Dizertac¢ni prace:
Casoprostorova regulace aktivity kinazy Lck pfi zahajeni TCR signalizace Ondfrej Ballek

Abstrakt

T-lymfocyty jsou bezpochyby nejvice studovanymi buikami imunitniho systému. Jsou klicovymi
hréci specifické imunity zodpovédnymi za cilenou odpoveéd’ proti patogentim a jinym signalim
nebezpeci. Diky jejich centralnimu vyznamu vede Casto jakékoliv porucha regulace jejich aktivity
k imunopatologiim. Znalost jejich bio destruktivni efektorové funkce je tedy velice zasadni.
Dodnes panuji rozpory, jakym molekularnim mechanismem probihéa zahajeni T-bunécné aktivace.
Po rozeznani specifického antigenu prostiednictvim antigen-prezentujici buniky a T-bunécného
receptoru je aktivacni signdl pfenesen pies plasmatickou membranu, kde nasleduje fosforylace
cytoplasmatickych casti T-receptorového komplexu. Tato udalost je obecné povazovana za prvni
biochemicky znak aktivace T-lymfocytii v procesu zvaném ,,TCR triggering®. Jak se vSak
aktivacni signal dostane do buiiky a jaké mechanismy reguluji samotné zahdjeni signalizace, jsou
dvé zakladni, avSak dosud nezodpovézené, otazky. V této praci jsme se zaméfili pfedev§im na
mechanismy regulace T-bunécné aktivace a tii souvisejici problémy. V prvnim jsme se zabyvali
Casoprostorovou organizaci dilezitych signalnich molekul pfed a po aktivaci T-lymfocyti
v kontextu tzv. lipidovych mikrodomén, u kterych ptedpokladdme, Ze hraji dulezitou ulohu
v organizaci membrany b&éhem jejich aktivace. Zkoumali jsme pfedev§im kindzu Lck, kterd je
povazovdna za hlavni generdtor signalu zahajujictho T-bunécnou signalizaci. Pomoci
biochemickych metod jsme studovali distribuci aktivni formy kindzy Lck (pY394°%) v membrang.
Nejenze jsme ukazali, Ze v naivnich T-lymfocytech je pY394-¢ v omezeném mnoZzstvi piitomna
témeét vyluéné ve vysokomolekularnich komplexech, ale také jsme zjistili, ze po aktivaci
T-lymfocyti dojde ke znacnému nariistu mnozstvi této aktivované formy Lck a zaroven jejimu
pfesunu do lipidovych mikrodomén. Podstatné rozdily v kvantifikaci pY394** vnasi a
v predchozich studiich, které naopak poukazuji na velké mnozstvi jiz aktivni Lck
v nestimulovanych T-bunkach jez se po aktivaci neméni, vedou k odliSnym zavérim ohledné
tlohy pY394-k. Vzhledem k tomu, Ze pravé pY394L°f iniciuje samotné zahdjeni signalizace, je
otazka bazalni Lck aktivity velice dilezita. Dale jsme se proto zabyvali tim, co zptisobuje takovéto
rozpory. Prokazali jsme, Ze vétSina téchto nesrovnalosti prameni z nekonsistence postupt pii
piipravé vzorki a vysoka uroven detekované pY 394 je tedy diisledek nekontrolované spontanni
aktivace kinazy Lck béhem bunétné lyze. Jiz difive jsme ukazali, Ze aktivaci T-lymfocyt
zpisobeny presun kindzy Lck v rdmcei plasmatické membrany je dilezity pro jeji samotnou funkci,
avSak mechanismus tohoto procesu neni znam. V dalsi ¢asti naseho vyzkumu jsme se proto
zamé&fili na objasnéni tohoto redistribu¢ni procesu kindzy Lck a poprvé jsme identifikovali
formovani do¢asného Lck-RACKI1-cytoskeleton komplexu. Ucast cytoskeletu v organizaci
signdlnich molekul v ramci T-bunééné aktivace tak pfinasi dalsi troven komplexity regulace
T-receptorové signalizace. Zav€rem, tato prace piinasi fadu novych poznatkl tykajicich se
piispévku membranové organizace k Casoprostorové regulaci aktivity kinazy Lck, stejné jako k
dal$im signalnim komponentam ucastnicich se zah4jeni T-buné¢né signalizace.



