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Abstrakt

Adaptorovy protein SLP-65 hraje dilezitou roli v dé&jich iniciovanych antigenné specifickym
receptorem B lymfocyti (BCR), které jsou nepostradatelné nejen pro spravnou odpoveéd
na antigen, ale i pro vyvoj a diferenciaci B-bunék. SLP-65 nema Zadnou vlastni enzymatickou
aktivitu a jeho funkce je spojena s proteiny, které na sebe vaze a jejichz prosttednictvim ovliviiuje
prubéh fady signalnich kaskad. Multimolekularni signaliza¢ni komplex, ktery SLP-65 organizuje,
umoziiuje asociaci efektori signalnich drah s plasmatickou membranou a se slozkami
signalizaéniho aparatu BCR, které jsou v ni pfitomné, i jejich vzajemné interakce. Jedna
z nejdilezitéj$ich roli adaptorového proteinu SLP-65 spociva v organizaci komplexu nezbytného
pro aktivaci fosfolipasy Cy2. Jejim prostfednictvim se SLP-65 podili na regulaci vapnikové
odpovédi a drah zavislych na malém G-proteinu Ras. Vedle toho v§ak ma i fadu dal$ich mnohem
mén¢ prostudovanych funkci a pravé ty jsou tézistém této prace. Mezi asociované proteiny
spojujici SLP-65 s témito funkcemi patfi zejména Vav, ktery je vyménnym faktorem a
aktivatorem malych G-proteinii rodiny Rho, adaptorovy protein Nck a serin/threonin kinasa
HPK 1. Prostfednictvim téchto proteini se SLP-65 podili na regulaci dalSich vyznamnych déju,
jako jsou reorganizace aktinového cytoskeletu, aktivace né&kterych transkripénich faktord a

MAP-kinasovych drah ¢i regulace apoptézy.

klicové slova: SLP-65/BLNK/BASH, Vav, Nck, HPKI1, signalizace ptes BCR, adaptorové

proteiny



Abstract

Adaptor protein SLP-65 plays a key role in B-cell antigen receptor (BCR)-initiated signaling
pathways, indispensable for efficient response to antigen as well as for regulation of B-cell
development and differentiation. SLP-65 lacks any intrinsic enzymatic activity and its functions
are mediated mainly by proteins it interacts with. The supramolecular complex organized by
SLP-65 recruits multiple signaling molecules to the proximity of the plasma membrane where
they interact with each other and with the components of the activated BCR. One of the crucial
roles of SLP-65 is in mediating interactions indispensible for activation of PLCy2. SLP-65 thus
exerts control over signaling pathways leading to calcium response and activation of small
G-protein Ras. However, SLP-65 also has several other, less well studied functions and those
form the basis of this work. Among binding partners connecting SLP-65 to these functions belong
especially GEF for Rho family GTPases Vav, adaptor protein Nck and serine/threonine kinase
HPK 1. Through association with these proteins SLP-65 takes part in regulation of other important
events, including reorganization of actin cytoskeleton, activation of transcription factors and

MAPK pathways and regulation of apoptotosis.

key words: SLP-65/BLNK/BASH, Vav, Nck, HPK 1, BCR-signaling, adaptor proteins



Seznam pouzitych zkratek

14-3-3 proteinova rodina molekul véazicich se na fosfoserin; efektory signalii preziti
ADAP »adhesion- and degranulation-promoting adapter protein®

ALL akutni lymfoblasticka leukémie

AP-1 »activator protein-1*

APC antigen prezentujici burika

Arp2/3 »actin related protein 2/3

BCR (pre-BCR) B-bunéény antigenni receptor (antigenni receptor prekurzorovych B-bunék)
BLNK (BASH) ,B cell linker protein“ (,,B cell adaptor containing SH2 domain*)

Btk ,Bruton's tyrosine kinase*

CD ,.cluster of differentiation‘

Cdc42 ,»cell division cycle 42

CH ,»calponin-homology*

Clnk »cytokine-dependent hematopoietic cell linker*
Crk ,CT10 regulator of kinase*

CrkL ,»CT10 regulator of kinase like*

DH ,,Dbl homology*

DN3 ,double negative 3%, odpovida CD4 CD8" vyvojovému stadiu thymocytt
EGFR »epidermal growth factor receptor*

ERK »extracellular signal-regulated kinase*

FAK ,focal adhesion kinase*

FasL Fas ligand

FcyR receptor pro IgG typu

Fyn »Fgr/Yes-related novel protein tyrosine kinase*
G-protein GTP vazebny protein

Gads ,,Grb2-related adaptor downstream of Shc*

GCK »germinal center kinase*

GDP guanosin-5"-difosfat

GEF »guanine nucleotide exchange factor*

GIT1 ,»~G-protein-coupled receptor kinase-interacting protein*
Grb2 »growth factor receptor binding protein 2

GTP guanosin-5’-trifosfat

GTPasa enzym schopny vazat GTP a hydrolyzovat jej na GDP
HPK1 hematopoieticka progenitorova kinasa 1

Ig immunoglobulin

IKK ,.JxB kinase*

IL-2 interleukin 2

ITAM Limmunoreceptor tyrosine-based activation motif*
Itk ,inducible T cell kinase*

JNK ,,c-Jun N-terminal kinase*

LAT ,linker for activation of T cells*

Lck ,leukocyte-specific protein tyrosine kinase*

Lyn »Lck/Yes-related novel protein tyrosine kinase*



MAPK
LZ

Nck
NFAT
NFxB
NK
NTAL
N-WASP
p38 MAPK
Pak1
PDGFR
PH
PI3-K
PIP
PIP2
PIP5-K
PIX
PKC
PLCy
PR
PTK
Rac
Ras
Rho
SH2
SH3
SLP-65
SLP-76
Src
Ste20
Syk
TCR (pre-TCR)
Tec
Vav
WASP
XID
XLA
ZF
ZAP-70

,mitogen-activated protein kinase*
»leucine-zipper*

rodina adaptorti obsahujici SH2/SH3 domény
,huclear factor of activated T cells*
,huclear factor kB

,.hatural killer*

,.,hon-T cell activation linker*

,»neural Wiskott-Aldrich syndrome protein*
¢len rodiny MAP kinas

»p21-activaled kinase*

»platelet-derived growth factor receptor
,»pleckstrin homology*

fosfatidylinositol 3-kinasa
fosfatidylinositol-4-fosfat
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
,,phosphatidylinositol-4-phosphate-5-kinase
,Pak-interacting exchange factor*

protein kinasa C

11

fosfolipaza Cy

,proline-rich*

protein tyrosin kinasa

G-protein; ¢len GTPas rodiny Rho

G-protein; rodina malych GTPas

,»Ras homology*; G-protein

»SRC homology 2 doména

»SRC homology 3*“ doména

Src homology 2 domain-containing leukocyte protein of 65 kDa
Src homology 2 domain-containing leukocyte protein of 76 kDa
rodina protoonkogennich tyrosinovych kinas

,,sterile 20%; serin/threonin kinasa kvasinek

»spleen tyrosine kinase*

T-buné&&ny antigenni receptor (antigenni receptor prekurzorovych T-buné¢k)
»tyrosine kinase expressed in hepatocellular carcinoma*
produkt onkogenu vav; GEF v hematopoietickych burikach
,»Wiskott—Aldrich syndrome protein*

,»X-linked immunodeficiency*

,»X-linked agamaglobulinemia*

,»Zinc-finger*

,»Zeta-associated phosphoprotein of 70 kDa*



1. Uvod

Cytoplasma i bunétnd membrana leukocytii obsahuji celou fadu molekul nezbytnych
pro spravnou funkci té€chto bun€k a tim i pro zajiSténi optimalniho pribéhu imunitni odpovédi.
Vyznamnou ¢&ast tvoti proteiny plnici Sirokou $kalu funkci. Jednou z nich je i funkce adaptorova.
Dosud bylo popsano velké mnoZstvi adaptorovych proteini. Patfi mezi né i SLP-65 (Src
homology 2-domain-containing leukocyte protein of 65 kDa, téz znamy jako BLNK nebo BASH),
jeden ze ¢lent adaptorové rodiny SLP. Stejné jako vSechny ostatni adaptorové proteiny, ¢lenové
rodiny SLP postradaji vlastni enzymatickou aktivitu, ale obsahuji n€kolik domén vazajicich dalsi
proteiny a umoziuji tak regulovat sloZzeni a lokalizaci multimolekularnich signalizaénich
komplexi. Jsou tak schopné do¢asné prostorové regulovat dostupnost substratu pro enzym nebo
tvofit leSeni k propojovani signalnich kaskad. Adaptorové proteiny SLP jsou klicové
pro signalizaci pfes integriny a receptory obsahujici tyrosinové aktiva¢ni motivy (ITAM) a
pfedstavuji hlavni spojeni mezi aktivovanymi protein tyrosin kinasami (PTK) a pozd&j$imi
komponentami signélnich drah (Wollscheid et al., 1999, Koretzky et al., 2006).
iniciovana stimulaci imunoreceptori. SLP-65 zprostfedkovava interakce PLCy2 s plasmatickou
membranou a s protein tyrosin kinasou Btk (Fu et al., 1998). Vznika tak komplex, ktery je zcela
nepostradatelny pro aktivaci PLCy2 a s tim souvisejici vapnikové odpovédi a dalSich kli€ovych
drah. Vedle toho ma vSak SLP-65 i jiné, méné dikladné prostudované funkce. Cilem této prace je
shrnout poznatky o signalizaénich drahach, kterych se SLP-65 ucastni prostfednictvim svych
dal§ich vazebnych partnerd a zejména pak drah, které nejsou zavislé na jeho interakci s PLCy2.
Toto téma bylo zvoleno z toho divodu, ze se v ramci své diplomové prace zabyvam studiem
funkce nového transmembrinového adaptorového proteinu, ktery je ziejmé€ dal§im, dosud
nepopsanym, vazebnym partnerem SLP-65 a vytvafi s nim komplex, jeZ zfejmé neobsahuje
PLCy2. Kromé toho jsou vy$e zminéné aspekty funkce SLP-65 poné¢kud stranou hlavniho zajmu
védecké komunity a nebyla jim dosud vénovana dostate¢né rozsahla analyza v podobé
specializovaného pfehledného ¢lanku.

Jednim z nejvyznamnéjsich ¢lent rodiny SLP je kromé& SLP-65 také blizce ptibuzny adaptorovy
protein SLP-76. Dosavadni vysledky studii obou téchto proteini ukazuji na jejich velikou
vzajemnou podobnost nejen z hlediska doménového struktury, ale rovnéz i v pfipad€ jejich
vazebnych partnerti, kdy jde bud’ o totozné, nebo vzajemné blizce ptibuzné proteiny. Lze tedy
ptedpokladat uréité podobné rysy i ve funkcich, které adaptorové proteiny SLP-76 a SLP-65 plni.
VétSina praci zaméfenych na problematiku adaptorovych proteini rodiny SLP, se zabyva zejména

funkci adaptoru SLP-76. Vysledky téchto studiji mohou, diky vzijemnym podobnostem



mezi obéma adaptory, slouzit jako voditko v odhalovani dosud neznamych funkci proteinu
SLP-65. Zamysleni nad témito moZznymi, av§ak dosud viibec nebo jen nedostate¢né studovanymi

aspekty jeho funkce by pak mélo byt dalsim ptinosem pfedkladané prace.

2. Signalizace pres BCR a dalSi imunoreceptory

Builky imunitniho systému rozpoznavaji a odpovidaji na antigen pomoci povrchovych receptorti
zrodiny imunoreceptord. Velmi vyznamnou soucasti sigalnich kaskdd spousténych
imunoreceptory je i adaptorovy protein SLP-65 (Fu et al., 1998, Wienands et al., 1998), ktery je
také hlavnim pfedmétem této prace. Ulastni se zejména signalizace pres B-bun&&ny antigenni
receptor (BCR) a Fc receptory specifické pro imunoglobulin G (FcyRU/II/III), z nichZz patrné
nejveétsi vyznam ma jeho ucast v signalizaci pies BCR. Signaly $itené pfes BCR jsou nezbytné
pro vyvoj B lymfocytl a jejich odpovéd’ na antigen, zarover i pro jejich pfezivani jak v kostni
deni, tak v periferii. Tyto signaly nevedou pouze k maturaci a aktivaci téchto bun¢k, ale hraji roli
téZ v odstrafiovani potencialn€ autoreaktivnich B lymfocytt, které by mohly napadat i té€lu vlastni
buriky a tkané& (Hardy and Hayakawa, 2001).

