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Seznam zkratek

Apaf-1             apoptotic protease activating factor 1

ALPS               autoimmune lymphoproliferative syndrome

ARMS-PCR    amplification refractory mutation system-PCR

B-ALL             B-acute lymphoblastic leukemia

Bcl-2                B-cell lymphoma 2

Bid                   Bcl-2 homology domain 3-interacting domain death agonist

BIR                  baculoviral inhibitor of apoptosis repeat

BRUCE           BIR repeat-containing ubiquitin-conjugating enzyme

CaMKLK        Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase-like kinase

cFLIP               cellular FLICE-like inhibitory protein

CML                chronic myeloid leukemia (chronická myeloidní leukémie) 

DcR                 decoy receptor

DD                   death domain (doména smrti)

DED                death effector domain

DISC               death-inducing signalling complex

DR                   death receptor (receptor smrti)

FADD             Fas associated death domain protein

FasL                Fas ligand

GPI                 glykosylfosfatidylinositol 

HDACi           inhibitory histon deacetylázy

Hsp60             heat shock protein 60 

IAPs                inhibitors of apoptosis (inhibitory apoptózy)

IKK                 IκB kinase complex

IZ                    isoleucine zipper

JNK                c-Jun N-terminal kinase

LOH               loss of heterozygosity

LZ                  leucine zipper

MAPK           mitogen-activated protein kinase

MM                multiple myeloma (mnohočetný myelom) 

mTOR            mammalian target of rapamycin
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NAIP                neuronal apoptosis inhibitory protein

NEMO             NF-κB essential modulator

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

NHL                 non-Hodgkin lymphoma 

NK                   natural killers (přirození zabíječi)

NMD                nonsense-mediated mRNA decay

OPG                 osteoprotegerin

PAK2               p21-activated kinase 2 

PI3K                 phosphatidylinositol 3-kinase

PKB                 protein kinase B

qPCR                kvantitativní polymerázová řetězová reakce

RIP                   receptor interacting protein

Smac/DIABLO              second mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP                      

binding protein with low isoelectric point

T-ALL              T-acute lymphoblastic leukemia

TNF                   tumor necrosis factor (faktor nekrotizující nádory)

TRAF-2            TNF-receptor associated factor-2 

TRAIL               tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand

XIAP                 X-linked inhibitor of apoptosis protein
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Abstrakt

Jednou z klíčových vlastností nádorových buněk je schopnost uniknout programované 

buněčné smrti (apoptóze). V mnoha typech nádorových buněk byly nalezeny somatické 

mutace proapoptotických genů, které deregulují (inaktivují) apoptózu. 

Kaspáza 10 je iniciátorová kaspáza, jejíž fyziologická funkce není stále dobře 

prozkoumána. Také její schopnost nahradit kaspázu 8 v apoptotické signalizaci 

indukované receptory smrti zůstává kontroverzní. Ovšem některé nalezené mutace 

v CASP10 genu, které byly spojeny s defekty v apoptóze (79, 81), napovídají, že i tato 

kaspáza by mohla být klíčová pro iniciaci apoptózy. 

V naší laboratoři byla u Jurkat (lidská T-buněčná akutní lymfoblastická leukémie) klonu 

rezistentního na TRAIL - J-TR1 nalezena heterozygotní mutace v CASP10 genu, která 

ovlivňuje aminokyselinové složení poblíž aktivního místa enzymu. 

Cílem této práce bylo potvrdit mutaci ARMS-PCR a zjistit, zda bude nadprodukce 

normální (nemutované) resp. mutované kaspázy 10 D v TRAIL senzitivních resp. 

TRAIL rezistentních Jurkat buňkách (J-WT resp. J-TR1) ovlivňovat apoptózu 

indukovanou TRAILem. 

Mutace byla potvrzena. Byly vypěstovány stabilní klony J-WT resp. J-TR1 buněk 

transfekované expresním vektorem s vloženou nemutovanou resp. mutovanou CASP10 

D (CASP10 D WT resp. MUT). Nadprodukce mutované kaspázy 10 D v J-WT klonech 

neovlivňovala celkovou aktivitu kaspázy 10 a neovlivňovala apoptózu indukovanou 

TRAILem. Mutace tedy zřejmě nehraje roli v rezistenci J-TR1 buněk na TRAIL. 

Nemutovaná CASP10 D nebyla ve většině klonů nadprodukována na proteinové úrovni 

(exprese pouze na úrovni mRNA). 

Klíčová slova: apoptóza, kaspáza 10, TRAIL 



10

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.   Literární přehled

1.1.   TRAIL

1.1.1. Struktura, vlastnosti a funkce TRAILu

TRAIL/Apo-2L (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) je členem 

TNF (tumor necrosis factor) rodiny cytokinů (např. TNF-α a CD95L/ FasL/Apo-1L), 

které regulují celou řadu biologických funkcí. Jedná se především o regulaci apoptózy, 

proliferace a buněčného metabolismu. Některé cytokiny z rodiny TNF a jejich receptory 

se významně podílí na regulaci imunitního systému a zánětové odpovědi (1, 2). 

Například FasL/Apo-1L a jeho receptor Fas hrají kruciální roli v periferní deleci a 

eliminaci autoreaktivních a také na cizí antigeny odpovídajících aktivovaných T 

lymfocytů. U myší s mutací v genu pro FasL/Apo-1L (dříve označovaná jako mutace 

gld - generalized lymphoproliferative disease) nebo s mutací Fas receptoru (dříve 

označovaná jako mutace lpr - lymphoproliferation) nacházíme defekt v apoptóze 

lymfocytů , které se akumulují v uzlinách a tkáních (3). Obdobné onemocnění se u 

člověka označuje jako autoimunitní lymfoproliferativní syndrom (ALPS), který je 

asociován s mutacemi v genech pro Fas, FasL a některé další molekuly signální dráhy 

Fas (např. mutace kaspázy 8 a 10) (4).

Lidský TRAIL se skládá z 281 aminokyselin a stejně jako u ostatních členů TNF rodiny 

se jedná o transmembránový protein typu II. Má C-terminální extracelulární, 

transmembránovou a N-terminální cytosolickou doménu. C-terminální doména je mezi 

jednotlivými členy rodiny značně konzervovaná a představuje biologicky aktivní část 

proteinu (interaguje s receptory pro TRAIL) (1). Tato extracelulární část může být 

z buněčného povrchu proteolyticky odštěpena, čímž vznikne solubilní protein, který si 

zachovává biologickou aktivitu. TRAIL (i ostatní členové TNF rodiny) vytváří 

homotrimer, který se váže na 3 příslušné receptory (5). Hymowitz a kolegové objevili, 

že pro stabilitu homotrimeru je nezbytný atom zinku, který je vázán postranním 

řetězcem Cys-230 každého monomeru (6). 

Hlavní funkcí TRAILu je indukce apoptózy vazbou na receptory smrti (death receptors) 

TRAIL-R1/DR4 (7) a TRAIL-R2/DR5 (8). Je schopen indukovat apoptózu u širokého 
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spektra nádorových buněčných linií (nejen u lymfoidních, ale také u linií 

nehematopoetického původu), zatímco nepůsobí na většinu normálních buněk. Bylo 

také prokázáno, že TRAIL knockout myši jsou více náchylné k rozvoji 

experimentálních nebo spontánních metastáz a k růstu nádoru (9). Ovšem je potřeba 

říct, že TRAIL signalizace u myší je jiná než u lidí. Myší TRAIL se váže pouze na jeden 

TRAIL receptor (mTRAIL-R) (u lidí se vyskytuje pět TRAIL receptorů) (10). Proto 

myš není ideálním modelem pro studium funkce TRAILu u lidí. 

TRAIL je, na rozdíl od jeho nejbližšího příbuzného člena TNF rodiny FasL, 

exprimován v řadě různých tkání (mRNA transkripty byly nalezeny v lidských fetálních 

plicích, játrech a ledvinách a u dospělých ve slezině, thymu, prostatě, vaječnících, 

tenkém a tlustém střevě, srdci, placentě, plicích, kosterních svalech a v ledvinách (1, 2). 

Je také exprimován buňkami imunitního systému (NK (natural killer) buňkami, 

makrofágy, T-buňkami a dendritickými buňkami) a mohl by zabíjet virem infikované a 

maligní buňky a být tak součástí obranných imunitních mechanismů (11).

1.1.2. Receptory pro TRAIL 

TRAIL se může vázat na pět různých receptorů: čtyři membránově vázané (TRAIL-

R1/DR4 (7) , TRAIL-R2/DR5 (8), TRAIL-R3/DcR1 (12) a TRAIL-R4/DcR2 (13)) a 

jeden solubilní receptor (OPG, osteoprotegerin) (14). 

Receptory pro TRAIL patří do rodiny TNF receptorů (např. TNFR1 a Fas (CD95)), 

které jsou charakteristické extracelulární doménou vázající TRAIL bohatou na cystein, 

transmembránovým hydrofobním úsekem a homologní cytoplazmatickou death 

doménou (death domain) složenou z 80 aminokyselin. Tato doména je nezbytná pro 

apoptotickou signalizaci (15). I když všechny TRAIL receptory vykazují značnou 

sekvenční homologii v extracelulárních doménách a mají schopnost vázat TRAIL, 

struktura a funkce jejich cytoplazmatických domén není stejná. Zatímco agonistické 

receptory DR4 (7) i DR5 (8) obsahují konzervovaný motif death domény nezbytný pro 

přenos apoptotického signálu, DcR1, DcR2 a OPG death doménu nemají nebo ji mají 

zkrácenou. C-konec DcR1 je ukotven GPI kotvou v buněčné membráně a 
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cytoplazmatickou část vůbec nemá (12). Death doména DcR2 je zkrácená a není 

funkční (13) a OPG je sekretovaný rozpustný TRAIL receptor, který tuto doménu 

neobsahuje (15). DcR1, DcR2 a OPG fungují jako antagonistické decoy receptory, které 

nejsou schopny indukovat apoptotickou signalizaci. Navíc mohou kompeticí s DR4 

nebo DR5 TRAILem indukovanou apoptózu inhibovat (12, 13, 15).

TRAIL receptory jsou exprimovány mnoha tkáněmi a také řadou nádorových 

buněčných linií. mRNA transkripty pro DR4, DR5, DcR1 a DcR2 byly detekovány ve 

většině testovaných tkáních zahrnujících periferní leukocyty, thymus, slezinu, srdce, 

prostatu, atd. (7, 8, 13). Co se týká imunitních buněk, byly zaznamenány rozdíly 

v expresních profilech TRAIL receptorů na úrovni proteinů. Hasegawa a kolegové 

sledovali expresi DR4, DR5, DcR1 a DcR2 na lidských periferních leukocytech a 

zjistili, že DR4 je převážně exprimován na B-lymfocytech, DR5 převážně na 

monocytech, DcR1 na neutrofilech a DcR2 na CD8+ T-lymfocytech, NKT lymfocytech 

a NK buňkách (16). 

1.1.3. Mechanismus působení – signalizace

Proapoptotická signalizace je zahájena vazbou trimerního TRAILu na agonistické 

receptory DR4 nebo DR5. Tím dochází k jejich homo- nebo heterotimerizaci (17) a 

interakci receptorových intracelulárních death domén s proteinem FADD (Fas 

associated death domain protein). FADD funguje jako adaptorový protein spojující 

receptorový komplex s iniciátorovými kaspázami. Obsahuje totiž nejen DD, kterou se 

váže na DD receptorů, ale také DED (death effector domain) interagující s DED 

iniciátorových kaspáz (8 resp. 10) a také cFLIPu (cellular FLICE-like inhibitory 

protein). Tak vzniká multiproteinový signalizační komplex DISC (death-inducing 

signalling complex) (18, 19, 20, 21). I když z některých studií vyplývá, že TRAILem 

indukovaná apoptóza může probíhat také ve FADD-/- myších, řada jiných studií 

potvrzuje, že FADD je nezbytný pro tvorbu DISCu a tedy pro apoptotickou signalizaci. 

Bylo prokázáno, že FADD-/- myší embryonální fibroblasty stabilně transfekované 

TRAIL receptory jsou rezistentní k apoptotickým účinkům TRAILu. Naopak 
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heterozygotní FADD+/- buňky a buňky rekonstituované retrovirálním konstruktem 

exprimujícím FADD jsou k cytotoxickým účinkům TRAILu citlivé (22). 

Tvorba DISCu indukovaná TRAILem vede k proteolytickému štěpení navázaných 

prokaspáz a k jejich přeměně na aktivní formu (autoaktivace, transaktivace nebo štěpení 

jinými kaspázami) (23). Zatímco bylo řadou studií prokázáno, že kaspáza 8 je esenciální 

pro indukci apoptózy receptory smrti, role kaspázy 10 v tomto procesu byla dlouhou 

dobu kontroverzní. Přítomnost kaspázy 8 v DISCu byla potvrzena mnoha pracemi (20, 

21, 24, 25, 26) a fakt, že snížení nebo ztráta její exprese může vést k rezistenci vůči 

TRAILu (21, 27), také svědčí o její důležité roli. Kontroverznost ohledně role kaspázy 

10 v apoptóze indukované TRAILem vyplývá z toho, že některé skupiny nebyly 

schopny detekovat kaspázu 10 v DISCu (19, 21). Nejasnosti byly vyřešeny zjištěním, že 

řada komerčně dostupných polyklonálních protilátek proti specifickým izoformám 

kaspázy 10 křížově reaguje se stejně velkým proteinem Hsp60. Experimenty 

s některými dobře charakterizovanými specifickými protilátkami proti kaspáze 10 

ukázaly, že endogenní kaspáza 10 je součástí DISCu indukovaného TRAILem (podobně 

i FasL), je tam také aktivována a je schopna apoptotické signalizace v nepřítomnosti 

kaspázy 8 (24). 

Signalizační dráha vyvolaná TRAILem zahrnuje dvě kaspázové kaskády (podobně jako 

dráha indukovaná FasL) . V tzv. buňkách I. typu kaspáza 8 aktivovaná vazbou TRAILu 

na receptor přímo štěpí a tím aktivuje efektorové kaspázy 3, 6 a 7, které vykonávají  

konečnou fázi apoptózy. Naproti tomu buňky II. typu potřebují k plné aktivaci 

efektorových kaspáz i účast vnitřní (mitochondriální) dráhy (28, 29). Tyto buňky totiž, 

na rozdíl od buněk I. typu, vyžadují kromě aktivace kaspáz DISCem také inaktivaci 

inhibitoru apoptózy XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein). Rozdělení na buňky 

I. nebo II. typu závisí na expresi antiapoptotických molekul a na účinnosti vzniku 

DISCu. BH3-only protein z rodiny Bcl-2 Bid (Bcl-2 homology domain 3-interacting 

domain death agonist) hraje klíčovou roli v buňkách II. typu. Propojuje totiž vnější 

apoptotický signál (vazba TRAILu na receptor) s mitochondriální dráhou apoptózy. Bid 

(p22) je štěpen aktivovanou kaspázou 8 na zkrácenou formu (tBid, p15). TBid se 

následně váže na mitochondrie a aktivuje proteiny Bax a Bak. Bax a Bak destabilizují 

vnější mitochondriální membránu a dochází k uvolnění cytochromu c spolu s dalšími 

proapoptotickými proteiny jako je např. 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 přítomnosti dATP 

indukuje interakci adaptorového proteinu Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) 

s prokaspázou 9, což vede k tvorbě apoptosomu a aktivaci kaspázy 9, která může 

následně aktivovat efektorové kaspázy 3, 6 a 7 (31). Mechanismus působení TRAILu je 

uveden na obr. 1. 

Obr. 1 Současný model apoptotické signalizace indukované TRAILem. Během vazby trimerního TRAILu 

na TRAIL-R1/-R2 dochází k asociaci FADDu s receptorovými DDs. To umožní vazbu prokaspázy 8/10 

resp. cFLIPu na DEDs FADDu a tvorbu DISCu. V přímé apoptotické dráze aktivovaná kaspáza 8/10 štěpí 

efektorové kaspázy. Buňky II. typu vyžadují navíc proapoptotické změny v mitochondriích (vnitřní dráha 

apoptózy), které vedou ke vzniku apoptosomu a uvolnění Smac/DIABLO (převzato z 30). 
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Je potřeba říct, že apoptotická signalizace indukovaná TRAILem je negativně 

regulovaná některými proteiny. Experimenty s transfekcí decoy receptorů DcR1 a DcR2 

ukazují, že tyto receptory mohou buňky chránit před cytotoxickým působením TRAILu 

(12, 13). Je možné, že DcR2 působí jiným mechanismem než DcR1. Mérino a kolegové 

zjistili, že DcR1 znemožňuje tvorbu DISCu převážně kompeticí s DR5 o TRAIL, 

zatímco DcR2 interaguje s DR5 a je součástí DISCu, kde inhibuje aktivaci 

iniciátorových kaspáz 8 a 10 (32). Navíc ne všechny komponenty DISCu jsou 

proapoptotické. CFLIP, který je vysoce homologní s iniciátorovými kaspázami, inhibuje 

jejich aktivaci v DISCu kompeticí o vazbu na DED FADDu (33). Negativními 

regulátory jsou také proteiny z rodiny IAP (inhibitor of apoptosis) (např. XIAP). Tyto 

inhibitory brání aktivaci efektorových kaspáz. Mitochondriální dráha indukovaná 

TRAILem je potom negativně regulována antiapoptotickými proteiny z rodiny 

Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-XL), které brání disrupci vnější mitochondriální membrány 

indukované proapoptotickými proteiny z rodiny Bcl-2 (Bax, Bak) (30).

Kromě proapoptotických drah může TRAIL také aktivovat neapoptotické signalizační 

dráhy (konkrétně NF-κB, PKB (protein dinase B)/Akt nebo MAPK (mitogen-activated 

protein kinase)). Tyto proteiny regulují celou řadu buněčných funkcí a to především 

růst, proliferaci, diferenciaci, migraci a také např. zánět. Bylo prokázáno, že vazba 

TRAILu na TRAIL-R1, -R2 a -R4 indukuje aktivaci NF-κB (13). Dá se předpokládat, 

že během působení TRAILu může kromě klasického proapoptotického DISCu 

vzniknout také sekundární signalizační komplex, který aktivuje NF-κB. V tomto 

komplexu jsou přítomny komponenty DISCu FADD a kaspáza 8 a dále dochází k vazbě 

RIP (receptor interacting protein, fosforyluje a aktivuje podjednotky α a β IKK (IκB 

kinase complex) komplexu a je esenciální pro aktivaci NF-κB), TRAF-2 (TNF-receptor 

associated factor-2) a IKKγ/NEMO (NF-κB essential modulator). Tento sekundární 

komplex nesignalizuje jen přes NF-κB, ale také přes MAPK JNK (c-Jun N-terminal 

kinase) a p38 (34). 

TRAIL tedy nejen indukuje apoptózu, ale může mít i různé neapoptotické účinky. Toto 

zjištění může komplikovat jeho potenciální využití pro terapii nádorů. Případná indukce 

buněčné proliferace by totiž mohla vést ke zhoršení nádorového onemocnění.
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1.1.4. Terapeutické využití 

TRAIL je v rekombinantní formě považován za velice slibné agens pro léčbu 

nádorových onemocnění. I když i další proteiny z rodiny TNF Fas-L a TNF byly 

v preklinických modelech schopny indukovat apoptózu, jejich působení bylo toxické 

také pro normální buňky. Podání Fas-L vede k těžkému poškození jater a systémové 

použití TNF může indukovat stav podobný sepsi. Naproti tomu TRAIL je schopen 

navodit apoptózu v širokém spektru nádorových buněk, zatímco nepůsobí toxicky na 

normální buňky (11).

Byly připraveny různé formy lidského rekombinantního rozpustného TRAILu. Všechny 

z nich obsahují extracelulární doménu přirozeně se vyskytujícího lidského TRAILu a 

většina z nich je na svém N-terminálním konci zfúzována  se značkou. His (histidine)-

tagged TRAIL obsahuje aminokyseliny 114-281 Apo2L/TRAILu značené 

polyhistidinem (3). Flag-tagged TRAIL obsahuje aminokyselinové zbytky 95-281 

připojené k Flag epitopu (35). Další dvě varianty rekombinantního TRAILu jsou 

fúzovány s LZ (leucine zipper) (36) resp. s IZ (isoleucine zipper) trimerizačními 

doménami (37).

Problémem některých značených forem lidského rekombinantního rozpustného 

TRAILu je, že nejsou cytotoxické jen pro nádorové, ale také pro normální buňky (např. 

hepatocyty). Bylo zjištěno, že inkubací normálních lidských hepatocytů s TRAILem 

značeným polyhistidinem nebo s TRAILem značeným FLAG epitopem a navíc 

propojeným (cross-linked) anti-FLAG protilátkou (podporuje oligomerizaci této formy 

TRAILu a jeho biologickou aktivitu), dochází k jejich apoptóze (37). His-tagged 

TRAIL má snížený obsah zinku a v důsledku toho je jeho konformace aberantní. 

