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Seznam zkratek
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CaMKLK
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HDACi
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IKK

V4

JNK
LOH
Lz
MAPK
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apoptotic protease activating factor 1
autoimmune lymphoproliferative syndrome
amplification refractory mutation system-PCR
B-acute lymphoblastic leukemia
B-cell lymphoma 2
Bcl-2 homology domain 3-interacting domain death agonist
baculoviral inhibitor of apoptosis repeat
BIR repeat-containing ubiquitin-conjugating enzyme
Ca*"/calmodulin-dependent protein kinase-like kinase
cellular FLICE-like inhibitory protein
chronic myeloid leukemia (chronickd myeloidni leukémie)
decoy receptor
death domain (doména smrti)
death effector domain
death-inducing signalling complex
death receptor (receptor smrti)
Fas associated death domain protein
Fas ligand
glykosylfosfatidylinositol
inhibitory histon deacetylazy
heat shock protein 60
inhibitors of apoptosis (inhibitory apoptdzy)
IkB kinase complex
isoleucine zipper
c-Jun N-terminal kinase
loss of heterozygosity
leucine zipper
mitogen-activated protein kinase
multiple myeloma (mnohocetny myelom)

mammalian target of rapamycin



NAIP neuronal apoptosis inhibitory protein

NEMO NF-«kB essential modulator

NF-xB nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells

NHL non-Hodgkin lymphoma

NK natural killers (pfirozeni zabijeci)

NMD nonsense-mediated mRNA decay

OPG osteoprotegerin

PAK2 p21-activated kinase 2

PI3K phosphatidylinositol 3-kinase

PKB protein kinase B

qPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce

RIP receptor interacting protein

Smac/DIABLO second mitochondria-derived activator of caspases/direct AP
binding protein with low isoelectric point

T-ALL T-acute lymphoblastic leukemia

TNF tumor necrosis factor (faktor nekrotizujici nadory)

TRAF-2 TNF-receptor associated factor-2

TRAIL tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand

XIAP X-linked inhibitor of apoptosis protein



Abstrakt

Jednou z klicovych vlastnosti nddorovych bunék je schopnost uniknout programované
bunééné smrti (apoptdze). V mnoha typech nadorovych bunck byly nalezeny somatické
mutace proapoptotickych gentl, které dereguluji (inaktivuji) apoptdzu.

Kaspaza 10 je inicidtorova kaspaza, jejiz fyziologickéa funkce neni stale dobie
prozkoumana. Také jeji schopnost nahradit kaspazu 8 v apoptotické signalizaci
indukované receptory smrti zlistdva kontroverzni. OvSem nékteré nalezené mutace

v CASP10 genu, které byly spojeny s defekty v apoptoze (79, 81), napovidaji, Ze i tato
kaspéaza by mohla byt klicova pro iniciaci apoptozy.

V nasi laboratofi byla u Jurkat (lidska T-bunécnd akutni lymfoblastické leukémie) klonu
rezistentniho na TRAIL - J-TR1 nalezena heterozygotni mutace v CASP10 genu, ktera
ovliviiuje aminokyselinové slozeni pobliz aktivniho mista enzymu.

Cilem této prace bylo potvrdit mutaci ARMS-PCR a zjistit, zda bude nadprodukce
normalni (nemutované) resp. mutované kaspazy 10 D v TRAIL senzitivnich resp.
TRAIL rezistentnich Jurkat buiikdch (J-WT resp. J-TR1) ovliviiovat apoptozu
indukovanou TRAILem.

Mutace byla potvrzena. Byly vypéstovany stabilni klony J-WT resp. J-TR1 bunék
transfekované expresnim vektorem s vloZenou nemutovanou resp. mutovanou CASP10
D (CASP10 D WT resp. MUT). Nadprodukce mutované kaspazy 10 D v J-WT klonech
neovlivitovala celkovou aktivitu kaspazy 10 a neovliviiovala apoptézu indukovanou
TRAILem. Mutace tedy zfejmé nehraje roli v rezistenci J-TR1 bun¢k na TRAIL.
Nemutovand CASP10 D nebyla ve vétsing€ klonti nadprodukovana na proteinové tirovni

(exprese pouze na urovni mRNA).

Klicova slova: apoptoza, kaspaza 10, TRAIL



Abstract

One of the key features of cancer cells is the ability to escape programmed cell death
(apoptosis). As a mechanism of apoptosis inactivation in cancer cells, somatic mutations
of pro-apoptotic genes have been reported in many cancers.

Caspase 10 is an initiator caspase whose physiological function remains poorly
understood. Also the ability of caspase 10 to substitute for caspase 8 in the death
receptors apoptotic pathway is still controversial. However, the fact that some of the
mutations found in CASP10 gene was associated with apoptosis defects (79, 81) suggest
that caspase 10 could be also important in apoptosis initiation.

In our lab, there was found a heterozygous mutation in CASP10 gene of Jurkat (human
T-acute lymphoblastic leukemia) clone resistant to TRAIL (J-TR1). This mutation
influence the amino acid composition close to the active site of the enzyme.

The aim of this thesis was to confirm the mutation by ARMS-PCR and to determine if
an overexpression of normal (unmutated) or mutated caspase 10 D in TRAIL sensitive
and/or TRAIL resistant Jurkat cells (J-WT and/or J-TR1) will influence TRAIL induced
apoptosis.

Mutation was confirmed. We created J-WT and J-TR1 stable clones transfected by
vector with unmutated or mutated CASP10 D (CASP10 D WT or CASP10 D MUT).
CASP10 D MUT overexpression in J-WT clones didn't influence a total caspase 10
activity and didn't influence TRAIL induced apoptosis. Thus, the mutation don't play a
role in resistance of J-TR1 cells to TRAIL.

CASP10 D WT wasn't overexpressed on protein level in majority of clones (expression

only on mRNA level).

Key words: apoptosis, caspase 10, TRAIL
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1. Literarni ptehled

1.1. TRAIL

1.1.1. Struktura, vlastnosti a funkce TRAILu

TRAIL/Apo-2L (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) je clenem
TNF (tumor necrosis factor) rodiny cytokinil (napt. TNF-a a CD95L/ FasL/Apo-1L),
které reguluji celou fadu biologickych funkci. Jedna se predevsim o regulaci apoptdzy,
proliferace a bunééného metabolismu. Nekteré cytokiny z rodiny TNF a jejich receptory
se vyznamné podili na regulaci imunitniho systému a zanétové odpovédi (1, 2).
Naptiklad FasL/Apo-1L a jeho receptor Fas hraji krucialni roli v periferni deleci a
eliminaci autoreaktivnich a také na cizi antigeny odpovidajicich aktivovanych T
lymfocytl. U mysi s mutaci v genu pro FasL/Apo-1L (dfive oznacovana jako mutace
gld - generalized lymphoproliferative disease) nebo s mutaci Fas receptoru (dfive
oznacovana jako mutace lpr - lymphoproliferation) nachazime defekt v apoptoze
lymfocytl , které se akumuluji v uzlindch a tkanich (3). Obdobné onemocnéni se u
¢lovéka oznacuje jako autoimunitni lymfoproliferativni syndrom (ALPS), ktery je
asociovan s mutacemi v genech pro Fas, FasL a n¢které dal§i molekuly signalni drahy
Fas (napt. mutace kaspazy 8 a 10) (4).

Lidsky TRAIL se sklada z 281 aminokyselin a stejné jako u ostatnich ¢lentt TNF rodiny
se jednd o transmembranovy protein typu II. Ma C-terminalni extracelularni,
transmembranovou a N-terminalni cytosolickou doménu. C-terminalni doména je mezi
jednotlivymi ¢leny rodiny zna¢né konzervovana a pfedstavuje biologicky aktivni ¢ast
proteinu (interaguje s receptory pro TRAIL) (1). Tato extracelularni ¢ast mize byt

z bunécného povrchu proteolyticky odstépena, ¢imz vznikne solubilni protein, ktery si
zachovava biologickou aktivitu. TRAIL (i ostatni ¢lenové TNF rodiny) vytvari
homotrimer, ktery se vaze na 3 piislusné receptory (5). Hymowitz a kolegové objevili,
ze pro stabilitu homotrimeru je nezbytny atom zinku, ktery je vazan postrannim
fet¢zcem Cys-230 kazdého monomeru (6).

Hlavni funkei TRAILu je indukce apoptdzy vazbou na receptory smrti (death receptors)

TRAIL-R1/DR4 (7) a TRAIL-R2/DRS5 (8). Je schopen indukovat apoptozu u Sirokého
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spektra nadorovych bunéénych linii (nejen u lymfoidnich, ale také u linii
nehematopoetického pivodu), zatimco neplisobi na vétSinu normalnich bunék. Bylo
také prokazano, Zze TRAIL knockout mysi jsou vice nachylné k rozvoji
experimentalnich nebo spontannich metastdz a k ristu nddoru (9). OvSem je potieba
fict, ze TRAIL signalizace u mysi je jina nez u lidi. Mysi TRAIL se vaze pouze na jeden
TRAIL receptor (mTRAIL-R) (u lidi se vyskytuje pét TRAIL receptorit) (10). Proto
myS$ neni idealnim modelem pro studium funkce TRAILu u lidi.

TRAIL je, na rozdil od jeho nejblizs§iho ptibuzného ¢lena TNF rodiny FasL,
exprimovan v fadé riznych tkani (mRNA transkripty byly nalezeny v lidskych fetalnich
plicich, jatrech a ledvinach a u dospélych ve sleziné€, thymu, prostaté, vajecnicich,
tenkém a tlustém stievé, srdci, placenté, plicich, kosternich svalech a v ledvinéch (1, 2).
Je také exprimovan bunikami imunitniho systému (NK (natural killer) buiikami,
makrofagy, T-bunikami a dendritickymi buitkami) a mohl by zabijet virem infikované a

maligni buniky a byt tak soucasti obrannych imunitnich mechanisma (11).

1.1.2. Receptory pro TRAIL

TRAIL se miize vazat na pét riznych receptori: ¢tyii membranoveé vazané (TRAIL-
R1/DR4 (7) , TRAIL-R2/DRS5 (8), TRAIL-R3/DcR1 (12) a TRAIL-R4/DcR2 (13)) a
jeden solubilni receptor (OPG, osteoprotegerin) (14).

Receptory pro TRAIL patii do rodiny TNF receptorti (napt. TNFR1 a Fas (CD95)),
které jsou charakteristické extraceluldrni doménou vazajici TRAIL bohatou na cystein,
transmembranovym hydrofobnim tsekem a homologni cytoplazmatickou death
doménou (death domain) sloZzenou z 80 aminokyselin. Tato doména je nezbytna pro
apoptotickou signalizaci (15). I kdyz vS§echny TRAIL receptory vykazuji zna¢nou
sekvencni homologii v extracelularnich doménéch a maji schopnost vazat TRAIL,
struktura a funkce jejich cytoplazmatickych domén neni stejna. Zatimco agonistické
receptory DR4 (7) 1 DRS (8) obsahuji konzervovany motif death domény nezbytny pro
ptenos apoptotického signalu, DcR1, DcR2 a OPG death doménu nemaji nebo ji maji

zkracenou. C-konec DcR1 je ukotven GPI kotvou v bunééné membrané a
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cytoplazmatickou ¢ast viilbec nemé (12). Death doména DcR2 je zkracend a neni
funkéni (13) a OPG je sekretovany rozpustny TRAIL receptor, ktery tuto doménu
neobsahuje (15). DcR1, DcR2 a OPG funguji jako antagonistické decoy receptory, které
nejsou schopny indukovat apoptotickou signalizaci. Navic mohou kompetici s DR4
nebo DRS5 TRAILem indukovanou apoptézu inhibovat (12, 13, 15).

TRAIL receptory jsou exprimovany mnoha tkanémi a také fadou nadorovych
bunéénych linii. mRNA transkripty pro DR4, DRS5, DcR1 a DcR2 byly detekovany ve
vétsing testovanych tkanich zahrnujicich periferni leukocyty, thymus, slezinu, srdce,
prostatu, atd. (7, 8, 13). Co se tykd imunitnich bun¢k, byly zaznamenany rozdily

v expresnich profilech TRAIL receptort na Grovni proteinli. Hasegawa a kolegové
sledovali expresi DR4, DR5, DcR1 a DcR2 na lidskych perifernich leukocytech a
zjistili, Ze DR4 je pfevazné exprimovan na B-lymfocytech, DRS pfevazné na
monocytech, DcR1 na neutrofilech a DcR2 na CD8+ T-lymfocytech, NKT lymfocytech
a NK bunkach (16).

1.1.3. Mechanismus plsobeni — signalizace

Proapoptotickd signalizace je zahajena vazbou trimerniho TRAILu na agonistické
receptory DR4 nebo DRS. Tim dochdzi k jejich homo- nebo heterotimerizaci (17) a
interakci receptorovych intracelularnich death domén s proteinem FADD (Fas
associated death domain protein). FADD funguje jako adaptorovy protein spojujici
receptorovy komplex s inicidtorovymi kaspazami. Obsahuje totiz nejen DD, kterou se
vaze na DD receptord, ale také DED (death effector domain) interagujici s DED
iniciatorovych kaspaz (8 resp. 10) a také cFLIPu (cellular FLICE-like inhibitory
protein). Tak vznika multiproteinovy signaliza¢ni komplex DISC (death-inducing
signalling complex) (18, 19, 20, 21). I kdyZ z nékterych studii vyplyva, ze TRAILem
indukované apoptoza miize probihat také ve FADD™™ mysich, fada jinych studii
potvrzuje, Zze FADD je nezbytny pro tvorbu DISCu a tedy pro apoptotickou signalizaci.
Bylo prokazano, ¢ FADD™" mysi embryonalni fibroblasty stabilng transfekované

TRAIL receptory jsou rezistentni k apoptotickym u¢inklim TRAILu. Naopak
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heterozygotni FADD"" buiiky a buiiky rekonstituované retroviralnim konstruktem
exprimujicim FADD jsou k cytotoxickym G¢inkiim TRAILu citlivé (22).

Tvorba DISCu indukovand TRAILem vede k proteolytickému Stépeni navazanych
prokaspaz a k jejich pfeméné na aktivni formu (autoaktivace, transaktivace nebo stépeni
jinymi kaspazami) (23). Zatimco bylo fadou studii prokazano, Ze kaspéaza 8 je esencialni
pro indukci apoptdzy receptory smrti, role kaspazy 10 v tomto procesu byla dlouhou
dobu kontroverzni. Pfitomnost kaspazy 8 v DISCu byla potvrzena mnoha pracemi (20,
21, 24, 25, 26) a fakt, ze sniZeni nebo ztrata jeji exprese miize vést k rezistenci vici
TRAILu (21, 27), také svéd¢i o jeji dulezité roli. Kontroverznost ohledné role kaspazy
10 v apoptoze indukované TRAILem vyplyva z toho, Ze n¢které skupiny nebyly
schopny detekovat kaspazu 10 v DISCu (19, 21). Nejasnosti byly vyfeSeny zjiSténim, ze
fada komer¢né¢ dostupnych polyklonalnich protilatek proti specifickym izoformam
kaspézy 10 kiizove reaguje se stejné velkym proteinem Hsp60. Experimenty

s n€kterymi dobie charakterizovanymi specifickymi protilatkami proti kaspaze 10
ukdzaly, Ze endogenni kaspaza 10 je soucasti DISCu indukovaného TRAILem (podobné
i FasL), je tam také aktivovana a je schopna apoptotické signalizace v nepfitomnosti
kaspazy 8 (24).

Signaliza¢ni drdha vyvolana TRAILem zahrnuje dvé kaspazové kaskady (podobné jako
draha indukovana FasL) . V tzv. buiikéch I. typu kaspaza 8 aktivovana vazbou TRAILu
na receptor piimo $tépi a tim aktivuje efektorové kaspazy 3, 6 a 7, které vykonavaji
konec¢nou fazi apoptozy. Naproti tomu buniky II. typu potiebuji k plné aktivaci
efektorovych kaspaz i i€ast vnitini (mitochondridlni) drahy (28, 29). Tyto bunky totiz,
na rozdil od bunék I. typu, vyzZaduji kromé aktivace kaspaz DISCem také inaktivaci
inhibitoru apoptozy XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein). Rozdéleni na bunky
I. nebo II. typu zavisi na expresi antiapoptotickych molekul a na u¢innosti vzniku
DISCu. BH3-only protein z rodiny Bcl-2 Bid (Bcl-2 homology domain 3-interacting
domain death agonist) hraje klicovou roli v bunikach II. typu. Propojuje totiz vné&;jsi
apoptoticky signdl (vazba TRAILu na receptor) s mitochondrialni drahou apoptézy. Bid
(p22) je Stépen aktivovanou kaspdzou 8 na zkracenou formu (tBid, p15). TBid se
nasledné vaze na mitochondrie a aktivuje proteiny Bax a Bak. Bax a Bak destabilizuji
vnéjsi mitochondridlni membranu a dochdzi k uvolnéni cytochromu ¢ spolu s dal§imi

proapoptotickymi proteiny jako je napt. antagonista XIAP Smac/DIABLO (second
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mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP binding protein with low
isoelectric point) do cytosolu (30). V cytosolu pak cytochrom c za pfitomnosti dATP
indukuje interakci adaptorového proteinu Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1)
s prokaspéazou 9, coz vede k tvorb¢ apoptosomu a aktivaci kaspazy 9, kterd miize

nasledné aktivovat efektorové kaspazy 3, 6 a 7 (31). Mechanismus ptisobeni TRAILu je

uveden na obr. 1.

Pro-caspase 8/1 y'

Pro-caspase 9 O
Active caspase 8/10 E (&) o O
Cytochrome C

- # — 0

|}, Smac/DIABLO
Pro-caspase 3/7 Apaf-1 . E
|

Bak

apoptosome

s | el .
Active caspase 3/7 E - . }_

Obr. 1 Soucasny model apoptotické signalizace indukované TRAILem. Béhem vazby trimerniho TRAILu
na TRAIL-R1/-R2 dochazi k asociaci FADDu s receptorovymi DDs. To umozni vazbu prokaspazy 8/10

resp. cFLIPu na DEDs FADDu a tvorbu DISCu. V pfimé apoptotické draze aktivovana kaspaza 8/10 stépi
efektorové kaspazy. Buiky IlI. typu vyzaduji navic proapoptotické zmény v mitochondriich (vnitini draha

apoptozy), které vedou ke vzniku apoptosomu a uvolnéni Smac/DIABLO (pfevzato z 30).
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Je potieba fict, ze apoptoticka signalizace indukovana TRAILem je negativné
regulovand nékterymi proteiny. Experimenty s transfekci decoy receptorit DcR1 a DcR2
ukazuji, Ze tyto receptory mohou buniky chrénit pted cytotoxickym ptisobenim TRAILu
(12, 13). Je mozné, ze DcR2 plisobi jinym mechanismem neZ DcR1. Mérino a kolegové
zjistili, Ze DcR1 znemoziiuje tvorbu DISCu ptevazné kompetici s DRS o TRAIL,
zatimco DcR2 interaguje s DRS a je soucasti DISCu, kde inhibuje aktivaci
iniciatorovych kaspaz 8 a 10 (32). Navic ne vSechny komponenty DISCu jsou
proapoptotické. CFLIP, ktery je vysoce homologni s iniciatorovymi kaspazami, inhibuje
jejich aktivaci v DISCu kompetici o vazbu na DED FADDu (33). Negativnimi
regulatory jsou také proteiny z rodiny IAP (inhibitor of apoptosis) (napt. XIAP). Tyto
inhibitory brani aktivaci efektorovych kaspaz. Mitochondrialni draha indukovana
TRAILem je potom negativné regulovana antiapoptotickymi proteiny z rodiny

Bcl-2 (Bcl-2, Bel-X1), které brani disrupei vnéj$i mitochondridlni membrany
indukované proapoptotickymi proteiny z rodiny Bcl-2 (Bax, Bak) (30).

Kromé proapoptotickych drah mize TRAIL také aktivovat neapoptotické signalizacni
dréhy (konkrétné¢ NF-xB, PKB (protein dinase B)/Akt nebo MAPK (mitogen-activated
protein kinase)). Tyto proteiny reguluji celou fadu bunéénych funkci a to predevsim
rast, proliferaci, diferenciaci, migraci a také napf. zanét. Bylo prokazano, Ze vazba
TRAILu na TRAIL-R1, -R2 a -R4 indukuje aktivaci NF-xB (13). D4 se pfedpokladat,
ze béhem plsobeni TRAILu mtze kromée klasického proapoptotického DISCu
vzniknout také sekundarni signaliza¢ni komplex, ktery aktivuje NF-xB. V tomto
komplexu jsou pfitomny komponenty DISCu FADD a kaspéaza 8 a dale dochéazi k vazbé
RIP (receptor interacting protein, fosforyluje a aktivuje podjednotky a a B IKK (IxB
kinase complex) komplexu a je esencialni pro aktivaci NF-xB), TRAF-2 (TNF-receptor
associated factor-2) a IKKy/NEMO (NF-«B essential modulator). Tento sekundérni
komplex nesignalizuje jen pies NF-kB, ale také pires MAPK JNK (c-Jun N-terminal
kinase) a p38 (34).

TRAIL tedy nejen indukuje apoptdzu, ale miize mit i riizné neapoptotické ucinky. Toto
zjisténi mize komplikovat jeho potencidlni vyuziti pro terapii nadort. Pfipadna indukce

bunécné proliferace by totiz mohla vést ke zhorSeni nadorového onemocnéni.
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1.1.4. Terapeutické vyuziti

TRAIL je v rekombinantni formé povaZovan za velice slibné agens pro 1é€bu
nadorovych onemocnéni. I kdyz i dalsi proteiny z rodiny TNF Fas-L a TNF byly

v preklinickych modelech schopny indukovat apoptdzu, jejich ptisobeni bylo toxické
také pro normalni buniky. Podani Fas-L vede k téZkému poskozeni jater a systémové
pouziti TNF mtZe indukovat stav podobny sepsi. Naproti tomu TRAIL je schopen
navodit apoptdzu v Sirokém spektru nadorovych bunék, zatimco nepiisobi toxicky na
normalni bunky (11).

Byly pfipraveny rizné formy lidského rekombinantniho rozpustného TRAILu. VSechny
z nich obsahuji extracelularni doménu pfirozené se vyskytujiciho lidského TRAILu a
vétSina z nich je na svém N-termindlnim konci zfuzovana se znackou. His (histidine)-
tagged TRAIL obsahuje aminokyseliny 114-281 Apo2L/TRAILu znacené
polyhistidinem (3). Flag-tagged TRAIL obsahuje aminokyselinové zbytky 95-281
ptipojené k Flag epitopu (35). Dalsi dvé varianty rekombinantniho TRAILu jsou
fazovany s LZ (leucine zipper) (36) resp. s [Z (isoleucine zipper) trimerizacnimi
doménami (37).

Problémem nékterych znacenych forem lidského rekombinantniho rozpustného
TRAILu je, Ze nejsou cytotoxické jen pro nadorové, ale také pro normalni bunky (napf.
hepatocyty). Bylo zjisténo, ze inkubaci normalnich lidskych hepatocytti s TRAILem
zna¢enym polyhistidinem nebo s TRAILem zna¢enym FLAG epitopem a navic
propojenym (cross-linked) anti-FLAG protilatkou (podporuje oligomerizaci této formy
TRAILu a jeho biologickou aktivitu), dochézi k jejich apoptoéze (37). His-tagged
TRAIL maé sniZzeny obsah zinku a v diisledku toho je jeho konformace aberantni.

