ABSTRACT (C2)

Tato disertacni prace je zaméiena na dva dilezité regulatory signalizace zirnych bunck.
Prvnim z nich je komplex vysoce afinniho receptoru pro imunoglobulin E (IgE) (FceRI), ktery se
podili na ziskanych (adaptivnich) imunitnich odpovédi a druhy je stromalni interakéni molekula 1
(STIM1), ktera monitoruje hladiny vapniku v endoplasmickém retikulu (ER) a po uvolnéni Ca** z ER
se podili na otevieni vapnikovym uvolnénim aktivovanych vapnikovych (CRAC) kanalu.

I kdyzZ je struktura FceRI znama jiz mnoho let a byla popsana fada molekul asociovanych s
timto receptorem, pfesny molekularni mechanismus zahajeni a ukonceni FceRI signalizace ziistava
nejasny. V této studii jsme vyhodnotili dosavadni poznatky o molekularnich mechanismech iniciace
fosforylace FceRI s diirazem na nové popsany model, podle kterého vzajemné interakce mezi protein
tyrosin fosfatdzami (PTPs) a protein tyrosin kindzami (PTKs) nastavi prah tyrosinové fosforylace
FceRI (PTK-PTP interakéni model). Dale jsme rozsitili poznatky tykajici se topografie fosfatiz
citlivych k oxidaci po stimulaci FceRI v ramci klastrii transmembralnich adaptorovych proteint: T
buiiky neaktivujici ,linker (NTAL) a ,,linker* aktivovanych T lymfocytt (LAT).

Zirné buiiky ptivodem z kostni diené (BMMC) jsme pouzili jako modelovy systém pro ziskani
novych poznatkli o vzajemné lokalizaci STIM1 s mikrotubulovymi filamenty a pohybu STIMI1
zavislém na pohybu mikrotubulii, ktery reflektoval pfimou komunikaci mezi STIM1 a proteinem
sledujicim plus-konce mikrotubulti, EB1. Abychom urcili, zda STIMI1 reguluje organizaci
mikrotubulll v zavislosti na vapniku pfipravili jsme BMMCs se snizenou expresi STIM1. V souladu
s oCekavanim jsme zjistili, Ze bunky se snizenou expresi STIM1 maji po aktivaci naruSenou
vapnikovou signalizaci, a Ze de-novo reorganizace mikrotubulli byla inhibovana. Piekvapiveé, v
bunkach ovlivnénych inhibitorem polymerace mikrotubuli (nocodazolem) nebyla narusena
translokace STIM1 do oblasti piiblizeni ER/plazmatické membrany a aktivace CRAC kanalii nebyla
narusena. Vzajemna interakce mezi mikrotubuly a STIMI1 byla detailné analyzovéana sledovanim zmén
v reorganizaci mikrotubult BMMCs po jejich aktivaci riznymi podnéty (antigenem, thapsigarginem
nebo pervanadatem). Aktivace bun€k pfisedlych ptes fibronektin na podlozni sklicka vedla k tvorbé
mikrotubulovych vy¢nélkl. Tento doposud neznamy fenotyp zirnych bunck vyzadoval integrinovou
kostimulaci. Pfitomnost STIM1 ve vycnélcich naznacuje, ze lokalni vapnikova signalizace mtze hrat
roli pfi tvorbé mikrotubulovych vybézka.

Vyznamné usili bylo také zaméfeno na pfipravu novych monoklondlnich a polyklonalnich
protilatek proti STIM1 a vyvoji novych polymerazovych fetézovych reakénich (PCR) smési vhodnych
pro amplifikaci DNA fragmentt z krve anebo GC-bohatych templati. Vystupy z téchto projektt jsou
bud’ komeréné dostupné produkty (anti-STIM1 monoklonalni protilatka), nebo jsou v procesu piipravy

pro komercni vyuziti (nové kvantitativni PCR smési).



