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Abstrakt

Zimé buriky jsou souéasti jak p¥irozené tak i adaptivni imunity. Podileji se na Siroké
S§kéle imunitnich onemocnéni, zahrnujicich alergické a zanétlivé reakce. V soucasné dobé se
ukazuji jejich dal$i vyznamné funkce. Doposud nejintenzivnéji studovand povrchova
molekula Zirnych buné€k je vysoko-afinitni receptor imunoglobulinu E, FceRI. Rozeznani
vazebnych epitopi na multivalentnim antigenu pomoci IgE vede k agregaci FceRI
receptorového komplexu a jeho translokaci do oblasti membranovych mikrodomén
oznaCovanych membranové rafty. Velky vyznam pfi transdukci signélu, ktery ve vysledku
vede k vylevu obsahu cytoplasmatickych granuli, maji transmembranové adaptorové proteiny.
Vysledna intenzita aktiva¢niho signélu je modulovana jiZ kratce po agregaci FceRI a nékteré
vysledky naznacuji, Ze vregulaci Casnych fazi FceRI signalizace je dileZity kortikalni
filamentarni aktin a Src kindzy Lyn a Fyn. PfestoZe jsou signdlni procesy vedouci od FceRI
studovény jiZ témet 30 let, pfesnd role aktinu v téchto d€jich nebyla dosud presné stanovena.
Z nedavnych praci vyplyva, Ze aktin netvoii pouze statickou sloZku ale vyrazné€ pfispiva k
dynamice signalnich komplext v oblasti plasmatické membrany Zirnych buné€k. Vyznamnymi
regulatory aktinového cytoskeletu jsou malé GTP4zy Rho. JelikoZ v diisledku agregace FceRI
dochdzi téZ k podstatnym morfologickym zméndm bunék, je zfejma icast Rho GTP4z v tomto
procesu. Problematika vztahu FceRI signalizace a cytoskeletu neni doposud uspokojivé
objasnéna. Tato prace si klade za cil shromézdit sou¢asné poznatky o vzdjemné kooperaci
aktinového cytoskeletu a FceRI signalizace s diirazem na moZnou souvislost s aktivitou Rho

GTPaz a ukazat na moZné zpisoby dalsiho vyzkumu v této oblasti.
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Abstract

Mast cells are connected with both inner and adaptive part of the immune system.
They contribute to a wide spectrum of immune responses including alergic and inflammatory
reactions. Some of their additional functions have been described recently. So far, the most
intensively studied mast cell plasma membrane molecule is the high-affinity receptor for
immunoglobulin E, FceRI. Recognition of binding epitopes on multivalent antigen by IgE
leads to the aggregation of FceRI complex and its translocation into the area of membrane
microdomains called membrane rafts. The transmembrane adaptor proteins are important in
signal transduction, which eventually leads to the release of content of cytoplasma granules.
The resulting intensity of activation signal is modulated early after the aggregation of FceRI
and some results indicate that cortical filament actin and Src kinases Lyn and Fyn may be
important in the regulation of the early phases of FceRI signalizing. Despite the fact that the
signaling processes leading from FceRI have been studied for almost 30 years, the exact role
of actin in these processes is not yet established. Recent works indicate that actin is not only a
static component but that it greatly contributes to dynamics of signal complexes in the plasma
membrane of mast cells. Small Rho GTPases are important regulators of actin cytoskeleton.
Since FceRI aggregation also leads to significant morfological changes of cells the
participation of Rho GTPases is obvious. The relationship between FceRI signalizing and
cytoskeleton is still poorly understood. The main aim of this work is to gather recent
knowledge on the cooperation between actin cytoskeleton and FceRI signalizing with to
emphasize the possible connection with the activity of Rho GTPases and to show some of the

possible ways of research in this area.
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1. Uvod

1.1 Zirné buriky

Molekuldrni mechanizmy aktivace Zirnych buné€k jsou povaZovany za jedno
z ustfednich témat soucasného imunologického vyzkumu. Nové poznatky ukazuji na jejich
dileZitou dlohu pfi mnoha onemocnénich a v regulaci imunitniho systému. V procesech
pfirozené imunity jsou Zirné burky zapojeny schopnosti rozeznat bakterie a viry skrze Toll-
like receptory (TLR) exprimované na plasmatické membrané. Vazba cizorodého ligandu na
TLR indukuje produkci cytokinli, ov§em vétSinou jiZ nedostacuje pro uvolnéni zanétlivych
mediétortl z cytoplasmatickych granuli do extraceluldrniho prostoru. Propojeni se systémem
adaptivni imunity je zprostfedkovdno vazbou imunoglobulinu E (IgE) k vysoko-afinitnimu
receptoru pro IgE (FceRI) na plasmatické membrané Zirnych bunék.

Rozeznani vazebnych epitopi pro IgE na multivalentnim antigenu vede k agregaci
FceRI receptorového komplexu a stimulaci signdlnich kaskdd. Ve vysledku pak dochdzi k
masivnimu uvolnéni obsahu sekretorickych granuli, které pfedstavuji vazodilata¢ni latky jako
jsou histamin a heparin, cytokiny, chemokiny, proteolytické enzymy a derivity kyseliny
arachidonové (Obr.1.).

Za fyziologickych podminek jsou prezentovdny antigenné specifické epitopy na
povrchu pylovych zrm, prachovych &astic nebo roztoéi. Cetné alergie a astma jsou zptsobeny
kombinacemi mediatori uvolnénych ve velkém rozsahu do tkdn€ Zirnymi burikami v reakci
na rozpoznéni cizorodé latky. Spusténi imunitnich pochodl v dusledku nadmémé aktivace
zimych buné€k zapfiCifiuje zdravotni potiZe jako jsou mastocytézy nebo autoimunitni a
zanétlivd onemocnéni.

Z vyvojového hlediska se Zirné burky spolecné s bazofily zdaji byt vyznamné
v obran€ proti mnohobunéénym parazitim. Podobné jako bazofily se Zimé buriky vyvijeji
z prekurzorovych CD34" bun&k kostni dfené. Jejich ptesny vyvoj vSak nebyl dosud plné
objasnén. Na rozdil od lymfocyti Zirné buriky po diferenciaci necirkuluji v krvi, ale jsou
pfitomny v pevné tkani v blizkosti krevnich kapildr a v mukozalnich pokryvech epitelt. Jejich
nejvétsi podil se nachédzi v kiZi, mukdze plic a traviciho traktu [1;2].

Vyznamné postaveni Zirnych bunék v zanétlivych a alergickych onemocnénich
vyZaduje detailni pochopeni mechanizmt jejich aktivace. Jak uvolnéni obsahu granuli, tak
lokalizace uvnitf tkanovych struktur souvisi s pfestavbu cytoskeletu a zvlasté aktinu.
DuleZitymi hraci v regulace aktinu jsou malé GTP4azy rodiny Rho. S ohledem na dosud malo
studovanou problematiku Rho GTPaz v FceRI signalizaci tato price analyzuje soucasné

poznatky o jelich dloze v ramci regulace ¢asnych fazi aktivace Zirnych bunék.
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Obrdzek 1.  Aktivace Zirnych bunék: (A) Klidova burika s IgE vdznym na FceRI. (B)

Stimulace degranulace po agregaci FceRI multivalentnim antigenem

1.2 FceRlI signalizace

Diky svému zapojeni v aktivaci degranulace byla nejintenzivn&ji studovana povrchova
struktura Zirnych bun¢k recgtrdr FceRlI, ktery se sestava z podjednotek a, B a homodimeru vy.
Transmembranovy a fetézec vaze IgE. Retézec P patfi do skupiny tetraspaninovych
transmembranovych molekul a funguje jako amplifikaéni modul receptoru. Homodimery y
fetézeci jsou spojeny disulfidickymi mustky a spolu s fetézcem obsahuji nékolik
imunoreceptorovych tyrosin aktivaénich motivii (ITAM), které jsou nezbytné pro transdukci
signalu uvnitt buriky. Po vazbé multivalentniho antigenu na IgE-FceRI komplexy dochazi
k agregaci FceRI a vytvofeni podminek pro fosforylaci tyrosind ITAM motivi B a y fetézct
receptoru. Kinazy rodiny Src jsou regulovany fosforylaci specifickych tyrosini C-terminalni
Src kindzou (Csk), ktera je do blizkosti membrany atrahovana mimo jiné adaptorovym
proteinem PAG (Phosphoprotein associated with glycosphingolipid-enriched microdomains).
Po agregaci FceRI na plasmatické membran€ zirnych bun€k je fosforylovan
transmembranovy adaptor PAG a dochazi ke zvySenému pfesunu cytoplasmatické Csk kinazy
do oblasti membranovych signalnich komplexd. Vznika tak negativni zpétna vazba regulujici
aktivitu Src kindzy Lyn.

Fosforylované ITAM motivy fetézcli FceRI komplexu predstavuji vazebné misto pro
dalsi proteiny signalni kaskady. K membrané a do oblasti signalniho komplexu se pfesouvaji
kinazy Syk a Fyn aktivujici fosfatidylinositol-3 kindzu (PI3K), jejiz produkt
fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat [Pdtlns(3,4,5)P3] se stavé jednim z asociaénich partnerti pro
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proteiny s PH (plecstrin homologni) doménou. Kromé toho ob¢ kindzy fosforyluji specifické
tyrosiny transmembranovych adaptorovych proteini LAT (Linker for activation of T cells) a
NTAL (Non-T cells activation linker). Ty slouZi jako interakéni platforma pro solubilni
cytosolické adaptory a proteiny s enzymatickou aktivitou [1;2].