V roztoku je relativné nestabilni a béhem inkubace pti 37°C tvofi nerozpustné agregaty
(38). Podobné mohou agregovat i molekuly TRAILu znacené FLAG epitopem

s navazanou protilatkou. MoZnym vysvétlenim cytotoxického piisobeni téchto dvou
znaenych variant na normalni buiiky by mohla byt schopnost navodit ve formé
agregatl masivni multimerizaci DR4 a DRS. Tento silny signal by mohl pfekonat i prah

nutny pro aktivaci apoptdzy u normalnich bunék.
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Konformace LZ a IZ-TRAILu je udrzovana N-terminalné pfipojenym motivem
(izo)leucinového zipu, ktery usnadniuje oligomerizaci (36). Bylo prokazano, ze LZ-
TRAIL neptisobi cytotoxicky na normalni lidské tkané (37).
V soucasnosti je nejvice nadéjnym kandidatem na 1é¢bu nadorovych onemocnéni
neznaceny lidsky rekombinantni solubilni Apo2L/TRAIL. Tato forma obsahuje
aminokyselinové zbytky 114-281 piirozen¢ se vyskytujiciho TRAILu. Jeji produkce
byla optimalizovana pfidanim zinku a redukénich ¢inidel do kultivaénich médii a
extrak¢énich pufri a protein byl purifikovan pfi neutralnim pH. Tim byla
maximalizovdna vazba zinku a stabilita homotrimeru (38). Tato stabilni 60 kDa
homotrimericka molekula vézajici zinek se velmi podobéd endogennimu rozpustnému
TRAILu. Je schopna indukovat apoptoézu u celé fady lidskych nddorovych bunéénych
linii (linie odvozené od nadort tlustého stieva, plic, prsou, prostaty, slinivky, ledvin,
centralniho nervového systému, §titné zlazy a dale také lymfomy, leukémie a myelomy)
a naopak nepiisobi na normalni bunécné typy (epitelialni a endotelialni buniky,
fibroblasty, astrocyty, bunky hladkého svalstva, hepatocyty a keratinocyty) (39).
Bezpecnost tohoto rekombinantniho Apo2L/TRAILu byla kviili sekven¢ni homologii
TRAILu a receptort pro TRAIL testovana i na makacich a Simpanzech. Ani v jednom
piipadé nebyly pozorovany zadné toxické ti€inky. Farmakokinetické studie ukéazaly, Ze
Apo2L/TRAIL je z téla primath eliminovan béhem 23-31 minut, coZ koreluje s rychlosti
glomerulérni filtrace. Ledviny tedy nejspiS hraji diileZitou roli v eliminaci této molekuly
(40). Na zaklade¢ téchto vysledki byly provedeny prvni faze klinickych studii, na jejichz
zakladé probihaji druhé faze klinickych studii 1é¢by fady nadorovych onemocnéni.
Zatimco rekombinantni TRAIL se miize podobné jako endogenni
TRAIL vézat na vSech pét receptort (tzn. i na decoy receptory), agonistické protilatky
mohou byt navrzeny tak, aby se specificky vazaly jen na TRAIL-R1 nebo jen na
TRAIL-R2. V ptipadé nadorovych bun¢k vykazujicich vyssi expresi decoy receptort by
tak TRAIL-R1 resp. TRAIL-R2 specifické protilatky byly stale schopny indukovat
apoptozu. Tento efekt by ovSem také mohl znamenat, Ze normélni buiniky chranéné pred
apoptozou praveé expresi decoy receptort by mohly byt k indukci apoptdzy anti-TRAIL-
R1 reps. TRAIL-R2 protilatkami senzitivnéjsi a tato 1é€ba by pro né mohla byt

cytotoxicka.
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Protilatky proti TRAIL receptorim se od rekombinantniho TRAILu kromé specifity lisi
také rychlosti jejich odbouravani v téle. Zatimco rekombinantni TRAIL je eliminovan
jiz b€hem 30-60 minut, protilatky jsou odbourdvany az po 14-21 dnech (30). Tak dlouhé
plsobeni uz mize mit toxické vedlejsi ucinky.

Bylo vytvofeno vice agonistickych lidskych monoklonalnich protilatek proti TRAIL
receptortim, které jsou v soucasné dobé klinicky testovany. Za zminku stoji pfedevsim
Mapatumumab (anti-TRAIL-R1, HGS-Human Genome Science), Lexatumumab (anti-
TRAIL-R2, HGS), AMG-655 (anti-TRAIL-R2, Amgen) a Apomab (anti-TRAIL-R2,
Genentech). Z klinickych studii vyplyva, ze 1é¢ba témito protilatkami je pacienty
pomérné dobfe snasena. V n&kterych piipadech byly pozorovany mirné nezadouci
ucinky jako napf. tinava, horecka, hypotenze. Vazné cytotoxické ucinky byly
pozorovany jen pii pouziti limitujici davky (30).

Vzhledem k tomu, ze primarni lidské nddory mohou obsahovat bunécné populace
rezistentni k apoptdze indukované TRAILem, nemusela by monoterapie
rekombinantnim TRAILem nebo agonistickymi protilatkami proti TRAIL receptorim
vést k tplné eliminaci nddorového klonu. Jeji pouziti by tak mohlo byt omezeno jen na
konstitutivné TRAIL-senzitivni nadory. V piipadé TRAIL-rezistentnich naddort je nutné
pouZit i jinou lécbu, kterd nador senzitizuje. Takovou moZznosti je napf. pouZiti
chemoterapie nebo radioterapie. Bylo prokazéano, Ze n€kolik tfid cytotoxickych
chemoterapeutik zahrnujicich chemoterapeutika na bazi platiny, antracykliny, inhibitory
topoizomeraz, atd. a také ionizujici zafeni senzitizuji nadorové bunécné linie k apoptoze
indukované TRAILem a to jak in vitro, tak in vivo (30, 41, 42). Senzitizace spociva

v tom, Ze chemoterapeutika a zafeni indukuji bunénou smrt pies p53-dependentni
vnitini mitochondrialni dréhu, zatimco TRAIL spousti vn€jsi na pS3 nezdvislou dréhu.
Dochazi k synergistickému piisobeni téchto dvou slozek, které je zalozené na stimulaci
riznych proapoptotickych drah a také na zménéch v expresi proteinili U€astnicich se
signalizace pfes TRAIL receptory. Chemoterapie a radioterapie totiz Casto pusobi tak,
ze zvysuji expresi nékterych proapoptotickych molekul jako napft. receptory smrti (tzn. i
TRAIL receptory), kaspazu 8, FADD, Bax a Bak a naopak sniZuji expresi
antiapoptotickych molekul (cFLIPy, IAPs, Bcl-Xi nebo Bcl-2) (30, 39, 41). Testovany
jsou také inhibitory histon deacetylazy (HDACI) a inhibitory proteasomu. Bylo zjiSténo,

ze HDAC: posiluji apoptotické pisobeni rekombinantniho TRAILu zvySenim exprese
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DR4, DRS a proapoptotickych ¢lenti rodiny Bcl-2, sniZzenim exprese antiapoptotickych
¢lent Bcl-2 rodiny a aktivaci kaspaz 3, 8 a 9 (11). Inhibitor proteasomu Bortezomib
inhibuje aktivaci NF-kB, snizuje hladinu antiapoptotického proteinu c-FLIP a indukuje
expresi DR4 a DRS v rliznych buiikéch. Inhibice proteasomu mize tedy ptispivat

k senzitizaci nadorovych bunék k TRAILu (43).

Dalsi moznosti, jak zvysit senzitivitu bunék k TRAILu, je pouziti 1écby zacilené na
proteiny inhibujici signaliza¢ni dradhu indukovanou TRAILem (napft. Bcl-2 nebo IAPs).
Jsou klinicky testovany anti-sense oligonukleotidy snizujici expresi Bel-2 resp. hlavniho
inhibitoru kaspaz 3, 7 a 9 XIAP (11). Déle se také nabizi pouziti terapeutik inhibujicich
drahy zajiStujici prezivani bun€k (napt. PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)/Akt).
Jedna se napt. o specifické inhibitory PI3K (44) a rapamycin inhibujici kindzu mTOR
(mammalian target of rapamycin). MTOR ptisobi niZze v PI3K/Akt signaliza¢ni draze a
je dulezita pro regulaci bunééného ristu a proliferace. Inhibice mTOR rapamycinem
nebo jeho analogy vede k zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi. Preklinickd data
ukazuji, Ze kombinaci rekombinantniho TRAILu s rapamycinem dochézi ke zvySeni

senzitivity k apoptéze indukované TRAILem (45).

1.1.5. Hlavni faktory ovliviiyjici citlivost nddorovych bunék k apoptdze indukované

TRAILem

1.1.5.1. TRAIL receptory

Vzhledem k tomu, Ze decoy receptory mohou inhibovat apoptdzu indukovanou
TRAILem kompetici s DR4 a DRS5 o vazbu na TRAIL (12, 13, 14), bylo navrZeno, ze
rozdilna citlivost k TRAILu muze byt urCena vyssi resp. nizsi expresi decoy receptortl.
Naptiklad normalni buniky, ve vétsiné pfipadl rezistentni k plisobeni TRAILu, by
mohly byt chranény vyssi expresi DcR1 a DcR2 (46). I kdyz u fady TRAIL-
rezistentnich primarnich nadort gastrointestinalniho traktu byla zjiSténa zvySena
exprese DcR1 (47), u mnoha testovanych nadorovych bunéénych linii (nadory ovarii,
prsou, nosohltanu, plic, tlustého stfeva a melanomy) nebyla korelace mezi expresi

decoy receptorti (a ani DRS) a rezistenci na TRAIL nalezena. SpiSe se zda, ze rezistence
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je u nich dana mirou exprese proapoptotickych TRAIL receptort. Tyto nadorové linie
totiz mély relativné nizkou nebo nedetekovatelnou expresi DR4 (46). Jednou z pficin je
hypermethylace promotoru a terapie demethylacnimi agens vede k obnoveni exprese
DR4 a citlivosti k TRAILu (48). Déle by k rezistenci na TRAIL mohly vést mutace
DR4 resp. DRS5 zptisobujici dysfunkci téchto receptorti. Geny pro DR4 i DRS jsou
mapovany do oblasti 8p21-22. Ztrata heterozygotnosti (loss of heterozygosity, LOH)

v tomto segmentu byla nalezena v fad¢ nadort (11). U lidskych nddorovych bunéénych
linii J82 (nddor mocového méchyie) a SKOV3 (nador ovarii) byla objeven
polymorfismus v oblasti kddujici death doménu DR4, ktery vede k zdméné arginunu za
lysin na pozici 441 DR4. Transfekce nadorové linie SW480 (nador tlustého stieva)
vektorem exprimujicim polymorfni DR4 ukézala, Ze tato polymorfni forma je v indukci
apoptozy méng efektivni nez forma ptivodni (46). Tato skupina také objevila v
nadorovych burnkach plic a stfeva (adenokarcinom) dvé missense nukleotidové
substituce v DR4. V obou ptipadech dochéazi ke zméné aminokyseliny v blizkosti
ligand-vazebné domény DR4, coZ by mohlo mit za nésledek abnormalni trimerizaci
death receptorti nebo vazbu TRAILu (49). Také mutace DRS5 byly identifikovany.
Screening 40 primarnich nadort krku a hlavy objevil 2 bp inzerci v DD DRS, které vede
ke vzniku pied€asného stop kodonu a k tvorbé zkraceného DRS. Transfekce tohoto
mutovaného DRS do naddorovych bunéénych linii odvozenych od karcinomu hlavy,

krku, tlustého stfeva a ovarii méla za nasledek ztratu funkci potlacujicich rast (50).

1.1.5.2. cFLIP (cellular FLICE-like inhibitory protein)

Inhibitor apoptézy cFLIP je strukturné podobny kaspéaze 8 a vyskytuje se ve dvou
forméch — cFLIPg (kratké forma) a cFLIPL (dlouh4 forma). CFLIPL obsahuje dvé DEDs
a doménu podobnou kaspéaze (caspase-like domain), ale nemtize aktivovat kaspazovou
kaskadu, protoze caspase-like doména postrada cysteinovy zbytek nezbytny pro
katalytickou aktivitu. CFLIPs ma také dvé DEDs, ale chybi mu skoro celd caspase-like
doména. Ob¢ formy se mohou vazat do DISCu, kde interaguji pfes DEDs s FADD

a/nebo kaspazou 8. Tim blokuji asociaci kaspazy 8 s DISCem a inhibuji jeji aktivaci

(51).
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Proto zvySena exprese cFLIP mize byt dulezitym faktorem zplisobujicim rezistenci
nadorovych bun¢k k TRAILu. V soucasnosti bylo u né¢kterych nddort (adenokarcinomy
tlustého stteva, melanomy a hepatocelularni karcinomy) zjisténo, ze exprese cFLIPu
silné koreluje s malignim potencidlem téchto nadorovych bunék. Dale zmény v poméru
hladiny cFLIPu a kaspazy 8 v riznych naddorech (melanomy, hepatocelularni
karcinomy, Burkittovy lymfomy a B-buné¢né chronické lymfocytarni leukémie)
korelovaly s rezistenci k TRAILu (52). Ve studii zabyvajici se lidskymi ovaridlnimi
nadory, mélo 40% nadorovych vzorkli ve srovnani s normalni tkdni zvySenou expresi
cFLIP (53). Knock-down cFLIPu mlize nddorové butiky senzitizovat k apoptdze
indukované TRAILem (54).

1.1.5.3. Iniciatorové kaspazy

Iniciatorové kaspazy jsou soucasti DISCu a jejich aktivni formy hraji kli¢ovou roli

v iniciaci apoptotickych d&ji. V fadé modeli bylo prok4zano, Ze mnoho buné¢nych linii
deficitnich na kaspazu 8 je rezistentni vii¢i TRAILu (19, 21, 55) a transfekce téchto linii
vektorem exprimujicim kaspézu 8 vede ke znovuobnoveni citlivosti viici TRAILu (19,
55). Exprese kaspazy 8 (a resenzitizace bunck na ptisobeni TRAILu) mize byt
obnovena i demethyla¢nimi latkami (napf. inhibitory methyltransferazy) (27). Jang a
kolegové zjistili, Ze rezistence miiZze byt také zplisobena defektni aktivaci kaspazy 8.
Testovali aktivaci kaspazy 8 u riizné rezistentnich Jurkat klont. Zatimco u senzitivnich
a ¢asteCné rezistentnich klont byl po ¢tythodinové inkubaci s TRAILem (100 ng/ml)
detekovan 18 kDa fragment aktivované kaspéazy 8, u rezistentniho klonu (JR-T2) byla
aktivace kaspazy 8 detekovatelna az po Sesti hodindch inkubace s TRAILem a vétSina
kaspazy 8 zlstala v inaktivni pro-formeé (56). Ztrata exprese kaspazy 8 je ve vétSiné
ptipadli dana uml¢enim genu v disledku methylace promotorové oblasti a jen vzacné
muze dochazet k deleci genu (52).

Také snizena exprese kaspazy 10 byla dokumentovana v nékterych rezistentnich
nadorovych bunéénych liniich (melanomové a neuroblastomové linie). Opétovné
navozeni exprese kaspazy 10 potom vede k obnoveni senzitivity vii€éi TRAILu (27, 55).

Defekty v apoptdze mohou byt také spojeny s mutacemi v CASP10 genu. Mutace
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tohoto genu byly nalezeny v naddorech hematopoetického ptivodu a budou probrany

v kapitole 3.3..

1.1.5.4. Proteiny z rodiny Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)

Proteiny z rodiny Bcl-2 jsou dllezitymi regulatory mitochondrialni drahy apoptotické
signalizace. Clenové této rodiny maji jak proapoptotické (Bax, Bak), tak antiapoptotické
(Bcl-2, Bel-Xy) funkce a jejich vzajemna uroven exprese rozhoduje o tom, zda buiika
bude Zit nebo podstoupi apoptdzu.

Nadprodukce Bcl-2 nebo Bel-X miize nekteré typy bunck (bunky, které pottebuji pro
plny rozvoj apoptotické odpovédi na TRAIL i mitochondridlni drahu) chrénit pred
apoptotickym plisobenim TRAILu. Naptiklad u pankreatické adenokarcinomalni
bunécné linie Colo357 exprese Bel-X1 siln€ korelovala s citlivosti k apoptoze
indukované TRAILem. Tato linie byla plivodné senzitivni k TRAILu a méla nizkou
expresi Bel-X;. Po retroviralni transfekci doslo ke zvySeni exprese Bel-Xi. a ke vzniku
rezistence na TRAIL (57). V jiné studii bylo zjisténo, Ze nadprodukce Bcl-2 chrani
neuroblastomové, glioblastomové bunécné linie a linie odvozené od nadoru prsu pied
apoptozou indukovanou TRAILem (58).

V nékterych typech bun¢k mliZze inaktivaéni mutace proapoptotickych genii Bax nebo
Bak ucinit tyto buiiky rezistentni k apoptoze indukované TRAILem nebo chemoterapii.
Dulezita role obou molekul v apoptdze byla demonstrovana zjisténim, Ze TRAIL byl
schopen indukovat uvolnéni cytochromu ¢ a nasledné apoptézu v normalnich a Bax™
nebo Bak™ mySich embryonélnich fibroblastech, ale ne v Bax”/ Bak” (double-
knockout) buiikach (59). To mize znamenat, ze v té€chto bunikach muize byt Bax
funkéné nahrazen proteinem Bak a naopak, protoZe knockout pouze jednoho z téchto
dvou genti neni dostatecny ke vzniku rezistence k apoptoéze indukované TRAILem. Zda
se, Ze u jinych typt bunék je to jinak. Napiiklad karcinomalni bunééna linie odvozena
od tlustého stfeva obsahujici mutaci inaktivujici protein Bax méla defekt v apoptodze
indukované TRAILem a to i kdyZ exprimovala Bak. Casné udalosti indukované
TRAILem zahrnujici tvorbu DISCu, aktivaci kaspazy 8 a $tépeni proteinu Bid nebyly na

Bax zavislé, ale depolarizace mitochondridlni membrany, uvolnéni cytochromu c
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z mitochondrii a aktivace kaspazy 9 byly v Bax-deficientnich buiikéch blokovany (60).
Tyto buiiky tedy vyZaduji pro indukci apoptdozy TRAILem i zapojeni vnitini drahy a

Bax je esencidlni pro aktivaci mitochondridlnich déju.

1.1.5.5. Inhibitory apopt6zy (IAPs) a Smac/DIABLO (second mitochondria-derived

activator of caspases/direct IAP binding protein with low isoelectric point)

IAP proteiny mohou blokovat apoptdzu inhibici aktivace efektovych kaspaz 3, 7 a 9.
Tyto proteiny totiz obsahuji jednu, poptipadé tii evolucné konzervované BIR
(baculoviral inhibitor of apoptosis repeat) domény. Rizné BIR se specificky vaZou na
rizné kaspazy a ptimou interakci s aktivnimi misty kaspaz inhibuji jejich funkci. Bylo
identifikovano Sest sav¢ich IAPs : cIAP1, cIAP2, XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis), NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein), survivin a BRUCE (BIR
repeat-containing ubiquitin-conjugating enzyme). Nejucinngj$im inhibitorem aktivity
kaspaz je XIAP (61).

Vysoka exprese IAPs miize nékterym typtim nddorovych bunék ud¢lit rezistenci vici
apoptoze indukované TRAILem (62). Tyto buniky vyZzaduji k indukci apoptozy také
ucast mitochondrialni drahy (bunky II. typu) a je potfeba zminit, ze dilezitym faktorem
citlivosti na TRAIL u nich neni jen regulace apoptdzy IAPs, ale také proteinem
Smac/DIABLO. Smac/DIABLO je proapoptoticky mitochondridlni protein. Béhem
permeabilizace vnéj$i mitochondridlni membrany dochazi k jeho uvolnéni do cytosolu,
kde inhibuje IAPs. Interaguje totiz s BIR doménami [AP proteinil a blokuje tak jejich
vazbu na efektorové kaspazy (63). Snizené uvoliiovani Smac/DIABLO z mitochondrii
bylo v nékterych nadorovych bunéénych liniich (melanomové linie a linie odvozené od
nadoril prostaty) spojeno s rezistenci vii¢ci TRAILu. Nadprodukce Smac/DIABLO
tranfekci téchto bunck vedla k obnoveni citlivosti k TRAILu (62, 64). Snizené
schopnost uvoliiovat Smac/DIABLO jako odpovéd na TRAIL vedouci k nedostate¢né
aktivaci efektorovych kaspaz mtze byt tedy jednim z faktort pfispivajicich k rezistenci
nékterych typi bun¢k na TRAIL. Také je potieba fici, ze pokud dochazi naptiklad

k vysoké expresi proteinu XIAP, Smac/DIABLO nemusi stacit antagonizovat jeho

antiapoptotické U¢inky (tedy inhibici kaspazy 3, 7 a 9) (30).
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1.2. Kaspaza 10

1.2.1. Struktura a vlastnosti kaspazy 10

Kaspéza 10 patii do rodiny kaspaz (caspase=cystein aspartate-specific protease). Jedna
se o protedzy s cysteinem v aktivnim misté, které jsou syntetizovany jako neaktivni
proenzymy. K jejich aktivaci dochazi proteolytickym Stépenim za specifickym
aspartatovym zbytkem . Aktivované formy potom §tépi peptidovou vazbu (za
aspartatem) riznych substratl, coz nakonec vede k dezintegraci bun¢k (23).

Kaspéza 10 je vysoce homologni s kaspazou 8. Gen kaspazy 10
(CASP10) lezi u cloveka na chromozomu 2 v blizkosti genu kaspazy 8 (CASPS), coz
napovida, Ze tyto dva geny mohly vzniknout tandemovou duplikaci (65). Kaspaza 10 se
ale na rozdil od kaspdzy 8 nevyskytuje u mysi. Byly identifikovany 4 hlavni sestfihové
varianty kaspazy 10 (65, 66, 67, 68) (Obr. 2). Varianty a, b a d obsahuji celou CASP
(cystein aspartate-specific protease) doménu (tzn. proteolytickou doménu skladajici se
z malé a velké katalytické podjednotky) a po indukci apoptozy ligandy z rodiny TNF
jsou $tépeny a aktivovany. Ctvrta varianta — ¢ byla pivodné identifikovana jako
zkraceny protein, ktery postrada CASP doménu a neni tedy funk¢éni. mRNA pro tuto
izoformu totiz obsahuje pred¢asny stop kodon a produkovany protein je zkracen blizko
za prodoménou obsahujici DEDs (68). V soucasnosti ale narustajici ditkazy svédci spise
o tom, ze mRNA pro tuto variantu je degradovéana a protein neni viibec translatovan
v disledku tzv. NMD (nonsense-mediated mRNA decay), mechanismu, ktery chrani
buiiku pted produkci zkracenych nebo chybnych proteinti (69). V soucasné dob¢ byla
identifikovana dalsi izoforma kaspazy 10, kterd byla oznacena jako kaspaza 10g. Tato
forma je také generovana alternativnim setfihem lidského CASP10 genu a kdduje

zkraceny protein obsahujici pouze prodoménu (67).
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Prodomain Proteolytic domain
p25

p17  p12 MW

46 479aa
Caspase-10B m m . 58.9 521 aa
Caspase-10D [ DED_}{ DED | s00 ©2223

247 aa

Caspase-mG p22 P12 330

Obr.2: Jednotlivé izoformy kaspazy 10. VSechny izoformy obsahuji prodoménu (p25) a lisi se ve velikosti
proteolytické domény. Kaspaza 10g navic viibec proteolytickou doménu neobsahuje. MW, molekulova

hmotnost. Pfevzato z 64.

Kaspéza 10 patii mezi iniciatorové kaspazy. Proenzym se sklada z dlouhé prodomény
obsahujici dvé DEDs (p25) a proteolyticky aktivni domény slozené z velké (p17 resp.
p22) a malé katalytické podjednotky (p12) (23). Po vazb¢ ligandu na receptory smrti
dochazi k interakci DEDs iniciatorovych kaspaz s DEDs adaptorového proteinu FADD
a k vytvoreni DISCu (18, 19, 20, 21). Vzajemna blizkost prokaspaz v DISCu vede

k jejich autoaktivaci proteolytickym Stépenim za specifickymi aspartatovymi zbytky
(nachazeji se mezi prodoménou a velkou podjednotkou a velkou podjednotkou a malou
podjednotkou). Aktivni enzym tedy jizZ neobsahuje prodoménu a je to tetrametr slozeny
ze dvou velkych a dvou malych katalytickych podjednotek.

Vsechny kaspazy obsahuji konzervovany pentapeptid tvotici aktivni misto, jehoz
obecna struktura je QACXG. V ptipadé kaspazy 10 X predstavuje Q (65). Aktivni misto
a tedy 1 dlilezité aminokyseliny cystein a histidin, nesouci katalytické funkce, jsou
souéasti velké podjednotky. Tyto aminokyseliny (Cys** a His*’) jsou v celé kaspazové
rodin¢€ konzervované (23).

Kaspazy na svych cilovych substratech rozeznavaji kratkou tetrapeptidovou sekvenci
(peptidy P1-P4). Tyto proteazy ve vSech ptipadech vyzaduji Asp na pozici P1 a za nim
také Sté€pi. Restrikce je dana tim, Ze karboxylovy postranni fetézec Asp interaguje
vodikovymi mistky s aminokyselinovymi zbytky, které jsou konzervované ve vSech
kaspazach (Arg'”, GIn*® a Arg®*"). Tyto aminokyseliny jsou sou¢asti vazebného mista

S1, které vytvaii velice uzkou jamku netolerujici Zadnou jinou aminokyselinu nez Asp.



Naproti tomu aminokyseliny na pozicich P2 a P3 rozeznavané riznymi kaspazami jsou
zna¢né proménlivé. Tomu odpovida také proménlivost odpovidajicich P2 a P3
vazebnych mist (S2 a S3) jednotlivych kaspaz. P4 vazebné misto (S4) je hlavni
determinantou urcujici specifitu substratu a mezi ¢leny kaspazové rodiny se znacné 1isi
(23). Kaspaza 10 naptiklad na pozici P4 preferuje alifatickou aminokyselinu s vétvenym

fetézcem (70).

SQ ?Di'rs IFEQ!:)-? 72

— — irv Mdﬂ
Procaspase-10 = DED = DED = QAC**QG_

Obr.3: Schématicka reprezentace prokaspazy 10 (varianta a). Prokaspaza 10 je proteolyticky Stépena za
specifickymi aspartatovymi zbytky (219 a 372). Stépeni vede k odstranéni prodomény a k rozdéleni
proteinu na velkou a malou podjednotku. Velka podjednotka kaspazy 10 obsahuje pentapeptid tvorici

aktivni misto enzymu (QAC***QG). Ptevzato z 70.

