGATGAAGAGCACCAA
cFLIP-sh1 CCTCACCTTGTTTCGGACTA
cFLIP-sh2 GCTCCATAATGGGAGAAGTAA

Tabulka 4.10.2 Sekvence shRNA pro sniléni exprese proteinu cFLIP
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4.11 Poulité ro ztoky

e PBS 10x koncentrovany

NacCl 10g

KClI 025¢
Na,HPO,4.12H,0 1,44 g
KH,PO4 025¢g
H,O doplnit do 100 ml

e PBS 1x koncentrovany

PBS 10x koncentrat 10 ml
H20 90 ml

e 1x SDS vzorkovy pufr, redukujici

1x 50 mM Tris/HCI, pH 6.8
2% SDS

100 mM DTT

5% glycerol

0.002% Bromfenolova modf

e 1x SDS elektrodovy pufr

Glycin 144 ¢
SDS 10g
Tris 30g
H,0 doplnit do 1000 ml

e 1x pufr pro western blotting

Methanol 200 ml
10x koncentrat

(0,25 M Tris, 1,92 M glycin) 40 ml
H,O 760 ml

e PBS-Tween pufr

10x PBS 21
Tween 20 10 ml
H,0 181

e Ix lyzacni pufr, pH 7,5

1% NP40

20 mM Tris

50mM NacCl

10% glycerol

10mM EDTA

1x Complete protease inhibitor cocktail (Roche)
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e 12% gel pro SDS-PAGE na 2 gely

H,0

Tris, pH 8,8
40% akrylamid
10% SDS

APS

TEMED

e 5% zaostrovaci gel

H,0

Tris, pH 6,8
40% akrylamid
10% SDS

APS

TEMED

4,25 ml
2,5 ml
3ml
0,1 ml
0,1 ml
10 ul

na 2 gely

3 ml
1,25 ml
0,63 ml
0,05 ml
0,05 ml
Sul
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5. VYSLEDKY

5.1 Analyza endocytézy TRAILem aktivovanych receptozomii

Doposud publikovana data ukazuji, [@ TRAIL recep tozomy (tj. vacky obsahujici
TRAIL-receptorové komplexy) jsou endocytovany pomoci klatrinem zprosttedkované
endocytozy (Akazawa et al., 2009, Kohlhaas et al., 2007, Zhang & Zhang, 2008). Neni ale
zcela vyloucena, jak je naznaceno v ¢lanku publikovaném Kohlhaas a spol., na klatrinu
nezéavisla endocytéza TRAILovych receptozomt (Kohlhaas et al., 2007). Pro ovéteni typu
endocytické drahy TRAILu u nalich modelovych bunéénych linii a jsme poulfili jak ma rker
charakteristicky pro klatrinovou drahu fluorescen ¢n€ znaceny protein transferin-A647, tak
protilatku proti caveolinu-1, proteinu Gcastniciho se na klatrinu nezdvislé drahy. Pro analyzu
dallil drahy receptozomu byly poulity protilatky proti antigenu ¢asného endozomu (EEA1),
Golgiho; komplexu (GM130), MitoTracker (oznaceni mitochondrii) a LysoTracker (marker
pro lyzozomy). Apoptodza byla indukovana pomoci fluorescencné znacného TRAILu-Alexa
647 a sledovana protilatkou rozpoznévajici aktivni kaspazu-8.

Jillod navazani TRAILu na receptory u m odelové kolorektalni linie HCT 116 jsme
pozorovali kolokalizaci s transferinem (Obr. 5.1 A, 07), ktera byla zfeteln¢ viditelnd béhem
pocatecni faze apoptdzy. Béhem prvnich minut od aplikace se TRAIL nachazel v ¢asnych
endozomech, colldokazuje kolokalizace s markerem EEA1 (Obr. 5.1 B). Naopak jsme
nepozorovali [ddnou kolokalizaci TRAILu s caveolinem-1, ani s Golgiho komplexem nebo
s mitochondriemi (Obr. 5.1 C, D, E). Aktivovana kaspaza-8 se béhem endocytdzy nachazela
velice blizko TRAILu, collznaci, [€ v blizkosti TRAIL receptozomt dochazi k a¢inné
aktivaci kaspazy-8. (Obr. 5.D). Lehce spornd ziistdva zavérecnd faze spojeni endozomu
s lyzozomem. Zdé se, @ TRAIL se do lyzozom @ dostdva al v pozdéjli fazi apoptdzy (60.
120. minuta), colnam potvrdila i kolokalizace s dallim lyzozom alnim markerem LAMP-3
(viz kapitola 5.9). Po tomto pozorovani muleme fici, [€ TRAIL i jeho re ceptory jsou
endocytovany klatrinovou drahou a € bc¢hem endozomdlni drdhy dochazi k aktivaci

kaspazy-8.
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A) Transferin

B) EEA1 c¢asny endozom

45°
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E) GM130 - Golgi
30°

F) Lysotracker

Obrazek 5.1 Iniciace a prubéh endocytéozy TRAIL receptozomi. HCT 116 buiky byly, po
inkubaci s fluorescencné znacenym TRAILem-Alexa 647 a/nebo transferinem Alexa 647, fixovany
a barveny dallimi markery specifikovanych organel. Pozorovali jsme zietelnou kolokalizaci TRAILu
s transferinem A0’-A5". V dallilfazi endocytozy (mezi 15-30 min) TRAIL kolokalizoval s markerem
casnych endozomt (EEA1) - B5', B15". V pozdni fazi apoptdzy jsme zaznamenali lokalizaci TRAILu
v lyzozomech F60°, F120'. S dallimi organelami (mitochondrie D, Golgiho aparat E) nebyla

zjilténa [ddna kolokalizace. Stejné tak neni viditelnd souvislost mezi internalizaci TRAILu
a caveolinovym typem endocytézy C. Jadra byla barvena DAPI/Hoechst 3354 0 modr4, jednotli vé

sub-buné¢né markery cervena, TRAIL-Alexa647 zelena, mitochondrie [ediva.

5.2 Ovéreni typu endocytické drahy TRAIL receptozomu

Pro ovéteni endocytézy TRAIL receptozomt jsme pomoci siRNA potlacili expresi
esencialnich genii, které se ucastni na klatrinu zavislych i nezavislych endocytickych drah,
v bunééné linii DLD-1. Nasledné jsme analyzovali vliv sniléné exprese na end ocytdzu
fluorescenéné znaceného TRAILu (TRAIL receptozomi). Poulili jsm e siRNA proti t€kému
fetézci klatrinu (CHC) a p podjednotce adaptorového proteinu 2 (AP2). Déle byly aplikovany
dvé siRNA sniljici expresi protein @ jinych nelklatrinovych drah, proti caveolinu-1 a cdc42.
Cdc42 je mala GTPaza z rodiny Rho, ktera se také ucastni endocytdzy, ale ne skrze
klatrinovou drahu (Lamaze et al., 1996). Jako kontrola byla poulita vlasenka, jejil sekvence

neni podobnd [Adné my(i] krysi ani lidské RNA (siKO). Neméla by tedy mit [ddny efekt na

49



cilové bunky. Jako dalli kontrola posloulily normalni netransfekované buiky (WT).
Potlaceni exprese jednotlivych cilovych gent, resp. jejich proteinovych produkt jsme si
nejprve oveérili pomoci western blottingu (Obr. 5.2 B). Zjistili jsme, € viechny poulité
siRNA ucinné potlacovaly expresi cilovych genii.

