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Abstrakt

Aktivacia zirnych buniek cez vysoko-afinitny IgE receptor (FceRI) je povazovana za
kI'agovi v alergickej zapalovej odpovedi. Studie dokazuji, Ze existuja aj iné povrchové
receptory, ktoré mozu vyrazne ovplyviovat’ buneéni degranuldciu. Vizba ,,stem cell factor
(SCF) na c-Kit receptor posiliiuje mieru FceRI sprostredkovanej degranuldcie. Hlavné
inicia¢né signalne kroky indukované agregaciou FceRI st aktivacia protein tyrozin kindz Src
rodiny (Lyn a Fyn) a Syk kinazy, rychla tyrozin fosforylacia samotného receptoru a nasledna
fosforylacia Struktirne podobnych adaptorovych proteinov NTAL (non-T-cell activation
linker) a LAT (linker for activation of T cells). Prekvapivo, SCF sprostredkovana c-Kit
aktivécia v l'udskych Zirnych bunkach indukuje fosforyldciu NTAL proteinu ale LAT proteinu
nie. Predpoklada sa, Ze NTAL je dolezity spojovnik medzi FceRI a c-Kit signalnymi drahami
a teda prispieva k regulacii degranulacie zirnych buniek. V tejto praci je diskutovana uloha
NTAL proteinu v signalizacii zirnych buniek cez FceRI a c-Kit receptor na zaklade
publikovanych aj nepublikovanych vysledkov. Z tychto dat plynie, Ze NTAL ma
komplexnejsiu ulohu, ako sa pdvodne predpokladalo a na objasnenie jeho funkcie v Zirnych

bunkach su potrebné este d’alsie studie.



Abstrakt

Mast cell activation mediated by the high-affinity IgE receptor (FceRI) is considered to be a
key event in the allergic inflammatory responses. Recent studies showed that there are some
other surface receptors that might also markedly influence mast cells degranulation. Thus,
binding of stem cell factor (SCF) to c-Kit receptor potentiates the rate of FceRI-mediated
degranulation. One of the major initial signaling events induced by FceRI aggregation is
activation of Src family protein tyrosine kinases (Lyn and Fyn) and Syk kinase, rapid tyrosine
phosphorylation of the receptor itself, followed by phosphorylation of the structurally similar
adaptor proteins, NTAL (non-T-cell activation linker) and LAT (linker for activation of T
cells). Interestingly, c-Kit triggering by SCF in human mast cells led to phosphorylation of
NTAL but not LAT. It has been suggested that NTAL is an important link between the
signaling pathways that are initiated by both FceRI and c-Kit and thus contributing to
regulation of mast cell degranulation. In this work the role of NTAL in mast cell signaling
through FceRI and c-Kit is critically evaluated based on published as well as unpublished
results. The combined data indicate that NTAL has more complex role than previously

thought and that other studies are required to elucidate its role in various functions of mast.

Klacové slova

NTAL, LAT, FceRI, SCF, c-Kit, aktivacia, degranulacia, PI3K, Lyn, Fyn



1. Uvod

1.1 Aktivacia zirnych buniek

Zirne bunky (mastocyty), bunky imunitného systému, prvykrat popisal Paul Ehrlich v roku
1879 ako bunky spojivového tkaniva. Nazval ich ,,mastzellen” vd’aka ndpadnym granuldm,
ktoré obsahovali. Nazdaval sa, Ze je v nich fagocytovany tuk z potravy. Casom sa zistilo, Ze
maji spolu s bazofilmi vyznamnu ulohu pri alergickych reakcidch sprostredkovanych

protilatkami - imunoglobulinom E (IgE) a v obrane proti parazitom.

Zirne bunky patria medzi bazofilné granulocyty. Vznikaju a vyvijaju sa v kostnej dreni
z pluripotentnych buniek. K ich diferenciacii dochaddza pod vplyvom T lymfocytov, ktoré
produkuju rastovy faktor interleukin 3 (IL-3). Svoj vyvoj vSak dokoncia az v tkanivach, kde
sa zmenia na efektorové bunky za pomoci antigen prezentujucich buniek. Nachadzaju sa
hlavne na strategickych miestach ako si vetvenie ciev a steny dutych organov. Existuju
taktiez sliznicové a kozné podtypy zirnych buniek. Samotny IL-3 ale pre uplné dozretie
zirnych buniek nie je postacujuci. Treba k tomu d’alsi rastovy faktor — ,,stem cell factor/mast
cell growth factor (SCF/MCGF), ktory interaguje s receptorom c-Kit na povrchu Zirnych
buniek. Pocas diferenciacie dochddza taktiez ktvorbe IgE receptorov - FceRI, ktoré
sprostredkovavaju aktivaciu zirnych buniek. Membranové receptory FceRI a c-Kit su teda

jednymi z najskimanejSich receptorov zacastnujucich sa na aktivacii zirnych buniek.

Skoré aktivacné Stddium zirnych buniek zahffia zvySent aktivitu Lyn a Syk kinaz,
fosforylaciu tyrozinov subjednotiek vysokoafinitného IgE receptoru a polymerizaciu
monomérneho G-aktinu na filamentarny F-aktin. Aktivacia zirnych buniek vedie k uvol'neniu
dolezitych mediatorov alergickych reakcii ako histamin, heparin, serotonin, tryptaza,
chymaza, chondroitin sulfat, cytokininy - interleukiny a ,tumor necrosis factor (TNF)
a d’alSie zapalové mediatory. Ich uvolnenie ma obrannu funkciu, ako napriklad zvySenie
lokalneho prekrvenia a zvySenie priepustnosti cievnych stien (hlavne u¢inkom histaminu), ¢o
ma za nasledok l'ahs$i prienik buniek a humoralnych faktorov imunitného systému do miesta
kontaktu s antigenom. Histamin je taktieZ zodpovedny za hlavné priznaky alergie ako st
nadcha, astma, opuch, vysypka alebo hnacka. Pdsobenie vicSieho mnoZzstva histaminu na

organizmus moze dokonca vyvolat’ anafylakticky Sok veduci az k smirti.