V roztoku je relativně nestabilní a během inkubace při 37°C tvoří nerozpustné agregáty 

(38). Podobně mohou agregovat i molekuly TRAILu značené FLAG epitopem 

s navázanou  protilátkou. Možným vysvětlením cytotoxického působení těchto dvou 

značených variant na normální buňky by mohla být schopnost navodit ve formě 

agregátů masivní multimerizaci DR4 a DR5. Tento silný signál by mohl překonat i práh 

nutný pro aktivaci apoptózy u normálních buněk. 
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Konformace LZ a IZ-TRAILu je udržována N-terminálně připojeným motivem 

(izo)leucinového zipu, který usnadňuje oligomerizaci (36). Bylo prokázáno, že LZ-

TRAIL nepůsobí cytotoxicky na normální lidské tkáně (37).

V současnosti je nejvíce nadějným kandidátem na léčbu nádorových onemocnění 

neznačený lidský rekombinantní solubilní Apo2L/TRAIL. Tato forma obsahuje 

aminokyselinové zbytky 114-281 přirozeně se vyskytujícího TRAILu. Její produkce 

byla optimalizována přidáním zinku a redukčních činidel do kultivačních médií a 

extrakčních pufrů a protein byl purifikován při neutrálním pH. Tím byla 

maximalizována vazba zinku a stabilita homotrimeru (38). Tato stabilní 60 kDa 

homotrimerická molekula vázající zinek se velmi podobá endogennímu rozpustnému 

TRAILu. Je schopna indukovat apoptózu u celé řady lidských nádorových buněčných 

linií (linie odvozené od nádorů tlustého střeva, plic, prsou, prostaty, slinivky, ledvin, 

centrálního nervového systému, štítné žlázy a dále také lymfomy, leukémie a myelomy) 

a naopak nepůsobí na normální buněčné typy (epiteliální a endoteliální buňky, 

fibroblasty, astrocyty, buňky hladkého svalstva, hepatocyty a keratinocyty) (39). 

Bezpečnost tohoto rekombinantního Apo2L/TRAILu byla kvůli sekvenční homologii 

TRAILu a receptorů pro TRAIL testována i na makacích a šimpanzech. Ani v jednom 

případě nebyly pozorovány žádné toxické účinky. Farmakokinetické studie ukázaly, že 

Apo2L/TRAIL je z těla primátů eliminován během 23-31 minut, což koreluje s rychlostí 

glomerulární filtrace. Ledviny tedy nejspíš hrají důležitou roli v eliminaci této molekuly 

(40). Na základě těchto výsledků byly provedeny první fáze klinických studií, na jejichž 

základě probíhají druhé fáze klinických studií léčby řady nádorových onemocnění. 

                             Zatímco rekombinantní TRAIL se může podobně jako endogenní 

TRAIL vázat na všech pět receptorů (tzn. i na decoy receptory), agonistické protilátky 

mohou být navrženy tak, aby se specificky vázaly jen na TRAIL-R1 nebo jen na 

TRAIL-R2. V případě nádorových buněk vykazujících vyšší expresi decoy receptorů by 

tak TRAIL-R1 resp. TRAIL-R2 specifické protilátky byly stále schopny indukovat 

apoptózu. Tento efekt by ovšem také mohl znamenat, že normální buňky chráněné před 

apoptózou právě expresí decoy receptorů by mohly být k indukci apoptózy anti-TRAIL-

R1 reps. TRAIL-R2 protilátkami senzitivnější a tato léčba by pro ně mohla být 

cytotoxická. 
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Protilátky proti TRAIL receptorům se od rekombinantního TRAILu kromě specifity liší 

také rychlostí jejich odbourávání v těle. Zatímco rekombinantní TRAIL je eliminován 

již během 30-60 minut, protilátky jsou odbourávány až po 14-21 dnech (30). Tak dlouhé 

působení už může mít toxické vedlejší účinky. 

Bylo vytvořeno více agonistických lidských monoklonálních protilátek proti TRAIL 

receptorům, které jsou v současné době klinicky testovány. Za zmínku stojí především 

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 klinických studií vyplývá, že léčba těmito protilátkami je pacienty 

poměrně dobře snášena. V některých případech byly pozorovány mírné nežádoucí 

účinky jako např. únava, horečka, hypotenze. Vážné cytotoxické účinky byly 

pozorovány jen při použití limitující dávky (30).

Vzhledem k tomu, že primární lidské nádory mohou obsahovat buněčné populace 

rezistentní k apoptóze indukované TRAILem, nemusela by monoterapie 

rekombinantním TRAILem nebo agonistickými protilátkami proti TRAIL receptorům 

vést k úplné eliminaci nádorového klonu. Její použití by tak mohlo být omezeno jen na 

konstitutivně TRAIL-senzitivní nádory. V případě TRAIL-rezistentních nádorů je nutné 

použít i jinou léčbu, která nádor senzitizuje. Takovou možností je např. použití 

chemoterapie nebo radioterapie. Bylo prokázáno, že několik tříd cytotoxických 

chemoterapeutik zahrnujících chemoterapeutika na bázi platiny, antracykliny, inhibitory 

topoizomeráz, atd. a také ionizující záření senzitizují nádorové buněčné linie k apoptóze 

indukované TRAILem a to jak in vitro, tak in vivo (30, 41, 42). Senzitizace spočívá 

v tom, že chemoterapeutika a záření indukují buněčnou smrt přes p53-dependentní 

vnitřní mitochondriální dráhu, zatímco TRAIL spouští vnější na p53 nezávislou dráhu. 

Dochází k synergistickému působení těchto dvou složek, které je založené na stimulaci 

různých proapoptotických drah a také na změnách v expresi proteinů účastnících se 

signalizace přes TRAIL receptory. Chemoterapie a radioterapie totiž často působí tak, 

že zvyšují expresi některých proapoptotických molekul jako např. receptory smrti (tzn. i 

TRAIL receptory), kaspázu 8, FADD, Bax a Bak a naopak snižují expresi 

antiapoptotických molekul (cFLIPL, IAPs, Bcl-XL nebo Bcl-2) (30, 39, 41). Testovány 

jsou také inhibitory histon deacetylázy (HDACi) a inhibitory proteasomu. Bylo zjištěno, 

že HDACi posilují apoptotické působení rekombinantního TRAILu zvýšením exprese 
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DR4, DR5 a proapoptotických členů rodiny Bcl-2, snížením exprese antiapoptotických 

členů Bcl-2 rodiny a aktivací kaspáz 3, 8 a 9 (11). Inhibitor proteasomu Bortezomib 

inhibuje aktivaci NF-κB, snižuje hladinu antiapoptotického proteinu c-FLIP a indukuje 

expresi DR4 a DR5 v různých buňkách. Inhibice proteasomu může tedy přispívat 

k senzitizaci nádorových buněk k TRAILu (43). 

Další možností, jak zvýšit senzitivitu buněk k TRAILu, je použití léčby zacílené na 

proteiny inhibující signalizační dráhu indukovanou TRAILem (např. Bcl-2 nebo IAPs). 

Jsou klinicky testovány anti-sense oligonukleotidy snižující expresi Bcl-2 resp. hlavního 

inhibitoru kaspáz 3, 7 a 9 XIAP (11). Dále se také nabízí použití terapeutik inhibujících 

dráhy zajišťující přežívání buněk (např. PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)/Akt). 

Jedná se např. o specifické inhibitory PI3K (44) a rapamycin inhibující kinázu mTOR 

(mammalian target of rapamycin). MTOR působí níže v PI3K/Akt signalizační dráze a 

je důležitá pro regulaci buněčného růstu a proliferace. Inhibice mTOR rapamycinem 

nebo jeho analogy vede k zastavení buněčného cyklu v G1 fázi. Preklinická data 

ukazují, že kombinací rekombinantního TRAILu s rapamycinem dochází ke zvýšení 

senzitivity k apoptóze indukované TRAILem (45).

1.1.5. Hlavní faktory ovlivňující citlivost nádorových buněk k apoptóze indukované 

          TRAILem

1.1.5.1. TRAIL receptory

Vzhledem k tomu, že decoy receptory mohou inhibovat apoptózu indukovanou 

TRAILem kompeticí s DR4 a DR5 o vazbu na TRAIL (12, 13, 14), bylo navrženo, že 

rozdílná citlivost k TRAILu může být určena vyšší resp. nižší expresí decoy receptorů. 

Například normální buňky, ve většině případů rezistentní k působení TRAILu, by 

mohly být chráněny vyšší expresí DcR1 a DcR2 (46). I když u řady TRAIL-

rezistentních primárních nádorů gastrointestinálního traktu byla zjištěna zvýšená 

exprese DcR1 (47), u mnoha testovaných nádorových buněčných linií (nádory ovarií, 

prsou, nosohltanu, plic, tlustého střeva a melanomy) nebyla korelace mezi expresí 

decoy receptorů (a ani DR5) a rezistencí na TRAIL nalezena. Spíše se zdá, že rezistence 
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je u nich dána mírou exprese proapoptotických TRAIL receptorů. Tyto nádorové linie 

totiž měly relativně nízkou nebo nedetekovatelnou expresi DR4 (46). Jednou z příčin je 

hypermethylace promotoru a terapie demethylačními agens vede k obnovení exprese 

DR4 a citlivosti k TRAILu (48). Dále by k rezistenci na TRAIL mohly vést mutace 

DR4 resp. DR5 způsobující dysfunkci těchto receptorů. Geny pro DR4 i DR5 jsou 

mapovány do oblasti 8p21-22. Ztráta heterozygotnosti (loss of heterozygosity, LOH) 

v tomto segmentu byla nalezena v řadě nádorů (11). U lidských nádorových buněčných 

linií J82 (nádor močového měchýře) a SKOV3 (nádor ovarií) byla objeven 

polymorfismus v oblasti kódující death doménu DR4, který vede k záměně arginunu za 

lysin na pozici 441 DR4. Transfekce nádorové linie SW480 (nádor tlustého střeva) 

vektorem exprimujícím polymorfní DR4 ukázala, že tato polymorfní forma je v indukci 

apoptózy méně efektivní než forma původní (46). Tato skupina také objevila v 

nádorových buňkách plic a střeva (adenokarcinom) dvě missense nukleotidové 

substituce v DR4. V obou případech dochází ke změně aminokyseliny v blízkosti 

ligand-vazebné domény DR4, což by mohlo mít za následek abnormální trimerizaci 

death receptorů nebo vazbu TRAILu (49). Také mutace DR5 byly identifikovány. 

Screening 40 primárních nádorů krku a hlavy objevil 2 bp inzerci v DD DR5, která vede 

ke vzniku předčasného stop kodonu a k tvorbě zkráceného DR5. Transfekce tohoto 

mutovaného DR5 do nádorových buněčných linií odvozených od karcinomu hlavy, 

krku, tlustého střeva a ovarií měla za následek ztrátu funkcí potlačujících růst (50).

1.1.5.2. cFLIP (cellular FLICE-like inhibitory protein)

Inhibitor apoptózy cFLIP  je strukturně podobný kaspáze 8 a vyskytuje se ve dvou 

formách – cFLIPS (krátká forma) a cFLIPL (dlouhá forma). CFLIPL obsahuje dvě DEDs 

a doménu podobnou kaspáze (caspase-like domain), ale nemůže aktivovat kaspázovou 

kaskádu, protože caspase-like doména postrádá cysteinový zbytek nezbytný pro 

katalytickou aktivitu. CFLIPS má také dvě DEDs, ale chybí mu skoro celá caspase-like 

doména. Obě formy se mohou vázat do DISCu, kde interagují přes DEDs s FADD 

a/nebo kaspázou 8. Tím blokují asociaci kaspázy 8 s DISCem a inhibují její aktivaci 

(51). 
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Proto zvýšená exprese cFLIP může být důležitým faktorem způsobujícím rezistenci 

nádorových buněk k TRAILu. V současnosti bylo u některých nádorů (adenokarcinomy 

tlustého střeva, melanomy a hepatocelulární karcinomy) zjištěno, že exprese cFLIPu 

silně koreluje s maligním potenciálem těchto nádorových buněk. Dále změny v poměru 

hladiny cFLIPu a kaspázy 8 v různých nádorech (melanomy, hepatocelulární 

karcinomy, Burkittovy lymfomy a B-buněčné chronické lymfocytární leukémie) 

korelovaly s rezistencí k TRAILu (52). Ve studii zabývající se lidskými ovariálními 

nádory, mělo 40% nádorových vzorků ve srovnání s normální tkání zvýšenou expresi 

cFLIP (53). Knock-down cFLIPu může nádorové buňky senzitizovat k apoptóze 

indukované TRAILem (54).

1.1.5.3. Iniciátorové kaspázy

Iniciátorové kaspázy jsou součástí DISCu a jejich aktivní formy hrají klíčovou roli 

v iniciaci apoptotických dějů. V řadě modelů bylo prokázáno, že mnoho buněčných linií 

deficitních na kaspázu 8 je rezistentní vůči TRAILu (19, 21, 55) a transfekce těchto linií 

vektorem exprimujícím kaspázu 8 vede ke znovuobnovení citlivosti vůči TRAILu (19, 

55). Exprese kaspázy 8 (a resenzitizace buněk na působení TRAILu) může být 

obnovena i demethylačními látkami (např. inhibitory methyltransferázy) (27). Jang a 

kolegové zjistili, že  rezistence může být také způsobena defektní aktivací kaspázy 8. 

Testovali aktivaci kaspázy 8 u různě rezistentních Jurkat klonů. Zatímco u senzitivních 

a částečně rezistentních klonů byl po čtyřhodinové inkubaci s TRAILem (100 ng/ml) 

detekován 18 kDa fragment aktivované kaspázy 8, u rezistentního klonu (JR-T2) byla 

aktivace kaspázy 8 detekovatelná až po šesti hodinách inkubace s TRAILem a většina 

kaspázy 8 zůstala v inaktivní pro-formě (56). Ztráta exprese kaspázy 8 je ve většině 

případů dána umlčením genu v důsledku methylace promotorové oblasti a jen vzácně 

může docházet k deleci genu (52). 

Také snížená exprese kaspázy 10 byla dokumentována v některých rezistentních 

nádorových buněčných liniích (melanomové a neuroblastomové linie). Opětovné 

navození exprese kaspázy 10 potom vede k obnovení senzitivity vůči TRAILu (27, 55). 

Defekty v apoptóze mohou být také spojeny s mutacemi v CASP10 genu. Mutace 
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tohoto genu byly nalezeny v nádorech hematopoetického původu a budou probrány 

v kapitole 3.3..

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

Proteiny z rodiny Bcl-2 jsou důležitými regulátory mitochondriální dráhy apoptotické 

signalizace. Členové této rodiny mají jak proapoptotické (Bax, Bak), tak antiapoptotické 

(Bcl-2, Bcl-XL) funkce a jejich vzájemná úroveň exprese rozhoduje o tom, zda buňka 

bude žít nebo podstoupí apoptózu. 

Nadprodukce Bcl-2 nebo Bcl-XL může některé typy buněk (buňky, které potřebují pro 

plný rozvoj apoptotické odpovědi na TRAIL i mitochondriální dráhu) chránit před 

apoptotickým působením TRAILu. Například u pankreatické adenokarcinomální 

buněčné linie Colo357 exprese Bcl-XL silně korelovala s citlivostí k apoptóze 

indukované TRAILem. Tato linie byla původně senzitivní k TRAILu a měla nízkou 

expresi Bcl-XL. Po retrovirální transfekci došlo ke zvýšení exprese Bcl-XL a ke vzniku 

rezistence na TRAIL (57). V jiné studii bylo zjištěno, že nadprodukce Bcl-2 chrání 

neuroblastomové, glioblastomové buněčné linie a linie odvozené od nádoru prsu před 

apoptózou indukovanou TRAILem (58).

V některých typech buněk může inaktivační mutace proapoptotických genů Bax nebo 

Bak učinit tyto buňky rezistentní k apoptóze indukované TRAILem nebo chemoterapií. 

Důležitá role obou molekul v apoptóze byla demonstrována zjištěním, že TRAIL byl 

schopen indukovat uvolnění cytochromu c a následně apoptózu v normálních a Bax-/-

nebo Bak-/- myších embryonálních fibroblastech, ale ne v Bax-/-/ Bak-/- (double-

knockout) buňkách (59). To může znamenat, že v těchto buňkách může být Bax 

funkčně nahrazen proteinem Bak a naopak, protože knockout pouze jednoho z těchto 

dvou genů není dostatečný ke vzniku rezistence k apoptóze indukované TRAILem. Zdá 

se, že u jiných typů buněk je to jinak. Například karcinomální buněčná linie odvozená 

od tlustého střeva obsahující mutaci inaktivující protein Bax měla defekt v apoptóze 

indukované TRAILem a to i když exprimovala Bak. Časné události indukované 

TRAILem zahrnující tvorbu DISCu, aktivaci kaspázy 8 a štěpení proteinu Bid nebyly na 

Bax závislé, ale depolarizace mitochondriální membrány, uvolnění cytochromu c 
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z mitochondrií a aktivace kaspázy 9 byly v Bax-deficientních buňkách blokovány (60). 

Tyto buňky tedy vyžadují pro indukci apoptózy TRAILem i zapojení vnitřní dráhy a 

Bax je esenciální pro aktivaci mitochondriálních dějů. 

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

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

IAP proteiny mohou blokovat apoptózu inhibicí aktivace efektových kaspáz 3, 7 a 9. 

Tyto proteiny totiž obsahují jednu, popřípadě tři evolučně konzervované BIR 

(baculoviral inhibitor of apoptosis repeat) domény. Různé BIR se specificky vážou na 

různé kaspázy a přímou interakcí s aktivními místy kaspáz inhibují jejich funkci. Bylo 

identifikováno šest savčích IAPs : cIAP1, cIAP2, XIAP (X-linked inhibitor of 

apoptosis), NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein), survivin a BRUCE (BIR 

repeat-containing ubiquitin-conjugating enzyme). Nejúčinnějším inhibitorem aktivity 

kaspáz je XIAP (61). 

Vysoká exprese IAPs může některým typům nádorových buněk udělit rezistenci vůči 

apoptóze indukované TRAILem (62). Tyto buňky vyžadují k indukci apoptózy také 

účast mitochondriální dráhy (buňky II. typu) a je potřeba zmínit, že důležitým faktorem 

citlivosti na TRAIL u nich není jen regulace apoptózy IAPs, ale také proteinem 

Smac/DIABLO. Smac/DIABLO je proapoptotický mitochondriální protein. Během 

permeabilizace vnější mitochondriální membrány dochází k jeho uvolnění do cytosolu, 

kde inhibuje IAPs. Interaguje totiž s BIR doménami IAP proteinů a blokuje tak jejich 

vazbu na efektorové kaspázy (63). Snížené uvolňování Smac/DIABLO z mitochondrií 

bylo v některých nádorových buněčných liniích (melanomové linie a linie odvozené od 

nádorů prostaty) spojeno s rezistencí vůči TRAILu. Nadprodukce Smac/DIABLO 

tranfekcí těchto buněk vedla k obnovení citlivosti k TRAILu (62, 64). Snížená 

schopnost uvolňovat Smac/DIABLO jako odpověď na TRAIL vedoucí k nedostatečné 

aktivaci efektorových kaspáz může být tedy jedním z faktorů přispívajících k rezistenci 

některých typů buněk na TRAIL. Také je potřeba říci, že pokud dochází například 

k vysoké expresi proteinu XIAP, Smac/DIABLO nemusí stačit antagonizovat jeho 

antiapoptotické účinky (tedy inhibici kaspázy 3, 7 a 9) (30).
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1.2.  Kaspáza 10

1.2.1. Struktura a vlastnosti kaspázy 10

Kaspáza 10 patří do rodiny kaspáz (caspase=cystein aspartate-specific protease). Jedná 

se o proteázy s cysteinem v aktivním místě, které jsou syntetizovány jako neaktivní 

proenzymy. K jejich aktivaci dochází proteolytickým štěpením za specifickým 

aspartátovým zbytkem . Aktivované formy potom štěpí peptidovou vazbu (za 

aspartátem) různých  substrátů, což nakonec vede k dezintegraci buněk (23).