Podle nalich ptfedpokladl k nejvétilblokaci transferinu-A647 i TRAIL u-A647 dollo
u buné¢k, které byly transfekované siCHC. Lehka blokace internalizace nastala i u siAP2u2.
U kontrolni siRNA, netransferovanych bunék ani u dalfich dvou siRNA nedoldo dle
ocekavani k blokaci internalizace TRAILu ani transferinu (Obr. 5.2 A). TRAIL receptozomy
jsou tedy endocytovany v nalich modelovych kolorektalnich bunécnych liniich

mechanismem zavislym na klatrinu a ne endocytdzou vyulivajici caveolin-1 ¢i cdc42.

A)

, Tf-A594 | DAPI

siCHC SiAP2):2 siCav-1

siCdc42 WT siKO
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B)

siAP2p siCHC siKO
TRAIL

Abs: T 107 30 0 10 30 0O 100 30" (200ng/ml)

AP2 ] e siRNA siKO
cav-1 —

CHC _ Lo
cdc42

tubulin Py Wi N T — T —— -

Obrazek 5.2 Inhibice internalizace TRAIL receptozomii pomoci siRNA. DLD-1 bunky byly
transfekované indikovanymi siRNA dle pfislumého protokolu a dale analyzovany A) Po transfekci
siCHC a siAP2u2 doflo k inhibici internalizace transferinu i TRAILu. U dallich poulitych siRNA
(proti caveolinu-1 a cdc42) k [dnym zm énam viaci kontrolni siRNA ani vici netransferovanym
bunkam nedoflo. Pro vizualizaci jsme poulili TRAI L-Alexa647 - zelend, Transferin-Alexa594 -
Cervena, DAPI (jadra)-modra. B) Ovéfeni snileni exprese cilovych gen i pomoci western blottingu.
U viech siRNA dollo ke snileni cilového protei nu, na rozdil od kontrolni vlasenky (siKO), kde

zlstala exprese nezménéna.

5.3 Inhibice na dynaminu zavislé endocytozy a jeji vliv na TRAILem
indukovanou apoptozu

U endocytickych vacki, které jsou odti€épovany za tcasti dynaminu (klatrinové
a caveolinové), jsme zablokovali oddélovani od membrany pomoci dynasoru, specifického
inhibitoru GTPazy dynaminu. Uginek takto specifické blokace byl testovan na modelovych
DLD-1 a na Colo-206F bunkéach. Dynasore byl piidan k bunécné kultufe 30 minut pied
aplikaci TRAILu v koncentraci 36uM a ponechan po celou dobu plisobeni TRAILu, tzn.
dallich 90 minut.

Po aplikaci dynasoru jsme zieteln¢ pozorovali inhibici internalizace transferinu
konjugovaného s Alexou 594 u obou dvou linii (Obr. 5.3 A). Poté jsme testovali vliv
inhibice dynaminu na TRAILem indukovanou aktivaci kaspazy-3. Bunky byly znaceny
fluorescenéné znacenou protilatkou M30-FITC rozpoznavajici epitop kaspazou-3 [tiépencho
cytokeratinu 18 a analyzovany pomoci prutokové cytometrie. Akumulace tohoto fragmentu
pfimo odpovidd hladin¢ aktivované kaspdzy-3. Opakované se potvrdilo, € inhibice na
dynaminu zavislé endocytdozy ma za nasledek vyrazné, byt doCasné zpomaleni aktivace
kaspazy-3 a to zejména v Casné fazi apoptozy. V pozd¢jlich fazich se tento rozdil pozvolna

vyrovnava (Obr. 5.3 B).
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A)

Kontrola + Dynasore

Colo-206F

DLD-1
B) 0’ 307 60’ 90’ TRAIL
0.4 39.1 54.2 5.2 200ng/ml
— —
Colo-206F B
0.9 16 46.3 51
+Dynas.
11.2 67.8 §4.2A 63
DLD-1
202 46 645 68.7 |
+Dynas.

Obrazek 5.3 Vliv inhibice dynaminu na aktivitu kaspazy-3. A) Po pouliti inhibitoru d ynaminu-
dynasoru (30 minut, 36uM) byl transferin-Alexa594 lokalizovan na membrané¢ a nedochazelo
u DLD-1 ani u Colo-206F k jeho internalizaci. U bun¢k neinkubovanych s dynasorem se transferin
nachazel v cytoplasmé¢. Barveno DAPI (jadra) modré, transferin-A594  Cervend. B) K liniim
Colo-206F a DLD-1 byl ptfidan 36uM dynasore 30 minut pied aplikaci TRAILu. TRAIL (200ng/ml)
byl s buikami inkubovan 30, 60 a 90 min. Buiky s inhibovanou endocytézu vykazovaly menfpodil
M30-FITC pozitivnich bunék a tim i ni(f aktivitu kaspazy-3. Nejvyraznéjil rozdily oproti kontrole

byly zaznamenany ve 30. a 60. minuté.
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5.4 Zmény v aktivaci kaspazy-3 vyvolané potlacenim acidifikace
endozomalnich kompartmenti

Po zjitiéni, € inhibice odd €lovani vackt od membrany vede ke snileni apoptozy,
jsme analyzovali, zda také s endocytozou spjatd acidifikace endozoml mitileé mit vliv na
TRAILem aktivovanou apoptézu. K tomuto ucelu jsme poulili concanamycin A
a bafilomycin Al, dva specifické inhibitory protonové vakuoldrni pumpy (H'-ATPazy/
V-ATPézy). Obé tato antibiotika ptsobi v sav¢ich bunkach cilené na V-ATPazu a sniluji tak
pH vendozomech a lyzozomech. Zaroven tim zabranuji pfeméné casnych endozomi
v pozdni endozomy/MVB a nasledné v lyzozomy (Bowman & Bowman, 2005, Clague et al.,
1994). Navic jsme pro inhibici acidifikace poulili chloroquine, ktery m 4 jiny zptisob ucinku
nelp fedelld dv ¢ antibiotika. Jedna se lyzomotropickou latku, ktera se diky svym vlastnostem
selektivné akumuluje v lyzozomech a endozomech, kde diky kyselému prostiedi méni sviij
naboj na kladny a zvyhije tak pH organel s kyselym prostfedim, colina za nasledek o mezeni
funkénosti enzymii a zménu posttranslaénich modifikaci (Savarino et al., 2003).
Concanamycin A a bafilomycin Al byly pfidavany k buitkdm 30 minut pfed TRAILem ve
20 nM koncentraci. Chloroquine byl k bunikdm piidan 1 hodinu pted aplikaci TRAILu
v koncentraci 50 uM. Pot¢ byl aplikovan TRAIL a ponechéan spolu s inhibitory na buinkach
dallich 30 nebo 60 minut. Apoptotické buiiky byly detekovany pomoci protilatky M30-FITC
a kvantifikovany pritokovou cytometrii.