2. c-kit receptor

2.1 Proteinkinazy (PK)

c-Kit receptor patri do rodiny proteinkinaz, konkrétne medzi tyrozin kinazy (sposobuju
fosforylaciu aminokyseliny tyrozinu). Proteinkinazy st enzymy hrajuce dolezitu ulohu takmer
vo vsetkych oblastiach bune¢nej bioldgie, hlavne v procesoch aktivacie buniek, ich rastu a
diferenciécii. Poruchy ich funkcie teda vedu k zdvaznym ochoreniam organizmu. PK svojou
aktivitou reguluji apoptézu, bunecny cyklus, Struktirne zmeny cytoskeletu, diferenciaciu,
vyvoj, transkripciu, funkciu nervového systému a imunitni odpoved’. Funkcia PK je zavisla
na ligandoch, viazucich sa na regulacné podjednotky. Aktivita PK je regulovand kofaktormi,

aktivaénymi aj inhibi¢énymi proteinmi, pripadne autofosforylaciou.

Ulohou PK je prenos fosfatovej skupiny z molekuly ATP (adenozintrifosfat) na $pecifické
aminokyseliny proteinov. Podl'a toho, ktord aminokyselina sa fosforyluje, sa delia na protein
serin/threonin kinazy (ako su napr. MAP kinaza, CaM kindza alebo rodina Polo kinadz
dolezitych v diferenciécii a proliferacii) a protein tyrozin kinazy zvané tiez receptor tyrozin
kindzy (RTK), kam patria okrem c-Kit receptoru aj Src, Syk a Lyn kindzy a mnohé d’alSie.
Protein kin4dzové rodina je druhou najvacSou enzymovou rodinou (po protedzach) a patri do
nej vySe 500 molekul. Deli sa na 20 Struktirnych podrodin, ku ktorym su priradené prislusné
rodiny proteinovych ligandov. c-Kit patri do rodiny PDGFR (platelet-derived growth factor
receptor), ktora sa znaci aj poradovym c¢islom III. Je charakterizovand pritomnostiou piatich
extracelularnych ,,imunoglobulinu podobnych® domén nachadzajicich sa v extracelularnej

¢asti a dvojdielnou intracelularnou tyrozin kindzovou doménou.

Po naviazani ligandu d6jde ku konformac¢nej zmene receptora, ¢o umozni dimerizaciu RTK
a ndslednu autofosforylaciu tyrozinovych zbytkov intracelularnej domény. Pricom doména
jedného receptoru z diméru RTK nakriz fosforyluje doménu druhého receptora a naopak.
K tomu vsak doéjde len v pripade, ak su obidva monoméry plne funkéné. Ak je jeden z nich
nefunkény, neddjde k aktivacii (autofosforylacii) RKT. Tato vlastnost’ tyrozin kindz sa
vyuziva pri ich cielenej inhibicii. Pouziva sa na to Specidlne upravend DNA
(deoxyribonukleova kyselina), ktora nesie mutaciu v géne pre RTK. Takto upravend DNA sa
vnesie do bunky pomocou metdod génového prenosu (transfekcia). Tyrozin kinazy tychto

buniek su sice schopné dimerizacie ale k ich aktivacii uz nedochadza.



Autofosforylaciou dojde k stabilizacii vizobnych miest pre intracelularne signalne molekuly
a teda k iniciacii a naslednému prenosu intraceluldrneho signalu vd’aka d’alSim adaptorovym
proteinom. Autofosforylacia cytozolickej domény RTK prispieva k aktivacii receptoru dvomi
sposobmi. Zatial’ ¢o fosforylacia v tyrozin kindzovej doméne zvysuje kindzovu aktivitu RTK,
fosforylacia tyrozinov mimo kinazovii doménu vytvori vysoko afinitné vdzobné miesta pre
mnozstvo adaptorovych proteinov, ktoré prenasaju signal d’alej. Tieto signalne proteiny sa ale
neviaZu na jedno a to isté miesto aktivovaného receptoru. Jednotlivé typy proteinov sa viazu
na rozne fosfotyroziny vdaka svojim Specifickym fosfotyrozin vdzobnym doménam, ktoré
rozpoznavaju okrem fosfotyrozinu aj okoliti Struktiru peptidového retazca RTK. Su dve
moznosti ,,aktivacie adaptorovych proteinov. Bud’ po naviazani na RTK dochadza k
fosforylacii v mieste tyrozinu a tym ddjde kich ,aktivéacii®, alebo je na ich ,aktivaciu®
postacujuca samotnd vdzba proteinu na receptor. Aurofosforylacia teda sluzi ako ,,prepinac*
na spustenie konkrétnej signalnej drdhy z mnozstva potencidlnych drah (cez prislusné

adaptorové proteiny) podl'a momentalnej potreby bunky (obrazok 1.).

Extracelularny priestor

Cytozol )
Adaptorove proteiny vIaZuce sa na

fozforylované tyroziny

Aktivovana RTH (dimer)

Obrazok 1.
Vizba adaptorovych proteinov na rozne fosfotyroziny aktivovanej RTK

( prevzaté a upravené z Molecular biology of the cell — Alberts)



2.2 Funkcia, struktura a dimerizacia c-Kitu

Kit gén ako prvy popisal Besmer ako virovy onkogén (v-Kit) macacieho sarkoma virusu

H24-FeSV (1). Podla toho dostal aj svoje pomenovanie (Kit — maciatko z ktorého bol
izolovany). Neskor sa ale ukazalo, ze ide o protoonkogén c-Kit a ze v-Kit vznikol
transdukciou a odstrihnutim N-termindlnej sekvencie, ktord zahffia extraceluldrnu aj
transmembranovu domému, ako aj okolo 50 aminokyselin z C-konca c-kitu (2). Gén pre
c-Kit receptor sa nachadza na 4. chromozéme (4ql1-q12) a je kodovany W lokusom (whitte
spotting locus), zatial¢o Kit ligand (SCF) je kodovany Sl lokusom (steel locus)

nachddzajicom sa na 10. chromozéme (3;4).