                              Kaspáza 10 je vysoce homologní s kaspázou 8. Gen kaspázy 10 

(CASP10) leží u člověka na chromozomu 2 v blízkosti genu kaspázy 8 (CASP8), což 

napovídá, že tyto dva geny mohly vzniknout tandemovou duplikací (65). Kaspáza 10 se 

ale na rozdíl od kaspázy 8 nevyskytuje u myší. Byly identifikovány 4 hlavní sestřihové 

varianty kaspázy 10 (65, 66, 67, 68) (Obr. 2). Varianty a, b a d obsahují celou CASP 

(cystein aspartate-specific protease) doménu (tzn. proteolytickou doménu skládající se 

z malé a velké katalytické podjednotky) a po indukci apoptózy ligandy z rodiny TNF 

jsou štěpeny a aktivovány. Čtvrtá varianta – c byla původně identifikována jako 

zkrácený protein, který postrádá CASP doménu  a není tedy funkční. mRNA pro tuto 

izoformu totiž obsahuje předčasný stop kodon a produkovaný protein je zkrácen blízko 

za prodoménou obsahující DEDs (68). V současnosti ale narůstající důkazy svědčí spíše 

o tom, že mRNA pro tuto variantu je degradována a protein není vůbec translatován 

v důsledku tzv. NMD (nonsense-mediated mRNA decay), mechanismu, který chrání 

buňku před produkcí zkrácených nebo chybných proteinů (69). V současné době byla 

identifikována další izoforma kaspázy 10, která byla označena jako kaspáza 10g. Tato 

forma je také generována alternativním setřihem lidského CASP10 genu a kóduje 

zkrácený protein obsahující pouze prodoménu (67). 
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Obr.2: Jednotlivé izoformy kaspázy 10. Všechny izoformy obsahují prodoménu (p25) a liší se ve velikosti 

proteolytické domény. Kaspáza 10g navíc vůbec proteolytickou doménu neobsahuje. MW, molekulová 

hmotnost. Převzato z 64. 

Kaspáza 10 patří mezi iniciátorové kaspázy. Proenzym se skládá z dlouhé prodomény 

obsahující dvě DEDs (p25) a proteolyticky aktivní domény složené z velké (p17 resp. 

p22) a malé katalytické podjednotky (p12) (23). Po vazbě ligandu na receptory smrti 

dochází k interakci DEDs iniciátorových kaspáz s DEDs adaptorového proteinu FADD 

a k vytvoření DISCu (18, 19, 20, 21). Vzájemná blízkost prokaspáz v DISCu vede 

k jejich autoaktivaci proteolytickým štěpením za specifickými aspartátovými zbytky 

(nacházejí se mezi prodoménou a velkou podjednotkou a velkou podjednotkou a malou 

podjednotkou). Aktivní enzym tedy již neobsahuje prodoménu a je to tetrametr složený 

ze dvou velkých a dvou malých katalytických podjednotek. 

Všechny kaspázy obsahují konzervovaný pentapeptid tvořící aktivní místo, jehož 

obecná struktura je QACXG. V případě kaspázy 10 X představuje Q (65). Aktivní místo 

a tedy i důležité aminokyseliny cystein a histidin, nesoucí katalytické funkce, jsou 

součástí velké podjednotky. Tyto aminokyseliny (Cys285 a His237) jsou v celé kaspázové 

rodině konzervované (23). 

Kaspázy na svých cílových substrátech rozeznávají krátkou tetrapeptidovou sekvenci 

(peptidy P1-P4). Tyto proteázy ve všech případech vyžadují Asp na pozici P1 a za ním 

také štěpí. Restrikce je dána tím, že karboxylový postranní řetězec Asp interaguje 

vodíkovými můstky s aminokyselinovými zbytky, které jsou konzervované ve všech 

kaspázách (Arg179, Gln283 a Arg341). Tyto aminokyseliny jsou součástí vazebného místa 

S1, které vytváří velice úzkou jamku netolerující žádnou jinou aminokyselinu než Asp. 

479 aa

521 aa

522 aa

247 aa
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Naproti tomu aminokyseliny na pozicích P2 a P3 rozeznávané různými kaspázami jsou 

značně proměnlivé. Tomu odpovídá také proměnlivost odpovídajících P2 a P3 

vazebných míst (S2 a S3)  jednotlivých kaspáz. P4 vazebné místo (S4) je hlavní 

determinantou určující specifitu substrátu a mezi členy kaspázové rodiny se značně liší 

(23). Kaspáza 10 například na pozici P4 preferuje alifatickou aminokyselinu s větveným 

řetězcem (70). 

Obr.3: Schématická reprezentace prokaspázy 10 (varianta a). Prokaspáza 10 je proteolyticky štěpena za 

specifickými aspartátovými zbytky (219 a 372). Štěpení vede k odstranění prodomény a k rozdělení 

proteinu na velkou a malou podjednotku. Velká podjednotka kaspázy 10 obsahuje pentapeptid tvořící 

aktivní místo enzymu (QAC358QG). Převzato z 70.

1.2.2. Funkce kaspázy 10

Jak již bylo napsáno, kaspáza 10 se, podobně jako strukturně podobná kaspáza 8, během 

ligace TRAIL nebo Fas receptorů váže do DISCu a to prostřednictvím adaptorového 

proteinu FADD (24, 25, 26). I když z některých studií vyplývá, že kaspáza 10 není 

schopna funkčně nahradit kaspázu 8 (26), jiné studie nasvědčují spíše tomu, že kaspáza 

10 je také důležitou molekulou v apoptotické signalizaci indukované ligandy smrti. 

Kischkel a kolegové prokázali, že vazba CD95L a TRAILu na příslušné receptory vede 

v netransfekovaných buňkách (lidská B buněčná lymfomová linie BJAB) exprimujících 

kaspázu 8 i 10 k vazbě obou endogenních proteinů do DISCu a že oba enzymy jsou 

proteolyticky štěpeny se stejnou kinetikou. Navíc buňky exprimující jen jednu z těchto 

kaspáz byly schopny podstoupit ligandem indukovanou apoptózu, což napovídá, že 

každý z těchto proteinů může iniciovat apoptózu nezávisle na tom druhém (24). 
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Biochemické a biofyzikální studie potom ukázaly, že kaspáza 10 je aktivovaná 

autoagregací, interaguje s molekulami účastnícími se signalizace přes receptory smrti a 

je schopna obnovit apoptózu indukovanou FasL v Jurkat buňkách deficientních na 

kaspázu 8 (25). I když se v tomto ohledu zdá, že kaspáza 10 má podobné nebo stejné 

funkce jako kaspáza 8, různé výsledky z různých studií napovídají, že by oba enzymy 

mohly mít i specifické nenahraditelné funkce potenciálně vyplývající z odlišných 

substrátových specifit (25, 71). 

Klíčem pro pochopení funkcí jednotlivých kaspáz je identifikace substrátů, které štěpí. 

Zatímco substráty kaspázy 8 jsou relativně dobře známy (řada z nich hraje kruciální roli 

v procesu buněčné smrti), proteolytické cíle kaspázy 10 zatím moc dobře prozkoumány 

nebyly. Kaspáza 10 je ale podobně jako kaspáza 8 schopna štěpit efektorové kaspázy 3 

a 7. Proformy těchto kaspáz jsou kaspázou 10 štěpeny za aspartátem v sekvenci IXXD-

S. Tím dochází k odštěpení velké a malé podjednotky a tvorbě aktivních proteáz (65), 

které iniciují exekuční fázi apoptózy. 

Kaspáza 10 může také štěpit důležitý substrát kaspázy 8 – protein RIP 

(receptor interacting protein) (71). Bylo navrženo, že během vazby TRAILu na TRAIL 

receptory může kromě klasického proapoptotického DISCu vznikat také sekundární 

signalizační komplex obsahující mimo jiné RIP, jehož tvorba aktivuje antiapoptotickou 

dráhu NF-κB (34). Bylo zjištěno, že RIP je esenciální pro aktivaci NF-κB indukovanu 

TRAILem (72). RIP totiž fosforyluje a aktivuje katalytické podjednotky IKK komplexu 

IKKα a IKKβ. Aktivovaný IKK komplex fosforyluje inhibitor IκB, který je tímto určen 

k ubiquitinylaci a degradaci v proteasomu. Následně může dojít k uvolnění 

transkripčního faktoru NF-κB a jeho translokaci do jádra, kde indukuje expresi cílových 

genů (73). Štěpení  proteinu RIP kaspázami a jeho následná inaktivace proto vede 

k narušení NF-κB antiapoptotické signalizace (74) a potenciální amplifikaci 

proapoptotických drah. 

I další kinázy jsou důležitými cíli kaspáz. Bylo prokázáno, že kaspáza 10 je schopna 

štěpit kinázu PAK2 (p21-activated kinase 2) a to dokonce účiněji než kaspáza 8 (71). 

PAK2 patří do rodiny Ser/Thr protein kináz, které jsou aktivovány Rho GTPázami přes 

receptory spojené s G-proteiny (G protein-coupled receptors) (75). Aktivace PAK2 

stimuluje přežívání buňky fosforylací a následnou inhibicí proapoptotického proteinu 

z rodiny Bcl-2 Bad (76). Během indukce apoptózy (např. receptory smrti) dochází ke 
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štěpení PAK2 za aspartátem na pozici 212 (SHVD212), což vede k oddělení N-

terminální regulační domény od C-terminální katalytické domény. Tato aktivní 

zkrácená forma má proapoptotické funkce. Štěpení PAK2 je také spojeno s některými 

morfologickými změnami během apoptózy – např. s tvorbou apoptotických tělísek (71). 

Kaspáza 10 i 8 také štěpí kinázu CaMKLK (Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase-

like kinase), která je spojována s apoptózou neuronů. Ke štěpení oběma kaspázami 

dochází za aspartátem 62 (DEND62). Tím vzniká 43 kDa C-terminální fragment a malý 

N-terminální fragment s proapoptotickou aktivitou (77). 

Velice důležitým substrátem iniciátorových kaspáz je proapoptotický BH3-only protein 

z rodiny Bcl-2 Bid zmiňovaný v kapitole 2.3.. Zatímco kaspáza 8 v tomto proteinu 

rozeznává sekvenci LQTD60, kaspáza 10 kromě této sekvence rozeznává také místo 

IEAD75. Štěpení za těmito místy má za následek vznik různě zkrácených fragmentů 

proteinu Bid (p15 a p13), které by mohly potenciálně odlišně interagovat s proteiny Bax 

a Bak. To by mohlo mít důsledky pro mitochondriální signalizaci (71). Navíc Bid může 

být v těchto odlišných místech různě přístupný štěpení kaspázami. Bylo prokázáno, že 

Bid je ve zdravých buňkách chráněn před štěpením kaspázou 8 fosforylací kasein 

kinázami I a II. Kasein kináza fosforyluje Bid v blízkosti prvního (LQTD60) 

rozpoznávacího místa specifického pro kaspázu 8 a to na Thr59, Ser64 a Ser65 (78). 

V případě, že by štěpení Bid kaspázou 10 bylo méně posttranslačně kontrolováno, 

kaspáza 10 by mohla být schopna štěpit Bid i v jeho fosforylovaném stavu. 

1.2.3. Mutace kaspázy 10

Mutace CASP10 genu byly nalezeny především u onemocnění hematopoetického 

systému jako například u non-Hodgkinova lymfomu (79), T-buněčné akutní 

lymfoblastové leukémie (T-ALL), mnohočetného myelomu (MM) (80), autoimunitního 

lymfoproliferativního syndromu (ALPS) (4, 79) a u některých nádorů trávícího traktu 

(karcinom žaludku (82) a tlustého střeva (83)). 

U ALPS typu II byly zjištěny dědičné mutace kaspázy 10 vedoucí k narušení apoptózy 

T lymfocytů a dendritických buněk. Abnormální buněčná homeostáze má za následek 

akumulaci těchto buněk v lymfoidních orgánech a pleiotropní autoimunitní a zánětlivé 
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projevy. Wang a kolegové objevily u dvou pacientů s ALPS typu II 2 různé mutace 

CASP10 genu. Jedna je heterozygotní a vede k náhradě leucinu za fenylalanin na pozici 

242 v proteinu. Druhá homozygotní mutace vede k záměně izoleucinu za valin na pozici 

367. Obě se tedy nacházejí ve velké p17 podjednotce, která obsahuje aktivní místo 

enzymu. Bylo prokázáno, že tyto mutanty mají defektní apoptotickou aktivitu oproti 

nemutovaným (wild-type) formám. Navíc bylo zjištěno, že kaspáza 10 s heterozygotní 

mutací je společně s endogenní kaspázou 8 součástí DISCu a mohla by tak blokovat 

aktivaci kaspázy 8. Tato mutovaná forma interferuje s indukcí apoptózy přes různé 

TNFR-like death receptory zahrnující Fas, TNFR1, DR3, DR4 a DR5. Její narušená 

funkce je dána defektem v autosestřihu po vazbě na signalizační komplexy. Leucin 242 

se totiž nachází v blízkosti místa vázajícího substrát a je součástí β řetězce, který 

interaguje se smyčkou obsahující Arg-179. Arginin 179 hraje klíčovou roli při katalýze, 

protože stabilizuje P1 aspartát substrátu. Záměna Leu-242 za fenylalanin může vést 

k lokální odchylce v β řetězci, čímž by mohlo dojít ke znemožnění stabilizace P1 

aspartátu. Defektní funkce kaspázy 10 s homozygotní mutací je zřejmě důsledkem 

záměny aminokyseliny v těsné blízkosti katalytického místa (81). 

Mutace kaspázy 10 ve velké katalytické podjednotce byly identifikovány i u dalších 

onemocnění. U pacientů trpících non-Hodgkinovým lymfomem byly nalezeny 3 mutace 

v p17 podjednotce, které vedou ke vzniku předčasného stop kodonu. V případě záměny 

C za T na pozici 769 dochází k vytvoření stop kodonu a ke vzniku proteinu dlouhého 

257 aminokyselin, který je zkrácený těsně za prodoménou. Tato zkrácená forma by se 

mohla podobat FLIPu, který má schopnost se vázat na FADD, ale postrádá katalytickou 

aktivitu. Nadprodukce mutované kaspázy v buňkách kotransfekovaných Fas receptorem 

a DR5 prokázala, že má tento mutant defekt v indukci apoptózy (79). 

Mutace v p17 podjednotce byla také objevena u pacienta s T-buněčnou akutní 

lymfoblastovou leukémií. Vede k substituci leucinu za prolin na pozici 285. Prolin se od 

ostatních aminokyselin liší cyklickou strukturou, která může značně ovlivnit strukturu 

proteinu. Ve stejné studii byla dále zjištěna mutace v DED kaspázy 10 u pacienta 

s mnohočetným myelomem. U těchto dvou pacientů byla zjišťována exprese mRNA  

pro kaspázu 10 v nádorové tkáni. V obou případech byla kaspáza 10 silně exprimována 

a sekvenace DNA ukázala, že dochází k expresi jak mutované, tak nemutované (wild-
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type) formy. Je tedy možné, že mutovaná kaspáza 10 by se mohla vázat s nemutovanou 

a mohly by tak vytvářet strukturálně abnormální tetrametr (80). 

1.3. Linie lidských leukemických a lymfomových buněk

Leukemické a lymfomové buněčné linie představují významný modelový systém 

v biomedicíně. Patří k nejlépe prozkoumaným a charakterizovaným  lidským buněčným 

liniím. Hrají důležitou roli při identifikaci nových nádorových genů, při pochopení, jak 

tyto geny fungují a jsou modelem pro vývoj, testování a objasnění funkce nových  

terapeutických látek. 

Prvními kontinuálními lidskými hematopoetickými buněčnými liniemi byly v roce 1963 

linie odvozené z pacientů s Burkittovým lymfomem, z nichž nejznámější je Raji. 

Všechny rostly v suspenzní kultuře, buď jednotlivě nebo ve shlucích. Tento druh 

kultivace je velice praktický z důvodu snadné manipulace s buňkami. 

Tyto první klasické buněčné linie daly impulz ke vzniku dalších linií, např. CCRF-CEM 

v roce 1965 (T-buněčná akutní lymfoblastická leukémie, T-ALL), RPMI-8226 v roce 

1967 (mnohočetný myelom), K-562 v roce 1973 (chronická myeloidní leukémie, CML), 

U-698-M v roce 1974 (non-Hodgkinův lymfom, NHL), REH v roce 1977 (prekurzorová 

B-buněčná akutní lymfoblastická leukémie, B-ALL), atd. (84). 

V roce 1976 vznikla dnes velice populární a hojně využívaná linie Jurkat. Tato linie 

byla odvozena z buněk periferní krve 14-ti letého chlapce s T-buněčnou akutní 

lymfoblastickou leukémií při první recidivě onemocnění a jedná se o buňky rostoucí 

jednotlivě nebo ve shlucích v suspenzní kultuře (85). Jurkat linie se používá především 

pro studium T-buněčné akutní leukémie, T-buněčné signalizace a apoptózy. Její 

primární využití je pro studium mechanismů, které vedou k rozdílné citlivosti 

k protinádorovým lékům a radiaci. 

Leukemické-lymfomové linie nejsou závislé na růstových faktorech a jejich hlavními 

výhodami je, že poskytují neomezenou zásobu buněčného materiálu, mohou být 

uchovávány v tekutém dusíku a znovu rozmraženy bez ztráty buněčných rysů nebo 

životaschopnosti a jsou dostupné po celém světě. 
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2.   Cíle diplomové práce

TRAIL rezistentní klon Jurkat linie, J-TR1, byl vytvořen selekčním tlakem lidským 

rekombinantním TRAILem na původně senzitivní Jurkat buněčnou linii, kterou 

označujeme jako J-WT. V porovnání s J-WT exprimují J-TR1buňky signifikantně vyšší 

množství kaspázy 10 na úrovni mRNA i proteinu. Sekvenací byla zjištěna 

pravděpodobně heterozygotní mutace kaspázy 10, která vede k náhradě alaninu za 

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

účelem zjistit, zda ovlivňuje funkci tohoto enzymu v proapoptotické signalizaci, navrhli 

jsme následující specifické cíle:

1. Potvrdit pomocí ARMS-PCR heterozygotní mutaci v CASP10 genu (pozice 

1506 bp odpovídající popsané sekvenci pro mRNA CASP10 varianty D 

(hCASP10 var D, 5906 bp, NCBI Reference Sequence: NM_032977.3) TRAIL 

rezistentních J-TR1 buněk, která ovlivňuje aminokyselinové složení ve velké 

katalytické podjednotce kaspázy 10 (izoforem A, B a D). 

2. Vytvořit konstrukty expresního vektoru (pcDNA 3.3-TOPO vektor) s normální 

(nemutovanou) CASP10 D (CASP10 D WT) resp. mutovanou CASP10 D 

(CASP10 D MUT). 

3. Vytvoření linií (klonů) TRAIL senzitivních a TRAIL rezistentních Jurkat buněk 

(J-WT resp. J-TR1) stabilně exprimujících vytvořené vektory.

