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I. Uvod a cile prace

Proteiny zrodiny receptori TNFR hraji vyznamnou roli v mnoha biologickych
procesech, jako jsou bunécnd proliferace, diferenciace, programovand bunéfna smrt,
regulace imunitni odpovédi a hematopoezy, atd. Také se ale UCastni vzniku a rozvoje
nckterych chorob, napf. autoimunitnich onemocnéni, neurodegenerativnivh chorob nebo
potizi spojenych s odhojovanim transplantati. Antagonisté faktoru TNF (napt. adalimumab,
infliximab Ci etanercept) jiz byly schvéleny a jsou pouzivany v huméanni mediciné k 1é¢eni
nékterych autoimunitnich chorob. V soucasné dobé jsou ve vyvoji 1 terapeutické nastroje
zalozené na blokovani ¢i aktivaci funkce dalSich ¢lenti rodiny receptort TNFR, ve fazi
klinického testovani jsou napi. farmakologické nastroje indukujici apoptézu nadorovych
bunék zavislou na receptorech ligandu TRAIL.

Receptor DR6 byl objeven v roce 1998. V nasledujicich letech studie DR6-deficientnich
mySi prokazaly jeho roli vregulaci imunitni odpovédi a naznaily mozné vyuziti
terapeutickych nastrojii zalozenych na stimulaci ¢i blokovani funkce tohoto receptoru
v huménni mediciné. Nicméné o struktufe proteinu DR6, regulaci jeho exprese, ligandech a
dalSich interagujicich proteinech, signalizaci a funkci obecné (zvlasté na lidském modelu)
mame doposud jen velmi malo relevantnich informaci. Zevrubnd molekularni a funkcni
charakterizace tohoto proteinu je pfitom jednou z nezbytnych podminek pro jeho ptipadné
praktické vyuziti. Hlavnim cilem naSi prace tedy bylo objasnéni vlastnosti a funkci
receptoru DR6 na molekularni rovni, a to zejména na lidskych buiikach. Jednotlivé dil¢i
cile této prace potom byly nasledujici:

1. Molekularn¢ charakterizovat lidsky DR6 vcetné jeho posttranslacnich modifikaci a
popsat funkci téchto modifikaci.

2. Pfispét k objasnéni mechanizmi regulace exprese DR6 na lidskych hematopoietickych
bunkach.

3. Identifikovat ligand(y) receptoru DR6, piipadné piipravit agonistické monoklonalni
protilatky, a vyuzit je ke studiu bunécné signalizace spojené s receptorem DR6.

4. Objevit nové proteiny interagujici s cytoplazmatickou ¢asti receptoru DR6 a objasnit

funkci téchto proteinii v signalizaci spojené s receptorem DRO6.



I1. Abstrakt

Receptor DR6 ("receptor smrti-6", TNFRsf21/CD358) je ¢lenem rodiny TNFR, ktery se
pravépodobné ucastni regulace proliferace a diferenciace T- a B-lymfocytl a neurédlnich
bunék. Lidsky DR6 je 655 aminokyselin dlouhy transmembranovy protein typu I, ktery
obsahuje Ctyfi domény CRD ve své extracelularni Casti a po jedné doméné¢ DD a CARD
v Casti cytoplazmatické. Nadprodukce DR6 v nékterych nadorovych buiikdch vede
k apoptdze, a/nebo aktivaci transkripéniho faktoru NF-«xB a kinaz rodiny JNK.

V prvni nasi préci jsme se vénovali charakterizaci molekuldrnich vlastnosti receptoru
DR6 vcetné analyzy jeho posttranslacnich modifikaci. Zjistili jsme, ze DR6 je extenzivné
modifikovany protein a jeho posttranslaéni modifikace zahrnuji S-palmitylaci a jak N-, tak 1
O-glykosylaci. Sest N-glykosylaénich a jedno S-palmitylaéni misto jsme zamapovali
do ptislusnych aminokyselinovych zbytkli. Spojovaci cast mezi doménami CRD
v extracelularni ¢asti DR6 a jeho transmembranovou doménou, kterd obsahuje oblast
bohatou na serin, threonin a prolin se seskupenymi predikovanymi O-glykosyla¢nimi misty,
je nezbytna pro transport DR6 na plazmatickou membranu. N-glykosylace, ale piekvapivé
nikoli S-palmitylace, mlize hrat roli ve smétfovani DR6 do lipidovych rafti.

V dalsi c¢asti této prace jsme shrnuli vysledky studie analyzujici regulaci exprese DR6
v lidskych hematopoietickych buiikach. Zjistili jsme, Ze DR6 neni exprimovan
neaktivovanymi T- a B-lymfocyty z lidské periferni krve, ale jeho exprese je vyznamné
zvySena v aktivovanych jak CD4+, tak 1 CD8+ T-lymfocytech po stimulaci TCR, a Ze tento
nariist exprese DR6 je zavisly na transkripénich faktorech NF-kB a NF-AT. Narozdil
od primarnich lymfocyt exprimuji buiiky lidské T-lymfoblastické leukemie Jurkat receptor
DR6 jiz pted stimulaci, pravdépodobné diky konstitutivné aktivni signalizaci z kindzy PI3K,
a po stimulaci je tato exprese DR6 vyznamné potlacena ziejmé na Grovni transkripce. Déle
jsme analyzovali vliv jednotlivych predikovanych vazebnych mist transkripénich faktort
NF-kB a NF-AT v DR6 promotoru na expresi DR6.

Nase zjiSténi by tedy méla pfispét jak k molekularni charakterizaci DR6, tak i

k objasnéni jeho role v imunitnim systému.



I1I. Literarni prehled
IIL.1. Proteiny rodiny TNFR

Receptory rodiny TNFR a jejich ligandy, obvykle proteiny rodiny TNF, jsou dulezitymi
molekulami ve zprostiedkovdvani mnoha duilezitych funkei v organizmu, jako jsou bunécna
proliferace, diferenciace, programovand bunéfna smrt, regulace imunitni odpovéedi
a hematopoezy, imunitni dozor a ochrana pfed vznikem néadord. Naproti tomu S$patna
regulace exprese nebo funkce téchto proteinit miize byt pro organizmus znacné poskozujici
a maze byt pfi¢inou vzniku a rozvoje mnoha onemocnéni [1].