1.3 Membranové rafty v FceRI signalizaci

Pivodni model fluidni mozaiky dle Singera a Nicolsona povaZoval plasmatickou
membranu za homogeni lipidovou dvojvrstvu, ve které se proteiny pohybuji prostou difizi.
Pozd¢jsi studie ukdzaly, Ze rychlost difize proteini v membrandch bun¢k je 5-50krat niZsi
nez v umélych lipozémech, coZ naznacovalo na pfitomnost bariér brdnicich proteinim ve
volném pohybu. Dal§i priace odhalily rozdilné lipidové sloZeni v riznych oblastech
plasmatické membrany. Pfibyvajici vysledky vedly k formulaci hypotézy existence
membréinovych raftd.

Na zaklad€ konference ,,Keystone Symposium on Lipid Rafts and Cell Function 2006*
jsou membranové rafty definovany jako malé (10-200 nm), heterogeni, vysoce dynamické,
steroly a sfingolipidy obohacené membranové domény, které napoméhaji kompartmentalizaci
buné&énych procesti. Malé rafty mohou byt za uréitych podminek stabilizovany formovanim
rozsahlejSich utvari prostfednictvim protein-protein a protein-lipidovych interakci. Mezi
molekuly, které jsou pfitomné v membrinovych raftech patii glykosylfosfatidylinositol
(GPI)-zakotvené proteiny, které jsou lipidickou ¢asti vnofeny do vné&j§i vrstvy plasmatické
membrény. Naproti tomu palmitylované a acylované cytoplasmatické proteiny zasahuji pouze
do vnitini vrstvy membrany [3].

Velky pfinos k pochopeni uspofdddni molekul v plasmatické membriné prinesly
metody elektronové mikroskopie. Techniky tzv. strhdvdni membrdn umoZnily provedeni
topografickych studii fady membranovych proteini, v¢etné strukturné¢ blizkych
transmembrénovych adaptorovych proteini LAT a NTAL na modelu Zirnych buné€k. Prace
vedly k odhaleni kompartmentalizace obou molekul do riiznych membranovych mikrodomén.
Na povrchu intaktnich bunék pfitom nebyla pozorovana kolokalizace GPI-vazanych proteinii
s adaptorem LAT nebo FceRI komplexem [4]. Vyraznd zmeéna v topografii signilnich
molekul nastala po agregaci FceRI stimulované vazbou antigenu na IgE, kdy se vzdjemné
seskupuji mikrodomény s proteiny LAT nebo NTAL a dochéazi k formovani primérnich a
sekunddrnich signdlnich membranovych domén. Primdrni domény, které jsou lokalizovany
uvniti nové utvorenych lameldrnich vychlipenin plasmatické membrany, obsahuji agregovany
FceRI receptorovy komplex, kindzu Syk a PLCy2 (phospholipase Cy2). Naproti tomu

sekunddrni domény se nachdzeji ve vnéjSioblasti membranovych lamel a jsou
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charakteristické piitomnosti adaptoru LAT a PLCy1 (phospholipase Cy1). Protein Vav, ktery
reguluje GTPazovou aktivitu, se preferenéné vyskytuje v primarnich doménéch [5]. Aktinova
filamenta mohou téZ napoméhat v udrZzovani membranovych signdlnich domén v distinktnich
pozicich [6;7]. Vysledky experimentd pouZivajicich neiontovd detergens naznacily, Ze
vSechny proteiny asociované s plasmatickou membridnou se nachédzeji v oblastech, které
mohou souviset s membranovymi rafty nebo s neraftovymi doménami. Za vyuZiti latek,
zpusobujicich depolymerizaci F-aktinu (filamentdrntho aktinu) jako je latrunculin nebo
cytochalasin, doSlo k vyraznému sniZeni hustoty proteinti lokalizovanych v raftech. Ov§em
raftové a neraftové oblasti zlstaly v distinktnich pozicich a nadile obsahovaly asociovany
aktin. Autofi zdivodiuji toto zjiSténi pfitomnosti malého mnoZstvi kratkych aktinovych
filament nebo monomerni formy G-aktinu. Zji§téni, Ze formace oblasti membran bohatych na
cholesterol alespon z ¢4sti z4visi na pfitomnosti kortikdlntho F-aktinu, podporuje moZnost
ptimého spojeni aktinového cytoskeletu s proteiny membranovych rafti [6].

Na rozdil od kortikdlniho F-aktinu potenciondlni membrinové rafty mohou hrét
zasadni roli v pozitivni FceRI signalizaci. Jednim z hlavnich dé&ji v aktivaci Zirnych bun€k
prostfednictvim agregovaného FceRI je fosforylace proteini signdlnich kaskdd. VétSina
membranového cholesterolu kolokalizuje s raftovymi a neraftovymi regiony bohatymi na
proteiny. SniZeni koncentrace buné&ného cholesterolu pomoci methyl-B-cyklodextrinu a tim
predpokladané naruSeni lipidovych rafti vedlo k vyraznému sniZeni fosforylace FceRI po
antigenni stimulaci Zirnych buné€k [8]. Tento ndlez koreluje se skute¢nosti, Ze v klidovych
zirmych bunkéch se FceRI nachédzi vné a po agregaci se pravdépodobné ptesouva do oblasti
membréanovych rafti, ¢imZ miZe byt indukovana jeho proximita se signdlnimi molekulami,
které mohou byt v raftech kontinuiln¢ pfitomny. Vyznamny doklad o pfimém propojeni
transmembrinovych proteinti pfedpoklddané lokalizovanych v membranovych raftech
s aktinovym cytoskeletem pfinesla price Brdickovad et. al. [9]. Na zdklad¢ hledani
specifickych interakénich partnerti transmembranového adaptoru PAG byl identifikovan
cytosolicky adaptorovy protein EBP50 (ezrin/radixin/moesin-binding phosphoprotein of 50
kDa). Prostfednictvim své C-termindlni domény miize EBPS0 interagovat s proteiny rodiny
ERM (erzin/radixin/moesin), které jsou schopny piimé asociace s aktinovym cytoskeletem.
V transdukci signdlu po agregaci FceRI komplexu je tedy pravdépodobnd vzijemna
kooperace kortikdlniho aktinu s proteiny membranovych raftli. Zaroven je pravdépodobné, Ze
také signalni komplexy tvofené okolo jinych transmembranovych adaptori po agregaci FceRI

budou hrat vyznamnou roli v regulaci ¢asoprostorové dynamiky polymerace aktinu. Detaily



tohoto procesu, stejné jako vlastnosti a vibec existence membrdnovych rafti zistdvaji

zahadou.

1.4 F-aktin v FceRI signalizaci

Jak jiZz bylo zminéno, v regulaci FceRI signalizace hraje vyznamnou roli kortikalni
aktin. Zplsob jakym aktin ovliviluje signilni déje na plasmatické membrané vSak neni
zdalekéd objasnén. Vyznamnou roli v transdukci signdlu maji transmembranové adaptorové
proteiny. Doposud byly navrZzeny dva zdkladni mechanizmy, kterymi jsou stabilizovany
proteiny signdlnich komplext v diskrétnich membranovych kompartmentech. Jeden z nich
predstavuji vySe definované membrinové rafty. Druhy mechanizmus je zaloZen na udrZovani
transmembridnovych  proteini v distinktni = vzdélenosti  prostfednictvim  malych
cytoskeletarnich proteinil asociovanych se submembranovym F-aktinem [7;9;10].

Kromé stérického plisobeni miZe F-aktin pfimo [11] nebo prostfednictvim aktin
vazebnych proteind [12] pfivadét signdlni molekuly z cytosolu do blizkosti plasmatické
membréany. Pfikladem muzZe byt Btk kindza, ktera pfedstavuje vyznamnou komponentu FceRI
signalizace. Btk ndleZi do rodiny Tec kindz, které se vyznacuji pfitomnosti PH domény
v blizkosti N-konce proteinu. U této kindzy byla jako prvni popsdna in vitro interakce PH
domény s F-aktinem. S timto pozorovéni koreluji data ziskana in vivo, kdy po agregaci FceRI
byla frakce Btk kindz translokovdna do submembranové oblasti, kde kolokalizovala
s aktinovymi vlakny.

V regulaci polymerace aktinu hraji vyznamnou roli GTPazy z rodiny Rho. VétSina
proteinti zapojenych v regulaci Rho GTP4z obsahuje jednu nebo dvé PH domény, u kterych
se ukazuje na mozZnost interakce s F-aktinem. Atrakce regulac¢nich proteini RhoGTPaz skrze
aktinové filamenta ukazuje na vzdjemnou komunikaci mezi cytoskeletdrnimi strukturami a
proteiny, které moduluji jejich formaci a integritu [11].

Mnohé studie ustanovily kortikalni F-aktin jako negativni reguldtor FceRI signalizace.
Dynamick4 rovnovdha mezi monomerni a filamentdrni formou aktinu je udrZovdna pomoci
aktin vazebnych proteinti, které stabilizuji rostouci konce aktinovych vldken, umoZiuji
vétveni a prokiiZeni filament nebo naopak vyvazuji monomery aktinu. Pfi studiu funkci
aktinu jsou Casto vyuZivany latky ovlifiujici jeho polymeraci. Mezi nejpouZivané;si patii dvé
latky s odliSnymi d¢inky. Jednou z nich je latrunculin, pochdzejici z Cervenych moiskych hub
(Negombata magnifica), ktery vyvazuje monomery aktinu v poméru 1:1 a posouva tak
rovnovdhu ve sméru depolymerizace filament. Dals{ latku pfedstavuji houbové mykotoxiny,
cytochalasiny, schopné vazat se na konce aktinovych vldken, ¢imZ zajiStuji naopak jejich

stabilizaci. Mechanizmus pisobeni latrunculinu nemé pfimy vliv na uvolnéni monomernich
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jednotek z vlaken, kterd jsou udrZzovéna jinymi cytoskeletdrnimi proteiny [6;7;13].

