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Abstract

Transmembrane adaptor proteins are group of proteins, which lack intrinsic enzymatic
activity, but they share similar structure. They play essential role in signal transduction,
because they are able to recruit cytoplasmic proteins to proximity of plasma membrane and
thus trigger signal pathways. In this review | mainly focused on these, which were not
reviewed for a long time, or were recently discovered and | am trying to summarise current

knowledge about roles of these proteins in leukocyte signalling.

Key words: transmembrane adaptor proteins, receptor signaling,

immunoreceptors

Abstrakt

Transmembranové adaptorové proteiny tvoii skupinu proteint, které nemaji vlastni
enzymatickou aktivitu, ale maji velmi podobnou strukturu. Maji esencialni roli pii signalizaci,
nebot’ se na né vazi cytoplasmatické proteiny, které se tak dostavaji do blizkosti membrany,
stavaji se aktivni a prevadi signal dale do cytoplazmy. V této praci jsem se pokusil shrnout
soucasné poznatky o roli téchto proteini v signalizaci leukocytti. Zaméfil jsem se predev§im
na ty adaptory, které byly objeveny v nedavné dobé¢, a na ty, které se Casto nevyskytuji

Vv piehlednych ¢lancich.

Klicova slova: transmembranové adaptorové proteiny, receptorova

signalizace, imunoreceptory,
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Uvod

Prace pojednava o skupiné transmembranovych proteinti, které nemaji vlastni
enzymatickou aktivitu, ale podili se na signalizaci receptori bilych krvinek. Cilem této prace
je vytvoftit pfehledny text, ktery stru¢né sumarizuje zakladni poznatky o transmembranovych
adaptorovych proteinech, pfi¢emz vétsi diraz je kladen na ty transmembranové adaptory,

které se neobjevuji Casto v prehlednych ¢lancich odbornych ¢asopist.

Kazdému proteinu je vénovana samostatna kapitola, ktera je roz¢lenéna do dvou a vice
odstavcil. V prvnim odstavci jsou vzdy popsany dilezité vlastnosti proteinu, jako je struktura,
interakce, zastoupeni v membranovych mikrodoménach, nebo buiky, ve kterych dochazi
k expresi dan¢ho proteinu. V dalSich odstavcich jsou pak diskutovany funkce téchto proteint.
Na zav¢ér je zarazena kapitola, kterd se vénuje kooperaci mezi transmembranovymi adaptory a

diskutuje moznou redundanci mezi témito proteiny.



Transmembranové adaptorové proteiny

Transmembranové adaptorové proteiny (TRAP) jsou bilkoviny, které nemaji vlastni
enzymatickou aktivitu. Pfesto hraji vice ¢i méné dulezité role v bunétné signalizaci. Jedna se
o velmi heterogenni skupinu proteint. LiSi se funkci i zastoupenim v riznych bunécnych

typech.

Spolecnym znakem téchto proteini jsou specifické sekvence v intracelularnich
doménach, na které se vazi dalsi proteiny. U transmembranovych adaptorovych proteinti
rozeznavame dva hlavni typy takovych sekvenci. Za prvé jsou to sekvence obsahujici
tyrosiny, které jsou fosforylovany, naptiklad pokud dojde k navazani ligandu na urcity
receptor. Na fosforylované tyrosiny se vazi SH2 domény dalSich proteinti. Tim dochazi
k vytvofeni proteinovych komplext. Vzajemnymi fosforylacemi a protein-proteinovymi
interakcemi se méni konformace proteintl, dostavaji se blizko membrany a stavaji se aktivni.
Od membrany se signal §ifi dal do cytoplazmy a nasledné do jadra. Vysledkem jsou zmény
v transkripci gend a piestavby cytoskeletu. Afinita SH2 domén k fosforylovanym tyrosinim
je dana okolni sekvenci aminokyselin. Napiiklad na sekvenci aminokyselin YXN se vaze
adaptorovy protein Grb2 (Gram et al., 1997), zatimco na sekvenci YDDV se vaze adaptorovy
protein SIp76 (Geng et al., 1999). Na vySe zmifiovanou sekvenci YXN se vaze kromé proteinu
Grb2 1 dal§i vyznamny solubilni adaptorovy protein Gads. Specifita je urCena SirSim
kontextem okolnich aminokyselin (Zhu et al., 2003, Zhang et al., 2000). Druhym typem
sekvenci, na které se vazi dal§i proteiny, jsou sekvence bohaté na prolin. Na ty se vazi
proteiny, které maji SH3 domény. Pro vazbu je tfeba precizni konformace SH3 domény a

dobry pfistup k oblasti bohaté na prolin (Williamson, 1994).

Transmembranové adaptorové proteiny se daji rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinu
tvofi proteiny asociované sreceptory. Patii sem napfiklad TCR(, ktery spolu s dal$imi
proteiny tvoii receptorovy komplex TCR. Druhou skupinou jsou proteiny, které s zddnym
receptorem piimo neasociuji. Pravé t€émto proteinim se budu dale vénovat. VSechny proteiny
této skupiny maji podobnou stavbu. Maji velmi kratkou extracelularni doménu, membranou
prochazeji pouze jedenkrat a nejvetsi ast proteinu tvoii intracelularni doména. V misté, kde
kon¢i transmembranova doména a zacina intracelularni doména, maji nckteré proteiny
sekvence CxC nebo CxxC (Stepanek et al., 2014, Draber et al., 2011). Cysteiny v téchto
sekvencich byvaji kovalentné modifikované kyselinou palmitovou. Alifaticky fetézec

kyseliny palmitové se nofi do membrany a tim ovliviiuje lokalizaci proteinti. Palmitoylované
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proteiny se obvykle nachazeji ve specifickych typech membranovych mikrodomén (Zhang et
al., 1998).

Bunéénad membréna je sloZena z riiznych typi membranovych mikrodomén, které se
vzajemn¢ liSi obsahem lipidi, glykolipidl, proteinii a cholesterolu. Maji vliv na signalizaci,
bunécnou polaritu a tvorbu imunologické synapse. Mikrodomény s vysokym obsahem
cholesterolu, sfingolipidi a proteint, které maji kovalentné¢ navazany glykosyl-
fosfatidylinositol (GPI), se nazyvaji lipidové (resp. membranové) rafty. Existence lipidovych
raftl je zaloZena piedevS§im na vzajemnych interakcich lipidu a cholesterolu (Lingwood et al.,
2009). Dalsim typem membranovych mikrodomén jsou oblasti obohacené o proteiny, jejichz
polypeptidovy fetézec Ctyrikrat prochdzi membranou (TEM). Na rozdil od lipidovych raftd
jsou mikrodomény TEM udrzovany ptfedevSim pomoci protein-proteinovych interakci
(Stepanek et al., 2014). Tietim typem mikrodomén, jsou takzvané “tézké* rafty (HR). Pro
existenci HR jsou potieba interakce cholesterolu, lipidi a protein-proteinovych interakci
(Otahal et al., 2010). Ke studiu mikrodomén se pouzivaji dva hlavni piistupy. Za prvé jsou to
optické metody, jako je sledovani fluorescenéné znacenych proteind. Za druhé, metody
zalozené na pouziti detergentl. Bunéfnd membriana se solubilizuje a nasledné se
ultracentrifugaci rozdéli v hustotnim gradientu nebo gelovou filtraci na nosi¢i vhodné
porozity. Tim se oddé€li oblasti membrany, které jsou rezistentni k detergentu (DRM) od
zbytku membrany, ktera je solubilni (non-DRM).