Receptor TNFR1 a jeho ligand TNFa je dilezity pro fungovani vrozené, neadaptivni
imunity. Nékteré receptory rodiny TNFR (napt. CD27, CD30, 0X40, 4-1BB, HVEM,
GITR) funguji jako kostimulacni molekuly T-lymfocytd, zatimco napi. receptor CD40
slouzi jako kostimula¢ni molekula B-lymfocytl. S apoptézou jsou spojeny piedevSim
proteiny ze skupiny "receptorti smrti", zejména Fas/CD95, TNFR1, DR4 a DRS5 [2, 3].
Jejich funkci negativné reguluji tlumivé receptory DcR1, DcR2, DcR3 a OPG [4]. Jiné
proteiny rodiny TNFR maji vyznam i1 mimo imunitni tkan, napi. receptory EDAR a
XEDAR jsou dulezité predevsim pro vyvoj kiize a koznich derivati, receptory NGFR pro
vyvoj nervoveé tkan¢ anebo receptor RANK pro vyvoj kostni tkan¢ a mlécnych zlaz.

Je zndmo né&kolik piipadd, kdy jsou konkrétni mutace v genech kodujicich nékteré
receptory rodiny TNFR nebo jejich ligandy spojeny se vznikem a rozvojem specifickych
onemocnéni, jako jsou napi. syndrom hyperimunoglobulinémie IgM, autoimunitni
lymfoproliferativni syndrom, ektodermalni dysplazie ¢i syndrom periodickych horecek
asociovany s receptorem TNFR1. Cast&jsi jsou onemocnéni spojena se $patnou regulaci
exprese €1 funkce receptorti rodiny TNFR nebo jejich ligandi. Ta miize vést k zadnétlivym
autoimunitnim onemocnénim, jako jsou revmatoidni arthritida, Bechtérevova choroba,
Crohnova choroba a ulcer6zni kolitida, psoridza a dalsi. Proteiny rodin TNFR a TNF jsou
spojovany 1 s celou fadou dalSich chorob, jako jsou neurodegenerativni onemocnéni
(Alzheimerova a Huntingtonova choroba), ateroskler6za, odhojovani transplantati,
ischemické choroby, toxiny-indukované choroby jater, apod.

Na molekuldrni urovni jsou receptory rodiny TNFR obvykle transmembranovymi
proteiny I. tfidy. Jejich spole€nym znakem je pfitomnost tzv. domén CRD ("cystein-rich
domains") v jejich extracelularnich ¢astech, které jsou zodpovédné za interakci receptori
s jejich ptislusnymi ligandy v obvyklé stechiometrii 3:3. Za vznik trimernich struktur je
u nékterych znich zodpovédnd jejich N-koncové oblast zv. doména PLAD ("preligand
assembly domain"). Cytoplazmatické ¢asti receptorti rodiny TNFR slouzi k vazbé dalSich
molekul Uc€astnicich se ptenosu signdlu po spusténi bunétné signalizace pftislusnymi
ligandy, napft. adaptérovych proteinli skupiny TRAF ("TNF receptor-associated factors"),

které obvykle zprostiedkovavaji signalizaci vedouci k aktivaci transkripéniho faktoru NF-



kB a mitogeny aktivovanych proteinkinaz jako JNK1/2, Erk1/2 a p38, anebo adaptérovych
proteint FADD a TRADD, které obsahuji tzv. doménu DD ("death domain") a obvykle
zprosttedkovavaji signalizaci vedouci k aktivaci kaspdzové kaskaddy a k apoptoze.
S adaptérovymi proteiny obsahujicimi doménu DD interaguje jen mald podskupina
receptori rodiny TNFR, tzv. receptory smrti ("death receptors"), které¢ samy obsahuji
doménu DD ve svych intracelularnich ¢astech, viz nasledujici kapitolu.

I11.2. Proteiny skupiny "receptori smrti"

Do této skupiny je fazeno celkem 8 proteind, a to receptory Fas/CD95, TNFR1/CD120a,
DR3, DR4/TRAIL-R1, DR5/TRAIL-R2, DR6, NGFR a EDAR [2, 3]. Nejlépe jsou z nich
prostudovany receptory Fas a TNFR1, signalizace spojena s témito dvéma receptory se stala

vzorem pii objasnovani signalnich drah vyuZivanych dalSimi receptory rodiny TNFR.

Fas

Receptor Fas/CD95 [5] byl pivodné objeven a v roce 1991 klonovan jako antigen
monoklonalnich protilatek schopnych spoustét bunécnou smrt, jeho fyziologicky ligand
FasL/CD95L roku 1993. Zatimco receptor Fas je produkovan v bunikdch mnoha tkani,
exprese jeho ligandu FasL je omezena zejména na aktivované T-lymfocyty, NK-buiky a
buiiky imunoprivilegovanych tkani. Mezi jejich hlavni funkce patii ti€ast na zabijeni bunck
infikovanych patogeny, odstraiovani jiz nepotifebnych a potencidlné nebezpecnych lymfo-
cytl na konci imunitni odpovédi a zabijeni zanétlivych bun€k v imunoprivilegovanych
tkdnich. Spontanné se vyskytujici mutace v genech pro Fas a FasL v mySich kmenech Ipr a
gld vedou k autoimunitnim chorobdm podobnym nemoci systémovy lupus erythematosus.

Vazba ligandu FasL na receptor Fas iniciuje strukturni zmény v jeho intracelularni ¢asti,
umoziujici sestaveni komplexu DISC ("death-inducing signaling complex"), ktery dale
obsahuje proteiny FADD, cFLIP a kaspaza-8. Sestaveni komplexu DISC je zprostiedkované
homotypickymi interakcemi mezi doménami DD ("death domain") v proteinech Fas a
FADD, a mezi doménami DED ("death effector domain") v proteinech FADD a kaspéaza-8.
Aktivni inicidtorova kaspéaza-8 po autoproteolytickém Stépeni opousti komplex DISC a §tepi
dalsi substraty. V bunikach typu I jsou efektorové kaspazy aktivovany piimo inicidtorovymi
kaspazami (tzv. "extrinsic pathway"), zatimco v bunkach typu II je kaspazova kaskada
amplifikovana za Gcasti proteint z rodiny Bcl-2 (tzv. "intrinsic pathway"). V tomto piipadé
proapoptotické proteiny skupiny Bax vytvafeji supramolekularni kandly ve vnéjsi
mitochondridlni membrané, coz mj. vede k uvolnéni cytochromu ¢ z mezimembranového
prostoru do cytoplazmy. Tento proces aktivuji proapoptotické proteiny skupiny BH3 (napf.
Bid, substrat inicidtorové kaspéazy-8) a inhibuji anti-apoptotické proteiny skupiny Bcl-2.
Cytochrom ¢ po uvolnéni do cytoplazmy vytvaii spole¢n¢ s proteinem Apafl a kaspazou-9



komplex zvany apoptozom. V ném dochézi k aktivaci inicidtorové kaspdzy-9, ktera dale
aktivuje efektorové kaspazy-3, -6 a -7. Ty pak $tépi své findlni substraty, coz v kone¢ném
dasledku vede k organizované a zanét nevyvolavajici dezintegraci buiiky na apoptoticka
téliska.