Kortikalni aktin pfedstavuje hustou sit’ vzdjemné propojenych vldken a lze jej rozlisit
od zbylého buné€ného aktinu pfi izolaci v neiontovych detergentech. Sitovita forma se pfitom
nachézi v Triton X-100 nerozpustné frakci, zatimco volnd filamenta se v tomto detergentu
rozpousti. Proto byl piekvapivy vysledek, kdy inkubace Zirnych bunék s latrunculinem
vyrazné sniZila mnoZstvi aktinu v nerozpustné frakci [13]. Zminéné pozorovini muiZe byt
déno uZitim vysoké koncetrace latrunculinu nebo vyraznéjs§i dynamikou obmény monomerd
v aktinovych filamentech u imortalizované buné¢né linie RBL (rat basophilic leukemia).
Latrunculin i cytochalasin zapiicifiuji zvySenou fosforylaci FceRI receptorového komplexu a
Syk kindzy v ndvaznosti na agregaci FceRI, z ¢ehozZ je ziejmé negativni piisobeni F-aktinu na
Casné dé€je FceRI signalizace [6;7;13;14]. Cytochalasin navic zesiluje miru degranulace
Zimych bunék indukovanou ionoforem A23187. Latrunculin mél podobny uc¢inek pouze
v ptipad€ vysSich koncentraci ionoforu [13]. Tyto vysledky naznauji na dlohu aktinu tézZ v
pozdnich dé&jich FceRI signalizace, nebot’ ionofor A23187 obchédzi proximélni signalni dé&je
vedouci od FceRI. MozZn4 uloha kortikdlntho aktinu ve findlni fazi degranulace by mohla
spoCivat v tvorb€ stérické bariéry pro idedlni fizi granuli s plasmatickou membrinou.
Inhibice polymerizace aktinu u Zirnych bun¢k vedla ke zvySeni nejen konstitutivni, ale i
stimulaci indukované asociace adaptorové molekuly Gab2 (Grb2 associated binder 2)
s velkymi signdlnimi komplexy, ve kterych byly pfidruZeny PI3K a SHP-2 (Src homology 2
domain-containing phosphotyrosine phosphatase). Zvyseni aktivity PI3K, ke které doslo po
pfidéni latrunculinu, dosahovalo téméf urovné detekovatelné pfi agregaci FceRI [7]. Aktivni
piisobeni na lokalizaci a vzdjemné interakce membranovych a cytoplasmatickych proteini
miiZe byt pfi¢inou negativni role F-aktinu v FceRI signalizaci. ~ V rdmci Zirnych bun¢k byla
popsdna asociace fosfatizy SHIP1 (Src homology 2 domain-containing inositol 5-
phosphatase) s aktin-vazebnym proteinem filamin-1 (Obr.2.) [15]. SHIP1 defosforyluje
PdtIns(3,4,5)P3; produkt PI3K, ktery vytvafi na plasmatické membrané vazebné misto pro
proteiny s PH doménou. JelikoZ efektorové proteiny podilejici se na FceRI signalizaci ¢asto
nesou PH doménu, ktera piispivé k jejich asociaci se submembranovymi signélnimi komplexy
nebo je nezbytnd pro plnou aktivaci katalytickych funkci proteint, bude mit pfitomnost
SHIP1 v blizkosti plasmatické membrany negativni vliv na trandukci signdlu do buriky.
Fosfatdza SHIP1 ziejmé stoji rovnéZ za negativni regulaci pfi koagregaci FceRI a inhibi¢niho
receptoru pro imunoglubulin G (IgG) FcyRIIB [15]. Bylo doloZeno, Ze pouhd vazba IgE na
FceRI vede k nartistu mnoZstvi F-aktinu [16]. Utvofeni signdlniho komplexu v reakci na

agregaci FceRI mé na polymeraci aktinu v Zirnych buiikédch vyrazné pozitivni vliv [7;14;17].
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vyrazn€ pozitivni vliv [7;14;17]. Stabilizace aktinovych struktur cytochalasinem zaroveri se
stimulaci Zirych buné€k skrze FceRI vedla k vyssi tvorbé inositol-3,4,5-trifosfatu (IP;), ktery
otevira IP; senzitivni Ca® kanaly v endoplasmatickém retikulu, a stim souvisejici vyssi
mobilizaci Ca’* [7;13]. Kortikalni F-aktin tak pfispiva k spravné prostorové distribuci a
ovliviiuje funkéni vlastnosti signdlnich molekul. Membranové rafty a sit’ kortikalniho F-
aktinu v souhrnu vzajemné dynamicky kooperuji pfi prostorové lokalizaci membranovych

signalnich komplexd.
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Obrdzek 2.  Moznd role aktinu v negativni regulaci FceRI signalizace. Aktin vazebny
protein filamin asociuje s fosfatazou SHIPI1, kterd defosforyluje produkty aktivnich kindz.
Ag — antigen

(Gilfillan A.M., Tkaczyk Ch. (2006))

1.5 Transmembranové adaptorové proteiny v FceRI signalizaci

Adaptorové proteiny postradaji enzymatickou aktivitu, zato vSak zahrnuji vice
obecnych funkci jako je kompartmentalizace jinych proteinl, koordinace enzymatickych
aktivit a protein-protein interakci. Déle zvySuji kinetiku enzymatickych reakci indukci
proximity enzymi a jejich substrati nebo zesiluji specifitu interakci molekul. Souéasné
poznatky nazna¢uji na nezastupitelnou roli adaptorovych proteini v koordinaci
biochemickych signali nutnych pro aktivaci bun€k. Signalni komplexy utvafejici se po
antigenem indukované agregaci FceRI zahrmuji Sirokou paletu transmembranovych a
solubilnich cytosolickych adaptorovych proteint.

Krucialni ulohu v proximalnich dé&jich FceRI signalizace vedouci k sekreéni odpovédi
Zimych bun€k maji transmembranové adaptory LAT a NTAL. Pfitomnost palmitoyla¢niho
motivu v juxtamembranové sekvenci vede k lokalizaci téchto molekul do hypotetickych

membranovych raftti. Oba adaptory vykazuji bunééné specifickou expresi v ramci lymfoidni a

10



myeloidni linie. Zatimco T-lymfocyty vlastni vyhradn¢ LAT, B-lymfocyty v zavislosti na
vyvojovém stadiu exprimuji pouze NTAL. Na plasmatické membrané Zirnych bunék jsou oba

adaptory pfitomny kontinualné [18].

Fosforylace specifickych tyrosinovych motivii adaptori LAT a NTAL po agregaci
FceRI je zprostfedkovdna kindzami Syk a Fyn. Modifikované tyrosiny pak slouZi jako
interakéni platforma pro dal$i solubilni cytosolické adaptory anebo pro proteiny
s enzymatickou aktivitou. Adaptor LAT obsahuje vazbené misto pro PLCy, kterd v membréné
Stépi fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat [PdtIns(4,5)P,] za vzniku dvou tzv. druhych posly,
diacylglycerolu (DAG) a IP;. Vysledkem je spusténi vapnikové kaskady spolu s aktivaci
protein kindzy C. Mezi proteiny signdlniho komplexu v blizkosti adaptoru LAT patii téZ Grb2
(Growth factor receptor binder 2), ktery sméfuje signdl k MAP-kindzovym drahdm.
Krucidlnim proteinem s vazbou na LAT a schopnosti atrahovat mnoho dalSich proteini je
SLP76 (SH2 domain-containing leukocyte protein of 76 kD). Jednim z jeho interak¢nich
partneri je GEF (guanidine nucleotide exchange factor) protein Vav katalyzujici aktivaci
malych GTP4z rodiny Rho, které patfi mezi hlavni regulitory aktinového cytoskeletu
[1;2;18].

Uloha adaptoru NTAL v FceRI signalizaci je oproti funkci proteinu LAT méné znama.
Cytosolickd doména tohoto proteinu obsahuje specifické tyrosinové motivy, které v disledku
fosforylace zprostfedkovavaji asociaci s proteiny Grb2, Gab2 a E3 ubiquitin ligdzou c-Cbl.
Oproti adaptoru LAT vS§ak NTAL postradd vazebna mista pro PLCy a nebyla doloZena pfima
ani nepiima interakce s proteinem SLP76 [18].

Shodné Easoprostorové zapojeni a spole¢né ligandy adaptort LAT a NTAL v FceRI
signalizaci naznaCuji na ulohu proteinu NTAL zejména jako kompeti¢niho partnera pro
adaptor LAT. Z vysledki soucasnych studii se ovSem zd4, Ze v jinych drahdch nabyvaji oba
proteiny rozdilnou udlohu. Piikladem miZe byt dimerizace c-Kit receptoru pro rustovy faktor
SCF (stem cell factor), kdy je NTAL vyznamné fosforylovédn, pficemz LAT ziistava bez
modifikaci na aktivacnich tyrosinech [19]. Adaptory LAT a NTAL tedy moduluji signél
vedouci od FceRI k aktivaci Sirokého spektra distalnich kaskad.