4. Ověření exprese vložené nemutované (WT) resp. mutované (MUT) formy 

kaspázy 10 D a jejich role v apoptóze indukované TRAILem.
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3.   Materiál a metody

3.1. Materiál

3.1.1. Přístrojové vybavení

Analytické váhy M163i (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)

Elektroforetický systém HE 33 Mini Submarine unit (Hoefer)

Fotoaparát Panasonic DMC-LS1

Inkubátor s integrovanou třepačkou (GALLENKAMP)

Inkubátor tkáňových kultur HERA cell (Heraeus)

Laminární box SAFE 2010-1,5 (Jouan Nordic-Holten)

Magnetický míchač Heating Magnetic Stirrer (Velp Scientifica)

Měřič pH/mV/temp Meter PL-600 (EZDO)

Mikroskop Eclipse TS100 (Nikon)

Parní sterilizátor (Sterilab)

Pipetboy Pipetus (Hirschmann Laborgerate)

Průtokový 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)

Stolní centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet)

Termoblok

Transiluminátor T 2202 (Sigma)

Vodní lázeň Heto 31 AT (Heto-Holten)

Vortex MS1 minishaker (IKA)

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

3.1.2. Chemikálie

30% směs akrylamidu a bisakrylamidu (Bio-Rad)

Acetát sodný trihydrát (Amresco)

AEVD peptidový substrát konjugovaný s AFC (7-amino-4-trifluoromethyl kumarin), 

1mM (RD systems)

Agarosa (Gibco)

Ammonium persulfát, APS (Sigma)

Ampicilin sodná sůl (P-LAB)

Annexin V-FITC (Appronex Biotechnologies) 

β merkaptoethanol (Aldrich)

Činidlo Bradfordové – Biorad protein assay (Bio-Rad) 

Dimethylsulfoxid, DMSO (Carl Roth)

Dithiothreitol, DTT, 1M (RD systems) 

dNTP mix, 25x (100mM) (Applied Biosystems) a dNTP mix, 10mM (Fermentas)

Ethanol, 100% (PENTA)

Ethidium bromid, EtBr (Amresco)

Fenol (Lachema)

Fenylmethansulfonyl fluorid, PMSF (Fluka)

Fetální bovinní sérum, FBS (Lonza)

Fosfatázový inhibitor I P2850, 100x (Sigma)

Fosfatázový inhibitor II P5726, 100x (Sigma)

Fosfátový pufr, PBS (Amresco)

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

Glycin (Sigma)

Glykogen, 20 mg/ml (Fermentas)

Hydroxid sodný (Amresco)

Chloroform (Lachema)

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

Kyselina boritá (Sigma)

Kyselina ethylendiamintetraoctová, EDTA (Sigma)

Kyselina chlorovodíková (Amresco)

LB Agar (Sigma)

LB Broth (Sigma)

Lipofectamine 2000 (Invitrogen)

MassRuller loading dye, 6x (Fermentas)

Methanol (PENTA)

Neesenciální 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)

Proteázový inhibitor P8340, 100x (Sigma)

Pufr na reverzní transkripci – RT pufr, 10x (Applied biosystems)

Pufr na štěpení plazmidu ScaI restrikční endonukleázou – ScaI pufr, 10x (Fermentas)

Reakční pufr 10, 2x (RD systems)

Rekombinantní His-TRAIL, Killer TRAIL (Alexis, San Diego, CA, USA)

Restrikční endonukleáza ScaI (Fermentas)

Reverzní transkriptáza MultiScribe (Applied Biosystems)

RT random primers, 10x (Applied Biosystems)

Sodiumdodecylsulfát, SDS (Carl Roth)

Standardy molekulových hmotností (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) 

Sušené mléko, laktino (PROMIL)

SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems)

Trizma base (Sigma)

Vzorkový pufr Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad)             
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3.1.3. Protilátky

- primární - proti kaspáze 10 - M059-3 anti-caspase 10 (4C1) (MBL)

                                                               - myší monoklonální

                                                               - 1 mg/ml

                                                               - ředění na western blot - 1:1000

                                                                 (tzn. výsledná koncentrace 1 μg/ml)

                 - proti aktinu - actin (I-19) HRP (Santa Cruz Biotechnology)

                                                               - kozí polyklonální

                                                               - konjugovaná s křenovou peroxidázou

                                                               - 200 μg/ml

                                                               - ředění na western blot - 1:1000

                                                                 (tzn. výsledná koncentrace 0,2 μg/ml)

- sekundární - proti myší protilátce - 715-036-150 (Jackson ImmunoResearch 

                                                           laboratories) 

                                                               - oslí polyklonální 

                                                               - konjugovaná s křenovou peroxidázou

                                                               - 0,8 mg/ml

                                                               - ředění na western blot - 1:10000

                                                                 (tzn. výsledná koncentrace 0,08 μg/ml)

3.1.4. Média

3.1.4.1. Tekutá

- IMDM médium (Iscove's modified Dulbecco's medium s L-glutaminem a 25mM

                              HEPES) (Lonza) 

                            - kompletní médium: 500 ml IMDM média + 50 ml (10%) fetálního

                                                               bovinního séra (FBS) inaktivovaného 30 min při
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                                                               56°C + 5,5 ml neesenciálních aminokyselin

                                                               (100x) + 5,5 ml penicilinu/streptomycinu 

                                                               (výsledná koncentrace 100 μg/ml média)

                            - IMDM médium bylo uchováváno při 4°C

- LB médium – 6 g LB Broth (Sigma) bylo rozpuštěno ve 300 ml ddH2O a výsledný 

                         roztok byl vyautoklávován. Po vychladnutí byl do tohoto roztoku 

                         přidán ampicilin (výsledná koncentrace ampicilinu 100 μg/ml média).

                         LB médium bylo uchováváno při 4°C. 

- Opti-MEM I médium bez séra (Gibco) – bylo uchováváno při 4°C

- S.O.C. médium (Invitrogen) – bylo uchováváno při -20°C

3.1.4.2. Pevná

- LB agar - 10,5 g LB agaru (Sigma) bylo rozpuštěno ve 300 ml ddH2O a výsledný 

                   roztok byl vyautoklávován. Po sterilizaci byl tento roztok ochlazen na 55°C

                   a byl do něj přidán ampicilin (výsledná koncentrace 100 μg/ml média).

                   Do Petriho misek bylo pipetováno 25 ml agaru. Po zatuhnutí agaru byly

                   misky přeneseny do 4°C.

3.1.5. Roztoky

0,5 M Tris-HCl pH 6,8

- 6 g Tris base bylo rozpuštěno v 60 ml ddH2O a za stálého míchání byla přikapávána

  6 N HCl, dokud pH nedosáhlo 6,8. Roztok byl poté doplněn vodou do 100 ml.

- sterilizován v autoklávu

- uchováván při 4°C
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1 M Tris-HCl pH 7,5

- 12,114 g Tris base bylo rozpuštěno v 60 ml ddH2O a za stálého míchání byla

   přikapávána 6 N HCl, doku pH nedosáhlo 7,5. Roztok byl poté doplněn vodou do

  100 ml.

- sterilizován v autoklávu

- uchováván při pokojové teplotě

1,5 M Tris-HCl pH 8,8

- 18,15 g Tris base bylo rozpuštěno v 60 ml ddH2O a za stálého míchání byla 

   přikapávána 6 N HCl, dokud pH nedosáhlo 8,8. Roztok byl poté doplněn vodou do 

  100 ml.

- sterilizován v autoklávu

- uchováván při 4°C

0,5 M EDTA pH 8

- 37,22 g EDTA bylo rozpuštěno ve 100 ml ddH2O a za stálého míchání byly přidávány

   pecičky NaOH, dokud pH nedosáhlo 8 (EDTA je při pH nižším než 8 nerozpustná ve

   vodě). Roztok byl poté doplněn vodou do 200 ml. 

- sterilizován v autoklávu

- uchováván při pokojové teplotě

3 M acetát sodný 

- 40,824 g acetátu sodného trihydrátu bylo rozpuštěno v 80 ml ddH2O a poté byl roztok

  doplněn vodou do 100 ml

- uchováván při pokojové teplotě

50 mM NaOH

- 0,99 g NaOH bylo postupně rozpuštěno v 50 ml ddH2O. Ze vzniklého 500 mM 

   roztoku bylo 5 ml naředěno do výsledného objemu 50 ml.
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70% ethanol

- 35 ml 100% ethanolu bylo za stálého míchání ředěno ddH2O do výsledného objemu 

  50 ml

- uchováván při pokojové teplotě

10% APS

- 100 mg APS bylo rozpuštěno v 1 ml ddH2O

- namíchán vždy čerstvý před každým western blotem

10% SDS

- 10 g SDS bylo rozpuštěno v 90 ml ddH2O a roztok byl doplněn vodou do 100 ml

- nesterilizován v autoklávu a uchováván při pokojové teplotě

4 x ředěný roztok vývojky

- 100 ml vývojky (FOMA LP-T) bylo naředěno 400 ml ddH2O

5 x ředěný roztok ustalovače

- 100 ml ustalovače (FOMAFIX) bylo naředěno 500 ml ddH2O

1000x EtBr

- 0,5 mg EtBr bylo rozpuštěno v 1 ml ddH2O

zamražovací roztok pro buněčné linie (90% FBS, 10% DMSO)

- zamražovací roztok byl připravován do 50 ml zkumavky Falcon. 5 ml DMSO bylo

   naředěno do 45 ml FBS.

- uchováván při 4°C
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3.1.6. Pufry

10 x ředěný running pufr (pH 8,3)

- 30,3 g Tris base, 144 g glycinu a 10 g SDS bylo za stálého míchání rozpuštěno v 500

   ml ddH2O a roztok byl doplněn vodou do 1 l. Poté bylo 50 ml tohoto roztoku

   naředěno do 450 ml ddH2O.

- uchováván při 4°C

transfer pufr

- 6,06 g Tris base, 28,8 g glycinu a 400 ml methanolu bylo smícháno a doplněno ddH2O 

   do 2 l

- uchováván při 4°C

1x PBS

- 4,94 g PBS (Amresco) bylo rozpuštěno v 200 ml ddH2O a roztok byl doplněn vodou 

   do 500 ml

- sterilizován v autoklávu

- uchováván při 4°C

0,5x TBE pufr

- nejdříve byl připraven 1 l 10x TBE pufru. 108 g Tris base, 55 g kyseliny borité a 40 ml 

  0,5 M EDTA (pH 8) bylo rozpuštěno v 500 ml ddH2O a roztok byl doplněn vodou do 

  1 l. 500 ml 10x TBE pufru bylo poté naředěno 9,5 l ddH2O.

- uchováván při pokojové teplotě

1x annexin V vázající pufr

- 50 ml 10x annexin vázajícího pufru (BD) bylo za sterilních podmínek podmínek 

   naředěno 450 ml sterilní ddH2O

- uchováván při 4°C

lyzační pufr (RD systems)

- uchováván při 4°C
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RIPA pufr (Sigma) 

- uchováván při 4°C

3.1.7. Komerčně dodávané 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 kompetentní bakteriální buňky kmenu E.coli, které jsou ideální pro efektivní 

   klonování do plazmidových vektorů a zajišťují jejich stabilní replikaci. Obsahují 

  deleci lacZ∆M15 umožňující α-komplementaci tohoto genu, který kóduje 

  β-galaktosidázu. Díky tomu může být detekováno modré/bílé zbarvení kolonií 

  pěstovaných na misce v přítomnosti X-gal. 

- genotyp: F
-
mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacΧ74 recA1 araD139 

Δ(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (Str
R
) endA1 nupG λ-

DH5α T1 E.coli (Invitrogen)

- chemicky kompetentní bakteriální buňky, které jsou vhodné pro běžné klonování

   do plazmidových vektorů. Obsahují deleci lacZ∆M15 umožňující α-komplementaci   

tohoto genu, který kóduje β-galaktosidázu. Díky tomu může být detekováno 

modré/bílé zbarvení kolonií pěstovaných na misce v přítomnosti X-gal. 
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- genotyp: F- φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) 
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA

Jurkat 

- Jurkat buňky představují imortalizovanou linii T-lymfocytů, která byla odvozena od 

lidské akutní T-buněčné (lymfoblastické) leukémie. Tato buněčná linie se používá 

především pro studium akutní T-buněčné leukémie, signalizace T buněk a apoptózy. 

Její primární využití je studium mechanismů, které vedou k rozdílné citlivosti 

k protinádorovým lékům a radiaci. 

- Jurkat TR1 klon rezistentní na TRAIL byl odvozen od normálních (wild-type, WT) 

Jurkat buněk citlivých na TRAIL několikatýdenní kultivací v médiu s TRAILem o 

koncentraci 200 ng/ml na Ústavu patologické fyziologie 1.LF UK. 

3.1.9. pcDNA 3.3-TOPO vektor (Invitrogen) 

Tento vektor je určen pro vysokou expresi do něj vložených genů v širokém spektru 

savčích buněk. Vysoká úroveň exprese je zajištěna CMV promotorem. Dále pcDNA 

3.3-TOPO vektor také obsahuje gen neomycinové rezistence pro selekci stabilně 

transfekovaných buněčných linií geneticinem. 
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                                                                            Zdroj: http://www.invitrogen.com

3.1.10. Primery

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

TK polyA_R primery byly součástí kitu od Invitrogenu). Lyofilizované olinukleotidové 

řetězce primerů byly postupně rozpuštěny v ddH2O na výslednou koncentraci 200 μM. 

Poté byly zamraženy a uchovávány při -80°C.

název primeru sekvence (5´-3´)
velikost 
(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. Práce s buněčnými kulturami

Roztoky a médium použité při práci s buněčnými kulturami byly uchovávány při 4°C a 

před samotnou prací byly vytemperovány na 37°C. 

Rozmražení buněk

Kryozkumavka se zamraženou buněčnou kulturou byla vyndána z nádoby s tekutým 

dusíkem (-120°C) a přenesena do vodní lázně vyhřáté na 37°C, kde zůstala do doby, než 

se v ní nerozpustil led. Po roztátí byla buněčná suspenze přepipetována do 20 ml IMDM 

média (+10% FBS, PENSTREP, NEAA) a stočena v 50 ml zkumavce Falcon na 5 min, 

300 g, 4°C. Buňky byly následně resuspendovány v 10 ml čerstvého IMDM média 

(+10% FBS, PENSTREP, NEAA), přepipetovány do kultivační lahve s obsahem dna 25 

cm2 a uloženy do inkubátoru. 
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Kultivace a pasážování buněk

Buňky Jurkat WT a TR1 byly kultivovány v IMDM médiu (+10% FBS, PENSTREP, 

NEAA) v inkubátoru při 37°C a 5% CO2.

Poté, co buňky narostly do požadovaného množství (maximálně ale do hustoty 1,5 x 106

buněk/ml), byly pasážovány - nejčastěji v poměru cca 1:4 po třech dnech (Buňky byly 

rozmíchány pipetou, aby se vytvořila homogenní suspenze. Poté byly odsáty cca 4/5 

objemu buněčné suspenze a kultivační lahev byla doplněna čerstvým IMDM médiem do 

původního objemu.). 

Zamražování buněk 

Buňky byly nejprve stočeny v centrifuze na 5 min, 300 g, 4°C. Poté byly 

resuspendovány v zamrazovacím roztoku (90% FBS, 10% DMSO) (5 x 106 buněk na 

1,5 ml zamražovacího roztoku) a rozpipetovány po 1,5 ml do kryozkumavek. 

Kryozkumavky s buňkami byly vloženy do předem vychlazeného (4°C) mrazícího 

bločku s izopropanolem a přeneseny do -80°C. Druhý den byly kryozkumavky 

přeneseny do tekutého dusíku (-120°C).

3.2.2. Izolace RNA

8 x 106 buněk bylo stočeno v 50 ml centrifugačních zkumavkách po dobu 5 min, 300g a 

při 4°C. Buňky byly resuspendovány v 1 ml RNA later RNA stabilizačního činidla a 

RNA z nich byla vyizolována s použitím RNeasy mini kitu (Qiagen) podle návodu 

výrobce. Buňky byly nejdříve zcentrifugovány na 5 min, 5000g při pokojové teplotě 

(25°C) a lyzovány přidáním 600 μl pufru RLT s β-merkaptoethanolem (100:1). Vzorek 

byl zvortexován a zhomogenizován stříkačkou s jehlou o průměru 0,45 mm a bylo 

k němu přidáno 600 μl 70% RNAse free ethanolu. Lyzát byl nanesen na mini kolonu a 

centrifugován 15s, 8000g při 25°C. Kolonka byla následně promyta 700 μl pufru RW1 a 

poté dvakrát 500 μl pufru RPE (centrifugace 15s, 8000g při 25°C, pouze při druhém 

promytí pufrem RPE 2 min, 8000g). Kolonka byla vložena do nové sběrné zkumavky a 
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centrifugována 1 min na maximální rychlost při 25°C. RNA byla eluována 50 μl RNAse 

free vody a centrifugací 1 min, 8000g při 25°C do 1,5 ml ependorfek. Kvalita a 

koncentrace RNA byly změřeny na nanodropu a RNA byla skladována při -80°C. 

3.2.3. Reverzní transkripce

K přepisu RNA do cDNA byl použit kit High capacity cDNA reverse transcription 

(Applied biosystems). Do PCR zkumavky byly na ledu napipetovány 2 μl RT pufru 

(10x), 0,8 μl směsi dNTP (25x, 100mM), 2 μl random primerů (10x), 1 μl reverzní 

transkriptázy MultiScribe (50 U/μl), 4,2 μl nuclease free vody a 10 μl celkové RNA (5 

μg). PCR zkumavka byla přenesena do cykleru a na reverzní transkripci byl použit 

následující program:

1.krok    25°C, 10 min

2.krok    37°C, 120 min

3.krok    85°C, 5 min

udržovací teplota    4°C

Kvalita a koncentrace cDNA byly změřeny na nanodropu a cDNA byla skladována při 

-20°C. 

3.2.4. ARMS-PCR

ARMS (amplification refractory mutation system)-PCR nebo také alelově specifická 

(allele specific) PCR je metoda používaná na detekci jednonukleotidových mutací resp. 

polymorfismů (SNP, single nucleotide polymorfisms). Typický ARMS test se skládá ze 

dvou komplementárních reakcí: jedna zahrnuje nemutovaný (WT, wild-type) ARMS 

primer specifický pro určitou normální (nemutovanou) sekvenci DNA a nemůže tedy 

amplifikovat DNA mutovanou v tomto konkrétním úseku. Druhá reakce zahrnuje 
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mutovaný ARMS primer, který specificky nasedá na tento určitý mutovaný úsek a 

amplifikuje ho a naopak neamplifikuje normální DNA. Analýzou amplifikovaných 

produktů lze zjistit genotyp v konkrétním vzorku. Pokud se jedná o homozygota, 

produkt vznikne pouze v jedné reakci (tzn. buď v reakci s nemutovaným nebo v reakci 

s mutovaným primerem). V případě heterozygota vzniknou PCR produkty v obou 

reakcích. 

Tyto tzv. vnitřní ARMS primery nasedají specificky na sekvenci DNA, ve které chceme 

ověřit přítomnost určité mutace (polymorfismu) a používají se ve dvojici s tzv. vnějšími 

primery, které nasedají mimo tuto oblast DNA. Mutované ARMS primery mají mutaci 

specificky nasedající na stanovovanou mutaci v DNA na 3' konci. ARMS primery (s i 

bez 3´koncové mutace) navíc obsahují jednonukleotidový mismatch  na pozici 3 od 3´ 

konce, který zvyšuje jejich specifitu. 

V tomto případě bylo této metody využito k ověření mutace CASP10 genu (záměna 

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 rezistentním 

na TRAIL. 

Templátem pro ARMS-PCR byla cDNA z Jurkat WT a TR1 buněk a v obou případech 

byly namíchány čtyři reakce (použití čtyř dvojic primerů: vnitřní forward 

ARMS_F_WT resp. F_MUT primer  + vnější reverse R_206 primer - velikost produktů 

206 bp a vnitřní reverse ARMS_R_WT resp R_MUT primer + vnější forward F_297 

primer - velikost produktů 297 bp). Celkový objem reakce byl 20 μl. K 10 μl 2x PCR 

premixu (obsahuje Taq DNA polymerázu) byl přidán 1 μl forward primeru (5 μM), 1 μl 

reverse primeru (5 μM), 7,5 μl nuclease free vody a 0,5 μl cDNA (25 ng) z Jurkat WT 

resp. TR1 buněk. 

Na reakci byl použit následující program:

Víko cykleru bylo vyhřáto na 98°C

1.krok   94°C, 2 min

2.krok   94°C, 0:30 min

3.krok   63°C (v reakcích s ARMS_R_WT resp. R_MUT) /65°C (v reakcích 

                       s ARMS_F_WT resp. F_MUT), 0:30 min

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

udržovací teplota   4°C

3.2.5. Elektroforéza na agarosovém gelu

Na elektroforézu větších fragmentů (> 700 bp) byl použit 1% agarosový gel (0,5 g 

agarosy na 50 ml 0,5x TBE pufru) a rozdělení malých fragmentů (< 700 bp) probíhalo v 

1,5% agarosovém gelu (0,75 g agarosy na 50 ml 0,5x TBE pufru). Výsledná 

koncentrace ethidium bromidu v gelu činila 0,5 μg/ml. Ke každému vzorku DNA byl 

vždy připipetován 6x MassRuler loadind dye (Fermentas) v poměru 1:5 a poté byly 

jednotlivé vzorky napipetovány do jamek v agarosovém gelu. Podle velikosti 

amplifikovaného fragmentu byl vybrán příslušný standard molekulových hmotností (od 

firmy Fermentas). Elektroforéza probíhala v 0,5x TBE pufru. Po skončení elektroforézy 

(modrý pruh vzorkovacího pufru ve ¾ délky gelu) byly vzorky zviditelněny 

transiluminátorem (světlo o vlnové délce 300 nm) a vyfoceny fotoaparátem Panasonic 

DMC-LS1.  

Po ARMS-PCR byly produkty (10 μl od každého + 1,6 μl loading dye) rozděleny 

v 1,5% agarosovém gelu při 75 V na 1,5 hodiny. Byl použit standard molekulových 

hmotností pro malé fragmenty DNA - MassRuler low range DNA ladder (Fermentas) (5 

μl).

3.2.6. Klonování a transformace E. coli 

Amplifikace CASP10 genu

Oblast CASP10 genu obsahující úsek kódující protein byla amplifikována primery 

CASP10_F1 a _R1 (velikost produktů byla 1678 a 1549 bp) z cDNA z Jurkat WT 

buněk. Celkový objem reakce byl 50 μl - 45 μl PCR supermix HIFI (obsahuje směs 

rekombinantní Taq DNA polymerázy a DNA polymerázy z pyrococus druhu GB-D), 3 

μl primerů (forward + reverse, každý 5 μM) a 2 μl cDNA (200 ng). 
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Na PCR byl použit následující program:

Víko cykleru bylo vyhřáto 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 cyklů) 

5.krok   72°C, 10 min

udržovací teplota   4°C

Izolace a purifikace DNA z gelu (CASP10 varianty D)

Vzorek byl po PCR nanesen do dvou jamek po 25 μl (25 μl vzorku + 4,2 μl loading dye) 

a amplifikovaný CASP10 gen byl rozdělen v 1% agarosovém gelu při 85 V na 2 hodiny. 