BCR je multiproteinova struktura obsahujici membranovy imunoglobulin, ktery je
komponentou vazici antigen, a s nim nekovalentné asociovany heterodimer Ig a (CD79a) a Igf3
(CD79b) predavajici signal. Charakteristickym rysem signalizaénich podjednotek jsou tzv. motivy
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activatin motif), které jsou spole¢né viem
imunoreceptorim. Skladaji se ze dvou tyrosinovych zbytkd uvnitf konsensus sekvence
aminokyselin (vyjadfené pomoci jednopismennych zkratek) D/ExxYxxL/IxssYXXL/I, kde x je
libovolnd aminokyselina (tento zplsob zdpisu je vyuzivan v celé praci) (Monroe, 2006).
Signalizace ptes BCR je spusténa vazbou antigenu na membranovy immunoglobulin, ktera vede
k agregaci receptori a nasledné fosforylaci motivii ITAM na fetézcich Iga a IgB membranovymi
kinasami z rodiny Src (zejména Lyn). Na fosforylované motivy ITAM se ptes dvojici SH2 (Src
homology 2) domén vaze cytoplasmaticka PTK Syk. To vede k jeji aktivaci a spusténi naslednych
signalnich kaskdd (Monroe, 2006). Vazba ligandu na BCR také zpisobuje prostorovou
reorganizaci komplexi BCR do specidlnich membranovych mikrodomén bohatych na cholesterol
a glykosfingolipidy, lipidovych raftii. O lipidovych raftech se ptfedpoklada, Ze stabilizuji signalni
komplex zejména vylou€enim negativnich regulatort a utvatenim prosttedi vhodného pro udrzeni
signalizace pfes ITAM soustfedénim pozitivnich regulatori (Dykstra et al., 2003). Aktivace Syk
vede ke zformovani fady signalnich komplexd. Né&které znich jsou organizovany i jednim
z nejdilezitéjSich substrati Syk, B-bunéénym adaptorovym proteinem SLP-65. Drahy ovladané

timto adaptorem a dal$imi molekulami pak ve vysledku vedou k reorganizaci buné¢ného



cytoskeletu a zmé€nam v metabolismu a genové expresi uréujicim dal$i osud B burky (Koretzky
et al., 2006). Nékteré z téchto drah budou podrobné popsany v nasledujicich kapitolach.

Velmi podobnou strukturu imunoreceptoru a mechanismus signalizace lze nalézt i1
na T-buiikdch. Membranové receptory rozpoznavajici antigen jsou asociovany s CD3 komplexem
sloZzenym z dimerii CD3ed a CD3¢y a dimerem obsahujicim  fetézce. CD3 a  podjednotky jsou
vSechny vybaveny ITAM motivy a slouzi, podobné jako Iga a IgB fetézce v ptipadé BCR,
k propojeni s cytoplasmickym signalizaénim aparitem. Podobné jako v B burikach, fosforylaci
ITAM motivl zprostiedkovavaji kinasy z rodiny Src (Lck, Fyn) a na vzniklé fosfotyrosiny se vaze
kinasa zrodiny Syk ZAP-70 ucastnici se dal§iho pfevodu signali.. Jednim z prvich substrata
pro fosforylaci je transmembranovy adaptorovy protein LAT Kkonstitutivné asociovany
s lipidovymi rafty, ktery posléze poskytuje vazebnd mista pro mnoho cytoplasmickych
signaliza¢nich ¢i efektorovych molekul. Vazba na LAT, a¢ nepiima a zprostiedkovana proteinem
Gads, je nezbytna pro funkci SLP-76, T-bunééného protéjsku SLP-65 (Koretzky et al., 2006),

ktery hraje nemén¢ dulezitou roli v signalizaci antigenné specifického receptoru T-bunék.

3. Charakteristika adaptorovych proteinii rodiny SLP
3.1 Exprese genu kédujicich adaptory rodiny SLP

Rodina proteind SLP ma tfi ¢leny, SLP-76, SLP-65 a Clnk (cytokine-dependent hematopoietic
cell linker), které se vSechny nachazeji vyluéné v hematopoietickych burikach, avsak li§i se
navzajem expresnimi profily svych gent, coZ se odrazi v niapadné odli$nych disledcich jejich
ztraty in vivo (Wu and Koretzky, 2004). Gen pro SLP-65 je exprimovan zejména v B-burikach a
makrofazich (Bonilla et al., 2000). Nedavno byla zjiSténa i jeho exprese v plazmacytoidnich
dendritickych buitkkdch (Rock et al., 2007). SLP-76 je podstatné rozsifené€j$i, nebot’” gen
pro SLP-76 je exprimovan v krevnich desti¢kach, neutrofilech, Zirnych burikdch, makrofagach,
T-burikach, NK buiikach (Clements et al., 1998a) a n€kterych vyvojovych stadiich B lymfocyti
(Jumaa et al., 1999, Su and Jumaa, 2003). Clnk je exprimovan v aktivovanych, av3ak ne
klidovych T-burikach, IL-2 aktivovanych NK burikach a Zirnych buiikach (Cao et al., 1999). Zd4
se vsak, ze adaptor Clnk je nejméné prozkoumanym a zarovei i nejméné dilezitym Elenem
adaptorové rodiny SLP-76 a mys$i postradajici Clnk nevykazuji zadny abnormalni fenotyp (Utting
et al., 2004). Pro podrobné;$i popis funkci adaptorii rodiny SLP se tedy omezim jen na srovnani

adaptoru SLP-65 s pravdépodobné nejvice prostudovanym ¢lenem této rodiny SLP-76.



3.2 Struktura a funkce

Ackoliv adaptory rodiny SLP vykazuji jen mirnou sekvenéni homologii, sdileji charakteristickou
doménovou strukturu a rovnéZ maji mnoho spoleénych vazebnych partneri. Obsahuji tfi
modulaéni domény — N-termindlni acidickou oblast s riznym poctem motivii pro tyrosinovou
fosforylaci, centrdlni prolinem bohatou oblast a C-termindlni SH2 doménu (Fu et al., 1998,
Wienands et al.,, 1998). N-konec SLP-65 obsahuje Sest konsensus sekvenci pro tyrosinovou
fosforylaci, z nichZ pét je typu YxxP. RovnéZz obsahuje nékolik prolinovychmotivii (konsensus
PxxP), které jsou vazebnymi misty pro SH3 domény dalSich signalizaénich proteini. Na C-konci
SLP-65 je ptitomna SH2 doména s vazebnou specifitou pro fosforylované tyrosiny v konsensus
motivu YxDV (Abudula et al, 2007), tato &ast vykazuje nejvét§si sekvenéni podobnost
s adaptorem SLP-76 (Wollscheid et al., 1999). Na N-konci md SLP-65 je$té motiv leucinového
zipu, ktery se nenachdzi u ostatnich adaptori rodiny SLP a ktery patrné zprostfedkovava asociaci
SLP-65 s plasmatickou membranou (Kohler et al., 2005) (Obr. 1).

Obr. 1 Struktumi rysy SLP-65 (Koretzky et al. 2006)

Domény na SLP-76 i na SLP-65 tvofi jddra multimolekuldmich signdlnich komplex, které se
podileji na rozlicnych wuddlostech v aktivovanych buikich. N-termindlni doména
s fosfotyrosinovymi motivy slouzi u obou adaptorii k vazbé proteinli dulezitych pro indukci
pfestavby aktinového cytoskeletu. Centrdlni oblast, obsahujici téZ fosfotyrosinové motivy a oblast
bohatou na prolin, umoZiuje jak u SLP-76, tak i SLP-65 interakce nezbytné pro fosforylaci PLCy,
nasledny vtok vapniku, aktivaci malého G-proteinu Ras, protein kinasy C (PKC) a dalSich
efektori jako jsou ERK, NFAT, NFxB a AP-1. SH2 doména SLP-76 i SLP-65 se pak zda byt
dilezitd pro déje vedouci k aktivaci integrini indukované pfisluinym receptorem (TCR, BCR) a
aktivaci MAP kinasy JNK (Wu and Koretzky, 2004).
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3.3 Membranova lokalizace

Mnoho latek, které moduluji chovani a funkce buriek, pochazi z mimobuné¢ného prostedi a vaze
se na receptory nachazejici se v membrang. Pro nitroburie¢né proteiny prevadéjici dale signaly
spousténé vazbou ligandu na pfislusny receptor je tedy nezbytna lokalizace do blizkosti
plasmatické membrany a to bud stila, v pfipad¢ transmembranovych nebo s membranou
asociovanych molekul, nebo, pokud jde o cytoplasmatické proteiny, indukované pravé obsazenim
receptoru ligandem. SLP-76 je Cist€ cytoplasmaticky protein, zatimco v ptipadé SLP-65 je
alespon uréita frakce zfejmé konstitutivné asociovana s membranou (Kohler et al., 2005). Oba
proteiny jsou pfivadény po zahdjeni signalizace do specidlnich membranovych mikrodomén, ale
ponékud se lis§i ve zplsobu, jakym jsou béhem signalizace s plasmatickou membranou
asociovany. SLP-76 se prostfednictvim dal§iho adaptoru Gads (Grb2-related adaptor protein) vaze
na fosforylovany transmembranovy adaprtorovy protein LAT, konstitutivn€ asociovany
s lipidovymi rafty (Wu and Koretzky, 2004). Maturované B-buiiky v§ak neexprimuji LAT. Piesto
SLP-65 po stimulaci BCR interaguje s lipidovymi rafty v plasmatické membrané (Johmura et al.,
2003). Otazka, jaky mechanismus pfivadi SLP-65 po signalizaci ptes BCR k plasmatické
membrané, neni doposud uspokojivé zodpovézena. Jednou z moznosti je, Ze B-buiiky exprimuji
homolog transmembranového adaptoru LAT, ktery plni stejné funkce jako LAT. Asociace
SLP-65 s NTAL, adaptorovym proteinem homolognim k LAT, v$ak nebyla prokdzana (Brdicka
et al., 2002). Ze studii prozatim vyplyvaji dal$i dvé mozna feSeni. Prvnim je ptima vazba proteinu
SLP-65 pifes SH2 doménu na fosforylovany tyrosin Iga v BCR komplexu, ktery neni soudasti
motivii ITAM (Engels et al., 2001b). Tento tyrosin je mezidruhové konzervovany a ma duleZitou
signaliza¢ni funkci specifickou pro B-buiiky (Patterson et al., 2006). Druhou moZnosti je pak
vazba ptes motiv leucinového zipu a neznamého vazebného partnera ptimo do membrany (Kohler
et al., 2005). Dle Abudula et al. (2007) signalni funkce SLP-65 zavisi na dvojitém membranovém
kotveni. Motiv leucinového zipu nejprve zajisti konstitutivni asociaci SLP-65 s membranou a SH2
doména pak nezbytnd pro ptesnou lokalizaci v ramci plasmatické membrany, ktera usnadiiuje
nebo amplifikuje fosforylaci SLP-65, a je nezbytna pro plnou aktivaci B-buné€k. Zaroven se vSak
zda, ze SH2 doména SLP-65 pro tuto funkci nevyZaduje nutné specificky B-bunéény ligand
(Abudula et al., 2007).

Rozdilné proteinové interakce  dulezit¢ pro asociaci SLP-76 & SLP-65
s plasmatickou membréanou spolu s odli$nostmi ve zptlisobu vazby néktrych asociovanych proteinti
naznaduji, Ze mechanismy, jakymi funguji SLP-65 a SLP-76 v podobnych drahach nejsou zcela
identické (Wu and Koretzky, 2004). Nékteré dosavadni vysledky dokonce nasvéd¢uji tomu, ze
SLP-65 sam zaroveni vykonava funkce SLP-76, Gads a LAT. Bylo totiz pozorovano, Ze pouze
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kotransfekce SLP-76 a LAT (Wong et al., 2000), respektive Gads/Grb2 (Ishiai et al., 2000),
do B-bunék deficientnich na SLP-65 dovede kompenzovat absenci tohoto adaptoru a obnovit d&je
indukované obsazenim BCR - véapnikovou signalizaci, fosforylaci PLCy2 a aktivaci MAP kinas.
Piesto viak je nutné zdlraznit, Ze funkce obou proteini i mechanismy, jakymi je vykonavaji, jsou
v fadé pfipadl identické nebo alespori velmi podobné a jejich srovnani miZe byt dilezitym

voditkem pfi poznavani funkce obou téchto proteinti.