Po pouliti téchto inhibitorii jsme pozorovali vyrazné sniléni aktivace kaspazy-3
uviech trech bunéénych liniich (Obr 5.4 A). V prvnich 30 minutach s TRAILem se
apoptdza snilila na 30- 50% oproti kontrolnim buikdm. Béhem dallich 30 minut se u linii
DLD-1 a HCT 116 apoptdza dostala v priméru na 70% vici kontrole. U Colo-206F se pokles
apoptotickych bunék driel na 40-50%.

Déle byl testovan dlouhodoby ucinek téchto antibiotik. Apoptézu jsme sledovali po
dobu 4 hodin od ptidani TRAILu na Colo-206F bunkach, které se jevily jako nejcitlive il
k inhibi¢nim 0¢inkim blokatortu acidifikace endozomu. Ukazalo se, [@ béhem dallch
3 hodin jejich ucinnost stale klesa, alse po Cet apoptotickych bunck dostane téméf na troven
kontrolnich (Obr 5.4 B). Snileni acidity e ndozomalnich kompartmentl tedy vede k ¢asové
omezené inhibici TRAILem indukované apoptotické signalizace. Pro vét(l specifitu a vy![il

ucinnost byly v dallich pokusech pouli vany spile inhibitory V-ATPazy.
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A)

Pocet M30-FITC pozitivnhich bunék v % z celkového poétu bunék
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Inkubace s TRAILem
Obrazek 5.4 Vliv inhibice acidifikace endozomi a lyzozomi na TRAILem indukovanou
apoptozu. A) Bunécné linie HCT 116, DLD-1, Colo-206F byly inkubovény s inhibitory V-ATPazy
concanamycinem A (20nM), bafilomycinem A1 (20nM) a s lyzomotropickym ¢inidlem chloroquinem
(50uM). Inhibitory V-ATPazy byly k bunkdm piiddny 30 minut pfed TRAILem, chloroquine
60 minut pfedem. Po té byl k bunikam na 30 a 60 minut pfidan TRAIL (200ng/ml) a buiiky byly
inadale s inhibitory inkubovéany ve 37 °C. Ve viéch piipadech doflo ke snileni aktivity kaspazy-3
a tim i apoptotickych bun€k (barveni protilatkou M30-FITC). Vétil rozdily byly zaznamenany po
30 minutach od indukce apoptéozy. B) Dlouhodoba inkubace bunék Colo-206F s inhibovanou
acidifikaci a s TRAILem (0,5-4 hod.) ukazala, [@ ke snilovani apoptdzy jil dale nedochazi a naopak
se pomér M30 pozitivnich bun€k vraci na uroven kontroly. Grafy znazoriuji primérné hodnoty ze tii

opakovani a SD (smérodatnou odchylku).
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5.5 Vliv soubémé inhibice acidifik ace a endocytézy na indukci
apoptozy
Na bunéénych liniich Colo-206F a DLD-1 jsme sledovali, zda pfi soubémém pouliti
obou typu inhibitorti bude dochézet 1 k dallimu snileéni apoptotickych bun ¢k. Pro blokaci
endocytozy byl poulit opét 36 uM dynasore a zaroven byla pomoci concanamycinu A
(20 nM) zablokovana V-ATPéza. Dynasore i CCA byly k bunikdm pfidany 30 minut pied
pocatkem inkubace s TRAILem a ponechany na buiikach po celou dobu trvani pokusu (90
minut). TRAIL byl pfidavan po 30, 60 a 90 minutach. Nésledné byly bunky zpracovany dle
standardniho protokolu a zmeéfena aktivace kaspazy-3. Ocekavali jsme, € by inhibitory
mohly mit aditivni efekt, ale jak vyplyva z grafii (Obr. 5.5), samotny concanamycin A ma
nejvéti vliv na snileni apoptozy. U &inek dynasoru je pfibliné o 10% horfil Po et
apoptotickych bun¢k pfi pouliti obou inhibitor G neni nilliine[p fi aplikaci samotného CCA.
DLD-1 buiiky vykazovaly stejnou tendenci jako Colo-206F. U linie HCT 116 dochazelo po

pouliti dynasoru k morfologickym zméndm, proto nebyly déle testovany.
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Obrazek 5.5 Inhibice endocytozy a acidifikace. Buiiky Colo-206F byly 30 min. preinkubovany
s CCA, dynasorem a jejich kombinaci a byl analyzovan vliv téchto inhibitori na TRAILem
indukovanou aktivaci kaspazy-3, po 30, 60 a 90 minutach od aplikace TRAILu. Pfi soub&émié inhibici
endocytozy (dynasore) a acidifikace (CCA) nedollo jillk dalfimu sniléni p o¢tu M30 pozitivnich
bun¢k. Nejmenf pocet apoptotickych bunék jsme zaznamenali pfi pouliti sam ostatného

conacanamycinu A a to ve 30. minuté. Grafy ukazuji primérné hodnoty ze ¢tyt opakovani a SD.
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5.6 Vliv inhibice acidifikace endozomu na vznik a aktivaci TRAIL-
DISC komplexu

Abychom mohli analyzovat dalfi pfipadné zmény v dilefitych ¢lancich apoptotické
drahy, provedli jsme precipitaci DISCu pomoci biotinylovaného TRAILu. Linie Colo-206F
(Obr. 5.6 A) a HCT 116 (Obr. 5.6 B) jsme inkubovali opét 30 minut s inhibitorem
V-ATPézy a nésledné jsme v intervalech po 5. minutich pfidavali biotinylovany TRAIL.
Obrazek 5.6 A porovnava zasadni komponenty DISCu u neinhibovanych Colo-206F buné¢k
a stejnych bun€k s concanamycinem A. Nejvétlil zm €ny jsou pozorovatelné u vyrazné nillil
aktivace kaspazy-8 (tj. ti€peni do p20/18 forem) a to jak u Colo-206F, tak i HCT 116 buné&k
s potlacenou acidifikaci endozomt. U bunc¢k Colo-206F jsme také pozorovali nillil asociaci
adaptorového proteinu TRAF2 s DISCem. U dalfich dilelitych protein G napi. DRS, FADD,
cFLIP nebyla prokazana [ddna vyznamna zm €na.

A) B)

IP: 0 51015 2030 0 5 1015 2030 +bio-TRAIL O 51015 2030 0 5 1015 20 30
(minuty)

WB:

} TR T S A e e | FADD

Casp-8

— —— tubulin

+baf Al Kontrola

Kontrola +CCA

Obrazek 5.6 Vliv inhibice acidifikace na formovani a aktivaci TRAIL-DISC komplexii. Byla
provedena analyza kinetiky a aktivace zakladnich komponent DISCu pomoci precipitace TRAIL-
DISC komplexi, na Colo-206F bunikach (A) a ¢aste¢né i na linii HCT 116 (B). Biotinylovany TRAIL
byl pfidavan v koncentraci 1pg/ml po dobu 5-30 minut. Na polovinu vzorkl byl aplikovan inhibitor
V-ATPazy (CCA/Baf Al) 30 minut pfed pfidanim bio-TRAILu. Uvedené proteiny byly analyzovany
jak v DISC precipitatech, tak nékteré u Colo-206F bungk i na celkovych lyzatech.
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5.7 Sledovani zmén v aktivaci kaspazy-8 po inhibici acidifikace

Na precipitovanych komplexech TRAIL-DR-DISC je patrné snileni aktivace
kaspazy-8. Navic pfi sniléni acidity endocytickych véa ¢ku opakované dochazelo k poklesu
aktivity efektorové kaspazy-3, proto jsme se chtéli presveédcCit, zda je tomu stejné 1 v pripade
cytometrie. Bunky byly standardné¢ inkubovany s TRAILem a s bafilomycinem Al. Pro
detekci byla poulita protilatka proti [t/épené a tedy aktivni formé& kaspazy-8. Z vysledki
vyplyva, [ v d isledku blokace V-ATPazy dochazi i k ubytku aktivni formy kaspazy-8 (Obr.
5.7 A). U Colo-206F dollo k poklesu aktivni formy kaspazy o vice ne[ 50% v 60. minuté od
indukce apoptdézy. U DLD-1 bun¢k byl ubytek o néco menf (68% v 60. minuté), ale
tendence byla stejnd jako u Colo-206F.

