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SIGNALNI PUT VISOKOAFINITETNOG IgE-RECEPTORA
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Visegodisniji trend porasta prevalencije alergijskih bolesti u industrijaliziranim zemljama, kao i opéenito sve veéi broj oboljelih,
zahtijeva stalno pronalaZenje novijih i boljih nacina lije¢enja. U nastanku alergijske upalne reakcije sredi$nju ulogu ima aktivacija
mastocita i bazofila, posredovana signaliziranjem putem visokoafinitetnog IgE-receptora, FceRI. Signaliziranje zapocinje veza-
njem alergena za IgE-protutijela vezana na receptor. Posljedi¢no, unutar stanice nastaje signalna kaskada, koja dovodi do njene
aktivacije i otpustanja niza medijatora odgovornih za nastanak alergijske reakcije. Glavni nedostatak lijekova koji se tradicionalno
koriste u lije€enju alergijskih bolesti je njihova usmjerenost na pojedina¢ne medijatore, a ne na cjelokupan slozeni niz zbivanja koji
dovodi do pojave ranih i kasnih simptoma. Cilj je ovoga rada prikazati sloZeni niz zbivanja od vezanja alergena do pojave simpto-
ma bolesti ukazujuéi pritom na vaznost signalnog puta IgE-receptora u istrazivanjima novih terapijskih modaliteta.

Kiljuéne rijeéi: IgE-receptor, FceRl, Syk, PI3K, SHIP, alergija, mastocit, bazofil

Adresa za dopisivanje:  Dr. sc. Branko Pevec, dr. med.

Odijel za kliniku imunologiju, pulmologiju i reumatologiju

Klini¢ka bolnica Sveti Duh
Sveti Duh 64
10000 Zagreb, Hrvatska

Tel: +3851 3712 230; faks: +3851 3712 207

E-posta: branko.pevec@gmail.com

Alergijske bolesti zahvacaju sve veci broj ljudi $irom
svijeta, poprimaju¢i gotovo pandemijske razmjere.
Pritom su alergeni unutarnjeg okolisa, posebno gri-
nje kuéne prasine, vodedi rizi¢ni ¢imbenik (1). Tako-
der su znacajne razlicite vrste peludi, koje karakterizira
sezonska pojavnost. Novijim epidemiolo$kim istrazi-
vanjima potvrdena je i u nasem podrucju visoka pre-
valencija simptoma alergijskih bolesti (2), a medu aler-
genima odgovornima za senzibilizaciju, najvecu su
ucestalost pokazivali grinje i pelud trava, epitel psa i
macke te pelud ambrozije i stabala (3).

Senzibilizacija na bilo koji od spomenutih alergena
moze dovesti do pojave nekoliko klini¢kih oblika aler-
gijskih bolesti. Naj¢esci oblik je, ovisno o uzro¢nom
alergenu, cjelogodisnji ili sezonski alergijski rinitis, ce-
sto pracen o¢nim simptomima (4). U velikog broja bo-

lesnika javlja se alergijska astma, a nesto je rjedi atopij-
ski dermatitis. Poseban je oblik preosjetljivosti, alergija
na hranu vezana uz senzibilizaciju na neki od inhala-
cijskih alergena, primjerice oralni alergijski sindrom
pri konzumaciji vo¢a ili povréa u bolesnika senzibilizi-
ranih na pelud breze (5) ili ¢ak teze anafilakti¢ke reak-
cije pri konzumaciji morskih plodova u bolesnika sen-
zibiliziranih na grinje ku¢ne prasine (6).

Opisani oblici bolesti pripadaju anafilaktickom tipu
preosjetljivosti, odnosno posredovani su IgE-protutije-
lima vezanim na membranu efektorskih stanica preko
visokoafinitetnog receptora. Vezanjem alergena za pro-
tutijela nastaje aktivacijski signal koji se putem recep-
tora prenosi u stanicu i odgovoran je za daljnja zbiva-
nja tijekom alergijske reakcije.
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SIGNALIZIRANJE PUTEM
VISOKOAFINITETNOG IgE-RECEPTORA
AKTIVIRA EFEKTORSKE STANICE ALERGIJSKE
REAKCIJE

Simptomi alergijske bolesti posljedica su oslobadanja
upalnih medijatora iz alergenom aktiviranih efektor-
skih stanica, mastocita i bazofila.