JelikoZ nebyla dosud popsdna ani pfimd ani nepfima interakce adaptoru NTAL
s proteiny regulujicimi cytoskelet, byly piekvapivym zjiS§ténim rozdily v morfologii
pozorované po agregaci FceRI u Zirnych bun€k, kde byl NTAL geneticky deletovédn nebo
naopak jeho exprese byla vyrazn€ zvySena [17]. Zmin€nd préce tak naznaCuje na dosud

neznamou tlohu adaporu NTAL v regulaci aktinového cytoskeletu.
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2. Lyn v proximalni fazi FceRI signalizace

Stimulace degranulace Zirnych bunék je zahdjena vazbou multivalentniho antigenu na
IgE-FceRI komplex a néslednou agregaci FceRI. Na plasmatické membrin€ klidovych
Zimych bunék ma FceRI uniformni distribuci. Po jeho agregaci dochdzi krychlé ale
pfechodné translokaci do oblasti membranovych domén s vyraznou pfitomnosti Lyn kinazy.
V klidovych burikdch permanentné, s nizkou afinitou, asociuje Lyn s uréitou frakci FceRI
[20].

Kinédza Lyn, stejné jako dal$i Src kindzy, obsahuje SH2 (Src homologni 2), SH3 (Src
homologni 3), déle kindzovou doménu a autoinhibi¢ni C-termindlni tyrosin. Funkéné je
analogickd Lck kindze zapojené v T-receptorové signalizaci T-lymfocytd. V ndvaznosti na
agregaci FceRI receptoru dochézi k vzdjemné transfosforylaci aktivacnich tyrosini Lyn kindz,
které dale fosforyluji ITAM motivy B a y podjednotek FceRI komplexu. V dusledku
fosforylace se pak vyrazné€ zvySuje afinita receptoru pro kindzu Lyn a zaroven dochdzi k
atrakci dalSich molekul, mezi které ndleZi Syk kindza vaZici se na fosforylované ITAM
motivy v podjednotky FceRI.Zplsob jakym dochdzi k asociaci Lyn kindzy s agregovanym
FceRI komplexem neni dosud pfesn€ zndm. Ukazuje se, Ze pro fyzickou a funckni interakci
Lyn kindzy s FceRI je nezbytné nutnd myristoylace a inkorporace do cytoplasmatické
membrény. Pro fyzickou interakci s FceRI je dile potiebnd palmitoylace Lyn kinazy, ktera
vede kjeji lokalizaci do hypotetickych membranovych rafti. Tato lokalizace vsak neni
nezbytna pro samotnou fosforylaci FceRI [20].

V proximdlnich dé&jich FceRI signalizace je integrovdn transmembranovy adaptorovy
protein PAG. Ve spojitosti s agregaci FceRI je zvySena fosforylace autoinhibi¢niho C-
termindlniho tyrosinu Lyn kindzy, coZ koreluje se stoupajici fosforylaci adaptoru PAG, diky
¢emuZ je Csk kindza atrahovana do oblasti membranovych raft. Zda se, Ze celkova turoven
aktivni kindzy Lyn v Zirnych buiikdch neni timto vyrazné ovlivnéna. Lokaln¢ muize dokonce
dochazet k udrZovani vyssi hladiny aktivni Lyn kindzy vzdjemnou transfosforylaci aktiva¢ni
smycky, pfiCemZ vysSi aktivita Csk se zdd vyznamnd v balanci jak proximélnich tak
distalnich signdlnich dé&ji vedoucich od FceRI. Inhibice polymerace aktinu vedla k umocnéni
fosforylace adaptoru PAG po agregaci FceRI a s tim souvisejici vyssi asociaci Csk [14]. Proto
se zdd nepravdépodobné, Ze v piitomnosti latrunculinu a cytochalasinu dochdzi k nizsi
inaktivaci kindzy Lyn v disledku fosforylace C-terminédlniho konce kindzou Csk.

Inkubace bunék s latrunculinem nebo cytochalasinem sniZuje antigenem indukovanou
polymeraci aktinu a vede k vy$§i degranulaci [7;13;4;16]. Ob& latky plsobi odliSnym

mechanizmem (viz vySe) a neni pfesné¢ zndmo jak ovlifiuji strukturu pre-existujicich
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aktinovych filament. Proto nelze rozhodnout, zda za zvySenou fosforylaci FceRI stoji naruSeni
vlédken nebo zabréna polymerace aktinu. Na modelu CHO (Chinese hamster ovary fibroblasts)
bungk, do kterych byly tranfekovany molekuly FceRI subjednotek spolu s kindzou Lyn, bylo
potvrzeno, Ze pfinejmensim nemoZnost aktinu polymerovat ma vliv na fosforylaci FceRI P ay
subjednotek. Transfekované buriky vykazovaly konstitutivné vyssi miru fosforylace FceRlI,
pficemZ rozruseni aktinu neovlivnilo droveri fosforylace po stimulaci antigenem. Zrovefi u
transfekovanych bun€k neméla agregace FceRI vliv na mnoZstvi F-aktinu. Naopak v pfipadé
kontrolni RBL linie dochazelo ke stimulaci polymerace aktinu [14]. Z té€chto vysledkd je
ziejmé, Ze ndarust F-aktinu v ndvaznosti na agregaci FceRI pfispivd k negativni regulaci
¢asnych signélnich déjt v aktivaci Zirnych bun¢k.

Zajimavé bylo pozorovéini, kdy redistribuce agregovanych receptorii z obasti
potencionédlnich membranovych raft vede k jejich zvySené defosfosforylaci pomoci fosfatdz.
Redistribuce aktinu v disledku stimulace jeho polymerace miZe tedy vést k translokaci FceRI
komplexu z mist, kde je zabranéno jeho defosforylaci [6].

Dalsi z moZnych hypotéz vysvétlujicich zvySenou fosforylaci FceRI po inkubaci
bun€k s latrunculinem muZe byt udrZovani lokdlné€ vys$i hladiny aktivni kindzy Lyn. Po
agregaci FceRlI je fosforylovdn cytoskeletdrni protein paxillin, ktery je akumulovén v oblasti
fokélnich adhezi. V disledku inkubace bun¢k s latrunculinem dochézi k vyrazné redistribuci a
asociaci paxillinu s velkymi makromolekuldrnimi komplexy [7]. Lze spekulovat, zda ptes
svou SH2 doménu se miZe paxillin vdzat na fosforylovany C-termindlni tyrosin kindzy Lyn.
Nastinéna interakce by tim zabrarniovala asociaci fosforylovaného autoinhibi¢niho tyrosinu
s vnitfni SH2 doménou kindzy, ¢imZ by ji udrZovala pfechodné v aktivni form¢. Detailni
pochopeni mechanizmi, kterymi jsou regulovany ¢asné dé€je FceRI signalizace vyZaduje dalsi
studie s vyuZitim fluorescenéné zna¢enych proteinti a vysoce citliych mikroskopickych metod
jako je TIRF (total internal reflection fluorescence microscopy).

Klicovymi hraci na poli regulace polymerizace aktinu jsou malé GTPazy rodiny Rho.
JelikoZ pro ihibi€éni uc€inek aktinu v rdmci FceRI signalizace je nezbytnd jeho naslednd
polymerizace, je pravdépodobné, Ze regulace Rho GTP4z bude pfimo nebo nepiimo souviset

s pribéhem proximélnich kaskad vedoucich od FceRI.
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3. Regulace Rho GTPaz

JelikoZ existuje velmi mélo poznatki o regulaci aktivity RhoGTP4z u Zirnych bunék,
budou zde nastinény zejména obecné mechanizny zji§téné u jinych bunécnych typl s diirazem
na jejich mozné uplatnéni v FceRI signalizaci.

Vzhledem k vyraznému piisobeni na Siroké spektrum bunéénych funkci je nezbytna
jemna regulace RhoGTP4z, ktera se odehrava na vice irovnich. Rizen je pfechod mezi aktivni
a inaktivni formou, specificky je fizena jejich subceluldrni lokalizace, piipadné exprese.
Regulaci téZ zajiSt'uji mechanizmy jako je fosforylace, ubiquitinilace, St€peni kaspdsami nebo
endocytéza v kaveolosomech [21]. K plné aktivaci RhoGTP4z je mimo vazby GTP
(guanosintrifosfat) do vazebné domény pro nukleotidy vétSinou vyZadovana také asociace s
bunéénymi membrdnami. Pro naplnéni tohoto poZadavku je nutnid kooperace vice signali.
Krucidlni je ustaveni posttransla¢ni modifikace C-konce RhoGTPaz v oblasti CAAX boxu
izoprenylovou skupinou. Na cysteinovy zbytek se v endoplasmatickém retikulu véZe geranyl-
geranyl nebo farnesylova skupina. Tento mechanizmus stoji rovnéz za diferen¢ni lokalizaci
RhoGTP4z do riznych membranovych struktur v buiice. Pfikladem regulace na této trovni
muZe byt protein RhoB. S geranyl-geranyl modifikaci preferenéné asociuje s membranami
endoplasamatického retikula. Pokud ovSem nese farnesylovy zbytek, je translokovan na
plasmatickou membranu. Dalsi oblast zodpovédnd za pfesnou lokalizaci u membréany je
polybazicka sekvence aminokyselin blizko CAAX boxu. V pifipadé€ proteinti z podrodiny Rac
jsou jen malé rozdily v této oblasti zodpovédné za odli$né umisténi izoforem Racl, které sidli
v hypotetickych membranovych raftech, a Rac2, nachazejici se spiSe na povrchu endozémi.
Mimo strukturnich motivi jsou nutné dalsi signily k navedeni RhoGTPaz z cytosolu na
membrinu. Vyznamnou roli na tomto poli hraji proteiny ze skupiny RhoGDI (guanidine
nucleotide-dissociaciation inhibitor) [22].