3.4 Nasledky deficience SLP-65

Mutace v genech kddujicich rodinu proteinovych adaptord rodiny SLP maji za nésledek zadvazné
defekty ve vyvoji a funkci leukocytd. Vyznam adaptorového proteinu SLP-65 je nejlépe patrny
z faktu, ze jeho deficience s sebou pfinasi vyznamné poruchy zejména ve vyvoji B lymfocyti.

Vyvoj B-buné€k u mysi postradajicich SLP-65 je zablokovan v pre-B stadiu, tedy v okamZiku,
kdy je pro dal$i vyvoj vyzadovana signalizace ptfes pre-BCR (Jumaa et al., 1999, Hayashi et al.,
2000). Tento blok ve vyvoji v8ak neni kompletni a je zfejmé zplsoben Easteénym zachovanim
vapnikové signalizace a aktivace PLCy2 (Jumaa et al., 1999). Je mozné, Ze v pre-B stadiu jsou
nékteré defekty ¢aste¢né kompenzovany komplexem LAT/SLP-76, ktery je v tomto stadiu vyvoje
B-bunék rovnéz exprimovan, nebot' kombinovana deficience SLP-65 a LAT vede k mnohem
siln€j§imu bloku v B-bunééném vyvoji s vyznamnéj$i ztratou fosforylace PLCy2 a vapnikové
odpovédi nez v ptipadé€ ztraty pouze samotného SLP-65 (Su and Jumaa, 2003). SLP-65 je patrné
nezbytny pro generovani a udrzovani populaci Bl bunék, zejména peritonealnich CD5" B-1a
bunék, nebot’ jejich pocet je u mysi v neptitomnosti SLP-65 vyznamné sniZen (Jumaa et al., 1999,
Hayashi et al., 2000). B-1 buiky jsou zvlastni B-bunétnéa linie, u myS$i pfitomnd pievazné
v peritonedlni duting, kterd je zfejmé zodpovédna za specifické rozpoznavani bakteridlnich nebo
télu vlastnich antigenti a produkuje velké mnozstvi IgM (Hardy and Hayakawa, 2001). Mysi
postradajici SLP-65 navic neprodukuji protilatky v odpovéd’ na antigeny nezavislé na T-buiikach
(Jumaa et al., 1999). U lidi s vrozenou deficienci SLP-65 jsou tyto defekty jeSté zavaznéjsi. Byl
pozorovan kompletni blok ve vyvoji B-bunék s absenci pre-B i perifernich B-buiiek (Minegishi
et al., 1999).

Je zajimavé, ze defekty zpisobené deficienci SLP-65 jsou velmi podobné nasledkiim ztraty
funkce kinasy rodiny Tec Btk (Khan et al., 1995), ktera u lidi vede k vaZnym poruchdm vyvoje
B-bunék a zpisobuje agamaglobulinemii vdzanou na chromozom X (znama téZ jako Brutonova
agamaglobulinemie, XLA), u mysi pak mén€ zdvaznou imunodeficienci vdzanou na chromozom

X (XID) (Koretzky et al., 2006). SLP-65 a Btk spolu vzédjemné interaguji a je pravdépodobné,
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Ze jsou oba potfebné ve stejném kroku podobnych signalnich drah, jejichz naruSeni se projevi
pravé zminénou imunodeficienci.

SLP-65 funguje patrné také jako nadorovy supresor, nebot’ u SLP-65 deficientnich mysi se
objevuji se zvy$enou frekvenci pre-B-bunééné lymfomy (Flemming et al., 2003). Navic zhruba
v 50 % piipadi lidskych pre-B-bunéénych lymfomi byly pozorovany mutace v SLP-65. U lidi
muze byt chybgjici SLP-65 tedy jednou z pti¢in détské akutni lymfoblastické leukémie (ALL)
(Jumaa et al., 2003). Jednim z moZnych vysvétleni je, Ze SLP-65 odd¢luje diferenciaéni signaly
od proliferaénich signali pre-BCR a jeho ztrata vede k selektivni inaktivaci prvniho z nich
(Flemming et al., 2003). K vyvoji nadorii mohou vést i sekundarni genetické aberace zptisobené
trvalou rekombna¢ni aktivitou oblasti v lokusu pro imunoglobulinovy té€zky fetézec v B-bunkéch
(Khanna and Jackson, 2001), pro jejiz ukonceni je vyZzadovéan funkéni SLP-65 (Hayashi et al.,
2003). Ur¢ity vliv miZze mit i fakt, Zze drahy zavislé na SLP-65 jsou nezbytné pro sniZovani
exprese pre-BCR a tim pro supresi expanze pre-B-bun€k. U SLP-65" mysi je tato funkce
zablokovéna, coz vede k akumulaci pre-B-bunék nesoucich pre-BCR v kostni dfeni (Flemming
et al., 2003).

Ztrata SLP-76 ma rovné€Zz vyznamné dopady na vyvoj mnoha bunéénych linii, coZ je v souladu
s jeho Sirokym expresnim profilem. Kli¢ové role tohoto adaptoru je patrné i z faktu, ze mysi
postradajici SLP-76 maji vysokou perinatalni umrtnost a vykazuji vazné defekty ve vaskuldrnim
systému, vyvoji a funkci T lymfocytli a riznych populaci myeloidnich bun€k (Koretzky et al.,
2006).

Kriticky vyznam adaptord SLP pro vyvoj a udrZeni signaliza¢nich drah buné€k imunitniho
systému je vSak ziejmé specificky jen pro ur€ité bunééné linie. P¥ikladem mohou byt makrofagy,
ve kterych je sice exprimovan jak SLP-65, tak SLP-76, av3ak jejich fenotyp neni nijak pozménén
ani kombinovanou ztratou obou adaptorti. V makrofazich jsou podobné drahy jaké spousti
obsazeni BCR v B lymfocytech spoustény signalizaci pfes Fc receptor pro imunoglobulin G
(FcyR). Ackoliv je SLP-65 po stimulaci FcyR rychle fosforylovan a asocijuje s PLCy2 (Bonilla
et al., 2000), nezda se, Ze je jeho funkce stejné kriticka pro vyvoj a Fc-receptorovou signalizaci
makrofagli jako v ptipad¢ BCR signalizace u B-bun€k. Kompenzace funkce SLP-65 jeho
ptibuznym SLP-76 nebyla potvrzena, nebot’ dvojita ztrata obou téchto adaptort nijak neovliviiuje
signalizaci pfes FcyR ani jiné funkéni déje v makrofazich spousténé dalsimi aktivacnimi receptory
(Nichols et al., 2004).

Defekty pozorované pii ztrat¢ adaptoru SLP-65 jsou patrné disledek pieruseni drah
k efektorovym molekulam, se kterymi je SLP-65 spojen prostfednictvim svych asociovanych
molekul. Pfedpoklada se, Ze vyznamnou roli hraje naruSeni signalni drahy vedouci k vapnikové

signalizaci fizené aktivovanou PLCy2. Aktivace PLCy2 je ale pouze jednim z aspekti funkce
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SLP-65 a v souasné dob€ je ziejmé Ze tento adaptorovy protein ovliviiuje i fadu dalSich

signalnich drah.

4. Signaliza¢ni drahy asociovanych proteinu

Jiz bylo naznadeno, ze jednou z nejdilezitéjSich roli adaptorovych proteini SLP je organizace
komplexu, jehoz prostfednictvim PLCy interaguje s plasmatickou membranou, kde se nachazi jeji
substrat. Tento komplex zaroven zprostfedkovava jeji aktivaci zejména pomoci protein tyrosin
kinas rodiny Tec (Fu et al., 1998). Proteiny rodiny PLCy hraji vyznamné role ve vapnikové
signalizaci spousténé obsazenim antigennich receptorid a aktivaci Ras-MAPK drahy. Adaptory
rodiny SLP v8ak maji i jiné dileZité a zaroveit dosud ne tak dikladné prostudované funkce
spojené s dal§imi asociovanymi proteiny, a pravé tém budou vénovany nasledujici odstavce.

Po obsazeni BCR se na fosforylovany adaptorovy protein SLP-65 vazi pomoci svych SH2
domén proteiny Vav a Nck. Jejich spole¢nou dosud nejlépe znamou funkci je regulace
reorganizace aktinového cytoskeletu. Navic tyto dva proteiny zfejmé spolupracuji i na regulaci
vapnikové signalizace a odpovédi transkripéniho faktoru NFAT. Regulace drah vedoucich
ke zméndm aktivity transkripénich faktorti je rovnéz hlavni funkci dal$itho vyznamného

asociovaného proteinu SLP-65, kinasy HPK 1, ktera se vaze na SH2 doménu SLP-65.

4.1 Vav

Proteiny rodiny Vav jsou skupinou adaptorovych molekul, které hraji duleZitou roli ve vyvoji
bunék a vbunétné signalizaci. Maji patrné vice funkci, z nichz nejzndméj$i je jejich role
GDP/GTP vyménnych faktori (GEF) pro malé GTPasy rodiny Rho/Rac. Jde o enzymovou
aktivitu katalyzujici uvolnéni GDP z neaktivni GTPasy. Nésleduje inkorporace GTP, ktera
zpusobi zménu konformace GTPasy do aktivniho stavu, kdy je schopna interagovat
s efektorovymi molekulami. Tato funkce proteinti Vav je ptisn¢ kontrolovana piimou tyrosinovou
fosforylaci (Crespo et al., 1997, Schuebel et al., 1998, Movilla and Bustelo, 1999) a patrné zavisi i
na interakci s dal§imi adaptorovymi proteiny, véetné adaptorii SLP, které ptispivaji ke spravné
fosforylaci Vav proteinii a jejich interakci s dal§imi signdlnimi molekulami (Bustelo, 2001).
Proteiny rodiny Vav jsou dileZzité pro pfimé propojeni mezi receptory s vlastni nebo asociovanou
tyrosin kinasovou aktivitou a mitogennimi a cytoskeletarnimi drahami regulovanymi G-proteiny
Rho/Rac. Exprese Vav proteind je klicova pro drahy vedouci k reorganizaci cytoskeletu, bunééné
proliferaci, které déale ur€uji vyvoj lymfoidnich bun€k a jejich odpové€di na stimulaci

imunoreceptori (Bustelo, 2000).
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V savéich butikach jsou exprimovany geny tfi proteinti této rodiny — Vavl, Vav2 a Vav3, které
sdileji podobnou strukturu (Bustelo, 2001). Exprese genu pro protein Vavl protein je omezena
zejména na hematopioetické buriky, zatimco geny pro Vav2 a Vav3 vykazuji daleko 3ir$i expresni
profil (Hornstein et al., 2004).

Jde o modularni proteiny sloZené z né€kolika strukturné dobfe definovanych domén dileZitych
pro jejich aktivitu a regulaci a interakci s dal$imi proteiny. Na N- konci obsahuji Vav proteiny CH
(calponin-homology) doménu, acidickou oblast (Ac), dale DH (Dbl-homology) doménu majici
GEF aktivitu a PH (plekstrin-homology) doménu fidici regula¢ni interakce s polyfosfoinositidy,
doménu zinkovych prstii (ZF), kratkou prolinem bohatou oblast (PR) a na C-konci dvé¢ SH3
domény obklopujici jednu SH2 doménu, ktera je zodpovédna za interakci se SLP-65 i SLP-76
(Bustelo, 2001). V nepfitomnosti antigenu nebo jiného signalu ziistavaji Vav proteiny neaktivni
diky intramolekularni autoinhibi¢ni interakci zprostfedkované DH doménou a regulaénimi
tyrosiny v acidické oblasti a rovnéZ interakci CH domény se ZF doménou (Tybulewicz, 2005).
Po obsazeni B-bun&&ného receptoru a dalSich imunoreceptorii jsou proteiny rodiny Vav rychle
aktivovany fosforylaci zejména kinasami rodiny Syk a Src (Bustelo, 2000), ktera vede k jejich
uvolnéni z uzaviené inaktivni konformace zejména naruSenim interakce mezi tyrosiny acidické
oblasti a DH doménou. Je moZné, Ze fosforylaci regulatnich tyrosind v acidické oblasti musi
pfechazet neznamy ligand vazajici se na CH doménu, ¢imZ uvolni pfistup kinasy k tyrosinim
(Tybulewicz, 2005) (Obr. 2).