Dale jsme aktivitu kaspazy-8 analyzovali pomoci konfokalni mikroskopie, za pouliti
stejné protilatky. Pokles aktivni formy kaspazy-8 byl pozorovatelny i v tomto pfipad¢€. Linii
HCT 116 jsme ponechali 1 hodinu s TRAILem-Alexa 647 (200ng/ml) a dohromady
1,5 hodiny s bafilomycinem Al. Bunky inkubované s inhibitorem nejen @ obsahovaly
mnohem méné aktivni formy kaspazy-8, ale navic TRAIL a kaspaza-8 nebyly lokalizovany
v jasné viditelnych shlucich-receptozomech (Obr. 5.7 B). Inhibice V-ATPazy tedy méni
1 pohyb a rozmisténi celého komplexu TRAIL-DISC v burice.

A)
Pokles aktivni formy kaspazy-8 po aplikaci baf A1

30° 60° 90° TRAIL

200ng/ml

@ Colo 206F
m DLD-1

(vzorek vs. Kontrola)

pokles aktivni kaspazy 8
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B)
MITOTRACKER KASPAZA-8 DAPI

Kontrolni bunky

+ bafilomycin A

Obrazek 5.7 Vliv inhibice vATP4Azy na TRAILem indukovanou aktivaci kaspazy 8. A) Linie
Colo-206F a DLD-1 byly po preinkubaci s bafAl (30 min., 20nM) inkubovany s TRAILem opét 30,
60 a 90 minut. Poté byly, pro sledovani aktivace kaspazy-8, barveny protilatkou proti aktivni
kaspaze-8 a analyzovany pomoci pritokové cytometrie. Vynesen je relativni pokles v aktivaci
kaspazy-8 viici buiikach, které byly inkubovany pouze s TRAILem, nikoliv s bafA 1. Graf znazornuje
primér ze tii opakovani a standardni odchylky. B) Bunky byly inkubovany 60 minut s TRAILem-
Alexa 647. Zviditelnény byly mitochondrie a aktivovana kaspaza-8. Pokles aktivni formy kaspazy-8,
po inhibici acidifikace, je patrny i z mikroskopickych snimka linie HCT 116. Kaspaza-8 spolu
s TRAILem netvoii shluky a je oproti kontrole mén¢ vyrazna. TRAIL-A647 - zelena, MitoTracker -

lediva, kaspaza-8 - ¢ervena, DAPI (jadra) - modra.

5.8 Snileni exprese proteinu cFLIP pomoci shRNA a vliv této zmény
na indukci apoptozy u bunék s blokaci V-ATPazy

Zasadni inhibi¢ni efekt na aktivaci kaspazy-8 ma cFLIP, ktery je taktélIsou Casti
DISCu a tudili endocytovaného r eceptozomu. Zajimalo nas, zda pii snilené hlad in€ cFLIPu
bude i nadale patrny inhibi¢ni efekt bafilomycinu Al nebo zda bude tento jev potlacen.
Poulili jsme dv € rizné shRNA pro cFLIP a kontrolni, neumlcujici shRNA (znac¢ena pLKO).
Nejdiive jsme ovéfili, zda je hladina proteinu cFLIP skute¢né sniléna ( Obr. 5.8 A). Poté
byla analyzovana hladina apoptozy. K transdukovanym buiikdm DLD-1 linie drlénym pod
stalou selekci jsme pfidali bafilomycin a TRAIL dle standardniho protokolu. Buiiky jsme

barvili protilatkou M30- FITC a nasledné analyzovali pomoci pritokové cytometrie.
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Dle ocekavani snilena exprese cFLIPu zptsobila zasadni navyléni apoptozy, jak
u bun¢k, kde nebyla blokovana acidifikace, tak i u bun¢k s inhibovanou ATPé4zou. Oviem
vzorky, na které byl aplikovan bafilomycin A1, vykazovaly nilil hladinu apoptotickych
bun¢k nellbuiiky kontrolni a to i linie s potlacenou expresi cFLIPu (Obr. 5.8 B). To
znamena, [¢ inhibice acidifikace n edokézala zcela vykompenzovat snilénou hladinu cFLIPu,
ale 1pfes to, oproti kontrolnim bunkam, zistal lehky inhibi¢ni efekt bafilomycinu Al do
60. minuty zachovan. Protein cFLIP tedy neni tim Cinitelem, ktery blokuje apoptozu pfi

snileni acidity kompartm entli nebo to alespon neni jediny faktor inhibice.
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Obrazek 5.8 Snileni exprese protein u cFLIP. A) Bunky, které obsahovaly lentiviralni vektor se
sekvenci pro shRNA byly analyzovany standardnim postupem pomoci western blottingu. Dollo ke
sniléni exprese cFLIPU u obou vlasenek, hladina u kontrolni vlasenky p.LKO zistala zachovana.
B) U linie DLD-1 byly selektovany buiiky se snilénou expresi cFLIPu (sh c¢FLIP 1, sh cFLIP 2)
a buniky nesouci kontrolni plazmid p.LKO. K polovin¢ vzorkl byl ptfidan inhibitor bafilomycin Al a
ke viém TRAIL, po dobu 30, 60, 90 minut. Kultury se snilénou expresi cFLIPu vykazovaly z fetelny
nariist apoptotickych bun€k oproti linii s normalni expresi (DLD-1, pLKO). U vzorkt, ke kterym
jsme pridali baf Al, byl nariist apoptéozy menlil ne[lu linii be z inhibované V-ATPazy. Data byla

ziskana ze tff nezavislych experimentt. Grafy znazoriuji primérné hodnoty a SD.
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5.9 Zmény lokalizace a seskupovani TRAIL receptozomii po inhibici
V-ATPazy

Vyrazny negativni vliv inhibice vakuoldrni acidifikace na aktivaci a kinetiku
TRAILem indukované apoptézy modelovych kolorektalnich linii mohl souviset i se zménou
kinetiky ¢i morfogeneze endocytického procesu. Tudil jsme pom oci konfokalni mikroskopie
za vyuliti fluorescen ¢ntho TRAILu-A647 analyzovali kinetiku vzniku a zrdni TRAIL
receptozomti. K HCT 116 buiikdm, bud’ neinkubovanym ¢i preinkubovanym s CCA, jsme
pridali TRAIL a analyzovali jsme formovani a lokalizaci TRAIL receptozomil. Buiiky jsme
obarvili pouze DAPI pro vizualizaci jader. Ze snimk je patrné, € inhibice ac idifikace méni
rozloleni TR AILu v buiice. TRAIL neni ve 30. min po aplikaci lokalizovan ve vétlich
shlucich jako u kontrolnich bun ¢k, ale je mnohem vice rozptylen. U kontrolnich bun¢k
jsou jasné¢ patrné shluky internalizovaného TRAILu, ale u bunék s inhibitorem [ddné takové
vyrazné utvary nevidime (Obr. 5.9 A). Navic mileme v 90. minuté u kontrolnich bun¢k
pozorovat zménu morfologie jader, col znamena, € s e buiika nachézi jil v pokro ¢ilém stadiu
apoptdzy. U bunck s concanamycinem A [ddné takové zm ény na jadru nevidime, tudillje
cely pribéh apoptdzy zpomalen.