1.2.2. Funkce kaspazy 10

Jak jiz bylo napsano, kaspaza 10 se, podobné jako strukturné podobna kaspéaza 8, béhem
ligace TRAIL nebo Fas receptorti vaze do DISCu a to prostfednictvim adaptorového
proteinu FADD (24, 25, 26). I kdyz z nékterych studii vyplyva, ze kaspaza 10 neni
schopna funkéné€ nahradit kaspazu 8 (26), jiné studie nasvédcuji spise tomu, Ze kaspaza
10 je také dilezitou molekulou v apoptotické signalizaci indukované ligandy smrti.
Kischkel a kolegové prokdzali, ze vazba CD95L a TRAILu na pfislusné receptory vede
v netransfekovanych bunikach (lidska B bunééna lymfomova linie BJAB) exprimujicich
kaspazu 8 i 10 k vazb¢€ obou endogennich proteinti do DISCu a Ze oba enzymy jsou
proteolyticky Stépeny se stejnou kinetikou. Navic buniky exprimujici jen jednu z téchto
kaspéz byly schopny podstoupit ligandem indukovanou apoptdzu, coz napovida, Ze

kazdy z téchto proteini miiZze iniciovat apoptdzu nezavisle na tom druhém (24).
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Biochemické a biofyzikalni studie potom ukézaly, Ze kaspéaza 10 je aktivovana
autoagregaci, interaguje s molekulami U€astnicimi se signalizace pfes receptory smrti a
je schopna obnovit apoptdzu indukovanou FasL v Jurkat buiikach deficientnich na
kaspazu 8 (25). I kdyz se v tomto ohledu zd4, ze kaspaza 10 mé podobné nebo stejné
funkce jako kaspaza 8, riizné vysledky z riznych studii napovidaji, Ze by oba enzymy
mohly mit i specifické nenahraditelné funkce potencialné vyplyvajici z odlisnych
substratovych specifit (25, 71).

Kli¢em pro pochopeni funkei jednotlivych kaspaz je identifikace substrati, které Stépi.
Zatimco substraty kaspéazy 8 jsou relativné dobte zndmy (fada z nich hraje kruciélni roli
v procesu bunééné smrti), proteolytické cile kaspazy 10 zatim moc dobfe prozkoumany
nebyly. Kaspéaza 10 je ale podobné jako kaspédza 8 schopna $tépit efektorové kaspazy 3
a 7. Proformy téchto kaspéz jsou kaspazou 10 Stépeny za aspartatem v sekvenci IXXD-
S. Tim dochdzi k odstépeni velké a malé podjednotky a tvorbé aktivnich proteaz (65),
které iniciuji exekucni fazi apoptdzy.

Kaspéaza 10 mize také stépit diilezity substrat kaspazy 8 — protein RIP

(receptor interacting protein) (71). Bylo navrzeno, Zze béhem vazby TRAILu na TRAIL
receptory mize kromé klasického proapoptotického DISCu vznikat také sekundarni
signaliza¢ni komplex obsahujici mimo jiné RIP, jehoZ tvorba aktivuje antiapoptotickou
drahu NF-kB (34). Bylo zjiSténo, Ze RIP je esencidlni pro aktivaci NF-kB indukovanu
TRAILem (72). RIP totiz fosforyluje a aktivuje katalytické podjednotky IKK komplexu
IKKa a IKKB. Aktivovany IKK komplex fosforyluje inhibitor IkB, ktery je timto uréen
k ubiquitinylaci a degradaci v proteasomu. Néasledné mize dojit k uvolnéni
transkripéniho faktoru NF-«xB a jeho translokaci do jadra, kde indukuje expresi cilovych
gentl (73). Stépeni proteinu RIP kaspazami a jeho nasledna inaktivace proto vede

k naruSeni NF-«xB antiapoptotické signalizace (74) a potencialni amplifikaci
proapoptotickych drah.

I dalsi kinazy jsou dualezitymi cili kaspaz. Bylo prokéazano, Ze kaspaza 10 je schopna
Stépit kinazu PAK?2 (p21-activated kinase 2) a to dokonce ucinéji nez kaspdza 8 (71).
PAK2 patii do rodiny Ser/Thr protein kindz, které jsou aktivovany Rho GTPéazami ptes
receptory spojené s G-proteiny (G protein-coupled receptors) (75). Aktivace PAK2
stimuluje pfezivani buiiky fosforylaci a naslednou inhibici proapoptotického proteinu

z rodiny Bcl-2 Bad (76). B€hem indukce apoptdzy (napt. receptory smrti) dochazi ke

28



$tépeni PAK2 za aspartatem na pozici 212 (SHVD?'?), coz vede k odd&leni N-
terminalni regulacni domény od C-terminalni katalytické domény. Tato aktivni
zkracena forma ma proapoptotické funkce. Stépeni PAK2 je také spojeno s nékterymi
morfologickymi zménami béhem apoptdzy — napf. s tvorbou apoptotickych télisek (71).
Kaspaza 10 i 8 také §t&pi kinazu CaMKLK (Ca®*/calmodulin-dependent protein kinase-
like kinase), ktera je spojovana s apoptézou neuronil. Ke $t€peni obéma kaspazami
dochazi za aspartatem 62 (DEND®?). Tim vzniké 43 kDa C-terminalni fragment a maly
N-terminalni fragment s proapoptotickou aktivitou (77).

Velice dilezitym substratem inicidtorovych kaspaz je proapoptoticky BH3-only protein
z rodiny Bcl-2 Bid zmiflovany v kapitole 2.3.. Zatimco kaspéaza 8 v tomto proteinu
rozeznava sekvenci LQTD®, kaspaza 10 kromé této sekvence rozeznava také misto
IEAD”. Stépeni za témito misty méa za nasledek vznik réizné zkracenych fragment
proteinu Bid (p15 a p13), které¢ by mohly potencidlné odli$né interagovat s proteiny Bax
a Bak. To by mohlo mit diisledky pro mitochondrialni signalizaci (71). Navic Bid miize
byt v téchto odlisnych mistech rizné ptistupny St€peni kaspazami. Bylo prokazano, ze
Bid je ve zdravych buiik4ch chranén pied St€penim kaspazou 8 fosforylaci kasein
kinazami I a II. Kasein kinaza fosforyluje Bid v blizkosti prvniho (LQTD®)
rozpoznavaciho mista specifického pro kaspazu 8 a to na Thr”’, Ser® a Ser® (78).
V ptipadé, Ze by Stépeni Bid kaspazou 10 bylo mén¢ posttranslacné kontrolovéno,

kaspéza 10 by mohla byt schopna $tépit Bid i v jeho fosforylovaném stavu.

1.2.3. Mutace kaspazy 10

Mutace CASP10 genu byly nalezeny piedev§im u onemocnéni hematopoetického
systému jako naptiklad u non-Hodgkinova lymfomu (79), T-buné¢né akutni
lymfoblastové leukémie (T-ALL), mnohocetného myelomu (MM) (80), autoimunitniho
lymfoproliferativniho syndromu (ALPS) (4, 79) a u n¢kterych nadort traviciho traktu
(karcinom zaludku (82) a tlustého streva (83)).

U ALPS typu II byly zjistény dédicné mutace kaspazy 10 vedouci k naruseni apoptozy
T lymfocyti a dendritickych bunék. Abnormalni bunééné homeostaze mé za nasledek

akumulaci téchto bun¢k v lymfoidnich organech a pleiotropni autoimunitni a zanétlivé
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projevy. Wang a kolegové objevily u dvou pacientli s ALPS typu II 2 rizné mutace
CASP10 genu. Jedna je heterozygotni a vede k nahradé¢ leucinu za fenylalanin na pozici
242 v proteinu. Druhd homozygotni mutace vede k zdméné izoleucinu za valin na pozici
367. Obé¢ se tedy nachdzeji ve velké p17 podjednotce, ktera obsahuje aktivni misto
enzymu. Bylo prokazano, Ze tyto mutanty maji defektni apoptotickou aktivitu oproti
nemutovanym (wild-type) formam. Navic bylo zjisténo, Ze kaspaza 10 s heterozygotni
mutaci je spolecné s endogenni kaspazou 8 soucasti DISCu a mohla by tak blokovat
aktivaci kaspazy 8. Tato mutovana forma interferuje s indukci apoptdzy pres rizné
TNFR-like death receptory zahrnujici Fas, TNFR1, DR3, DR4 a DRS. Jeji naruSena
funkce je dana defektem v autosestfihu po vazbé& na signaliza¢ni komplexy. Leucin 242
se totiz nachazi v blizkosti mista vazajiciho substrat a je soucasti B fetézce, ktery
interaguje se smyckou obsahujici Arg-179. Arginin 179 hraje klicovou roli pfi katalyze,
protoZze stabilizuje P1 aspartat substratu. Zadména Leu-242 za fenylalanin miize vést

k lokalni odchylce v B fetézci, ¢imZ by mohlo dojit ke znemoznéni stabilizace P1
aspartatu. Defektni funkce kaspazy 10 s homozygotni mutaci je ziejmé diisledkem
zameény aminokyseliny v tésné blizkosti katalytického mista (81).

Mutace kaspazy 10 ve velké katalytické podjednotce byly identifikovany i u dalSich
onemocnéni. U pacientt trpicich non-Hodgkinovym lymfomem byly nalezeny 3 mutace
v pl17 podjednotce, které vedou ke vzniku pfedcasného stop kodonu. V piipad€ zameny
C za T na pozici 769 dochézi k vytvofeni stop kodonu a ke vzniku proteinu dlouhého
257 aminokyselin, ktery je zkraceny t€sné za prodoménou. Tato zkracena forma by se
mohla podobat FLIPu, ktery ma schopnost se vazat na FADD, ale postrada katalytickou
aktivitu. Nadprodukce mutované kaspazy v buiikach kotransfekovanych Fas receptorem
a DRS prokazala, ze mé tento mutant defekt v indukci apoptdzy (79).

Mutace v pl7 podjednotce byla také objevena u pacienta s T-bunéénou akutni
lymfoblastovou leukémii. Vede k substituci leucinu za prolin na pozici 285. Prolin se od
ostatnich aminokyselin li§i cyklickou strukturou, ktera mize zna¢né ovlivnit strukturu
proteinu. Ve stejné studii byla dale zjisténa mutace v DED kaspazy 10 u pacienta

s mnohocetnym myelomem. U téchto dvou pacientli byla zjiStovana exprese mRNA
pro kaspazu 10 v nadorové tkani. V obou ptipadech byla kaspaza 10 siln¢ exprimovana

a sekvenace DNA ukdzala, Ze dochézi k expresi jak mutované, tak nemutované (wild-
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type) formy. Je tedy mozné, ze mutovana kaspaza 10 by se mohla vdzat s nemutovanou

a mohly by tak vytvaret strukturdlné abnormalni tetrametr (80).

1.3. Linie lidskych leukemickych a lymfomovych bunck

Leukemické a lymfomové bunééné linie predstavuji vyznamny modelovy systém

v biomedicing. Patii k nejlépe prozkoumanym a charakterizovanym lidskym bunécnym
liniim. Hraji dtlezitou roli pfi identifikaci novych naddorovych gent, pti pochopeni, jak
tyto geny funguji a jsou modelem pro vyvoj, testovani a objasnéni funkce novych
terapeutickych latek.

Prvnimi kontinudlnimi lidskymi hematopoetickymi bunéénymi liniemi byly v roce 1963
linie odvozené z pacientl s Burkittovym lymfomem, z nichZ nejzndmé¢;jsi je Raji.
Vsechny rostly v suspenzni kultute, bud’ jednotlivé nebo ve shlucich. Tento druh
kultivace je velice prakticky z diivodu snadné manipulace s butikami.

Tyto prvni klasické buné¢né linie daly impulz ke vzniku dalSich linii, napi. CCRF-CEM
v roce 1965 (T-bunécna akutni lymfoblastickd leukémie, T-ALL), RPMI-8226 v roce
1967 (mnohocetny myelom), K-562 v roce 1973 (chronick4 myeloidni leukémie, CML),
U-698-M v roce 1974 (non-Hodgkinliv lymfom, NHL), REH v roce 1977 (prekurzorova
B-bunécnd akutni lymfoblastickd leukémie, B-ALL), atd. (84).

V roce 1976 vznikla dnes velice popularni a hojné vyuZzivana linie Jurkat. Tato linie
byla odvozena z bun¢k periferni krve 14-ti leté¢ho chlapce s T-bunéénou akutni
lymfoblastickou leukémii pfi prvni recidivé onemocnéni a jedna se o buiiky rostouci
jednotlivé nebo ve shlucich v suspenzni kultute (85). Jurkat linie se pouziva predevsim
pro studium T-bunécné akutni leukémie, T-bunécné signalizace a apoptozy. Jeji
primarni vyuziti je pro studium mechanism, které¢ vedou k rozdilné citlivosti

k protinddorovym léktim a radiaci.

Leukemické-lymfomové linie nejsou zavislé na ristovych faktorech a jejich hlavnimi
vyhodami je, Ze poskytuji neomezenou zasobu bunécného materialu, mohou byt
uchovavany v tekutém dusiku a znovu rozmrazeny bez ztraty bunéénych rysii nebo

zivotaschopnosti a jsou dostupné po celém svéte.
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2. Cile diplomové prace

TRAIL rezistentni klon Jurkat linie, J-TR1, byl vytvofen selekénim tlakem lidskym

rekombinantnim TRAILem na piivodné senzitivni Jurkat buné¢nou linii, kterou

oznacujeme jako J-WT. V porovnani s J-WT exprimuji J-TR1buiiky signifikantné vyssi

mnozstvi kaspazy 10 na irovni mRNA i proteinu. Sekvenaci byla zji§t€na

pravdépodobné heterozygotni mutace kaspazy 10, kterd vede k ndhrad¢ alaninu za

kyselinu asparagovou na pozici 363 kaspazy 10 D. Abychom potvrdili tuto mutaci a za

ucelem zjistit, zda ovliviiuje funkci tohoto enzymu v proapoptotické signalizaci, navrhli

jsme nasledujici specifické cile:

1.

Potvrdit pomoci ARMS-PCR heterozygotni mutaci v CASP10 genu (pozice
1506 bp odpovidajici popsané sekvenci pro mRNA CASP10 varianty D
(hCASP10 var D, 5906 bp, NCBI Reference Sequence: NM_032977.3) TRAIL
rezistentnich J-TR1 bunék, kterd ovliviluje aminokyselinové sloZeni ve velké

katalytické podjednotce kaspazy 10 (izoforem A, B a D).
Vytvoftit konstrukty expresniho vektoru (pcDNA 3.3-TOPO vektor) s normalni
(nemutovanou) CASP10 D (CASP10 D WT) resp. mutovanou CASP10 D

(CASP10 D MUT).

Vytvoteni linii (klonti) TRAIL senzitivnich a TRAIL rezistentnich Jurkat bunék
(J-WT resp. J-TR1) stabiln€ exprimujicich vytvoiené vektory.

Ovéteni exprese vlozené nemutované (WT) resp. mutované (MUT) formy

kaspéazy 10 D a jejich role v apoptdze indukované TRAILem.
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Ptistrojové vybaveni

Analytické vahy M 1631 (Bel Engineering)

Centrifuga 5804R (Eppendorf)

Centrifuga 5810R (Eppendorf)

Cykler Mastercycler gradient (Eppendorf)

Cykler na RT-PCR, iQ5 multicolor real-time PCR detection system (Bio-Rad)
Elektroforeticky systém HE 33 Mini Submarine unit (Hoefer)
Fotoaparat Panasonic DMC-LS1

Inkubétor s integrovanou tfepatkou (GALLENKAMP)
Inkubator tkanovych kultur HERA cell (Heraeus)

Laminarni box SAFE 2010-1,5 (Jouan Nordic-Holten)
Magneticky micha¢ Heating Magnetic Stirrer (Velp Scientifica)
M¢tic pH/mV/temp Meter PL-600 (EZDO)

Mikroskop Eclipse TS100 (Nikon)

Parni sterilizator (Sterilab)

Pipetboy Pipetus (Hirschmann Laborgerate)

Priatokovy cytometr BD FACSCanto II (BD)

Reader Hidex chameleon 4.47

Souprava na western blot, Mini-Protean Tetra System+zdroj PowerPac Basic (Bio-Rad)
Spektrofotometr BioPhotometer (Eppendorf)

Spektrofotometr ND-1000 (NanoDrop)

Stolni centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet)

Termoblok

Transiluminétor T 2202 (Sigma)

Vodni lazeit Heto 31 AT (Heto-Holten)

Vortex MS1 minishaker (IKA)

Vortex VELP-scientifica (P-LAB)
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Vyvéva Heto MasterJet SUE 300Q (Jouan Nordic)

3.1.2. Chemikalie

30% smé&s akrylamidu a bisakrylamidu (Bio-Rad)

Acetat sodny trihydrat (Amresco)

AEVD peptidovy substrat konjugovany s AFC (7-amino-4-trifluoromethyl kumarin),
ImM (RD systems)

Agarosa (Gibco)

Ammonium persulfat, APS (Sigma)

Ampicilin sodnd stl (P-LAB)

Annexin V-FITC (Appronex Biotechnologies)

B merkaptoethanol (Aldrich)

Cinidlo Bradfordové — Biorad protein assay (Bio-Rad)
Dimethylsulfoxid, DMSO (Carl Roth)

Dithiothreitol, DTT, 1M (RD systems)

dNTP mix, 25x (100mM) (Applied Biosystems) a ANTP mix, 10mM (Fermentas)
Ethanol, 100% (PENTA)

Ethidium bromid, EtBr (Amresco)

Fenol (Lachema)

Fenylmethansulfonyl fluorid, PMSF (Fluka)

Fetalni bovinni sérum, FBS (Lonza)

Fosfatazovy inhibitor I P2850, 100x (Sigma)

Fosfatazovy inhibitor II P5726, 100x (Sigma)

Fosfatovy pufr, PBS (Amresco)

Geneticin, G-418 disulfat, 50 mg/ml (Sigma)

Glycin (Sigma)

Glykogen, 20 mg/ml (Fermentas)

Hydroxid sodny (Amresco)

Chloroform (Lachema)

Inhibitor nukleaz RiboLock Ribonuclease inhibitor, 20 U/ul (Fermentas)
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Isopropanol (Lach-Ner)

Kyselina borité (Sigma)

Kyselina ethylendiamintetraoctovd, EDTA (Sigma)

Kyselina chlorovodikova (Amresco)

LB Agar (Sigma)

LB Broth (Sigma)

Lipofectamine 2000 (Invitrogen)

MassRuller loading dye, 6x (Fermentas)

Methanol (PENTA)

Neesencidlni aminokyseliny, NEAA, 100x (Lonza)

N, N, N', N'- tetra-methylethylendiamin, TEMED (Bio-Rad)

PCR master mix, 2x (Fermentas)

PCR supermix HIFI, 1,1x (Invitrogen)

PEN-STREP, 10000 U/ml penicilinu a 10000 U/ml streptomycinu (Lonza)
Pierce ECL Western Blotting substrate (Thermo scientific)

Precision Plus Protein Dual Color Standard (Bio-Rad)

Proteazovy inhibitor P8340, 100x (Sigma)

Pufr na reverzni transkripci — RT pufr, 10x (Applied biosystems)

Pufr na Stépeni plazmidu Scal restrikéni endonukledzou — Scal pufr, 10x (Fermentas)
Reak¢éni pufr 10, 2x (RD systems)

Rekombinantni His-TRAIL, Killer TRAIL (Alexis, San Diego, CA, USA)
Restrikéni endonukledza Scal (Fermentas)

Reverzni transkriptdza MultiScribe (Applied Biosystems)

RT random primers, 10x (Applied Biosystems)

Sodiumdodecylsulfat, SDS (Carl Roth)

Standardy molekulovych hmotnosti (Fermentas) pro velké fragmenty (Lambda
DNA/EcoRI + HindIII Marker 3) a pro malé fragmenty (MassRuler Low Range DNA
Ladder a GeneRuler 50 bp DNA Ladder)

Susené mléko, laktino (PROMIL)

SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems)

Trizma base (Sigma)

Vzorkovy pufr Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad)
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3.1.3. Protilatky

- primarni - proti kaspaze 10 - M059-3 anti-caspase 10 (4C1) (MBL)
- my$i monoklondlni
- 1 mg/ml
- fedéni na western blot - 1:1000

(tzn. vysledna koncentrace 1 pg/ml)

- proti aktinu - actin (I-19) HRP (Santa Cruz Biotechnology)
- kozi polyklonélni
- konjugovana s kienovou peroxiddzou
- 200 pg/ml
- fedéni na western blot - 1:1000

(tzn. vysledna koncentrace 0,2 pg/ml)

- sekundarni - proti mysi protilatce - 715-036-150 (Jackson ImmunoResearch
laboratories)
- osli polyklonalni
- konjugovana s kienovou peroxiddzou
- 0,8 mg/ml
- fedéni na western blot - 1:10000

(tzn. vysledna koncentrace 0,08 pg/ml)

3.1.4. Média

3.1.4.1. Tekuta

- IMDM médium (Iscove's modified Dulbecco's medium s L-glutaminem a 25mM
HEPES) (Lonza)
- kompletni médium: 500 ml IMDM média + 50 ml (10%) fetalniho

bovinniho séra (FBS) inaktivovaného 30 min pfi
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56°C + 5,5 ml neesencidlnich aminokyselin
(100x) + 5,5 ml penicilinu/streptomycinu
(vysledna koncentrace 100 pg/ml média)

- IMDM médium bylo uchovavano pii 4°C

- LB médium — 6 g LB Broth (Sigma) bylo rozpusténo ve 300 ml ddH,O a vysledny
roztok byl vyautoklavovan. Po vychladnuti byl do tohoto roztoku
pfidan ampicilin (vyslednd koncentrace ampicilinu 100 pg/ml média).
LB médium bylo uchovavano piti 4°C.

- Opti-MEM I médium bez séra (Gibco) — bylo uchovavano pii 4°C

- S.0.C. médium (Invitrogen) — bylo uchovéavano pti -20°C

3.1.4.2. Pevna

- LB agar - 10,5 g LB agaru (Sigma) bylo rozpusténo ve 300 ml ddH,O a vysledny
roztok byl vyautokldvovan. Po sterilizaci byl tento roztok ochlazen na 55°C
a byl do n¢j pfidan ampicilin (vysledna koncentrace 100 pg/ml média).
Do Petriho misek bylo pipetovano 25 ml agaru. Po zatuhnuti agaru byly

misky pfeneseny do 4°C.

3.1.5. Roztoky

0,5 M Tris-HCI pH 6,8

- 6 g Tris base bylo rozpusténo v 60 ml ddH,O a za stalého michéni byla ptikapavana
6 N HCI, dokud pH nedosahlo 6,8. Roztok byl poté doplnén vodou do 100 ml.

- sterilizovan v autoklavu

- uchovavan piti 4°C
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1 M Tris-HCl pH 7,5

- 12,114 g Tris base bylo rozpusténo v 60 ml ddH,O a za stalého michéani byla
piikapavéana 6 N HCI, doku pH nedoséahlo 7,5. Roztok byl poté doplnén vodou do
100 ml.

- sterilizovan v autoklavu

- uchovavan pii pokojové teploté

1,5 M Tris-HCI pH 8,8

- 18,15 g Tris base bylo rozpusténo v 60 ml ddH,O a za stalého michani byla
piikapavana 6 N HCI, dokud pH nedosahlo 8,8. Roztok byl poté doplnén vodou do
100 ml.

- sterilizovan v autoklavu

- uchovavan pii 4°C

0,5M EDTA pH 8

- 37,22 g EDTA bylo rozpusténo ve 100 ml ddH,O a za stalého michani byly ptidavany
pecicky NaOH, dokud pH nedosahlo 8 (EDTA je pti pH niz$im nez 8 nerozpustna ve
vod¢). Roztok byl poté doplnén vodou do 200 ml.

- sterilizovan v autoklavu

- uchovavan pii pokojové teploté

3 M acetat sodny
- 40,824 g acetatu sodného trihydratu bylo rozpusténo v 80 ml ddH,O a poté byl roztok
doplnén vodou do 100 ml

- uchovavan pii pokojové teploté
50 mM NaOH

- 0,99 g NaOH bylo postupné rozpusténo v 50 ml ddH,O. Ze vzniklého 500 mM

roztoku bylo 5 ml nafedéno do vysledného objemu 50 ml.
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70% ethanol
- 35 ml 100% ethanolu bylo za stdlého michédni fedéno ddH,O do vysledného objemu
50 ml

- uchovavan pii pokojové teploté

10% APS
- 100 mg APS bylo rozpusténo v 1 ml ddH,O

- namichéan vzdy Cerstvy pied kazdym western blotem

10% SDS
- 10 g SDS bylo rozpusténo v 90 ml ddH,O a roztok byl doplnén vodou do 100 ml

- nesterilizovan v autoklavu a uchovéavan pti pokojové teplote

4 x fedény roztok vyvojky
- 100 ml vyvojky (FOMA LP-T) bylo nafedéno 400 ml ddH,O

5 x fedény roztok ustalovace

- 100 ml ustalovace (FOMAFIX) bylo nafedéno 500 ml ddH,O

1000x EtBr
- 0,5 mg EtBr bylo rozpusténo v 1 ml ddH,O

zamrazovaci roztok pro bunééné linie (90% FBS, 10% DMSO)
- zamrazovaci roztok byl pfipravovan do 50 ml zkumavky Falcon. 5 ml DMSO bylo
nafedéno do 45 ml FBS.

- uchovavan piti 4°C
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3.1.6. Pufry

10 x fedény running pufr (pH 8,3)

- 30,3 g Tris base, 144 g glycinu a 10 g SDS bylo za stalého michani rozpusténo v 500
ml ddH,O a roztok byl doplnén vodou do 1 1. Poté bylo 50 ml tohoto roztoku
nafedéno do 450 ml ddH,O.