TNFR1

Receptor TNFR1/CD120a [6] je receptorem pro dva ligandy z rodiny TNF, a to TNFa a
LTa. Tyto proteiny se staly v letech 1984-5 prvnimi identifikovanymi ligandy z rodiny
TNF, ackoliv aktivita téchto faktorti vedouci k regresi nadort byla poprvé popsana jiz v 19.
stoleti. Zatimco receptor TNFR1 je konstitutivné exprimovan bunikami vétSiny tkéni, ligand
TNFa je produkovéan piedev§im aktivovanymi makrofagy, napt. v reakci na LPS. Je
hlavnim prozanétlivym cytokinem, je vSak 1 medidtorem bunécné proliferace a diferenciace,
anebo apoptozy. Téz se Ucastni rozvoje mnoha autoimunitnich chorob (napt. revmatoidni
arthritidy). Nékteré blokatory TNFa dokonce byly schvéleny a jsou pouzivany v humdénni
medicing k 1éCeni téchto chorob. Fenotyp TNFa-deficientnich mysi a TNFR1-deficientnich
mysi je podobny, nicméné nepfiliS vyrazny. NaruSena je jejich vrozend neadaptivni imunita,
tyto mysi jsou rezistentni vici septickému Soku indukovaném pomoci LPS, jsou vsak také
velmi citlivé na infekci intracelularnimi parazity (napt. M.tuberculosis ¢i L.major)

Vazba ligandu TNFa na receptor TNFR1 iniciuje sestaveni receptorového komplexu
zvaného komplex I, ktery dale obsahuje proteiny TRADD, RIP1, cIAP1/2 a TRAF2/S.
Dochazi v ném k poly-ubiquitinaci kindzy RIP1 (pfes lysin K63) zprosttedkované proteiny
TRAF2/5 a clAP1/2. Ta neslouzi jako znacka pro proteozomalni degradaci, ale jako
platforma pro vazbu dalSich tfi proteinovych komplexi, a to komplexu TAK1/TAB2/TAB3,
komplexu LUBAC (HOIL1/HOIP) a komplexu IKK (IKKo/IKKB/NEMO). Po fosforylaci
IKKp kindzou TAKI1 a tzv. linearni ubiquitinaci NEMO ubiquitin-ligdzou HOIL1 aktivni
komplex IKK fosforyluje proteiny rodiny IxB, coz vede k jejich polyubiquitinaci (ptes lysin
K48), proteozomalni degradaci a uvolnéni proteinii rodiny NF-«kB. Transkripéni faktor NF-
kB je pak translokovan z cytoplazmy do bunécného jadra, kde aktivuje transkripci cel¢ fady
gentl, napt. prozanétlivych cytokini nebo antiapoptotickych faktort.

Za urcitych podminek miize dojit po internalizaci receptorového komplexu I ke vzniku
tzv. komplexu II. Ten obsahuje bud’ proteiny TRADD, FADD a kaspéaza-8 (tzv. komplex
ITA) anebo proteiny RIP1, FADD a kaspéaza-8 (tzv. komplex IIB). Aktivovana inicidtorova
kaspaza-8 nasledné opousti komplex II a podobné¢ jako v ptipad¢ signalizace z receptoru Fas
aktivuje kaspazovou kaskadu vedouci k apoptdze. Pokud je kaspaza-8 inaktivovana,
sestaveni komplexu kindz RIP1 a RIP3 vede k bunéfné smrti podobné nekréze, tzv.

nekroptoze.



I11.3. Receptor DR6

Gen lidského DR6 (synonyma TNFRSF21, CD358, BM-018, MGC31965) je
lokalizovan na chromozému 6, lokus 6p21.1. Obsahuje 6 exonll, jedind zndm4 sestfihova
varianta obsahuje pteklddanou oblast délky 1968 parti bazi. Sekvence mRNA v databazi
NCBI ma kod NM 014452.3. Struktura DR6 je evolué¢né pomérné konzervovana, orthology
DR6 vykazujici vysoky stupenn homologie k lidskému DR6 byly identifikovany v mnoha
obratlovcich. Otevieny cteci ramec genu lidského DR6 koduje transmembranovy protein
typu I délky 655 aminokyselin, proteinovd sekvence v databazi NCBI ma kod
NP _055267.1. Extracelularni ¢ast maturovaného proteinu obsahuje ¢tyfi domény CRD
("cystein rich domains") a doménu pftilehlou k membrané ("juxtamembrane domain").
Cytoplasmaticka ¢ast DR6 obsahuje doménu DD ("death domain") nasledovanou oblasti
podobnou doméné CARD ("caspase recruitment domain") [7].

Nadprodukce v bunkéach nékterych nadorovych linii (napt. HelLa) vede ke spousténi
apoptozy, zavislé na doméné¢ DD. DR6 neinteraguje s adaptérovymi proteiny proteinem
FADD, RAIDD a RIP1 a pouze velmi slabé interaguje s proteinem TRADD. Nadprodukce
DR6 v buiikach HEK293 dale vede k aktivaci faktoru NF-kB a kinaz JNK1/2. Zatimco
aktivace NF-kB zavisi na doméng, aktivace JNK1/2 absenci této domény neni vyznamné
ovlivnéna [7].

Vétsina poznatkil o funkci receptoru DR6 pochazi ze studia mysi s inaktivovanym DR6,
tzv. mySich knock-outii. DR6-deficientni mysi jsou zivotaschopné, schopné reprodukce a
vjejich hlavnich organech nebyly pozorovany zadné vyrazné patologické zmény.
Aktivované DR6-deficientni CD4+ T-lymfocyty jsou hyperproliferativni a produkuji
zvySené mnozstvi Th2 cytokinG (napt. IL-4, -5, -10, -13). ZvySena aktivace DR6-
deficientnich T- a B-lymfocytil se pak odrazi ve vaznéjSich symptomech GVHD po jejich
allogenni transplantaci. DR6-deficientni mysi jsou t€Z vysoce resistentni k experimentalné
indukovanym autoimunitnim onemocnénim, napf. MOG-indukované EAE nebo
ovalbuminem-indukovanému astmatu. Pfedpoklada se tak, ze identifikace ligandl receptoru
DR6 nebo ptiprava agonistickych protilatek by mohla vést k jejich terapeutickému uziti
v 1é€be onemocnéni zprostiedkovanych T-lymfocyty [8, 9].