U dallich vzork i, které byly navic barvené protilatkou proti lyzozomalnimu markeru
LAMP-3, jsme pozorovali zménu v kolokalizaci s lyzozomem. Zatimco v 60. minuté od
aplikace TRAILu bunky HCT 116 viditeln¢ kolokalizuji s lyzozomem a tvofi vyrazné
shluky, po zablokovani V-ATPazy je TRAIL-A647 vice difizni a nenachdzi se
v lyzozomalnich véaccich (Obr. 5.9 B).
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DAPI TRAIL merge DAPI TRAIL merge

kontrolni buriky + concanamycin A

Obrazek 5.9.1 Lokalizace endocytovaného TRAILu po inhibici V-ATPazy. Buiky byly
inkubovany s TRAILem-Alexa 647 (200ng/ml) po dobu 15-90 minut. K polovin€ vzorki byl 30 min.
pted inkubaci ptidan inhibitor baf A1. TRAIL-647 je jiTod pr vnich minut indukce apopt6zy u bunck
s inhibovanou V-ATPazou méné viditelny. Je vice rozptylen po buiice a netvofi jasné shluky. V 60. a
90. minuté¢ je TRAIL jilividitelny, aviak je sv étlejil a diftizn & ne[Ju vzork U kontrolnich. Jadra
bun€k s inhibitorem navic nevykazuji v 90. minuté apoptotické znaky na rozdil od kontrolnich

vzorkd. Jadra byla barvena DAPI modréa, TRAIL-647 zelena.

61




TRAIL-A647 TRAIL-A647

DAPI

LAMP-3
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Obrazek 5.9.2 Zména kolokalizace TRAILu s lyzozomy. Linie HCT 116 byla inkubovana 30 min.
s baf Al a poté 60 minut s TRAILem-Alexa 647. Pro vizualizaci lyzozomii byl poulit marker
LAMP-3. Bafilomycin Al zietelné méni kolokalizaci TRAILu s lyzozomem (marker LAMP-3).
U bunék, ke kterym byl pfidan bafilomycin Al, je TRAIL hiife viditelny, netvoii jasné shluky a
nekolokalizuje s lyzozomalnim markerem. Jadra nejsou tolik polozena apoptdézou jako u kontroly.

Bunky byly barvené: DAPI (jadra) - modra, LAMP-3 - Cervena, TRAIL-Alexa647 zelena.
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6. DISKUZE

Rekombinantnim ligandem TRAIL indukovand apoptéza nadorovych buné€k mile
pro svoji specifitu, u¢innost a flexibilitu perspektivné hrat vyznamnou roli v protinddorové
terapii. Ttebaleé zékladni principy TRAILem in dukované apoptdzy jiCbyly objasn ény, tak
mnohé z regulacnich mechanismil zastavaji pouze v roviné spekulaci. Mezi tyto regulacni
mechanismy pravdépodobné patii 1 déje spojené s endocytdzou receptozomil obsahujici
aktivovany TRAIL-receptorovy komplex. Je znamo, (€ TRAIL a jeho receptory podléhaji
internalizaci stejné tak, jako je tomu u receptoru TNF-R1 a FasR (Tchikov et al., 2011).
Zatimco u TNF-R1 je internalizace potiebna k indukci apoptozy, u FasR vliv internalizace na
apoptotickou signalizaci zavisi na tom, zda je butika apoptoticky typ I nebo II (Lee et al.,
2006a, Schneider-Brachert et al., 2004, Schutze et al., 1999, Schneider-Brachert et al., 2006).
Uloha endocytozy TRAILového receptozomu a jeji vliv na apoptotickou signalizaci jsou
jelté méné objasnéné, nel je tomu u vyle zm inénych receptorti. Pravdépodobné se viak vliv
internalizace odviji od konkrétniho bunétného typu, ale nebyla prokazana souvislost
s apoptotickou signalizaci typu I a II (Kohlhaas et al., 2007, Akazawa et al., 2009, Austin et
al., 2006). Dalil prace navic poukazuji na souvislost mezi poruchami internalizace ¢i
recyklace vackl a rezistenci prsnich a kolorektalnich nadorovych bun¢k k TRAILem
indukované apoptdze (Zhang & Zhang, 2008, Jin et al., 2004). Protolé dosud publikované
vysledky zminuji jak pozitivni, tak negativni vliv internalizace u rliznych typi nddorovych
bunck, rozhodli jsme se ulohu endocytézy TRAIL receptozomu sledovat na liniich
odvozenych od kolorektalniho karcinomu.

Na pocatku tohoto projektu jsme zjistili, '€ u bunécnych linii kolorektalniho
karcinomu dochdzi po navazani TRAILu k internalizaci DR4 i DRS5 receptorti. Pilotni pokusy
provedené Mgr. Horovou naznacovaly, [e by interna lizace u nalich linii mohla mit pozitivni
vliv na apoptdézu indukovanou TRAILem. Po pouliti chlorprom azinu (inhibitoru klatrinové
internalizace) dochazelo ke zfetelnému poklesu hladiny apoptotickych bunck (data
neuvedena). Piekvapivé byly tyto vysledky v rozporu s publikovanymi daty, kde byl
chlorpromazin aplikovan na bunky prsniho karcinomu, u kterych dollo ke zna ¢nému nérastu
apoptozy (Zhang et al., 2009, Zhang & Zhang, 2008). To viak mile byt zap fi¢inéno
mnohem dellim1i inkuba¢nimi ¢asy u linii prsniho karcinomu nebo odlinymi typy bun €k.

Dale jsme zjiltfovali, zda je TRAIL receptozom u nalich modelovych linii také
internalizovdn pomoci na klatrinu zavislé drahy. Jedna z publikovanych praci totil]

naznacuje, [€ TRAIL nemusi byt inte rnalizovan pouze klatrinovymi vacky (Kohlhaas et al.,
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2007). Pomoci markert zékladnich endocytickych drah (klatrin, caveolin-1), jsme ur¢ili, (@
TRAIL je endocytovan na klatrinu zavislou drahou. Tento vysledek byl potvrzen i metodou
RNA interference. K zablokovani endocytézy TRAIL receptozomu dollo pouze pfti pouliti
siRNA proti t€kém u fetézci klatrinu a ¢astecné proti APu2. Jiné siRNA (cdc42, caveolin-1,
siKO) vliv na endocytozu TRAILu nem¢ly.

