ABSTRACT (CZ)

Tato dizertacni prace se zaméfuje predev§sim na pochopeni regulacnich uloh
transmembranovych adaptorovych proteint NTAL (,,non-T cell activation linker*) a PAG
(,,phosphoprotein associated with glycosphingolipid-enriched microdomains®) v aktivaci
mysSich Zirnych bunék. V odborné literatute existuji protikladné studie o tiloze proteinu NTAL
v aktivaéni draze vysoce afinniho receptoru pro imunoglobulin E (IgE) (FceRI). Studie
provadeéné na zirnych bunkach pripravenych z mysi s genovym knockoutem NTALu naznacuji,
ze NTAL je negativni regulator FceRI signalizace, zatimco experimenty provedené na lidskych
zirnych bunkach a bunkach bazofilni leukemie potkana s potlacenou expresi proteinu NTAL
mu piipisuji pozitivni regula¢ni roli.

Abychom pochopili zapojeni proteinu NTAL v FceRI zprostfedkované signalizaci v mySich
zirnych bunkdch a ur¢ili, zda rizné metodiky delece NTALu maji rizné fyziologické nésledky,
pouzili jsme Siroké spektrum testli. Jako model jsme pouzili Zirné buniky odvozené z kostni
diené¢ (BMMC) a pftipravili jsme BMMC z mys$i NTAL divokého typu (,,wild type®) a mysi
s genovym knockoutem NTALu. Pomoci lentivirovych vektort jsme transdukovali ¢ast bunék
divokého typu vektorem nesoucim NTAL shRNA (,,short hairpin RNA*) pro generovani bunék
s potlacenou expresi NTALu (,,knockdown*) nebo prdzdnym vektorem pro ptipravu negativni
kontroly. Srovnani vSech ¢tyt skupin pfipravenych buné€k v nasich testech ukazalo, Ze oba typy
NTAL-deficitnich BMMC vykazovaly zvySenou degranulaci, mobilizaci vapniku, chemotaxi,
fosforylaci tyrosinu molekul LAT (,,linker for activation of T cells*) a ERK a depolymeraci
filamentarniho aktinu. Tyto vysledky prokazuji, ze NTAL je negativni regulator FceRI
zprostfedkovanych aktivaénich déji v mySich BMMC a to nezavisle na pfipadnych
kompenzacnich mechanizmech béhem vyvoje.

Abychom ziskali dal$i pohled na navazujici signalizacni déje souvisejici s proteinem NTAL,
zabyvali jsme se transkripnimi profily ziskanymi z aktivovanych a neaktivovanych vSech Ctyt
typt pripravenych BMMCs. Prosttednictvim transkripéni analyzy jsme identifikovali nékolik
gent, které byly rozdilné regulované v neaktivovanych a antigenem aktivovanych kontrolnich
a NTAL-deficitnich bunkach. Dalsi rozbor ukazal, ze se ¢ast téchto gentli ucastni regulace déju
zavislych na cholesterolu v chemotaxi zprosttedkované antigenem. Ziskanad data naznacuji
multiregulacni Glohu proteinu NTAL v genové expresi a fyziologii zirnych bunék.

Déle jsme ukazali, ze transmembranovy adaptorovy protein PAG ma pozitivni 1 negativni
regulacni ulohu pfi aktivaci zirnych bunék v zavislosti na regulované signaliza¢ni draze.
Protoze obé¢ studie vyzadovaly provedeni fady analyz genové exprese pomoci kvantitativni
polymerazové fetézové reakce (QPCR), ¢ast experimentl byla vénovana také vyvoji novych
reakénich smési (tzv. master mixll) s akcentem na amplifikaci obtizné amplifikovatelnych
fragmentlh DNA. Zjistili jsme, Ze zdsadniho zlepSeni 1ze dosdhnout u smési s piidavkem 1 M
1,2-propandiolu a 0,2 M trehal6zy. Tato reakéni smés je nyni komeréné dostupna.

Na zavér jsme provedli recenzi novych ptistupti k potlaceni onemocnéni zprostiedkovanych
zirnymi buiikami nebo s nimi souvisejicimi patologiemi. Hlavnim zaméfenim byly nedavno
vyvinuté inhibitory intracelularnich signdlnich drah a jejich vyznam pro klinické studie.