H2, SH2 5H3, ZF  SH3, SH2 SHY,

!

neaktiv ni aktivné

Obr. 2 Hypoteticky mechanismus aktivace proteini Vav
(upraveno die Tybulewicz, 2005)

4.1.1 Regulace Vav proteinii adaptorovym proteinem SLP-65

Predpoklada se, Ze kli€ovou roli v aktivaci a modulaci fosforyla¢nich stavii proteini Vav hraji
adaptorové molekuly, které umoziiuji translokaci Vav do blizkosti pfisluSnych kinas a fosfatas.

Jejich role se vSak neomezuje na pouhou aktivaci proteind Vav. Pomahaji také koordinovat
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pfevod signali pfes Vav proteiny a poskytuji paralelni drahy spolupracujici s drahami
aktivovanymi Vav (Bustelo, 2001). V B a T-buiikach plni tuto funkci i adaptory rodiny SLP. Vav
proteiny se vazi na fosforylované adaptory SLP-65/76 pomoci své SH2 domény (Fu et al., 1998,
Raab et al., 1997). Zda se vsak, Ze tato vazba neni vZdy nezbytné nutna pro fosforylaci a aktivaci
Vav, nebot’ po stimulaci TCR v T-buiikdch jsou né€které drahy zavislé na Vav funkéni i v piipadeg,
Ze je znemoZnéna jeho interakce se SLP-76. Za aktivaci Vav je vtomto piipadé patrné
zodpovédna vazba na jinou molekulu (Fang and Koretzky, 1999). Také v B-buiikach mohou byt
nékteré funkce Vav proteini fizeny drahami nezavislymi na SLP-65. Svéd¢i pro to naptiklad
rozdil ve schopnosti SLP-65 a Vav deficientnich mysich B-bun€k odpovidat na T-zavislé a
T-nezévislé antigeny. Zatimco ztrdta SLP-65 zplsobi poruchu B-buné&né odpovédi
na T-nezavislé antigeny (Jumaa et al.,, 1999), ztrata vSech proteini Vav vede k neschopnosti
odpovidat na oba typy antigend (Fujikawa et al., 2003). Pro lepsi pfedstavu, jaky je pomér drah
fizenych Vav proteiny zavislych na jeho asociaci s proteiny SLP a nezavislych na této vazbg, by
bylo potieba zjistit miru fosforylace Vav v neptfitomnosti SLP. Tento aspekt byl doposud
studovan pouze na fosforylaci Vav3 po stimulaci v kufecich B-buiikdch postradajicich SLP-65.
Zatimco mira tyrosinové fosforylace Vav3 vtomto systému nebyla vyrazné€ ovlivnéna, byl
pozorovan vyznamny pokles v pfitomnosti Vav3 v lipidovych raftech srostoucim ¢Easem
po aktivaci (Johmura et al., 2003). Zda se tedy, Ze SLP-65 se ucastni spiSe udrZzovani lokalizace
Vav v lipidovych raftech pfi obsazeni BCR. Dle Johmura et al. (2003) existuji dva alternativni
mechanismy, jak toho dosahuje, které se v8ak vzajemné nemusi nutné vylu€ovat. Prvnim z nich je
moznost, Ze pfima vazba SLP-65 na Vav mlzZe odebirat Vav z internaliza¢niho aparatu. Druhou
alternativou je nepiimé piispéni SLP-65 k prodlouzeni piitomnosti Vav v lipidovych raftech
pomoci regulace PLCy2/PKCB drahy (Kurosaki, 2002), nebot’ je mozné, Ze PKCp aktivovana
produkty PLCy2 se u¢astni udrZzovani Vav v lipidovych raftech, podobné jako to déla v ptipadé
lokalizace kinas nezbytnych pro aktivaci transkripéniho faktoru NFkB IKKa/IKKp
do membrénovych raftii (Su et al., 2002). PKCP je totiz vyZzadovana pro spravné formovani
signalosomu BCR asociovaného s lipidovymi rafty a pro pfipojeni IKKao/IKKB k tomuto
komplexu (Su et al., 2002). Tato funkce SLP-65 muze hrit roli v propojeni proteini Vav
s pozd¢jsimi efektory v signaliza¢nich drahach diky udrzeni proteini Vav v lipidovych raftech
po dobu dostate¢né dlouhou k uskuteénéni vazby Vav na riizné efektory (Johmura et al., 2003).
Stejny mechanismus se ziejmé& uplatiiuje i v ptipadé SLP-76, u kterého se predpoklada, Ze by
mohl fungovat jako mustek propojujici Vav a Pakl asociovanou s Nck, ktery je rovnéZz vazan
na SLP-76 (Bubeck Wardenburg et al., 1998).

K regulaci aktivace proteini Vav v B-buiikdch muze vedle SLP-65 pfispivat i B-bunécny

koreceptor CD19. Ten patrné umoziiuje optimalni fosforylaci Vav interakci s PTK Syk nebo Lyn,
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které se vazi na cytoplasmatickou ¢ast CD19 (O'Rourke et al., 1998, Fujimoto et al., 1999).
U T lymfocytd je tato situace rovnéz velmi komplexni a optimalni fosforylace Vav zavisi
na simultannim vyuziti riznych adaptorovych molekul jako LAT, Grb2, CD28 a SLP-76 (Bustelo,
2001).

4.1.2 Role SLP-65 v signalnich drahach fizenych proteiny Vav

Role proteinii Vav jsou vysoce specifické, nebot’ disledky jejich deficience se projevuji jen
v n€kterych signaliza¢nich drahach u ur¢itych hematopoietickych bun€k (Fischer et al., 1998,
Turner et al., 1997). Biologické odpovédi vyvolané proteiny Vav lze rozdé€lit do dvou odliSnych,
avSak vzajemné souvisejicich skupin. Jde o stimulaci signalnich drah vedoucich k aktivaci MAP
kinas (JNK) a transkripénich faktori (NF-AT, NFkB, AP-1) a indukci odpovédi spojenych
s reorganizaci cytoskeletu (Bustelo, 2000). Zejména v piipadé MAP kinas a transkripénich faktort
je dosti obtizné od sebe oddélit piispévek Vav k aktivaci PLCy od drah na PLCy nezavislych.
Proto budou v této kapitole v omezené mife diskutovany i drdhy SLP-65 zavislé na PLCy.
V B-burikich také nebyla kooperace proteinti SLP-65 a Vav dosud studovéana tak detailné jako
v T-burikach, coz je divodem, pro¢ se v fad¢ piipadi musim omezit na spekulace na zakladé
analogie s T-butikami.

Nejlépe charakterizovanou roli Vav proteint je jejich funkce vyménnych faktor guanosinovych
nukleotidii (GEF) pro Rho/Rac proteiny (Crespo et al., 1997, Schuebel et al., 1998, Movilla and
Bustelo, 1999) a vétsina dusledku deficience Vav u mysi vychazi ziejmé prave z defektni aktivace
GTPas rodiny Rho. Aktivované Rho/Rac GTPasy zptlisobuji zejména aktivaci drah vedoucich
k prestavbam cytoskeletu a aktivaci MAP-kinasovych drah a transkripénich faktori (Etienne-
Manneville and Hall, 2002). Rovnéz lipidova kinasa PIP5-K je aktivovana pomoci aktivované
GTPasy Racl (Etienne-Manneville and Hall, 2002). Tato kinasa zprostfedkovava spojeni Rho
GTPas s piestavbou cytoskeletu a navic i vapnikovou signalizaci. Stejné drahy pak vykazuji
defekty i v ptipadé deficience Vav (Fischer et al.,, 1998, Fujikawa et al., 2003). Na aktivaci
MAPK kinas, ktera je kli¢ovym krokem v indukci diferenciace a expanze prekurzorti T i B-bunék,
ma u obou téchto linii ztrata proteint Vav rozdilny vliv, nebot’ Vav proteiny se zdaji byt nezbytné
pouze u vyvijejicich se a maturovanych T-bunék (Fujikawa et al., 2003). Zatimco Vav proteiny
maji tedy zfejmé kliCovy vyznam pro regulaci cytoskeletu a vapnikové odpovédi, v regulaci
ostatnich drah je jejich vliv vice bunééné specificky a v n€kterych buitkkach mohou byt v ptipadé
potieby zastoupeny jinym regulatorem. Vyznamnym spoluhra¢em v téchto funkcich proteinii Vav
jsou zfejmé pravé adaptory SLP.

Piedpoklada se, Ze nejcasnéj$i déje v TCR signalizaci by mohly vést skrze fosforylaci Vavl

kinasami Fyn a ZAP-70 ke spusténi drah regulujicich piestavbu cytoskeletu, zatimco druhéd vlna
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fosforylace Vavl, kdy uz Vavl interaguje se signaliza¢nim komplexem SLP-76 a ZAP-70, vede
k jeho spojeni se signalnimi kaskadami, jako je uvolfiovani vapniku a stimulace NFAT, a k dal§im
zménam v uspofadani aktinového cytoskeletu (Valensin et al., 2002). Vavl a SLP-76 tvoti béhem
stimulace T-bun€k velmi stabilni komplex pomoci SH2 domény Vav a fosfotyrosinil v acidické
domén¢ SLP-76 (Raab et al., 1997). Funkce Vavl je nezbytnd pro plnou fosforylaci SLP-76
(Fischer et al., 1998) a jejich koordinovana vazba se zdd byt vyZadovana pro plnou aktivaci
kinasy Itk a PLCyl (Reynolds et al., 2002) a tim i pro spravnou vapnikovou odpovéd. Diky
strukturnim podobnostem a pfibuznym vazebnym partnerim SLP-65 a SLP-76 je pravdépodobné,
Ze podobné synergistické drahy jsou konzervovany i v B-buiikdch. Ztrata funkce Vavl proteinu
ma velmi podobny efekt jako deficience adaptoru SLP-65. Vyslekem je v obou ptipadech netplné
zastava Ca?" odpovédi (Jumaa et al., 1999, Fischer et al., 1998). Ztrata vSech tti ¢lenti rodiny Vav
ma pak za nasledek Gplny blok ve vapnikové odpovédi (Fujikawa et al., 2003). Je pravdépodobné,
Ze SLP-65 a Vav v tomto sméru spolupracuji a bazélni zachovani této aktivity pti ztrat€ SLP-65 je
udrzovano aktivitou Vav proteind. Vavl sdm o sobé piispiva k vapnikové odpovédi jednak
pomoci regulace PIP5-K (O'Rourke et al., 1998), ale téZ usnadnénim fosforylace a aktivace
PLCyl1 (Costello et al., 1999). Existence podobného vlivu Vav proteinti na PLCy2 v B-buiikéch by
mohla poskytnout dal$i moZzny mechanismus vysvétlujici neuplny blok Ca** signalizace a
aktivace PLCy2 v SLP-65" butikach, coz patrn€ souvisi i s netiplnym blokem vyvoje B-bunék
v pre-B stadiu. A¢koliv na rozdil od ptipadu Vavl a SLP-76 v T-burikdch (Fang and Koretzky,
1999) nebyla v B lymfocytech dosud popsidna mozZnost aktivity Vavl nezavislé na asociaci
se SLP-65, ¢ast Vavl by mohla byt v nepfitomnosti SLP-65 aktivovana prosttednictvim vazby
na CD19. Opravnénost této domnénky podporuje i pozorovani, Ze uplné zastavy vyvoje B-bun¢k
v pre-B-bunééném stadiu lze dosahnout kombinovanou deleci SLP-65 a CD19 (Hayashi et al.,
2003). Pro kone¢né ovéfeni této hypotézy by vSak bylo tfeba prozkoumat fenotyp bunék
posradajici zaroveri SLP-65 a Vav.