Fosforylace specifickych aminokyselinovych zbytkti RhoGTPaz ovliviiuje interakce
s GDI, stabilitu proteinu v membridné nebo efektorové funkce. Nékteré RhoGTPazy jsou
kontrolovany fizenou degradaci na specifickych mistech v buiice. Napiiklad RhoA muZe byt
odstrafiovéno po ubiquitinilaci ligdzou Smurf1 [23]. Aktivini RhoGTPazy obsahuji v nukleotid
vazebné doméné GTP, zatimco neaktivni GDP. Prfechod mezi obéma funkénimi
konformacemi je umoZnén vnitini hydrolytickou aktivitou GTP4z. V burice je ov§em rychlost
vyménné reakce relativné nizkd a GTPazy by samy o sobé nebyly schopny reflektovat
poZadavky, které vyZaduji okamZité zmény v bunééném chovani. Aktivace a inaktivace
RhoGTP4z je indukovana fadou povrchovych receptorti zahrnujicich receptory pro cytokiny,
receptory s vnitini kindzovou aktivitou, integriny a receptory spiazené s G-proteiny (GPCRs -

G-protein coupled receptors). Pres signdly vedouci od povrchovych receptorii je pfima
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aktivace Rho zprostfedkovana proteiny GEF. Naopak proteiny GAP (GTPase-activating
protein) zvy3uji hydrolytickou aktivitu GTPaz a vedou tak k jejich inaktivaci. Mezi dalsi
regulaéni proteiny pfimo modulujici funkci GTPaz patfi GDI, které asociuji se switch
regionem a C-koncovou izoprenylovou modifikaci RhoGTP4z, ¢imz je vyvazuji do cytosolu a

udrzuji je v inaktivnim stavu (Obr.3.) [21;24].

Plasma membrane a
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Obrdzek 3.  Schéma regulace aktivity RhoGTPdz vreakci na receptorovou stimulaci.
Aktivni RhoGTPdazy obsahuji v nukleotid vazebné doméné GTP, zatimco neaktivni GDP.
Mimo vnitini hydrolytickou aktivitou GTPaz je pfechod mezi obéma funkcénimi konformacemi
zajistén dalSimi regulacni proteiny. GEF sméfuje GTPdzy do aktivni formy, zatimco GAP
podporuje hydolyzu GTP a tim deaktivaci GTPdz. Proteiny ze skupiny GDI riznymi

mechanizmy stabilizuji GTPazy v inativni formé.
(Moon S. Y., Zheng Y. (2003))

3.1 Proteiny GEF

Vysoka koncentrace volného Mg2+ v cytosolu brani spontanni vyméné GDP za GTP a
tim aktivaci RhoGTPaz. Konverze mezi inaktivnim a aktivnim stavem proto vyzaduje
pomocné GEF proteiny, které katalyzuji vyménou reakci GDP za GTP. Prvni sav¢i RhoGEF
byl identifikovan jako transformujici gen v difuznich B-lymfocytech a ozna¢en Dbl. Tento
protein obsahuje oblast homologni s ¢asti proteinu Cdc24 ze Saccharomyces cerevisiae.
Homologni region s 200 aminokyselinami vytvati Dbl homologni (DH) doménu. Vsechny

Dbl ptibuzné proteiny nesou téZ PH doménu. Dulezita je jejich vzajemnd pozice, kdy DH
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doména leZi smérem k N-konci vi¢i PH doméné€. Asociace DH domény Dbl proteinu
s RhoGTPazou prodluZuje dobu existence intermedidtu, ktery nevaZe ani nukleotid ani Mg**
slouZici jako kofaktor. V buiikdch je obecné vyssi koncentrace GTP oproti GDP, coz
umoziuje preferenc¢ni vazbu GTP do volné nukleotid vazebné domény GTPazy. PH doména
mé schopnost asociace s PdtIns(3,4,5)Ps, ktery je produktem PI3K. Aktivni PI3K tak pfivadi
Dbl proteiny na membranu. S nizkou afinitou a specifitou je PH doména Dbl proteini
schopna asociovat téZ s jinymi fosfolipidy [24]. Vazba ovSem nebyvd dostacujici ke
konstitutivni lokalizaci proteinu u membrany. Zd4 se tedy pravdépodobné, Ze na piitomnosti
GEF v blizkosti membrany se podili mimo PH také jiné domény. Piikladem muzZe byt protein
Vav, ve vysoké mife exprimovany u Zirnych bun¢k, obsahujici SH2 a SH3 domény, které
zajistuji vazbu k fosforylovanym substratim nebo adaptorovym proteinim s oblastmi
bohatymi na prolin [25]. Dbl piibuzné proteiny ptedstavuji nejvétsi rodinu RhoGEF (ptimych
aktivatort RhoGTP4z) u ¢lovéka. Dosud bylo nalezeno 69 Dbl homologi s riznou specifitou
vuci konkrétnim formam RhoGTPaz [24].

Kromé Dbl rodiny se vyskytuji téZ GEF proteiny, které neobsahuji DH a PH doménu a
jejich primarni struktura se vyrazné odliSuje od zdstupcii rodiny Dbl. Razeny jsou zde
proteiny pfibuzné Dock1 (oznacovén téZ jako Dock180) s konzervovanymi doménami DHR 1
a DHR2 [Dock(dedicator of cytokinesis) homology region 1 a 2]. Tyto motivy obsahuji ¢4sti
ARM a C2 domény, kterd je v né€kterych piipadech schopna vazat Ca®* nebo interagovat
s proteiny obsahujicimi lipidickou modifikaci [24]. SWAP70 je Dbl nepiibuznym GEF
proteinem, piestoZe obsahuje DH i PH doménu. Vzdjemna pozice téchto domén je ovSem
odliSnd od zéastupcti Dbl rodiny, coZz vede k rozdilnému funkénimu zapojeni. Exprese
SWAP70 byla dosud dokumentovana pouze u B-lymfocyti a Zirnych bunék, kde specificky
aktivuje GTPazu Rac. Pozorovand zdvislost SWAP70 na aktivit¢ PI3K je déna zifejmé
ptitomnosti PH domény ve struktufe tohoto proteinu. Soucasn¢ se ukazuje na moZzZnou
existenci pozitivni zpétné vazby mezi PI3K a SWAP70, nebott SWAP70 sdm o sobé
podporuje tvorbu PdtIns(3,4,5)P3. Podobn¢ jako Rac se SWAP70 nachazi v membranovych
strukturdch oznacovanych jako lamelipodia. [24,26]. Vyznam SWAP70 v FceRI signalizaci
byl doloZen v experimentech s Zirnymi buiikkami, které po deleci proteinu SWAP70
vykazovaly sniZenou degranulaci v reakci na stimulaci prostfednictvim FceRI. Zaroveri byla u
téchto mutantd redukovana fosforylace adaptoru LAT a aktivace kaskad zahrnujicich protein
kindzu Akt a protein p38 [26].

Ze skupiny proteinti piibuznych Dbl byl na modelu Zirnych bun¢k doposud
nejintenzivnégji studovdn Vav [2;27]. Byly popsény tfi izoformy Vavl, Vav2 a Vav3. PfiemZ

Vavl je exprimovan vyhradné v buiikdch hematopoetické linie, zatimco Vav2 a Vav3 nejsou
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specifické pro ur€ity typ bun¢k. Protein Vav obsahuje mnozstvi domén, diky kterym je
GEF aktivitou, kterd stimuluje vyménu GDP za GTP v nukleotid vazebné doméné¢ GTPaz
Rho a Rac. Stimulace aktivity proteinu Cdc42, dal§tho vyznamného zastupce rodiny
RhoGTPaz, nebyla v pfipad¢ proteinu Vav zjist€éna. Vav obsahuje rovnéZz PH doménu,
calponin homologni (CH) doménu a prolin bohatou oblast, kterd miZe asociovat s SH3
doménami jinych proteind. Na C-konci proteinu Vav se nachédzi kombinace dvou SH3 domén
sousedicich s SH2 doménou, coZ je strukturni motiv vyskytujici se u adaptorového proteinu
Grb2 [25]. Diky této komplexni struktufe miZe Vav slouZit nejen jako funkéni GEF ale téZ
jako adaptor.

Regulace aktivity proteinu Vav je zajiSténa fosforylaci, kterd stimuluje jeho aktivitu.
Mimo fosforylaci je dileZita pro jeho katalytickou funkci vedouci k aktivaci RhoGTP4z také
lokalizace v submembrinové oblasti [24]. V Zirnych burikadch se po agregaci FceRI stdvd Vav
sou¢dsti makromolekularniho signalniho komplexu formovaného v okoli transmembranového
adaptorového proteinu LAT. Zde Vav asociuje s fosforylovanymi tyrosiny na N-konci
proteinu SLP-76 a je nasledn¢ fosforylovan kindzou Syk [1;2;27]. Vav byl ustanoven jako
jeden z proteinti, ktery v Zirnych burikdch po agregaci FceRI interaguje s adaptorovym
proteinem Grb2. Zirovenl byla doloZena asociace proteinu Vav sy fetézcem FceRI
receptorového komplexu a konstitutivni spojeni s komponenty MAPK drah [27].