Zcela novy pohled na moznou fyziologickou funkci receptoru DR6 piinesla prace [10]
publikovana v roce 2009. Na modelu indukce apoptézy mySich embryonalnich misnich
neuronli bylo ukdzano, ze deprivace rastovych faktorti vede ke $tépeni proteinu APP ("f-
amyloid precursor protein") na fragmenty N-APP, AP a AICD. N-APP pak slouzi jako
ligand DR6 a muze spoustét bunécnou signalizaci spojenou s DR6. Ta vede jednak
k aktivaci kaspdzy-3 v télech neuronll a nasledné k bunécné smrti, a dale také k aktivaci
kaspazy-6 v nervovych vlaknech vedouci k degeneraci axoni. Receptor DR6 tak miiZze byt
dilezitym faktorem pro vyvoj nervového systému, ale mize se zaroven také podilet na

vyvoji a progresi nékterych neurodegenerativnich onemocnéni.
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IV. Vysledky a diskuse
IV.1. Funkéni analyza posttranslaénich modifikaci receptoru DR6

Jednou z motivaci pro nasi studii vlastnosti receptoru DR6 byl zasadni rozpor mezi
oc¢ekavanou (a dokonce 1 dfive uvadénou) a skuteCnou mobilitou tohoto proteinu
v polyakrylamidovém gelu béhem SDS elektroforézy, kterd odpovida jeho zdanlivé
molekulové hmotnosti. Molekulova hmotnost prekurzoru lidského DR6 vypoctend z jeho
aminokyselinové sekvence je cca 72kDa, po odstépeni signalniho peptidu pak cca 68kDa.
Protilatky proti lidskému DR6 komercné dostupné v dobé, kdy tato prace vznikala, skutecné
rozliSovaly ngjaky protein o zdanlivé molekulové hmotnosti kolem 68kDa v lyzatech
vétSiny nddorovych linii a molekulovd hmotnost kolem 68kDa byla uvadéna jako
molekulova hmotnost lidského DR6 dokonce 1 v n€kterych publikacich.

Krali¢i polyklondlni protilatka proti DR6 pfipravena v nasi laboratofi také rozeznéavala
néjaky protein o zdanlivé molekulové hmotnosti kolem 68kDa (dale znacCen jako p68)
v lyzatech vétSiny nadorovych linii. Nicméné prvni zasadni rozpor ptineslo pozorovani, ze
transfekce plasmidu pro eukaryotickou expresi lidského DR6 do bunék HEK293T vede
k nadprodukci dvou proteinti o zdanlivych molekulovych hmotnostech cca 110kDa a 85kDa
(dale znaceny jako p110 a p85). Nasledny experiment ukazal, Ze mald mnozstvi proteini
pl10 a p85 jsou endogenné exprimovana i buitkami nékterych lidskych nadorovych linii
hematopoietického 1 nehematopoietického plvodu (napf. nddorové linie Jurkat, KM3
a NCTC). Navazujici dislednd analyza pak prokézala nasledujici zjisténi:

(1) Exprese forem p110 a p85 v buiikach riznych lidskych nadorovych linii zjis§téna pomoci
imunoprecipitace nasimi monoklondlnimi protilatkami proti DR6 a naslednou
imunodetekci pomoci nasi krali¢i polyklonalni protilatky proti DR6 vyborné korelovala
s povrchovou expresi receptoru DR6 zjisténou pomoci priitokové cytofluorometrie i
s expresi mRNA zjisténou pomoci metody kvantitativni RT-PCR. Naproti tomu protein
p68 je exprimovan vétSinou testovanych nddorovych linii v pfiblizné€ stejné mirte.

(2) Potladeni exprese DR6 pomoci siRNA v buitkdich NCTC vedlo k vyraznému sniZeni
exprese forem p110 a p85, nikoli v§ak ke zméné exprese formy p68.

(3) Piisobenim faktoru TNFa na buiiky nadorové linie LnCAP dochazi k nartstu exprese
forem pl110 a p85, ktery koreluje s obdobnym narlistem mnozstvi transkriptu DR6
zjisténym pomoci kvantitativni RT-PCR. Naproti tomu exprese formy p68 se neméni.

(4) Frakcionace bunécnych lyzath ukazala, Ze formy pll0 a p68 jsou pievazné
transmembranové  proteiny, zatimco forma p68 je pfevdzné proteinem

cytoplazmatickym.
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Ukaézalo se tedy, Zze zatimco hlavnimi funkénimi formami DR6 jsou proteiny p110 a p85,
protein p68 pravdépodobné vibec neni zddnou kratS$i ani jinak modifikovanou formou
receptoru DR6. Identitu proteinu p68 se nicméné nepodatilo prokézat...

V dalsi ¢asti prace jsme se vénovali divodiim rozdilu molekulové hmotnosti receptoru
DR6 zjisténé z jeho elektroforetické pohyblivosti a vypoctené z jeho aminokyselinove
sekvence. Nadprodukce dele¢nich mutanti DR6 ukazala, Ze modifikace zodpovédné za
tento rozdil jsou pfitomné v extracelularni Casti DR6. Analyzou primarni sekvence DR6
jsme zjistili, Ze obsahuje 6 potencidlnich N-glykosyla¢nich mist (motivi Asn-X-Ser/Thr) a
s vyuzitim empirickych webovych nastrojii pro analyzu aminokyselinovych sekvenci jsme
objevili téz 6 pravdépodobnych O-glykosylacnich mist. Vyuzitim dvou nezéavislych ptistupt
pro studium proteinové glykosylace (inhibice enzymu glykosylacnich drah a biochemicka
deglykosylace vhodnymi glykosidazami) jsme zjistili, Ze hlavnim divodem zkoumaného
rozdilu v molekulové hmotnosti DR6 skutecné je jeho masivni glykosylace. Déle se
ukézalo, ze zatimco forma pll0 je N- 1 O-glykosylovdna, forma p85 je pouze N-
glykosylovany protein a je pravdépodobné pouze meziproduktem b&hem syntézy plné
modifikovaného receptoru DR6. Experimentalné jsme prokazali, ze je modifikovano vSech
6 potencidlnich N-glykosyla¢nich mist (tj. aminokyselinové zbytky Asn82, Asnl4l,
Asn252, Asn257, Asn278 a Asn289), O-glykosylace se nam podafila zamapovat do oblasti
Thr213 az Thr254, v niz lezi vSech 6 pravdépodobnych O-glykosylacnich mist (tj.
aminokyselinové zbytky Thr213, Thr221, Thr227, Thr238, Thr245 a Thr254).