Ackoli bylo publikovano, @ TRAIL se po internalizaci nachdzi mimo jiné
i v Golgiho aparatu (Zhang et al., 2000), naleé vysledky ukazuji jasnou p fitomnost TRAIL
receptozomu v endozomech a nasledné lyzozomech a nikoliv v Golgiho komplexu. Staly
vyskyt aktivované kaspazy-8 v blizkosti endocytovaného receptozomu naznacuje, € cely
DISC je internalizovan spolu s TRAILem. Diky tomu mtle byt asociace DISCu a nésledna
signalizace ovlivnéna endozomalnim prostfedim, jako je tomu v pfipadé internalizace Fas
receptozomu u bunécného typu I (Lee et al., 2006a). A/nebo by internalizovany komplex
TRAIL-DISC mohl mit vliv na vlastnosti endozomt a lyzozomd, napi. na permeabilizaci,
kterd byla pozorovana po internalizaci TRAIL receptozomu u HCC bun¢k a v také po
endocytoze TNF-R1 (Akazawa et al., 2009, Heinrich et al., 2004).

Pro dallil momé sledovani a ovlivn €ni endocytdzy jsme piipravili fluorescenéné
znacené receptory DR4-EYFP a DRS-EYFP a mutovali jejich tyrosinové internaliza¢ni
motivy. Ze ziskanych dat vyplynulo, @ pokud je zarovenn mutovan tyrosin i hydrofobni
aminokyselina (u DR4/5-leucin), tak je internalizace naruléna. Bohulel se zatim kv uli
problematické transfekci nepodatilo tento experiment provést v dostate¢ném opakovani a na
vétim poctu bunck. Tyto vysledky tedy nemilleme s jistotou potvrdit a tudil) nejsou
prezentovany ani ve vysledkové ¢asti této diplomové prace.

Vliv blokace internalizace TRAIL receptozomu na indukci apoptdzy jsme si ovefili
zablokovanim endocytézy dynasorem, inhibitorem dynaminu. Blokace endocytozy
aktivovanych TRAIL receptozomt zpusobila docCasny, ale reproducibilni pokles aktivace
kaspdz. Inhibi¢ni vliv dynasoru byl markantni zejména v rané fazi apoptozy ve 30. minuté,
kdy u TRAILem indukovanych bunék Colo-206F dollo k poklesu aktivity kaspazy-3 témet
050%. V dallich casovych bodech (60 a 90 minut) se rozdil mezi inhibovanymi
a kontrolnimi bunkami vyrovnaval. Zda se tedy, [€ intrenalizace receptozomu n ¢jakym
zpusobem pfispiva k indukci apoptézy u bun€k kolorektdlniho karcinomu, ale pokud je
endocytoza inhibovana buiika je schopna tuto nevyhodu obejit a nedojde tak k tiplné inhibici
apoptotické signalizace.

Tento pouze docasny efekt inhibitori na apoptotickou signalizaci by mohl

vysvétlovat rozdilné vysledky publikované ve studiich Kohlhaas a spol., 2007 a Austin
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a spol. 2006. V téchto publikacich byla endocyt6za blokovana pomoci zvylené hypertonické
koncentrace extracelularni sachar6zy ¢i nadprodukci dominantné negativniho mutantu
dynaminu K44A. Inhibice endocytézy TRAIL receptozomil neméla ani u jednoho ptipadu
'ddny negativni vliv na apoptotickou signalizaci. M éfeni hladiny apoptotickych bun¢k viak
probihala alpo 2- 4 hodinach od indukce apop tozy, kdy ani my jsme nepozorovali [ddny
zasadni rozdil mezi kontrolnimi a inhibovanymi buiitkami. Navic inhibice pomoci KAA4
dynaminu je dlouhodob¢j i} indukuje se 48 hodin pfed aplikaci TRAILu a tim by mohlo dojit
k nahromadéni receptorti na membrané a tedy i zesilené signalizaci. Obdobné bunécny stres
vyvolany hypertonickym vnéjim prostfedim mile spustit n ékterou ze signaliza¢nich drah
vedouci k apoptdze (Kohlhaas et al., 2007, Austin et al., 2006).

Postupny pokles pH je typickou vlastnosti endozomdlnich kompartmentd, col nas
dovedlo, ve spojitosti se zpomalenim TRAILem indukované apoptotické signalizace po
inhibici endocytdzy, k podrobn&jil analyze vlivu endozomdlni acidifikace. Zvylena
acidifikace endozomu je také spojovana s indukci apoptdzy skrze FasL. Internalizovany Fas
receptozom dokonce snifije pH v endozomech a tim zvylil produkci ceramida a ROS, ¢im!]
dojde k akceleraci apoptotickych dé&ji. Inhibice acidifikace pomoci bafilomycinu viechny
tyto déje utlumila (Reinehr et al., 2008). Kyselé prostfedi endozomélnich kompartmentt je
také potiebné pro ucinnéjlilsignalizaci skrze Notch a TLR 3 a inzulinové receptory 1 béhem
Wnt signalizace. Ptfi zablokovani acidifikace endozomalnich kompartmentd pomoci
inhibitord V-ATPazy (CCA, baf Al) vidy dollo k utlumeni t &chto signaliza¢nich drah
(Balbis et al., 2004, Vaccari et al., 2010, Niehrs & Boutros, 2010, Vu et al., 2011). Obecn¢ je
b&hem apoptotickych procesii pozorovano snileni intracelularni ho pH a zda se, ni[[{l pH se
podili na fifeni apoptotické signalizace (Lagadic-Gossmann et al., 2004).

U nalich modelovych linii jsme poulili jak vyleé zmin ¢né inhibitory V-ATPazy, tak
1 lyzomotropické ¢inidlo (CHQ). Ve viech ptipadech dolo po inhibici acidifikace k poklesu
aktivace kaspdzy-3, tim tedy 1 k utlumeni apoptotické signalizace. Tento pokles mél opét
pouze docCasny charakter a dlouhodobéd inkubace ukazala, @ b¢&éhem 4 hodin od ptidani
inhibitort hladina apoptotickych bunék roste a pfibliluje se stale vice kontrole. Stejn ¢ jako
inhibice endocytdzy, tak i snileéni ky selosti endozoméalnich kompartmentt vede ke zpomaleni
apoptotické signalizace, ale nikoliv k Giplnému zastaveni apoptozy.

Soubéma inhibice endocytozy a acidifikace nem €la aditivni efekt. Nedollo k dalimu
snileéni apoptdzy ani k prodlouleni doby, po kt erou je apoptoticka signalizace utlumena.

Stejné jako u kaspéazy-3, dollo po inhibici V- ATazy ke snileni aktivace kaspazy -8.

.....
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celé TRAILem indukované apoptotické signalizace (Gonzalvez & Ashkenazi, 2010). Toto
vyrazné snileéni aktivace po inhibici vakuolarni ATPéazy jsme potvrdili hned nékolika
nezavislymi pokusy analyzou aktivace kaspazy-8 v precipitovaném receptorovém
komplexu DISC ¢i kvantifikaci/detekci aktivované kaspazy-8 pomoci pritokové cytometrie
nebo konfokalni mikroskopie. Z nafich zjilt'éni tedy jednoznacné vyplyva, [ acidifikace
endozomit ma pozitivni vliv na miru aktivace kaspazy-8 v DISCu. Tento efekt ale zifejmée
nesouvisi s nillil hladinou kaspazy-8 v DISCu, nebot’ jeji relativni mnolstvi V DISCu je
obdobné jak u bun¢k kontrolnich, tak i u bun€k preinkubovanych s CCA/baf Al (viz Obr.
5.6).