Kit receptor sa nachadza okrem zirnych buniek aj na melanocytoch, pohlavnych bunkach
a kmeniovych bunkach. Jeho funkcia sa uplatiiuje hlavne pri vyvoji tychto buniek. Ma vplyv
na migraciu avyvoj melanocytov, tvorbu krvnych buniek — hematopoézu, prezitie
a proliferdciu primordidlnych pohlavnych buniek — gametogenézu, vyvoj zirnych buniek
a pravdepodobne aj centralnej nervovej sustavy. Co sa tyka vyvoja Zirnych buniek, c-Kit
reguluje migraciu a prezivanie prekurzorov zirnych buniek, podporuje proliferaciu zrelych aj
nezrelych Zirnych buniek, posiliiuje ich maturdciu, indukuje tvorbu a sekréciu mediatorov
zirnych buniek — reguluje mieru ich uvolfiovania. Taktiez potlaca apoptdzu (programovanu
bunkovi smrt’) indukovani oziarenim alebo deficitom rastovych faktorov. c-Kit mé teda
vplyv na funkciu, fenotyp ale aj pocet zirnych buniek. Pri defektnej funkcii c-Kitu dochadza
k porucham proliferacie, prezivania, chemotaxie, adhézie, uvolfiovania serotoninu, histaminu
a proteoglykanov. Mutacia v obidvoch lokusoch (W aj Sl) mé& za nasledok velky deficit
zirnych buniek. V takychto tkanivach sa nachadza menej ako 1 % z poctu zirnych buniek

nachadzajucich sa v tkanivach normélneho (+/+) jedinca.

Receptorové tyrozin kinazy a teda aj c-Kit st transmembranove proteiny, zloZzené z 3 Casti
koédovanych 20-timi exéonmi v pripade c—Kitu (obrazok 2.): intracelularnej (tu sa nachadza
tyrozin kindzova doména) — exony 13 - 20, transmembranove;j (silne hydrofébna) — exony 10,
11, extracelularnej 1 - 9 exon, ktora obsahuje 5 "imunoglobulinu podobnych" domén. Na
transmembranovu doménu sa pripajaju extracelularna a intracelularna juxtamembranova

doména.
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Obrazok 2.

Schéma Struktury Kit receptoru v porovnani s PDGER (platelet-derived growth factor
receptor)

1 - V: extraceluldrne , imunoglobulinu podobné* domény; TKI, TK2: intracelularna
dvojdielna tyrozin kindzovda doména, 1 - 21: cisla exonov; EC: extracelularny priestor; IC:

intraceluldarny priestor; BM: bunkova membrana,

Prevzaté a upravené od (5)

Prva az tretia ,,imunoglobulinu podobna* doména zabezpecuju Specificitu pre vézbu ligandu —
SCF. Stvrtd "imunoglobulinu podobna" doména je potrebnd pre dimerizaciu
transmembranovej formy c-Kitu. Existuje aj solubilna forma, ktora hoci obsahuje len prvé tri
imunoglobulinu podobné domény, je tiez schopna dimerizicie. Funkcia piatej
»imunoglobulinu podobnej* domény transmembranového c-Kitu nie je zatial plne znama.
Zistilo sa vSak, ze existuju 2 rozne varianty, odliSujuce sa v Gly-Asn-Asn-Lys (GNNK)
sekvencii v extracelularnom juxtamembranovom regione (6;7). Experimenty ukazali, ze pri
absencii tejto sekvencie dochddza k rychlejSej a rozsiahlejSej autofosforylacii - silnejsej

aktivacii Kit kindzy. U tejto formy dochéddza tiez k rychlejSej degradacii SCF ako u GNNK+



formy, kde je rychlost’ degradacie SCF znizena. Afinita ku Kit ligandu tychto izoforiem vSak
nie je signifikantne odlisSnd (8). Kratky transmembranovy region sluzi k prenosu
extracelularneho signalu do cytosolu. Intraceluldrna juxtamembranova doména (vzdialend 30
aminokyselin od transmembrdnovej domény) prechadza do kindzovej domény, ktora je
rozdelena hydrofilnym regionom (77 aminokyselin) na ATP viazucu doménu
a fosfotransferazovi (kataliticki) doménu. Intracelularna doména je zakonCena 50
aminokyselin dlhym ,.kindzovym chvostom®. V kindzovej doméne sa nachddza mnozZstvo
tyrozinov a serinov, ktoré mozu byt fosforylované. Fosforylaciou konkrétnych aminokyselin
sa reguluje aktivita Kitu a interakcia s d’alSimi proteinmi a tym sa spusta konkrétna signalna

draha.

Kit ligand (KL, SCF) je syntetizovany ako transmembranovy protein, ktory mdze byt
proteolyticky Stiepeny (jeho exrtacelularna doména) na solubilnt formu (9;10). Zatial'¢o v
podmienkach ,,in vitro® su obidve formy biologicky aktivne, podmienky ,,in vivo* vyzaduja

transmembranova formu SCF k spravnemu priebehu hematopoézie (11-13).

Existuju dva modely dimerizacie c-Kit receptoru indukovanej vizbou SCF ligandu. Prvy
vravi, ze vdzba SCF diméru na c-Kit iniciuje dimerizéciu c-Kit receptoru (14). Tento model je
podporovany faktom, Ze nekovalentne viazany dimér SCF ma vysSiu biologicku aktivitu ako
monomérna forma (15). Druhy model hovori, ze vizba SCF na monomérny receptor c-Kit
vyvola konforma¢ni zmenu receptoru, vedicu k interakcii Stvrtej "imunoglobulinu podobne;j"

domény medzi dvomi molekulami c-Kitu (16).

2.3 c-Kit signalna draha

Aktivovany (fosforylovany) Kit receptor (prostrednictvom SCF) cez svoj transmembranovy
segment ,,prenasa“ povodny extracelularny signdl na intraceluldrny a spasta tak
vnutrobunkovi kaskddova reakciu. Fosforylovana cytosolickd doména c-Kitu priamo
interaguje s fosfatidylinozitol 3-kindzou (PI3K), kindzami Src rodiny — Lyn a Fyn,
fosfolipazou Cy-1, tyrozin fosfatizami SHP1a SHP2, adaptorovymi proteinmi Grb2, Shc, Ras
a Vav - GDP/GTP meniaci faktor a inymi proteinmi. Ich aktivované (fosforylované) formy
nasledne aktivuju d’alSie adaptorové proteiny, ¢im dochddza k Sireniu signalu d’alej az do

jadra, kde ma vplyv na regulaciu transkripcie.
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2.3.1 Fosfatidylinozitol 3-kinaza (PI3K)

PI3K je lipidova kinaza, ktord ma vplyv na proliferaciu, adhéziu, motilitu a variabilitu
roznych bunkovych typov. Aktivovand (fosforylovand) PI3K fosforyluje fosfatidylinozitol
(PtdIns, PI), konkrétne 3-OH skupinu na inozitolovom kruhu za vzniku
fosfatidylinozitolbisfosfatov P12 — PtdIns(3,4)P2, PtdIns(3,5)P2 a fosfatidylinozitoltrisfosfatu
PtdIns(3,4,5)P3. Tieto bioaktivne lipidy potom sluzia ako signalne intermediaty aktivujuce
d’alsie molekuly, ktoré ich rozpoznavaju. ,,Privolanie* PI3K k cytoplazmatickej membrane

(a tym aj k substratu) sa deje prostrednictvom aktivovaného Kit receptoru (17-19).