Jelikoz dva proteiny skupiny receptori smrti Fas/CD95 a DR4/TRAIL-R1, tedy
receptory piibuzné DR, jiz byly popsany jako palmitylované proteiny, zajimali jsme se téz
o tuto posttranslatni modifikaci 1 v ptipadé¢ proteinu DR6. Sekvence receptoru DR6
obsahuje evoluéné konzervovany cysteinovy zbytek (Cys368 v ptipad¢ lidského DR6)
v proximalni ¢asti své cytoplazmatické domény, ktery je vhodnym cilem pro S-palmitylaci.
Experimenty zalozené na bodové mutagenezi tohoto aminokyselinového zbytku,
autoradiografii imunoprecipitovaného proteinu DR6 s inkorporovanym radioaktivné
znaCenym palmitditem a pouziti specifického palmitylacniho inhibitoru prokazaly, Zze
receptor DR6 skutecné je S-palmitylovan na tomto cysteinovém zbytku.

Déle jsme se vénovali analyze funkci vySe popsanych posttranslacnich modifikaci
receptoru  DR6. Glykosylace aminokyselinovych zbytki v extracelularnich c¢astech
transmembranovych proteinli, véetné nékterych proteini z rodiny receptord TNFR, byly
popsany jako modifikace ovliviujici jejich spravné sbaleni, lokalizaci a fyziologickou
funkci. V ptipadé¢ receptoru DR6 jsme ukézali, ze N-glykosylace neni vyzadovana pro jeho
lokalizaci na plazmatické membrané.

Vsechna predikovand O-glykosylaéni mista se nachdzeji v oblasti mezi posledni
doménou CRD a transmembranovou c¢asti receptoru DR6. Tato oblast je bohata na

aminokyseliny prolin, serin athreonin a podobné sekvence se nachazeji i v nékterych
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dalSich receptorech rodiny TNFR, jako je CD30, NGFR nebo TNFR2. Je znamo, Ze delece
této oblasti v receptoru NGFR méni sméfovani proteinu v polarizovanych buitkach na jejich
apikalni vs. basolaterdlni stranu. V ptipadé receptoru DR6 delece této oblasti zcela narusila
jeho transport na plazmatickou membranu, ziejmé na trovni vacka Golgiho systému.
S-palmitylace receptorit Fas/CD95 a DR4/TRAIL-R1 byla ukdzdna jako vyznamny
faktor ovliviiujici sméfovani téchto proteinii do membranovych mikrodomén, tzv.
lipidovych raftl, coz je jeden z dulezitych predpokladii pro jejich efektivni proapoptotickou
signalizaci. Zjistili jsme, ze v bunikdch nadorovych linii s vysokou expresi DR6 je tento
receptor piitomen v lehkych membranovych frakcich, které jsou nerozpustné v detergentu
Brij98, ale rozpustné v detergentu NP40. Mutace palmitylacniho mista v sekvenci DR6 ani
pouziti specifického palmitylacniho inhibitoru nemély na smétfovani receptoru do téchto
mikrodomén Zadny vliv. To by naopak mohlo byt zavislé napf. na doméné DD jako
v ptipad¢ receptoru TNFRI1 nebo na N-glykosylaci jako napt. v pfipadé¢ kanidlu TRPMS.
Mutace N-glykosyla¢nich mist v receptoru DR6 skute¢né zabranily v jeho efektivnim
sméfovani do membranovych mikrodomén, nicméné v piipadé pouziti N-glykosylaéniho
inhibitoru jsme u endogenné exprimovaného DR6 tento efekt nepozorovali, takze vliv N-
glykosylace receptoru DR6 na jeho sméfovani do membranovych mikrodomén zlstava

minimalné sporny.

IV.2. Aktivace T-lymfocyti spousti expresi receptoru DR6 zavislou na transkripénich
faktorech NF-xkB a NF-AT

VétSina informaci o funkci receptoru DR6 pochazi ze zvifeciho modelu, ze studia
fenotypu DR6-deficientni mysi. Na tomto modelu se ukazalo, ze receptor DR6 hraje roli
v regulaci imunitni odpovédi, a to zejména v inhibici proliferace a diferenciace CD4+ T-
lymfocyta [8, 9]. Cilem této nasi prace bylo srovnat mysi a lidsky model a popsat regulaci
exprese DR6 na lidskych primarnich hematopoietickych buiikach.

Pomoci metody pritokové cytofluorometrie jsme wuzitim naSich vlastnich
monoklonalnich protilatek analyzovali povrchovou expresi receptoru DR6 na lidskych
leukocytech z periferni krve a zjistili jsme, Ze Zadnd z testovanych subpopulaci bunck
neexprimuje DR6 v detekovatelném mnoZstvi, a to véetné T- a B-lymfocytl, NK-bunék,
monocytd, neutrofilnich a eosinofilnich granulocytl. Nicméné jsme zaznamenali vyznamny
nartist exprese DR6 v T-lymfocytech stimulovanych riznymi faktory jako napft. aktivaéni
protilatkou proti CD3, PHA, nebo kombinaci PMA a ionomycinu.

Publikovana data ze studia DR6-deficientnich mysSi naznacovala, Ze hlavni subpopulaci
mySich T-lymfocytd exprimujicich receptor DR6 by mély byt CD4+ T-builky. Nase
experimenty na magneticky separovanych subpopulacich lidskych T-lymfocytt vSak
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ukazaly, Ze po aktivaci exprimuji DR6 jak CD4+, tak 1 CD8+ T-bunky, a to na urovni
mRNA detekované kvantitativni RT-PCR 1 na trovni proteinové, detekované priitokovou
cytofluorometrii.

Déle jsme se zajimali o mechanismus, ktery expresi receptoru DR6 po T-bunécné
aktivaci reguluje. Stimulace T-lymfocytl obecné vede ke spusténi mnoha signalnich drah,
mez1 nimiZ vyznamnou roli hraji signalni drahy vedouci k aktivaci transkripcnich faktort
zrodin NF-kB a NF-AT. Signalni drahy regulujici aktivaci exprese DR6 jsme studovali za
vyuziti rozliénych specifickych inhibitort a zjistili jsme, Ze skuteéné jak inhibitory NF-xB
dréhy (Bay 11-7085 a quinazoline), tak i inhibitory NF-AT drdhy (FK506 a cyklosporin A)
vyznamn¢ snizily expresi DR6 po T-bunécné aktivaci. Podobny ucinek mély i inhibitory
signalni drahy PI3K-PKB/Akt (LY294002 a wortmannin) a v souladu s ptedchozim
oc¢ekavanim téZ inhibitor kindz rodiny Src (PP2), inhibitor transkripce (aktinomycin D) a
translace (cykloheximid). Naopak minimalni, statisticky nevyznamny vliv na indukci
exprese DR6 meély inhibitory kindz MAP-kindzovych drah JNK1/2 (SP600125) ap38
(SB202190).