LAT

LAT je prvni objeveny transmembranovy adaptorovy protein lymfocyt. Nachazi se
v T-lymfocytech, NK-butikach, zirnych burikach, megakaryocytech (Facchetti et al., 1999) a
pre-B-lymfocytech (Su and Jumaa, 2003). Ma esencialni roli v signalizaci pfes antigenné
specificky receptor TCR, ale Gcastni se 1 signalizace ptes Fc—receptory. Lidska forma proteinu
LAT ma v intracelularni oblasti deset tyrosinli, ale pouze pét jich je fosforylovano po
stimulaci receptoru TCR (Zhu et al., 2003). Na fosforylované tyrosiny se piimo vazi proteiny
PLC-y1, Gads a Grb2 (Zhang et al., 2000, Fukazawa et al., 1995). Na ty se vazi dalsi proteiny,
které tvoti komplexy a $iti signal dal do cytoplazmy. Mutantni T-bunééné linie Jurkat, které
nemaji adaptor LAT, témeét nereaguji na stimulaci receptoru TCR (Finco et al., 1998,
Roncagalli et al., 2014).



Protein LAT ma na pomezi intracelularni a transmembranové domény motiv CxxC.
Oba cysteiny jsou kovalentné modifikované kyselinou palmitovou (Zhang et al., 1998).
Palmitoylace ovlivituje transport do cytoplazmatické membrany a je zasadni pro lokalizaci
proteinu LAT do lipidovych rafta (Zhang et al.,, 1998, Hundt et al., 2009). Pokles
palmitoylace vede ke snizeni odpovédi na stimulaci receptoru TCR a je pravdépodobné
jednim z mechanismd, které vedou k anergii T-lymfocytt (Hundt et al., 2006, Otahal et al.,
2010).

U mysi, které nemaji adaptor LAT, dochazi k zastaveni vyvoje T-lymfocyt, zatimco
vyvoj ostatnich bunéénych typa probiha standardné. Vyvoj T-bunék je zastaven v okamziku,
kdy jsou uspé$né pieskupené geny pro podjednotku [ receptoru TCR. Ta spolu s
podjednotkou pre-Ta tvoii na membrané receptor pre-TCR. Signalizace ptes pre-TCR je
dilezitym kontrolnim bodem vyvoje. T-lymfocyty, které nemaji adaptor LAT, nejsou schopné
signalizace pies pre-TCR a jejich vyvoj je zastaven (Zhang et al., 1999).

Zasadni enzym, ktery ptevadi signal od membrany do cytoplazmy, je fosfolipaza C.
Ta se vaze na fosforylovany tyrosin (v pozici 136) adaptoru LAT. Aktivovana fosfolipaza C
Stépi fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) na diacylglycerol (DAG) a inositoltrisfosfat (IP3).
Inositoltrisfosfat difunduje cytoplasmou a vaze se na receptory na endoplasmatickém retikulu.
To ma za nasledek otevieni kandll pro vapnik a prudké zvySeni koncentrace vapniku
Vv cytoplazmé (Berridge and Irvine, 1984). Diacylglycerol zistava v membrané a vaze se na
n¢j protein kindza C, ktera se tim aktivuje. Zaroven se na DAG vaze 1 protein RasGRP, ktery
usnadnuje vyménu GDP za GTP u malého G-proteinu Ras (lwig et al., 2013). Na protein Ras,
ve formé s navazanym GTP, se vaze kinaza Raf. Tim se aktivuje a fosforyluje dalsi proteiny a
ty nasledné dalsi. Pfenos signalu od G-proteinu Ras az k efektorové kinaze (Erk, p38, JNK),
ktera vstupuje do jadra, se oznacCuje jako mitogenem aktivovana proteinkinazova draha

(MAP-kinazova draha) (Packard and Cambier, 2013).

Velmi zajimavy pohled na funkci proteinu LAT ptinesly studie na mysich, u kterych je
metodami genového inZenyrstvi nahrazen tyrosin 136 fenylalaninem. Tim je poskozeno
vazebné misto pro fosfolipazu C. U takovych mysi se vyviji autoimunitni lymfoproliferativni
onemocnéni, pro které je charakteristické enormni mnozstvi T-lymfocytl, které maji fenotyp
aktivovanych a pamétovych buné€k. DalS§i projevy onemocnéni jsou zvétSeni sleziny a
lymfatickych uzlin, absence regulacnich T-lymfocytt (T-reg) a zvySené mnozstvi eozinofili a
makrofagii v tkdnich. VétSina téchto mysi hyne do Sesti mésicti od narozeni. Zptisob, jakym se

u T-lymfocytt, které maji poSkozeny adaptor LAT, ptevadi signal od receptoru pre-TCR do
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cytoplazmy neni zcela objasnén. Zda se, ze buniky vyuzivaji alternativni drahu k aktivaci
MAP-kinazovych drah a ptekonavaji kontrolni bod vyvoje (Sommers et al., 2002, Aguado et
al., 2002). Naruseny je i proces negativni a pozitivni selekce, ktery je zaloZen na signalizaci
pies TCR a je dulezity pro eliminaci autoreaktivnich T-bunék. Tyto vysledky ukazuji, ze
adaptor LAT ziejmé reguluje signalizaci nejen pozitivné, ale i do jisté miry i negativné.
Soucasti proteinového komplexu, ktery se vaze na protein LAT, jsou i fosfatazy Shp2, Shpl a
protein Dok-2 (Dong et al., 2006, Yamasaki et al., 2001). Je tedy mozné, ze na fenotypu
téchto mysi se podili adaptor LAT 1 jako negativni regulator.