Pomoci interakce s Vav proteiny jsou adaptory SLP spojeny rovnéz s fadou procesti, které
vyZaduji pfestavbu cytoskeletu. Prestavba cytoskeletu je totiz d€jem vysoce ovliviiovanym
aktivitou GTPas rodiny Rho (Etienne-Manneville and Hall, 2002).

Ztrata proteinu Vavl zabrani T-butikdm indukovat po stimulaci polymeraci aktinu, coz se
ve vysledku projevi neschopnosti agregovat po aktivaci receptory a naslednymi defekty
v generovani a pfenosu signalu (Fischer et al., 1998). Vavl je tedy, diky své roli v kontrole
organizace aktinu, vyznamnym {initelem komplexu vztahli mezi T-bunénou signalizaci a
aktinovym cytoskeletem pii formovani imunologické synapse a iniciaci produktivni signalizace
(Hornstein et al., 2004). Rovnéz bylo pozorovano, Ze protein Vavl je zcela nezbytny

pro seskupovani lipidovych rafti a jejich stabilizaci (Villalba et al.,, 2001). Toto pozorovéni
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podporuje vyznam asociace Vav proteini s adaptorem SLP-65, nebot’ ten se zda nezbytny
pro udrZeni proteinti Vav v lipidovych raftech (Johmura et al., 2003), které pak mohou ptispivat
k jejich stabilizaci. Zda se, Ze také B-builky po aktivaci pomoci BCR vytvafeji struktury podobné
imunologické synapsi tvofené T-buiikami (Carrasco et al.,, 2004) a i vtomto dé&ji hraji Vav
proteiny vyznamnou roli (Arana et al., 2008).

Agregace a polarizace lipidovych rafti do imunologické synapse po stimulaci TCR nebo BCR
fizend Vavl proteiny se ziejm€ ubird pfes enzymatickou aktivaci Rac, nebot dominantné
negativni mutace v Racl ma na tento d&j podobny vliv jako dominantné negativni Vavl
s inaktivni katalytickou DH doménou (Villalba et al., 2001). Rac mtze kontrolovat cytoskeletarni
zmény aktivaci PIP5-K ktera fosforylaci PIP (fosfatidylinositol-4-fosfat) produkuje PIP, (Hall,
1999), coz je jednak substrat pro PLCy a zaroveii aktivator proteind talinu a vinculinu,
konstitutivné vazanych na Vav, které pak pfipojuji aktinovy cytoskelet k bunééné membrané
(Fischer et al., 1998). V nepfitomnosti Vav proteinu je sniZzena aktivaci indukovana asociace
talinu se SLP-76, coZ jen potvrzuje roli Vav jako vyznamného adaptoru propojujiciho
cytoskeletarni a signalni molekuly s aktinem (Fischer et al., 1998). V B-buiikach byla rovnéz
prokazana regulace aktivity PIP5-K pomoci proteintit Vav (O'Rourke et al., 1998) a je tedy
pravdépodobné, Ze se i zde upatiiuji pravé popsané mechanismy. Vedle toho bylo vsak
pozorovano, Zze pfi adhezi a formovani imunologické synapse u B-bun€k, vyzadujici opét
vyznamnou piestavbu cytoskeletu, hraje vyznamnou roli draha pres Vav proteiny a PI3-K, které
spole¢né aktivuji malé GTPasy Rac2. Ty slouzi jako kritické regulatory aktivace integrini a
bunééné adheze (Arana et al., 2008). Tato draha aktivace integrini je ziejmé velmi vyznamna
u viech lymfocytl (Arana et al., 2008) a je velmi pravdépodobné, Ze i na ni se podstatnou mérou
podileji adaptory rodiny SLP, ackoliv to prozatim nebylo ptimo prokazano.

Dalsim potencialnim cilem pro GEF aktivitu Vav proteinti je Cdc42. Tento ¢len rodiny malych
GTPas funguje jako aktivator proteini WASP, které jsou klicovymi mediatory aktinové
polymerace u T-buné€k (Thrasher, 2002). WASP se vaZe na proteinovy komplex Arp2/3 ptipojeny
k aktinu a po aktivaci stimuluje tento komplex de novo polymeraci aktinu a indukuje i vétveni
filament (Mullins, 2000). Spoluprace Vav a WASP na pfestavbé aktinového cytoskeletu je patrna
z podobnosti fenotypl mys$i postradajicich funkci Vav ¢i WASP, nebot’ v obou piipadech je vazné
naruSena reorganizace cytoskeletu (Snapper et al., 1998, Fischer et al., 1998). S adaptory SLP jsou
proteiny WASP spojeny prostiednictvim vazby na protein Nck (viz kap. 4.2.1). Nutno vsak dodat,
Ze schopnost Vav proteinti aktivovat Cdc42 in vivo ¢i in vitro je zna¢né€ kontroverzni a neni jasné,
zda jde o pfimy efekt, nebo zprostiedkovany skrze jiny, dosud neidentifikovany mechanismus
(Hornstein et al., 2004). Je moZné, Ze tato schopnost n&jak souvisi s vazbou proteini Vav

na adaptory rodiny SLP. S touto teorii souhlasi i pozorovani rozdilné aktivace jednotlivych Rho
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GTPas pomoci Vav proteini u makrofagti. Aktivovany Vavl1 se totiz patrn€ podili 1 na spousténi
fagocytozy pies Fcy receptor, nebot dominantné negativni forma Vavl vyznamné€ sniZuje
fagocyticky potencial makrofagi (Patel et al., 2002). FcyR receptor sdili mnoho signaliza¢nich
komponent s TCR a fagocytoza fizena pies tento receptor vyZaduje funkci malych GTPas rodiny
Rho Cdc42 a Rac (Thrasher, 2002). U bun€k s dominantné negativni formou Vavl je zcela
inhibovana FcyR indukované aktivace Rac, zatimco aktivace Cdc42 neni nijak ovlivnéna (Patel et
al., 2002). V ptipadé FcyR tizené fagocytozy se tedy zda, Zze Vavl pisobi jako Rac specificky
GEF, ktery neaktivuje Cdc42. Ackoliv byla ve fagocytickém véacku brzy po jeho zformovani
pozorovana kolokalizace aktinu s Vavl s adaptorovymi molekulami Nck a SLP-76 (Coppolino
et al., 2001, Patel et al., 2002), je vyznam spolutiasti adaptorti rodiny SLP na tomto dé&ji nejasny,
nebot’ fagocytdza zprostfedkovana FcyR neni nijak naru$ena ani kombinovanou ztratou SLP-65 a
SLP-76 (Nichols et al., 2004). Jednou z moZnych roli adaptori SLP v tomto komplexu by mohlo
byt pravé ovlivnéni specifické GEF aktivity Vav proteini pro Cdc42. Vazba proteini Vav
na adaptory SLP by mohla pomoci konformaéni zmény ¢&i pfiblizenim k dosud nezndmému
efektoru umoziiovat aktivaci Cdc42 prostiednictvim GEF aktivity Vav. V tplné neptitomnosti
Vav proteini, nebo i pouze v pfipadé¢ ztraty vazby Vav na adaptor SLP by pak mohl ptevladat vliv
jiného GEF rovnéz schopného aktivovat Cdc42.

Aktinova vldkna hraji patrn€ zékladni roli v onkogenni transformaci, nebot’ jejich rozpad a
pokles v poétu fokalnich adhezi je spole¢nym znakem bunéénych transformaci zpisobenych
riznymi onkogeny (Frame and Brunton, 2002). Indukce onkogenni transformace bun€k mize byt
tedy i disledkem zrudeni regulace GEF aktivity proteini Vav vedouci k chronické aktivaci
malych GTPas Rho, ktera se nasledné odrazi v naru$ené organizaci aktinového cytoskeletu. Vavl
protein byl skute€n€ poprvé izolovan jako in vitro aktivovany onkogen (Katzav et al., 1989) a
morfologie bun&k transformovanych Vav je velmi podobnd burikdim transformovanym
aktivovanou verzi Rho GTPas (Khosravi-Far et al., 1994). Je tudiZz mozné, Ze neschopnost
ovlivnit funkce Vav proteini a pfispét tak ke spravné regulaci pfestavby bunééného cytoskeletu

rovnéz pfispiva k nddorovému bujeni pozorovaném pfi ztrat€ funkce adaptoru SLP-65.

4.1.3 Srovnani dusledku deficience Vav a SLP-65

Vyznam asociace Vav proteinli s adaptory SLP pro vyvoj a funkci imunitnich bunék je patrny
z velké podobnosti fenotypu mysi postradajicich jeden ztéchto proteint. Hlavni defekty se
u Vavl” mysi projevuji v lymfoidni populaci. Postradaji B-1a burky, maji redukovany pocet
T-bunék a trpi neschopnosti maturovanych T a B lymfocytti kooperovat pfi imunitni odpovédi

na antigen (Fischer et al., 1998, Turner et al., 1997, Zhang et al., 1995).
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Zda se, ze dopady ztraty Vavl na B-builky zaleZi primarné na typu B-bun&éné linie. Zatimco
pro vyvoj normalnich B lymfocyth je exprese genu pro Vavl postradatelna, pro tvorbu
specializované podskupiny B-bunék B-la (IgM'CD5") lokalizovanych v peritoneu je nezbytna
(Fischer et al.,, 1998, Zhang et al., 1995). Neschpnost generovat B-1a podskupinu B-bunék je
rovnéz dusledkem ztraty adaptoru SLP-65 (Hayashi et al., 2000). Zavislost vyvoje B-1a bunék jak
na funkci adaptoru SLP-65, tak proteinu Vavl pro vyvoj B-la bunék miZe byt odrazem
neucinnosti signalizace jejich receptort BCR a CD19. Je ale také mozné, Ze pravé interakce
proteini SLP-65 a Vavl je kli¢ova pro vyvoj téchto bunék.

V ptipadé¢ T-bun€k je fenotyp myS$i postradajicich Vavl mirnéjsi nez v ptipadé defcience
SLP-76. Vyrazny nedostatek maturovanych cytotoxickych a pomocnych T lymfocyti u Vavl”
mysi je patrné disledkem sniZené pozitivni a negativni selekce (Turner et al., 1997) zpisobené,
podobné jako v ptipadé ztraty funkce SLP-76, defekty v pre-TCR a TCR-ap signalizaci spojené
s poruchou reorganizace cytoskeletu a vedouci k snizenému vtoku vapniku (Bustelo, 2000).

Ackoliv Vavl samotny je dilezity pro normalni vyvoj a funkci T a B-bunék, byla prokdzana
urcitd kompenzaéni role dalSich ¢lend rodiny Vav, nebot kombinovana ztrata vSech dosud
znamych savéich formem Vav proteini (Vavl, Vav2 a Vav3) zcela zabrani vyvoji funkéné
maturovanych T a B-bunék (Fujikawa et al., 2003). Nicméné dusledky ztraty proteinti SLP jsou
pro viechny zatim studované parametry vyrazné€jsi neZ disledky kombinované inaktivace geni
kédujicich proteiny Vav. Deficience SLP-76 vede k uplnému bloku ve vyvoji thymocyti v DN3
stadiu (Clements et al., 1998b), zatimco defcience SLP-65 zplisobi téméf kompletni zastavu
vyvoje B-bun€k v kostni dfeni ve stddiu pre-B lymfocyti (Jumaa et al.,, 1999, Hayashi et al.,
2000). Naproti tomu vyznamnéa frakce thymocytli postradajicich Vav proteiny je schopna
pokradovat ve vyvoji az do stadia CD4'CD8" bungk a B-bun&ny vyvoj v kostni dfeni mysi
postradajicich vSechny ¢leny rodiny Vav probiha zcela normélné¢ a zasadni defekty byly
pozorovany aZ pfi dozravani B-bun€k ve slezin¢ (Fujikawa et al., 2003). Vav proteiny se tedy
zdaji byt nezbytné zejména pro piechod do vice maturovanych stadii, které patrn€ vyZzaduji
siln&jsi signaly z antigenniho receptoru (Fujikawa et al., 2003).

Obecné lze tici, Ze fenotyp ZivoCichi postradajicich Vav je podobny, a¢ miméjsi, jak projev
nepfitomnosti adaptord SLP, coZ naznaduje, Ze Vav je pouze jednou z molekul regulovanych

témito proteiny.