Protein cFLIP, ktery je hlavnim inhibitorem kaspazy-8, dokazal v nadprodukci t¢inné
snilit lyzozom alni permeabilizaci a tim tedy i TRAILem indukovanou apoptotickou
signalizaci u Huh-7 bunék (Guicciardi et al., 2007). Abychom zjistili, zda je cFLIP
zodpovédny za blokaci kaspazy-8 a pokles apoptdézy po inhibici endozomdlni acidifikace
unalich linii, snifili jsm e jeho expresi pomoci RNA interference. I v buiikach, které¢ mély
snilénou hladinu cFLIPu byl viak patrny rozdil m ezi kontrolou a bunkami s inhibovanou
V-ATPézou. Inhibitory stale dokdzaly mirn¢ snilit hladinu apoptdzy, col dokazuje, (€ cFLIP
neni plné¢ zodpovédny za snilenou aktivitu kaspdz pii poklesu acidity v endozomalnich
kompartmentech. Pokud by byl cFLIP tim jedinym a zasadnim faktorem, ktery po
zablokovani acidifikace brani aktivaci kaspaz, tak by po jeho odstranéni dollo zcela
k vymizeni inhibi¢niho efektu inhibitort acidifikace.

TRAIL receptozomy navic po inhibici acidifikace netvofi, na rozdil od kontrolnich
bunck, viditelné shluky. U normalnich bunék tyto shluky, ¢ili asociujici vacky,
pravdépodobné vytvarejici multivesikularni téliska (MVB), pozorovatelné jillod prvnich
minut po indukci apoptoézy. U buné€k s blokovanou acidifikaci je TRAIL viditelny pfiblim &
alpo hodin € od indukce apoptdzy a i tak je mnohem vice rozptylen. Ziejmé tedy nedochézi k
vysokému pH nesplyvaji a netvoii se tak MVB nebo pozdni endozomy (Bowman
& Bowman, 2005). Jak je vidét ze snimkl z konfokalniho mikroskopu inhibici acidifikace je
naruleéno i splynuti TRAILového receptozomu s lyzozomem. A celkové je zpold €n nasledny
prubéh apoptozy. MVB byly vrecentnich studiich identifikovany jako mista indukce
signalizace skrze rustové faktory a béhem Wnt dréhy (Taelman et al., 2010, Dobrowolski &
De Robertis, 2012). Je tedy momé, (€ prost fedi MVB je dilelité i pro 0 ¢inngjil vytvateni
DISCu a aktivaci kaspazy 8.
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Mgr. Horova také provedla analyzu odpovédi na inhibici acidifikace u dallich
bunécnych linii (véetné Huh-7 a HeLa). U vigch testovanych linii dollo k vyraznému
poklesu aktivace kaspazy-3 béhem prvni hodiny od indukce apoptézy (Dodatkovy obr. 1).
Acidifikace endozomalnich kompdartmenti tedy neni dilelitd vylu ¢né u linii kolorektalniho
karcinomu, ale ptekvapivé i napf. u HeLa linie, u které viak nebyl pozorovan [ddny vliv
endocytdzy ani spojeni s vnitini lyzozomalni dréhou béhem TRAILem indukované apoptozy
(Kohlhaas et al., 2007, Akazawa et al., 2009). Je tedy zfejmé, € vliv acidifikace
endozomalnich kompartmentii neni zavisly na apoptotickém bunéném typu. Jak u buné¢k L.
typu (DLD-1, Huh-7), tak u bunék typu II (Colo-206F, HCT 116, HeLa) dochazelo ke
snileni apoptotické signa lizace vlivem inhibice acidifikace.

Endozomalni a hlavné lyzozomalni acidifikace je spojena s aktivaci kyselé
sfingomyelindzy (ASM). Zvylend a na aktivni kaspdze-7 zavisld Cinnost ASM byla
pozorovana béhem endocytézy TNF-R1 (Edelmann et al., 2011). Ceramidy produkované
ASM navic mohou hrat roli v nasledné apoptotické signalizaci. Umolfiuji shlukovani
TRAILu do specifickych na ceramidy bohatych domén, které zprostiedkuji lepll pfenos
apoptotického signdlu  (Voelkel-Johnson et al., 2005, Dumitru & Gulbins, 2006).
Nezaznamenali jsme viak [ddnou signifikantn i zménu v apoptotické signalizaci po inhibici
ASM a to jak pomoci inhibitoru ASM, tak po potlaceni exprese ASM pomoci siRNA ¢i
shRNA (Dodat. obr. 2A a data neukazana). Ve spolupracujici laboratofi v Brn¢ jsme tedy
nechali analyzovat pfipadné zmény v mnolstvi buné&nych sfingolipidi (ceramida
a sfingosinil), vyvolané blokaci endozomalni acidifikace. Bylo naméteno pouze lehké (5-
15%) snileni ceram idit C16, C18 a C24 po inhibici V-ATPazy a stejné tak po inhibici ASM.
Naopak dollo k vyraznému poklesu sfingosinu a sfingosin-1-fosfatu, ale to zejména
v pfipad€ inhibice V-ATPazy. Jejich hladina v butnikach s inhibovanou V-ATPézou klesla na
pouhou desetinu pivodni hodnoty (Dodat. obr. 2B). Sfingosiny mohou pozitivné ovliviiovat
indukci apoptdzy na vice Urovnich, v€etné inhibice pro-proliferacnich kindz nebo aktivaci
proapoptotickych Bcl-2 proteini (Woodcock, 2006, Suzuki et al., 2004, Phillips et al., 2007).
Proto je tento vysledek potieba dale provéfit a pifipadné analyzovat, jakym zptsobem snilena
hladina sfingosinil ovlivituje indukci apoptozy.

Dale byl v nafllaborato fi analyzovan vliv inhibice acidifikace na NF-«kB signalizaci a
p38 kinazovou drahu. Pomoci western blottingu byla sledovana hladina zakladnich
komponent téchto drah. Nezaznamenali jsme viak [@dné reproducibilni zm €ény po inhibici
V-ATPazy (Dodat. obr. 3). Inhibice acidifikace tedy nenaruluje ani nepodporuje

seskupovani cytoplasmatického komplexu 2 a aktivaci NF-xB a p38 kindzové drahy.
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Podobné je tomu i u Fas a TNF receptozomil, kdy zablokovani intrenalizace nevedlo ke
zméndm v aktivaci NF-«kB drahy, aviak v ptipadé Fas receptozomu byla zaznamenéana
zvylena aktivita pro-prolifera¢ni Erk1/2 kindzové signalizace (Lee et al., 2006a, Tchikov et
al., 2011, Schneider-Brachert et al., 2004).