Experimentéalné bézné pouzivanou bunécnou linii pro studium T-receptorové signalizace
jsou bunky T-buné&éné leukemie Jurkat, které jsme v nasi pfedchozi praci popsali jako DR6-
pozitivni. Zajimalo nds tedy, jakym zpusobem je regulovana exprese receptoru DR6
v téchto bunkach po jejich stimulaci. Zjistili jsme, Ze aktivace bun¢k Jurkat vede k rychlému
poklesu exprese DR6, na trovni mRNA béhem 3-6 hodin, na Grovni proteinové béhem 2
dnti. Podobny uéinek na expresi DR6 jako bunécnd aktivace mélo u nestimulovanych bunck
Jurkat pouziti inhibitord signalnich drah vedoucich k aktivaci transkripénich faktortt NF-xB
a NF-AT a také inhibitord signdlni drahy PI3K-PKB/Akt. Jednim z hlavnich divoda
rozdilné regulace exprese DR6 mezi primarnimi lidskymi T-lymfocyty a builkami linie
Jurkat tak mutze byt aberantni konstitutivni aktivace transkripéniho faktoru NF-«xB
v buiikach Jurkat. Ta je pravdépodobné zavisla na aktivité protein-kindz PI3K a PKB/Akt,
kterd souvisi s defektem v expresi fosfoinositid-fosfatdzy PTEN v téchto buiikéach.

V dalsi ¢asti této prace jsme se vénovali analyze vazebnych mist transkripcnich faktori
NF-kB a NF-AT v promotoru DR6. K jejich vyhledavani jsme pouZili software Genomatix
Matlnspector (http://www.genomatix.de/products/Matlnspector). Tato analyza in silico
skutecné odhalila nékolik seskupeni predpokladanych NF-kB- a NF-AT- vazebnych mist
v oblasti poslednich 3 kb pfed pocatkem transkripce DR6. Za pouziti luciferazovych
reportéri obsahujicich rGzné dele¢ni této oblasti DR6 promotoru jsme zjistili, ze cis-
regulacni elementy exprese DR6 se nachdzeji v oblasti promotoru DR6 obsahujici
proximalni seskupeni predpokladanych NF-kB- a NF-AT- vazebnych mist. Bodové mutace
téchto mist nicméné vyznamny rozdil v regulaci exprese DR6 nepfiinesly, coz mohlo byt
zpusobeno bud’ vzijemnou redundanci téchto mist anebo pouze nepfimou roli
transkripcnich faktort NF-xB a NF-AT v regulaci exprese DR6.
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Otevienou otdzkou pak zlstdvaji funkéni disledky exprese DR6 na aktivovanych T-
lymfocytech. Pfestoze DR6 obsahuje doménu DD ("death domain") a bylo ukézéano, ze se
muze UcCastnit aktivace bunécné smrti mySich embryonalnich nervovych bunék [10], nemusi
byt jeho fyziologickd funkce na lidskych primarnich T-lymfocytech nutn€ spojena
s apoptozou. Tomu nasvédCuje nase pozorovani, ze receptor DR6 nadprodukovany
v lidskych bunkéach je vyrazné slabSim inicidtorem bunéfné smrti nez jiné piibuzné
receptory jako Fas/CD95, TNFR1 a TRAILové receptory TRAIL-R1/DR4 a TRAIL-
R2/DRS, a dale jiz publikovana skutec¢nost, Ze delece DR6 nijak neovliviiuje aktivaci
indukovanou bunécnou smrt (AICD) aktivovanych mySich T-lymfocyta [8, 9]. V tomto
ohledu se receptor DR6 podoba jinému piibuznému proteinu, receptoru DR3, jehoz hlavni
funkci je regulace diferenciace Th17 CD4+ T-lymfocyti.

Exprese receptoru DR6 na aktivovanych T-lymfocytech nemusi byt sama o sobé
postacujici podminkou pro spusténi DR6-dependentni signalizace, podobné jako u dalSich
ptibuznych proteind mize byt vyZzadovana aktivace ptislusSnym ligandem. Jedinymi dosud
publikovanymi ligandy receptoru DR6 jsou N-koncové odstépené formy proteint APP ("f-
amyloid precursor protein") a APLP2 ("amyloid precursor-like protein-2"), které mohou
béhem mysi embryogeneze spoustét degeneraci axonli a bunéénou smrt miSnich neuronii
zavislou na receptoru DR6 [10]. Protein APLP2 je exprimovan na lidskych primarnich B-
lymfocytech a monocytech, takze by jeho N-koncovy fragment teoreticky mohl slouzit jako
DR6 ligand, nicméné jeho interakci s DR6 in vitro ani in vivo s DR6 exprimovanym na
lidskych hematopoietickych bunkach (aktivované primarni T-lymfocyty, neaktivované
buiiky linie Jurkat) se ndm nikdy nepodafilo detekovat zddnou z bézn¢ uzivanych metod,
stejné jako DR6-dependentni aktivaci kaspazove kaskady nebo signalnich drah vedoucich
k aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB nebo stresovych kinaz z rodiny JNK. Dvodem pro
toto pozorovani mize byt rozdilnost mezi mySim a lidskym modelem anebo rozdilnost mezi
nervovou a imunitni tkéni, interakce mezi proteiny DR6 a N-APLP2 miize napt. vyZadovat
ptitomnost néjakého dosud neznamého koreceptoru ptfitomného pouze na embryonélnich
misnich neuronech apod.

V této naSi praci se ndm tedy podaiilo pifispét k charakterizaci regulace exprese
receptoru DR6 na buiikach lidského imunitniho systému, nicméné jeho funkce na téchto
bunkach zavisla na signalizaci spousténé jeho dosud neznamym ligandem zustava nadale

neobjasnéna.
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IV.3. Adaptérovy protein ARAP1 se ticastni mobilizace DR4 k plazmatické membrané

Jednim z proteini piibuznych receptoru DR6 je receptor DR4 ("death receptor-4",
TNFRsf10a/TRAIL-R1/Apo2), ktery po vazbé svého ligandu TRAIL ("TNF-related
apoptosis-inducing ligand", TNFst10/Apo2L) muize spoustét signalizaci vedouci k aktivaci
kaspazove kaskady a piipadné az k apoptoze. Regulace apoptézy indukované ligandem
TRAIL skrze receptor DR4 probihd na nékolika Grovnich, pii¢emz jednou z nich je regulace
mnozstvi a vzdjemného poméru proapoptotickych a antiapoptotickych receptorti ligandu
TRAIL na cytoplazmatické membrané cilovych bunék. A pravé tato Urovenl regulace
TRAILem indukované apoptozy se stala pfedmétem nasi studie.