SCIMP

Adaptor SCIMP se nachazi v profesionalnich bunkach prezentujicich antigen (APC).
Mezi né patii B-buniky, makrofagy a dendritické buiiky. Protein SCIMP je palmitoylovan, ale
neni obsazen v lipidovych raftech. Nachazi se spolu s MHC glykoproteiny druhé tiidy (MHC
gp 1) v mikrodoménach TEM. Pti prezentaci antigenu je lokalizovan v oblasti imunologické
synapse. Stimulace bunky protilatkami proti MHC gp II vede k jeho fosforylaci. Na
fosforylované tyrosiny se vazi proteiny Grb2, Csk a Slp76 nebo SIp65. Intracelularni doména
obsahuje mimo ¢ty tyrosind i oblast bohatou na prolin (PRR), se kterou je konstitutivné

asociovana kinaza Lyn.

Jeden ze zpusobu, jak zjistit, zda je dany adaptor schopny aktivné signalizovat do
cytoplazmy, nebo zda signalizaci pouze moduluje, je agregace takového proteinu pomoci
protilatek. Tim je simulovana situace, pii které dochdzi bchem signalizace pies
(neidentifikovany) receptor. U transmembranovych adaptorovych proteint je problém s velmi
kratkou extracelularni doménou, ktera je schovana v glykokalixu. Je t¢émé&f nemozné vytvofit
funk¢ni protilatku proti tak malé extracelularni doméng, a proto se vyuziva fuznich proteint,
které maji extraceluldrni doménu prodlouzenou o doménu jiného proteinu. V piipad€ adaptoru
SCIMP byla extracelularni doména prodlouzena o extracelularni doménu proteinu CD25.
Agregace fuzniho proteinu CD25-SCIMP protilatkami vede k prudkému zvySeni koncentrace
vapniku v cytoplazmé a k aktivaci MAP-kinazovych drah. Pro signalizaci pies protein SCIMP
je zasadni solubilni adaptor Slp65. K signalizaci nedojde, pokud je v sekvenci, na kterou se
vaze adaptor Slp65, nahrazen tyrosin za fenylalanin. Naopak signal je silnéjsi, pokud je

mutace v sekvenci, na kterou se vaze kindza Csk. Kindza Csk fosforyluje inhibi¢ni tyrosin



kinaz z rodiny Src a vytvari tak negativni zpétnou vazbu (Bergman et al., 1992). Je velmi
pravdépodobné, ze se protein SCIMP ucastni signalizace pres MHC gp I, a to tak, ze prevadi
signal od receptoru (MHC gp Il) do cytoplazmy, podobné jako protein LAT. U B-bunécné
linie K47, u které byla pomoci shRNA sniZena exprese adaptoru SCIMP, dochazi po stimulaci
protilatkami proti MHC gp II ke zkraceni doby, za kterou dojde k deaktivaci efektorovych
kinaz MAP kinazovych drah. V soucasné dob¢ probiha vyzkum fyziologické funkce tohoto
adaptoru na mysi, u které byl gen pro protein SCIMP vyfazen metodou homologni
rekombinace (Draber et al., 2011).

GAPT

Adaptor GAPT se nachazi prevazné v B-bunkach, ale v mensi mife také v NK-
buiikach, monocytech a dendritickych bunkach. Na pomezi transmembranové a intracelularni
domény ma dva cysteiny, u kterych nebylo experimentalné ovéteno, zda jsou palmitoylované.
Protein GAPT nebyl nalezen v lipidovych raftech, ale je mozné, Zze se naléza v jiném typu
membranovy mikrodomén. V intraceluldarni doméné ma oblast bohatou na prolin a Ctyfi
sekvence aminokyselin YxN, na které se obvykle vaze protein Grb2. Po stimulaci B-bun¢k
protilatkami proti BCR nedochazi k fosforylaci téchto tyrosint. Protein Grb2 se nevaze na

adaptor GAPT pomoci SH2 domén, ale pomoci SH3 domén na oblast PRR.

Mys, u které byl inaktivovan gen pro adaptor GAPT, nema vyrazny fenotyp. B-bunky
Z této mysi, které byly stimulované protilatkou proti BCR, rychleji proliferuji. Dalsi odliSnosti
od divokého typu byly nalezeny az u starsich jedinct a jsou disledkem zrychlené proliferace.
Osm mésict staré mySi maji zdvojnasobené mnozstvi B-bun€k marginalnich zén (MZ B-
bunky). Dvojnasobné mnozstvi MZ B-bun¢k je pravdépodobné piiinou zvySené hladiny
protilatek izotypu IgM a IgG v krvi. Je mozné, ze adaptor GAPT hraje vyznamnou roli

cey

v udrzovani homeostazy B-bun¢k u déle Zijicich Zivocicht (Liu and Zhang, 2008).

LST1/A

Lidsky gen LST1 se nachazi v lokusu MHC III t¥idy (Spies et al., 1989). Z primarniho

transkriptu vznika alternativnim sestfihem fada riznych mRNA, ze kterych mohou vznikat
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transmembranové i solubilni proteiny (Rollinger-Holzinger et al., 2000). Ze kterych mRNA
opravdu vznikaji proteiny, je zatim nejasné. Mezi riznymi druhy savci je konzervovana
pouze izoforma LST1/A. Protein LST1/A je typicky transmembranovy adaptorovy protein
(Draber et al., 2012).

Adaptor LST1/A je palmitoylovan a nachazi se v mikrodoménach TEM. V bunééné
membrané se vyskytuje ve form¢ kovalentniho dimeru. V intracelularni doméné ma sekvenci
ITIM a sekvenci podobnou ITIM. Sekvence ITIM tvoifi vazebna mista pro SH2 domény
proteinii, které negativné reguluji signalizaci. U adaptoru LST1/A se na tyto sekvence
konstitutivné vazi fosfatazy Shpl a Shp2. Protein LSTI1/A funguje pravdépodobné jako
negativni reguldtor signalizace pfes adhezivni molekuly a receptory, které se nachazi
v mikrodoménach TEM. Pro zjisténi toho, jak adaptor LST1/A reguluje signalizaci, byl pouzit
fazni protein, ktery vznikl prodlouzenim extracelularni domény proteinu LST1/A o
extracelularni doménu proteinu CD25. Agregace Fc-receptorti spolu s fiznim proteinem
CD25-LST1/A vede ke zvySené fosforylaci motivit ITIM a k inhibici signalizace ptes Fc-
receptor (Draber et al., 2012).

Draber et al. vytvofili protilatku (klon LST1/02) proti sekvenci aminokyselin 66-80,
ktera se nachazi v intracelularni doméné. S pouzitim protilatky LST1/02 provedli analyzu
exprese. Protein LST1 byl nalezen pouze u bunék, které pochdzeji z myeloidni linie. Navic se
ve vSech piipadech jednd velmi pravdépodobné pouze o izoformu LST1/A. Vysledky byly
potvrzeny i metodou RT-gPCR (Draber et al., 2012). Schiller et al. vytvofili protilatku (klon
7E2) proti sekvenci aminokyselin 85-97, ktera se také nachazi v intracelularni doméné
proteinu LST1/A. Na rozdil od piedchozi studie byl adaptor LST1/A nalezen nejenom
v krevnich bunkach, ale i v bunkach z jinych tkani (Schiller et al., 2009).