Vyznamnou molekulou v regulaci aktivity proteinu Vav se zda byt téZ E3 ubiquitin
ligdza c-Cbl. Krom¢ jeji hlavni funkce, tj. znaceni proteind uréenych k degradaci, slouzi c-Cbl
rovnéZ jako adaptorovy protein vaZici PI3K a zéroveni Vav. Vazba proteinu Vav na c-Cbl
umoZiiuje pravdépodobné regulaci jeho aktivity indukci proximity s PI3K a soucasné
moznosti fosforylace kindzami asociovanymi s c-Cbl. Tento pfedpoklad podporuje zjisténi, Ze
delece c-Cbl vede ke sniZeni fosforylace Vav-1. Naopak zvySeni exprese c-Cbl do oblasti
hypotetickych membrénovych raft potlacovalo fosforylaci proteinu Vav-1 [28]. Draha
vychdzejici od FceRI receptoru sméfuje ke zvySeni aktivity PI3K, coZz miZe
podporovat vyvazovéni proteinu Vav skrze svou PH doménu na plasmatickou membrénu.
Ovsem inhibice PI3K pomoci inhibitori wortmannin a L'Y294002 nem¢la vliv na fosforylaci
proteinu Vav ani na aktivitu GTPazy Rac u Zirnych bun¢k [29]. Naproti tomu studie
provedené na transformovanych fibroblastech ustanovily aktivitu PI3K nezbytnou pro
aktivaci GTPazy Rac, pfi¢emzZ se zda nutna piitomnost proteinu c-Cbl. RovnéZ byla potvrzena
pfiméd interakce s lipidovymi produkty PI3K drahy a proteinu Racl [28]. Zminéné
experimenty tak nazna€uji na vyznamné zapojeni adaptoru SLP76 v atrakci proteinu Vav do

oblasti membranovych signdlnich komplexii v Zirnych burikdch. Naproti tomu v ptipadé
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fibroblasti, které neexprimuji protein SLP76, je aktivace proteinu Vav plné zavisla na aktivité
PI3K.

Vav-1 deficientni Zirné buriky vykazovaly sniZenou degranulaci a produkci cytokind,
pfestoZe fosforylace tyrosini FceRI receptorového komplexu, kindzy Syk a adaptoru LAT
zistala nezménéna. Naopak aktivace PI3K a fosforylace PLCy1 a PLCy2 byla v nepfitomnosti
proteinu Vav vyrazn& sniZena, coZ vedlo k inhibici mobilizace Ca* skrze IP; kaskadu [30].
Vav se tedy zd4 byt nezbytny pro aktivaci PLCyl a PLCy2 v ramci FceRI signalizace.

Hlavni katalyticka aktivita proteinu Vav sméfuje k stimulaci GTP4z Rho a Rac, které
kontroluji cytoskeletdrni zmény zejména skrze aktivaci fosfatidylinositol-4-fosfat kindzy
fosforylujici fosfatidylinositol-4-fosfdt za vzniku fosfatidylinositol-4,5-bifosfatu. Ten
nésledné slouZzi jako substrdt PLC a aktivétor talinu a vinkulinu, proteini které napomahaji

v asociaci aktinového cytoskeletu s plasmatickou membranou [27].

3.2 Proteiny GAP

RhoGAP zastupuji hlavni tfidu proteinti negativné regulujicich RhoGTPazy stimulaci
jejich vnitini GTPazové aktivity. Rodina RhoGAP je definovana ptfitomnosti konzervované
RhoGAP domény v primérni sekvenci, kterd obsahuje okolo 150 aminokyselin s minimélné
20 % homologii uvniti proteinové rodiny [31]. RhoGAP doména je odlisnd od GAP moduld,
které jsou zodpovédné za regulaci jinych tiid GTPaz (RasGAP, ArfGAP, RanGAP).
Z vysledkt strukturnich studii je ale ziejmé, Ze vysledné konformacéni uspofddani GAP
domény u RhoGAP je velmi blizké motiviim vyskytujicich se u GAP domén s odlisnou
primarni sekvenci aminokyselin. RhoGAP doména interaguje se switch regionem I a II a P-
smyckou, kterou ptfedstavuje GTP vazebnd oblast RhoGTP4z. Mutagenezni studie ovSem
doloZily vyznam dalSich zbytkli nachazejicich se vné téchto domén v piimé interakci Rho a
RhoGAP.

Souc€asna data dostupna z analyzy lidského genomu naznacuji na existenci zhruba 80
RhoGAP, zatimco RhoGTPaz je u €loveka zndmo pouze 22. Nadbytek RhoGAP ukazuje na
jejich moZné specializované role v regulaci aktivity jednotlivych RhoGTP4z a vliv na jejich
specifické funkce. Aktivita RhoGAP tak musi byt dikladné fizena v ¢asovych a prostorovych
souvislostech v buiice, aby nedochazelo k nadmérnému sniZenf aktivity Rho.

Spektrum specifity RhoGAP vi¢i RhoGTPazam v piipadé€ in vitro systémi je velmi
Siroké a v burikdch miZe byt jest€ zvySeno. Diky multidoménové strutktufe vytvaii RhoGAP
interakéni platformu, na které miZe mnoho nezévislych signdlnich drah konvergovat interakci
s regulanimi motivy a pfispivat tak k jemnému fizeni aktivity RhoGAP. V ramci jednoho

proteinu byl dokumentovéan soucasny vyskyt RhoGAP domény spole¢né s RhoGEF, ArfGAP
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nebo SH2, SH3, PH a doménami. Vazba nekatalytickych motivi RhoGAP se specifickymi
lipidy s definovanym okolim naznacuje na zapojeni membranovych struktur v lokalizaci ale i
vregulaci biochemické aktivity RhoGAP. Zajimavd je pfitomnost RhoGAP domény
v proteinu p85, regula¢ni podjednotce PI3K, ktery je tak schopen interagovat s proteiny Racl
a Cdc42, ovSem bez detekovatelné GAP aktivity. Navic se ukézalo, Ze tato interakce stimuluje
aktivitu PI3K in vitro. RhoGAP doména v tomto piipad€ ziejmée slouZi spiSe jako efektor nez

jako negativni regulétor [31].

3.3 Proteiny GDI

Mimo proteiny ze skupin GAP a GEF je zndma dal$i drovern, na které mohou byt
GTPazy reguloviny. Zatim pouze pro rodiny Rho a RabGTPé4z byly nalezeny proteiny
ozna¢ené GDI. U ¢loveéka byly dosud identifikovany téi RhoGDI: obecné exprimovanid GDI1
(RhoGDI, GDIa), hematopoeticky specifickd GDI2 (Ly/D4GDI, GDIf) a GDI3 (GDly).
Nejen GDI1 ale i GDI2 se vyskytuji voln€ v cytosolu a tvofi komplexy v poméru 1:1
s RhoGTP4azami. GDI3 je asociovédna s vezikularnimi membranami a vyznacuje se tzkou
specifitou vici izoformdm RhoB a RhoG. Byly popsany tfi odliSné biochemické aktivity
RhoGDI, které ovliviiuji aktivitu RhoGTP4z.

wew s

zaroven brani vyméné reakci katalyzované GEF proteiny. GDI mohou ovSem interagovat
s aktivni, tedy GTP véZzici, formou RhoGTP4z a blokovat jak jeji vnitfni hydrolytickou
aktivitu tak proteiny GAP katalyzované rozSt€épeni GTP. Zarovenn asociace GDI stéricky
znemoziiuje pisobeni Rho na efektory. Tieti vyznamnou aktivitou je modulace cyklizace
RhoGTP4z mezi cytosolem a membrdnami. GDI udrZuje RhoGTPazy ve formé solubilnich
cytosolickych proteini formovanim vysokoafinitnich komplexi, ve kterych GDI zakryva C-
koncovou izoprenylovou modifikaci GTP4z. Tento mechanizmus vytvéii zdroj inaktivnich
GTPaz, které mohou byt v odpovédi na stimul rychle mobilizovény.

Bylo doloZeno, Ze po uvolnéni z GDI dochazi k inzerci n€kterych RhoGTPéaz do
membrény, kde jsou nédsledné aktivovidny GEF proteiny. Po inaktivaci, tedy hydrolyze GTP
na GDP, dochazi k zpétnému vyvdzani do cytosolu. Afinita RhoGTP4z pro GDI je
srovnatelnd nebo vys§i neZz vic¢i GEF a efektorim. Vysledny komplex se tak zdd byt
biologicky dosti inertni. Studie kvantifikujici mnoZstvi GDI u riiznych typt bunék prokazaly,
Ze molarni mnoZstvi GDI je rovno kvantu RhoGTPaz.

Regulace cyklizace mezi volnou a GDI vazanou formou RhoGTPaz neni pfesné

znama. Bylo nastinéno né€kolik moZnych mechanizmu. Uréitou roli v uvolnéni Rho z GDI

budou hrét proteiny souhrné oznacované jako GDF (GDI displacement factor), mezi které
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patii malé cytoskeletarni proteiny z rodiny ERM nebo tyrosin kindza Etk. Zda se, Ze jako
GDF pusobi téZ né€které biologicky vyznamné lipidy.

DulezZitym regulacnim elementem pii asociaci Rho a GDI muzZe byt fosforylace.
V nékterych piipadech vede fosforylace GDI ke zvySeni afinity vii¢i RhoGTPazém, v jinych
naopak stimuluje jejich uvolnéni. Potfeba fosforylace specifickych tyrosini RhoGDI
k zvySeni nebo sniZeni afinity vi€¢i RhoGTP4zdm nabizi moZnost jemné regulace kindzami
riznych signalnich drah. Fosforylace polybazické sekvence v blizkosti C-konce RhoGTPaz
sméfuje ve vétSin€ piipadid ke stimulaci tvorby komplexu Rho-RhoGDI a miiZe tak slouZit
jako dalsi terminaCni signdl mimo proteiny GAP. Dobie je popsdna modifikace RhoA
fosforylaci protein kinasou A, coz brani asociaci RhoA s membranou, zvySuje jeji afinitu
k RhoGDI a chréni pted degradaci. V pfipad¢ né€kterych GTPaz z rodiny Rho byla zjiSténa

nizka nebo Zadn4 afinita viaci GDI [16].