- uchovavan pii 4°C

transfer pufr
- 6,06 g Tris base, 28,8 g glycinu a 400 ml methanolu bylo smichano a doplnéno ddH,O
do21

- uchovavan pii 4°C

Ix PBS

- 4,94 g PBS (Amresco) bylo rozpusténo v 200 ml ddH,O a roztok byl doplnén vodou
do 500 ml

- sterilizovan v autoklavu

- uchovavan piti 4°C

0,5x TBE pufr

- nejdiive byl pfipraven 1 1 10x TBE pufru. 108 g Tris base, 55 g kyseliny borité a 40 ml
0,5 M EDTA (pH 8) bylo rozpusténo v 500 ml ddH,O a roztok byl doplnén vodou do
1 1. 500 ml 10x TBE pufru bylo poté natedéno 9,5 1 ddH,O.

- uchovavan pii pokojové teploté

Ix annexin V véazajici pufr
- 50 ml 10x annexin vazajiciho pufru (BD) bylo za sterilnich podminek podminek
nafedéno 450 ml sterilni ddH,O

- uchovavan pii 4°C

lyzaéni pufr (RD systems)

- uchovavan pii 4°C
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RIPA pufr (Sigma)

- uchovavan piti 4°C

3.1.7. Komer¢né dodavané kity

RNeasy mini kit (Qiagen)

High capacity cDNA reverse transcription kit (Applied biosystems)
QIAquick gel extraction kit (Qiagen)

pcDNA 3.3-TOPO TA cloning kit (Invitrogen)

Jet Star plasmid purification midi kit (Genomed)

GeneTailor Site-Directed Mutagenesis System (Invitrogen)

Caspase 10 Fluorometric Assay (RD systems)

3.1.8. Organismy

One Shot TOP10 E.coli (Invitrogen)

- chemicky kompetentni bakterialni bunky kmenu E.coli, které jsou ideélni pro efektivni
klonovani do plazmidovych vektorti a zajiStuji jejich stabilni replikaci. Obsahuji
deleci lacZAM15 umoznujici a-komplementaci tohoto genu, ktery koduje
B-galaktosiddzu. Diky tomu miize byt detekovano modré/bilé zbarveni kolonii

péstovanych na misce v pfitomnosti X-gal.

- genotyp: F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG -

DH5a T1 E.coli (Invitrogen)

- chemicky kompetentni bakterialni bunky, které jsou vhodné pro bézné klonovani
do plazmidovych vektort. Obsahuji deleci lacZAM15 umoziujici a-komplementaci
tohoto genu, ktery kdduje B-galaktosidazu. Diky tomu miize byt detekovano

modré/bilé zbarveni kolonii péstovanych na misce v pfitomnosti X-gal.
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- genotyp: F- ¢ 80lacZ AM15 A (lacZY A-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk-, mk+)
phoA supEA44 thi-1 gyrA96 relAl tonA

Jurkat

- Jurkat bunky predstavuji imortalizovanou linii T-lymfocytt, ktera byla odvozena od
lidské akutni T-bunécné (lymfoblasticke) leukémie. Tato bunééna linie se pouziva
pfedevsim pro studium akutni T-bunééné leukémie, signalizace T bunék a apoptozy.
Jeji primdrni vyuziti je studium mechanismu, které vedou k rozdilné citlivosti

k protinddorovym Iéktim a radiaci.

- Jurkat TR1 klon rezistentni na TRAIL byl odvozen od normalnich (wild-type, WT)
Jurkat bunék citlivych na TRAIL n¢kolikatydenni kultivaci v médiu s TRAILem o
koncentraci 200 ng/ml na Ustavu patologické fyziologie 1.LF UK.

3.1.9. pcDNA 3.3-TOPO vektor (Invitrogen)

Tento vektor je urcen pro vysokou expresi do néj vlozenych gent v Sirokém spektru
sav¢ich bunck. Vysoka uroven exprese je zajiSténa CMV promotorem. Dale pcDNA
3.3-TOPO vektor také obsahuje gen neomycinové rezistence pro selekci stabilng

transfekovanych bunéénych linii geneticinem.
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3.1.10. Primery

5.4 kb

Zdroj: http://www.invitrogen.com

Primery byly objednany k syntéze u firmy Integrated DNA Technologies (CMV_F a

TK polyA_ R primery byly soucasti kitu od Invitrogenu). Lyofilizované olinukleotidové

fetézce primert byly postupné rozpustény v ddH,O na vyslednou koncentraci 200 pM.

Poté byly zamraZeny a uchovavany pii -80°C.

velikost

nazev primeru sekvence (5'-3") (bp)

ARMS F WT TGACCCATGGGAGATTTGGTGC 22
ARMS_F_MUT TGACCCATGGGAGATTTGGTGA 22
ARMS R WT GGCCTCATCCGAAGAGTAGAGAG 23
ARMS_R_MUT GGCCTCATCCGAAGAGTAGAGAT 23
ARMS _F 297 AGGGCAGCTGTGTACAGGATGA 22
ARMS_R_206 AGTGGGTGCCTGCTCAGGGTT 21
CASP10_F1 TGGAGCTTGATCTGAAGGCTGGC 23
CASP10_R1 GACCACCGATTCCTGTGCTGGG 22
CASP10_common F | GCTTGGGTTCACAGTGCATA 20
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TK polyA_R CTTCCGTGTTTCAGTTAGC 19
CMV_F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 21
Sq CASP10 F1 CATTCTTGGAAGCCTTACCG 20
Sq CASP10 R1 TCAGGGAGGTAAAGCTGTGG 20
site_dir casp10 F1 | GACCCATGGGAGATTTGGAGATGTCTACTCTTCG 34
site_dir casp10 R1 |CTCCAAATCTCCCATGGGTCAGAATACAGAAC 32
plasmid_F ATCCACGCTGTTTTGACCTC 20
plasmid R CCTCCCCCGTTTAAACTCAT 20
CASP_screening F | CCAGCCTGCTTTCACACTAA 20
CASP_screening R |CTTGTTGGGGACCAATCCTA 20
CASP 549 F 183 |TAGGATTGGTCCCCAACAAG 20
CASP 712 R 183 |GTCGCTCCACTTCCTCTTTG 20
ACT F 158 ATAGCACAGCCTGGATAGCAACGTAC 26
ACT R 158 CACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTG 25
3.2. Metody

3.2.1. Prace s bunéénymi kulturami

Roztoky a médium pouzité pii praci s bunéénymi kulturami byly uchovavany pii 4°C a

pfed samotnou praci byly vytemperovany na 37°C.

RozmrazZeni bunék

Kryozkumavka se zamrazenou bunécnou kulturou byla vyndéna z nadoby s tekutym
dusikem (-120°C) a pienesena do vodni l4zné vyhtaté na 37°C, kde zlstala do doby, nez
se v ni nerozpustil led. Po roztati byla buné¢na suspenze piepipetovana do 20 ml IMDM
média (+10% FBS, PENSTREP, NEAA) a sto¢ena v 50 ml zkumavce Falcon na 5 min,
300 g, 4°C. Buiky byly nasledné resuspendovany v 10 ml ¢erstvého IMDM média
(+10% FBS, PENSTREP, NEAA), ptepipetovany do kultiva¢ni lahve s obsahem dna 25

cm’ a uloZeny do inkubétoru.
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Kultivace a pasaZovani bunék

Bunky Jurkat WT a TR1 byly kultivovany v IMDM médiu (+10% FBS, PENSTREP,
NEAA) v inkubétoru pti 37°C a 5% CO..

Poté, co buiiky narostly do pozadovaného mnozstvi (maximalné ale do hustoty 1,5 x 10°
bun¢k/ml), byly pasaZzovany - nejcastéji v pomeru cca 1:4 po tfech dnech (Buiiky byly
rozmichany pipetou, aby se vytvotila homogenni suspenze. Poté byly odsaty cca 4/5
objemu bunécné suspenze a kultivacni lahev byla doplnéna cerstvym IMDM médiem do

puvodniho objemu.).

Zamrazovani bunék

Bunky byly nejprve stoceny v centrifuze na 5 min, 300 g, 4°C. Poté byly
resuspendovany v zamrazovacim roztoku (90% FBS, 10% DMSO) (5 x 10° bun&k na
1,5 ml zamrazovaciho roztoku) a rozpipetovany po 1,5 ml do kryozkumavek.
Kryozkumavky s butikami byly vlozeny do pfedem vychlazeného (4°C) mraziciho
blocku s izopropanolem a pteneseny do -80°C. Druhy den byly kryozkumavky
pfeneseny do tekutého dusiku (-120°C).

3.2.2. Izolace RNA

8 x 10° bun&k bylo sto¢eno v 50 ml centrifugaénich zkumavkach po dobu 5 min, 300g a
pii 4°C. Buiiky byly resuspendovany v 1 ml RNA later RNA stabiliza¢niho ¢inidla a
RNA z nich byla vyizolovéana s pouZzitim RNeasy mini kitu (Qiagen) podle ndvodu
vyrobce. Builky byly nejdiive zcentrifugovany na 5 min, 5000g pfi pokojové teploté
(25°C) a lyzovany ptidanim 600 pl pufru RLT s f-merkaptoethanolem (100:1). Vzorek
byl zvortexovan a zhomogenizovan stiikackou s jehlou o priméru 0,45 mm a bylo

k nému piidano 600 pl 70% RNAse free ethanolu. Lyzat byl nanesen na mini kolonu a
centrifugovan 15s, 8000g pii 25°C. Kolonka byla nasledn¢ promyta 700 pl pufru RW1 a
poté dvakrat 500 pl pufru RPE (centrifugace 15s, 8000g pii 25°C, pouze pii druhém
promyti pufrem RPE 2 min, 8000g). Kolonka byla vlozena do nové sbérné zkumavky a
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centrifugovana 1 min na maximalni rychlost pti 25°C. RNA byla eluovana 50 pl RNAse
free vody a centrifugaci 1 min, 8000g pii 25°C do 1,5 ml ependorfek. Kvalita a
koncentrace RNA byly zmétfeny na nanodropu a RNA byla skladovana pii -80°C.

3.2.3. Reverzni transkripce

K piepisu RNA do cDNA byl pouzit kit High capacity cDNA reverse transcription
(Applied biosystems). Do PCR zkumavky byly na ledu napipetovany 2 ul RT pufru
(10x), 0,8 pl smési ANTP (25x, 100mM), 2 pl random primert (10x), 1 pl reverzni
transkriptazy MultiScribe (50 U/ul), 4,2 pl nuclease free vody a 10 pl celkové RNA (5
ug). PCR zkumavka byla pfenesena do cykleru a na reverzni transkripci byl pouzit

nasledujici program:

1.krok 25°C, 10 min
2.krok 37°C, 120 min
3.krok 85°C, 5 min

udrZzovaci teplota 4°C

Kvalita a koncentrace cDNA byly zméfeny na nanodropu a cDNA byla skladovana pii

-20°C.

3.2.4. ARMS-PCR

ARMS (amplification refractory mutation system)-PCR nebo také alelové specificka
(allele specific) PCR je metoda pouzivand na detekci jednonukleotidovych mutaci resp.
polymorfisma (SNP, single nucleotide polymorfisms). Typicky ARMS test se sklada ze
dvou komplementarnich reakci: jedna zahrnuje nemutovany (WT, wild-type) ARMS
primer specificky pro urcitou normalni (nemutovanou) sekvenci DNA a nemuze tedy

amplifikovat DNA mutovanou v tomto konkrétnim tseku. Druha reakce zahrnuje
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mutovany ARMS primer, ktery specificky naseda na tento ur¢ity mutovany usek a
amplifikuje ho a naopak neamplifikuje normalni DNA. Analyzou amplifikovanych
produktl Ize zjistit genotyp v konkrétnim vzorku. Pokud se jedna o homozygota,
produkt vznikne pouze v jedné reakci (tzn. bud’ v reakci s nemutovanym nebo v reakci
s mutovanym primerem). V ptipadé heterozygota vzniknou PCR produkty v obou
reakcich.

Tyto tzv. vnitini ARMS primery nasedaji specificky na sekvenci DNA, ve které chceme
ovéfit pfitomnost urcité mutace (polymorfismu) a pouzivaji se ve dvojici s tzv. vnéjSimi
primery, které nasedaji mimo tuto oblast DNA. Mutované ARMS primery maji mutaci
specificky nasedajici na stanovovanou mutaci v DNA na 3' konci. ARMS primery (s i
bez 3 ’koncové mutace) navic obsahuji jednonukleotidovy mismatch na pozici 3 od 3°
konce, ktery zvySuje jejich specifitu.

V tomto piipadé bylo této metody vyuzito k ovéteni mutace CASP10 genu (zdména
cytidinu za adenosin na pozici 1506 popsané CASP10 varianty D (hCASP10 var D,
5906 bp, NCBI Reference Sequence: NM_032977.3) v Jurkat TR1 klonu rezistentnim
na TRAIL.

Templatem pro ARMS-PCR byla cDNA z Jurkat WT a TR1 bunék a v obou ptipadech
byly namichéany ¢tyii reakce (pouziti ¢tyf dvojic primeri: vnitini forward
ARMS F WTresp. F MUT primer + vngj$ireverse R 206 primer - velikost produktii
206 bp a vnitini reverse ARMS R WT resp R MUT primer + vné&jsi forward F 297
primer - velikost produktti 297 bp). Celkovy objem reakce byl 20 pl. K 10 ul 2x PCR
premixu (obsahuje Taq DNA polymerazu) byl pfidan 1 pl forward primeru (5 uM), 1 pl
reverse primeru (5 uM), 7,5 ul nuclease free vody a 0,5 pl cDNA (25 ng) z Jurkat WT
resp. TR1 bunék.

Na reakci byl pouzit nasledujici program:

Viko cykleru bylo vyhtato na 98°C

1.krok 94°C, 2 min

2.krok 94°C, 0:30 min

3.krok 63°C (v reakcich s ARMS R WT resp. R MUT) /65°C (v reakcich
s ARMS F WTresp. F MUT), 0:30 min

4.krok 72°C, 0:40 min (2.-4.krok — 35 cyklt)
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5.krok 72°C, 10 min

udrZzovaci teplota 4°C

3.2.5. Elektroforéza na agarosovém gelu

Na elektroforézu vétsich fragmentt (> 700 bp) byl pouzit 1% agarosovy gel (0,5 g
agarosy na 50 ml 0,5x TBE pufru) a rozdéleni malych fragmenti (< 700 bp) probihalo v
1,5% agarosovém gelu (0,75 g agarosy na 50 ml 0,5x TBE pufru). Vysledna
koncentrace ethidium bromidu v gelu ¢inila 0,5 pg/ml. Ke kazdému vzorku DNA byl
vzdy piipipetovan 6x MassRuler loadind dye (Fermentas) v poméru 1:5 a poté byly
jednotlivé vzorky napipetovany do jamek v agarosovém gelu. Podle velikosti
amplifikovaného fragmentu byl vybran piislusny standard molekulovych hmotnosti (od
firmy Fermentas). Elektroforéza probihala v 0,5x TBE pufru. Po skonc¢eni elektroforézy
(modry pruh vzorkovaciho pufru ve % délky gelu) byly vzorky zviditelnény
transiluminatorem (svétlo o vinové délce 300 nm) a vyfoceny fotoaparatem Panasonic
DMC-LSI.

Po ARMS-PCR byly produkty (10 pl od kazdého + 1,6 pl loading dye) rozdéleny

v 1,5% agarosovém gelu pii 75 V na 1,5 hodiny. Byl pouzit standard molekulovych
hmotnosti pro malé fragmenty DNA - MassRuler low range DNA ladder (Fermentas) (5

ul).

3.2.6. Klonovani a transformace E. coli

Amplifikace CASP10 genu

Oblast CASP10 genu obsahujici usek kodujici protein byla amplifikovana primery
CASP10 _F1a RI (velikost produktli byla 1678 a 1549 bp) z cDNA z Jurkat WT
bunék. Celkovy objem reakce byl 50 pl - 45 pl PCR supermix HIFI (obsahuje smés
rekombinantni Taq DNA polymerazy a DNA polymerazy z pyrococus druhu GB-D), 3
ul primert (forward + reverse, kazdy 5 pM) a 2 ul cDNA (200 ng).
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Na PCR byl pouzit nasledujici program:
Viko cykleru bylo vyhtato na 98°C

1.krok 94°C, 2 min

2.krok 94°C, 0:30 min

3.krok 62°C, 0:30 min

4.krok 72°C, 2 min (2.-4.krok — 40 cykli)
5.krok 72°C, 10 min

udrZzovaci teplota 4°C

Izolace a purifikace DNA z gelu (CASP10 varianty D)

Vzorek byl po PCR nanesen do dvou jamek po 25 pul (25 pl vzorku + 4,2 ul loading dye)
a amplifikovany CASP10 gen byl rozdélen v 1% agarosovém gelu pfi 85 V na 2 hodiny.
Byl pouzit standard molekulovych hmotnosti pro velké fragmenty — Lambda
DNA/EcoRI+Hind III marker 3 (Fermentas) (5 pl). Agarosovy gel byl prenesen na
transiluminator a DNA fragmenty byly zviditelnény. Ze vzniklych dvou prouzkii
(odpovidajicich CASP10 varianté A — 1549 bp a CASP10 varianté¢ D — 1678 bp) byly
skalpelem vyftiznuty pouze ty horni, obsahujici delsi variantu kaspazy 10, variantu D.
Vytiznuté prouzky byly vloZeny do ependorky a zvazeny a DNA byla z gelu izolovéna
a purifikovana kitem QIAquick gel extraction (Qiagen) podle ndvodu vyrobce. K 370
mg gelu bylo pfidano 1110 pl pufru QG a smés byla inkubovana v termobloku 10 min
pii 50°C. Béhem inkubace byla ependorfka n€kolikrat zvortexovana, aby se usnadnilo
rozpusténi gelu. Rozpustény gel byl nanesen na kolonku a centrifugovén 1 min na
13000 rpm pti 25°C. Po vyliti obsahu sbérné zkumavky bylo na kolonku aplikovéano 0,5
ml pufru QG a obsah byl centrifugovan 1 min na 13000 rpm pii 25°C. Poté byla
kolonka promyta 0,75 ml pufru PE (centrifugace 1 min 13000 rpm pii 25°C),
centrifugovdna 1 min na sucho a pfenesena na 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavku.
DNA byla eluovéana 50 pl nuclease free vody vyhtaté na 37°C (po naneseni se kolonka
inkubovala 1 min pii 25°C a poté byla stocena na 1 min, 13000 rpm pii 25°C.
Koncentrace a kvalita DNA byly zméfeny na nanodropu a DNA byla skladovéna pfi
-20°C.
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Klonovani a transformace chemicky kompetentni E. coli

Vyizolovanad cDNA pro CASP10 variantu D kodujici protein (1678 bp) byla
zaklonovana do pcDNA 3.3-TOPO vektoru s vyuZzitim pcDNA 3.3-TOPO TA cloning
kitu (Invitrogen). PCDNA 3.3-TOPO vektor je linearizovany plazmid a na 3' konci
obsahuje pfesahujici thymidin, ktery se paruje s adenosinem piesahujicim na 3' konci
vkladaného PCR produktu (PCR supermix HIFI totiz obsahuje Taq DNA polymerazu,
kterd mé terminalni transferazovou aktivitu a pfidavéa adenosin na 3' konec templatu).
Tim miZze byt PCR produkt efektivné ligovan s vektorem.

Celkovy objem klonovaci reakce byl 6 pl. K 4 pul cDNA pro CASP10 variantu D (112
ng) byl pfidan 1 pl solného roztoku (1,2 M NaCl a 0,06 M MgCl,) a 1 ul TOPO
vektoru. Smés byla promichana pipetou, inkubovana 5 min pii pokojové teploté a
pfenesena na led.

Z klonovaci reakce byly odebrany 2 pul a ptidany do tuby s chemicky kompetentni One
Shot TOP10 E. coli. Smés byla lehce promichéna, inkubovéana 10 min na ledu a byl
proveden teplotni Sok bakterialnich bun€k zahtatim smési na 42°C po dobu 30 s. Poté
byly tuby pfeneseny na led, bylo k nim ptidano 250 ul S.0.C. média vyhtatého na
pokojovou teplotu a smés byla inkubovana 1 hodinu v tfepacce pii 200 rpm a 37°C.
Transformované buiiky byly vysety v objemech 20 pl, 80 pl a 120 pl na agarové plotny
s 100 pg/ml ampicilinu vyhtaté na 37°C a inkubovéany ptes noc pii 37°C.

Z vyrostlych kolonii bylo vybrano 10, které byly zao¢kovany do 25 ml LB média s 100
ug/ml ampicilinu vyhtatého na 37°C a kultivovany 12 hodin v tfepacce pii 200 rpm a
37°C.

3.2.7. 1zolace plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla izolovéana Jet Star plasmid purification midi kitem (Genomed)
podle ndvodu vyrobce. Kolonky byly ekvilibrovany 10 ml roztoku E4. Bakteriani buiiky
byly stoceny (15 min, 6000 g, 4°C), resuspendovany ve 4 ml roztoku E1 obsahujicim
RNdézu A a lyzovany pfidanim 4 ml roztoku E2. Lyzat byl inkubovan 5 min pfi

pokojové teploté a byly k nému piidany 4 ml neutraliza¢niho roztoku E3. Smés byla
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sto¢ena (10 min, 12000 g, 25°C) a supernatant nanesen na kolonku. Kolonka byla
dvakrat promyta 10 ml roztoku E5. Plazmidova DNA byla eluovana 5 ml roztoku E6 a
precipitovana pfidanim 3,5 ml izopropanolu. Smés byla sto¢ena (30 min, 12000 g, 4°C)
a peletka byla promyta 2 ml 70% ethanolu a znovu stoc¢ena (10 min, 12000 g, 4°C).
Plazmidova DNA byla suSena 10 min na vzduchu a poté resuspendovana 30 pl nuclease
free vody.

Koncentrace a kvalita DNA byly zméfeny na nanodropu a DNA byla skladovana pfi
-20°C.

Ptitomnost inzertu v plazmidech a jejich spravna orientace byla ovéfena PCR.
Pfitomnost inzertu v plazmidech byla ovéfena primery nasedajicimi na vlozenou
CASP10 variantu D - forward primerem CASP10_common_F a reverse primerem
CASP10_R1 (velikost produktu byla 707 bp). Spravna orientace inzertu pak byla
zjiSténa CASP10_common_F primerem a reverse TK polyA primerem nasedajicim na
TK polyadenylacni signal, ktery se nachazi na TOPO vektoru (velikost produktu byla
773 bp).

Na ovéteni bylo vybrano 5 vyizolovanych plazmidl a od kazdého plazmidu byly

namichany dvé PCR reakce:

1. reakce: 2x PCR premix 10 pl
CASP10 _common_F primer (5 uM) 1 pl
CASP10_R1 primer (5 pM) 1 pl
voda 2 ul
plazmidova DNA 6 pl (50 ng)

2. reakce: 2x PCR premix 10 pl
CASP10_common_F primer 1 pl
TK polyA primer 0,66 pl
voda 2,34 ul
plazmidova DNA 6 pl
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Na amplifikaci byl pouzit nédsledujici program:

1.krok 94°C, 2 min

2.krok 94°C, 0:30 min

3.krok 60°C, 0:30 min

4.krok 72°C, 1 min (2.-4.krok 35 cyklit)
5.krok 72°C, 10 min

udrZzovaci teplota 4°C

PCR produkty (10 pl produktu + 1,6 pl loading dye) byly rozdéleny v 1% agarosovém
gelu pii 85 V na 1 hodinu. Byl pouzit standard molekulovych hmotnosti pro malé
fragmenty MassRuler low range DNA ladder (Fermentas). Jednotlivé prouzky byly
vizualizovany pod transiluminatorem.

Ctyti plazmidy obsahujici inzert ve spravné orientaci byly také osekvenovany. Od
kazdého plazmidu byly namichany 4 sekvenacni reakce — s primerem CMV_F,

Sq CASP10_F1, Sq CASP10 R1 a CASP10_common_F, tak aby se procetla cela
sekvence vlozené¢ CASP10 varianty D. Sekvenc¢ni reakce obsahovaly 13,5 pul vody, 0,5
ul templatu (200 ng), 1 pl primeru (3,2 uM) a byly poslany na Ustav dédiénych
metabolickych poruch VFN a 1.LF UK, kde byla pfidana polymeraza a probihala
sekvenace.

Sekvence byla z vystupniho programu Chromas Lite pievedena do programu Vector
NTI a programem AlignX byl proveden aligment s popsanou sekvenci pro mRNA
CASP10 varianty D (hCASP10 var D, 5906 bp, NCBI Reference Sequence:

NM 032977.3).

3.2.8. Mistné¢ specifickd mutageneze
Na mistné specifickou mutagenezi byl vybran plazmid obsahujici CASP10 variantu D,

ktera se sekvenci shodovala s odpovidajicim tisekem popsané hCASP10 varianty D

(tzn. neobsahovala genetické zmény, které by vedly k zaméné aminokyselin).
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Pozadovana mutace (zaména cytidinu za adenosin na pozici 1506 popsané hCASP10
varianty D) byla vytvofena dvojici primert (site_dir caspl0 F1 asite dir caspl0 R1),
z nichZ mutagenni site_dir_casp10_F1 forward primer obsahoval mutované misto.
Mutageneze byla provedena systémem od Invitrogenu (GeneTailor Site-Directed
Mutagenesis System).