Nejsnazsim vysvétlenim odlisnych vysledku by bylo, ze obé protilatky rozeznavaji
rizné izoformy proteinu LST1/A. To ale neni mozné, protoze epitop, ktery rozeznava
protilatka LST1/02, i epitop, ktery rozeznava protilatka 7E2, jsou piitomné ve stejnych
izoformach proteinu LSTI1/A. Je mozné, Ze se protilatka 7E2 vaze i na jiny protein
s podobnym epitopem. Druha moznost je, ze protein LSTI1/A je v nékterych bunécnych
typech kovalentné modifikovan a tim je zakryté vazebné misto pro protilatku LST1/02.

Protein LST1/A by mohl byt zapojen i do tvorby filopodii (Raghunathan et al., 2001,
Draber et al., 2012). Schiller et al. ve své dalsi praci imunoprecipitovali protein LST1/A spolu
s proteiny RalA a Sec5, podjednotkou komplexu Exocyst. Navic pokud v bunécné linii HeLa
pomoci shRNA snizili expresi proteinu LST1/A, pokleslo mnozstvi filopodii (Schiller et al.,
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2013). Problém je, Ze i K témto pokusim byla pouzita protilatka 7E2 a zustava tak stale
otazkou, zda se nejedna pouze o experimentalni artefakt. V soucasné dob¢ je tato otazka dale

studovana.

PRR7

Adaptor PRR7 byl poprvé popsan jako protein, ktery se nachazi v postsynaptické
membrané neuronti predniho mozku. Pravdépodobné zde reguluje neuralni aktivitu interakci
s glutamatovym receptorem NMDA (Murata et al., 2005). Pozdé&ji byl protein PRR7 nalezen
vV malém mnozstvi 1 v ostatnich tkanich vcetné sleziny a lymfatickych uzlin. Mnozstvi
adaptoru PRR7 prudce stoupa po aktivaci T-bungk. V intracelularni doméné ma Ctyii typy
sekvenci, na které se mohou vazat dals§i protein. Za prvé jsou to vazebna mista pro SH2
domény. Za druhé jsou to sekvence PPxY, kterym ptedchazi aminokyselina tryptofan. Na ty
se vazi proteiny pomoci WW domény. Za tieti to je C-terminalni sekvence TTAV, na kterou
se vazi protein pomoci PDZ domény a za ¢tvrté jsou to oblasti bohaté na prolin, na které se
pravdépodobné vaze pomoci SH3 domény kinaza Src. Protein PRR7 je palmitoylovan, ale

neni obsazen v lipidovych raftech.

T-bunky linie Jurkat, u kterych byla metodou transfekce zvySena exprese proteinu
PRR7, maji fenotyp podobny aktivovanym T-buiikam, slabou odpovéd’ na stimulaci receptoru
TCR a rychle umiraji programovanou bunéénou smrti. Zaroven adaptor PRR7 snizuje expresi
kinazy Lck. To je pravdépodobné hlavni pficina slabé signalizace od receptoru TCR do
cytoplazmy u téchto transfektantii. Autofi od C-konce postupné zkracovali polypeptidovy
fetézec adaptoru PRR7, aby zjistili, které z vazebnych mist je zodpovédné za indukci
apoptozy. Ukazalo se, ze pouze ty formy proteinu, které nemé¢ly poskozené vazebné misto pro

WW doménu, byly schopny u¢inné indukovat apoptdzu.

Protein PRR7 se vbunééné membrané¢ nachéazi velmi kratkou dobu a je rychle
internalizovan. Sekvence aminokyselin, kterd je nutna k internalizaci, se Castecné piekryva
s vazebnou sekvenci pro WW domény. Navic zkraceny protein PRR7, u kterého byla
odstranéna transmembranova doména, indukuje apoptézu GCinnéji nez nezkracena forma
proteinu. Je tedy velmi pravdépodobné, ze internalizace a indukce apoptdzy jsou dva procesy,
které vzajemné kooperuji. Fyziologicka role adaptoru PRR7 je pravdépodobné regulace
apoptozy a signalizace ptes receptor TCR u aktivovanych T-lymfocyt (Hrdinka et al., 2011).
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PAG (Cbp)

Protein PAG, zvany téz Cbp (Csk-binding protein), se v mensim mnozstvi naléza
témeét ve vSech tkdnich. Ve vétSim mnozstvi byl nalezen v organech imunitniho systému,
srdci, plicich, placenté a mozku. Protein PAG je palmitoylovan a je obsazen v lipidovych
raftech. V intracelularni doméné¢ ma deset tyrosini. Devét z téchto tyrosini se nachazi
v sekvenci YxxV/L/I, kterd je pfednostné fosforylovdna kinazami z rodiny Src. Kromé téchto
tyrosinl jsou v intracelularni doméné dvé sekvence bohaté na prolin a C-terminalni PDZ
vazebna sekvence (Brdicka et al., 2000, Kawabuchi et al.,, 2000). Adaptor PAG je
fosforylovan po stimulaci riznych receptort, jako jsou imunoreceptory, integriny a receptory
pro rustové faktory. Vyjimkou je stimulace receptoru TCR, ktera vede naopak k defosforylaci
proteinu PAG (Shima et al., 2003, Jiang et al., 2006, Awasthi-Kalia et al., 2001). Na
fosforylované tyrosiny se v podminkach in vitro vazi rekombinantni SH2 domény proteind
Csk, Lyn, Fyn, Lck, Shc, Vav, PI3K, Gap, Syk, Zap-70 a s nizkou afinitou i SH2 domény
proteind Grb2, Slp76, Shpl, Shp2 a Ras-GAP (Brdicka et al., 2000, Durrheim et al., 2001).