Byl použit standard molekulových hmotností pro velké fragmenty – Lambda 

DNA/EcoRI+Hind III marker 3 (Fermentas) (5 μl). Agarosový gel byl přenesen na 

transiluminátor a DNA fragmenty byly zviditelněny. Ze vzniklých dvou proužků 

(odpovídajících CASP10 variantě A – 1549 bp a CASP10 variantě D – 1678 bp) byly 

skalpelem vyříznuty pouze ty horní, obsahující delší variantu kaspázy 10, variantu D. 

Vyříznuté proužky byly vloženy do ependorky a zváženy a DNA byla z gelu izolována 

a purifikována kitem QIAquick gel extraction (Qiagen) podle návodu výrobce. K 370 

mg gelu bylo přidáno 1110 μl pufru QG a směs byla inkubována v termobloku 10 min 

při 50°C. Během inkubace byla ependorfka několikrát zvortexována, aby se usnadnilo 

rozpuštění gelu. Rozpuštěný gel byl nanesen na kolonku a centrifugován 1 min na 

13000 rpm při 25°C. Po vylití obsahu sběrné zkumavky bylo na kolonku aplikováno 0,5 

ml pufru QG a obsah byl centrifugován 1 min na 13000 rpm při 25°C. Poté byla 

kolonka promyta 0,75 ml pufru PE (centrifugace 1 min 13000 rpm při 25°C), 

centrifugována 1 min na sucho a přenesena na 1,5 ml mikrocentrifugační zkumavku. 

DNA byla eluována 50 μl nuclease free vody vyhřáté na 37°C (po nanesení se kolonka 

inkubovala 1 min při 25°C a poté byla stočena na 1 min, 13000 rpm při 25°C. 

Koncentrace a kvalita DNA byly změřeny na nanodropu a DNA byla skladována při 

-20°C. 
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Klonování a transformace chemicky kompetentní E. coli

Vyizolovaná cDNA pro CASP10 variantu D kódující protein (1678 bp) byla 

zaklonována do pcDNA 3.3-TOPO vektoru s využitím pcDNA 3.3-TOPO TA cloning 

kitu (Invitrogen). PCDNA 3.3-TOPO vektor je linearizovaný plazmid a na 3' konci 

obsahuje přesahující thymidin, který se páruje s adenosinem přesahujícím na 3' konci 

vkládaného PCR produktu (PCR supermix HIFI totiž obsahuje Taq DNA polymerázu, 

která má terminální transferázovou aktivitu a přidává adenosin na 3' konec templátu). 

Tím může být PCR produkt efektivně ligován s vektorem. 

Celkový objem klonovací reakce byl 6 μl. K 4 μl cDNA pro CASP10 variantu D (112 

ng) byl přidán 1 μl solného roztoku (1,2 M NaCl a 0,06 M MgCl2) a 1 μl TOPO 

vektoru. Směs byla promíchána pipetou, inkubována 5 min při pokojové teplotě a 

přenesena na led.  

Z klonovací reakce byly odebrány 2 μl a přidány do tuby s chemicky kompetentní One 

Shot TOP10 E. coli. Směs byla lehce promíchána, inkubována 10 min na ledu a byl 

proveden teplotní šok bakteriálních buněk zahřátím směsi na 42°C po dobu 30 s. Poté 

byly tuby přeneseny na led, bylo k nim přidáno 250 μl S.O.C. média vyhřátého na 

pokojovou teplotu a směs byla inkubována 1 hodinu v třepačce při 200 rpm a 37°C. 

Transformované buňky byly vysety v objemech 20 μl, 80 μl a 120 μl na agarové plotny 

s 100 μg/ml ampicilinu vyhřáté na 37°C a inkubovány přes noc při 37°C. 

Z vyrostlých kolonií bylo vybráno 10, které byly zaočkovány do 25 ml LB média s 100 

μg/ml ampicilinu vyhřátého na 37°C a kultivovány 12 hodin v třepačce při 200 rpm a 

37°C. 

3.2.7. Izolace plazmidové DNA

Plazmidová DNA byla izolována Jet Star plasmid purification midi kitem (Genomed) 

podle návodu výrobce. Kolonky byly ekvilibrovány 10 ml roztoku E4. Bakteriání buňky 

byly stočeny (15 min, 6000 g, 4°C), resuspendovány ve 4 ml roztoku E1 obsahujícím 

RNázu A a lyzovány přidáním 4 ml roztoku E2. Lyzát byl inkubován 5 min při 

pokojové teplotě a byly k němu přidány 4 ml neutralizačního roztoku E3. Směs byla 
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stočena (10 min, 12000 g, 25°C) a supernatant nanesen na kolonku. Kolonka byla 

dvakrát promyta 10 ml roztoku E5. Plazmidová DNA byla eluována 5 ml roztoku E6 a 

precipitována přidáním 3,5 ml izopropanolu. Směs byla stočena (30 min, 12000 g, 4°C) 

a peletka byla promyta 2 ml 70% ethanolu a znovu stočena (10 min, 12000 g, 4°C). 

Plazmidová DNA byla sušena 10 min na vzduchu a poté resuspendována 30 μl nuclease 

free vody. 

Koncentrace a kvalita DNA byly změřeny na nanodropu a DNA byla skladována při 

-20°C.

Přítomnost inzertu v plazmidech a jejich správná orientace byla ověřena PCR. 

Přítomnost inzertu v plazmidech byla ověřena primery nasedajícími na vloženou 

CASP10 variantu D - forward primerem CASP10_common_F a reverse primerem 

CASP10_R1 (velikost produktu byla 707 bp). Správná orientace inzertu pak byla 

zjištěna CASP10_common_F primerem a reverse TK polyA primerem nasedajícím na 

TK polyadenylační signál, který se nachází na TOPO vektoru (velikost produktu byla 

773 bp).

Na ověření bylo vybráno 5 vyizolovaných plazmidů a od každého plazmidu byly

namíchány dvě PCR reakce:

1. reakce: 2x PCR premix  10 μl                                  

                CASP10_common_F primer (5 μM)  1 μl                     

                CASP10_R1 primer (5 μM)  1 μl

                voda  2 μl

                plazmidová DNA  6 μl (50 ng)

2. reakce: 2x PCR premix  10 μl

                CASP10_common_F primer  1 μl

                TK polyA primer  0,66 μl

                voda  2,34 μl

                plazmidová DNA  6 μl
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Na amplifikaci byl použit následující 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 cyklů)

5.krok  72°C, 10 min

udržovací teplota  4°C

PCR produkty (10 μl produktu + 1,6 μl loading dye) byly rozděleny v 1% agarosovém 

gelu při 85 V na 1 hodinu. Byl použit standard molekulových hmotností pro malé 

fragmenty MassRuler low range DNA ladder (Fermentas). Jednotlivé proužky byly 

vizualizovány pod transiluminátorem. 

Čtyři plazmidy obsahující inzert ve správné orientaci byly také osekvenovány. Od 

každého plazmidu byly namíchány 4 sekvenační reakce – s primerem CMV_F, 

Sq CASP10_F1, Sq CASP10_R1 a CASP10_common_F, tak aby se pročetla celá 

sekvence vložené CASP10 varianty D. Sekvenční reakce obsahovaly 13,5 μl vody, 0,5 

μl templátu (200 ng), 1 μl primeru (3,2 μM) a byly poslány na Ústav dědičných 

metabolických poruch VFN a 1.LF UK, kde byla přidána polymeráza a probíhala 

sekvenace. 

Sekvence byla z výstupního programu Chromas Lite převedena do programu Vector 

NTI a programem AlignX byl proveden aligment s popsanou sekvencí pro mRNA 

CASP10 varianty D (hCASP10 var D, 5906 bp, NCBI Reference Sequence: 

NM_032977.3).

3.2.8. Místně specifická mutageneze 

Na místně specifickou mutagenezi byl vybrán plazmid obsahující CASP10 variantu D, 

která se sekvencí shodovala s odpovídajícím úsekem popsané hCASP10 varianty D 

(tzn. neobsahovala genetické změny, které by vedly k záměně aminokyselin). 
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Požadovaná mutace (záměna cytidinu za adenosin na pozici 1506 popsané hCASP10 

varianty D) byla vytvořena dvojicí primerů (site_dir_casp10_F1 a site_dir_casp10_R1), 

z nichž mutagenní site_dir_casp10_F1 forward primer obsahoval mutované místo.

Mutageneze byla provedena systémem od Invitrogenu (GeneTailor Site-Directed 

Mutagenesis System). 

Plazmidová DNA byla nejdříve methylována. K 1 μl plazmidové DNA (100 ng) bylo 

přidáno 1,6 μl methylačního pufru, 1,6 μl 10x SAM, 1 μl DNA methylázy (4 U/μl) a 

10,8 μl sterilní destilované vody a směs byla inkubována 1 hodinu při 37°C. 

Na mutagenezi byly poté použity 2 μl methylované plazmidové DNA, 2 μl 10x HIFI 

PCR pufru, 3 μl dNTPs (2 mM), 0,2 μl MgSO4 (100 mM), 0,6 μl forward primeru (10 

μM), 0,6 μl reverse primeru (10 μM), 0,2 μl platinum Taq HIFI DNA polymerázy a 11,4 

μl vody. 

Plazmid byl amplifikován následujícím 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 cyklů)

5.krok  68°C, 10 min

udržovací teplota  4°C

Výsledkem byla lineární dvouřetězcová DNA obsahující mutaci. Část reakce (8 μl) byla 

rozdělena v 1% agarozovém gelu při 90 V na 1 hodinu a bylo zkontrolováno, zda 

proběhla amplifikace. 

2 μl z reakce byly použity na transformaci DH5α-T1 E. coli. Bakterie cirkularizovala 

lineární mutovanou DNA a bakteriální endonukleáza McrBC rozštěpila methylovanou 

templátovou DNA, čímž v buňce zbyl pouze nemethylovaný mutovaný produkt. 

Na ledu byla rozpuštěna 50 μl tuba s DH5α-T1 E. coli. Po roztátí do ní byly 

připipetovány 2 μl z PCR reakce a dále byl použit stejný postup jako v kapitole 5.2.6..

Z vyrostlých kolonií bylo vybráno 19 na PCR screening a tedy ověření přítomnosti 

mutace. Byla použita dvojice primerů ARMS_F_MUT + _R_206 (resp. ARMS_F_WT 



54

+_R_206). PCR reakce obsahovala 10 μl 2x PCR premixu, 1 μl forward primeru (5 

μM), 1 μl reverse primeru (5 μM), 8 μl vody a jako templát sloužily buňky z kolonie 

(dotknutí se špičkou od pipety kolonie a přenesení do reakce). 

PCR probíhala při následujícím 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 cyklů)

5.krok  72°C, 10 min

udržovací teplota  4°C

Produkty (10 μl) byly analyzovány po rozdělení v 1,5% agarosovém gelu při 75 V na 

1,5 hodiny. Byl použit standard molekulových hmotností pro malé fragmenty 

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

Z otestovaných kolonií byly vybrány 4 (u kterých PCR screening potvrdil přítomnost 

mutace), které byly rozpěstovány v LB médiu obsahujícím 100 μg/ml ampicilinu a 

sklizeny na izolaci plazmidů podle stejného postupu jako v kapitole 5.2.6 a 5.2.7.. 

Tyto 4 vyizolované plazmidy byly poslány na osekvenování inzertu podle postupu 

v kapitole 5.2.7. 

3.2.9. Stabilní transfekce

Linearizace plazmidové DNA

Plazmidy s vloženou nemutovanou (WT) CASP10 variantou D resp. s mutovanou 

CASP10 variantou D byly naštěpeny Sca I restriktázou (Fermentas), která štěpila 

pcDNA 3.3-TOPO vektor pouze v jednom místě – nacházejícím se v genu pro 

ampicilinovou rezistenci (AGT/ACT). Na reakci bylo použito 41,2 μl nuclease free 

vody, 5 μl 10x Sca I pufru, 1,3 μl plazmidové DNA (2,5 μg) a 2,5 μl Sca I restriktázy.
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Směs byla stočena a inkubována 1,5 hodiny při 37°C.

5 μl reakce bylo rozděleno v 1% agarozovém gelu při 90 V na 1 hodinu (štěpící reakce 

byla zastavena přidáním 2 μl 0,5 M roztoku EDTA o pH 8) a bylo zkontrolováno, zda 

proběhlo naštěpení plazmidů. 

Vzhledem k tomu, že Sca I restriktázu nelze tepelně inaktivovat, musela být provedena 

fenol-chloroformová extrakce DNA. Zbytek reakce (45 μl) byl naředěn vodou do 100 

μl. Bylo k němu přidáno 100 μl fenolu, vzorek byl zvortexován, aby se jednotlivé fáze 

smíchaly a poté byl stočen na 2 min, 13300 rpm, 25°C v minicentrifuze. Vodná fáze 

byla odpipetována do čisté ependorfky a byl k ní přidán stejný objem chloroformu. 

Směs byla zvortexována, stočena na 2 min, 13300 rpm, 25°C a supernatant byl 

přepipetován do čisté ependorfky. DNA byla precipitována přidáním 12 μl 3 M acetátu 

sodného, 300 μl 100% ethanolu a 1 μl glykogenu (na lepší vysrážení). Vzorek byl 

zvortexován a precipitace probíhala přes noc při -20°C. Druhý den byl vzorek stočen na 

15 min, 13300 rpm, 25°C, peletka DNA byla omyta 1 ml 70% ethanolu a znovu stočena 

na 10 min, 13300 rpm, 25°C. Po odsátí supernatantu byla lineární plazmidová DNA 

rozpuštěna v 10 μl vody. 

Kvalita a čistota DNA byly změřeny na nanodropu.

Transfekce DNA do Jurkat buněk 

Jurkat WT a TR1 buňky byly transfekovány linearizovanými plazmidy s vloženou 

nemutovanou (WT) resp. s mutovanou CASP10 variantou D a to lipofektaminem 

(Lipofectamine 2000, Invitrogen). 

Na každou transfekci bylo stočeno (5 min, 300 g, 4°C) 800000 buněk, které byly 

resuspendovány v 500 μl Opti-MEM I média bez séra a napipetovány do 24-jamkové 

destičky. 1 μg plazmidové DNA byl naředěn 50 μl Opti-MEM I média. 5 μl 

Lipofectaminu 2000 bylo také naředěno 50 μl Opti-MEM I média a inkubováno 5 min 

při pokojové teplotě. Poté bylo 50 μl naředěného Lipofectaminu 2000 připipetováno 

k plazmidové DNA, směs byla promíchána a inkubována 20 min při pokojové teplotě. 

100 μl komplexu DNA-lipofektamin bylo přidáno do jamky obsahující Opti-MEM I 

médium s buňkami. Buňky byly kultivovány v Opti-MEM I médiu bez séra po dobu 24 
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hodin a druhý den byly přepipetovány do 6-ti jamkové destičky do 5 ml IMDM média 

(+10% FBS, PENSTREP, NEAA). 

Selekce stabilních transfektantů

Transfektanti byly selektovány v 6-ti jamkové destičce. Jurkat buňky nejdříve rostly v 

5 ml IMDM média (+10% FBS, PENSTREP, NEAA) a třetí den od transfekce k nim 

byl přidán geneticin (výsledná koncentrace 400 μg/ml média). Po dalších třech dnech 

byla koncentrace geneticinu zvýšena na 600 μg/ml média a buňky byly při této 

koncentraci selektovány po dobu 14 dní. Pasáž buněk probíhala po dvou dnech. 

Po 14 dnech byly buňky z každé transfekce naředěny na 10 buněk/ml média + 600 

μg/ml geneticinu (1 buňka/100 μl média) a rozpipetovány po 100 μl na jamku do 96-ti 

jamkových destiček. Od každé transfekce byly napipetovány čtyři 96-ti jamkové 

destičky. 96-ti jamkové destičky byly hned prohlédnuty pod mikroskopem a byly 

označeny jamky, ve kterých se vyskytovala pouze jedna buňka. Po týdnu bylo v těchto 

jamkách zkontrolováno, zda se buňka dělila a dala vznik klonu. Od každé transfekce 

bylo z rostoucích jamek vybráno 48, které byly přesazeny do nové 96-ti jamkové 

destičky. 

PCR screening transfektantů

Z rostoucích klonů bylo odsáto 90 μl do PCR stripů, které byly stočeny na 5 min, 300 g, 

4°C. K peletě bylo přidáno 100 μl 50 mM NaOH a směs byla inkubována v cykleru 30 

min při 99°C. Poté bylo připipetováno 30 μl 1 M Tris-HCl o pH 7,5. Z této směsi byl na 

PCR screening použit 1 μl. Přítomnost vložené CASP10 varianty D byla prokázána 

dvojicemi primerů 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 μl 2x PCR premixu, 1,5 μl primerů (F + R), 5 μl vody a 1 μl lyzovaných buněk a byl 

použit následující 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 cyklů)

5.krok  72°C, 10 min

udržovací teplota  4°C

PCR produkty byly rozděleny v 1,5% agarosovém gelu při 90 V na 1 hodinu a byl 

použit standard molekulových hmotností pro malé fragmenty GeneRuler 50 bp DNA 

ladder. 

3.2.10. Real-time PCR (také kvantitativní polymerázová řetězová reakce, qPCR)

U vybraných klonů obsahujících vloženou CASP10 variantu D byla zjišťována exprese 

kaspázy 10 na úrovni mRNA. Byla testována jak celková exprese kaspázy 10 (tzn. 

vložené + endogenní - izoformy A, B, D a G), tak exprese pouze vložené kaspázy 10. 

Z těchto vybraných klonů byla nejdříve izolována RNA (podle postupu v kapitole 

5.2.1.) a přepsána do cDNA (podle postupu v kapitole 5.2.2.), která sloužila jako 

templát pro RT-PCR. Na zjištění celkové exprese kaspázy 10 byla použita dvojice 

primerů (CASP_549_F_183 + CASP_712_R_183 - velikost produktu 183 bp) 

nasedající do oblasti druhého exonu kaspázy 10 (prodoména). Tato dvojice nasedala na 

všechny čtyři hlavní transkripční varianty kaspázy 10 - A, B, D a G. Na stanovení 

exprese vložené kaspázy 10 potom byla použita dvojice primerů (plasmid_F + 

CASP_screening_R - velikost produktu 245 bp), z nichž forward primer nasedal na 

CMV promotor přítomný v pcDNA 3.3-TOPO vektoru. 

Celkový objem reakce byl 15 μl (7,5 μl SYBR Green PCR Master mixu, 1,5 μl primerů 

(F + R, každý 5 μM), 1 μl cDNA (100 ng) a 5 μl vody) a reakční směs byla pipetována 

na 96-ti jamkovou PCR destičku. 

Amplifikace probíhala v přístroji iQ5 multicolor real-time PCR detection system (Bio-

Rad) podle následujícího 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 cyklů)

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 analyzována programem iQ5 Optical System (Bio-Rad). 

3.2.11. Příprava buněčného proteinového lyzátu

Lyzáty byly dělány z Jurkat WT a TR1 buněk a z vybraných klonů transfektantů 

obsahujících vloženou CASP10 variantu D. Bylo připravováno 500 μl lyzátu z 10 

milionů buněk a jednotlivé kroky probíhaly na ledu. 

10 milionů buněk bylo stočeno na 5 min, 300 g, 4°C. Bubliny z povrchu hladiny byly 

odsáty odsávačkou a supernatant byl vylit do odpadní nádoby. Peleta byla 

resuspendována v 10 ml vychlazeného PBS, 50 ml centrifugační zkumavka byla 

doplněna PBS do 50 ml a stočena na 5 min, 300 g, 4°C. Peleta byla opět 

resuspendována v 10 ml vychlazeného PBS, objem byl doplněn PBS do 50 ml a buňky 

byly znovu stočeny. V průběhu centrifugace byl připraven lyzační pufr. K 500 μl RIPA 

pufru bylo přidáno 5 μl fosfatázového inhibitoru I, 5 μl fosfatázového inhibitoru II, 5 μl 

inhibitoru proteáz, 5 μl fenylmethansulfonyl fluoridu (PMSF) a 1 μl 1M dithiothreitolu 

(DTT). Peleta byla krátce zvortexována, bylo k ní přidáno 500 μl lyzačního pufru, 

buňky byly resuspendovány a přepipetovány do 1,5 ml ependorfky. Směs byla důkladně 

zvortexována, až se vytvořila sraženina a inkubována 10 min na ledu. Po 10 minutách 

byla ependorfka znovu zvortexována, aby se lyzovaly reziduální buňky. Lyzát byl 

zbaven sraženiny centrifugací na 10 min, 13000 g, 4°C a supernatant byl rozdělen do 

dvou 1,5 ml ependorfek po cca 250 μl. Lyzáty byly uchovávány v -80°C. 
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Stanovení koncentrace proteinů podle Bradfordové

Celková koncentrace proteinů v buněčných lyzátech, resp. jí odpovídající absorbance, 

byla určena podle metody Bradfordové. Do každé mikroUV kyvety bylo napipetováno 

99 μl činidla Bradfordové (4x ředěné) a 1 μl příslušného vzorku. Následně byla měřena 

absorbance jednotlivých vzorků na spektrofotometru BioPhotometer (Eppendorf) při 

vlnové délce 595 nm. Jako blank bylo použito 99 μl činidla Bradfordové a 1 μl RIPA 

pufru, protože vzorky byly odebírány z lyzátů obsahujících RIPA pufr. 