PI3K je heterodimer zlozeny z regulacnej (85 kDa) a katalytickej (110 kDa) podjednotky.
Regulatnd podjednotka obsahuje dve ,,Src homology 2 (SH2) domény, SH3 doménu
a prolin-bohati doménu, ktoré si délezité pre interakciu s inymi proteinmi. SH2 doména
interaguje s fosforylovanym c—Kit receptorom. Regula¢né podjednotka teda sluzi ako adaptér
na ,prinesenie” Kkatalytickej podjednotky k substratu — fosfatidylinozitol. Ked bol
extracelularny region Kit receptoru nahradeny regionom z EGF (epidermal growth factor)
receptoru (tiez RTK s "imunoglobulinu podobnymi" doménami) a intraceluldrny region
c-Kitu ostal nezmeneny, aktivacia PI3K bola porovnatelna s pripadom, ked’ Struktra Kit
receptoru nebola pozmenena (7;17;20). Mutovany Kit s chybajucou kindzovou aktivitou
neaktivuje PI3K, zatial'Co v bunkéach exprimujucich konstitutivne aktivovany Kit dochadza
k zvySenej aktivacii PI3K (7). Z tychto pokusov teda vyplyva, ze aktivicia PI3K cez Kit
receptor priamo suvisi s jeho katalytickou aktivitou. Pre vdzbu PI3K na Kit je potrebny
tyrozin 719 Kit receptoru v inzerte kindzovej domény — je to jediné vézobné miesto PI3K.
Jeho substiticia za fenylalanin eliminuje schopnost’ asociacie PI3K a Kit receptorom a teda aj
aktivitu PI3K. To ma v kone¢nom désledku za nésledok znizenie DNA syntézy az apoptdzu
v zé&vislosti na substiticii d’al§ich tyrozinov (ako napr. Tyr568 — vdzobné miesto kindz Src
rodiny, kedy dochadza k apoptoze indukovanej deficitom rastovych faktorov). Zaujimavé je,

ze autofosforyla¢na aktivita c-Kitu s mutovanym Tyr719 ostdva nezmenena (21;22)

2.3.2 Kinazy Src rodiny — Lyn a Fyn

Src kinazy su tyrozin kindzy zc€astiiujice sa mnozstva bune¢nych funkcii ako sii bune¢na
adhézia, motilita, prezivanie, diferencidcia, reguldcia bunkového cyklu a v bunkovej
architektire (23;24). Su aktivované mnozstvom RTK-az. c-Kit( teda CSF signalizaciou ) su

aktivované Lyn a Fyn kinézy.
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St zlozené z tyrozin kinazovej domény, SH2 domény — interaguje s fosfotyrozinom, SH3
domény — interakcia s prolin bohatymi regionmi a acylacného signalu na N-konci proteinu —
dolezity pre zakotvenie enzymu k membrane (25;26). Aktivéacia a fosforylacia Src kinaz Kit-
om je regulovana extraceluldrnou a intracelularnou juxtamembranovou doménou. Rozdielne
GNNK varianty Kit receptoru vykazuju rozdielnu aktivaciu Src kinaz. Zatial¢o GNNK-
forma vedie k silnej arychlej aktivacii, GNNK+ forma vykazuje nizSiu kinetiku a vedie

k zniZenej degradacii SCF (27).

Fyn a Lyn sa viazu na Tyr568 a Tyr 570 intracelularnej juxtamembranovej domény Kit
receptoru (28;29). Substiticiou tyrozinov za fenylalanin sa zistilo, Ze Tyr568 je podstatne
dolezitejsi pre aktivaciu Src kindz. Zatial¢o mutacia v Tyr570 viedla len k miernemu poklesu
aktivacii kindz, mutdcia v Tyr568 mala za nasledok stratu aktivacie niektorych kindz. Mutacia

v obidvoch tyrozinoch viedla k uplnej strate aktivacie rodiny Src kinaz (28).

Ukézalo sa, ze Lyn kindza ma podstatnu tlohu v SCF sprostredkovanej proliferacii, pretoze
redukcia Lyn proteinu ma za nasledok inhibiciu SCF sprostredkovanej proliferacie. Podobne

aj PP1 (inhibitor Lynu ale nie c-Kitu) inhibuje proliferaciu (30).

2.3.3 JAK/STAT

JAK (Janus kindza) je rodina cytoplazmatickych tyrozin kinaz, ktorej hlavnym substratom
je STAT (signal transducers and activators of transcription) — transkripény faktor,
lokalizovany v jadre. Pre Kit indukovanu signdlnu drdhu je najddlezitejSia JAK2 kindza,
aktivovana (fosforylovand) asocidciou s Kit receptorom (31).

Zatial’ sa identifikovalo sedem ¢lenov STAT rodiny — STAT1 az 6, pricom STATS mad a a b
izoformu (32). Na Kit signalizacii sa zacastnuju STAT1, STAT3, STATSa a STATSb, pricom
mechanizmy ich aktivacie s rozne. SCF indukuje asocidciu STAT]1 s c-Kitom, ¢im dochadza
k naslednej fosforylacii tyrozinov STAT1 a nérastu vdzobnej aktivity STAT1 k DNA (33).
SCF aktivuje tiez STATS (cez cytoplazmaticky ,.kindzovy chvost™ (34)) a indukuje serin
fosforylaciu STAT3 (35;36). Po fosforylacii STAT proteinov Kit receptorom dochadza k ich
dimerizacii (37;38).
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2.3.4 Fosfolipaza Cy (PLCy)

PLCy hydrolizuje PtdIns(4,5)P, (PIP2) na diacylglycerol (DAG) a Ins(1,4,5)P; (IP3). DAG
sa zucCastiiuje aktivacie protein kindzy C (PKC) a IP3 poméha uvolnovat’ vapnikové ionty
z endoplazmatického retikula. SCF indukuje slabu asocidciu medzi SH2 doménou PLCy
a Tyr936 Kit receptoru a nasledny mierny narast fosforylacie tyrozinov PLCy (39). Hoci je
PLCy substratom c-Kitu, nejedna sa o aktivaciu klasickej PLCy signalnej drahy. SCF totiz
neindukuje signifikantny nérast IP3, ako by sa o€akavalo (20;40).