Adaptor PAG je negativni regulator signalizace ptes specifické receptory. Po stimulaci
téchto receptorti dochazi k aktivaci kinaz rodiny Src. Ty se kooperativné vazi na protein PAG,
pomoci SH2 a SH3 domén, a fosforyluji tyrosiny v intracelularni doméné (Solheim et al.,
2008a, Solheim et al., 2008b). Na jeden z fosforylovanych tyrosinu (lidsky ¢. 317) se vaze
kinaza Csk, tim se dostavda k membrané¢ a zpétné¢ fosforyluje kinazy zrodiny Src na
inhibi¢nim tyrosinu. MechaniSmus negativni zpétné vazby je pravdépodobné zesilen
fosfatazami Pep nebo Pest, které se mohou vézat na kindzu Csk pomoci SH3 domén. Tyto
fosfatazy defosforyluji aktivacni tyrosin kinaz z rodiny Src a tim pfispivaji k jejich inhibici
(Cloutier and Veillette, 1996, Davidson et al., 1997). Zda opravdu dochazi k zesileni
negativni zpétné vazby, je tfeba experimentdlné ovefit. Doposud neexistuje pifimy dikaz o
existenci komplexu PAG-Csk-Pep/Pest. Tento model je spoleény véts§iné bunéénych typu,
které maji adaptor PAG. Odlisna situace je u T-bungk, u kterych je protein PAG konstitutivné
fosforylovan kinazou Fyn (Yasuda et al., 2002). Po stimulaci receptoru TCR primarnich T-
bunék je adaptor PAG defosforylovan, kindza Csk disociuje a signalizace probiha bez vyse
popsané negativni zpétné¢ vazby. Protein PAG tedy konstitutivné snizuje aktivitu kinaz

z rodiny Src a tim i citlivost na stimulaci receptoru TCR (Brdicka et al., 2000).

Dalsi mechanismus, kterym protein PAG reguluje signalizaci, je vazba na kortikalni

cytoskelet. Na adaptor PAG se vaze pomoci PDZ domény protein EBP50. Ten interaguje
9



s proteiny ERM (ezrin, radixin, moesin), které ptimo vazi F-aktin. Tim adaptor PAG spojuje
lipidové rafty s cytoskeletem a ovliviiuje tak tvorbu imunologické synapse (Itoh et al., 2002,
Brdickova et al., 2001).

Fyziologicka role proteinu PAG byla intenzivné studovana na T-buné¢nych liniich, u
kterych byla zvySena jeho exprese. Tyto studie potvrzuji roli adaptoru PAG jako negativniho
regulatoru signalizace ptes TCR (Brdicka et al., 2000, Itoh et al., 2002). Pfekvapivé ovSem je,
ze mysi, u kterych byl vyfazen gen pro protein PAG, se téméf nelisi od mysi divokého typu
(Dobenecker et al.,, 2005, Xu et al., 2005). Je mozné, Ze ztrata proteinu PAG je
kompenzovana jinym adaptorovym proteinem (viz zavére¢ny odstavec o kooperaci mezi

adaptory).

Signalizace, které se uCastni kindzy zrodiny Src, je dulezita pro nékteré typy
nadorovych bunék. Tyto buiiky vyuzivaji dvé strategie k regulaci kindz Src pomoci adaptoru
PAG. Prvni strategii je potlaceni exprese proteinu PAG. Onkogeni signalizace, naptiklad pies
receptory pro rustové faktory, aktivuje kindzu Akt a MAP-kindzové dréhy. To muze vést
k deacetylaci a trimethylaci histonti v promotoru pro gen PAGL1 a tim k potlaceni transkripce
(Suzuki et al., 2011). Ke snizeni exprese adaptoru PAG dochazi napiiklad v nadorovych
burikach fibroblastd nebo v buitkach rakoviny jicnu (Zhou et al., 2011). Druhou strategii je
naopak zvySeni exprese proteinu PAG. V takovych buiikach se na adaptor PAG nevaze kinaza
Csk, ale naopak na ném muze vznikat onkogeni signaliza¢ni komplex (Tauzin et al., 2008).
Ten se u ruznych typt nadord lisi proteinovym slozenim (Tauzin et al., 2011). Exprese
proteinu PAG je zvySena v B-bunkach lymfomi, které pochazeji z germinalnich center, a
naopak velmi snizend v B-buiikdch lymfom, které pochéazeji z plastové zony lymfatickych
uzlin (mantle zone) a v B-buikéch chronické lymfocytarni leukémie. Adaptor PAG by mohl
byt v budoucnu vyuzit jako diagnosticky marker (Tedoldi et al., 2006).

LIME

Protein LIME se nachazi predevsim T- a B- bunkach. V intracelularni doméné ma pét
tyrosind, které jsou fosforylované kinazami Lck a Fyn. Na fosforylované tyrosiny se vazi
proteiny Csk, Fyn, Lyn, Shp2, Grb2, PI3K, Vav, PLC-y2 a Gads. Adaptor LIME je silné
fosforylovan po stimulaci T-buné¢k protilatkami proti koreceptorim CD4 a CD8. Na pomezi

transmembranové a intracelularni domény ma sekvenéni motiv CxxC. Protein LIME je
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palmitoylovan a je obsazen v lipidovych raftech (Brdickova et al., 2003, Hur et al., 2003, Ahn
et al., 2006).

Adaptor LIME zesiluje vapnikovou odpovéd (prudké zvyseni koncetrace vapniku
V cytoplazm¢) po T-receptorové stimulaci, a to i pies to, ze vaze inhibi¢ni kindzu Csk. U T-
bunécné linie J77, do které byl metodou transfekce vnesen gen pro protein LIME, je témét
zdvojnasobena intenzita vapnikové odpovédi po stimulaci protilatkami proti proteinu CD3.
V bunécnych liniich je protein LIME konstitutivné fosforylovan, a to pravdépodobné proto,
ze U bunck, které pochazeji z nadorovych linii, mize byt signalizace Castecné¢ pozmeénéna
(Brdickova et al., 2003). Ze stejnych duvodi jako u proteini SCIMP a LST1/A byl pro
studium signalizacniho potencialu proteinu LIME vytvofen fizni protein, ktery byl slozen
z extracelularni a transmembranové domény proteinu CDS8 a intraceluldrni domény adaptoru
LIME. Agregace fazniho proteinu CD8-LIME protilatkami vede v T-bunééné linii Jurkat
k aktivaci MAP-kinazové drahy (Hur et al., 2003). Protein LIME tedy ziejmé pozitivné
reguluje signalizaci v T-lymfocytech.

Molekularni mechanismus je velmi pravdépodobné zaloZen na aktivaci kinazy Lck. Ta
se vaze na protein LIME pomoci SH2 domény a je fosforylovana na inhibi¢nim tyrosinu
kindzou Csk. To za normalnich okolnosti vede k jejiinhibici, kterd je zplsobena
intramolekularni interakci SH2 domény s fosforylovanym inhibi¢nim tyrosinem. V pfipadé,
ze se kinaza Lck vaze pomoci SH2 domény na protein LIME, nemtize dojit k vazbé SH2
domény na inhibi¢ni tyrosin a kinaza tak zistava aktivni. Navic dochazi na proteinu LIME k
autofosforylaci kinazy Lck na aktivaénim tyrosinu a tim vzrista jeji aktivita. Tento
mechanismus c¢asteéné potvrzuji nasledujici data. V T-bunécné linii Jurkat, ve které byla
zvySena exprese proteinu LIME metodou transfekce, dochazi ke zvySené produkci
interleukinu-2 (Brdickova et al., 2003). Pokud se v této bunééné linii exprimuje ve velkém
mnozstvi kinaza Lck, které chybi kinazova aktivita, dojde k opétovnému snizeni produkce IL-
2. Jedna se tedy o dominantné negativni efekt. Navic frakce kindzy Lck, které je asociovana
s adaptorem LIME, ma vice fosforylovany inhibi¢ni tyrosin nez zbyla kinaza Lck a zaroven
ma vysSi kinazovou aktivitu (Hur et al., 2003). Adaptor LIME se podili na tvorbé
imunologické synapse. Pozitivné reguluje aktivitu integrinii a zaroven pomoci proteinu Vav

stimuluje polymerizaci aktinu (Son et al., 2012)