Plazmidova DNA byla nejdfive methylovana. K 1 pl plazmidové DNA (100 ng) bylo
ptfidano 1,6 pul methylaéniho pufru, 1,6 pl 10x SAM, 1 ul DNA methylazy (4 U/ul) a
10,8 ul sterilni destilované vody a smés byla inkubovana 1 hodinu pti 37°C.

Na mutagenezi byly poté pouzity 2 pl methylované plazmidové DNA, 2 ul 10x HIFI
PCR pufru, 3 ul dNTPs (2 mM), 0,2 ul MgSO4 (100 mM), 0,6 pl forward primeru (10
uM), 0,6 ul reverse primeru (10 uM), 0,2 pl platinum Taq HIFI DNA polymerézy a 11,4
ul vody.

Plazmid byl amplifikovan nésledujicim programem:

1.krok 94°C, 2 min

2.krok 94°C, 0:30 min

3.krok 50°C, 0:30 min

4.krok 68°C, 7 min (2.-4.krok 30 cykll)
5.krok 68°C, 10 min

udrZzovaci teplota 4°C

Vysledkem byla linearni dvoutetézcova DNA obsahujici mutaci. Cast reakce (8 pl) byla
rozdélena v 1% agarozovém gelu pti 90 V na 1 hodinu a bylo zkontrolovéano, zda
probé&hla amplifikace.

2 ul z reakce byly pouzity na transformaci DH5a-T1 E. coli. Bakterie cirkularizovala
linearni mutovanou DNA a bakterialni endonukledza McrBC rozstépila methylovanou
templatovou DNA, ¢imz v butice zbyl pouze nemethylovany mutovany produkt.

Na ledu byla rozpusténa 50 pl tuba s DH5a-T1 E. coli. Po roztati do ni byly
ptipipetovany 2 ul z PCR reakce a déle byl pouZit stejny postup jako v kapitole 5.2.6..

Z vyrostlych kolonii bylo vybrano 19 na PCR screening a tedy ovéteni pfitomnosti

mutace. Byla pouzita dvojice primerit ARMS F MUT + R 206 (resp. ARMS F WT
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+ R 206). PCR reakce obsahovala 10 pl 2x PCR premixu, 1 pl forward primeru (5
uM), 1 ul reverse primeru (5 uM), 8 pl vody a jako templat slouzily buniky z kolonie
(dotknuti se Spickou od pipety kolonie a pfeneseni do reakce).

PCR probihala pfi nasledujicim programu:

1.krok 95°C, 5 min

2.krok 95°C, 0:40 min

3. krok 65°C, 0:40 min

4.krok 72°C, 0:40 min (2.-4.krok 35 cykli)
5.krok 72°C, 10 min

udrZovaci teplota 4°C

Produkty (10 pl) byly analyzovany po rozdé€leni v 1,5% agarosovém gelu pti 75 V na
1,5 hodiny. Byl pouzit standard molekulovych hmotnosti pro malé fragmenty

MassRuler low range DNA ladder (Fermentas) (5 pl).

Z otestovanych kolonii byly vybrany 4 (u kterych PCR screening potvrdil pfitomnost
mutace), které byly rozpéstovany v LB médiu obsahujicim 100 pg/ml ampicilinu a
sklizeny na izolaci plazmidu podle stejného postupu jako v kapitole 5.2.6 a 5.2.7..
Tyto 4 vyizolované plazmidy byly posldny na osekvenovani inzertu podle postupu

v kapitole 5.2.7.

3.2.9. Stabilni transfekce

Linearizace plazmidové DNA

Plazmidy s vloZzenou nemutovanou (WT) CASP10 variantou D resp. s mutovanou
CASP10 variantou D byly nastépeny Sca I restriktazou (Fermentas), ktera stépila
pcDNA 3.3-TOPO vektor pouze v jednom misté — nachézejicim se v genu pro
ampicilinovou rezistenci (AGT/ACT). Na reakci bylo pouzito 41,2 pl nuclease free

vody, 5 ul 10x Sca I pufru, 1,3 pl plazmidové DNA (2,5 pg) a 2,5 pl Sca I restriktazy.
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Smés byla stocena a inkubovana 1,5 hodiny pti 37°C.

5 pl reakce bylo rozdéleno v 1% agarozovém gelu pii 90 V na 1 hodinu (Stépici reakce
byla zastavena pfidanim 2 pl 0,5 M roztoku EDTA o pH 8) a bylo zkontrolovano, zda
probéhlo nastépeni plazmida.

Vzhledem k tomu, ze Sca I restriktazu nelze tepelné inaktivovat, musela byt provedena
fenol-chloroformové extrakce DNA. Zbytek reakce (45 pl) byl natedén vodou do 100
ul. Bylo k nému ptidano 100 pl fenolu, vzorek byl zvortexovan, aby se jednotlivé faze
smichaly a poté byl sto¢en na 2 min, 13300 rpm, 25°C v minicentrifuze. Vodna faze
byla odpipetovéana do Cisté ependorfky a byl k ni pfidan stejny objem chloroformu.
Smés byla zvortexovana, sto€ena na 2 min, 13300 rpm, 25°C a supernatant byl
piepipetovan do cisté ependorfky. DNA byla precipitovana pfidanim 12 pul 3 M acetatu
sodného, 300 ul 100% ethanolu a 1 pl glykogenu (na lepsi vysraZzeni). Vzorek byl
zvortexovan a precipitace probihala pies noc pii -20°C. Druhy den byl vzorek sto¢en na
15 min, 13300 rpm, 25°C, peletka DNA byla omyta 1 ml 70% ethanolu a znovu sto¢ena
na 10 min, 13300 rpm, 25°C. Po odséati supernatantu byla linedrni plazmidova DNA
rozpusténa v 10 pl vody.

Kvalita a ¢istota DNA byly zméfeny na nanodropu.

Transfekce DNA do Jurkat bunék

Jurkat WT a TR1 buiiky byly transfekovany linearizovanymi plazmidy s vlozenou
nemutovanou (WT) resp. s mutovanou CASP10 variantou D a to lipofektaminem
(Lipofectamine 2000, Invitrogen).

Na kazdou transfekci bylo sto¢eno (5 min, 300 g, 4°C) 800000 bun¢k, které byly
resuspendovany v 500 pl Opti-MEM I média bez séra a napipetovany do 24-jamkové
desticky. 1 pg plazmidové DNA byl nafedén 50 pl Opti-MEM I média. 5 pl
Lipofectaminu 2000 bylo také natfedéno 50 pl Opti-MEM I média a inkubovéano 5 min
pii pokojové teploté. Poté bylo 50 pl nafedéného Lipofectaminu 2000 pfipipetovano

k plazmidové DNA, sm¢s byla promichdna a inkubovéna 20 min pii pokojové teplote.
100 pl komplexu DNA-lipofektamin bylo pfidano do jamky obsahujici Opti-MEM I
médium s buitkami. Buniky byly kultivovany v Opti-MEM I médiu bez séra po dobu 24
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hodin a druhy den byly pfepipetovany do 6-ti jamkové desticky do 5 ml IMDM média
(+10% FBS, PENSTREP, NEAA).

Selekce stabilnich transfektanta

Transfektanti byly selektovany v 6-ti jamkové desticce. Jurkat buniky nejdiive rostly v
5 ml IMDM média (+10% FBS, PENSTREP, NEAA) a tieti den od transfekce k nim
byl pfidan geneticin (vysledna koncentrace 400 pg/ml média). Po dalSich tfech dnech
byla koncentrace geneticinu zvySena na 600 pg/ml média a buniky byly pfi této
koncentraci selektovany po dobu 14 dni. PasaZz bun¢k probihala po dvou dnech.

Po 14 dnech byly buiiky z kazdé¢ transfekce nafedény na 10 bun¢k/ml média + 600
ug/ml geneticinu (1 bunika/100 pul média) a rozpipetovany po 100 pl na jamku do 96-ti
jamkovych desticek. Od kazdé transfekce byly napipetovany Ctyii 96-ti jamkové
desticky. 96-ti jamkové desticky byly hned prohlédnuty pod mikroskopem a byly
oznaceny jamky, ve kterych se vyskytovala pouze jedna buiika. Po tydnu bylo v téchto
jamkach zkontrolovano, zda se bunika délila a dala vznik klonu. Od kazdé transfekce
bylo z rostoucich jamek vybrano 48, které byly piesazeny do nové 96-ti jamkové

desticky.

PCR screening transfektantu

Z rostoucich klont bylo odséato 90 pul do PCR stripti, které byly sto¢eny na 5 min, 300 g,
4°C. K peleté bylo ptidano 100 pl 50 mM NaOH a smés byla inkubovana v cykleru 30
min pii 99°C. Poté bylo pfipipetovano 30 pl 1 M Tris-HCl o pH 7,5. Z této smési byl na
PCR screening pouzit 1 pl. Pfitomnost vloZené CASP10 varianty D byla prokdzana
dvojicemi primeri plasmid F + CASP_screening R (velikost produktu byla 245 bp) a
CASP_screening_F + plasmid R (velikost produktu 198 bp). PCR reakce obsahovala
7,5 ul 2x PCR premixu, 1,5 pl primerd (F + R), 5 ul vody a 1 pl lyzovanych bunék a byl

pouZit nasledujici program:
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1.krok 95°C, 2 min

2.krok 95°C, 0:30 min

3.krok 62°C, 0:30 min

4.krok 72°C, 1:00 min (2.-4.krok 40 cykli)
5.krok 72°C, 10 min

udrZzovaci teplota 4°C

PCR produkty byly rozdéleny v 1,5% agarosovém gelu pii 90 V na 1 hodinu a byl
pouzit standard molekulovych hmotnosti pro malé fragmenty GeneRuler 50 bp DNA
ladder.

3.2.10. Real-time PCR (také kvantitativni polymerazova fetézova reakce, qPCR)

U vybranych klonti obsahujicich vloZenou CASP10 variantu D byla zjistovana exprese
kaspéazy 10 na irovni mRNA. Byla testovana jak celkova exprese kaspazy 10 (tzn.
vloZené + endogenni - izoformy A, B, D a G), tak exprese pouze vloZené kaspazy 10.
Z téchto vybranych klonl byla nejdiive izolovana RNA (podle postupu v kapitole
5.2.1.) a pfepsana do cDNA (podle postupu v kapitole 5.2.2.), ktera slouzila jako
templat pro RT-PCR. Na zjisténi celkové exprese kaspazy 10 byla pouzita dvojice
primert (CASP_549 F 183 + CASP_712 R 183 - velikost produktu 183 bp)
nasedajici do oblasti druhého exonu kaspazy 10 (prodoména). Tato dvojice nasedala na
vSechny Ctyfi hlavni transkripéni varianty kaspazy 10 - A, B, D a G. Na stanoveni
exprese vloZené kaspazy 10 potom byla pouzita dvojice primert (plasmid_F +
CASP_screening_R - velikost produktu 245 bp), z nichz forward primer nasedal na
CMYV promotor pfitomny v pcDNA 3.3-TOPO vektoru.

Celkovy objem reakce byl 15 pul (7,5 ul SYBR Green PCR Master mixu, 1,5 pl primera
(F + R, kazdy 5 uM), 1 ul cDNA (100 ng) a 5 pl vody) a reakéni smé&s byla pipetovana
na 96-ti jamkovou PCR desticku.

Amplifikace probihala v pfistroji 1Q5 multicolor real-time PCR detection system (Bio-

Rad) podle nésledujiciho programu:
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1.krok 95°C, 2 min

2.krok 95°C, 0:10 min

3.krok 60°C (CASP 549 F 183 + CASP 712 R 183)/62°C (plasmid F +
CASP_screening R), 0:25 min

4.krok 72°C, 0:25 min (2.-4.krok 40 cykli)

5.krok 95°C, 0:30 min

6.krok 55°C, 0:30 min

7.krok 55°C, 0:10 min

8.krok 21°C, 10 min

Data byla analyzovéana programem iQ5 Optical System (Bio-Rad).

3.2.11. Ptiprava bunécného proteinového lyzatu

Lyzaty byly délany z Jurkat WT a TR1 bunék a z vybranych klont transfektantt
obsahujicich vlozenou CASP10 variantu D. Bylo pfipravovano 500 pl lyzatu z 10
miliont bungk a jednotlivé kroky probihaly na ledu.

10 milion® bunék bylo sto¢eno na 5 min, 300 g, 4°C. Bubliny z povrchu hladiny byly
odsaty odsavackou a supernatant byl vylit do odpadni nddoby. Peleta byla
resuspendovana v 10 ml vychlazeného PBS, 50 ml centrifugacni zkumavka byla
doplnéna PBS do 50 ml a sto¢ena na 5 min, 300 g, 4°C. Peleta byla opét
resuspendovéana v 10 ml vychlazeného PBS, objem byl doplnén PBS do 50 ml a buiiky
byly znovu stoc¢eny. V pribéhu centrifugace byl pfipraven lyza¢ni pufr. K 500 ul RIPA
pufru bylo ptidano 5 pl fosfatdzového inhibitoru I, 5 pl fosfatdzového inhibitoru I, 5 pl
inhibitoru protedz, 5 pl fenylmethansulfonyl fluoridu (PMSF) a 1 ul 1M dithiothreitolu
(DTT). Peleta byla kratce zvortexovana, bylo k ni pfidano 500 pl lyza¢niho pufru,
buiiky byly resuspendovany a piepipetovany do 1,5 ml ependorfky. Smés byla ditkkladné
zvortexovana, az se vytvoftila sraZzenina a inkubovana 10 min na ledu. Po 10 minutach
byla ependorfka znovu zvortexovana, aby se lyzovaly rezidualni buniky. Lyzat byl
zbaven srazeniny centrifugaci na 10 min, 13000 g, 4°C a supernatant byl rozdélen do

dvou 1,5 ml ependorfek po cca 250 pl. Lyzaty byly uchovéavany v -80°C.
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Stanoveni koncentrace proteinii podle Bradfordové

Celkova koncentrace proteint v bunécnych lyzatech, resp. ji odpovidajici absorbance,
byla ur¢ena podle metody Bradfordové. Do kazdé mikroUV kyvety bylo napipetovano
99 ul ¢inidla Bradfordové (4x fedéné) a 1 pl prislusného vzorku. Nasledné byla méfena
absorbance jednotlivych vzorki na spektrofotometru BioPhotometer (Eppendorf) pfi
vlnové délce 595 nm. Jako blank bylo pouZzito 99 ul ¢inidla Bradfordové a 1 ul RIPA
pufru, protoZe vzorky byly odebirany z lyzath obsahujicich RIPA puft.

3.2.12. Western blot

SDS-PAGE (polyakrylamidova gelova elektroforéza)

Na rozdéleni proteinli byl pouzit 10% polyakrylamidovy délici (resolving) a zaostfovaci
(stacking) gel (d€leni proteinil v rozmezi 40-120 kDa). Nejdiive byl ptipraven 10%
polyakrylamidovy délici gel. K 2,05 ml ddH,O bylo piidano 1,65 ml 30% sm¢ési
akrylamidu a bisakrylamidu (Bio-Rad), 1,25 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 50 ul 10% SDS
a tésn¢ pred nalitim bylo ke smési pfipipetovano 100 pl 10% APS a 5 pl TEMEDu.
Smeés byla promichana a nalita mezi pfedem ocisténa skla sestavend do stojanku zhruba
do dvou tfetin mensiho skla. Jehlou byly odstranény ptipadné bubliny, gel byl opatrné
pfevrstven izopropanolem a poté 50 min polymeroval. Po 50 minutach byl izopropanol
odsat filtracnim papirem a proplachnut ddH,O, ktera byla opét odsata. Poté byl
ptipraven 10% polyakrylamidovy zaostfovaci gel. K 2,05 ml ddH,O bylo ptidano 1,65
ml 30% smési akrylamidu a bisakrylamidu, 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 50 ul 10%
SDS a tésné pied nalitim bylo ke smési pfipipetovano 75 ul 10% APS a 5 pl TEMEDu.
Smés byla promichana a nalita az po horni okraj mensiho skla. Bubliny byly odstranény
jehlou a do gelu byl zasunut hieben. Gel polymeroval 30 min. Béhem této doby byly
ptipraveny vzorky. Proteinové lyzaty se nechaly roztat na ledu a od kazdého byl
piipraven 31,5 ul vzorek obsahujici lyzat natedény 2:1 smési Laemmli sample pufru a
B-merkaptoethanolu (20:1) (tzn. 21 pl lyzatu + 10,5 pl Laemmli sample pufru s -
merkaptoethanolem). Pokud byly nékteré lyzaty koncentrovangjsi, byly podle potieby
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zfedény RIPA pufrem. Piipravené vzorky byly inkubovany 5 min pti 95°C

v termobloku.

Z gelu byl opatrné vyndan hieben a jamky byly proplachnuty ddH,O. Skla s gelem byla
uchycena do drzaku a pienesena do elektroforetické vany a do prosttedniho zasobniku
byl az po horni okraj vétsiho skla nalit 10x fedény running pufr. Bylo zkontrolovano,
zda pufr neunikd. Do kazdé jamky bylo naneseno 21 pl vzorku. Do prvni jamky bylo
naneseno 5 pl markeru (Precision plus protein dual color standard (Bio-Rad)).

Na vanu byl nasazen kryt a byla pusténa elektroforéza (napéti 100 V) na cca 90 min (az

¢elo doputovalo na konec gelu).

Blotovani

Po elektroforéze bylo odklopeno mensi sklo a byl odiiznut zaostfovaci gel. Délici gel
byl pfenesen do vanicky s vychlazenym transfer pufrem a byl ponechan 30 min pii 4°C.
PVDF membrana (Bio-Rad) velikosti odpovidajici délicimu gelu byla na 15 s ponoiena
do methanolu, poté oplachnuta ddH,O a ponechdna 30 min ve vychlazeném transfer
pufru pti4°C.

Elektroforeticka vana byla vlozena do polystyrénové krabice a kolem vany byla krabice
naplnéna ledem. Do vany bylo nalito malé mnozZstvi vychlazeného transfer pufru,
vloZeno michadlo a krabice byla postavena na magnetickou michacku.

Poté byl ptipraven sandwich. Podlozky a filtra¢ni papiry byly pfedem namoceny do
vychlazeného transfer pufru. Do oteviené kazety byly postupné navrstveny: podlozka
(fibre pad), filtracni papir, gel, PVDF membrana, filtracni papir a podlozka. Pfi
prokladani byly jednotlivé vrstvy prolévany transfer pufrem, aby gel s membranou
nevyschly a pfipadné bubliny mezi jednotlivymi vstvami byly vytla¢eny 15 ml
zkumavkou s ufiznutym zavitem. Kazeta byla uzaviena, vloZena do drzaku a drzak

s kazetou byl pfenesen do elektroforetické vany. Do vany byla také vloZzena zmrazena
chladici jednotka. Vana byla naplnéna vychlazenym transfer pufrem a byl na ni nasazen

kryt. Blotovani probihalo pii konstantnim proudu 350 mA 2 hodiny.
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Znaceni protilatkou

Po pteblotovani proteinii na PVDF membranu, byla membrana pfes noc blokovana ve
2% mléku v chladici mistnosti. Druhy den byla primérni protilatka (proti kaspaze 10

- M059-3 anti-caspase 10 (4C1) resp. proti aktinu - actin (I-19) HRP) nafedéna 1:1000
v 2% (M059-3 anti-caspase 10 (4C1) (vyslednd koncentrace 1 pg/ml)) resp. v 1% mléku
(actin (I-19) HRP) (vyslednd koncentrace 0,2 pg/ml)). Na jednu membranu bylo
ptipraveno 7 ml mléka s natedénou protilatkou (tzn. 7 pl primarni protilatky do 7 ml
mléka). Membrana byla vlozena do krabicky obsahujici nafedénou protilatku a byla
inkubovéna 1 hodinu na michacce pii pokojové teploté.

Poté byla membrana pfenesena do vanic¢ky obsahujici vétsi objem PBS a byla
promyvana 10 min na michacce. Takto byla promyta PBS jesté dvakrat (po 10
minutach).

V ptipadé detekce kaspazy 10, byla membrana dale znac¢ena sekundarni protilatkou
konjugovanou s kienovou peroxidazou (v ptipadé¢ detekce aktinu tento krok odpadnul,
protoze primarni protilatka proti aktinu byla jiz konjugovana s kienovou peroxiddzou).
Sekundérni protilatka proti primarni mys$i protilatce (715-036-150) byla natedéna
1:10000 v 1% mléku. Na jednu membranu bylo pfipraveno 10 ml mléka s nafedénou
protilatkou (vysledné koncentrace 0,08 pg/ml). Membrana byla vlozena do krabicky
obsahujici nafedénou protilatku a byla inkubovéana 1 hodinu na michacce pfi pokojové
teploté. Poté byla membrana promyta tfikrat po 10 minutach ve vét§im objemu PBS na
michacce.

Aktivita kienové peroxidazy byla detekovana ECL (enhanced chemiluminiscence)
substratem (Pierce ECL Western Blotting substrate od Thermo scientific) na bazi
luminolu.

Na radiologické desky byla nataZzena f6lie. Na jednu membranu byly pfipraveny 2 ml
ECL substratu smichanim 1 ml Reagent 1 a 1 ml Reagent 2. Membréna byla pienesena
na folii, ptebytec¢na tekutina (PBS) byla odsata filtracnim papirem a membréna byla
pfevrstvena 2 ml substratu a inkubovana 1 minutu. Poté byl substrat odsat filtraénim
papirem a membrana byla piekryta f6lii a uhlazena.

Vyvolani probihalo ve fotokomote pii osvétleni cervenou lampou. Do desek byl vloZen

film, ktery byl ur€itou dobu exponovan. (Pii detekci aktinu byla doba expozice do jedné
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minuty, pfi detekci kaspazy 10 to bylo déle - do 10 minut). Poté byl film pfenesen do
roztoku vyvojky (4x fedény) na 2 min a déle do roztoku ustalovace (5x fedény) na 1

min. Na zavér byl oplachnut vodou.

3.2.13. Stanoveni aktivity kaspazy 10 fluorometrickym testem

Aktivita kaspazy 10 byla méfena u Jurkat WT a TR1 buné€k a u vybranych transfektantt
a to po indukci apoptozy rekombinantnim His-TRAILem (Alexis, San Diego, CA,
USA) a také bez indukce apoptdzy s vyuZzitim kaspazové fluorometrické eseje (Caspase
10 Fluorometric Assay od RD systems).

Tento test je zaloZen na piidani specifického peptidu (AEVD) konjugovaného

s fluorescentni reportérovou molekulou (AFC, 7-amino-4-trifluoromethylkumarin)

k bunéénému lyzatu. Aktivni kaspaza tento peptid stépi za uvolnéni fluorochromu, ktery
,po excitaci svétlem o urcité vinové délce, emituje fluorescenci.

Na kazdou reakci bylo potfeba 1 milion buné€k (reakce se ptipravovaly v duplikatech,
tzn. 2 miliony buné€k). Buiiky byly stoeny na 5 min, 300 g, 4°C, resuspendovany v 5 ml
certsvého IMDM média (+10% FBS, PENSTREP, NEAA) a napipetovany do 6-ti
jamkové desticky. K bunikam, u kterych méla byt indukovana apoptdza, byl ptidan His-
TRAIL (vysledna koncentrace 200 ng/ml média). 6-ti jamkova desticka byla
inkubovéna 2 hodiny v inkubéatoru (5% CO,, 37°C). Bunky byly poté rozpipetovany po
2,5 ml (tzn. po 1 milibnu) do FACSovych zkumavek obsahujicich 2 ml vychlazeného
PBS a byly stoceny na 5 min, 300 g, 4°C. Supernatant byl odsat odsavackou, peleta byla
zvortexovana a bylo k ni pfidano 40 pl lyzacniho pufru (RD systems). Smés byla kratce
zvortexovana a inkubovana 10 min na ledu. Béhem této doby byl piipravena reakéni
smes, ktera byla pipetovana po 30 pl na jamku do 96-ti jamkové desticky. Reakéni smés
byla namichana v ependorfce a obsahovala 30 pl 2x reakéniho pufru (RD systems), 0,33
ul 1M dithiothreitolu (DTT) (RD systems) a 1 ul 1 mM fluorogenniho substratu
(AEVD-AFC substrat) (RD systems) na jednu jamku (reakei).

Po 10 minutach bylo 30 pl z bunééného lyzatu piipipetovano k 30 pl reakéni smeési

v 96-ti jamkové desticce a desticka byla inkubovana 2 hodiny v inkubatoru (5% CO,,
37°C).
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Aktivita kaspazy 10 byla méfena na piistroji Reader Hidex chameleon 4.47. Excitaéni

filtr byl nastaven na 390 nm a emisni filtr na 535 nm.

3.2.14. Méfeni apoptdzy pomoci pritokové cytometrie

Apoptdza byla métena u Jurkat WT a TR1 bunék a u vybranych transfektantti a to po
indukci rekombinantnim His-TRAILem (Alexis, San Diego, CA, USA) a také bez
indukce. Apoptotické buiiky vystavuji na svém povrchu fosfolipid fosfatidylserin, ktery
se u normalnich bunék témet vyhradné vyskytuje ve vnitini cytoplazmatické membrané.
Na fosfatidylserin se specificky vaze annexin, ¢ehoz se vyuziva k detekci apoptotickych
bun¢k. V tomto ptipade byl pouzit annexin V znaceny FITCem (fluorescein
izothiokyanat).