3.2.12. Western blot 

SDS-PAGE (polyakrylamidová gelová elektroforéza)

Na rozdělení proteinů byl použit 10% polyakrylamidový dělící (resolving) a zaostřovací 

(stacking) gel (dělení proteinů v rozmezí 40-120 kDa). Nejdříve byl připraven 10% 

polyakrylamidový dělíci gel. K 2,05 ml ddH2O bylo přidáno 1,65 ml 30% směsi 

akrylamidu a bisakrylamidu (Bio-Rad), 1,25 ml 1,5 M Tris-HCl pH 8,8, 50 μl 10% SDS 

a těsně před nalitím bylo ke směsi připipetováno 100 μl 10% APS a 5 μl TEMEDu. 

Směs byla promíchána a nalita mezi předem očištěná skla sestavená do stojánku zhruba 

do dvou třetin menšího skla. Jehlou byly odstraněny případné bubliny, gel byl opatrně 

převrstven izopropanolem a poté 50 min polymeroval. Po 50 minutách byl izopropanol 

odsát filtračním papírem a  propláchnut ddH2O, která byla opět odsáta. Poté byl 

připraven 10% polyakrylamidový zaostřovací gel. K 2,05 ml ddH2O bylo přidáno 1,65

ml 30% směsi akrylamidu a bisakrylamidu, 1,25 ml 0,5 M Tris-HCl pH 6,8, 50 μl 10% 

SDS a těsně před nalitím bylo ke směsi připipetováno 75 μl 10% APS a 5 μl TEMEDu. 

Směs byla promíchána a nalita až po horní okraj menšího skla. Bubliny byly odstraněny 

jehlou a do gelu byl zasunut hřeben. Gel polymeroval 30 min. Během této doby byly 

připraveny vzorky. Proteinové lyzáty se nechaly roztát na ledu a od každého byl 

připraven 31,5 μl vzorek obsahující lyzát naředěný 2:1 směsí Laemmli sample pufru a 

β-merkaptoethanolu (20:1) (tzn. 21 μl lyzátu + 10,5 μl Laemmli sample pufru s β-

merkaptoethanolem). Pokud byly některé lyzáty koncentrovanější, byly podle potřeby 
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zředěny RIPA pufrem. Připravené vzorky byly inkubovány 5 min při 95°C 

v termobloku. 

Z gelu byl opatrně vyndán hřeben a jamky byly propláchnuty ddH2O. Skla s gelem byla 

uchycena do držáku a přenesena do elektroforetické vany a do prostředního zásobníku 

byl až po horní okraj většího skla nalit 10x ředěný running pufr. Bylo zkontrolováno, 

zda pufr neuniká. Do každé jamky bylo naneseno 21 μl vzorku. Do první jamky bylo 

naneseno 5 μl markeru (Precision plus protein dual color standard (Bio-Rad)).

Na vanu byl nasazen kryt a byla puštěna elektroforéza (napětí 100 V) na cca 90 min (až 

čelo doputovalo na konec gelu). 

Blotování

Po elektroforéze bylo odklopeno menší sklo a byl odříznut zaostřovací gel. Dělící gel 

byl přenesen do vaničky s vychlazeným transfer pufrem a byl ponechán 30 min při 4°C. 

PVDF membrána (Bio-Rad) velikostí odpovídající dělícímu gelu byla na 15 s ponořena 

do methanolu, poté opláchnuta ddH2O a ponechána 30 min ve vychlazeném transfer 

pufru při 4°C.

Elektroforetická vana byla vložena do polystyrénové krabice a kolem vany byla krabice 

naplněna ledem. Do vany bylo nalito malé množství vychlazeného transfer pufru, 

vloženo míchadlo a krabice byla postavena na magnetickou míchačku. 

Poté byl připraven sandwich. Podložky a filtrační papíry byly předem namočeny do 

vychlazeného transfer pufru. Do otevřené kazety byly postupně navrstveny: podložka 

(fibre pad), filtrační papír, gel, PVDF membrána, filtrační papír a podložka. Při 

prokládání byly jednotlivé vrstvy prolévány transfer pufrem, aby gel s membránou 

nevyschly a případné bubliny mezi jednotlivými vstvami byly vytlačeny 15 ml 

zkumavkou s uříznutým závitem. Kazeta byla uzavřena, vložena do držáku a držák 

s kazetou byl přenesen do elektroforetické vany. Do vany byla také vložena zmražená 

chladící jednotka. Vana byla naplněna vychlazeným transfer pufrem a byl na ni nasazen 

kryt. Blotování probíhalo při konstantním proudu 350 mA 2 hodiny. 
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Značení protilátkou

Po přeblotování proteinů na PVDF membránu, byla membrána přes noc blokována ve 

2% mléku v chladící místnosti. Druhý den byla primární protilátka (proti kaspáze 10 

- M059-3 anti-caspase 10 (4C1) resp. proti aktinu - actin (I-19) HRP) naředěna 1:1000 

v 2% (M059-3 anti-caspase 10 (4C1) (výsledná koncentrace 1 μg/ml)) resp. v 1% mléku 

(actin (I-19) HRP) (výsledná koncentrace 0,2 μg/ml)). Na jednu membránu bylo 

připraveno 7 ml mléka s naředěnou protilátkou (tzn. 7 μl primární protilátky do 7 ml 

mléka). Membrána byla vložena do krabičky obsahující naředěnou protilátku a byla 

inkubována 1 hodinu na míchačce při pokojové teplotě. 

Poté byla membrána přenesena do vaničky obsahující větší objem PBS a byla 

promývána 10 min na míchačce. Takto byla promyta PBS ještě dvakrát (po 10 

minutách). 

V případě detekce kaspázy 10, byla membrána dále značena sekundární protilátkou 

konjugovanou s křenovou peroxidázou (v případě detekce aktinu tento krok odpadnul, 

protože primární protilátka proti aktinu byla již konjugována s křenovou peroxidázou). 

Sekundární protilátka proti primární myší protilátce (715-036-150) byla naředěna 

1:10000 v 1% mléku. Na jednu membránu bylo připraveno 10 ml mléka s naředěnou 

protilátkou (výsledná koncentrace 0,08 μg/ml). Membrána byla vložena do krabičky 

obsahující naředěnou protilátku a byla inkubována 1 hodinu na míchačce při pokojové 

teplotě. Poté byla membrána promyta třikrát po 10 minutách ve větším objemu PBS na 

míchačce. 

Aktivita křenové peroxidázy byla detekována ECL (enhanced chemiluminiscence) 

substrátem (Pierce ECL Western Blotting substrate od Thermo scientific) na bázi 

luminolu. 

Na radiologické desky byla natažena fólie. Na jednu membránu byly připraveny 2 ml 

ECL substrátu smícháním 1 ml Reagent 1 a 1 ml Reagent 2. Membrána byla přenesena 

na fólii, přebytečná tekutina (PBS) byla odsáta filtračním papírem a membrána byla 

převrstvena 2 ml substrátu a inkubována 1 minutu. Poté byl substrát odsát filtračním 

papírem a membrána byla překryta fólií a uhlazena. 

Vyvolání probíhalo ve fotokomoře při osvětlení červenou lampou. Do desek byl vložen 

film, který byl určitou dobu exponován. (Při detekci aktinu byla doba expozice do jedné 
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minuty, při detekci kaspázy 10 to bylo déle - do 10 minut). Poté byl film přenesen do 

roztoku vývojky (4x ředěný) na 2 min a dále do roztoku ustalovače (5x ředěný) na 1 

min. Na závěr byl opláchnut vodou. 

3.2.13. Stanovení aktivity kaspázy 10 fluorometrickým testem

Aktivita kaspázy 10 byla měřena u Jurkat WT a TR1 buněk a u vybraných transfektantů 

a to po indukci apoptózy rekombinantním His-TRAILem (Alexis, San Diego, CA, 

USA) a také bez indukce apoptózy s využitím kaspázové fluorometrické eseje (Caspase 

10 Fluorometric Assay od RD systems).

Tento test je založen na přidání specifického peptidu (AEVD) konjugovaného 

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

k buněčnému lyzátu. Aktivní kaspáza tento peptid štěpí za uvolnění fluorochromu, který 

,po excitaci světlem o určité vlnové délce, emituje fluorescenci.

Na každou reakci bylo potřeba 1 milión buněk (reakce se připravovaly v duplikátech, 

tzn. 2 milióny buněk). Buňky byly stočeny na 5 min, 300 g, 4°C, resuspendovány v 5 ml 

čertsvého IMDM média (+10% FBS, PENSTREP, NEAA) a napipetovány do 6-ti 

jamkové destičky. K buňkám, u kterých měla být indukována apoptóza, byl přidán His-

TRAIL (výsledná koncentrace 200 ng/ml média). 6-ti jamková destička byla 

inkubována 2 hodiny v inkubátoru (5% CO2, 37°C). Buňky byly poté rozpipetovány po 

2,5 ml (tzn. po 1 miliónu) do FACSových zkumavek obsahujících 2 ml vychlazeného 

PBS a byly stočeny na 5 min, 300 g, 4°C. Supernatant byl odsát odsávačkou, peleta byla 

zvortexována a bylo k ní přidáno 40 μl lyzačního pufru (RD systems). Směs byla krátce 

zvortexována a inkubována 10 min na ledu. Během této doby byl připravena reakční 

směs, která byla pipetována po 30 μl na jamku do 96-ti jamkové destičky. Reakční směs 

byla namíchána v ependorfce a obsahovala 30 μl 2x reakčního pufru (RD systems), 0,33 

μl 1M dithiothreitolu (DTT) (RD systems) a 1 μl 1 mM fluorogenního substrátu 

(AEVD-AFC substrát) (RD systems) na jednu jamku (reakci). 

Po 10 minutách bylo 30 μl z buněčného lyzátu připipetováno k 30 μl reakční směsi 

v 96-ti jamkové destičce a destička byla inkubována 2 hodiny v inkubátoru (5% CO2, 

37°C). 
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Aktivita kaspázy 10 byla měřena na přístroji Reader Hidex chameleon 4.47. Excitační 

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

3.2.14. Měření apoptózy pomocí průtokové cytometrie 

Apoptóza byla měřena u Jurkat WT a TR1 buněk a u vybraných transfektantů a to po 

indukci rekombinantním His-TRAILem (Alexis, San Diego, CA, USA) a také bez 

indukce. Apoptotické buňky vystavují na svém povrchu fosfolipid fosfatidylserin, který 

se u normálních buněk téměř výhradně vyskytuje ve vnitřní cytoplazmatické membráně. 

Na fosfatidylserin se specificky váže annexin, čehož se využívá k detekci apoptotických 

buněk. V tomto případě byl použit annexin V značený FITCem (fluorescein 

izothiokyanát). 

250 000 buněk (na jedno měření, každé měření bylo prováděno v duplikátu) bylo 

stočeno na 5 min, 300 g, 4°C, resuspendováno v 1 ml čertsvého IMDM média (+10% 

FBS, PENSTREP, NEAA) a napipetováno do jamky na 24 jamkovou destičku. 

K buňkám, u kterých byla indukována apoptóza byl přidán His-TRAIL (výsledná 

koncentrace 200 ng/ml média) a buňky byly inkubovány 24 h v inkubátoru (5% CO2, 

37°C). Druhý den byly buňky z každé jamky přepipetovány do FACSové zkumavky 

obsahující 2 ml vychlazeného PBS a stočeny na 5 min, 300 g, 4°C. Supernantant byl 

odsát odsávačkou a do každé zkumavky bylo přidáno 100 μl 1x annexin V vázajícího 

pufru a 0,5 μl annexinu V-FITC (Appronex Biotechnologies). Směs byla zvortexována 

a inkubována 15 min ve tmě při pokojové teplotě. Poté byly buňky ještě naředěny 200 

μl 1x annexin V vázajícího pufru a zvortexovány. 

Apoptotické buňky byly detekovány na cytometru BD FACSCanto II (BD) a data byla 

analyzována programem FACSDiva verze 6.1.3 (BD). 
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4.   Výsledky

4.1. Potvrzení heterozygotní mutace kaspázy 10 u J-TR1 klonu pomocí ARMS-PCR

Sekvenací cDNA Jurkat klonu rezistentního na TRAIL (J-TR1) byla zjištěna 

heterozygotní mutace kaspázy 10 na pozici 1506 bp (pořadí nukleotidů odpovídající 

mRNA pro popsanou CASP10 variantu D (hCASP10 var D, 5906 bp, NCBI Reference 

Sequence: NM_032977.3) (data neuvedena), která vede k záměně cytidinu za adenosin, 

resp. k záměně tripletu GCT na GAT. Tím dochází k náhradě alaninu kyselinou 

asparagovou na pozici 363 v proteinu. Tato pozice se nachází v blízkosti aktivního  

místa (358) ve velké katalytické podjednotce enzymu a proto by mutace mohla 

ovlivňovat funkčnost kaspázy 10. Tato mutace nebyla nalezena u normálních (WT) 

Jurkat buněk senzitivních na TRAIL (data neuvedena). 

Zjištěná mutace byla potvrzena metodou ARMS-PCR s využitím specifického primeru 

obsahujícího na 3´ konci mutovaný nukleotid (forward ARMS_F_MUT resp. reverse 

ARMS_R_MUT), který se páruje s mutovaným nukleotidem na pozici 1506 v CASP10 

variantě D (jim odpovídající ARMS_F_WT resp. ARMS_R_WT neobsahují 3´ 

koncovou mutaci a nasedají na nemutovanou sekvenci). ARMS primery (s i bez 3' 

koncové mutace) navíc obsahují na pozici 3 od 3' konce mismatch mutaci, která zvyšuje 

jejich senzitivitu. Příslušná oblast obsahující resp. neobsahující mutaci (u Jurkat WT 

buněk) byla amplifikována z cDNA J-WT resp. J-TR1 buněk dvojicí primerů 

ARMS_F_MUT resp. WT + ARMS_R_206 a v opačném směru z druhého vlákna 

ARMS_R_MUT resp. WT + ARMS_F_297. Jak je vidět na obrázku 3, z cDNA Jurkat 

WT buněk vznikl produkt pouze po amplifikaci dvojicí primerů, která obsahovala 

normální nemutovaný primer (ARMS_R_WT), což potvrzuje, že tyto buňky danou 

mutaci kaspázy 10 neobsahují. Naopak z cDNA J-TR1 buněk vznikl produkt jak 

s dvojicí primerů obsahující nemutovaný primer, tak s dvojicí obsahující mutovaný 

primer. J-TR1 buňky mají tedy kaspázu 10 mutovanou v tomto místě a tato mutace je 

heterozygotní. 
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Obr. 3: Potvrzení mutace kaspázy 10 u J-TR1 buněk. Je zobrazena pouze amplifikace cDNA s použitím 

dvojice primerů ARMS_R_WT resp. MUT + ARMS_F_297. Délka produktu byla 297 bp. 1. 

cDNA z J-WT + nemutovaný ARMS_R_WT primer, 2. cDNA z J-WT + mutovaný 

ARMS_R_MUT primer, 3. cDNA z J-TR1 + nemutovaný ARMS_R_WT primer, 4. cDNA z J-

TR1 + mutovaný ARMS_R_MUT primer. Úplně vpravo je negativní kontrola (bez templátu). 

4.2. Vytvoření expresního vektoru obsahujícího nemutovanou (wild-type) a mutovanou 

formu CASP10 varianty D

Za účelem zjistit, zda mutace kaspázy 10 nalezená u TRAIL rezistentních Jurkat buněk 

(J-TR1) ovlivňuje funkci tohoto enzymu a může hrát roli v proapoptotické signalizaci, 

byl vytvořen konstrukt obsahující CASP10 variantu D s danou mutací. Tento konstrukt 

byl určen pro stabilní expresi v TRAIL senzitivních (J-WT), resp. TRAIL rezistentních 

(J-TR1) Jurkat buňkách. Vektor obsahující nemutovanou CASP10 variantu D byl  

vytvořen za účelem zjistit, jakou roli bude v transfekovaných buňkách hrát nadprodukce 

normální kaspázy 10. 

Pro vložení do vektoru byl z cDNA Jurkat WT buněk amplifikován úsek CASP10 

varianty D dlouhý 1678 bp obsahující oblast kódující protein (použité primery 

amplifikovaly úsek 395-2072 bp z 5906 bp popsané hCASP10 var D; oblast kódující 

protein - 419-1987 bp) (postup viz kapitola 5.2.6.). Amplifikovaný úsek CASP10 

varianty D byl poté izolován a purifikován z gelu, zaklonován do pcDNA 3.3-TOPO 

vektoru a vektor byl namnožen ve One Shot TOP10 E.coli (postup viz kapitola 5.2.6.). 

Z vyrostlých kolonií bylo vypíchnuto 10, které byly kultivovány a následně z nich byla 

 300 bp

    1       2       3      4     NK

       J-WT        J-TR1      
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izolována plazmidová DNA (postup viz kapitola 5.2.7.). U pěti plazmidů byla PCR 

ověřena přítomnost inzertu a jeho správná orientace (postup viz kapitola 5.2.7.). Čtyři 

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

Obr. 4: Ověření přítomnosti a správné orientace CASP10 varianty D v pcDNA 3.3-TOPO vektoru v pěti 

plazmidech (1, 2, 3, 4, 5). A – ověření správné orientace inzertu, amplifikace dvojicí primerů 

CASP10_common_F + TK polyA_R, z nichž TK polyA_R primer nasedal na polyadenylační 

signál nacházející se na vektoru, délka produktu 773 bp; B – ověření přítomnosti inzertu, 

amplifikace dvojicí primerů CASP10_common_F + CASP10_R1 - oba nasedaly na vloženou 

CASP10 variantu D, délka produktu 707 bp; úplně vpravo je negativní kontrola (bez templátu). 

Plazmidy obsahující CASP10 variantu D ve správné orientaci byly osekvenovány (viz 

kapitola 5.2.7.). Sekvence byla z výstupního programu Chromas Lite převedena do 

programu Vector NTI a programem AlignX byl proveden alignment s popsanou 

sekvencí pro mRNA CASP10 varianty D (hCASP10 var D, 5906 bp, NCBI Reference 

Sequence: NM_032977.3) (viz Obr. 6). 

Plazmid obsahující CASP10 variantu D, která se sekvencí shodovala s popsanou 

hCASP10 var D, byl vybrán pro místně specifickou mutagenezi. Požadovaná mutace 

(záměna cytidinu za adenosin na pozici 1506 popsané hCASP10 varianty D) byla 

vytvořena dvojicí primerů (site_dir_casp10_F1 a site_dir_casp10_R1), z nichž 

mutagenní site_dir_casp10_F1 forward primer obsahoval mutované místo. Mutageneze 

byla provedena systémem od Invitrogenu (viz kapitola 5.2.8.). Mutovaným plazmidem 

byly následně transformovány DH5α-T1 E.coli. Z vyrostlých kolonií bylo 19 kolonií 

otestováno PCR na přítomnost mutace (viz kapitola 5.2.8.). Na amplifikaci byla použita 

dvojice primerů ARMS_F_MUT +_R_206 resp. ARMS_F_WT +_R_206. Dvojice 

primerů s mutovaným ARMS_F_MUT dala vznik produktu, pokud byla mutace 

700 bp 

1A   1B     2A    2B     3A    3B    4A    4B     5A    5B    NK
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přítomna. S dvojicí primerů s nemutovaným ARMS_F_WT vznikal produkt, pokud 

CASP10 varianta D mutaci neobsahovala. U 18 kolonií PCR potvrdila přítomnost 

mutace (viz Obr. 5). 

Obr.5: PCR screening kolonií na přítomnost mutace v CASP10 variantě D (kolonie 1-19). A –

amplifikace dvojicí primerů ARMS_F_WT (nemutovaný) + _R_206, produkt vznikl v případě 

nepřítomnosti mutace; B – amplifikace dvojicí primerů ARMS_F_MUT (mutovaný) + _R_206; 

produkt vznikl v případě přítomnosti mutace. Délka produktů byla 206 bp. Templátem v PCR 

reakcích v prvních dvou jamkách (WTa a WTb) byla cDNA pro nemutovanou (WT) CASP10 

variantu D, v ostatních jamkách potom přímo buňky z jednotlivých kolonií (nabrané špičkou od 

pipety). NK – negativní kontrola (bez templátu). 

Z otestovaných kolonií byly vybrány 4 (u kterých PCR screening potvrdil přítomnost 

mutace), které byly kultivovány a poté sklizeny na izolaci plazmidů (viz kapitola 5.2.6. 

a 5.2.7.). Tyto 4 vyizolované plazmidy byly poslány na osekvenování inzertu. 

Sekvenace potvrdila úspěšné vnesenení mutace do CASP10 varianty D (viz Obr. 6).