2.3.5 Dalsie molekuly zahrnuté v c-Kit signalizécii

SCF indukovana signalna draha je zatial’ slabo preskiimana. Hoci pozname mnozstvo molekul
interagujucich s Kit receptorom, nevieme Casto presny mechanizmus a hlavne vyznam tychto
interakcii. Kit interaguje s proteinmi ddlezitymi v inych signdlnych drdhach (napr. PI3K,
PLCy, Ras-Raf-MAP kinazova drdha) ale vyznam prepojenia tychto drah s Kit signalnou

dréhou nie je zatial jasny.

Vie sa, Ze fosforylovana PI3K a Fyn aktivuju Racl protein, maly G protein z Rho rodiny,
ktory je po aktivacii translokovany do cytoskeletu. Aktivovany Racl nésledne aktivuje JINK
(Jun kinase) (obrazok 3.), ¢im dochadza k potlaceniu apoptdézy indukovaj y oziarenim
a nedostatkom rastovych faktorov. Ak je tato drdha prerusena a nedochadza k aktivacii JNK,

nastavaju problémy pri proliferacii a prezivani zirnych buniek (21).

Okrem cytosolovych proteinov c-Kit nepriamo interaguje aj s d’al$im membranovym
receptorom zirnych buniek, doélezitym pre degranulaciu vnitrobunkovych mediatorov, a tym

aj pre aktivaciu zirnych buniek — FceRI (41).
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Obrazok 3.
c-Kit signdlna drdaha veduca k proliferacii zirnych buniek. Pri substitucii tyrozinu v pozicii
568 a 719 za fenylalanin nedochadza k aktivacii drdhy.

Prevzaté a upravené od (21)

3. FceRI

3.1 Fc receptory

Fc receptor obecne je receptor viazuci Fc fragment (spodnd cast tazkych retazcov)
imunoglobulinu. Fc receptory sa nachadzaju na bunkach imunitného systému, ako su
makrofagy, neurofily, NK bunky a zirne bunky. Ich hlavnou funkciou je indukcia fagocytozy
a d’al§ich imunitnych odpovedi. Podl’a typu protilatky ktorti viazu, sa delia na Fc-y receptory
(FcyR) - viazu 1gG, Fc-a receptory (FcaR) — viazu IgA a Fc-¢ receptory (FceR) — viazu IgE.
St zname dva typy FceR — FceRI a FceRII. FceRI je vysoko-afinitny receptor schopny viazat
monomery IgE, zatial'¢o FceRII je nizko-afinitny receptor a reaguje preferencne s komplexom

IgE. FceRI sa nachadza predovsetkym na bazofiloch a zirnych bunkach.
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3.2 Funkcia, struktara a aktivacia FceRI

Ked dojde kinfekcii, postihnuty organizmus sa brani proti patogénom imunitnou
odpoved’ou. Jednym z jej prejavov je aktivacia zirnych buniek cez FceRI, na ktory sa viazu
IgE. Vizba multivalentného antigenu na IgE-FceRI komplex sposobi agregiciu FceRI a
naslednt degranuldciu — uvolnenie mediatorov. FceRlI-iniciovand reakcia je dolezita
v normalnej imunitnej odpovedi, v alergickych reakciach ale aj v autoimunitnych poruchach.
Moze tiez spustat antiparazitické reakcie.

FceRl je tetramérny transmembrdnovy receptor, zlozeny zIgE rozpoznavajucej o
podjednotky, B podjednotky, ktord sa podiela na vizbe IgE a dvoch y podjednotiek (spojenych
disulfidickou vdzbou) zodpovednych za iniciaciu intracelularneho signalu (42). (obrazok 4.)
Ludsky FceRI existuje v dvoch formach — ofy2 tetramer alebo ay2 trimer. Podla
aminokyselinovej sekvencie podjednotiek a d’alSich dat bol navrhunuty nasledujici model
FceRI: a a y podjednotky maji jeden transmembranovy segment, priCom N-terminalny koniec
je extracelularny a C-termindlny koniec smeruje do cytosolu. B podjednotka, ktord Styrikrat
prechadza cytoplazmatickou membranou, mé obidva konce proteinu orientované do cytosolu

(42) (obrazok 4.).

Podjednotka a moze existovat tiez ako solubilnd forma vdaka stop kodénu pred C-
termindlnou transmembranovou kotvou (43). Extracelularna doména o podjednotky obsahuje
sedem N-glykozyla¢nych miest, ktoré maji vplyv na sekréciu a stabilitu receptoru (44). Nie
st vSak potrebné pre vizbu IgE na receptor (45). KryStalograficka $tadia ukézala, ze o
podjednotka je tvorena dvomi zkratenymi Ig doménami, zlozenymi do zakryvenej
dvojdoménovej Struktiry (tvaru prevrateného pismena ,,V*), rozdielnej od ostatnych Ig
domenovych Struktar. V Strbine, kde sa obratené ,,V* napdja na membranu, méze dochadzat’
k interakcii extracelularnych domén 3 a y podjednotiek s a podjednotkou. Na vrchu molekuly
su 4 tryptofanové zbytky, na ktoré sa viaze IgE. IgE védzbové miesto sa nachadza v druhe;j
doméne a obsahuje ndpadnu vycnievajucu slucku. Zasahuju sem susedné zbytky z prvej

domény, ktoré sa pravdepodobne podiel’aju na viazbe IgE na receptor (46).