4. Adaptorové proteiny v regulaci RhoGTPaz pri FceRI signalizaci

Po agregaci FceRI dochézi u Zimych bun€k k vyznamnym morfologickym zménam,
které jsou doprovazeny reorganizaci aktinového cytoskeletu [14;17]. V transdukci signalu
z FceRlI receptorového komplexu maji krucidlni dlohu transmembrénové adaptorové proteiny
LAT a NTAL. Zapojeni téchto molekul v signdlnich drahdch vedoucich od FceRI k regulaci
RhoGTPéz, modulétorii polymerace aktinu, neni dosud pln€¢ zndmo. Pro studium funkce obou
adaptorovych proteinti byly zkonstruovany mutantni knock out kmeny mysi, které postradaji
gen kodujici tyto proteiny a byly provedeny studie fenotypu téchto mutanti [32;33]. Zaroven
jsou znadmy efekty delece tyrosind v aktivanich motivech proteinti LAT i NTAL na stimulaci
Zirnych bun€k po agregaci FceRI [34;35]. Vtomto ohledu vSak dosud schdzi detailni
morfologické studie spolu s detekci vlivu delece adaptoru na organizaci aktinu ve
stimulovanych Zirnych burikach.

V disledku fosforylace tyrosinovych motivii Syk kindzou vytvaii adaptor LAT
vazebnd mista pro rizné cytosolické adaptorové proteiny. Jednim z nich je protein Gads
(Grb2-releated adaptor protein), ktery asociuje prostfednictvim své SH3 domény s proteinem
SLP76. V utvofeném signdlnim komplexu jsou nasledné fosforylovany tfi N-koncové
tyrosiny SPL76 kindzou Syk. Struktura SLP76 navic obsahuje prolin bohatou oblast a C-
koncovou SH2 doménu a nabizi tak né€kolik interakénich motivii pro dalSi proteiny.
Fosforylované tyrosiny na pozicich 112 a 128 v blizkosti N-konce SLP76 byly ustanoveny

jako vazebné misto proteinu Vav, duleZitého reguldtoru malych GTPaz Rho a Rac [36].
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Kromé proteinu Vav asociuje s obéma tyrosiny rovnéz protein Nck (Non-catalytic region of
tyrosine kinase), zndmy svou vyznamnou ulohou v regulaci aktinového cytoskeletu (Obr. 4.).
Z vysledki experimentii ziskanych na SLP76 deficientnich Zirnych burikidch se zda, Ze
v nepfitomnosti SLP76 je FceRI signalizace alesponl z ¢asti zachovana [2]. Zbylé funkce
nezavislé na SLP76 budou zfejmé disledkem potenciace alternativni Fyn-Gab2-PI3K drihy
vedouci od FceRI nebo zapojenim jinych, dosud nepopsanych, signdlnich molekul.

Oproti adaptoru LAT vlastni NTAL aminokyselinovou sekvenci, s kterou je schopen
asociovat protein Gab2. Tato skuteCnost podtrhuje vyznam proteinu NTAL v potenciondlni
signalizaci k cytoskeletu. Adaptor Gab2 totiZ, podobné jako SLP76, vyvazuje protein Vav a
sméfuje tak signdl k aktivaci RhoGTP4z Rho a Rac. Vysledky experimentd s Gab2
deficientnimi Zirnymi burikami ukazaly na signifikantn€ niZ§i hladinu aktivniho RhoA kratce
po agregaci FceRlI, zatimco urovenn GTP4zy Rac ziistala nezménéna [37].

Prvni pfimé poznatky o moZné uloze adaptoru NTAL v regulaci aktinu pfinesla studie,
kdy indukované zmény v expresi tohoto proteinu mély za disledek vyrazné zmény v bunééné
morfologii [17]. Buiiky, u kterych bylo mnozstvi adaptoru NTAL redukovano pomoci metody
siRNA, udrZovaly v klidovém stavu vice filamentdrniho aktinu. Naopak zvySend exprese
proteinu NTAL neméla vliv na mnoZstvi F-aktinu v klidovém stavu, avSak po aktivaci skrze
FceRI byla polymerace aktinu oproti neovlivnénym bufikdm vyznamné redukovédna. Rovnéz
omezeni exprese adaptoru NTAL prosttednictvim siRNA vedlo k ¢&aste¢né inhibici
polymerace aktinu indukované agregaci FceRI. OvSem v tomto piipad¢ polymerace vychazela

¥ 2

z konstitutivné vyssi hladiny F-aktinu a pozorovany defekt v polymeraci mizZe byt zpisoben
disocia¢ni konstanty F-aktinu.

PiestoZe vyznam aktinu v regulaci degranulace Zirnych bunék byl doloZen jiz dfive
[6;7;13;14;16], tdloha proteinu NTAL pii stimulaci pomoci FceRI byla popsdna relativné
neddvno a piesnd role tohoto adaptoru v fizeni degranulace zistdvd dosud rozporuplna.
Protichtidné vysledky byly ziskany pfi studiu NTAL knock out mysi ve srovnani
s experimenty provedenymi na lidskych Zirnych burikdch a linii RBL, kde byla exprese
adaptoru NTAL redukovdna metodou siRNA [17;19;32;33]. Zajimava tedy bude studie
srovnévajici obé metody, jak knock out tak siRNA, na jednom bunééném typu. Ziroveri je
potfeba vyhodnotit u jiZ existujicich NTAL a LAT knock out mutanti buné¢nou morfologii
po stimulaci agregaci FceRI.

Soucasné poznatky naznaCuji na dv€ moZné drahy vedouci k regulaci aktinového

cytoskeletu po agregaci FceRI v zdvislosti na transmembrénovych adaptorech LAT a NTAL.
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Prvni cestou, mize byt aktivace GEF proteinu Vav v ramci signalniho komplexu uvofeného
okolo SLP76, ktery je asociovan skrze protein Gads s adaptorem LAT. Druhé potencionalni
draha zahrnuje adaptory NTAL a Gab2, rovnéZz s moznou modulaci aktivity proteinu Vav.
Rozliseni obou cest se déje ziejmé jiz v rané fazi FceRI signalizace, nebot’ fosforylace SLP76
je zavisla na kinaze Syk, naproti tomu Gab2 asociuje s NTAL po fosforylaci kinazou Fyn
[2;28]. Lepsi pochopeni propojeni obou drah by mohly pfinést mutanty postradajici jak
SLP76 tak Fyn kinézu.

Actin i

AP1 Adhesion? cytoskeleton? NFAT AP1 NF-xB |

Obrazek 4.  Signdlni komplex v okoli transmembrdnového adaptoru LAT: Aktivace kindz
po agregaci FceRI vyustuje ve fosforylaci vazebnych mist pro PLCyl, Grb2 a Gads, na
adaptoru LAT. Aktivni PLCyl $ptépi Pdtins(4,5)P; na IP3 a DAG, ¢imZ stimuluje vdpnikovou
signalizaci, protein kindzu C a podobné jako Grb2 drdhy vedouci k transkripcnim faktorim.
Adaptor Gads navddi k membradné protein SLP76, kolem kterého se formuje komplex
zahrnujici proteiny signalizujici k cytoskeletu Transmebrdnovy adaptor LAT tak predstavuje
interakéni platformu pro proteiny zahrnuté v transdukci signdlu ovliviujict Sirokou paletu

bunécnych funkci.

ADAP - adhesion and degranulation promoting adapter protein, WASP - Wiskott-Aldrich

syndrome protein

(Horejsi (2004))
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Dal§im eventudlnim kandid4tem pfispivajicim k regulaci aktinového cytoskeletu se
zdd byt SWAP70, ktery je ve velké mife exprimovan v Zirnych buiikdch. Pro aktivaci
SWAP70 je nezbytnd pfitomnost PH domény ve vnitini struktufe proteinu, kterd zajistuje
vazbu na produkty enzymatické ¢innosti PI3K. Zaroveri aktivni SWAP70 podporuje tvorbu
PdtIns(3,4,5)P3, coZ naznaCuje na moZnou pozitvni zpétnou vazbu smérem k PI3K. SWAP70
obsahuje rovnéz DH doménu, pomoci které interaguje s RnoGTP4zou Rac [25]. Zimé buriky
s deficienci v proteinu SWAP70 vykazovaly sniZenou schopnost degranulace v zivislosti na
agregaci FceRI [27]. Ovlivnéni aktinu skrze SWAP70 bylo doloZeno pfi aktivaci Zirnych
bunék indukovanou dimerizaci c-Kit receptoru pro rustovy faktor kmenovych bunek (SCF -
stem cell factor), kdy byla u SWAP70 knock out mutantd pozorovina zvySena polymerace
aktinu spolu s tvorbou netypickych morfologickych utvari pfipominajicich filopodia [38].
Vliv delece SWAP70 na regulaci aktinu v rdmci FceRI signalizace zatim nebyl popsan. Je
oviem mozné, Ze diky zapojeni redundantnich drah budou mutantni buriky postradat
detekovatelny fenotyp. V takovéto situaci mohou byt vychodiskem metody sledujici
vzdjemné protein-protein interakce, bud'to na umélych konstruktech (dvoj- a trojhybridni
kvasinkové systémy) nebo piimo v Zivych buiikdch pomoci FRET (flourescence resonance

emission transfer).
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5. Zaveér

Zimé buiiky maji nezastupitelnou roli v imunitnim systému. V reakci na vn&jsi stimul
jsou schopny uvolnit obsah cytoplasmatickych granuli a stimulovat tak sled dalSich
imunologicky a fyziologicky vyznamnych dé&ji. Nejvice studovanym receptorem v aktivaci
zimych bunék je FceRI. PiestoZe signalni kaskddy vedouci od antigen-IgE-FceRI komplexu
jsou jiZz dlouhou dobu intenzivné studovany, stdle zlstavaji n€které nezodpovézené otdzky,
zejména pak zapojeni cytoskeletarnich struktur v regula¢nich procesech.