Adaptor LIME pozitivné reguluje signalizaci i u B-bun¢k, ale na rozdil od T-bunék se

u B-bunék vaze na protein LIME i fosfolipaza PLC- y2. V mysi B-bunééné linii, ve které byla
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snizena exprese proteinu LIME pomoci siRNA, dochazi ke snizeni vapnikové odpovédi a

k téméf tplné inhibici MAP-kinazovych drah (Ahn et al., 2006).

Mysi, u kterych byl vyfazen gen pro protein LIME, maji téméf stejny fenotyp jako
mysi divokého typu. Jedinou odlisnosti je zvySena pozitivni selekce T-lymfocyti. Biologicka

role adaptoru LIME je tedy stale nejasna (Gregoire et al., 2007).

LAX

Adaptor LAX se nachazi v bilych krvinkach. Jeho mnozstvi v T- a B-buiikach prudce
stoupa po aktivaci. V intracelularni doméné mé deset tyrosintl, ale pouze Ctyii jsou dulezité
pro interakci s dalsimi proteiny. Adaptor LAX je fosforylovan kindzami z rodin Src a Syk po
stimulaci receptord BCR, TCR a FceRI. Na fosforylované tyrosiny se vazi proteiny Grb2,
Gads a PI3K. Adaptor LAX se nenachazi v konvencnich lipidovych raftech, ale
v mikrodoménach HR (Zhu et al., 2002, Zhu et al., 2006b, Otahal et al., 2010, Hrdinka et al.,
2012).

Fyziologicka role proteinu LAX byla studovdna na mysich, u kterych byl inaktivovan
gen pro protein LAX. U téchto mysi je zmensena populace B-bunék, ktera ma povrchovy
receptor CD23 (jeden ze znaki folikularnich B-bunék) (Schwarzmeier et al., 2005). To mtze
souviset se zvySenou hladinou protilatek izotypu IgE v séru (Yu et al., 1994). Navic u
neimunizovanych mysi spontanné vznikaji germinalni centra. B- a T-buiky, které byly
izolované z téchto mysi, maji po stimulaci antigenné specifickych receptori zvySenou
aktivaci MAP-kinazovych drah, aktivitu kinazy Akt, silngjsi vapnikovou odpovéd’, zvySenou
produkci IL-2 a déle prezivaji (Zhu et al., 2005). Podobna situace je i u zirnych bunék. Ty
maji zvySenou odpovéd na stimulaci receptoru FceRI. Navic maji snizenou expresi adaptoru
LAB a dochazi u nich snadnégji k degranulaci (Zhu et al., 2006b). Protein LAX tedy zifejmé

pusobi jako negativni regulator signalizace pies vySe zminéné receptory.

Nezavisle na adaptoru LAX vytvorila skupina Claire et al. mys, u které byl vyrazen
gen pro cytoplazmaticky adaptor Alx (Greene et al., 2003, Perchonock et al., 2006). Fenotyp
této mysi velmi pfipominal fenotyp mysi, kterd ma vyfazeny gen pro protein LAX. Nasledné
bylo ukazano, ze protein Alx se vaze na adaptor LAX. Zpusob vazby je nezavisly na
fosforylaci proteinu LAX, ale pfesny mechanismus je stale nejasny. Adaptor LAX tedy
negativné reguluje signalizaci dvéma zplsoby. Prvni je zavisly na fosforylaci tyrosinti, na
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které se vazi proteiny s SH2 doménami, a druhy je na fosforylaci nezavisly (Perchonock et al.,
2006, Shapiro et al., 2008).

SIT

Adaptor SIT se nachazi v pievazné v T-lymfocytech a v mens$i mife i v B-
lymfocytech. Na rozdil od vétSiny ostatnich transmembranovych proteini ma delsi
extracelularni doménu, kterd je glykosylovana. V bunééné membrané se vyskytuje ve forme
kovalentniho dimeru. V intraceluldarni doméné ma pét tyrosinli, které jsou fosforylované
kinazami z rodin Src a Syk. Jeden z téchto tyrosini je soucasti sekvence ITIM, na kterou se
vaze fosfatdza Shp2. Na adaptor SIT vaze také kinaza Csk a adaptor Grb2. Glykoprotein SIT
neni palmitoylovan a je obsazen v oblastech membrany non-DRM. (Marie-Cardine et al.,
1999, Pfrepper et al., 2001, Otahal et al., 2010).

Podobné¢ jako u proteini SCIMP nebo LIME byl pro studium signaliza¢nich vlastnosti
tohoto adaptorového proteinu vytvofen flizni protein slozeny z extracelularni a
transmembranové domény proteinu CD8 a intracelularni domény adaptoru SIT. U T-bunééné
Jurkat, do kterych byl metodou transfekce vnesen gen pro fuzni protein CDS8-SIT, je ¢aste¢né
inhibovana aktivace transkripéniho faktoru NFAT. Autofi postupné mutovali vazebna mista
pro jednotlivé proteiny a opakovali predchozi pokus. Pouze fuzni protein s mutovanym
vazebnym mistem pro kindzu Csk nepusobil inhibi¢n€ na aktivaci transkripéniho faktoru
NFAT (Pfrepper et al., 2001). Navic u T-bungk linie Jurkat, ve kterych byla snizena exprese
proteinu SIT metodou shRNA, dochazi po stimulaci protilatkami proti proteinu CD3 ke
zvysené fosforylaci proteinti Zap-70, LAT, Slp76, PLC-y1 a Akt. Adaptor SIT pomoci kinazy
Csk tedy pravdépodobné negativné reguluje signalizaci pies receptor TCR (Arndt et al.,
2011).

