2 ABSTRAKT (CZ)

Tato disertacni prace je zaméfena piedev§im na pochopeni regulaéni ulohy C-
terminalni Src kinazy (CSK) a proteinu asociovaného s mikrodoménami bohatymi na
glykosfingolipidy (PAG) v FceRI zprostfedkované signalizaci mysich zirnych bunék.
FceRI aktivace je zahdjena agregaci receptoru komplexem multivalentniho antigenu
s IgE a néslednou aktivaci protein tyrozin kindz, protein tyrozin fosfataz a dalSich
molekul signalni transdukce. Signalizacni déje vedou k degranulaci zirnych bun¢k a
uvolnéni prozanétlivych mediatort zodpovédnych za vznik alergickych onemocnéni.
Poznani funkce kli¢ovych regula¢nich molekul, které kontroluji FceRI
zprosttedkovanou aktivaci, degranulaci a cytokinovou produkci zirnych bunék, mize
mit terapeuticky dopad.

CSK je hlavnim negativnim regulatorem protein tyrozin kindz z rodiny Src (SFK),
které hraji kritickou ulohu v riznych imunoreceptorovych déjich. Funkce CSK v
zirnych bunkach vSak neni zcela objasnéna. Pfedpoklada se, ze CSK lokalizovana v
cytoplazmé je translokovana do blizkosti membranové vazanych SFK s vyuzitim
membranovych adaptorovych proteinli a PAG byl hlavnim kandidatem. Pro urceni
ulohy proteini CSK a PAG v FceRI signalizaci jsme jako model pouzili zirné bunky
odvozené z kostni dien¢ (BMMC) mysi divokého typu nebo mysi deficientnich
v proteinu PAG (PAG-KO) nebo mysi se snizenou expresi CSK (CSK-KD) nebo se
sniZzenou expresi obou téchto proteinli (CSK-KD/PAG-KO). Konkrétné jsme ukazali,
ze antigenem aktivované builky s CSK-KD vykazuji vyznamné vysSi degranulaci,
vapnikovou odpovéd’ a chemotaxi. Piekvapiveé, PAG mél v téchto déjich opa¢nou tilohu
a bunky sCSK-KD, stejn¢ jako PAG-KO, vykazovaly naruSenou fosforylaci
transkripéniho faktoru STATS. To bylo pravdépodobné zplsobeno zvySenou
enzymatickou aktivitou fosfatdzy SHP-1, ¢imz dochazelo k inhibici produkce
prozanétlivych cytokinii a chemokint. NaSe vysledky také ukazaly odlisné zapojeni
adaptorovych proteinit LAT a NTAL v CSK- nebo PAG-zavislé signalizaci BMMC.
Ziskané vysledky podporuji hypotézu, ze se CSK vaze nejenom na PAG, ale také na
jiné adaptorové proteiny, které mohou fungovat 1épe nez PAG pro lokalizaci CSK v
blizkosti SFK, a tim efektivnéji prispét k jejich inaktivaci. Na zakladé¢ téchto vysledki
jsme navrhli novy model souhry proteinti CSK a PAG v signalizaci Zirnych bunék.

Protoze tyto studie vyzadovaly citlivou detekci raznych cytokinii uvolnénych
z zirnych bunék nebo jimi spotfebovavanych, byla ¢ast prace vénovana vyvoji takové
metody. Ve spolupraci s dal§imi laboratofemi, jsme tuto metodu, nazvanou nano-iPCR,
pouzili pro detekci klinicky vyznamnych reportéri v mozkomisnim moku pacientli a
srovnali ji s béZnymi imunotesty vyuzivajici enzymové znacené komplexy antigen-
protilatka ukotvené na pevnych nosi¢ich (ELISAs).

Tuto metodu jsme také pouzili pro urceni ulohy ORMDL3 proteinu v signalizaci
zirnych bunék. Klicovym zjisténim bylo, Ze ORMDLS3 je negativni regulator produkce
prozanétlivych cytokini, pies AKT- NF-kB fizenou signalni drahu. Nase vysledky také
ukazaly, Ze chemotaxe Zirnych buné¢k je regulovana proteiny ORMDL3 a CD9. Déle
jsme zkoumali vliv bézné pouzivaného rozpoustédla etanolu a latky odstranujici
membranovy cholesterol, methyl-f-cyclodextrinu, na FceRI signalizaci. Nase vysledky
ukazaly, ze etanol inhibuje funkci FceRI signalozomu, a ze cholesterol zde hraje
nezastupitelnou ulohu. Tyto vysledky jsme potvrdili na mysich in vivo s vyuzitim testu
pasivni kozni anafylaxe.