250 000 bunék (na jedno méteni, kazdé méteni bylo provadéno v duplikatu) bylo
stoceno na 5 min, 300 g, 4°C, resuspendovano v 1 ml certsvého IMDM média (+10%
FBS, PENSTREP, NEAA) a napipetovano do jamky na 24 jamkovou desticku.

K buiikam, u kterych byla indukovana apoptoza byl pfidan His-TRAIL (vysledna
koncentrace 200 ng/ml média) a buiiky byly inkubovéany 24 h v inkubatoru (5% CO,,
37°C). Druhy den byly buiiky z kazdé jamky ptepipetovany do FACSové zkumavky
obsahujici 2 ml vychlazeného PBS a stoceny na 5 min, 300 g, 4°C. Supernantant byl
odsat odsavackou a do kazdé zkumavky bylo pfidano 100 pl 1x annexin V vazajiciho
pufru a 0,5 pl annexinu V-FITC (Appronex Biotechnologies). Smés byla zvortexovana
a inkubovana 15 min ve tmé pfi pokojové teploté. Poté byly burky jeste natedény 200
ul Ix annexin V vézajiciho pufru a zvortexovany.

Apoptotické buniky byly detekovany na cytometru BD FACSCanto II (BD) a data byla
analyzovéna programem FACSDiva verze 6.1.3 (BD).

63



4. Vysledky

4.1. Potvrzeni heterozygotni mutace kaspazy 10 u J-TR1 klonu pomoci ARMS-PCR

Sekvenaci cDNA Jurkat klonu rezistentniho na TRAIL (J-TR1) byla zjiSténa
heterozygotni mutace kaspazy 10 na pozici 1506 bp (potadi nukleotidi odpovidajici
mRNA pro popsanou CASP10 variantu D (hCASP10 var D, 5906 bp, NCBI Reference
Sequence: NM_032977.3) (data neuvedena), kterd vede k zdméné cytidinu za adenosin,
resp. k zaméné tripletu GCT na GAT. Tim dochazi k ndhradé¢ alaninu kyselinou
asparagovou na pozici 363 v proteinu. Tato pozice se nachdzi v blizkosti aktivniho
mista (358) ve velké katalytické podjednotce enzymu a proto by mutace mohla
ovlivitovat funk¢nost kaspazy 10. Tato mutace nebyla nalezena u normalnich (WT)
Jurkat buné€k senzitivnich na TRAIL (data neuvedena).

Zjisténa mutace byla potvrzena metodou ARMS-PCR s vyuzitim specifického primeru
obsahujiciho na 3" konci mutovany nukleotid (forward ARMS F MUT resp. reverse
ARMS R MUT), ktery se paruje s mutovanym nukleotidem na pozici 1506 v CASP10
varianté D (jim odpovidajici ARMS F WT resp. ARMS R WT neobsahuji 3"
koncovou mutaci a nasedaji na nemutovanou sekvenci). ARMS primery (s i1 bez 3'
koncové mutace) navic obsahuji na pozici 3 od 3' konce mismatch mutaci, kterd zvySuje
jejich senzitivitu. Piislusna oblast obsahujici resp. neobsahujici mutaci (u Jurkat WT
bunék) byla amplifikovana z cDNA J-WT resp. J-TR1 bun¢k dvojici primert
ARMS F MUT resp. WT + ARMS R 206 a v opacném sméru z druhého vladkna
ARMS R MUT resp. WT + ARMS F 297. Jak je vidét na obrazku 3, z cDNA Jurkat
WT bunék vznikl produkt pouze po amplifikaci dvojici primerd, kterd obsahovala
normalni nemutovany primer (ARMS R WT), coz potvrzuje, ze tyto bunky danou
mutaci kaspazy 10 neobsahuji. Naopak z cDNA J-TR1 bunék vznikl produkt jak

s dvojici primerti obsahujici nemutovany primer, tak s dvojici obsahujici mutovany
primer. J-TR1 buniky maji tedy kaspazu 10 mutovanou v tomto misté a tato mutace je

heterozygotni.
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J-WT J-TR1

1 2 3 4 NK

<300 bp

Obr. 3: Potvrzeni mutace kaspazy 10 u J-TR1 bunék. Je zobrazena pouze amplifikace cDNA s pouzitim
dvojice primeri ARMS R WT resp. MUT + ARMS _F 297. Délka produktu byla 297 bp. 1.
cDNA z J-WT + nemutovany ARMS R_WT primer, 2. cDNA z J-WT + mutovany
ARMS R MUT primer, 3. cDNA z J-TR1 + nemutovany ARMS R_WT primer, 4. cDNA z J-
TR1 + mutovany ARMS R_MUT primer. Uplné vpravo je negativni kontrola (bez templatu).

4.2. Vytvoreni expresniho vektoru obsahujiciho nemutovanou (wild-type) a mutovanou

formu CASP10 varianty D

Zaucelem zjistit, zda mutace kaspazy 10 nalezena u TRAIL rezistentnich Jurkat bun¢k
(J-TR1) ovlivituje funkci tohoto enzymu a miiZze hrat roli v proapoptotické signalizaci,
byl vytvoren konstrukt obsahujici CASP10 variantu D s danou mutaci. Tento konstrukt
byl uréen pro stabilni expresi v TRAIL senzitivnich (J-WT), resp. TRAIL rezistentnich
(J-TR1) Jurkat buiikach. Vektor obsahujici nemutovanou CASP10 variantu D byl
vytvoten za Ucelem zjistit, jakou roli bude v transfekovanych buiikach hrat nadprodukce
normalni kaspézy 10.

Pro vloZeni do vektoru byl z cDNA Jurkat WT bunék amplifikovan isek CASP10
varianty D dlouhy 1678 bp obsahujici oblast kodujici protein (pouZzité primery
amplifikovaly tisek 395-2072 bp z 5906 bp popsané hCASP10 var D; oblast kodujici
protein - 419-1987 bp) (postup viz kapitola 5.2.6.). Amplifikovany tsek CASP10
varianty D byl poté izolovan a purifikovan z gelu, zaklonovan do pcDNA 3.3-TOPO
vektoru a vektor byl namnozen ve One Shot TOP10 E.coli (postup viz kapitola 5.2.6.).
Z vyrostlych kolonii bylo vypichnuto 10, které byly kultivovany a nésledn¢ z nich byla
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izolovana plazmidova DNA (postup viz kapitola 5.2.7.). U péti plazmidii byla PCR
ovéfena piitomnost inzertu a jeho spravna orientace (postup viz kapitola 5.2.7.). Ctyfi

plazmidy obsahovaly CASP10 variantu D ve spravné orientaci (viz Obr. 4).

1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B 5A 5B NK

700 bp —

Obr. 4: Ovéreni pritomnosti a spravné orientace CASP10 varianty D v pcDNA 3.3-TOPO vektoru v péti
plazmidech (1, 2, 3, 4, 5). A — ovéfeni spravné orientace inzertu, amplifikace dvojici primert
CASP10 _common_F + TK polyA R, znichz TK polyA R primer nasedal na polyadenylacni
signal nachazejici se na vektoru, délka produktu 773 bp; B — ovéfeni piitomnosti inzertu,
amplifikace dvojici primerit CASP10_common_F + CASP10_R1 - oba nasedaly na vlozenou

CASP10 variantu D, délka produktu 707 bp; Gpln€ vpravo je negativni kontrola (bez templatu).

Plazmidy obsahujici CASP10 variantu D ve spravné orientaci byly osekvenovany (viz
kapitola 5.2.7.). Sekvence byla z vystupniho programu Chromas Lite pfevedena do
programu Vector NTI a programem AlignX byl proveden alignment s popsanou
sekvenci pro mRNA CASP10 varianty D (hCASP10 var D, 5906 bp, NCBI Reference
Sequence: NM_032977.3) (viz Obr. 6).

Plazmid obsahujici CASP10 variantu D, ktera se sekvenci shodovala s popsanou
hCASP10 var D, byl vybran pro mistné specifickou mutagenezi. PoZadovana mutace
(zdména cytidinu za adenosin na pozici 1506 popsané hCASP10 varianty D) byla
vytvofena dvojici primert (site_dir caspl0 F1 asite dir caspl0 R1), z nichz
mutagenni site_dir _caspl0_F1 forward primer obsahoval mutované misto. Mutageneze
byla provedena systémem od Invitrogenu (viz kapitola 5.2.8.). Mutovanym plazmidem
byly nasledné transformovany DH5a-T1 E.coli. Z vyrostlych kolonii bylo 19 kolonii
otestovano PCR na pfitomnost mutace (viz kapitola 5.2.8.). Na amplifikaci byla pouzita
dvojice primert ARMS F MUT + R 206 resp. ARMS F WT + R 206. Dvojice
primeridi s mutovanym ARMS F MUT dala vznik produktu, pokud byla mutace
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pritomna. S dvojici primerti s nemutovanym ARMS F WT vznikal produkt, pokud
CASP10 varianta D mutaci neobsahovala. U 18 kolonii PCR potvrdila pfitomnost

mutace (viz Obr. 5).

WTaWTbla 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b NK Sa 5b 6a 6b 7a 7Tb 8a 8 9a 9b

10a 10b 1la 11b 12a 12b 13a 13b 14a 14b 15a 15b 16a 16b 17a 17b 18a 18b 19a 19b

Obr.5: PCR screening kolonii na pfitomnost mutace v CASP10 varianté D (kolonie 1-19). A —
amplifikace dvojici primert ARMS F WT (nemutovany) + R 206, produkt vznikl v ptipadé
nepfitomnosti mutace; B — amplifikace dvojici primerd ARMS F MUT (mutovany) + R _206;
produkt vznikl v pfipadé¢ pfitomnosti mutace. Délka produktt byla 206 bp. Templatem v PCR
reakcich v prvnich dvou jamkach (WTa a WTb) byla cDNA pro nemutovanou (WT) CASP10
variantu D, v ostatnich jamkéch potom pfimo bunky z jednotlivych kolonii (nabrané Spickou od

pipety). NK — negativni kontrola (bez templatu).

Z otestovanych kolonii byly vybrany 4 (u kterych PCR screening potvrdil pfitomnost
mutace), které byly kultivovany a poté sklizeny na izolaci plazmidi (viz kapitola 5.2.6.
a5.2.7.). Tyto 4 vyizolované plazmidy byly poslany na osekvenovani inzertu.

Sekvenace potvrdila Gispé$né vneseneni mutace do CASP10 varianty D (viz Obr. 6).
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A

1506 bp 1506 bp
11 12 -L =L E'LIJ
G commm s e R O T &G G SGARATITT GEOA CTE|GT C.ITMA

A/l "./\.Jr A

| | \A I

CASP10 D MUT (mutovana) CASP10 D WT (nemutovand)
B
1506 bp

1500 | 1519
ATTTGCACATETCTECTCTT I CASPI0DMUT
ATTTHGGAECT[STETACTC TT T hCASPI0D popsana

1506 bp
1500 | 1519

AGCATTTGHGHAGOCTIGETCTACTOCT CASPIODWT
LCATTTSCACCTIETC TACT T hCASP10 D popsana

Obr. 6: Sekvenace inzertu (CASP10 varianty D mutované resp. nemutované) v pcDNA 3.3-TOPO
vektoru. A — vystup ze sekvenace v programu Chromas Lite; B — alignment viozené CASP10 D
MUT resp. WT s popsanou sekvenci pro mRNA CASP10 D (hCASP10 var D, 5906 bp, NCBI
Reference Sequence: NM_032977.3) programem AlignX. Cerné ohranicen je triplet, ve kterém
dochazi u CASP10 D MUT k zaméné¢ cytidinu za adenosin na pozici 1506 bp.
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4.3. Vytvoreni linie TRAIL senzitivnich (J-WT) a TRAIL rezistentnich (J-TR1) Jurkat

bunék stabilné exprimujicich vytvoteny konstrukt

J-WT a J-TRI1 buiiky byly transfekovany pcDNA 3.3-TOPO vektorem s CASP10 D WT
resp. MUT za ucelem nadprodukce normalni (nemutované) resp. mutované formy
kaspéazy 10 D v téchto bunkach. Vzhledem k tomu, Ze konstrukt neobsahoval znacku,
které by byla pfipojena na vnesenou CASP10 D MUT resp. WT (z dlivodu mozného
ovlivnéni aktivity nebo funkce enzymu), nebyly bunky transfekovany tranzientné, ale
stabiln€. V pfipad¢ tranzientni transfekce by totiz nebylo mozné v bunikach zkontrolovat
ptitomnost vektoru s inzertem.

Pro stabilni transfekci bun¢k byl pouzit linearizovany pcDNA 3.3-TOPO vektor

s CASP10 D MUT resp. WT. Pouziti linedrni plazmidové DNA totiz miiZe zvysit
ucinnost stabilni transfekce z diivodu snazsiho vloZeni do genomu ve srovnani

s cirkularni plazmidovou DNA. PCDNA 3.3-TOPO vektor s CASP10 D MUT resp. WT
byl nastépen Sca I restriktazou, kterd $tépila pouze v jednom misté nachazejicim se

v genu pro ampicilinovou rezistenci (data neuvedena). Vzhledem k tomu, Ze Sca |
restriktdzu nelze tepelné inaktivovat, musela byt provedena fenol-chloroformova
extrakce a nasledné precipitace a preciSténi plazmidové DNA (viz kapitola 5.2.9.).
Transfekce J-WT resp. J-TR1 buné¢k linedrnim plazmidem s CASP10 D MUT resp. WT
byla provedena Lipofectaminem 2000 (viz kapitola 5.2.9.). Transfekované buiiky byly
selektovany geneticinem pii koncentraci 600 pg/ml média po dobu 14 dni a poté byly

z kazdé transfekce fedénim ziskany jednotlivé klony (viz kapitola 5.2.9.). Rostouci
klony byly PCR testovany na ptitomnost vlozené CASP10 D MUT resp. WT (viz
kapitola 5.2.9.). Pfitomnost vlozené CASP10 varianty D byla prokézana dvojicemi
primerd plasmid F + CASP_screening R (primer plasmid F nasedal na CMV promotor
ve vektoru a touto dvojici byla amplifikovana predni ¢ast vnesené CASP10 D) a
CASP_screening_F + plasmid R (primer plasmid_R nasedal vektor hned za inzertem a
touto dvojici byla amplifikovana zadni ¢ast vnesené CASP10 D). Z 11 otestovanych J-
WT klont transfekovanych CASP10 D WT (J-WT-WT) bylo pozitivnich 8 (produkt
vznikal jak z pfedni ¢asti CASP10 D, tak ze zadni ¢ésti), z 48 otestovanych J-WT klont
transfekovanych CASP10 D MUT (J-WT-MUT) bylo pozitivnich jen 10, z 16 J-TR1
klonti transfekovanych CASP10 D WT (J-TR1-WT) bylo pozitivnich 13 az 16 J-TR1
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klonti transfekovanych CASP10 D MUT (J-TR1-MUT) bylo pozitivnich 10. Na Obr. 7
jsou vidét rozdélené PCR produkty po amplifikaci. Pro ukazku byly vybrany screeningy
bunék, u kterych PCR potvrdila pfitomnost vnesené CASP10 D (z obou koncti). Tyto
pozitivni klony byly o¢islovany 1-19 (J-WT transfekované CASP10 D WT — 1-4, J-WT
transfekované CASP10 D MUT - 5-10, J-TR1 transfekované CASP10 D WT — 11, 13,
14, 19 a J-TR1 transfekované CASP10 D MUT — 15-18) a byly vybrany pro dalsi
testovani — ovéfeni exprese vnesené kaspazy 10, stanoveni aktivity kaspazy 10 a méteni

apoptozy po indukci TRAILem.

PKa PKb a b la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b NK NK

«— 198 bp

B C

6b 7a 7b 8a 8 9a 9% 10a 10b 1la 11b12a12b 13a 13b 14a 14b

a b 15a I5bl6a 16b 17a 17b 18a 18b

200 bp .« 245bp
! < 198 bp

Obr. 7.: PCR screening transfekovanych bun¢k na pfitomnost vnesené CASP10 D WT resp. MUT. Pro
ukazku byly vybrany screeningy bunék, u kterych byla pfitomnost vnesené CASP10 D potvrzena
(z obou koncii) a které byly dale testovany na expresi vnesené kaspazy 10 a byly s nimy
provadény dalsi pokusy (méfeni apoptozy) (tyto bunky jsou oc¢islovany 1-19). a — amplifikace

s dvojici primert CASP_screening_F + plasmid R (ovéfeni pfitomnosti zadni ¢asti CASP10 D),
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délka produktu 198 bp; b — amplifikace s dvojici primerti plasmid F + CASP_screening R
(ovéfeni pfitomnosti piedni ¢asti CASP10 D), délka produktu 245 bp. A — screening J-WT klont
transfekovanych CASP10 D WT (1-4),

B — screening J-WT klonti transfekovanych CASP10 D MUT (5-10), C — screening J-TR1 klont
transfekovanych CASP10 D WT (11, 13, 14 a 19), D — screening J-TR1 kloni transfekovanych
CASP10 D MUT (15-18). PK — pozitivni kontrola (templatem byl plazmid s vlozenou CASP10
D, 80 ng), NK —negativni kontrola (bez templatu). Templatem pro PCR byl 1 pl lyzovanych

bun¢k.

4.4. Ovéteni exprese vloZené mutované a nemutované formy kaspazy 10 D a jeji role

v apoptoze indukované TRAILem

U vybranych Jurkat kloni (1-19), obsahujicich vnesenou CASP10 D, byla testovana jeji
exprese na urovni mRNA metodou real-time PCR (nebo také kvantitativni
polymerazova fetézova reakce, qPCR) s reakéni smési SYBR Green PCR Master mix
(Applied biosystems).

Metoda qPCR je zaloZena na detekci a kvantifikaci fluorescenéniho signalu, ktery je
pfimo imérny mnozstvi vznikajiciho PCR produktu. Reakéni smés totiz obsahuje
barvicku SYBR Green I, jejiz fluorescence se zvySuje pfiblizné tisicindsobné po vazbé
na dsDNA. Se vzristajicim mnozstvim PCR produktu (d&sDNA) tedy roste 1
fluorescen¢ni signél. Reakce probihala v 96-ti jamkovych destickéach na ptistroji 1Q5
multicolor real-time PCR detection system (Bio-Rad), jenZ umoznoval sledovat
fluorescenci v redlném case.

Z transfekovanych Jurkat klont (1-19) a z kontrolnich J-WT a J-TR1 bun¢k byla
nejdiive izolovana RNA (viz kapitola 5.2.2.) a pfepsana do cDNA (viz kapitola 5.2.3.),
ktera slouZzila jako templat pro qPCR. Do kazdé reakce byl pipetovan 1 pl (100 ng)
cDNA. U vzorki nebyla zji§tovana jen exprese vnesené kaspazy 10 D, ale také celkova
exprese kaspazy 10 (exprese endogenni (izoformy A, B, D a G + vnesené kaspazy 10).
Byly pouzity primery, které daly vznik amplikoniim dlouhym 150-250 bp. Pro zjisténi
exprese vnesené kaspazy 10 D byla pouzita dvojice primert plasmid F +
CASP_screening_R, kterd amplifikovala usek dlouhy 245 bp (CMV promotor na
vektoru + ptedni ¢ast CASP10 D) a pro zjisténi exprese celkové kaspazy 10 byla
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pouzita dvojice primerd CASP_549 F 183 + CASP_712 R 183, kterd amplifikovala
usek exonu 2 (prodoména) CASP10 dlouhy 183 bp (tento usek byl amplifikovéan z
izoforem A, B, D a G). Tteti dvojici primerti byly ACT F 158 + ACT R 158, které
amplifikovaly ¢ast sekvence kddujici B-aktin dlouhou 158 bp. B-aktin byl vybran jako
tzv. referencni gen a slouZil k normalizaci naméfenych hodnot s dvojici primert
plasmid F + CASP screening R a CASP 549 F 183 + CASP_ 712 R 183 (exprese
vnesené kaspazy 10 D resp. celkové kaspazy 10 byla tedy relativni expresi
normalizovanou na aktin). Referen¢ni gen je takovy, jehoZz exprese je ve vSech
testovanych buiikach stabilni a prakticky identickd. Tim je umoznéna normalizace
ptipadnych rozdild v mnozstvi pouzitého cDNA templatu v jednotlivych PCR reakcich.
U pfislusnych dvojic primert byl ovéten vznik specifického PCR produktu. Na konci
kazdého experimentu byla reakce schlazena a postupné zahtata z 55°C na 95°C a byl
monitorovan pokles fluorescence. Program iQ5 Optical System (Bio-Rad) byl nasledné
schopen vygenerovat disociacni kiivky (zména (negativni prvni derivace) intenzity
fluorescence v zavislosti na teploté, které umoznuji dobte charakterizovat vzniklé PCR
produkty. U vSech dvojic primerti mély disociacni kiivky pouze jeden peak (vrchol
kiivky) odpovidajici teploté tani specifického amplikonu (tzn. v reakcei vznikal jeden
specificky produkt) (data neuvedena).

Pocate¢ni mnozstvi cDNA odpovidajici konkrétnimu transkriptu (aktin, vnesena
CASP10 D, endogenni izoformy CASP10) bylo kvantifikovano na zéklad¢ hodnot Cr
(treshold cycle). Cr udava pocet cykla nutnych k tomu, aby intenzita fluorescence
doséhla urcitého prahu (ur¢eny automaticky softwarem iQ5 Optical System), od kterého
poroste jiz linearn¢ (béhem logaritmické-linearni faze dochazi k exponencidlnimu
narustu PCR produktu). Exprese celkové kaspazy 10 (normalizovana na B-aktin)

v jednotlivych klonech (1-19) byla porovnana s expresi (normalizovanou na f3-aktin)

v kontrolnich buiitkach (J-WT resp. J-TR1) tzv. komparativni 2" metodou (kde
AACT1= ACt jednotlivé klony = ACT kontrolni buiky (ACT=" Cr celkova casp10 - Cr p-akiin)) @ byla
vyjadrena jako ndsobek exprese celkové kaspdzy 10 v kontrolnich buiikach (kde byla
mira exprese polozena jedné). Naproti tomu exprese vnesené CASP 10 D nemohla byt
porovnana s expresi v kontrolnich bunikach, protoZe pro tento ptipad kontrolni buiiky
neexistovaly. Proto byla exprese vnesené CASP 10 D v jednotlivych Jurkat klonech

porovnana s expresi B-aktinu a vyjadiena jako nasobek exprese p-aktinu (2", kde
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AC1= Cr ynesens casp10 D — Cr p-akiin). T0 samé bylo provedeno i s expresi celkové kaspazy
10. Vysledné hodnoty relativnich expresi vnesené CASP10 D (viici expresi B-aktinu)
byly ddny do poméru s hodnotami relativnich expresi celkové kaspazy 10 (vici expresi
B-aktinu).

Celkova kaspaza 10 byla u transfektanti odvozenych od J-WT bunék zvySené
exprimovana oproti kontrolnim J-WT bunikdm v klonech 1-4 (J-WT-WT, J-WT buiky
transfekované CASP10 D WT) a v klonech 5, 6, 8 a 9 (J-WT-MUT, J-WT bunky
transfekované CASP10 D MUT) (Obr. 8). U klonu 7 (J-WT-MUT) doslo ke snizeni
exprese (pfiblizné€ 3,5 krat) a u klonu 10 (J-WT-MUT) byla exprese prakticky identicka.
Do tohoto grafu byla také vynesena exprese celkové kaspazy 10 u TRAIL rezistentnich
J-TR1 bunék, kterd byla ptiblizné 4,5 krat vyssi nezZ u TRAIL senzitivnich J-WT bun¢k
(Obr. 8) (zvysena exprese kaspazy 10 u J-TR1 bunék byla u nés v laboratofi zjisténa jiz

dfive, nepublikovand data).

Relativni exprese celkové kaspazy 10 v klonech 1-10
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Obr. 8.: Relativni exprese celkové kaspazy 10 (vuci J-WT buitkam) v transfekovanych klonech
odvozenych od J-WT bung&k (1-10) stanovena komparativni 2*“" metodou. Hodnoty byly
normalizovany na f-aktin. Exprese v kontrolnich J-WT bunkach byla polozena jedné. Pro kazdy
klon je zobrazena primérné hodnota +/- sd. Klony 1-4 predstavuji J-WT bunky transfekované
CASP10 D WT (J-WT-WT) a klony 5-10 J-WT bunky transfekované CASP10 D MUT (J-WT-
MUT).
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U transfektanti odvozenych od J-TR1 bunc¢k byla celkova kaspaza 10 oproti kontrolnim
J-TR1 buinikam nadexprimovana v klonech 14 (J-TR1-WT, J-TR1 bunky transfekované
CASP10 D WT) a 15-18 (J-TR1-MUT, J-TR1 bunky transfekované¢ CASP10 D MUT).
U klonti 11, 13 a 19 (J-TR1-WT) nebyla exprese signifikantné zvysena (Obr. 9).