Mastociti su stanice urodene imunosti prepoznatljive
po citoplazmatskim granulama koje se karakteristic¢-
no boje bazi¢nim bojama. Smjesteni su u kozi i sluzni-
cama, §to im kao efektorskim stanicama omogucava
brzi odgovor na podrazaje iz okolisa (7). Bioloska im
se uloga sastoji u otklanjanju patogena poput bakte-
rija i parazita, razgradnji potencijalno toksi¢nih pep-
tida i komponenata otrova, kao i u imunomodulaciji
koja podrazumijeva utjecaj na novacenje, prezivljenje,
razvoj, fenotip ili funkcije drugih imunoloskih stanica
(8). Prekursori mastocita (engl. mast cell progenitors),
koji potje¢u od multipotentnih hematopoetskih stani-
ca kostane srzi, cirkulirajudi krvlju dolaze u tkiva gdje
se diferenciraju i sazrijevaju do zrelih mastocita (7-9).

Bazofili su stanice sli¢ne mastocitima, ¢ija fizioloska
uloga nije do kraja razja$njena (10). Smatra se da poput

mastocita sudjeluju u otklanjanju razli¢itih vrsta pato-
gena iz organizma. Zbog mogucnosti brzog otpustanja
vecih koli¢ina proalergijskih citokina (IL-4 i IL-13) na-
kon stimulacije, vjerojatna je i uloga bazofila u skreta-
nju imunoloskog odgovora u Th2-fenotip. Prekursori
bazofila (engl. basophil progenitors) takoder potje¢u od
multipotentnih hematopoetskih stanica kostane srzi,
ali za razliku od prekursora mastocita, diferenciraju se
i sazrijevaju u ko$tanoj srzi, dok se zrele stanice nalaze
ukrvi (8,9). Postoje i dokazi koji govore u prilog zajed-
nickog podrijetla tih stanica: u slezeni misa nadeni su
bipotentni prekursori (engl. basophil and mast cell pro-
genitors) (9); sintetizirano je monoklonsko protutijelo
97 A6 koje specifi¢no reagira s mastocitima, bazofilima
i njihovim progenitorima, ali niti s jednim drugim sta-
ni¢nim tipom; u bolesnika s astmom i alergijskim bo-
lestima nadeni su bazofili s odredenim fenotipskim ka-
rakteristikama mastocita (10).

Aktivacija mastocita i bazofila sredi$nje je zbivanje u
nastanku alergijske upale. Iz aktiviranih stanica oslo-
badaju se razli¢iti upalni medijatori koji dovode do po-
jave rane, a ponekad i kasne alergijske reakcije. Rana
reakcija nastaje unutar nekoliko minuta zbog procesa
degranulacije, odnosno oslobadanja prethodno sinte-
tiziranih i u granule pohranjenih upalnih medijatora
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(vazoaktivni amini - histamin, proteoglikani - hepa-
rin, hondroitin sulfat E, neutralne proteaze - triptaza,
kimaza), kao i zbog brze de novo sinteze lipidnih me-
dijatora (metaboliti arahidonske kiseline - prostaglan-
dini, leukotrijeni). Kasna reakcija, ako se razvije, nasta-
je nakon nekoliko sati zbog de novo sinteze i sekrecije
razli¢itih citokina i kemokina. Brojnim u¢incima oslo-
bodenih medijatora razvija se upalna reakcija u okol-
nom tkivu. Tako histamin povecava propusnost krvnih
zila, a triptaza razgraduje komponente vezivnog tkiva,
¢ime omogucavaju utok upalnih medijatora i stanica
na mjesto reakcije. Prostaglandini, leukotrijeni, citoki-
ni i kemokini novace i aktiviraju druge upalne stani-
ce, a odredeni citokini mogu aktivirati i druge stanice

urodene imunosti te tako pomod¢i nastanku adaptivnih
imunih odgovora (7).

Aktivacija mastocita i bazofila tijekom alergijskih re-
akcija posredovana je signaliziranjem putem visoko-
afinitetnog IgE-receptora, FceRI (sl. 1). Signaliziranje
zapocinje vezanjem alergena za Fab-fragmente IgE-
protutijela vezanih na receptor. Pri tome je potrebno
da alergen premosti barem dva IgE-protutijela i tako
dovede do agregacije receptora u kolesterolom obo-
gacenim podrudjima stani¢ne membrane (engl. lipid
rafts), koja sadrze i mnos$tvo signalnih molekula (11).
Unutar stanice tada nastaje signalna kaskada koja u
kona¢nici dovodi do otpustanja medijatora.

SL1. Pojednostavljeni prikaz signaliziranja putem visokoafinitetnog IgE-receptora.