4.2 Nck

Dalsi skupinou adaptorovych proteinti, které hraji vyznamnou roli vregulaci signalizace
pfes tyrosinové kinasy, je rodina Nck. Tyto cytosolické adaptorové proteiny sloZzené pouze ze tii
SH3 domén na N-konci a jediné SH2 domény na C-konci (Buday et al., 2002) (Obr. 3) jsou blizce
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ptibuzné SH2/SH3 adaptordm jako jsou Grb2, Gads, ADAP a Crk, ale pini jiné biologické role.
Geny pro proteiny rodiny Nck jsou Siroce exprimované a tyto proteiny se u€astni organizace
aktinového cytoskeletu a bunéénych pohybi, u Drosophila byla pozorovéana i role jednoho
z proteind rodiny Nck pti vyvoji nervového systému (Chen et al., 1998). V lidskych burikdch mé
proteinova rodina Nck dva znamé ¢leny — Nck1/Ncka a Nck2/f. Prestoze vykazuji 68% identitu
v sekvenci aminokyselin, maji patrn€ kazdy svou vlastni signaliza¢ni a vazebnou specifitu (Chen
et al., 1998, Chen et al.,, 2000). Zde se zamé&fim pouze na mozné funkce Nck proteind

v lymfoidnich a myeloidnich liniich.

Nck1/2

N N'-SH3 Mid-SH3 C’-SH3 SH2 C’

Obr. 3 Struktura Nck (upraveno dle Buday et al., 2002)

4.2.1 Vazebni partnefi a signalni drahy

Nck je fosforylovan po aktivaci membranovych receptorti jako napiiklad receptorti pro ristové
faktory (PDGFR, EGFR) a lymfocytdrnich antigennich receptori (Buday et al., 2002). Vazba
na adaptory SLP slouZi k propojeni Nck proteini se signalizani drahou aktivovanych
imunoreceptori. Toto spojeni umoZiluje zejména kolokalizaci GEF proteint, jako je napiiklad
Vav, s proteiny zavislymi na Rho GTPasach. Nck vyuziva k vazb& svoji SH2 doménu, ktera
preferuje vazbu na konsensus motiv pYDEP v proteinech s fosforylovanymi tyrosiny (Buday
et al., 2002). V aktivovanych T lymfocytech se Nck vaZe na dva fosforylované tyrosiny (YESP)
SLP-76, které vykazuji urcité podobnosti s konsensus sekvenci YDEP (Bubeck Wardenburg et al.,
1998). Vazba Nck proteind na SLP-65 v B-burikach (Fu et al., 1998) bude patrné zalozena
na stejném principu, nebot’ SLP-65 téZ obsahuje dva evoluéné& konzervované fosforylatni motivy
podobného charakteru (YENP, YEPP). Vyznam téchto sekvenci pro interakci mezi SLP-65 a Nck
vSak jesté nebyl experimentalné€ ovéfen.

VétSina efektorovych proteinti Nck se vaze na prostfedni SH3 doménu Nck. Tyto proteiny
sdileji konsensus motiv PxxPxRxxS, fosforylace serinu v tomto motivu negativné reguluje vazbu
na SH3 doménu (Zhao et al., 2000a). Jednim z nejvyzaméjSich proteinti vazajicich se na SH3
doménu Nck je protein serin/threonin kinasa Pak] (p21 activated kinase) (Galisteo et al., 1996,
Yablonski et al., 1998). Rodina Pak kinas patti spolu s GCK rodinou kinas mezi Ste20 kinasy

(Kyriakis, 1999). Obecné lze fici, Ze jde o protein kinasy, které reguluji stresové odpovédi,
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alemaji i fadu jinych funkci (Kyriakis, 1999). Kinasy rodiny Pak obsahuji C-terminalni
katalytickou doménu a N-terminalni vazebné misto pro malé G-proteiny Racl a Cdc42 (Bagrodia
and Cerione, 1999) a patii tedy mezi efektorové molekuly GTPas rodiny Rho. V nékterych
bunéénych liniich specificky reguluji drahu vedouci k aktivaci MAP kinasy JNK a podili se na
regulaci aktinového cytoskeletu a odpovédi na stres (Bagrodia and Cerione, 1999).

Nck tedy predstavuje spojeni mezi receptory spojenymi s tyrosin kinasami, Rho rodinou GTPas
a Pak serin/threonin kinas. Pro aktivaci Pak molekulami Rac/Cdc42 je nezbytna jeji lokalizace
do blizkosti plasmatické membrany (Bagrodia and Cerione, 1999). Nck asociuje pies SH2
doménu s fosforylovanymi tyrosiny na adaptorech SLP-76 (Bubeck Wardenburg et al., 1998) ¢i
SLP-65 (Fu et al., 1998), zatimco jeho druhda SH3 doména mulze interagovat s prvni na prolin
bohatou oblasti na N-konci Pak1, ktera je tak pomoci Nck ptivadéna k membrané (Galisteo et al.,
1996), coz je kritickym aspektem aktivace Pakl (Howe, 2001). Interakce Pak s Nck se zda byt
dynamicky regulovana buné¢nou adhezi. Komplex Pak/Nck se rychle ztraci po odlouceni bun¢k a
je znovu rychle obnovovan po zachyceni na extracelularni matrix (Howe, 2001). Jak jiz bylo
uvedeno vySe (kap. 4.1.1) adaptorovy protein SLP-76 vaZze po stimulaci TCR na své ftfi
fosforylované tyrosinové zbytky ptes jejich SH2 domény kromé& adaptorového proteinu Nck i
Vav, vyménny faktor GTPas rodiny Rho. Trimolekularni komplex SLP-76/Vav/Nck umoZziluje
kolokalizaci GEF aktivity Vav s efektorovymi proteiny Rho GTPas navazanymi na Nck a
umoziiuje tak aktivaci G-proteini rodiny Rho v té€sné blizkosti jejich efektori (Bubeck
Wardenburg et al,, 1998). Rac aktivovany proteinem Vav tak mtize aktivovat kinasu Pakl
ptitomnou ve stejném komplexu organizovaném proteiny SLP a Nck (Bubeck Wardenburg et al.,
1998, Yablonski et al., 1998). Analogicka situace byla pozorovéna pfi interakci T-buiiky a APC.
V misté¢ kontaktu bun€k dochazi k polymeraci aktinu fizené proteinem WASP, ktery je
k membrané¢ ptivadén vazbou na SH3 doménu Nck a aktivovin komplexem Cdc42-GTP
produkovanym GEF proteinem Vavl. Koordinidtorem té€chto dvou déji je opét SLP-76 (Zeng
etal., 2003). Trimolekularni komplex SLP-76/Vav/Nck se tedy patrn¢ ucastni jak regulace
aktivace Pak1, tak WASP proteini. Je velmi pravdépodobné, Ze podobné drahy se uplatiiuji i u B-
bunék, kde by jako spojovatel drah Vav a Nck mohl slouzit SLP-65. Jak jiZ bylo zminéno vyse,
SLP-65 obsahuje ve své N-termindlni oblasti rovnéz né&kolik fosfotyrosinovych motivi YxxP
schopnych vazat se na SH2 domény jak Vav, tak Nck (Fu et al., 1998). Oba tyto asociované
proteiny mohou vyuzivat jiny fosforylovany tyrosinovy zbytek SLP-65, takZe i zde se muZze tvofit
trimolekularni komplex SLP-65/Vav/Nck spojujici pozdéjsi efektory obou drah.

Na druhou stranu v$ak bylo ukazéano, ze v T-buiikach Pakl1 k aktivaci po stimulaci TCR nutné
nevyZaduje LAT, SLP-76 a dokonce ani pfimou vazbu na Nck, ale pouze aktivni Rho GTPasy a

konstitutivné asociovany vyménny faktor Rac G-proteinii PIX (Pak interacting exchange factor),
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ktery se vaze ptes svoji N-terminalni SH3 doménu na konzervovanou na prolin bohatou oblast
na C-konci Pak (Ku et al., 2001). Roli Nck v ptivadéni PIX/Pakl komplexu do membrany
k aktivatorim Pakl piebird v tomto ptipadé patrné GIT1 (G-protein-coupled receptor kinase-
interacting protein). Zda se tedy, ze TCR aktivuje Pakl a Racl pomoci né€kolika odli§nych a
ziejmé alespori Caste¢né redundantnich drah v souladu s ptedpokladanou komplexnosti tak
sloZitého dgje, jako je regulace aktinového cytoskeletu. Zda se oba tyto mechanismy uplatiiuji i
u B-bunék neni dosud zndmo. VSechny proteiny Gastnici se alternativni drahy aktivace Pak jsou
v B-burikach exprimovény a lze tedy ptedpokladat, Ze situace zde bude analogicka.

Komplex slozeny nejen z Pak a Nck, ale i proteinti PIX a GIT1 miZe u fibroblasti podporovat
pohyblivost buiiky regulaci dynamiky fokalnich komplexti. GIT1 asociuje s kinasou nezbytnou
pro formovani fokalnich komplexti FAK a je ji fosforylovan. FAK a GIT1 ziejmé oba ovliviiuji
cytoskelet podobnym zptsobem, nebot oba obsahuji doménu schopnou vézat paxilin. Jeho
vyvazovanim umoziiuji rozpad fokalnich komplexti, coZ je proces nezbytny pro pohyblivos
T-bun€k (Zhao et al., 2000b). Vzhledem k mnoZstvi stejnych molekul uplatiyjicich se jak
ve fokalnich adhezich, tak komplexu TCR je mozné, ze by se tento princip vedle dynamiky
fokalnich adhezi mohl uplatfiovat i na rozhranni TCR:APC a rovnéZz i pii formovani
imunologickych synapsi v B-burikach.

Vazba Pakl na Nck a PIX je vyznamé ovlivnéna fosforylaci serinovych zbytkd ve vazebném
mist¢ pro SH3 doménu Nck a PIX, ktera vede ke zruseni téchto vazeb (Zhao et al., 2000a).
Aktivovand Pakl zfejm€ nefosforyluje sama sebe na téchto serinovych zbytcich, nebot’
po aktivaci Pakl nebyl pozorovan rozpad komplexu Pakl s Nck (Howe, 2001, Yablonski et al.,
1998, Galisteo et al., 1996). Za tuto modifikaci je zfejm& zodpov€dna jina serin/threonin kinasa
(Howe, 2001). Uvolnéna aktivovana Pakl poté zfejmé pilisobi na své efektory. Nck a PIX se tedy
patrné ucastni drah Pak1 signalizace, které nejsou spojené s jeji kinasovou aktivitou (Obermeier
et al., 1998).

S SH3 doménou Nck rovnéz interaguje n€kolik dalich ¢lenti rodiny Ste20, coz vede k pfivadéni
téchto serin/threonin kinas k receptorvym ¢i nereceptorovym tyrosin kinasam. Tento d€j muze
dale pokracovat aktivaci MAP kinasové drahy JNK a zaroven regulaci aktinového cytoskeletu
(Buday et al., 2002). Ptikladem je kinasa HPK1 (viz. kap. 4.3), ktera je aktivovana tyrosinovou
fosforylaci po obsazeni TCR a tvoii komplex s adaptory Crk a Nck (Ling et al., 2001), pfi¢emz
jak HPK1, tak Crk interaguji s SH3 doménami Nck (Oehrl et al., 1998).