Relativni exprese celkové kaspazy 10 v klonech 11-19

i-.l.llll

1M JTRI- 13J-TRI1- 14J-TR1- 19J-TRI- 15JFTRI- 16J-TRI- 17J-TRI- 18 JTRI-
WT WT WrT WT Mur MJr mur mur
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fold amplification vici J-TR1

Obr. 9.: Relativni exprese celkové kaspazy 10 (vuci J-TR1 bunkam) v transfekovanych klonech
odvozenych od J-TR1 bun&k (11-19) stanovena komparativni 2"**“" metodou. Hodnoty byly
normalizovany na f-aktin. Exprese v kontrolnich J-TR1 buiikach byla polozena jedné. Pro kazdy
klon je zobrazena primérna hodnota +/- sd. Klony 11, 13, 14 a 19 predstavuji J-TR1 bunky
transfekované CASP10 D WT a klony 15-18 J-TR1 bunky transfekované CASP10 D MUT.

Vnesena CASP10 D (WT resp. MUT) byla exprimovana ve vSech klonech kromé kloni
7 a 10, u kterych nebyla detekovana. Do grafu byly vyneseny jak hodnoty pro relativni
expresi vnesené kaspazy 10 D normalizované na B-aktin, tak hodnoty pro relativni
expresi celkové kaspazy 10 normalizované na B-aktin pro zachyceni zastoupeni exprese

vnesené¢ CASP10 D v porovnani s expresi celkové kaspazy 10 v kazdém klonu (viz

Obr. 10).
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Relativni exprese kaspazy 10 normalizovand na aktin

fold amplification viigi aktinu (x 10™)
o

O relativni exprese celkové kaspazy 10
W relativni exprese wnesene kaspazy 10 D

Obr. 10.: Relativni exprese vnesené a celkové kaspazy 10 viiéi B-aktinu spoitané jako 2"

(ACT= Cr ynesent resp. celkova kaspiza 10 — C p-aktin) U klondl 1-19. Pro kazdy klon je zobrazena

pramérna hodnota +/- sd.

Podil primérné exprese vnesené kaspazy 10 D a celkové kaspazy 10 z grafu (Obr. 10)
je uveden v tabulce (Obr. 11). Podil exprese vnesené kaspazy 10 D a celkové kaspazy
10 byl nejvetsi v I-WT klonech transfekovanych CASP10 D MUT (J-WT-MUT) kromé
klont 7 a 10, u kterych nebyla exprese vnesené kaspazy 10 D detekovana. U kloni 5, 6,
8 a 9 tvoftila exprese vnesené kaspazy 10 D vice nez 30% exprese celkové kaspazy 10
(ptiblizné 48,5% u klonu 5, 44% u klonu 6, 42% u klonu 8 a 32,5% u klonu 9). V J-WT
klonech transfekovanych CASP10 D WT (J-WT-WT) a J-TR1 klonech transfekovanych
CASP10 D WT (J-TR1-WT) byla vnesena kaspaza 10 D exprimovana ve srovnani

s celkovou kaspazou 10 jen nepatrné (exprese vnesené kaspazy 10 D < 8%). V J-TR1
buiikach transfekovanych CASP10 D MUT (J-TR1-MUT) se exprimovana kaspéaza 10
D nejvice podilela na expresi celkové kaspazy 10 u klont 16 a 17 (12% resp. 17%

z exprese celkové kaspazy 10).
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pomér exprese vnesené a celkové kaspazy 10
normalizované na aktin
J-WT nedetekovatelna exprese vnesené kaspazy 10
J-TR1 nedetekovatelnd exprese vnesené kaspazy 10
1 J-WT-WT 0,001511249
2 J-WT-WT 0,077240335
3 J-WT-WT 0,028523463
4 J-WT-WT 0,020629009
5 J-WT-MUT 0,4848287
6 J-WT-MUT 0,443516628
7 J-WT-MUT nedetekovatelnd exprese vnesené kaspazy 10
8 J-WT-MUT 0,417671492
9 J-WT-MUT 0,32480028
10 J-W-MUT nedetekovatelna exprese vnesené kaspazy 10
11 J-TR1-WT 0,039359863
13 J-TR1-WT 0,07280992
14 J-TR1-WT 0,032215647
19 J-TR1-WT 0,059352652
15 J-TR1-MUT 0,052540973
16 J-TR1-MUT 0,123265771
17 J-TR1-MUT 0,173565958
18 J-TR1-MUT 0,073389302

Obr. 11.: Poméry exprese vnesené kaspazy 10 D a celkové kaspazy 10 v jednotlivych klonech (1-19)
vypoétené z pramérnych hodnot relativnich expresi (27“") vynesenych v predchozim grafu
(Obr. 10).

Produkce vnesené CASP10 D na proteinové Grovni byla zji§tovana western blotem.
Z J-WT, J-TR1 bunék a jednotlivych klont (1-19) byly nejdfive pfipraveny bunécné
lyzaty (viz kapitola 5.2.11.), které byly nasledné pouZzity pro western bloting (viz
kapitola 5.2.12.). Na detekci kaspazy 10 byla pouzita mysi primarni protilatka proti
kaspéaze 10 (M059-3 od MBL), ktera reagovala s A, B, D a G izoformami.

Vzhledem k tomu, Ze vnesend CASP10 D nebyla opatfena Zadnou
znackou umoznujici jeji specifickou detekci na proteinové tirovni (z divodu mozného
ovlivnéni aktivity a funkce enzymu), bylo jeji produkci mozné usoudit pouze
z nadprodukce celkové kaspazy 10 D ve srovnani s kontrolnimi butikami (J-WT resp. J-
TR1). Jak jiz bylo napséano vyse, i kdyz byla vnesena CASP10 D exprimovana na

urovni mRNA ve vsech klonech kromé klonu 7 a 10, porovnani exprese vnesené a
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celkové kaspazy 10 ukazalo, Ze exprese vnesené kaspazy 10 D tvofila ve vétsiné klont
jen nepatrnou ¢ast exprese celkové kaspazy 10 a to 1 kdyz transkripce vlozené CASP10
D byla pod kontrolou silného CMV promotoru. Pouze u J-WT klont1 5, 6, 8 a 9
transfekovanych CASP10 D MUT tvotila exprese vnesené CASP10 D MUT vice nez
30% exprese celkové kaspazy 10 (ptiblizné 48,5% u klonu 5, 44% u klonu 6, 42% u
klonu 8 a 32,5% u klonu 9) (viz Obr. 10 a 11).

Pti porovnani prouzkt odpovidajicich kaspaze 10 D (resp. kaspaze 10 D i B, protoze
ob¢ izoformy maji stejnou velikost - 59 kDa) u J-WT bun¢k a klond od nich
odvozenych (1-10), je vidét, ze kaspéaza 10 D (resp. D/B) je nadprodukovana v klonech
5,6 a9 (viz Obr. 12). K této nadprodukci zfejmé znacné piispivéa produkce vnesené
kaspazy 10 D, protoze v klonech 5, 6 a 9 vnesena kaspaza 10 D exprimovana na urovni
mRNA zaujimala vice nez 30% exprese celkové kaspazy 10. Z klonii odvozenych od J-
TR1 bunék (11, 13, 14, 19 a 15-18) byla zvySend exprese kaspazy 10 D ve srovnani s J-
TR1 bunkami detekovana u klonti 14, 15, 16, 17 a 18. Vzhledem k tomu, Ze v téchto
klonech tvoftila exprese vnesené kaspazy 10 D jen nepatrny zlomek exprese celkové
kaspazy 10 na irovni mRNA (kromé¢ klonti 16 a 17 do 7% exprese celkové kaspazy 10),
na nadprodukci kaspazy 10 D na proteinové trovni se tak vnesena kaspaza 10 D ziejmé
podilela minimalné. U J-WT klont 1-4 transfekovanych CASP10 D WT nebyla kaspaza
10 D ve srovnani s J-WT bunikami nadprodukovéna (nedetekovatelna nebo slaba
produkce). Zajimavé je, ze u téchto klonl nebyla nadprodukovana zadna dalsi izoforma
kaspazy 10 D (jen u klonu 3 izoforma A) oproti J-WT buiikdm a to i kdyz u nich byla
detekovana zvySena celkova exprese kaspazy 10 (endogenni izoformy A, B,Da G +
vnesend CASP10 D) na urovni mRNA (viz Obr. 8). V téchto klonech by tak mohlo
dochazet k posttranskripénimu umlceni exprese kaspazy 10.

Dale je patrné, Ze vychozi TRAIL rezistentni J-TR1 buniky maji oproti TRAIL
senzitivnim J-WT bunkam nadprodukovéanu kaspazu 10 D (resp.D/B) a A (zvySena

exprese kaspazy 10 byla u téchto bun¢k zaznamenéna i na irovni mRNA (viz Obr. 8)).
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J-WWT J-TR1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15

16 17 18 19 kaspaza 10 D a B (59 kDa)

B-aktin
(43 kDa)

kaspaza 10 A (54,6 kDa)

(43 kDa)

Obr. 12.: Western blot. Bunécné lyzaty z J-WT a J-TR1 bun¢k a z jednotlivych stabilnich klont (1-19)
byly rozdéleny v 10% SDS-polyakrylamidovém gelu a blotovanim v nich byla detekovana
exprese kaspazy 10 (resp. jejich izoforem A, D/B a G). 1-4 - J-WT buiiky transfekované
CASP10 D WT; 5-10 - J-WT buriky transfekované CASP10 D MUT; 11, 13, 14 a 19 - J-TR1
bunky transfekované CASP10 D WT; 15-18 - J-TR1 bunky transfekované CASP10 D MUT.

Abychom ov¢fili, zda produkcee kaspazy 10 D WT resp. MUT ve stabilnich klonech
ovlivni celkovou aktivitu kaspazy 10, méfili jsme aktivitu tohoto enzymu
fluorometrickou eseji (Caspase 10 Fluorometric Assay od RD systems) s vyuZzitim
specifického peptidu (AEVD) konjugovaného s fluorescentni reportérovou molekulou
(AFC, 7-amino-4-trifluoromethylkumarin). Aktivni kaspaza tento peptid $té€pi za
uvolnéni fluorochromu, ktery, po excitaci svétlem o urcité vinové délce, emituje
fluorescenci. Reakce probihaly v 96-ti jamkovych destickach. Na kazdou reakci byl
pouzit 1 milién bun¢k (J-WT a J-TR1 buniky a jednotlivé stabilni klony). Aktivita
kaspazy 10 byla méfena po indukci His-TRAILem (inkubace 2 hodiny s His-TRAILem
o koncentraci 200 ng/ml média) a také bez indukce (inkubace 2 hodiny pouze v IMDM
médiu (+10% FBS, PENSTREP, NEAA)) (viz kapitola 5.2.13). Hodnoty odpovidajici
narustu aktivity kaspazy 10 po inkubaci s TRAILem jsou vyjadiené jako zvySeni

v nasobcich oproti bazalni aktivité kaspazy 10 (bez indukce TRAILem) (Obr. 13).
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Nebyl detekovan vyznamny rozdil v nartstu aktivity kaspazy 10 mezi J-WT builkami a
od nich odvozenymi stabilnimi klony (1-8 a 10) a mezi J-TR1 buiitkami a od nich
odvozenymi klony (11, 13, 14, 19 a 15-18). J-WT klony transfekované¢ CASP10 D WT
(1-4) mely velmi podobny expresni profil kaspazy 10 na proteinové trovni jako J-WT
bunky a kaspaza 10 D (resp. D/B) u nich nebyla nadprodukovana (viz Obr. 12). Naproti
tomu J-WT klony 5, 6 a 9 transfekované CASP10 D MUT kaspazu 10 D (resp. D/B)
nadprodukovaly, pfesto u klonti 5 a 6 exprimujicich mutovanou kaspazu 10 D nedoslo
ke zméné (poklesu, pokud by mutace kaspazy 10 D ovliviiovala funkci enzymu) aktivity
kaspézy 10 po inkubaci s TRAILem (aktivita se u klonu 5 a 6 zvysila 3,6 krat resp. 3,7
krat a u J-WT bunék 3,2 krat). K poklesu nartstu aktivity kaspazy 10 doslo pouze u
klonu 9 (zvySeni aktivity 1,7 krat oproti 3,2 krat u J-WT bunck), ktery mél nejvyssi
expresi kaspazy 10 D (resp. D/B) na proteinové urovni v rdmci J-WT klonli
transfekovanych CASP10 D MUT (klony 5-10). U J-TR1 kloni transfekovanych
CASP10D WT (11, 13, 14, 19) a CASP10 D MUT (15-18) byl nartst aktivity kaspazy
10 prakticky stejny jako u J-TR1 bungk.

U J-TR1 buné¢k a od nich odvozenych kloni narostla aktivita kaspazy 10 obecné¢ méné
nez u J-WT bungk a od nich odvozenych klont (u J-TR1 bunck se aktivita kaspazy 10
zvysila jen 1,4 krat oproti 3,2 krat u J-WT bunck) (Obr. 13).

Nartst aktivity kaspazy 10 po inkubaci s TRAILem (200 ng/ml)
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Obr. 13.: Nartst aktivity kaspazy 10 po dvouhodinové inkubaci s TRAILem (200 ng/ml) oproti bazalni
aktivité (bez inkubace) (zvySeni v nasobcich). 1-4 - J-WT buiky transfekované CASP10 D
WT; 5-10 - J-WT buiiky transfekované CASP10 D MUT; 11, 13, 14 a 19 - J-TR1 buiky
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transfekované CASP10 D WT; 15-18 - J-TR1 buiky transfekované CASP10 D MUT.

Zobrazeny jsou primérné hodnoty +/- sd.

Abychom zjistili, zda produkce vnesené normalni (nemutované) resp. mutované
kaspéazy 10 D ovliviiuje apoptotickou signalizaci indukovanou TRAILem, byla u
jednotlivych stabilnich klonli provedena méfeni apoptdzy. 24 hodin pred métenim bylo
do 24 jamkovych desticek nasazeno 250 000 bunék na jamku (jedno méteni). Buniky
byly vzdy paraleln¢ nasazeny do jamek jen s IMDM médiem (+10% FBS, PENSTREP,
NEAA) a do jamek, do kterych byl pfidan His-TRAIL (200 ng/ml média). Po 24
hodinach byly zpracovany a pfipraveny na méteni na pratokovém cytometru BD
FACSCanto II (BD) (viz kapitola 5.2.14.). Apoptotické buiiky byly detekovany pomoci
annexinu V znac¢en¢ho FITCem (fluorescein izothiokyanat). Annexin V specificky vaze
fosfatidylserin, ktery je vystavovéan na povrchu apoptotickych bunck. U
neapoptotickych bungk se tento fosfolipid téméf vyhradné vyskytuje ve vnitini
cytoplazmatické membrang. Pti kazdém méfeni bylo nacteno 10 000 bunék. Data byla
analyzovéna programem FACSDiva verze 6.1.3 (BD).

Procento annexin V-FITC pozitivnich bunék (po 24 hodinové inkubaci s His-
TRAILem) se mezi J-WT resp. J-TR1 bunikami a od nich odvozenymi klony vyrazné
neliSilo (Obr. 14). U J-WT bunék annexin V-FITC pozitivni buiiky pfedstavovaly
ptiblizné 84,7% vsech bun¢k a u od nich odvozenych stabilnich klona (1-10) se
procento apoptotickych bun¢k pohybovalo mezi 71,2% a 92,3%. K signifikantnimu
sniZzeni (p<0,05) oproti J-WT buitkdm doslo u klonii 2, 4 a 8. Vzhledem k tomu, Ze
klony 2 a 4 m¢ly velice podobny expresni profil kaspazy 10 na proteinové urovni jako
J-WT buiiky, je tento rozdil dan zfejmé biologickou variabilitou mezi témito buitkami.
U klonu 8 transfekovaného CASP10 D MUT piedstavovaly annexin V-FITC pozitivni
bunky 64,8% vSech bunék (ve srovnani s 84,7% u J-WT bungk). Tyto buiiky ale nemély
ve srovnani s J-WT bunkami nadprodukovanu kaspazu 10 D na proteinové urovni a
tedy ani mutovanou kaspazu 10 D, proto, i kdyby mutovana kaspéaza negativné
ovliviiovala proapoptotickou signalizaci, by se v tomto piipad¢ nemohla projevit.
Zajimaveé je, ze tento klon mél oproti J-WT buiikam siln€ nadprodukovanu kaspazu 10

G, ktera je zkracena tésné€ za prodoménou a postrada tak katalytickou podjednotku.
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U J-TR1 bungk ptredstavovaly annexin V-FITC pozitivni buiiky 18,2% vSech bun¢k.
K signifikantni zméné (p<0,05) v klonech odvozenych od J-TR1 bunék doslo pouze u
klonu 15, u které¢ho doslo ke zvySeni procenta apoptotickych bun¢k (32,3%). Tento
klon mél nadprodukovanu kaspazu 10 D na proteinové trovni ve srovnani s J-TR1
buitkami. Ale vzhledem k tomu, ze kaspaza 10 D byla nadprodukovana obdobné i ve
zbyvajicich J-TR1 klonech transfekovanych CAS10 D MUT, u kterych nedoslo ke
zméné v procentu apoptoptotickych bunck, zvySena apoptdza klonu 15 po inkubaci

s TRAILem zfejmé souvisi s biologickou variabilitou mezi témito bunikami.

Apoptdza stabilnich klont

—_

cooB85833888

% annexin V-FITC pozitivnich bun¢k

N N N N NS NS N N
Y Y oY WY LY 3’@@@3’ 5'&'&3&3', L& LL
N X 6T 07 AT 07 07,97 X707 07 6V o dY o
u bez TRAILU
o's TRAlLem (200 ng/ml)

Obr. 14.: Apoptdza stabilnich klonti bez indukce TRAILem (bazalni) a po 24 hodinové inkubaci
s TRAILem o koncentraci 200 ng/ml. Pti kazdém méfeni bylo nac¢itano 10 000 bunck. Napéti
na detektorech pro forward scatter (FSC) - 260 V, pro side scatter (SSC) - 350 V a pro FITC -
421 V. Zobrazeny jsou pramérné hodnoty ze ¢tyf métfeni (dvou nezavislych experimenttt) +/-

sd. NK - negativni kontrola (neznacené J-WT burnky).
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5. Diskuse

Cilem této prace bylo potvrdit heterozygotni mutaci kaspazy 10 v blizkosti aktivniho
mista enzymu nalezenou v Jurkat klonu rezistentnim na TRAIL (J-TR1), vytvofit
konstrukt obsahujici CASP10 variantu D s touto mutaci (CASP10 D MUT) resp.
normalni (nemutovanou) CASP10 variantu D (CASP10 D WT) a zjistit, jakou roli bude
hrat nadprodukce téchto dvou forem v apoptdze indukované TRAILem.
I kdyz byla role kaspazy 10 v apoptotické signalizaci indukované ligandy smrti
(TRAIL, CD95L) dlouhou dobu kontroverzni, nékteré studie nyni naznacuji, ze kaspaza
10 je dulezitou molekulou Gcastnici se signalizace ptes receptory smrti (24, 25). Bylo
prokézano, ze po ligaci TRAIL receptorii ligandem dochdzi k jeji vazbé do DISCu a
k jejimu Stépeni a aktivaci (24, 26). Navic mutace v CASP10 genu mohou byt spojeny
s defekty v apoptoze (79, 81). Nalezené mutace se velice ¢asto nachazeji ve velké
katalytické podjednotce a také potvrzena mutace v J-TR1 buiikach spada do této
podjednotky. Tato mutace (odpovidajici pozici 1506 bp v popsané sekvenci pro mRNA
CASP10 varianty D (hCASP10 var D, 5906 bp, NCBI Reference Sequence:
NM 032977.3) vede k zdméné tripletu GCT za GAT a naslednému nahrazeni alaninu
kyselinou asparagovou na pozici 363 v proteinu (odpovida kaspaze 10 D), které se
nachdazi v blizkosti aktivniho mista. Jelikoz ob¢é aminokyseliny maji rozdilné vlastnosti -
alanin patfi mezi hydrofobni aminokyseliny a kyselina asparagova je hydrofilni zdporné
nabitd aminokyselina, mohla by tato mutace mit vliv na strukturu resp. funkci proteinu.
Ze stabilnich klont transfekovanych vektorem s normalni
(nemutovanou) resp. mutovanou CASP10 D, nadprodukovaly kaspazu 10 D na
proteinové urovni tfi J-WT klony transfekované mutovanou CASP10 D (klony 5,6 a 9),
jeden J-TR1 klon transfekovany normalni CASP10 D (klon 14) a ¢tyfi J-TR1 klony
transfekované mutovanou CASP10 D. Pfesto u téchto klonl obecné nedoSlo ke zméné
narustu aktivity kaspazy 10 po indukci TRAILem (kromé klonu 9, u kterého doslo ke
sniZeni) a k ovlivnéni apoptdzy indukované TRAILem. Béhem interakce TRAIL
receptort s ligandem dochézi k vazbé kaspdzy 10 do DISCu a k jejimu Stépeni a
aktivaci (24, 26). Pii vyssi expresi proteinu je k dispozici vice molekul, které mohou byt
St€peny a aktivovany a tak by mélo po indukci TRAILem dojit k nartistu aktivity oproti

kontrole (v ptipad€ nadprodukce normalniho (nemutovaného) proteinu). V ptipadé

82



nadprodukované mutované kaspazy 10 D by mohlo dojit ke snizeni aktivity kaspazy 10
(nadprodukovany mutovany protein by naptiklad mohl tvofit nefunk¢ni tetramer

s normalni endogenni kaspazou 10). Vysvétleni toho, pro¢ nadprodukce kaspazy 10 D
v klonech odvozenych od J-TR1 bun¢k (u klonu 14 a 15 také nadprodukce kaspazy 10
A) neovliviiuje celkovou aktivitu kaspazy 10 mize spocivat v tom, Ze jiz samotné J-
TR1 buiiky maji ve srovnani s pivodnimi J-WT buiikami, od kterych byly odvozeny
nadprodukovanu kaspazu 10 (D 1 A) a je mozné, Ze dalsi nadprodukce v klonech
odvozenych od J-TR1 bun€k nema na celkovou aktivitu kaspazy 10 jiz vliv z diivodu
vycerpani kapacity DISCu vazat a aktivovat dals$i molekuly kaspazy 10. Zajimavé je, Ze
J-TR1 bunky a vSechny od nich odvozené klony mély snizeny nartiist aktivity kaspazy
10 po inkubaci s TRAILem ve srovnani s J-WT buiikami a to i kdyz u vSech byla
nadprodukovana kaspéza 10 D (u vétSiny i A) oproti J-WT buitkdm. Vzhledem k tomu,
ze produkce mutované kaspazy 10 D v klonech odvozenych od J-WT buné¢k (klony 5, 6)
neméla vliv na aktivitu kaspazy 10 a na apoptozu indukovanou TRAILem, snizena
aktivita kaspazy 10 u J-TR1 bunék a od nich odvozenych klonti nesouvisi s touto
mutaci. V kaspaze 10 (transkripéni variant¢ CASP10 A a D) J-TR1 buné¢k nebyly
nalezeny zadné dalsi relevantni mutace. Déle bylo prokazéano, Ze tyto builkky nemayji
naruSenou tvorbu DISCu a Ze kaspaza 10 je soucasti DISCu (Klener Jr. et al,
nepublikovana data). U téchto bun€k byla ale detekovana sniZzend exprese kaspazy 8 na
urovni mRNA 1 proteinu oproti J-WT bunikdm a snizeni exprese kaspazy 10 inhibitory
histon deacetyldzy na uroveil exprese v J-WT builkdch vedlo k opétovnému ziskani
citlivosti vii¢i TRAILu, proto bylo navrzeno, Ze nadprodukovana kaspéaza 10 se do
DISCu vaze ptednostné pied kaspazou 8 a miize tak ¢aste¢né blokovat proapoptotickou
signalizaci (Klener Jr. et al, nepublikovand data). Je mozné, ze kaspaza 10 nemuze byt
v DISCu aktivovana v nepfitomnosti kaspazy 8, coz by mohlo vysvétlovat snizeny
narust aktivity kaspazy 10 po inkubaci s TRAILem v J-TR1 bunikach. Kaspaza 8§ je

v nich sice pfitomna, ale ve snizeném mnozstvi (oproti J-WT buitkam), které by bylo
schopno aktivovat jen omezené mnozstvi kaspazy 10. Tim by také dalsi nadprodukce
kaspazy 10 v J-TR1 klonech neméla vliv na narust aktivity kaspazy 10 (pokud bychom
predpokladali, Ze tyto klony maji také sniZenou expresi kaspazy 8). Experimenty

s Jurkat buikami deficientnimi na kaspazu 8 ukazaly, Ze kaspaza 10 miize byt v DISCu

Sté€pena a tedy aktivovana nezévisle na kaspaze 8 (24).
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Nicméné to, ze nadprodukce kaspazy 10 D v klonech odvozenych od J-
WT bungk (klony 5, 6 a 9) nevedla k ovlivnéni apoptozy indukované TRAILem, spise
nasvédCuje tomu, Ze tento protein nemusi v procesu proapoptotické signalizace hrat
vyznamnou roli. I kdyZ nekteré studie prokdzaly, Ze kaspdza 10 je schopna indukovat
apoptozu nezavisle na kaspaze 8 (24, 25), v jiné studii autofi zjistili, Ze u Jurkat bun¢k
deficientnich na kaspéazu 8 transfekovanych kaspazou 10 D nedoslo k signifikantnimu
zvySeni apoptdzy indukované TRAILem ve srovnani s netransfekovanymi bunikami.
Také ukazali, Ze kaspaza 10 byla sice soucasti DISCu a byla aktivovana, ale ziejmé
nemuze funkéné nahradit kaspazu 8 (26).
Klon 8, u kterého doslo ke sniZeni apoptdzy indukované TRAILem ve srovnani s J-WT
bunikami, mél oproti J-WT buiikdm siln¢ nadprodukovanu kaspazu 10 G na proteinové
urovni. Kaspaza 10 G je zkracena a obsahuje pouze prodoménu slozenou ze dvou DEDs
a bylo zji§téno, Ze nadprodukce této izoformy silné zvySuje aktivitu NF-kB a vede
pouze k slabé indukci apoptdzy (67). Tato izoforma by tedy mohla hrat roli ve slabsi
indukci apoptézy TRAILem u klonu 8.
Vzhledem k tomu, ze nadprodukce mutované kaspazy 10 D v J-WT klonech (klony 5,
6) neméla vliv na funkeci (aktivitu) kaspazy 10 a na citlivost viici TRAILu (klony 5, 6 a
sniZzené schopnosti indukovat apoptézu ve srovnani s J-WT buiikami. Opacny pokus a
sice transfekci normalni (nemutované) kaspazy 10 D do J-TR1 bunék bylo obtizné
zhodnotit, vzhledem ktomu, ze J-TR1 butiky jiz samy o sob& maji zvySenou produkci
kaspazy 10 D (resp. i A) (oproti J-WT bunkam, u kterych byla produkce kaspazy 10 D 1
A na urovni proteinu velmi slaba az nedetekovatelnd) (viz Obr. 12). Klon 14
transfekovany normalni kaspazou 10 D mél ve srovnani s J-TR1 buiikami kaspazu 10 D
(viz Obr. 12) na proteinové trovni nadprodukovéanu a byla u néj detekovana exprese
vnesené normalni kaspazy 10 D na irovni mRNA . Ale tato exprese tvofila ptiblizné jen
3% celkové exprese kaspazy 10 (endogenni izoformy A, B, D a G + vnesena kaspaza 10
D) (viz Obr. 11). Proto nadprodukce kaspazy 10 D jako proteinu ziejmé nebyla dana

produkcei vnesené kaspazy 10 D.
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6. Shrnuti vysledka

1. Potvrdili jsme, Ze Jurkat TR1 buiiky rezistentni na TRAIL exprimuji
zvySené mnozstvi kaspazy 10 na irovni mRNA 1 proteinu (variantu D resp. 1 A)

v porovnani s Jurkat WT TRAIL senzitivni matei'skou linii.