V fizeni FceRI signalizace méd velky vyznam kortikalni F-aktin. Studie vyuZivajici
latrunculin a cytochalasin, inhibitory polymerace aktinu, odalily jeho negativni ptisobeni na
casné faze signalizace po agregaci FceRI komplexu [6;7;13]. Dosud vSak neni zcela jasna
pfi¢ina tohoto fenoménu. Bez vysvétleni zistavaji téZ pozorovani, kdy naruSeni struktury
aktinovych filament vedlo ke zvySeni fosforylace receptorovych podjednotek, vyustujici
v degranulaci [13;14].

JelikoZz kindza Lyn se pfimo ucastni primarni faze fosforylace FceRI, zdilo se
pravdépodobné jeji zapojeni v tomto procesu. Pozdéji se ov§em ukazalo, Ze vyssi fosforylaci
receptoru nedoprovazi zména v asociaci Lyn s FceRI ani rozdily v jeji katalytické aktivité
[7;14]). SniZeni uCinku fosfatdz rovnéZ nebylo prokdzano. Komplexnost regula¢nich
mechanizmi FceRI signalizace dale podtrhuje zvySend aktivita Csk kindzy, negativniho
reguldtoru Src kindz, prekvapive korelujici s vys$si fosforylaci FceRI a Syk [14].

Skrze potenciondlni stabilizaci aktivni konformace Src kindz mohou byt v udrZzovani
lokédlné vyssi aktivity kindzy Lyn pfimo nebo nepifimo zapojeny téZ malé cytoskeletarni
proteiny z rodiny ERM [7]. Tato moZnost ov§em byla pouze nepfimo nastinéna a jeji ovéteni
si vyZaduje dalsi studie. V feSeni tohoto problému by bylo vyhodné vyuZit fluorescenéné
znacenych proteini a vysoce citlivych mikroskopickych metod jako je TIRF.

Pro negativni plisobeni F-aktinu na degranulaci Zirnych bun¢k se zd4 byt nezbytna
jeho schopnost polymerace v ndvaznosti na agregaci FceRI [14]. Skrze aktin vazebné proteiny
se zdaji byt n€které transmembranové proteiny propojeny s cytoskeletdrnimi strukturami
[9;10]. Po agregaci FceRI recetorového komplexu navic dochdzi k zméndm ve strukture
kortikdniho aktinu a tvorbé membranovych signdlnich domén s definovanym proteinovym
sloZenim [5]. Nabizi se tedy model, kdy redistribuce aktinovych filament vede k diferen¢ni
translokaci signalnich domén, coz smétuje ve vysledku k potlaceni signdlu generovaného

FceRI komplexem. Tuto hypotézu potvzuje pozorovani, kdy piesun FceRI z téchto domén

vedl k vyssi citlivosti vaci u€¢inkam fosfatéz [6].
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Mimo své regulaéni funkce se aktin zarovei stava jednim z efektorti signdli vedoucich
od FceRI receptorového komlexu a kromé stimulace degranulace vede agregace FceRI také
ke znaénym zméndm v morfologii Zirnych bun€k [17]. Pifesto zlstdvd dosud velmi sporé
pochopeni mechanizmi FceRI signalizace k aktinovému cytoskeletu.

K hlavnim reguldtorim aktinového cytoskeletu patii zastupci rodiny malych GTPaz
Rho [21]. Zmény v mnoZstvi polymerniho aktinu a jeho distribuci po agregaci FceRI tak
budou pravdépodobné souviset s ovlivnénim aktivity Rho GTP4z. V soucastnosti neni zndma
pfesné draha vedouci od FceRI k GTP4zdm Rho. S ohledem na regulaci jejich aktivace byl na
modelu Zimych bun€k doposud nejintenzivnéji studovdn protein Vav, ktery katalyzuje
vyménou reakci GDP za GTP v nukleotid vazebné doméné¢ GTP4z Rho a Rac, ¢imzZ stimuluje
jejich aktivaci [2;27].

Ve studiu zapojeni proteinu Vav v FceRI signalizaci by mohly byt uZiteCnym
néstrojem toxiny bakterii rodu Clostridium, které inhibuji aktivitu Rho GTPaz [21].
Mechanizmy jejich piisobeni a specifita vi¢i zdstupcim rodiny Rho je ov§em riizn4, a proto je
dilezité dbat na volbu vhodnych inhibitord.

V posledni dobé se ukazuje dileZita uloha transmembranovych adaptorovych proteini
LAT a NTAL v FceRI signalizaci Zirnych buné€k [18;32;33;34]. Stile vSak neni zcela jasné
zastoupeni konkrétnich proteind v signdlnich komplexech, které jsou v disledku fosforylace
vytvafeny v okoli obou adaptori. Jednim z dosud zndmych proteint, vaZicich se skrze
fosforylovany adaptor SLP76 na LAT, je pravé Vav. Vrdmci komplexu okolo proteinu
NTAL se nabizi potenciondlni interakce proteinu Vav s adaptorem Gab2 [2;27]. Fosforylace
SLP76 je zprostiedkovdna Syk kindzou, naproti tomu asociace Gab2 s NTAL vyZaduje
aktivni Fyn kindzu. RozliSeni vyznamu jednotlivych drah by mohly poskytnout mutanty
defektni v expresi SLP76 a Fyn kinazy zérover.

Adaptor NTAL kompetuje s adaptorem LAT o urcitou frakci vazebnych substratq,
¢imz prispivd k negativni regulaci FceRI signalizace. Proto bunétny fenotyp zjiStény ve
studiich, kde byl NTAL deletovdn nebo byla sniZzena jeho exprese, lze pfisoudit potenciaci
fosforylace specifickych tyrosinii adaptoru LAT a zvySené asociaci proteinli signdlniho
komplexu, ktery se v jeho okoli nésledné vytvaii [32;33].

Je velmi pravdépodobné, Ze mnohé proteiny zahrnuté v t€chto komplexech asociuji
neptimo, prostfednictvim dal§ich adaptort, piipadné dochazi ke kooperativnim interakcim.
Z toho diivodu miZe byt problematickad vzdjmna izolace vSech proteinti signdlniho komplexu
standardni imunoprecipitaci. Pro detekci asociace dal§ich proteind v signdlnich komplexech

by v tomto ptfipadé bylo vhodné pfipravit konstrukty, které by obsahovaly spefické domény
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proteinl, potencidlné¢ piitomnych vkomplexech, a sledovat jejich koprecipitaci
s adaptorovymi proteiny LAT a NTAL. Ptipadné lze vyuZit metod sledujicich vzdjemné
protein-protein interakce in vitro modelovanim (dvoj- a trojhybridni systémy) nebo

vytvofenim zna€enych proteint in vivo a detekci FRET.
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Seznam zkratek

ADAP - adhesion and degranulation promoting adapter protein
Btk - Burtonova kinaza

CH - calponin homologni

CHO - Chinese hamster ovary fibroblasts

Csk — C-termindlni Src kinaza

DAG - diacylglycerol

DH - Dbl homologni

DHR1 - Dock(dedicator of cytokinesis) homology region 1
DHR?2 - Dock(dedicator of cytokinesis) homology region 2
EBP50 - ezrin/radixin/moesin-binding phosphoprotein of 50 kDa
ERM - ezrin/radixin/moesin”

F-aktin - filamentérni aktin

FceRI — vysoko-afinitni receptor pro IgE

FcyRIIB - inhibi¢ni receptor pro IgG

FRET - flourescence resonance emission transfer

Gab2 - Grb2 associated binder 2

Gads - Grb2-releated adaptor protein

GAP - GTPase-activating protein

GDI - guanidine nucleotide-dissociaciation inhibitor

GDP - guanosindifosfat

GDF - GDI displacement factor

GEF - guanine nucleotide exchange factors

GPI - glykosylfosfatidylinositol

GPCRs - G-protein coupled receptors

Grb2 - Growth factor receptor binder 2

GTP - guanosintrifosfat
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IgE — imunoglobulin E

IgG - imunoglobulin G

IP; - inositol-3,4,5-trifosfat

ITAM - imunoreceptorovy tyrosin aktivaéni motiv

LAT - Linker for activation of T cells

Nck - Non-catalytic region of tyrosine kinase

NTAL - Non-T cells activation linker

PAG - Phosphoprotein associated with glycosphingolipid-enriched microdomains
PdtIns(3,4,5)Ps - fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfét

PdtIns(4,5)P; - fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PH - plecstrin homologni

PI3K - fosfatidylinositol-3 kindza

PLCy1 - phospholipase Cy1

PLCy2 -phospholipase Cy2

SCF - stem cell factor

SH2 - Src homologni 2

SH3 - Src homologni 3

SHIP1 - Src homology 2 domain-containing inositol 5-phosphatase
SHP-2 - Src homology 2 domain-containing phosphotyrosine phosphatase
SLP76 - SH2 domain-containing leukocyte protein of 76kD

TIRF - total internal reflection fluorescence microscopy

TLR - Toll like receptor

WASP - Wiskott-Aldrich syndrome protein
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