Experimenty, skumajice vplyv Struktury podjednotiek na agregaciu FceRI, ukézali ze
skratenie cytosolickej domény o podjednotky, neméa vplyv na schopnost’ agregacie receptoru.
Z toho sa d& usudit, Ze sa tu nenachadza kritické miesto pre interakciu receptoru
s molekulami potrebnymi k agregécii receptoru. Taktiez skratenie N-terminalnej cytosolickej

domény B podjednotky nemalo vplyv na schopnost agregacie FceRI, hoci ide o najvacsiu
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cytosolicki doménu. Naopak sa ukdzalo, ze C-termindlna doména [ podjednotky a
cytosolicka doména y podjednotky hraju doleziti rolu v procese agregacie receptoru. Mutacia
v jednej z tychto domén ma za nasledok poruchu inicidcie intraceluldrneho signalu, sposobenti

nespravnou alebo ziadnou agregaciou FceRI (47).

Podjednotky B ay obsahuju cytosolicky ITAM motiv ,,immunoreceptor tyrosine—based
activation motif‘. Je zalozeny na dvoch susednych tyrozinovych motivoch
(YxxLxxxxxYxxL), ktoré st fosforylované pocas signalizicie (48). Lyn sa Specificky viaze
na nefosforylovani ITAM doménu B podjednotky, ta je nésledne spolu sy podjednotkou
fosforylovana, ¢o umozni asociaciu y podjednotky so Syk kindzou. T4to asocidcia Syk kinazy
je postacujuca k indukcii jej konformacnej zmeny a tym aj aktivacii (49;50). (obrazok 4.)
ITAM domény interaguju s d’al§imi proteinmi, ako napr. proteiny Tec rodiny — Btk a Emt,

Shc a PI3K.

*@J
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.

Obréazok 4.

Struktiira agregovaného FceRI s naviazanym antigénom. Usporiadanie podjednotiek o, f ay
s vyznacenymi fosforylovanymi ITAM regionmi (,,valce s bodkami®), na ktoré sa viazu Lyn

a Syk kinazy.

Prevzaté a upravené od (51)
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4. Adaptorové proteiny LAT a NTAL

Na aktivécii zirnych buniek sa okrem membranovych receptorov zucastiiuje aj mnozstvo
adaptorovych proteinov. Jednym z nich je LAT (linker for activation of T cells). LAT je
transmembranovy 36 - 38 kDa vel'ky protein, lokalizovany hlavne v lipidovych raftoch, hoci
sa zd4d Ze asociacia sraftmi nie je pre jeho funkciu potrebna (52). Hoci pre vyvoj T
lymfocytov je LAT nepostradatelny, u zirnych buniek to tak celkom neplati. Aj u LAT-
deficientnych buniek totiz dochadza k urcitej miere degranulacie (53). U Zirnych buniek teda
existuje este odlisnd transmembranova adaptorova molekula oznacovana NTAL (non-T-cell
activation linker) alebo tiez LAB (linker for activation of B cells) a LAT2. Zistilo sa, Ze
NTAL moze ciastocne plnit’ funkciu LAT proteinu u LAT deficientnych buniek (dokaze

interagovat’ s niektorymi proteinmi viazucimi sa na LAT protein a aktivovat ich) (54).

NTAL sa javi ako Struktirny a funkény homoldg LAT proteinu. Nie je vSak exprimovany
na T lymfocytoch (ako LAT) ale predovSetkym na B bunkach, NK bunkéach a zirnych
bunkéch (ako aj LAT) (54). NTAL méa podobnu $truktaru ako LAT (obrazok 5.). Mé kratku
extracelularnu doménu, transmembranovi doménu, juxtamembranoviu doménu a cytozolicku
doménu. V juxtamembranovom regione NTAL proteinu su dva cysteinové zvysky podobné
tym v LAT proteine. U LAT st palmitoylované a teda potrebné pre lokalizdciu proteinu
v lipidickych raftoch (55). NTAL je tiez lokalizovany hlavne v lipidickych raftoch cez
palmitoylacné kotvy, ale v rozdielnych mikrodoménach (56). V cytosolovej doméne LAT aj
NTAL sa nachadza devit’ tyrozinovych zvyskov, ktoré po fosforylacii sliizia ako potencidlne
vidzobné miesta pre dalSie proteiny (55). Ide o Lyn a Syk zavislu fosforylaciu (Lyn je
potrebna pre aktivaciu Syk kindzy) po agregacii FceRI receptoru. Potvrdzuje to fakt, Ze u Lyn
deficientnych Zirnych buniek nedochddza k fosforylacii NTAL proteinu (54). Bunky

deficientné v LAT aj NTAL maja takmer nulovt schopnost’ degranulacie (56).
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Obrazek 5.

Struktira ludského NTAL a LAT, ich Struktirnych domén a pozicie 9 tyrozinov. EC je
extracelularna doména obsahujuca 4 aminokyseliny a TM je transmembrdanovy segment (24
aminokyselin). Modrou farbou je oznaceny palmitoylacny motiv CxxC a cervenou vazebné
miesto pre viazbu PLCy na LAT proteine. Vazebné miesta pre GRB2 (YXN) su vyznacené

Ciernou farbou.

Prevzaté a upravené od (57)

NTAL aj LAT obsahuju 5 potencidlnych GRB2 (growth-factor-receptor-bound-protein 2)
vazebnych miest (YXN, pricom X je akdkol'vek aminokyselina). Zda sa ale, ze pre LAT su
len 3 tieto miesta fosforylované a potrebné pre spravnu funkciu. GBR2 ma pravdepodobne
ulohu negativneho regulatoru v aktivacii buniek. Vdzbou na NTAL je jeho funkcia
eliminovand. NTAL teda pravdepodobne funguje ako ,,vypinac* negativnej reguldcie antigen
sprostredkovanej mobilizacie véapnika a aktivacii buniek (58). Okrem GRB2 vazebného
miesta sa na tychto adaptorovych molekulach nachadzaji vazebné miesta pre iné proteiny, ale
tie nie su stejné pre LAT a NTAL. LAT na rozdiel od NTAL proteinu viaze PLCy a GADS
(GRB2-related adaptor protein). NTAL miesto toho obsahuje tzv. YIDP sekvenciu, ktora
viaze kinazy Src rodiny, ako Lyn a Fyn a protein fosfatazu SHP1 (59).
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PLCy je hlavny signalizacny enzym regulovany priamou aj nepriamou interakciou
s tyrozinmi LAT molekuly. Existuju dve Strukturne izoformy PLCy; a PLCy,, obe aktivované
agregaciou FceRI. Zda sa vSak, Ze PLCy, je pre aktivaciu Zirnych buniek dolezitejSia. Nie je
zatial' celkom jasné, ¢i NTAL viaze PLCy. Jednotlivé Stidie sa nezhoduji. Pdvodne sa
predpokladalo, Zze NTAL na rozdiel od LAT proteinu neviaze PLCy (54), ale podl'a inej Studie
medzi substraty NTAL proteinu moze patrit’ aj PLCy (55). Potvrdzuje to fakt, ze NTAL viaze
GST fuzny protein obsahujici dve SH2 domény PLCy; a PLCy, stejne ako SH2 doménu
GRB2 a tym aj cely GRB2 protein (55). Dévodom, preco sa nepodarilo detegovat’ interakciu
PLCy a NTAL proteinu, moze byt prili§ slabd vézba tejto interakcie alebo tiez ich nepriama