2. Pomoci ARMS-PCR jsme potvrdili heterozygotni mutaci v CASP10
genu TRAIL rezistentnich J-TR1 bunék, kterd ovliviiuje aminokyselinové

slozeni izoforem A, B a D.

3. Vytvofili jsme konstrukty pcDNA 3.3-TOPO vektoru s normélni (nemutovanou)
CASP10 D (CASP10 D WT) resp. mutovanou CASP10 D (CASP10 D MUT).
Mutace CASP10 D odpovidajici mutaci nalezené v J-TR1 buiikdch byla Gspésné

vytvofena mistné specifickou mutagenezi.
4. Vytvorili jsme linie stabiln€ exprimujici konstrukt na trovni mRNA a proteinu
(odvozeno z nadprodukce celkové kaspazy 10 D oproti vychozim buiikam)

(klony 5, 6, 9, 14 a 15-18).

5. Zvysena exprese mutované kaspazy 10 D v J-WT bunkach neovlivituje celkovou

aktivitu kaspazy 10 a neovlivituje apoptézu indukovanou TRAILem.

85



7. Seznam pouzité literatury

1.

10.

Wiley SR, Schooley K, Smolak PJ, Din WS, Huang ChP, Nicholl JK,
Sutherland GR, Smith TD, Rauch Ch, Smith CA, Goodwin RG. Identification
and characterization of a new member of the TNF family that induces apoptosis,
Immunity 3: 673-682, 1995

Pitti RM, Marsters SA, Ruppert S, Donahue ChJ, Moore A, Ashkenazi A.
Induction of apoptosis by Apo-2 ligand, a new member of the tumor necrosis
factor cytokine family, J Biol Chem 271: 12687-12690, 1996

Nagata S, Golstein P. The Fas death factor, Science 267: 1449-1456, 1995
Cerutti E, Campagnoli MF, Ferretti M, Garelli E, Crescenzio N, Rosolen A,
Chiocchetti A, Lenardo MJ, Ramenghi U, Dianzani U. Co-inherited mutations
of Fas and caspase-10 in development of the autoimmune lymphoproliferative
syndrome, BMC Immunol 8: 28-36, 2007

Hymowitz SG, Christinger HW, Fuh G, Ultsch M, O'Connell M, Kelley RF,
Ashkenazi A, de Vos AM. Triggering cell death: the crystal structure of
Apo2L/TRAIL in a comlex with death receptor 5, Mol Cell 4: 563-571, 1999
Hymowitz SG, O'Connell M, Ultsch MH, Hurst A, Totpal K, Ashkenazi A, de
Vos AM, Kelley RF. A unique zinc-binding site revealed by a high-resolution
X-ray structure of homotrimeric Apo2L/TRAIL, Biochemistry 39: 633-640,
2000

Pan G, O'Rourke K, Chinnaiyan AM, Gentz R, Ebner R, Ni J, Dixit VM. The
receptor for the cytotoxic ligand TRAIL, Science 276: 111-113, 1997

Pan G, NiJ, Wei YF, Yu GL, Gentz R, Dixit VM. An antagonist decoy receptor
and a death domain-containing receptor for TRAIL, Science 277: 815-818, 1997
Cretney E, Takeda K, Yagita H, Glaccum M, Peschon JJ, Smyth MJ. Increased
susceptibility to tumor initiation and metastasis in TNF-related apoptosis-
inducing ligand-deficient mice, J Immunol 168: 1356-1361, 2002

Wu GS, Burns TF, Zhan Y, Alnemri ES, El-Deiry WS. Molecular cloning and
functional analysis of the mouse homologue of the KILLER/DRS tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) death receptor, Cancer Res 59:
2770-2775, 1999

86



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Duiker EW, Mom CH, de Jong S, Willemse PHB, Gietema JA, van der Zee
AG], de Vries EGE. The clinical trail of TRAIL, Eur J Cancer 42: 2233-2240,
2006

Degli-Esposti MA, Smolak PJ, Walczak H, Waugh J, Huang ChP, DuBose RF,
Goodwin RG, Smith CA. Cloning and characterization of TRAIL-R3, a novel
member of the emerging TRAIL receptor family, J Exp Med 186: 1165-1170,
1997

Degli-Esposti MA, Dougall WC, Smolak PJ, Waugh JY, Smith CA, Goodwin
RG. The novel receptor TRAIL-R4 induces NF-«xB and protects against TRAIL-
mediated apoptosis, yet retains an incomplete death domain, Immunity 7: 813-
820, 1997

Emery JG, McDonnell P, Burke MB, Deen KC, Lyn S, Silverman C, Dul E,
Appelbaum ER, Eichman Ch, DiPrinzio R, Dodds RA, James IE, Rosenberg M,
Lee JC, Young PR. Osteoprotegerin is a receptor for the cytotoxic ligand
TRAIL, J Biol Chem 273: 14363-14367, 1998

Ashkenazi A, Dixit VM. Death receptors: signaling and modulation, Science
281: 1305-1308, 1998

Hasegawa H, Yamada Y, Harasawa H, Tsuji T, Murata K, Sugahara K, Tsuruda
K, Masuda M, Takasu N, Kamihira S. Restricted expression of tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand receptor 4 in human peripheral blood
lymphocytes, Cell Immunol 231: 1-7, 2004

Mongkolsapaya J, Grimes JM, Chen N, Xu XN, Stuart DI, Jones EY, Screaton
GR. Structure of the TRAIL-DRS5 complex reveals mechanisms conferring
specifity in apoptotic initiation, Nat Struct Biol 6: 1048-1053, 1999

Kischkel FC, Hellbardt S, Behrmann I, Germer M, Pawlita M, Krammer PH,
Peter ME. Cytotoxicity-dependent APO-1 (Fas/CD95)-associated proteins form
a death-inducing signaling complex (DISC) with the receptor, EMBO J 14:
5579-5588, 1995

Sprick MR, Weigand MA, Rieser E, Rauch ChT, Juo P, Blenis J, Krammer PH,
Walczak H. FADD/MORT]1 and caspase-8 are recruited to TRAIL receptors 1
and 2 and are essential for apoptosis mediated by TRAIL receptor 2, Immunity

12: 599-609, 2000

87



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Kischkel FC, Lawrence DA, Chuntharapai A, Schow P, Kim KJ, Ashkenazi A.
Apo2L/TRAIL-dependent recruitment of endogenous FADD and caspase-8 to
death receptors 4 and 5, Immunity 12: 611-620, 2000

Bodmer JL, Holler N, Reynard S, Vinciguerra P, Schneider P, Juo P, Blenis J,
Tschopp J. TRAIL receptor-2 signals apoptosis through FADD and caspase-8,
Nat Cell Biol 2: 241-243, 2000

Kuang AA, Diehl GE, Zhang J, Winoto A. FADD is required for DR4- and
DRS5-mediated apoptosis, J Biol Chem 275: 25065-25068, 2000

Nicholson DW. Caspase structure, proteolytic substrates, and function during
apoptotic cell death, Cell Death Differ 6: 1028-1042, 1999

Kischkel FC, Lawrence DA, Tinel A, LeBlanc H, Virmani A, Schow P, Gazdar
A, Blenis J, Arnott D, Ashkenazi A. Death receptor recruitment of endogenous
caspase-10 and apoptosis initiation in the absence of caspase-8, J Biol Chem
276: 46639-46646, 2001

Wang J, Chun HJ, Wong W, Spencer DM, Lenardo MJ. Caspase-10 is an
initiator caspase in death receptor signaling, Proc Natl Acad Sci USA 98: 13884-
13888, 2001

Sprick MR, Rieser E, Stahl H, Grosse-Wilde A, Weigand MA, Walczak H.
Caspase-10 is recruited to and activated at the native TRAIL and CD95 death-
inducing signalling complexes in a FADD-dependent manner but can not
functionally substitute caspase-8, EMBO J 21: 4520-4530, 2002

Eggert A, Grotzer MA, Zuzak TJ, Wiewrodt BR, Ho R, Ikegaki N, Brodeur GM.
Resistance to tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand-induced
apoptosis in neuroblastoma cells correlates with a loss of caspase-8 expression,
Cancer Res 61: 1314-1319, 2001

Suliman A, Lam A, Datta R, Srivastava RK. Intracellular mechanisms of
TRAIL: apoptosis through mitochondrial-dependent and -independent pathways,
Oncogene 20: 2122-2133, 2001

Barnhart BC, Alappat EC, Peter ME. The CD95 type I/type II model, Semin
Immunol 15: 185-193, 2003

Newsom-Davis T, Prieske S, Walczak H. Is TRAIL the holy grail of cancer
therapy?, Apoptosis 14: 607-623, 2009

88



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Pennarun B, Meijer A, de Vries EGE, Kleibeuker JH, Kruyt F, de Jong S.
Playing the DISC: turning on TRAIL death receptor-mediated apoptosis in
cancer, Biochim Biophys Acta 2: 123-140, 2009

Meérino D, Lalaoui N, Morizot A, Schneider P, Solary E, Micheau O.
Differential inhibition of TRAIL-mediated DR5-DISC formation by decoy
receptors 1 and 2, Mol Cell Biol 26: 7046-7055, 2006

Irmler M, Thome M, Hahne M, Schneider P, Hofmann K, Steiner V, Bodmer
JL, Schroter M, Burns K, Mattmann Ch, Rimoldi D, French LE, Tschopp J.
Inhibition of death receptor signals by cellular FLIP, Nature 388: 190-195, 1997
Varfolomeev E, Maecker H, Sharp D, Lawrence D, Renz M, Vucic D,
Ashkenazi A. Molecular determinants of kinase pathway activation by Apo2
ligand/tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand, J Biol Chem
280: 40599-40608, 2005

Bodmer JL, Meier P, Tschopp J, Schneider P. Cysteine 230 is essential for the
structure and activity of the cytotoxic ligand TRAIL, J Biol Chem 275: 20632-
20637, 2000

Walczak H, Miller RE, Ariail K, Gliniak B, Griffith TS, Kubin M, Chin W,
Jones J, Woodward A, Le T, Smith C, Smolak P, Goodwin RG, Rauch ChT,
Schuh JCL, Lynch DH. Tumoricidal activity of tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand in vivo, Nat Med 5: 157-163, 1999

Ganten TM, Koschny R, Sykora J, Schulze-Bergkamen H, Buchler P, Haas TL,
Schader MB, Untergasser A, Stremmel W, Walczak H. Preclinical
differentiation between apparently safe and potentially hepatotoxic applications
of TRAIL either alone or in combination with chemotherapeutic drugs, Clin
Cancer Res 12: 2640-2646, 2006

Lawrence D, Shahrokh Z, Marsters S, Achilles K, Shih D, Mounho B, Hillan K,
Totpal K, DeForge L, Schow P, Hooley J, Sherwood S, Pai R, Leung S, Khan L,
Gliniak B, Bussiere J, Smith CA, Strom SS, Kelley S, Fox JA, Thomas D,
Ashkenazi A. Differential hepatocyte toxicity of recombinant Apo2L/TRAIL
versions, Nat Med 7: 383-385, 2001

&9



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48

Kelley SK, Ashkenazi A. Targeting death receptors in cancer with
Apo2L/TRAIL, Curr Opin Pharmacol 4: 333-339, 2004

Kelley SK, Harris LA, Xie D, DeForge L, Totpal K, Bussiere J, Fox JA.
Preclinical studies to predict the disposition of Apo2L/tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand in humans: characterization of in vivo
efficacy, pharmacokinetics, and safety, J Pharmacol Exp Ther 299: 31-38, 2001
Shankar S, Chen X, Srivastava RK. Effects of sequential treatments with
chemotherapeutic drugs followed by TRAIL on prostate cancer in vitro and in
vivo, Prostate 62: 165-186, 2005

Shankar S, Singh TR, Srivastava RK. Ionizing radiation enhances the
therapeutic potential of TRAIL in prostate cancer in vitro and in vivo:
intracellular mechanisms, Prostate 61: 35-49, 2004

Sayers TJ, Murphy WJ. Combining proteasome inhibition with TNF-related
apoptosis-inducing ligand (Apo2L/TRAIL) for cancer therapy, Cancer Immunol
Immunother 55: 76-84, 2006

Secchiero P, Gonelli A, Carnevale E, Milani D, Pandolfi A, Zella D, Zauli G.
TRAIL promotes the survival and proliferation of primary human vascular
endothelial cells by activating the Akt and ERK pathways, Circulation 107:
2250-2256, 2003

Panner A, James CD, Berger MS, Pieper RO. mTOR controls FLIP; translation
and TRAIL sensitivity in glioblastoma multiforme cells, Mol Cell Biol 25:
8809-8823, 2005

Kim K, Fisher MJ, Xu SQ, El-Deiry WS. Molecular determinants of response to
TRAIL in killing of normal and cancer cells, Clin Cancer Res 6: 335-346, 2000
Sheikh MS, Huang Y, Fernandez-Salas EA, El-Deiry WS, Friess H, Amundson
S, Yin J, Meltzer SJ, Holbrook NJ, Fornace AJ. The antiapoptotic decoy
receptor TRID/TRAIL-R3 is a p53-regulated DNA damage-inducible gene that
is overexpressed in primary tumors of the gastrointestinal tract, Oncogene 18:

4153-4159, 1999

. Horak P, Pils D, Haller G, Pribill I, Roessler M, Tomek S, Horvat R, Zeillinger

R, Zielinski Ch, Krainer M. Contibution of epigenetic silencing of tumor

90



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

necrosis factor-related apoptosis inducing ligand receptor 1 (DR4) to TRAIL
resistance and ovarian cancer, Mol Cancer Res 3: 335-343, 2005

Fisher MJ, Virmani AK, Wu L, Aplenc R, Harper JC, Powell SM, Rebbeck TR,
Sidransky D, Gazdar AF, El-Deiry WS. Nucleotide substitution in the
ectodomain of TRAIL receptor DR4 is associated with lung cancer and head and
neck cancer, Clin Cancer Res 7: 1688-1697, 2001

Pai SI, Wu GS, Ozoren N, Wu L, Jen J, Sidransky D, El-Deiry WS. Rare loss-
of-function mutation of a death receptor gene in head and neck cancer, Cancer
Res 58: 3513-3518, 1998

Krueger A, Baumann S, Krammer PH, Kirchhoff S. FLICE-inhibitory proteins:
regulators of death receptor-mediated apoptosis, Mol Cell Biol 21: 8247-8254,
2001

Zhang L, Fang B. Mechanisms of resistance to TRAIL-induced apoptosis in
cancer, Cancer Gene Ther 12: 228-237, 2005

Horak P, Pils D, Kaider A, Pinter A, Elandt K, Sax C, Zielinski ChC, Horvat R,
Zeillinger R, Reinthaller A, Krainer M. Perturbation of the tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand cascade in ovarian cancer:
overexpression of FLIPy, and deregulation of the functional receptors DR4 and
DRS, Clin Cancer Res 11: 8585-8591, 2005

Clarke P, Tyler KI. Downregulation of cFLIP following reovirus infection
sensitizes human ovarian cancer cells to TRAIL-induced apoptosis, Apoptosis
12: 211-223, 2007

Kurbanov BM, Fecker LF, Grilem CC, Sterry W, Eberle J. Resistance of
melanoma cells to TRAIL does not result from upregulation of antiapoptotic
proteins by NF-«B but is related to downregulation of initiator caspases and
DR4, Oncogene 26: 3364-3377, 2007

Jang YJ, Park KS, Chung HY, Kim HI. Analysis of the phenotypes of Jurkat
clones with different TRAIL-sensitivities, Cancer Lett 194: 107-117, 2003
Hinz S, Trauzold A, Boenicke L, Sandberg Ch, Beckmann S, Bayer E, Walczak
H, Kalthoft H, Ungefroren H. Bcl-X1. protects pancreatic adenocarcinoma cells
against CD95- and TRAIL-receptor-mediated apoptosis, Oncogene 19: 5477-
5486, 2000

91



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Fulda S, Meyer E, Debatin KM. Inhibition of TRAIL-induced apoptosis by Bcl-
2 overexpression, Oncogene 21: 2283-2294, 2002

Kandasamy K, Srinivasula SM, Alnemri ES, Thompson CB, Korsmeyer SJ,
Bryant JL, Srivastava RK. Involvement of proapoptotic molecules Bax and Bak
in tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)-induced
mitochondrial disruption and apoptosis: differential regulation of cytochrome ¢
and Smac/DIABLO release, Cancer Res 63: 1712-1721, 2003

LeBlanc H, Lawrence D, Varfolomeev E, Totpal K, Morlan J, Schow P, Fong S,
Schwall R, Sinicropi D, Ashkenazi A. Tumor-cell resistance to death receptor-
induced apoptosis through mutational inactivation of the proapoptotic Bcl-2
homolog Bax, Nat Med 8: 274-281, 2002

McEleny KR, Watson RWG, Fitzpatrick JM. Defining a role for the inhibitor sof
apoptosis proteins in prostate cancer, Prostate Cancer Prostatic Dis 4: 28-32,
2001

Ng ChP, Bonavida B. X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) blocks Apo2
ligand/tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand-mediated
apoptosis of prostate cancer cells in the presence of mitochondrial activation:
sensitization by overexpression of second mitochondria-derived activator of
caspase/direct IAP-binding protein with low pl (Smac/DIABLO), Mol Cancer
Ther 1: 1051-1058, 2002

Du Ch, Fang M, Li Y, Li L, Wang X. Smac, a mitochondrial protein that
promotes cytochrome c-dependent caspase activation by eliminating IAP
inhibition, Cell 102: 33-42, 2000

Zhang XD, Zhang XY, Gray ChP, Nguyen T, Hersey P. Tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand-induced apoptosis of human melanoma is
regulated by Smac/DIABLO release from mitochondria, Cancer Res 61: 7339-
7348, 2001

Fernandes-Alnemri T, Armstrong RC, Krebs J, Srinivasula SM, Wang L,
Bullrich F, Fritz LC, Trapani JA, Tomaselli KJ, Litwack G, Alnemri ES. In vitro
activation oc CPP32 and Mch3 by Mch4, a novel human apoptotic cysteine
protease containing two FADD-like domains, Proc Natl Acad Sci USA 93:
7464-7469, 1996

92



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Muhlethaler-Mottet A, Flahaut M, Balmas Bourloud K, Nardou K, Coulon A,
Liberman J, Thome M, Gross N. Individual caspase-10 isoforms play distinct
and opposing roles in the initiation of death receptor-mediated tumor cell
apoptosis, Cell Death Dis 2: €125, 2011

Wang H, Wang P, Sun X, Luo Y, Wang X, Ma D, Wu J. Cloning and
characterization of a novel caspase-10 isoform that activates NF-«xB activity,
Biochim Biophys Acta 1770: 1528-1537, 2007

Ng PWP, Porter AG, Janicke RU. Molecular cloning and characterization of two
novel pro-apoptotic isoforms of caspase-10, J Biol Chem 274: 10301-10308,
1999

Magquat LE. Nonsense-mediated mRNA decay: splicing, translation and mRNP
dynamics, Nat Rev Mol Cell Biol 5: 8§9-99, 2004

Ho PK, Hawkins ChJ. Mammalian initiator apoptotic caspases, FEBS J 272:
5436-5453, 2005

Fischer U, Stroh C, Schulze-Osthoff K. Unique and overlapping substrate
specifities of caspase-8 and caspase-10, Oncogene 25: 152-159, 2006
Ehrhardt H, Fulda S, Schmid I, Hiscott J, Debatin KM, Jeremias I. TRAIL
induced survival and proliferation in cancer cells resistant towards TRAIL-
induced apoposis mediated by NF-kB, Oncogene 22: 3842-3852, 2003

LiH, Lin X. Positive and negative signaling components involved in TNFa-
induced NF-«B activation, Cytokine 41: 1-8, 2008

Martinon F, Holler N, Richard Ch, Tschopp J. Activation of a pro-apoptotic
amplification loop through inhibition of NF-kB-dependent survival signals by
caspase-mediated inactivation of RIP, FEBS Lett 468: 134-136, 2000

Knaus UG, Morris S, Dong HJ, Chernoff J, Bokoch GM. Regulation of human
leukocyte p21-activated kinases through G protein-coupled receptors, Science
269: 221-223, 1995

Jakobi R, Moertl E, Koeppel MA. P21-activated protein kinase y-PAK
suppresses programmed cell death of BALB3T3 fibroblasts, J Biol Chem 276:
16624-16634, 2001

93



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Kruidering M, Schouten T, Evan GI, Vreugdenhil E. Caspase-mediated cleavage
of the Ca**/calmodulin-dependent protein kinase-like kinase facilitates neuronal
apoptosis, J Biol Chem 276: 38417-38425, 2001

Degli-Esposti M, Ferry G, Masdehors P, Boulin JA, Hickman JA, Dive C. Post-
translational modification of Bid has differential effects on its susceptibility to
cleavage by caspase 8 or caspase 3, J Biol Chem 278: 16749-16767, 2003

Shin MS, Kim HS, Kang ChS, Park WS, Kim SY, Lee SN, Lee JH, Park JY,
Jang JJ, Kim ChW, Kim SH, Lee JY, Yoo NJ, Lee SH. Inactivating mutations of
CASP10 gene in non-Hodgkin lymphomas, Blood 99: 4094-4099, 2002

Kim MS, Oh JE, Min ChK, Lee S, Chung NG, Yoo NJ, Lee SH. Mutational
analysis of CASP10 gene in acute leukaemias and multiple myelomas,
Pathology 41: 484-487, 2009

Wang J, Zheng L, Lobito A, Chan FKM, Dale J, Sneller M, Yao X, Puck JM,
Straus SE, Lenardo MJ. Inherited human caspase 10 mutations underlie
defective lymphocyte and dendritic cell apoptosis in autoimmune
lymphoprolierative syndrome type II, Cell 98: 47-58, 1999

Park WS, Lee JH, Shin MS, Park JY, Kim HS, Lee JH, Kim YS, Lee SN, Xiao
W, Park ChH, Lee SH, Yoo NJ, Lee JY. Inactivating mutations of the caspase
10 gene in gastric cancer, Oncogene 21: 2919-2925, 2002

Oh JE, Kim MS, Ahn ChH, Kim SS, Han JY, Lee SH, Yoo NJ. Mutational
analysis of CASP10 gene in colon, Brest, lung and hepatocellular carcinomas,
Pathology 42: 73-76, 2010

MacLeod RAF, Nagel S, Scherr M, Schneider B, Dirks WG, Uphoff CC,
Quentmeier H, Drexler HG. Human leukemia and lymphoma cell lines as
models and resources, Curr Med Chem 15: 339-359, 2008
http://www.dsmz.de/, 16.7.2011

94


http://www.dsmz.de/
http://www.dsmz.de/