NasSe prace zacala vyhledavanim novych proteintl, které interaguji s cytoplazmatickou
casti receptoru DR4 a mohly by tak regulovat jeho signalizaci. Pro toto vyhledavani jsme
pouzili metodu kvasinkového dvouhybridniho systému a jako jednoho z kandidétii na nové
interaktory s receptorem DR4 jsme objevili protein ARAPI (centaurin-62), adaptérovy
protein vykazujici aktivity Arf GAP a Rho GAP, tj. aktivity vedouci ke stimulaci malych G-
proteinii Arf a Rho, které se ucastni vezikularniho transportu a organizace cytoskeletarnich
zmén uvnitf bunky. ARAP1 ma tfi zndmé sestithové varianty, pfiCemzZ nami objevena
varianta interagujici s receptorem DR4 neobsahuje produkt exonu 30, kterym je jedna z C-
termindlnich domén PH ("pleckstrin homology'"). Dalsi sestiihové varianty proteinu ARAP1
s receptorem DR4 neinteragovaly, stejné jako ptibuzné proteiny ARAP2 a ARAP3.

V dalSim kroku jsme interakci mezi proteiny DR4 a ARAP1 ovéfili téz v lidskych
buiikach. Oba proteiny, resp. jejich dele¢ni mutanty, jsme naprodukovali v buiikach lidské
nadorové linie HEK293T a pomoci jejich koimunoprecipitace jsme zjistili, Ze tyto proteiny
po nadprodukci skute€né€ jsou ptfitomny ve stejném proteinovém komplexu a ze pro
interakci je dilezita proximalni, k membrané ptilehla, doména intracelularni ¢asti receptoru
DR4 a C-terminalni ¢ast proteinu ARAP1. Kromé toho se ukazalo, Ze s proteinem ARAP1
slab¢ interaguje také receptor DRS, coz je dalsi receptor ligandu TRAIL sekvenéné piibuzny
receptoru DR4.

Dalsi nezavisly dikaz interakce proteini DR4 a ARAPI1 pfinesla jejich vzijemna
kolokalizace ve stejnych bunéénych kompartmentech. Nadprodukovali jsme tyto proteiny
v nadorové linii NCTC a sledovali jejich lokalizaci po vystaveni bunék plsobeni ligandu
TRAIL. V nestimulovanych butikach je receptor DR4 pfitomen pfedevS§im na plazmatické
membrang, zatimco protein ARAP1 v endoplazmatickém retikulu a Golgiho systému.
V bunkach stimulovanych ligandem TRAIL oba tyto proteiny méni svoji lokalizaci
a kolokalizuji v rannych endozémech detekovanych protilatkou proti proteinu Rabs5.

V dalsi Casti prace jsme se vénovali funkénim disledkiim interakce mezi proteiny DR4
a ARAPI1. Zjistili jsme, ze transientni nadprodukce proteinu ARAP1 nema zadny vliv na

bunécnou lokalizaci receptoru DR4 ani na citlivost bun€k k apoptdze indukované ligandem

15



TRAIL. Naopak, po snizeni exprese proteinu ARAP1 pomoci riznych siRNA
oligonukleotidii doSlo v né&kterych lidskych nadorovych liniich ke snizeni mnozstvi
receptoru DR4 lokalizovaného na plazmatické membané a detekovaného priitokovou
cytofluorometrii, anizby doslo k celkovému tubytku DR4 na trovni mRNA nebo trovni
proteinové.

Navazujici experimenty ukézaly, Ze ubytek receptoru DR4 lokalizovaného na
plazmatické membrané vyvolany potlacenim exprese proteinu ARAPI1 pomoci siRNA m¢l
za nasledek téZ pomalejs$i nastup apoptdzy vyvolané vystavenim bunék plsobeni ligandu
TRAIL a kvantifikované pomoci detekce Stépeni cytokeratinu-18, jednoho ze substratl
kaspazy-3. Obdobn¢ zpozdéné a zeslabené pak byly v téchto buinkach i dal§i procesy
spojen¢ s apoptotickou signalizaci, jako napft. St€peni proteinii kaspaza-8, Bid a PARP, nebo
fosforylace kinazy JNK.

Tato naSe prace tedy pfinesla objev nového interakéniho partnera receptoru DR4, kterym
je adaptérovy protein ARAPI1. Ten se kromé svych aktivit Arf GAP a Rho GAP mize pfimo
ucastnit vezikularniho transportu dalSich proteini mezi vacky Golgiho systému a
plazmatickou membranou. Podobné schopnost jiz byla dfive popsana u proteini pfibuznych
proteinu ARAP1, napt. proteiny ASAP1 a ARAP3 reguluji vezikularni transport receptoru
EGFR, anebo proteiny AGAP1 a AGAP2 ovliviiuji recyklaci transferinového receptoru.
Potlaceni exprese proteinu ARAP1 v naSem modelu skutecné vede k naruSeni transportu
receptoru DR4 (a ¢astecné 1 DRS) na plazmatickou membranu. Tento defekt byl jiz diive
popsan jako davod rezistence stievnich nadorovych bunék SW480 k apoptoze indukované
ligandem TRAIL. A i v naSem ptipadé potlaceni exprese proteinu ARAP1 vedlo ke sniZeni
apoptotické signalizace po vystaveni bun¢k ptisobeni tohoto ligandu.

Tato naSe prace tedy piispivda k objasnéni mechanizma ovliviujicich citlivost ¢i
rezistenci nadorovych bunék k programované bunééné smrti indukované ligandem TRAIL

prostifednictvim regulace vezikularniho transportu jeho receptorti.
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V. Zavér

Smyslem této prace bylo pfispét k objasnéni funkce proteinu DR6 na molekularni
urovni. Jednotlivé, pfedem vytyCené cile, se ndm podafilo naplnit pouze ¢aste¢né. Podatilo
se nam funkéné charakterizovat strukturu DR6 veetné jeho posttranslacnich modifikaci
1 objasnit mechanizmy regulace exprese DR6 na hematopoietickych lidskych butkach.
Konkrétné jsme z prezentovanych publikaci ziskali zejména tyto dil¢i zavéry:

(1) Protein DR6 se ptirozené vyskytuje ve dvou formach o molekulovych hmotnostech
cca 85kDa a 110kDa. Dominantni forma 110kDa je extenzivné N- i O-glykosylovana, N-
glykosylaéni mista se nam podafila zamapovat do jednotlivych aminokyselin, O-
glykosyla¢ni mista pak do pomérné¢ malé oblasti, o niZ jsme zjistili, Ze je nezbytna pro
transport DR6 na plazmatickou membranu. Protein DR6 je diale modifikovan 1 S-
palmitylaci, kterd zfejm¢ (narozdil od N-glykosylace) nema vliv na sméfovani DR6 do
membranovych mikrodomén.