U mysi, u kterych byl inaktivovan gen pro protein SIT, je zvétSena populace T-
lymfocytt, které maji koreceptory CD4 i CD8. Zaroven dochazi v téchto bunkach ke zvysené
expresi proteinc CD5 a CD69, které se obvykle nachazeji ve vétSim mnozstvi na
aktivovanych T-bunkach. Adaptor SIT tedy pravdépodobné negativné reguluje pozitivni
selekci tim, ze snizuje citlivost na stimulaci receptoru TCR. Absence adaptoru SIT ma vliv i
na T-lymfocyty, které se nachazeji ve slezin¢ a v lymfatickych uzlinach. Mnozstvi naivnich

T-lymfocyti je snizené, zatimco mnozstvi T-lymfocyt, které maji fenotyp podobny
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aktivovanym a pamétovym bunkam, je zvySené, a to piedev§im u T-bun¢k, které maji
koreceptor CD8. Jednim z moznych vysvétleni je, ze zvySena fosforylace kinazy Akt (viz
vyse) vede k fosforylaci a inaktivaci transkripéniho faktoru Foxol, ktery negativné reguluje

bunéény cyklus (Simeoni et al., 2005, Arndt et al., 2011, Posevitz et al., 2008).

TRIM

Protein TRIM se nachézi piedev§im v T-buitkdch a v mensi mife i v NK bunkéch.
V cytoplazmatické membrané se vyskytuje ve formé kovalentniho dimeru. Adaptor TRIM
neni palmitoylovany a nachazi se v mikrodoménach HR (Otahal et al., 2010). V intracelularni
doméné mé osm tyrosint, které jsou fosforylované kinazami z rodiny Src. Na fosforylované

tyrosiny se vaze predevsim kinaza PI3K, ale i solubilni adaptor Grb2 (Bruyns et al., 1998).

Adaptor TRIM asociuje s proteinem CD3( a tim nepiimo i s receptorem TCR. Zpusob,
jakym tyto dva adaptory spolu interaguji, neni zcela objasnén. Na interakci se podili
extracelularni, transmembranova i intracelularni doména a je tedy velmi pravdépodobné, Ze se
jedna o vice slabsich interakci, které spolu vzajemné kooperuji. V T-bunééné linii Jurkat, ve
které byla metodou transfekce zvySena exprese proteinu TRIM, dochazi ke zdanlivému
zvySeni exprese receptoru TCR. Protein TRIM asociuje s receptorem TCR, brani jeho
spontanni endocytoze, a tim zdanlivé zvysuje jeho expresi. Zaroven v téchto buitkach dochézi
i k zesileni vapnikové odpovédi a to nezavisle na zvySeni exprese TCR. Protein TRIM tedy
pravdépodobné pozitivné reguluje signalizaci dvéma mechanismy. Zaprvé vaze proteiny,
které dal pienasi signal do cytoplasmy a zadruhé brani spontanni endocytoze receptoru TCR

(Swamy et al., 2010, Kirchgessner et al., 2001).

Mysi, u kterych byl inaktivovan gen pro protein TRIM, nemaji odliSny fenotyp od
mysi divokého typu. Vysledky studii na mySich, u kterych byly spole¢né inaktivovany geny
pro protein SIT 1 TRIM naznacuji, Ze protein TRIM negativné reguluje pozitivni selekci. Je
mozné, ze podobné jako u proteinu PAG je ztrata proteinu TRIM kompenzovéana jinym

adaptorem (Kolsch et al., 2006).
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LPAP (CD45-AP)

Adaptor LPAP byl objeven jako protein asociovany s fosfatizou CD45 (Altin et al.,
1994, Takeda et al., 1994). Ta mize defosforylovat inhibi¢ni i aktiva¢ni tyrosin kindz z rodiny
Src a tim pozitivn€ 1 negativné regulovat signalizaci, ale v podminkach in vivo reguluje
signalizaci piedevs$im pozitivné (Tan et al., 2013). Fosfataza CD45 se vaze na protein LPAP
prostiednictvim transmembranové domény (Cahir McFarland and Thomas, 1995, Kitamura et
al., 1995). Protein LPAP se nachazi predevs§im v B a T-bunkach (Schraven et al., 1994), avsak
nikoli v myeloidnich bunikach. V intracelularni doméné ma sekvenci aminokyselin homologni
s WW doménou (Cahir McFarland and Thomas, 1995) a oblast bohatou na kyselé
aminokyseliny, se kterou pravdépodobné asociuje kindza Lck. Zplisob interakce kinazy Lck
s proteinem LPAP neni zcela objasnén, ale pravdépodobné se ji ucastni katalytickd doména
kinazy Lck (Veillette et al., 1999). Adaptor LPAP v ptitomnosti fosfatazy CD45 asociuje
s receptorovym komplexem TCR. Protein LPAP tedy pravdépodobné umoziiuje kooperativni
interakci fosfatazy CD45 s TCR a tim napomaha kolokalizaci kinaz z rodiny Src s fosfatazou
CD45 (Veillette et al., 1999, Leitenberg et al., 2007).

Tti rizné skupiny nezavisle vytvofily mys, u které byl vyfazen gen pro protein LPAP.
Vysledky jednotlivych skupin se velmi lisi. Skupina Matsuda et al. ukéazala, Ze u téchto mysi
dochazi ke sniZeni exprese fosfatazy CD45 ve slezin€ a brzliku, snizené proliferaci B- a T-
lymfocyti po stimulaci antigenné specifickych receptorti a k potlaceni interakce mezi
fosfatizou CD45 a kinazou Lck (Matsuda et al., 1998). Dalsi dvé skupiny nepozorovaly
téméf zadny rozdil ve fenotypu od mysi divokého typu (Ding et al., 1999, Kung et al., 1999).
Jedinou vyjimkou je, Zze obé skupiny (Matsuda et al. a Ding et al.) pozorovaly zvySenou
expresi fosfatazy CD45 ve sleziné. Fyziologicka role proteinu LPAP i divod, pro¢ tyto
skupiny dosly k odlisnym vysledkiim, jsou stale nejasné. Pozdé&ji byly mysi, které vytvotila
skupina Matsuda et al., pouzity k dal§im experimentim. Jejich vysledky poskytuji jedno
z moznych vysvétleni odlisnych vysledkt. Stimulace T-bunék antigenem s nizkou afinitou
k receptoru TCR vede knizsi produkci IL-2 a ke slabsi interakci mezi kindzou Lck
a fosfatazou CD45 u T-bunék, které maji inaktivovany gen pro protein LPAP. Pokud jsou ale
tyto T-bunky stimulovany antigenem s vysokou afinitou k receptoru TCR, jsou tyto rozdily
nepatrné. Pokud je afinita antigenu opravdu rozhodujici faktor, pak je mozné, Ze i naptiklad
kvalita aktivacni protilatky, kterd byla k experimentim pouzita, mize ovlivnit vysledek. Je

tedy mozné, Ze adaptor LPAP ptispiva k interakci fosfatazy CD45 s receptorem TCR a tim i
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k interakci s kinazami z rodiny Src po stimulaci T-bunék antigenem s nizkou afinitou

(Veillette et al., 1999).