4.2.2 Regulace aktinové dynamiky

Vazba Nck na fosforylované tyrosiny adaptort SLP umoZiluje i spojeni aktivace

ptes imunoreceptory s regulaci pifestavby cytoskeletu. Zda se totiz, Ze vétSina proteint
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asociovanych s SH3 doménou Nck se potencidlné ucastni kontroly aktinového cytoskeletu.
Neékteré tyto komplexy jsou $iroce distribuované, jiné ptitomné pouze ve specifickych buné¢nych
typech. V hematopoetickych butikach se vyskytuje pievazné komplex Nck s WASP, kdy SH3
doména Nck patrné interaguje s C-terminalni prolinem bohatou oblasti WASP (Rivero-Lezcano
etal., 1995). Jak jiz bylo dfive zminéno (kap. 4.1.2), WASP a jemu ptibuzné proteiny jako N-
WASP exprimovany zejména v neuronech jsou aktivovany Cdc42 a PIP, a hraji kliCovou roli
v organizaci aktinového cytoskeletu, nebot’ umoziiuji de novo polymeraci a vétveni aktinovych
vlaken tim, Ze stimuluji komplex Arp2/3 (Mullins, 2000). Zda se, Ze zptisob aktivace WASP a
jemu piibuznych proteinti Gcastnicich se polymerace aktinu je bunééné specificky. Nukleace
aktinu pomoci N-WASP-Arp2/3 komplexu stimulovana Nck je dale podporovana i PIP,, oviem
nikoliv Cdc42-GTP. V mistech vazby Nck na fosfotyrosiny se tedy patrné uplatiiuje mechanismus
indukce aktinové polymerace nezéavisly na Cdc42, avsak zavisly na Nck a PIP; (Rohatgi et al.,
2001). Oproti tomu WASP protein asoctovany s Nck v T-burikach se zda byt zavisly na aktivaci
Cdc42-GTP produkovaném s pfispénim aktivity Vavl (Zeng et al., 2003). V aktivovanych
T-ymfocytech fidi Nck organizaci komplexu obsahujictho WASP, Nck, SLP-76 a ADAP, ktery je
pak spojen s kli¢ovymi hrac¢i procest regulujicich aktinovou dynamiku (Krause et al., 2000).
Piima data popisujici regulaci aktiniové polymerace fizenou pomoci Nck v B-buiikich opét
chybéji. Podobnost SLP-76 a SLP-65 a jejich vazebnych partnerti naznacuje, Ze dochazi ke tvorbé
podobného komplexu jako v T-buiikach, nicméné€ je pravdépodobné, Ze i zde existuje urcita
odli$nost v aktivaci WASP proteind, ktera se mliZze odrazit ve sloZzeni komplexu dilezitého pro
indukci polymerace aktinu. Pro tuto moZnost svéd¢i i pozorovani odlidného dopadu ztraty WASP
proteinu na vyvoj B a T-bun&k. Zatimco T-buiiky u WASP” mysi vykazuji vyznamné poruchy
v TCR indukované proliferaci, B-bunééna proliferace probihd normalng, z ¢ehoz vyplyva, Ze
B-buiiky vyuZzivaji pro regulaci cytoskeletu i jiny protein ptibuzny WASP, naptiklad N-WASP
nebo i mechanismy na WASP proteinech nezévislé (Snapper et al., 1998).

Docasna prostorova reorganizace aktinového cytoskeletu se rovnéZ uplatiiuje pfi fagocytdze
u makrofagi. Cely dé&j je spoustén obsazenim Fcy receptorti a bylo pozorovano, Ze jejich aktivace
spousti pii fagocytdze dvé signalizaéni drahy. Jedna reguluje dostupnost aktinovych monomeri a
druha je pfes protein Nck spojena s nukleaci aktinovych filament. Ob& drahy, a¢ formovéany
na sobé nezavisle, jsou patrné propojeny adaptorem SLP-76 (Coppolino et al., 2001). Zda se
na tomto dé&ji podili vedle SLP-76 i v makrofagach rovnéz pfitomny SLP-65 nebylo dosud
studovano. Spoluprace obou adaptori je nicméné pravdépodobna, nebot SLP-65 téZ hraje roli
v signalizaci pfes FcyR a podoruje fagocytézu u SLP-76™ makrofagh (Bonilla et al., 2000).
Na druhou stranu se vSak zda, Ze tento proces je na pfitomnosti obou adaptorti nezavisly, nebot’

bylo prokazano, Ze signalizace pfes FcyR a rovnéz fagcytdza fizena timto receptorem probiha

25



bez jakékoliv zmény i v nepfitomnosti SLP-76 a SLP-65 (Nichols et al., 2004). Jak jiz bylo
naznaceno dfive (kap. 4.1.2), adaptory SLP by v tomto ptipadé mohly pouze usnadriovat prib¢h
celého procesu, avSak v pripadé potfeby by mohly byt zastoupeny jinym regulatorem.

Dal§im proteinem asociovanym s Nck, ktery se mize podilet na regulaci cytoskeletu, je jiz
zmifiovana kinasa Pakl. V tomto ptipadé¢ funguje Pakl spiSe jako adaptor spojujici vazbou
na svoji nekatalitickou doménu Nck a PIX, které pak spolupracuji na aktivaci Rac, nebo se u€astni
dalSich signalizaCich drah (Obermeier et al., 1998). Z tohoto pozorovani je zfejmé, Ze Pakl mtize
hrat v signalizaci Rac dvé role — jako efektor Rac, kdy vyuziva svoji kinasovou aktivitu a jako
adaptor regulujici funkci proteinu Rac nezavisle na kiazové aktivité¢ (Obermeier et al., 1998).
Nicméné ptesné stanoveni dtlezitosti Pak1 ve vy$e zminénych procesech by vyzadovalo analyzu

Pak1 deficientnich mys$i, ktera prozatim neni k dispozici.

4.2.3 Dusledky deficience Nck

Z ptedchozich odstavcli vyplyva Ze Nck je vyznamnym regulaénim elementem rozsahlé sité
regulujici dynamiku aktinového cytoskeletu. Presna role Nck in vivo vSak stile neni zcela
objasnéna. Dosavadni vysledky naznacuji, Ze deficience Nck proteini ma dopad na vyvoj
mezodermalnich struktur béhem embryogeneze, patrné€ jako disledek jejich funkce v bunéénych
pohybech a organizaci aktinového cytoskeletu. Mysi postradajici samotné Nckl nebo Nck2 jsou
normalni, zatimco dvojita deficience téchto dvou proteinti zplisobuje embryonélni letalitu (Bladt
et al.,, 2003). Zda se tedy, ze Nckl a Nck2 jsou ve vyvoji funkéné redundantni, avSak jejich
pfitomnost je nezbytna. Na druhou stranu ale mohou jednotlivé Nck proteiny hrat specifické role
v riznych bunéénych typech. Studium potencidlni role adaptorti Nck v nervovém a imunitnim
systému je v3ak velmi ztiZzeno ¢asnou letalitou Nck17Nek2™” embryi a muze byt studovano pouze
pomoci dominantné negativnich forem Nck. V T-burikach je Nck ziejmé jednou z komponent
ovlivityjici transkripci. Vazba Pakl na Nck je vyzadovana pro aktivitu transkripéniho faktoru
NFAT, nebot’ dominantn€ negativni alely Pakl nebo Nck obé specificky blokuji aktivaci NFAT
indukovanou TCR, zatimco aktivitu MAP kinasy JNK neovliviluji (Yablonski et al., 1998).
Narozdil od T-bun€k se zd4, ze v B-bunétné signalizaci je aktivace JNK ovlivnéna piitomnosti
Nck, nebot’ dominantné negativni forma Nck zabrani tomuto dé&ji. Zaroven je pro aktivaci JNK
dilezita i asociace adaptorii SLP-65 a Nck (Mizuno et al., 2002). Chybegjici Nck zvySuje BCR
indukovanou apoptézu, zfejmé pravé diky snizené aktivit€¢ JNK, kterd v tomto piipad€ pisobi
antiapoptoticky (Mizuno et al., 2002). Podobny efekt na aktivaci JNK ma i dominantné negativni
forma Vav (Mizuno et al., 2002), coz potvrzuje vyznam spoluprace obou proteini v BCR

signalizaci vedené ptes adaptor SLP-65.
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Vliv ztraty funkce proteinu Nck na regulaci cytoskeletu v imunitnich buiikach nebyl dosud
studovan. VyuzZiti dominantné negativnich forem Nck je ziejmé pro tento ucel nedostatecné a bylo

by tfeba zvolit vice tkatiové specificky systém.

4.3 HPK1

Hematopoieticka progenitorova kinasa 1 (HPK1) patfi, podobn¢ jako Pak, mezi sav¢i proteinové
serin/threonin kinasy ze skupiny Ste20 specifické pro hematopoientické buriky. Proteinové kinasy
ptibuzné Ste20 jsou klasifikovany do dvou hlavnich podskupin — p21 proteinové kinasy aktivujici
Cdc42/Racl (PAK) a podskupinu kinas germinalnich center (GCK)/ hematopoietickych
progenitorovych kinas 1 (HPK1) (Kyriakis, 1999). Podskupina GCK/HPK1 je charakterizovana
N-terminalni kinasovou doménou, ¢&tyfmi na prolin bohatymi motivy, S$t€pnym mistem
pro kaspasy a regulaéni citron-homologni doménou na C-konci (Boomer and Tan, 2005) (Obr. 4).

HPK1 je soudasti mnoha signaliza¢nich kaskad v buiice, které zahrnuji MAPK signalizaci,
signalizaci pfes antigenni receptory, apoptoézu, signalizaci pomoci rustovych faktori a
cytokinovou signalizaci. Je mozné, Ze typ regulaéni role, kterou si HPK1 zvoli, zavisi na dal$ich

bunéénych faktorech, jako jsou pravé adaptorové proteiny (Boomer and Tan, 2005).

Prolinem bohaté domény

{PR1 PR2 PR3 PR)
[ Kinazova doména Citron-homologni doména :I

/N

Y381 YDDVDIP

tyrosinovy zbytek odpovédny  §tépici misto pro kaspazu
za vazbu na SLP-76/65

Obr. 4 Struktura HPK1 (upraveno die Boomer and Tan, 2005)

4.3.1 Aktivace a signalni drahy

Fosforylace a kinasova aktivita HPK1 zavisi na pfitomnosti adaptorovych proteind, které jsou
potfebné nejen pro spojeni HPK1 s povrchovymi receptory, ale téZ pro pozdé&j§i genovou
transkripci fizenou transkripénimi faktory NFAT, NFkB a AP-1. HPK1 se vdZze na mnoho
adaptorovych proteini v¢etné¢ ¢&lenti rodin Grb2, Nck, Crk, SLP (Boomer and Tan, 2005).
Asociace HPK1 s adaptory rodiny SLP ovliviiuje zejména T a B-buné€nou genovou transkripci.
HPK1 obsahuje 13 potencialnich tyrosinovych fosforyla¢nich zbytkli, z nichZz nékteré mohou
byt fosforylovany kinasami rodiny Syk a Src (ZAP-70, Syk, Lyn) a slouzit jako mista vazby
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proteinti obsahujicich SH2 domény (Ling et al., 2001, Tsuji et al., 2001). Mezi takto asociované
proteiny patii i adaptory SLP-65 a SLP-76, tato interakce je vyZadovana pro indukci kinasové
aktivity HPK1 po stimulaci BCR, respektive TCR (Sauer et al., 2001, Tsuji et al., 2001). Role,
kterou komplex HPK 1/SLP-65 hraje v aktivaci HPK 1, patrné€ nespo¢iva v usnadnéni jeji interakce
s PTK asociovanymi s BCR, nebot tyrosinova fosforylace HPK1 po sitmulaci BCR byla
pozorovana i v burikdch postradajicich SLP-65 (Tsuji et al., 2001). Vzijemna asociace HPK1 a
SLP-65 vsak muze pfispivat k aktivaci HPK1 naptiklad zménou konformace vedouci k aktivaci
kinasy. Neda se ani vylou¢it moZnost, Ze SLP-65 vaze dosud neznamy enzym usnadtivjici aktivaci
HPK-1 ur¢itou formou jeji modifikace. V kazdém ptipad¢ je vSak interakce HPK1 se SLP-65
nezbytna pro optimalni aktivaci HPK1, nebot’ mutace v SH2 doméné SLP-65 vedouci k jejimu
zruSeni zcela znemozni aktivaci HPK1 (Tsuji et al., 2001). HPK1 po stimulaci BCR zvy3uje
aktivaci IKK-B (Tsuji et al., 2001) v IKK komplexu, coz vede k degradaci inhibi¢ni molekuly IxB
a tim k aktivaci transkripéniho faktoru NFkB dilezitého pro imunitni a zanétlivé odpovédi a
rovnéz Kontrolu apoptézy. Jde tedy o dal$i moZnou dréhu regulace aktivace NFxB
prostfednictvim proteinti asociovanych se SLP-65 vedle jiz diive zminéné ucasti aktivované
PKCP na udrzovani IKKo/IKKp v lipidovych raftech (Su et al., 2002). Piekvapiveé zcela opacna
role je pfipisovina HPK1 v T-buiikédch. Studium HPK1” mys$i ukazalo, ze HPK1 pfispivéa
k negativni regulaci TCR signalizace a imunitni odpovédi fizené T-burikami, nebot’ ztrata HPK1
vede k zesilené TCR indukované fosforylaci SLP-76, PLCy a ERK, prodlouzeni vapnikové
odpovédi a zvysené produkci cytokini a antigenné specifickych protilatek (Shui et al., 2007). Jaky
dopad m4 odstranéni HPK 1 na signalizaci pfes BCR u B-bunék nebylo dosud studovéno.