Na aktivaci kaspaz a nasledné apoptotické signalizaci se dale podileji posttranslacni
modifikace receptorli nebo kaspaz, které mohou byt vlivem snileéné acidifikace pozm €énény a
tim se mu/e narulit asociace DISCu a nasledna si gnalizace (Savarino et al., 2003, Gonzalvez
& Ashkenazi, 2010). Je také momé, € pokud se receptory a DISC nedostanou do lyzozomu
nemti'e dojit k nasledn ym déjim urychlujicim apoptotické d¢je, tak jak je tomu u bunék
hepatocelularniho karcinomu (Akazawa et al., 2009). Jak bylo ukazéno, je pravdépodobné, (e
pii inhibici acidifikace neni aktivovana kyseld ceramidaza, a tim se nevytvoii v endozomech
vhodné prostiedi pro u¢innéjlil aktivaci signalizace. Nemuleme tedy vylou ¢it vliv dallich
mnoha hraci, ktefi by se mohli ucastnit seskupovani DISCu a indukce apoptozy po
internalizaci receptozomu.

Prokazali jsme viak, @ endocytéza a acidifik ace maji vliv na indukci apoptozy
behem Casné faze apoptdzy u vybranych linii kolorektalniho karcinomu. Skutecnost, (€ 1 p fes
inhibici endocytézy nebo acidifikace dochdzi k apoptotické signalizaci a vysledny zanik
buiiky je pouze zpomalen, poukazuje na to, [€ ty to dva jevy nejsou pro apoptézu u nalich

modelovych linii zcela zdsadni, ale mohou ptispét k ispémé aktivaci apoptozy.
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7. ZAVER

V této diplomové praci se ndm podaftilo prokazat, @ TRAIL a jeho receptory jsou
ubun¢k kolorektalniho karcinomu endocytovany na klatrinu zévislou drahou a po
endocytoze dochazi ke splynuti receptozomi s endozomy a nasledné s lyzozomy. Déle jsme
zjistili, (@ endocytoza urychluje casné apopototické déje, pravdépodobné diky snadnéjlimu
kyselé¢ prosttedi endozomi a lyzozoml. Pravdépodobné pravé snilijici se pH
v endozomalnich kompértmentech je divodem ucinnéji apoptotické signalizace bchem
prvni hodiny od indukce vnéjlil apoptotické drahy. Podaftilo se nam zjistit, (€ b ¢hem inhibice
acidifikace dochdzi k zdsadnimu poklesu sfingosinu a sfingosin-1-fosfatu v buiikéch, col’
mule byt vyznamny faktor ovliviiyjici ndslednou apoptotickou signalizaci. V piiltich
experimentech by bylo zajimavé se na tento proces zaméfit a zjistit, zda zablokovani
produkce nebo piidani exogennich sfingosint ovlivni apoptotickou signalizaci.

Nale vysledky nevyvratily ani zcela nepotvrdily zavéry plynouci z ptedellych dvou
publikaci. Pfidali jsme viak do této problematiky zajimavou informaci o tom, [é nejen
endocytéza ovliviiuje TRAILem indukovanou apoptéozu, ale zvlaifi¢ acidifikace
endozomalnich kompartmenti hraje dulelitou roli b &hem apoptotické signalizace. Tyto
poznatky mohou déle pfispét k porozuméni rezistenci k TRAILu u nadorovych bunék

a pfipadné pomoci tyto buiiky senzitizovat k TRAILem indukované apoptoze.
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9. DODATKOVA DATA
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Dodatkovy obrazek 1. Vliv inhibice acidifikace na aktivaci kaspazy-3 u dallich k TRAILu
citlivych bunéénych linii. Bunééné linie rizného pivodu (NCTC - keratinocyty, Huh-7 -
hepatocelularni karcinom, Hela - karcinom délodiho c¢ipku) byly preinkubovany s inhibitory
V-ATPazy ( baf Al- 20nM, CCA A-20 nM) po dobu 30 minut a s lyzomotropickym ¢inidlem (CHQ-
50 uM) po dobu 1 hodiny. Poté byl na 30 a 60 minut aplikovan TRAIL (200 ng/ml). Bunky byly
barveny protilitkou M30-FITC a analyzovany pomoci pratokové cytometrie. Na grafech je
znazornéno procento M30-pozitivnich bun€k z celkové populace. U vigch testovanych linii dofTo, po

sniléni endozomalniho pH, k vyraznému poklesu hladiny apoptotickych bun¢k vici kontrole (WT).

Graf ukazuje pramér ze dvou nezavislych pokusi.
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Dodatkov obrazek 2. Vliv inhibice kyselé sfingomyelinazy (ASM) a/nebo endozomalni
acidifikace na apoptézu a obsah sfingolipidi. A) Bunky linie Colo-206F byly inkubovany
s inhibitorem acidifikace (baf A1, 20 nM) po dobu 30 minut, s inhibitorem ASM (desipramine-20uM)
po dobu 1 hodiny nebo s jejich kombinaci. Néasledné byly buiky inkubovany s TRAILem (30,
60 minut; 200ng/ml). Aktivace kaspazy-3 byla detekovana protilatkou M30-FITC a métena pomoci
pritokové cytometrie. U bunék s inhibovanou V-ATPazou dollo op &t k vyraznému poklesu hladiny
apoptotickych bun¢k. Inhibice ASM neméla na apoptézu témét [EAdny vliv a naopak zvyfla hladinu
aktivované kaspazy-3 pfi soub&émé inhibici V-ATPazy. Na grafu je znazornén pomér M30-
pozitivnich buné¢k viéi neovlivnénym bunkam. Data pochazeji ze tfi nezavislych experimentu,
zobrazen je prumeér a SD.
B) Polovina vzorkt linie Colo-206F byla inkubovana s bafilomycinem (20 nM, 30 min), inhibitorem
ASM desipraminem (20uM, 1 hod.) a s kombinaci obou inhibitort. Buriky byly spocteny a pfislufy,
podet (piiblimé& 10° bundk) byl analyzovan pomoci HPLC-MS pro zjilféni hladiny buné&&nych
sfingolipidd. Métena byla hladina ceramidi C16, C18 a C24, sfingosinu SO a sfingosin-1-fosfatu
S1P. Hladina ceramid 1 klesla po inhibici V-ATPazy i ASM priblim € pouze o 5-15%. Nejvyrazné;jfi
sniléni nastalo po inhibici V-ATPazy u sfingosinu a sfingosin-1-fosfatu. Také inhibice ASM mé¢la
vliv, i kdyCmenfnebaf Al, na hladinu SO a S1P. Graf zndzor fiuje hladinu bunécnych sfingolipida

po dané inhibici vzhledem ke kontrolnim buiikdm. Byla provedena dvé nezavisla méteni.
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Dodatkovy obrazek 3. Vliv inhibitori V-ATPazy na vybrané komponenty NF-kB drahy a MAP
kinazové signalizace. Buiiky Colo-206F byly preinkubovany 30 minut s inhibitory V-ATPazy (CCA,
20 nM; BafAl, 20 nM ). Poté byl na tyto vzorky i na neinhibované bunky aplikovdan TRAIL
(200ng/ml) nebo TNF-a (20 ng/ml) v danych casovych bodech (15-180 minut). Celkové lyzaty byly
analyzovany metodou western blotting. Rekombinantni TNFa byl poulit jako pozitivni kontrola pro
aktivaci NF-xB drahy. Nezaznamenali jsme [ddné reproducibilni sniléni t échto drah po inhibici

V-ATPazy béhem TRAILem indukované apoptozy .
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