(2) Protein DR6 je exprimovan na aktivovanych CD4+ i CD8+ T-lymfocytech. Jeho
exprese je zavisla na transkripénich faktorech NF-xB a NF-AT. TéZ jsme analyzovali roli
jednotlivych predikovanych vazebnych mist téchto transkripénich faktori v DR6
promotoru. Leukemické bunky Jurkat, narozdil od primarnich T-bunck, exprimuji DR6 pted
stimulaci a po ni jeho expresi potlacuji. Exprese DR6 na neaktivovanych bunikach Jurkat je
zavisla na konstitutivné aktivni signalizaci z kinazy PI3K.

Dal$im dil¢im cilem naSeho studia receptoru DR6 bylo objevovani jeho novych
interak¢nich partnert, a piipadné objasnéni funkce téchto proteinii v signalizaci z DR6.
S vyuzitim metody kvasinkového dvouhybridniho systému jsme objevili nékolik
zajimavych proteinl interagujicich s intracelularni ¢asti DR6 v kvasinkach Saccharomyces
cerevisiae. Tomuto tématu se jiz vénovaly diplomové prace [11] a [12]. Nezbytnym
predpokladem dal$iho studia funkci téchto interakci v lidskych buiikdch jsou nastroje
umoziujici spoustét signalizaci z DR6, které jsme bohuzel az do ukonceni této disertacni
prace neméli k dispozici (viz nize).

Téma interakénich partnertt DR6 a jejich funkce v signalizaci z DR6 tedy neni soucasti
této disertacni prace, nicméné tieti prezentovand publikace se vénuje tématu podobnému,
ato funk¢ni charakterizaci interakce mezi receptorem DR4 a adaptérovym proteinem
ARAPI, ktera byla objevena pravé pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému. Zjistili
jsme, ze receptor DR4 a protein ARAP1 spolu interaguji v kvasinkdch S.cerevisiae 1
v lidskych buiikkach, a ze v bunkach vystavenych plsobeni ligandu TRAIL spolu
kolokalizuji v rannych endozomech. Snizeni exprese proteinu ARAP1 vede ke snizeni
mnozstvi proteinu DR4 na plazmatické membrang, coz ma za nasledek snizeni citlivosti

bunék k pusobeni ligandu TRAIL, ke zpomaleni pribéhu apoptozy i dalSich procest
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spojenych s apoptotickou signalizaci. Protein ARAP1 je tak ziejmé dilezitym regulatorem
transportu receptoru DR4 z vacki Golgiho systému na plazmatickou membrénu.

Jak jiz bylo zminéno, jednim z hlavnich cili naSeho studia receptoru DR6 bylo
identifikovat jeho ligand(y), pfipadné pfipravit agonistické monoklondlni protilatky,
avyuzit je ke studiu bunécéné signalizace z DR6. Pfipravili jsme rekombinantni
extracelularni Cast receptoru DR6 apomoci priatokoveé cytofluorometrie jsme objevili
nadorové bunécné linie exprimujici povrchovy antigen specificky vazajici DR6, tedy
potencialni DR6 ligand. Tento antigen se nam bohuZzel nepodafilo identifikovat.

Dale jsme pftipravili fadu monoklondlnich protilatek proti extraceluldrni ¢asti receptoru
DR6, ato izotypu IgG i IgM, nicméné zadné z téchto protilatek nebyly schopné (ani po
prokfiZzeni sekundarni protilatkou) spustit obvyklé signalni drahy zavislé na receptorech
z rodiny TNFR, jako jsou kaspazova kaskada, aktivace transkripéniho faktoru NF-kB nebo
stresovych kindz z rodiny JNK. VSechny tyto drdhy pfitom mohou byt spustény
nadprodukci DR6 v n€kterych nadorovych liniich.

V roce 2009 bylo publikovano, ze odstépend N-koncova cast proteinu APP nebo jeho
blizkého piibuzného APLP2 mohou v misnich nervovych buiikach mySich embryi spoustét
aktivaci kaspaz-3 a -6 zavislou na receptoru DR6, coZ mé za nasledek degeneraci axonti
a bunécnou smrt [10]. Zjistili jsme ale, Ze na naSem modelu, tj. lidskych buikach
hematopoietického ptivodu, se proteiny N-APP a N-APLP2 na DR6 nevazi a nasledné ani
nespoustéji obvyklé signalni drdhy spojené s proteiny rodiny TNFR. Diivody jiz byly
diskutovany na stran¢ 40, mohou spocivat v rozdilnosti mezi myS$im a lidskym modelem
anebo rozdilnost mezi nervovou a imunitni tkani, interakce mezi proteiny DR6 a N-APP/N-
APLP2 mulze napi. vyZadovat pfitomnost néjakého dosud neznamého koreceptoru
pfitomného pouze na mysich embryonalnich miSnich neuronech apod.

Dalsi publikovana data poukazujici na mozny dosud neidentifikovany ligand receptoru
DR6 pochazeji z prace [13]. Vystaveni lidskych primarnich monocytt plisobeni exogenniho
rekombinantniho DR6 ovliviiovalo jejich in vitro diferenciaci do dendritickych bunék
pomoci [L4/GM-CSF. V nasi praci [14] jsme vSak ukézali, ze toto pozorovani bylo nejspise
artefaktem zalozenym na nespecifickém efektu pouzitého rekombinantniho DR6
produkovaného v hmyzich bunkach.

Ligand receptoru DR6 exprimovany buiitkami lidského imunitniho systému tak zlstava
stadle neznamy (pokud vilbec existuje). V souvislosti stim zlistdvd naddle ne plné
charakterizovand bunécnd signalizace spojena sreceptorem DR6 a funkce proteint
interagujicich s DR6 v této signalizaci. Zrovna tak ne zcela objasnéna zlistdva i samotna
funkce receptoru DR6 na bunkéch lidského imunitniho systému. Ptipadny budouci objev
ligandu receptoru DR6 tak miZe pfinést zasadni prilom v jeho molekularni a funk¢ni
charakterizaci, a pfipadn¢ 1 budouci terapeutické vyuziti farmakologickych nastroja

zalozenych na receptoru DR6 a jeho ligandu a jejich pouziti v huméanni medicing.
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