HPK1 se téZ G¢astni MAP-kinasové signalni drahy, kdy citron-homologni doména HPK1 muze
fidit signalizaci vedouci k aktivaci c-Jun N-termindlni kinasy (JNK) (Kiefer et al., 1996). JNK
hraje roli nejen na zanétlivych odpovédich a bunééné proliferaci, ale i v apoptotickych procesech
(Ip and Davis, 1998). Ugast HPK1 na aktivaci JNK je viak doposud spise nejasna, nebot’ ztrita
HPK1 se alespoii u T-bun€k ve schopnosti aktivovat tuto kinasu nijak neprojevi (Tsuji et al.,
2001, Ling et al., 2001, Shui et al., 2007). Interakce ¢i ovlivnéni dal$ich ¢lent savéich MAP kinas
véetné ERK a p38-MAPK funkci HPK1 nebylo pozorovano (Kiefer et al., 1996, Tsuji et al.,
2001).

HPK1 téZ hraje roli v realizaci apopt6zy u hematopoietickych bun€k. V apoptotickych burikach
je totiZ té€pena kaspasou 3 a pfeméiiovana tak na inhibitor aktivace NFkB (Arnold et al., 2001).
Vedle toho u T-bunék HPKI1 usnadiuje indukci apoptdézy i zvySovanim exprese genu
pro povrchovy protein FasL, zndmého induktora T-bun&ééné apoptézy (Schulze-Luehrmann et al.,
2002). Nedavno bylo zjisténo, ze podobny princip zaloZeny na kaspasou rozitépené HPK1 se

miZe uplatiiovat i v regulaci aktivaci indukované bunééné smrti u priméarnich B-bunék (Brenner
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et al., 2007). V kone¢ném dusledku tak mize HPK1 podporou apoptézy u lymfocyti pfispivat
k ukonéeni imunitni odpovédi. Tuto domnénku potvrzuje i fakt, Ze odstranéni HPK1 vede u mysi
k hyperproliferaci T-bun¢k (Shui et al., 2007). Tyrosin kli€ovy pro vazbu HPK1 na SH2 doménu
adaptori SLP se nachazi v té€sné blizkosti $tépného mista pro kaspasu 3 (viz Obr. 4) a je velmi
pravdépodobné, Ze rozstépeni HPK1 zrusi asociaci téchto dvou proteini. Prerueni vazby HPK1
se SLP-65 mlze mit, kromé& pfemény aktivatoru NFkB na inhibitor tohoto transkripéniho faktoru,
efekt i na modulaci dal$ich signaliza¢nich drah, kterych se tento komplex u¢astni a které mohou
ovliviiovat dal$i osud bunék. Bylo totiZ prokazano, ze §tépeni HPK1 kaspasou ma pravdépodobné
obecnéjsi charakter pro jeji zplisob ptevodu signalli, nebot’ neovliviiuje pouze regulaci apoptozy,
ale hraje patrné roli i béhem diferenciace monocyti. Zde se jeji N-termindlni ¢ast obsahujici
kinasovou doménu ucastni modulace signalizace HPK1 vedouci k trvalé aktivaci JNK a
umoziiujici pfezivani a diferenciaci monocyti nezavislou na ristovém faktoru (Amold et al.,
2007).

Zda se tedy, Ze pravé HPK1 miZe ptedstavovat propojeni adaptori rodiny SLP s drahou
MAP-kinasy JNK, regulaci genové transripce a apopt6zou a potvrdit tak jejich ucast na regulaci

imunitni odpovédi a vyvoji imunitniho systému.

4.3.2 Vliv vazby na adaptorové proteiny

Z dosavadnich studii vyplyva, Ze kinasa HPK1 plni ponékud odli$né funkce nejen v zavislosti
na bunééné linii, ale zarover i dle typu obdrZzeného signalu. Jaké signaly pfedchazejici aktivaci
HPK1 vsak tidi odliné procesy buné¢né aktivace a apoptézy zistidva nejasné. Je mozné, Ze
vyznamnou roli v tom hraji adaptorové proteiny, které pomahaji lokalizovat HPK1 do blizkosti
ruznych efektorovych molekul a tim ovliviiuji jeji pozitivni nebo negativni regulaéni funkce.
Vedle jiz zminéné kli¢ové funkce adaprotii SLP pro aktivaci HPK1 po stimulaci imunoreceprotii
hraji zfejmé v regulaci aktivity HPK1 roli i dal$i adaptory. Bylo pozorovéano, Ze v B-burikach je
pro podporu kinasové aktivity HPK1 po stimulaci BCR kromé& SLP-65 nutna i pfitomnost Grb2
(Ling et al., 2001), ktery se vaze pies svoji N-termidlni SH3 doménu na HPK1 (Oehrl et al.,
1998). Zda se, ze adaptory SLP-65 a Grb2 jsou schopné nezavisle na sob& ¢aste¢né aktivovat
HPK1 a pro dosazeni efektivni aktivace HPK1 je potieba spoluprace obou typti adaptortl (Tsuji et
al.,, 2001). Podobna zavislost spravné aktivity asociovaného proteinu na spolené vazbé jak
SLP-65, tak Grb2 byla pozorovana i u Vav (Johmura et al., 2003). Pomoci ptimé interakce s Nck1
je HPK1 spojena i s drahami vedoucimi k aktivaci MAP kinasy JNK a drahami regulujicimi
reorganizaci cytoskeletu (Ling et al., 2001, Oehrl et al., 1998). Jak Nck, tak HPK1 jsou pfivadéni
do lipidovych rafti po stimulaci TCR (Ling et al., 2001), ztejmé diky spole¢né vazbé na SLP-76.
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Je tedy mozné, Ze souhra vice adaptort je velmi dileZita pro optimélni pribéh fady signaliza¢nich
drah.

Vedle toho, Ze adaptorové molekuly ovliviiuji funkce HPKI1, je moZné, Ze existuje i
mechanismus, jakym naopak kinasa HPKI1 piimo méni funkce adaptorovych proteint.
Fosforylace téchto adaptord na serin/threoninovych zbytcich pomoci HPK1 miiZe ovliviiovat
jejich lokalizaci, konformaci, stabilitu ¢i polocas Zivota, schopnost formovat proteinové komplexy
a vazat své efektorové molekuly. Dosud byl pozorovan vliv fosofrylace serinovych zbytki
SLP-76 pomoci HPK1 na interakci SLP-76 s 14-3-3t proteinem, negativnim regulatorem TCR
signalizace (Shui et al., 2007). Je vSak pravdépodobné, Ze tento typ regulace ma obecnéjsi
charakter a mohlo by tedy jit o dal$i mechanismus, jakym by se HPK1 podilela jak na pozitivni,
tak negativni regulaci dalSich signaliza¢nich drah, v¢etné drah zavislych na SLP-65 v B-burikach.

4.4 Dalsi proteiny asociované se SLP-65

SLP-65 je adaptorovy protein, ktery obsahuje mnoZstvi potencidlnich vazebnych domén a
asocijuje s mnoha proteiny. Krom¢ vazby Vav, Nck a HPK1, na které byl v této praci kladen
nejveétsi diraz, nebot’ jde o asi nejlépe prostudované vazebné partnery SLP-65 z hlediska jejich
stavby i funkce v signalnich drahach SLP-65, byla popsdna asociace SLP-65 i s nékolika dal§imi
molekulami. Kromé proteinti u¢astnicich se regulace PLCy2 jde jesté o adaptorovy protein CrkL
(Engels et al., 2001a) a zejména pak i vyznamny adaptorovy protein Grb2 (Fu et al., 1998), ktery
patrné v mnoha ptipadech spolupracuje se SLP-65 na zajisténi optimalni imunoroceptorové
signalizace. A¢koli tomuto proteinu nebyla v€novéana samostatna kapitola, jeho funkce souvisejici
s aktivitou SLP-65 byly popsény v ramci predchézejicich kapitol. Kromé& toho vazba na tyto
proteiny jist¢ propdjcuje SLP-65 dalsi funkce, aviak o téch toho zatim neni mnoho zndmo.
Rovnéz je velmi pravdépodobné, Ze tento vycet vazebnych partneri SLP-65 neni uplny a
existence novych, dosud nepopsanych asociovanych proteind miize odhalit ucast SLP-65

na dal$ich vyznamnych bunéénych déjich.

5. Zaveér

SLP-65 je vyznamnou slozkou signdlniho komplexu formovaného po stimulaci BCR. JakoZto
adaptorovy protein bez jakékoliv katalytické domény nema SLP-65 zadnou vlastni enzymatickou
aktivitu a jeho funkce je spojena s proteiny, které na sebe vaze a tim umoziluje optimalni prub¢h
fady signaliza¢nich drah (Obr. 5). Kli¢ovy vyznam ma SLP-65 zejména pro regulaci vapnikové
odpovédi po stimulaci BCR. Ukazuje se, Zze tento d€j je velmi komplexni a SLP-65 do néj

zasahuje prostiednictvim hned nékolika svych vazebnych partnerd, jejichz funkce se mnohdy
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prolinaji a v n€kterych ptipadech je od sebe lze jen t&€Zko oddélit. Jednim z té&chto vazebnych
proteint je GEF pro malé G-proteiny rodiny Rho Vav. Ten je rovnéZ, spolu s dal$im vazebnym
partnerem SLP-65 adaptorem Nck, vyznamnym hrafem v regulacireorganizace cytoskeletu.
Poruchy aktinového cytoskeletu se mimo jiné projevuji pozménénym tvarem bun€k i
neschopnosti specificky reagovat pfestavbou cytoskeletu na signalizaci pfes urgité receptory. To
se miZe odrazit i ve schopnosti zaujmout potfebny bun&ny tvar pfi vazb€ ligandu a tim i
ve spravné signalizaci pfes receptor. Tento mechanismus by mohl byt, vedle dosud obecné
uznavaného vlivu poruSené vapnikové signalizace, dal$i pfi¢inou defektd v aktivaci B lymfocyti
zpusobenych ztratou SLP-65. Reorganizace aktinového cytoskeletu je rovnéZ nezbytnou soucasti
procesu fagocytdzy. Zda se viak, Ze v tomto dé&ji hraji adaptory SLP pouze okrajovou roli. Jak
Vav, tak Nck spojuji SLP-65 téZ s regulaci drah vedoucich k aktivaci MAP kinas a celé Skaly
transkripénich faktord. Tyto drahy ovliviiuje SLP-65 i prostfednictvim asociace se serin/threonin
kinasou HPK1, kterd je zarovefi vyznamnym &initelem v procesu apoptézy. Ulast adaptoru
SLP-65 na drahach vedoucich k regulaci transkripénich faktorti a rovnéZ k ovlivnéni apoptdzy jen
potvrzuje jeho kli¢ovou roli v regulaci imunitni odpovédi a vyvoji imunitniho systému.

V fad€ procesit se viak o pfesné funkci SLP-65 mnoho nevi a pfedpoklada se analogie s lépe
prostudovanym homolognim adaptorem SLP-76. Jist¢ vSak existuji rozdily v mechanismech
funkci obou adaptorl, dané uZ odliSnym expresnim profilem jejich genli a riznymi zplsoby
regulace bunék, kde se tyto proteiny vyskytuji. Tyto rozdily by stélo za to detailn€¢ prozkoumat a
rovnéZ experimentalné ovéfit mnohé spie spekulativni zavéry vychazejici z podobnosti struktury
a funkce obou adaptori.

reorganizace aktinového regulace transkripce
cytoskeletu
o -w.‘

N-konec

PR
/ AN
/ l N
vapnikova odpovéd regulace apoptozy

aktivace MAPK drah

Obr. 5 Drahy profeini asociovanych se SLP-65 (upraveno die Wu and KoretzKy, 2004)
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