WTa WTb 1a   1b   2a    2b   3a     3b     4a    4b      NK                5a     5b    6a    6b    7a      7b    8a    8b     9a     9b

   10a  10b  11a   11b  12a   12b  13a    13b   14a    14b                 15a  15b  16a     16b   17a  17b   18a    18b   19a   19b
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Obr. 6: Sekvenace inzertu (CASP10 varianty D mutované resp. nemutované) v pcDNA 3.3-TOPO 

vektoru. A – výstup ze sekvenace v programu Chromas Lite; B – alignment vložené CASP10 D 

MUT resp. WT  s popsanou sekvencí pro mRNA CASP10 D (hCASP10 var D, 5906 bp, NCBI 

Reference Sequence: NM_032977.3) programem AlignX. Černě ohraničen je triplet, ve kterém 

dochází u CASP10 D MUT k záměně cytidinu za adenosin na pozici 1506 bp. 

A

1506 bp 1506 bp

CASP10 D MUT (mutovaná) CASP10 D WT (nemutovaná)

B

1506 bp

CASP10 D MUT
hCASP10 D popsaná

1506 bp

CASP10 D WT
hCASP10 D popsaná
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4.3. Vytvoření linie TRAIL senzitivních (J-WT) a TRAIL rezistentních (J-TR1) Jurkat 

buněk stabilně exprimujících vytvořený konstrukt

J-WT a J-TR1 buňky byly transfekovány pcDNA 3.3-TOPO vektorem s CASP10 D WT 

resp. MUT za účelem nadprodukce normální (nemutované) resp. mutované formy 

kaspázy 10 D v těchto buňkách. Vzhledem k tomu, že konstrukt neobsahoval značku, 

která by byla připojena na vnesenou CASP10 D MUT resp. WT (z důvodu možného 

ovlivnění aktivity nebo funkce enzymu), nebyly buňky transfekovány tranzientně, ale 

stabilně. V případě tranzientní transfekce by totiž nebylo možné v buňkách zkontrolovat 

přítomnost vektoru s inzertem. 

Pro stabilní transfekci buněk byl použit linearizovaný pcDNA 3.3-TOPO vektor 

s CASP10 D MUT resp. WT. Použití lineární plazmidové DNA totiž může zvýšit 

účinnost stabilní transfekce z důvodu snazšího vložení do genomu ve srovnání 

s cirkulární plazmidovou DNA. PCDNA 3.3-TOPO vektor s CASP10 D MUT resp. WT 

byl naštěpen Sca I restriktázou, která štěpila pouze v jednom místě nacházejícím se 

v genu pro ampicilinovou rezistenci (data neuvedena). Vzhledem k tomu, že Sca I 

restriktázu nelze tepelně inaktivovat, musela být provedena fenol-chloroformová 

extrakce a následně precipitace a přečištění plazmidové DNA (viz kapitola 5.2.9.). 

Transfekce J-WT resp. J-TR1 buněk lineárním plazmidem s CASP10 D MUT resp. WT 

byla provedena Lipofectaminem 2000 (viz kapitola 5.2.9.). Transfekované buňky byly 

selektovány geneticinem při koncentraci 600 μg/ml média po dobu 14 dní a poté byly 

z každé transfekce ředěním získány jednotlivé klony (viz kapitola 5.2.9.). Rostoucí 

klony byly PCR testovány na přítomnost vložené CASP10 D MUT resp. WT (viz 

kapitola 5.2.9.). Přítomnost vložené CASP10 varianty D byla prokázána dvojicemi 

primerů plasmid_F + CASP_screening_R (primer plasmid_F nasedal na CMV promotor 

ve vektoru a touto dvojicí byla amplifikována přední část vnesené CASP10 D) a 

CASP_screening_F + plasmid_R (primer plasmid_R nasedal vektor hned za inzertem a 

touto dvojicí byla amplifikována zadní část vnesené CASP10 D). Z 11 otestovaných J-

WT klonů transfekovaných CASP10 D WT (J-WT-WT) bylo pozitivních 8 (produkt 

vznikal jak z přední části CASP10 D, tak ze zadní části), z 48 otestovaných J-WT klonů 

transfekovaných CASP10 D MUT (J-WT-MUT) bylo pozitivních jen 10, z 16 J-TR1 

klonů transfekovaných CASP10 D WT (J-TR1-WT) bylo pozitivních 13 a z 16 J-TR1 
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klonů transfekovaných CASP10 D MUT (J-TR1-MUT) bylo pozitivních 10. Na Obr. 7 

jsou vidět rozdělené PCR produkty po amplifikaci. Pro ukázku byly vybrány screeningy 

buněk, u kterých PCR potvrdila přítomnost vnesené CASP10 D (z obou konců). Tyto 

pozitivní klony byly očíslovány 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 vybrány pro další 

testování – ověření exprese vnesené kaspázy 10, stanovení aktivity kaspázy 10 a měření 

apoptózy po indukci TRAILem. 

A

B                                                                                      C    

                                       

D

Obr. 7.: PCR screening transfekovaných buněk na přítomnost vnesené CASP10 D WT resp. MUT. Pro 

ukázku byly vybrány screeningy buněk, u kterých byla přítomnost vnesené CASP10 D potvrzena 

(z obou konců) a které byly dále testovány na expresi vnesené kaspázy 10 a byly s nimy 

prováděny další pokusy (měření apoptózy) (tyto buňky jsou očíslovány 1-19). a – amplifikace 

s dvojicí primerů CASP_screening_F + plasmid_R (ověření přítomnosti zadní části CASP10 D), 

← 245 bp
← 198 bp

← 245 bp
← 198 bp

← 245 bp
← 198 bp

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

5a    5b      6a     6b      7a     7b       8a   8b    9a     9b         10a  10b                  11a   11b 12a 12b  13a  13b  14a   14b

     a     b      15a  15b 16a  16b   17a   17b          18a  18b
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délka produktu 198 bp; b – amplifikace s dvojicí primerů plasmid_F + CASP_screening_R 

(ověření přítomnosti přední části CASP10 D), délka produktu 245 bp. A – screening J-WT klonů 

transfekovaných CASP10 D WT (1-4), 

               B – screening J-WT klonů transfekovaných CASP10 D MUT (5-10), C – screening J-TR1 klonů 

transfekovaných CASP10 D WT (11, 13, 14 a 19), D – screening J-TR1 klonů transfekovaných 

CASP10 D MUT (15-18). PK – pozitivní kontrola (templátem byl plazmid s vloženou CASP10 

D, 80 ng), NK – negativní kontrola (bez templátu). Templátem pro PCR byl 1 μl lyzovaných 

buněk. 

4.4. Ověření exprese vložené mutované a nemutované formy kaspázy 10 D a její role 

v apoptóze indukované TRAILem

U vybraných Jurkat klonů (1-19), obsahujících vnesenou CASP10 D, byla testována její 

exprese na úrovni mRNA metodou real-time PCR (nebo také kvantitativní 

polymerázová řetězová reakce, qPCR) s reakční směsí SYBR Green PCR Master mix 

(Applied biosystems).

Metoda qPCR je založena na detekci a kvantifikaci fluorescenčního signálu, který je 

přímo úměrný množství vznikajícího PCR produktu. Reakční směs totiž obsahuje 

barvičku SYBR Green I, jejíž fluorescence se zvyšuje přibližně tisícinásobně po vazbě 

na dsDNA. Se vzrůstajícím množstvím PCR produktu (dsDNA) tedy roste i 

fluorescenční signál. Reakce probíhala v 96-ti jamkových destičkách na přístroji iQ5 

multicolor real-time PCR detection system (Bio-Rad), jenž umožňoval sledovat 

fluorescenci v reálném čase. 

Z transfekovaných Jurkat klonů (1-19) a z kontrolních J-WT a J-TR1 buněk byla 

nejdříve izolována RNA (viz kapitola 5.2.2.) a přepsána do cDNA (viz kapitola 5.2.3.), 

která sloužila jako templát pro qPCR. Do každé reakce byl pipetován 1 μl (100 ng) 

cDNA. U vzorků nebyla zjišťována jen exprese vnesené kaspázy 10 D, ale také celková 

exprese kaspázy 10 (exprese endogenní (izoformy A, B, D a G + vnesené kaspázy 10). 

Byly použity primery, které daly vznik amplikonům dlouhým 150-250 bp. Pro zjištění 

exprese vnesené kaspázy 10 D byla použita dvojice primerů plasmid_F + 

CASP_screening_R, která amplifikovala úsek dlouhý 245 bp (CMV promotor na 

vektoru + přední část CASP10 D) a pro zjištění exprese celkové kaspázy 10 byla 
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použita dvojice primerů CASP_549_F_183 + CASP_712_R_183, která amplifikovala 

úsek exonu 2 (prodoména) CASP10 dlouhý 183 bp (tento úsek byl amplifikován z 

izoforem A, B, D a G). Třetí dvojicí primerů byly ACT_F_158 + ACT_R_158, které 

amplifikovaly část sekvence kódující β-aktin dlouhou 158 bp. β-aktin byl vybrán jako 

tzv. referenční gen a sloužil k normalizaci naměřených hodnot s dvojicí primerů 

plasmid_F + CASP_screening_R a CASP_549_F_183 + CASP_712_R_183 (exprese 

vnesené kaspázy 10 D resp. celkové kaspázy 10 byla tedy relativní expresí 

normalizovanou na aktin). Referenční gen je takový, jehož exprese je ve všech 

testovaných buňkách stabilní a prakticky identická. Tím je umožněna normalizace 

případných rozdílů v množství použitého cDNA templátu v jednotlivých PCR reakcích. 

U příslušných dvojic primerů byl ověřen vznik specifického PCR produktu. Na konci 

každého experimentu byla reakce schlazena a postupně zahřáta z 55°C na 95°C a byl 

monitorován pokles fluorescence. Program iQ5 Optical System (Bio-Rad) byl následně 

schopen vygenerovat disociační křivky (změna (negativní první derivace) intenzity 

fluorescence v závislosti na teplotě, které umožňují dobře charakterizovat vzniklé PCR 

produkty. U všech dvojic primerů měly disociační křivky pouze jeden peak (vrchol 

křivky) odpovídající teplotě tání specifického amplikonu (tzn. v reakci vznikal jeden 

specifický produkt) (data neuvedena). 

Počáteční množství cDNA odpovídající konkrétnímu transkriptu (aktin, vnesená 

CASP10 D, endogenní izoformy CASP10) bylo kvantifikováno na základě hodnot CT

(treshold cycle). CT udává počet cyklů nutných k tomu, aby intenzita fluorescence 

dosáhla určitého prahu (určený automaticky softwarem iQ5 Optical System), od kterého 

poroste již lineárně (během logaritmické-lineární fáze dochází k exponenciálnímu 

nárustu PCR produktu). Exprese celkové kaspázy 10 (normalizovaná na β-aktin)  

v jednotlivých klonech (1-19) byla porovnána s expresí (normalizovanou na β-aktin) 

v kontrolních buňkách (J-WT resp. J-TR1) tzv. komparativní 2-∆∆CT metodou (kde 

∆∆CT= ∆CT jednotlivé klony - ∆CT kontrolní buňky (∆CT=  CT celková CASP10 - CT β-aktin)) a byla 

vyjádřena jako násobek exprese celkové kaspázy 10 v kontrolních buňkách (kde byla 

míra exprese položena jedné). Naproti tomu exprese vnesené CASP 10 D nemohla být 

porovnána s expresí v kontrolních buňkách, protože pro tento případ kontrolní buňky 

neexistovaly. Proto byla exprese vnesené CASP 10 D v jednotlivých Jurkat klonech 

porovnána s expresí β-aktinu a vyjádřena jako násobek exprese β-aktinu (2-∆CT, kde 
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∆CT= CT vnesená CASP10 D – CT β-aktin). To samé bylo provedeno i s expresí celkové kaspázy 

10. Výsledné hodnoty relativních expresí vnesené CASP10 D (vůči expresi β-aktinu) 

byly dány do poměru s hodnotami relativních expresí celkové kaspázy 10 (vůči expresi 

β-aktinu). 

Celková kaspáza 10 byla u transfektantů odvozených od J-WT buněk zvýšeně 

exprimována oproti kontrolním J-WT buňkám v klonech 1-4 (J-WT-WT, J-WT buňky 

transfekované CASP10 D WT) a v klonech 5, 6, 8 a 9 (J-WT-MUT, J-WT buňky 

transfekované CASP10 D MUT) (Obr. 8). U klonu 7 (J-WT-MUT) došlo ke snížení 

exprese (přibližně 3,5 krát) a u klonu 10 (J-WT-MUT) byla exprese prakticky identická. 

Do tohoto grafu byla také vynesena exprese celkové kaspázy 10 u TRAIL rezistentních 

J-TR1 buněk, která byla přibližně 4,5 krát vyšší než u TRAIL senzitivních J-WT buněk 

(Obr. 8) (zvýšená exprese kaspázy 10 u J-TR1 buněk byla u nás v laboratoři zjištěna již 

dříve, nepublikovaná data). 
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Obr. 8.: Relativní exprese celkové kaspázy 10 (vůči J-WT buňkám) v transfekovaných klonech 

odvozených od J-WT buněk (1-10) stanovená komparativní 2-∆∆CT metodou. Hodnoty byly 

normalizovány na β-aktin. Exprese v kontrolních J-WT buňkách byla položena jedné. Pro každý 

klon je zobrazena průměrné hodnota +/- sd. Klony 1-4 představují J-WT buňky transfekované 

CASP10 D WT (J-WT-WT) a klony 5-10 J-WT buňky transfekované CASP10 D MUT (J-WT-

MUT).
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U transfektantů odvozených od J-TR1 buněk byla celková kaspáza 10 oproti kontrolním 

J-TR1 buňkám nadexprimována v klonech 14 (J-TR1-WT, J-TR1 buňky transfekované 

CASP10 D WT) a 15-18 (J-TR1-MUT, J-TR1 buňky transfekované CASP10 D MUT). 

U klonů 11, 13 a 19 (J-TR1-WT) nebyla exprese signifikantně zvýšena (Obr. 9). 
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Obr. 9.: Relativní exprese celkové kaspázy 10 (vůči J-TR1 buňkám) v transfekovaných klonech 

odvozených od J-TR1 buněk (11-19) stanovená komparativní 2-∆∆CT metodou. Hodnoty byly 

normalizovány na β-aktin. Exprese v kontrolních J-TR1 buňkách byla položena jedné. Pro každý 

klon je zobrazena průměrná hodnota +/- sd. Klony 11, 13, 14 a 19 představují J-TR1 buňky 

transfekované CASP10 D WT a klony 15-18 J-TR1 buňky transfekované CASP10 D MUT. 

Vnesená CASP10 D (WT resp. MUT) byla exprimována ve všech klonech kromě klonů 

7 a 10, u kterých nebyla detekována. Do grafu byly vyneseny jak hodnoty pro relativní 

expresi vnesené kaspázy 10 D normalizované na β-aktin, tak hodnoty pro relativní 

expresi celkové kaspázy 10 normalizované na β-aktin pro zachycení zastoupení  exprese 

vnesené CASP10 D v porovnání s expresí celkové kaspázy 10 v každém klonu (viz 

Obr. 10).  

Relativní exprese celkové kaspázy 10 v klonech 11-19

fo
ld

 a
m

p
li

fi
ca

ti
o

n 
v

ůč
i 

J-
T

R
1



75

0

5

10

15

20

25

30

35

40

J-
W

T

J-
TR1

1 
J-
W

T-
W

T

2 
J-
W

T-
W

T

3 
J-
W

T-
W

T

4 
J-
W

T-
W

T

5 
J-
W

T-
M
UT

6 
J-
W

T-
M
UT

7 
J-
W

T-
M
UT

8 
J-
W

T-
M
UT

9 
J-
W

T-
M
UT

10
 J
-W

T-
M

UT

11
 J-

TR
1-

W
T

13
 J
-T

R1-
W

T

14
 J
-T

R1-
W
T

19
 J-

TR
1-

W
T

15
 J
-T

R1-
M
UT

16
 J
-T

R1-
M
UT

17
 J
-T

R1-
M
UT

18
 J
-T

R1-
M
UT

Obr. 10.: Relativní exprese vnesené a celkové kaspázy 10 vůči β-aktinu spočítané jako 2-∆CT

(∆CT= CT vnesená resp. celková kaspáza 10 – CT β-aktin) u klonů 1-19. Pro každý klon je zobrazena 

průměrná hodnota +/- sd.

Podíl průměrné exprese vnesené kaspázy 10 D a celkové kaspázy 10 z grafu (Obr. 10) 

je uveden v tabulce (Obr. 11). Podíl exprese vnesené kaspázy 10 D a celkové kaspázy 

10 byl největší v J-WT klonech transfekovaných CASP10 D MUT (J-WT-MUT) kromě 

klonů 7 a 10, u kterých nebyla exprese vnesené kaspázy 10 D detekována. U klonů 5, 6, 

8 a 9 tvořila exprese vnesené kaspázy 10 D více než 30% exprese celkové kaspázy 10 

(přibližně 48,5% u klonu 5, 44% u klonu 6, 42% u klonu 8 a 32,5% u klonu 9). V J-WT 

klonech transfekovaných CASP10 D WT (J-WT-WT) a J-TR1 klonech transfekovaných 

CASP10 D WT (J-TR1-WT) byla vnesená kaspáza 10 D exprimována ve srovnání 

s celkovou kaspázou 10 jen nepatrně (exprese vnesené kaspázy 10 D < 8%). V J-TR1 

buňkách transfekovaných CASP10 D MUT (J-TR1-MUT) se exprimovaná kaspáza 10 

D nejvíce podílela na expresi celkové kaspázy 10 u klonů 16 a 17 (12% resp. 17% 

z exprese celkové kaspázy 10). 
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poměr exprese vnesené a celkové kaspázy 10 
normalizované na aktin

J-WT                       nedetekovatelná exprese vnesené kaspázy 10

J-TR1                       nedetekovatelná exprese vnesené kaspázy 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                       nedetekovatelná exprese vnesené kaspázy 10

8 J-WT-MUT 0,417671492

9 J-WT-MUT 0,32480028

10 J-W-MUT                       nedetekovatelná exprese vnesené kaspázy 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.: Poměry exprese vnesené kaspázy 10 D a celkové kaspázy 10 v jednotlivých klonech (1-19) 

vypočtené z průměrných hodnot relativních expresí (2-∆CT) vynesených v předchozím grafu 

(Obr. 10).

Produkce vnesené CASP10 D na proteinové úrovni byla zjišťována western blotem. 

Z J-WT, J-TR1 buněk a jednotlivých klonů (1-19) byly nejdříve připraveny buněčné 

lyzáty (viz kapitola 5.2.11.), které byly následně použity pro western bloting (viz 

kapitola 5.2.12.). Na detekci kaspázy 10 byla použita myší primární protilátka proti 

kaspáze 10 (M059-3 od MBL), která reagovala s A, B, D a G izoformami. 

Vzhledem k tomu, že vnesená CASP10 D nebyla opatřena žádnou 

značkou umožňující její specifickou detekci na proteinové úrovni (z důvodu možného 

ovlivnění aktivity a funkce enzymu), bylo její produkci možné usoudit pouze 

z nadprodukce celkové kaspázy 10 D ve srovnání s kontrolními buňkami (J-WT resp. J-

TR1). Jak již bylo napsáno výše, i když byla vnesená CASP10 D exprimována na 

úrovni mRNA ve všech klonech kromě klonu 7 a 10, porovnání exprese vnesené a 
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celkové kaspázy 10 ukázalo, že exprese vnesené kaspázy 10 D tvořila ve většině klonů 

jen nepatrnou část exprese celkové kaspázy 10 a to i když transkripce vložené CASP10 

D byla pod kontrolou silného CMV promotoru. Pouze u J-WT klonů 5, 6, 8 a 9 

transfekovaných CASP10 D MUT tvořila exprese vnesené CASP10 D MUT více než 

30% exprese celkové kaspázy 10 (přibližně 48,5% u klonu 5, 44% u klonu 6, 42% u 

klonu 8 a 32,5% u klonu 9) (viz Obr. 10 a 11). 