NTAL (LAB)

Adaptor NTAL, zvany téz LAB, ma podobnou strukturu jako protein LAT. Nachazi se v B-
bunkach, NK-buiikach, monocytech, Zirnych bunikach a aktivovanych T-buiikach. Na pomezi
transmembranové a intraceluldrni domény ma sekvenci aminokyselin CxxC. Proteiny NTAL
je palmitoylovany a nachazi se v lipidovych raftech. V intracelularni doméné mé deset
tyrosinii. Adaptor NTAL je fosforylovany po stimulaci receptort TCR, BCR, FceRI a FcyRI,
a to prevazné kinazami Syk a Zap 70 (Brdicka et al., 2002, Janssen et al., 2003, Zhu et al.,
2006a). Na fosforylované tyrosiny se vazi proteiny Grb2, Sos, Gapl a Cbl. Dilezité je, Ze na
rozdil od adaptoru LAT se na protein NTAL nevaze fosfolipdza PLC-y (chybi totiz

odpovidajici tyrosin).

Funkce proteinu NTAL byla studovana na T-bunéné linii J.CaM2.5, kterd ma
nefunkéni gen pro protein LAT, a je tedy neschopnd signalizace. Do téchto bunék byl
metodou transfekce vnesen gen pro protein NTAL. Po stimulaci protilatkami proti receptoru
TCR dochazi v téchto bunkach ke slabé vapnikové odpovédi a aktivaci MAP-kinazovych
drah. Nasledné¢ byl protein NTAL vnesen i do mysi, ve kterych byl inaktivovan gen pro
protein LAT. V téchto mysich je ¢aste¢né obnoven vyvoj T-lymfocyti, ale zaroven dochazi
ke vzniku lymfoproliferativniho onemocnéni. Toto onemocnéni velmi pfipomina onemocnéni
mysi, u kterych je poSkozené vazebné misto pro fosfolipaizu PLC-y na proteinu LAT.
Vysledky téchto experimentl naznacuji, Ze adaptor NTAL ma podobnou funkci jako protein
LAT bez vazebného mista pro fosfolipazu PLC-y (Koonpaew et al., 2004, Janssen et al.,
2004). Pomérné piekvapivy je tedy fenotyp mysi, ktera ma vyfazeny gen pro protein NTAL.
U téchto mysi dochazi k redukci B-bunék marginalnich zén, zvySeni hladiny pfirozenych
protilatek v séru a k zesileni vapnikové odpovédi po stimulaci B-bunék protilatkami proti
receptoru BCR (Wang et al., 2005). Zaroven dochazi u starSich mysi k expanzi aktivovanych
T-lymfocytd a vzniku autoimunitniho onemocnéni (Zhu et al., 2006a). Podobna situace je i u
zirnych bunék, u kterych dochézi ke snadnéjSi degranulaci zévislé na protilatkach a tedy i
v téchto bunkach adaptor NTAL negativné reguluje signalizaci (Volna et al., 2004). Naopak

v zirnych buiikdch izolovanych z mysi, u kterych byl inaktivovan gen pro protein LAT,
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reguluje protein NTAL signalizaci pozitivné (Zhu et al., 2004). Zda se tedy, Ze adaptor NTAL
v ptitomnosti proteinu LAT vétSinou negativné reguluje signalizaci, a naopak v nepfitomnosti
adaptoru LAT reguluje signalizaci pfevazné pozitivné. Pfesny mechanismus, jakym dochazi

k vzajemné regulaci adaptort NTAL a LAT, je zatim nejasny.

Protein NTAL také patii mezi potencidlni tumor supresorové geny. U détskych
pacientl s T-buné¢nou lymfoblastickou leukémii (T-ALL), ktefi maji nizkou expresi proteinu
NTAL, velmi $patné zabira 1é¢ba prednisonem (Svojgr et al., 2009). Navic v T-bunééné linii
Jurkat, ktera pochazi z nadoru T-ALL, doch4zi mnohem castéji k indukci bunéné smrti po

podani methylprednisonu u bun¢k s vysokou expresi adaptoru NTAL (Svojgr et al., 2012).

Kooperace mezi transmembranovymi adaptory

Vysledky studii v podminkach in vitro dokazuji, ze transmembranové adaptorové
proteiny se v rizné mife podileji na imunoreceptorové signalizaci leukocytl. Je tedy pomérné
ptekvapivé, Ze vyfazeni genu pro piislusny transmembranovy adaptor (kromé LAT) vétSinou
nezpusobuje u mysi vyrazné zmény ve fenotypu. Jedno z moznych vysvétleni tohoto
fenoménu je, Ze transmembranové adaptorové proteiny jsou casteéné redundantni. To bylo
studovano na mySich, u kterych byly spolecné vyfazeny geny pro dva piibuzné

transmembranové adaptorové proteiny.

U mysi, u které byly soucasné inaktivovany geny pro adaptory SIT a TRIM, dochazi
ke zvyseni pozitivni selekce T-lymfocytti v porovnani s mysi, ktera ma inaktivovan gen pouze
pro protein SIT (u mysi, u které je inaktivovan pouze protein TRIM, probiha pozitivni selekce
standardné) (Koelsch et al., 2008). Vyrazny fenotyp maji i mysi, u kterych byly soucasné
inaktivovany geny pro proteiny SIT a LAX. V téchto mySich dochazi akumulaci aktivovanych
T-lymfocytl ve slezing, expanzi Bl bunck v oblasti peritonedlni dutiny a zvySeni hladiny
protilatek v séru, a to i v porovnani s mysi, ktera ma inaktivovany gen pro protein LAX. Mys,
u které byl vyfazen gen pro protein SIT, ma standardni hladinu protilatek v séru. Zaroven
vznikd u starSich myS$i autoimunitni onemocnéni, pro které je charakteristickd produkce

protilatek proti jadernym antigentim a ledvinové zanéty (Arndt et al., 2013).
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Zaver

Transmembranové adaptorové proteiny se podileji ha imunoreceptorové signalizaci
leukocytti. Tu mohou ovliviovat pozitivn€ (LAT, SCIMP, LIME, LPAP) i negativné
(SCIMP, GAPT, LST1/A, PRR7, PAG, LIME, LAX, SIT, TRIM). Vyjimkou je protein
NTAL, ktery reguluje signalizaci pozitivné i negativné, a to v zavislosti na proteinu LAT.
Stale nezodpovézené otazky o fyziologické funkci nékterych adaptori mohou byt
pravdépodobné vysvétleny redundanci mezi t€émito proteiny (TRIM). Navic o adaptorech
SCIMP a LST1/A dosud nebyly publikovany studie na mysich, u kterych byly tyto geny
inaktivovany. Studium transmembranovych adaptorovych proteini je tedy i po vice nez 20

letech (objeveni adaptoru LAT) stale aktudlni téma.
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