interakcia.

5. Regulaéna uloha NTAL proteinu v aktivacii zirnych
buniek cez c-Kit a FceRlI

Agregacia FceRI, indukovana naviazanim antigénu cez IgE na FceRI, na povrchu Zirnych
buniek vedie k degranuldcii, ktora je posilnend vdzbou SCF na c-Kit receptor. Jeden
z hlavnych prejavov iniciaéného signalu asociovaného s FceRI je fosforylacia adaptorového
proteinu NTAL (podobne ako aj LAT proteinu) aktivovanymi Lyn a Syk kindzami. S
fosforylovanym NTAL (resp. LAT) proteinom priamo alebo nepriamo interaguje mnozstvo
d’alSich adaptorovych proteinov ako su napriklad GRB2, GADS, SHC (SH2-domain-
containing transforming protein C), SLP76 (SH2-domain-containing leukocyte protein),

VAV, PLCy, ktoré st potrebné k uvol'neniu r6znych mediatorov (obrazok 6.).

Predchéadzajuce stadie naznacuju, ze NTAL mdze byt’ zaroven fosforylovany aj po aktivacii
Kit receptoru. Fosforylacia NTAL proteinu méze byt kl'aiCovym krokom v signélnej drahe

veducej k degranulacii indukovanej FceRI agregaciou a Kit aktivaciou (obrazok 6.).
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Model moznej aktivicie NTAL a LAT proteinu cez FceRIl a c-Kit a nasledna kaskdadova
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komplementarnu (doplnkovu) drahu, pricom obidve prispievaju k degranulacii.

BTK - Brutonova tyrozin kindza; Ca’" - vdpenaté inonty; DAG - diacylglycerol; InsP3 —
inozitol-1,4,5-trifosfat; PI3K p1100 — fosfatidylinozitol 3-kindza s p1100 podjednotkou; PKC
— protein kindza C; PLCy; — fosfolipaza C; S1P — sfingozin I-fosfat; SK — sfingozin kindza

Prevzaté a upravené od (60)



Experimenty ukézali, ze zatialCo agregédcia FceRI indukuje fosforylaciu LAT aj NTAL
adaptorovych molekul, SCF sice indukuje NTAL fosforylaciu, ale fosforyldcia LAT proteinu
nebola detegovana (61).

Ked’ze posobenie SCF posilnuje FceRI indukovanu degranulaciu, nuka sa otazka, ¢i FceRI
sprostredkovana NTAL fosforylacia je tiez posilnend SCF. Experimenty ukazali nie len
posilnenie miery fosforylacia, ale aj zvySenie jej kinetiky. Ako sa tiez dalo predpokladat
z vysSie uvedenych poznatkov, SCF nemal na fosforylacia LAT molekuly ziadny efekt.
Aktivacia ostatnych kl'icovych molekul ako PLCy alebo PI3K bola SCF posilnena. Necakané
zistenie vsak bolo, Ze hoci c-Kit nie je fosforylovany nasledkom agregacie FceRI, fosforylacia

c-Kit receptoru bola posilnend, ked bol SCF pridany zaroven s antigénom (61).

Predpoklada sa, ze NTAL fosforylacia je regulovand rozdielnymi dradhami (a teda aj
kindzami) podla toho, ¢i je indukovand SCF alebo agregaciou FceRI. Tuto domnienku
potvrdzuje experiment s pouzitim Lyn a BTK (Bruton’s tyrosin kinase) deficientnych zirnych
buniek. Ked na ne bolo pdsobené antigénom, nedoslo k fosforylacii NTAL proteinu ani
u jednych znich, zatialCo po pdsobeni SCF bola pozorovand fosforyldcia NTAL proteinu
u obidvoch typoch Zirnych buniek. Z ¢oho plynie, Ze c-Kit nepotrebuje Lyn kindzu na NTAL
foforylaciu na rozdiel od FceRI (61).

Hypotézu, ze NTAL je funkény homolog LAT preteinu potvrdzuju experimenty robené na
T-lymfocytoch LAT deficientnych mysi, ktorym sa bez transdukcie LAT alebo NTAL
retrovirom nevyvinuli CD4 a CD8 receptory. Po LAT transdukcii, bol plne obnoveny vyvoj
lymfocytov a po NTAL transdukcii bol vyvoj obnoveny na 70 %. Z toho okrem iného plynie,
7ze NTAL je pravdepodobne schopny interagovat' s LAT asociovanymi signalnymi proteinmi

(55).
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6. Zaver

Funkcia NTAL adaptorového proteinu zatial’ nie je plne zndma. Nie je napriklad zname, ¢i sa
jedna o funkény homoldég LAT adaptorového proteinu aci NTAL interaguje alebo
neinteraguje s PLCy (diskutované v kapitole 4).

Nepreskumana je tiez jeho uloha v c-Kit signalizacii. Ak by mal NTAL doélezity vyznam
v tejto signalizacii, predpokladalo by sa, ze NTAL-deficientné Zirne bunky budi mat’ poruchy
rastu. Experimenty robené na mySiach NTAL ,.knock out (KO) vSak nezaznamenali ziadne
rastové poruchy. Je sice mozné, Ze sa u nich vyvinuli nejaké kompenzacné mechanizmy, ktoré
viedli k nahradeniu NTAL inym zatial' neidentifikovanym proteinom. Ddélezity je nalez, ze
NTAL-deficientné zirne bunky a NTAL-deficientné RBL bunky rasti uplne normalne
(56;62;63).