Při porovnání proužků odpovídajících kaspáze 10 D (resp. kaspáze 10 D i B, protože 

obě izoformy mají stejnou velikost - 59 kDa) u J-WT buněk a klonů od nich 

odvozených (1-10), je vidět, že kaspáza 10 D (resp. D/B) je nadprodukována v klonech 

5, 6 a 9 (viz Obr. 12). K této nadprodukci zřejmě značně přispívá produkce vnesené 

kaspázy 10 D, protože v klonech 5, 6 a 9 vnesená kaspáza 10 D exprimovaná na úrovni 

mRNA zaujímala více než 30% exprese celkové kaspázy 10. Z klonů odvozených od J-

TR1 buněk (11, 13, 14, 19 a 15-18) byla zvýšená exprese kaspázy 10 D ve srovnání s J-

TR1 buňkami detekována u klonů 14, 15, 16, 17 a 18. Vzhledem k tomu, že v těchto 

klonech tvořila exprese vnesené kaspázy 10 D jen nepatrný zlomek exprese celkové 

kaspázy 10 na úrovni mRNA (kromě klonů 16 a 17 do 7% exprese celkové kaspázy 10), 

na nadprodukci kaspázy 10 D na proteinové úrovni se tak vnesená kaspáza 10 D zřejmě 

podílela minimálně. U J-WT klonů 1-4 transfekovaných CASP10 D WT nebyla kaspáza 

10 D ve srovnání s J-WT buňkami nadprodukována (nedetekovatelná nebo slabá 

produkce). Zajímavé je, že u těchto klonů nebyla nadprodukována žádná další izoforma 

kaspázy 10 D (jen u klonu 3 izoforma A) oproti J-WT buňkám a to i když u nich byla 

detekována zvýšená celková exprese kaspázy 10 (endogenní izoformy A, B, D a G + 

vnesená CASP10 D) na úrovni mRNA (viz Obr. 8). V těchto klonech by tak mohlo 

docházet k posttranskripčnímu umlčení exprese kaspázy 10. 

Dále je patrné, že výchozí TRAIL rezistentní J-TR1 buňky mají oproti TRAIL 

senzitivním J-WT buňkám nadprodukovánu kaspázu 10 D (resp.D/B) a A (zvýšená 

exprese kaspázy 10 byla u těchto buněk zaznamenána i na úrovni mRNA (viz Obr. 8)). 
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Obr. 12.: Western blot. Buněčné lyzáty z J-WT a J-TR1 buněk a z jednotlivých stabilních klonů (1-19) 

byly rozděleny v 10% SDS-polyakrylamidovém gelu a blotováním v nich byla detekována 

exprese kaspázy 10 (resp. jejích izoforem A, D/B a G). 1-4 - J-WT buňky transfekované 

CASP10 D WT; 5-10 - J-WT buňky transfekované CASP10 D MUT; 11, 13, 14 a 19 - J-TR1 

buňky transfekované CASP10 D WT; 15-18 - J-TR1 buňky transfekované CASP10 D MUT.

Abychom ověřili, zda produkce kaspázy 10 D WT resp. MUT ve stabilních klonech 

ovlivní celkovou aktivitu kaspázy 10, měřili jsme aktivitu tohoto enzymu 

fluorometrickou esejí (Caspase 10 Fluorometric Assay od RD systems) s využitím 

specifického peptidu (AEVD) konjugovaného s fluorescentní reportérovou molekulou 

(AFC, 7-amino-4-trifluoromethylkumarin). Aktivní kaspáza tento peptid štěpí za 

uvolnění fluorochromu, který, po excitaci světlem o určité vlnové délce, emituje 

fluorescenci. Reakce probíhaly v 96-ti jamkových destičkách. Na každou reakci byl 

použit 1 milión buněk (J-WT a J-TR1 buňky a jednotlivé stabilní klony). Aktivita 

kaspázy 10 byla měřena 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 odpovídající 

nárůstu aktivity kaspázy 10 po inkubaci s TRAILem jsou vyjádřené jako zvýšení 

v násobcích oproti bazální aktivitě kaspázy 10 (bez indukce TRAILem) (Obr. 13). 

  J-WT  J-TR1   1      2        3       4        5        6           7        8        9     10      11      13      14      15     

β-aktin
(43 kDa)

  16      17     18      19

β-aktin
(43 kDa)

   kaspáza 10 D a B (59 kDa)

kaspáza 10 A (54,6 kDa)

kaspáza 10 G (33 kDa) 
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Nebyl detekován významný rozdíl v nárůstu aktivity kaspázy 10 mezi J-WT buňkami a 

od nich odvozenými stabilními klony (1-8 a 10) a mezi J-TR1 buňkami a od nich 

odvozenými klony (11, 13, 14, 19 a 15-18). J-WT klony transfekované CASP10 D WT 

(1-4) měly velmi podobný expresní profil kaspázy 10 na proteinové úrovni jako J-WT 

buňky a kaspáza 10 D (resp. D/B) u nich nebyla nadprodukována (viz Obr. 12). Naproti 

tomu J-WT klony 5, 6 a 9 transfekované CASP10 D MUT kaspázu 10 D (resp. D/B) 

nadprodukovaly, přesto u klonů 5 a 6 exprimujících mutovanou kaspázu 10 D nedošlo 

ke změně (poklesu, pokud by mutace kaspázy 10 D ovlivňovala funkci enzymu) aktivity 

kaspázy 10 po inkubaci s TRAILem (aktivita se u klonu 5 a 6 zvýšila 3,6 krát resp. 3,7 

krát a u J-WT buněk 3,2 krát). K poklesu nárůstu aktivity kaspázy 10 došlo pouze u 

klonu 9 (zvýšení aktivity 1,7 krát oproti 3,2 krát u J-WT buněk), který měl nejvyšší 

expresi kaspázy 10 D (resp. D/B) na proteinové úrovni v rámci J-WT klonů 

transfekovaných CASP10 D MUT (klony 5-10). U J-TR1 klonů transfekovaných 

CASP10 D WT (11, 13, 14, 19) a CASP10 D MUT (15-18) byl nárůst aktivity kaspázy 

10 prakticky stejný jako u J-TR1 buněk. 

U  J-TR1 buněk a od nich odvozených klonů narostla aktivita kaspázy 10 obecně méně 

než u J-WT buněk a od nich odvozených klonů (u J-TR1 buněk se aktivita kaspázy 10 

zvýšila jen 1,4 krát oproti 3,2 krát u J-WT buněk) (Obr. 13). 
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Obr. 13.: Nárůst aktivity kaspázy 10 po dvouhodinové inkubaci s TRAILem (200 ng/ml) oproti bazální 

aktivitě (bez inkubace) (zvýšení v násobcích). 1-4 - J-WT buňky transfekované CASP10 D 

WT; 5-10 - J-WT buňky transfekované CASP10 D MUT; 11, 13, 14 a 19 - J-TR1 buňky 
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transfekované CASP10 D WT; 15-18 - J-TR1 buňky transfekované CASP10 D MUT. 

Zobrazeny jsou průměrné hodnoty +/- sd.

Abychom zjistili, zda produkce vnesené normální (nemutované) resp. mutované 

kaspázy 10 D ovlivňuje apoptotickou signalizaci indukovanou TRAILem, byla u 

jednotlivých stabilních klonů provedena měření apoptózy. 24 hodin před měřením bylo 

do 24 jamkových destiček nasazeno 250 000 buněk na jamku (jedno měření). Buňky 

byly vždy paralelně nasazeny do jamek jen s IMDM médiem (+10% FBS, PENSTREP, 

NEAA) a do jamek, do kterých byl přidán His-TRAIL (200 ng/ml média). Po 24 

hodinách byly zpracovány a připraveny na měření na průtokovém cytometru BD 

FACSCanto II (BD) (viz kapitola 5.2.14.). Apoptotické buňky byly detekovány pomocí 

annexinu V značeného FITCem (fluorescein izothiokyanát). Annexin V specificky váže 

fosfatidylserin, který je vystavován na povrchu apoptotických buněk. U 

neapoptotických buněk se tento fosfolipid téměř výhradně vyskytuje ve vnitřní 

cytoplazmatické membráně. Při každém měření bylo načteno 10 000 buněk. Data byla 

analyzována programem FACSDiva verze 6.1.3 (BD). 

Procento annexin V-FITC pozitivních buněk (po 24 hodinové inkubaci s His-

TRAILem) se mezi J-WT resp. J-TR1 buňkami a od nich odvozenými klony výrazně 

nelišilo (Obr. 14). U J-WT buněk annexin V-FITC pozitivní buňky představovaly 

přibližně 84,7% všech buněk a u od nich odvozených stabilních klonů (1-10) se 

procento apoptotických buněk pohybovalo mezi 71,2% a 92,3%. K signifikantnímu 

snížení (p<0,05) oproti J-WT buňkám došlo u klonů 2, 4 a 8. Vzhledem k tomu, že 

klony 2 a 4 měly velice podobný expresní profil kaspázy 10 na proteinové úrovni jako 

J-WT buňky, je tento rozdíl dán zřejmě biologickou variabilitou mezi těmito buňkami. 

U klonu 8 transfekovaného CASP10 D MUT představovaly annexin V-FITC pozitivní 

buňky 64,8% všech buněk (ve srovnání s 84,7% u J-WT buněk). Tyto buňky ale neměly 

ve srovnání s J-WT buňkami nadprodukovánu kaspázu 10 D na proteinové úrovni a 

tedy ani mutovanou kaspázu 10 D, proto, i kdyby mutovaná kaspáza negativně 

ovlivňovala proapoptotickou signalizaci, by se v tomto případě nemohla projevit. 

Zajímavé je, že tento klon měl oproti J-WT buňkám silně nadprodukovánu kaspázu 10 

G, která je zkrácena těsně za prodoménou a postrádá tak katalytickou podjednotku.
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U J-TR1 buněk představovaly annexin V-FITC pozitivní buňky 18,2% všech buněk. 

K signifikantní změně (p<0,05) v klonech odvozených od J-TR1 buněk došlo pouze u 

klonu 15, u kterého došlo ke zvýšení procenta apoptotických buněk (32,3%).  Tento 

klon měl nadprodukovánu kaspázu 10 D na proteinové úrovni ve srovnání s J-TR1 

buňkami. Ale vzhledem k tomu, že kaspáza 10 D byla nadprodukována obdobně i ve 

zbývajících J-TR1 klonech transfekovaných CAS10 D MUT, u kterých nedošlo ke 

změně v procentu apoptoptotických buněk, zvýšená apoptóza klonu 15 po inkubaci 

s TRAILem zřejmě souvisí s biologickou variabilitou mezi těmito buňkami. 
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Obr. 14.: Apoptóza stabilních klonů bez indukce TRAILem (bazální) a po 24 hodinové inkubaci 

s TRAILem o koncentraci 200 ng/ml. Při každém měření bylo načítáno 10 000 buněk. Napětí 

na detektorech pro forward scatter (FSC) - 260 V, pro side scatter (SSC) - 350 V a pro FITC -

421 V. Zobrazeny jsou průměrné hodnoty ze čtyř měření (dvou nezávislých experimentů) +/-

sd. NK - negativní kontrola (neznačené J-WT buňky).
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5.   Diskuse

Cílem této práce bylo potvrdit heterozygotní mutaci kaspázy 10 v blízkosti aktivního 

místa enzymu nalezenou v Jurkat klonu rezistentním na TRAIL (J-TR1), vytvořit 

konstrukt obsahující CASP10 variantu D s touto mutací (CASP10 D MUT) resp. 

normální (nemutovanou) CASP10 variantu D (CASP10 D WT) a zjistit, jakou roli bude 

hrát nadprodukce těchto dvou forem v apoptóze indukované TRAILem. 

I když byla role kaspázy 10 v apoptotické signalizaci indukované ligandy smrti 

(TRAIL, CD95L) dlouhou dobu kontroverzní, některé studie nyní naznačují, že kaspáza 

10 je důležitou molekulou účastnící se signalizace přes receptory smrti (24, 25). Bylo 

prokázáno, že po ligaci TRAIL receptorů ligandem dochází k její vazbě do DISCu a 

k jejímu štěpení a aktivaci (24, 26). Navíc mutace v CASP10 genu mohou být spojeny 

s defekty v apoptóze (79, 81). Nalezené mutace se velice často nacházejí ve velké 

katalytické podjednotce a také potvrzená mutace v J-TR1 buňkách spadá do této 

podjednotky. Tato mutace (odpovídající pozici 1506 bp v popsané sekvenci pro mRNA 

CASP10 varianty D (hCASP10 var D, 5906 bp, NCBI Reference Sequence: 

NM_032977.3) vede k záměně tripletu GCT za GAT a následnému nahrazení alaninu 

kyselinou asparagovou na pozici 363 v proteinu (odpovídá kaspáze 10 D), které se 

nachází v blízkosti aktivního místa. Jelikož obě aminokyseliny mají rozdílné vlastnosti -

alanin patří mezi hydrofobní aminokyseliny a kyselina asparagová je hydrofilní záporně 

nabitá aminokyselina, mohla by tato mutace mít vliv na strukturu resp. funkci proteinu. 

Ze stabilních klonů transfekovaných vektorem s normální 

(nemutovanou) resp. mutovanou CASP10 D, nadprodukovaly kaspázu 10 D na 

proteinové úrovni tři J-WT klony transfekované mutovanou CASP10 D (klony 5, 6 a 9), 

jeden J-TR1 klon transfekovaný normální CASP10 D (klon 14) a čtyři J-TR1 klony 

transfekované mutovanou CASP10 D. Přesto u těchto klonů obecně nedošlo ke změně 

nárůstu aktivity kaspázy 10 po indukci TRAILem (kromě klonu 9, u kterého došlo ke 

snížení) a k ovlivnění apoptózy indukované TRAILem. Během interakce TRAIL 

receptorů s ligandem dochází k vazbě kaspázy 10 do DISCu a k jejímu štěpení a 

aktivaci (24, 26). Při vyšší expresi proteinu je k dispozici více molekul, které mohou být 

štěpeny a aktivovány a tak by mělo po indukci TRAILem dojít k nárůstu aktivity oproti 

kontrole (v případě nadprodukce normálního (nemutovaného) proteinu). V případě 
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nadprodukované mutované kaspázy 10 D by mohlo dojít ke snížení aktivity kaspázy 10 

(nadprodukovaný mutovaný protein by například mohl tvořit nefunkční tetramer 

s normální endogenní kaspázou 10). Vysvětlení toho, proč nadprodukce kaspázy 10 D 

v klonech odvozených od J-TR1 buněk (u klonu 14 a 15 také nadprodukce kaspázy 10 

A) neovlivňuje celkovou aktivitu kaspázy 10 může spočívat v tom, že již samotné J-

TR1 buňky mají ve srovnání s původními J-WT buňkami, od kterých byly odvozeny 

nadprodukovánu kaspázu 10 (D i A) a je možné, že další nadprodukce v klonech 

odvozených od J-TR1 buněk nemá na celkovou aktivitu kaspázy 10 již vliv z důvodu 

vyčerpání kapacity DISCu vázat a aktivovat další molekuly kaspázy 10. Zajímavé je, že 

J-TR1 buňky a všechny od nich odvozené klony měly snížený nárůst aktivity kaspázy 

10 po inkubaci s TRAILem ve srovnání s J-WT buňkami a to i když u všech byla 

nadprodukována kaspáza 10 D (u většiny i A) oproti J-WT buňkám. Vzhledem k tomu, 

že produkce mutované kaspázy 10 D v klonech odvozených od J-WT buněk (klony 5, 6) 

neměla vliv na aktivitu kaspázy 10 a na apoptózu indukovanou TRAILem, snížená 

aktivita kaspázy 10 u J-TR1 buněk a od nich odvozených klonů nesouvisí s touto 

mutací. V kaspáze 10 (transkripční variantě CASP10 A a D) J-TR1 buněk nebyly 

nalezeny žádné další relevantní mutace. Dále bylo prokázáno, že tyto buňky nemají 

narušenou tvorbu DISCu a že kaspáza 10 je součástí DISCu (Klener Jr. et al, 

nepublikovaná data). U těchto buněk byla ale detekována snížená exprese kaspázy 8 na 

úrovni mRNA i proteinu oproti J-WT buňkám a snížení exprese kaspázy 10 inhibitory 

histon deacetylázy na úroveň exprese v J-WT buňkách vedlo k opětovnému získání 

citlivosti vůči TRAILu, proto bylo navrženo, že nadprodukovaná kaspáza 10 se do 

DISCu váže přednostně před kaspázou 8 a může tak částečně blokovat proapoptotickou 

signalizaci (Klener Jr. et al, nepublikovaná data). Je možné, že kaspáza 10 nemůže být 

v DISCu aktivována v nepřítomnosti kaspázy 8, což by mohlo vysvětlovat snížený 

nárůst aktivity kaspázy 10 po inkubaci s TRAILem v J-TR1 buňkách. Kaspáza 8 je 

v nich sice přitomna, ale ve sníženém množství (oproti J-WT buňkám), které by bylo 

schopno aktivovat jen omezené množství kaspázy 10. Tím by také další nadprodukce 

kaspázy 10 v J-TR1 klonech neměla vliv na nárůst aktivity kaspázy 10 (pokud bychom 

předpokládali, že tyto klony mají také sníženou expresi kaspázy 8). Experimenty 

s Jurkat buňkami deficientními na kaspázu 8 ukázaly, že kaspáza 10 může být v DISCu 

štěpena a tedy aktivována nezávisle na kaspáze 8 (24). 
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Nicméně to, že nadprodukce kaspázy 10 D  v klonech odvozených od J-

WT buněk (klony 5, 6 a 9) nevedla k ovlivnění apoptózy indukované TRAILem, spíše 

nasvědčuje tomu, že tento protein nemusí v procesu proapoptotické signalizace hrát 

významnou roli. I když některé studie prokázaly, že kaspáza 10 je schopna indukovat 

apoptózu nezávisle na kaspáze 8 (24, 25), v jiné studii autoři zjistili, že u Jurkat buněk 

deficientních na kaspázu 8 transfekovaných kaspázou 10 D nedošlo k signifikantnímu 

zvýšení apoptózy indukované TRAILem ve srovnání s netransfekovanými buňkami. 

Také ukázali, že kaspáza 10 byla sice součástí DISCu a byla aktivována, ale zřejmě 

nemůže funkčně nahradit kaspázu 8 (26). 

Klon 8, u kterého došlo ke snížení apoptózy indukované TRAILem ve srovnání s J-WT 

buňkami, měl oproti J-WT buňkám silně nadprodukovánu kaspázu 10 G na proteinové 

úrovni. Kaspáza 10 G je zkrácena a obsahuje pouze prodoménu složenou ze dvou DEDs 

a bylo zjištěno, že nadprodukce této izoformy silně zvyšuje aktivitu NF-κB a vede 

pouze k slabé indukci apoptózy (67). Tato izoforma by tedy mohla hrát roli ve slabší 

indukci apoptózy TRAILem u klonu 8.  

Vzhledem k tomu, že nadprodukce mutované kaspázy 10 D v J-WT klonech (klony 5, 

6) neměla vliv na funkci (aktivitu) kaspázy 10 a na citlivost vůči TRAILu (klony 5, 6 a 

9), je pravděpodobné, že mutace v kaspáze 10 J-TR1 buněk není příčinou jejich výrazně 

snížené schopnosti indukovat apoptózu ve srovnání s J-WT buňkami. Opačný pokus a 

sice transfekci normální (nemutované) kaspázy 10 D do J-TR1 buněk bylo obtížné 

zhodnotit, vzhledem ktomu, že J-TR1 buňky již samy o sobě mají zvýšenou produkci 

kaspázy 10 D (resp. i A) (oproti J-WT buňkám, u kterých byla produkce kaspázy 10 D i 

A na úrovni proteinu velmi slabá až nedetekovatelná) (viz Obr. 12). Klon 14 

transfekovaný normální kaspázou 10 D měl ve srovnání s J-TR1 buňkami kaspázu 10 D 

(viz Obr. 12) na proteinové úrovni nadprodukovánu a byla u něj detekována exprese 

vnesené normální kaspázy 10 D na úrovni mRNA . Ale tato exprese tvořila přibližně jen 

3% celkové exprese kaspázy 10 (endogenní izoformy A, B, D a G + vnesená kaspáza 10 

D) (viz Obr. 11). Proto nadprodukce kaspázy 10 D jako proteinu zřejmě nebyla dána 

produkcí vnesené kaspázy 10 D. 
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6.   Shrnutí výsledků 

   

      1. Potvrdili jsme, že Jurkat TR1 buňky rezistentní na TRAIL exprimují

          zvýšené množství kaspázy 10 na úrovni mRNA i proteinu (variantu D resp. i A) 

          v porovnání s Jurkat WT TRAIL senzitivní mateřskou linií.

      2. Pomocí ARMS-PCR jsme potvrdili  heterozygotní mutaci v CASP10 

          genu TRAIL rezistentních J-TR1 buněk, která ovlivňuje aminokyselinové 

          složení izoforem A, B a D.

      3. Vytvořili jsme konstrukty pcDNA 3.3-TOPO vektoru s normální (nemutovanou)

          CASP10 D (CASP10 D WT) resp. mutovanou CASP10 D (CASP10 D MUT). 

          Mutace CASP10 D odpovídající mutaci nalezené v J-TR1 buňkách byla úspěšně

          vytvořena místně specifickou mutagenezí. 

      4. Vytvořili jsme linie stabilně exprimující konstrukt na úrovni mRNA a proteinu

          (odvozeno z nadprodukce celkové kaspázy 10 D oproti výchozím buňkám) 

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

      5. Zvýšená exprese mutované kaspázy 10 D v J-WT buňkách neovlivňuje celkovou

          aktivitu kaspázy 10 a neovlivňuje apoptózu indukovanou TRAILem. 
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