Dalsia nejasnost v NTAL signalizacii je, pre¢o podla §tadie Tkaczyk a spol (61) pri pouZiti
zirnych buniek so znizenou expresiou NTAL ,knock down* (KD) pomocou siRNA (small
interfering RNA) doslo k zniZeniu degranulacie, zatial'Co pri pouziti zirnych buniek ziskanych
zmys$i deficientnych v NTAL (56) nedoSlo k ofakdavanému poklesu degranuldcie. V
skuto¢nosti u NTAL negativnych bunieck (NTAL™") bolo pozorované zvysenie degranuldcie

++

o viac ako 20 % v porovnani s NTAL"" alebo NTAL"". Napadaju mi dva mozné faktory,
ktoré by mohli vysvetlit' tieto vysledky. Prvy je, Ze neboli pouzité zirne bunky od rovnakého
organizmu. V experimente Tkaczyk a spol (61) sa pracovalo na l'udskych Zirnych bunkach
izolovanych z periférnej krvi, zatialco Volna aspol (56) pouzila Zirne bunky izolované
z kostnej drene mysi. Je zndme, Ze existuju urCité rozdiely medzi tymito Zirnymi bunkami
atie mohli ovplyvnit vysledky. Dal§im faktorom je, Ze v obidvoch zmienenych
experimentoch bola expresia NTAL proteinu znizena réznym spdsobom. U l'udskych buniek
to bolo pomocou siRNA, zatial¢o u mysSich buniek pomocou pristupu KO na urovni
embryondlnych kmenovych buniek. Ked’ze pri pouziti KO pristupu dochddza k vyblokovaniu
priamo génu pre NTAL, meni sa tym pdsobenie NTAL proteinu na celkovy vyvoj a bunka si
mohla vytvorit’ nejaké nové ndhradné (kompenzacné) mechanizmy, o ktorych existencii zatial
nemusime vediet. Naproti tomu pri pouziti siRNA pristupu dochadza k vyblokovaniu NTAL
proteinu na urovni RNA. Neovplyvni to teda vyvoj bunky, ale Gi¢innost’ blokacie je podstatne

nizsia. V praci Tkaczyk a spol (61) bola hladina NTAL proteinu zniZena priblizne o 70 %.

Bola skiimand aj overexpresia NTAL uRBL (rat basophilic leukemia) buniek.

Overexpresia NTAL proteinu (ale aj znizenie NTAL) viedla k poklesu degranulacie (63), ¢o
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podporuje hypotézu Volnej aZhu a spol (56;62), ze NTAL mé funkciu negativneho
regulatoru. Da sa predpokladat’, ze NTAL na seba viaze zvySenou mierou protein tyrozin
kindzy (prevdepodobne Lyn a Syk), ktoré ho fosforyluju a tym dochadza k zniZeniu u¢innosti
fosforylacie LAT proteinu. Ide teda o kompetetivnu inhibiciu. Ale ked’ze NTAL je schopny
Ciastocne nahradit’ funkciu LAT proteinu, je zjavne aj pozitivny regulator. NTAL ma teda
pravdepodobne pozitivnu aj negativnu tilohu v FceR1I signalizacii. Uloha NTAL proteinu v c-
Kit signalizacii zatial nie je vel'mi preskimana.

Lepsie pochopenie vyznamu NTAL proteinu pri aktivécii zirnych buniek vyzaduje d’alSie
studium, v ktorom by boli Studované bunky defektné nie len v LAT alebo NTAL proteine, ale
v oboch tychto proteinoch zaroven. Doteraz ziskané vysledky (56;62) ukazuju, ze bunky
NTAL”, LAT” i NTAL”/LAT” nemaju zniZeny pocet ani schopnost’ rastu Zirnych buniek
,in vivo* alebo ,,in vitro* (v pritomnosti interleukinu 3 a SCF). To podporuje hypotézu, ze
tieto adaptorové proteiny nie st pre vyvoj zirnych buniek dolezité alebo boli casom nahradené
inymi proteinmi. Experimenty so znizenim expresie NTAL a LAT u zrelych zirnych buniek

pomocou siRNA by mohli do tejto problematiky vniest’ nové svetlo.

Zistilo sa tiez, Zze NTAL protein neslizi len ako substrat kindz, ale Ze m4 aj Glohu nezavislu
na fosforylacii. Bola pozorovana zavislost medzi mnozstvom NTAL molekuly v membrane
a zvySenim prieniku vapenatych iontov do bunky. Existuje hypotéza, ze NTAL priamo alebo
nepriamo reguluje metabolizmus Ca>". Podiel’a sa teda nie len na skorej, ale aj na neskorej
faze aktivacie zirnych buniek. Ked'Ze sa nepodarilo potvrdit’ experimenty, v ktorych by
molekuly Ca*" kanalu koprecipitovali s NTAL proteinom, je tato funkcia NTAL zatial’ &isto
hypoteticka.
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Zoznam skratiek

ATP — adenozintrifosfat

BTK — Brutonova tyrozin kindza

Ca’" - vapenaté ionty

DAG - diacylglycerol

FceRI - vysoko-afinitny IgE receptor
GADS —,,GRB2-related adaptor protein‘
GRB2 — ,,growth-factor-receptor-bound-protein 2
IgE — imunoglobulin E

IL-3 — interleukin 3

IP3 - inositol-1,4,5-trifosfat

ITAM - ,,immunoreceptor tyrosine—based activation motif*
JAK — Janus kinaza

JNK — Jun kindza

KD —,.,knock down*

KO —, ,knock out*

LAT -, linker for activation of T cells*
NTAL — ,,non-T-cell activation linker*
PI3K - fosfatidylinositol 3-kinaza

PK — protein kinaza

PKC — protein kinaza C

PLCy — fosfolipaza C

RTK — receptor tyrozin kindza

SCF — ,,stem cell factor*

SH2 — ,,Src homology 2 doména

SH3 —,,Src homology 3 doména

siRNA — ,,small interfering RNA*

STAT — ,,signal transducers and activators of transcription*
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