Vezanje alergena za kompleks IgE-FceRI dovodi do agregacije receptora i aktivacije s receptorom povezane Lyn-kinaze koja za-
pocinje fosforilirati aktivacijske motive (tamno obojena podru¢ja) B i y podjedinica receptora. Vezanje Lyn-kinaze za fosfori-
lirane aktivacijske motive poja¢ava njenu aktivnost te ona nastavlja fosforilacijom receptora i pocinje fosforilirati Syk-kinazu,
koja se potom takoder veZe za fosforilirane aktivacijske motive receptora. Tako aktivirana, Syk-kinaza pojacava svoju aktivnost
autofosforilacijom, a zatim zapocinje fosforilirati druge molekule. Fosforilacijom adaptorskog proteina LAT nastaju multimo-
lekularni signalni kompleksi koji sadrze adaptorske proteine Grb2, Gads i SLP-76, GTP izmjenjivace Sos i Vav te enzim PLCy
(LAT-ovisni put signalizacije). Fosforilacijom adaptorskog proteina Gab2 uz stani¢nu membranu veZe se i aktivira PI3K-kina-
za, koja fosforiliranjem PIP, stvara PIP,, vezno mjesto za GTP izmjenjivac Vav i enzime PLCy i Btk (LAT-neovisni put signali-
zacije). Fosforilacijom signalnih molekula PLCy, SLP-76, Gab2, PI3K, Btk i Vav, djelovanjem Syk-kinaze dolazi do vi$estrukog
pojacanja signala u oba puta signalizacije.

Oba puta mogu aktivirati signalnu kaskadu koja zavrsava s tri kona¢na uéinka: degranulacija, sinteza citokina te sinteza leu-
kotrijena i prostaglandina. Aktivacija PLCy dovodi do hidrolize PIP, u DAG i IP,. DAG aktivira PKC, dok IP, podiZe koncen-
traciju unutarstani¢nog Ca?*. Oba ucinka rezultiraju degranulacijom. Aktivirana PKC preko nekoliko meduprodukata (strelica
prekinuta s dvije kose crte) dovodi do aktivacije kinaze inhibitora NF«kB (Ikk) koja fosforilira inhibitor NF«xB (IxB) nakon ¢ega
on disocira s transkripcijskog ¢imbenika NF«B i tako ga aktivira. Zbog povi$ene koncentracije unutarstani¢nog Ca?* nastaje
kompleks kalcij-kalmodulin, koji aktivira kalcineurin, fosfatazu koja defosforiliranjem transkripcijskog ¢imbenika NFAT dovo-
di do njegove aktivacije. GTP izmjenjivaci (Sos, Vav) zamjenom molekule GDP za molekulu GTP unutar veznog mjesta malih
GTP-aza (Ras, Rac) dovode do njihove aktivacije i time pokre¢u kaskadnu aktivaciju nekoliko enzima sustava razli¢itih MAP-
kinaza. Male GTP-aze alostericki aktiviraju prvi enzim u nizu nazvan MAPkKkk (kinazine kinaze kinaza), koji fosforilira drugi
nazvan MAPKkk (kinazina kinaza), a taj pak fosforilira tre¢i nazvan MAPk (kinaza). MAPk (Erk, Jnk, itd.) kona¢no fosforilira i
tako aktivira odgovarajudi transkripcijski ¢imbenik (EIk, Jun, itd.). Svi aktivirani transkripcijski ¢cimbenici prelaze iz citoplazme
u jezgru, zapocinju transkripciju citokinskih gena te dovode do sinteze citokina. MAP-kinaze kao i PKC (nije prikazano) akti-
viraju i cPLA, koja dovodi do oslobadanja arahidonske kiseline iz membranskih sustava stanice. Njenim metabolizmom putem
5-LO nastaju leukotrijeni, a putem COX prostaglandini.

Vezanje SHIP za fosforilirane aktivacijske motive receptora dovodi do defosforilacije PIP, u fosfatidilinozitol 3,4-bisfosfat. Time
se smanjuje broj raspolozivih molekula PIP,, $to kona¢no dovodi do slabljenja aktivacijskih signala.

Kinaze (kose crte): Lyn - V-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homolog, Syk - Spleen tyrosine kinase, PI3K - Phos-
phatidylinositol 3-kinase, Btk - Bruton’s tyrosine kinase, PKC - Protein kinase C, Ikk - IxB kinase, MAPkkk - Mitogen-Activated
Protein kinase kinase kinase (Mekk - MAP/ERK kinase kinase, Raf - Rapidly accelerated fibrosarcoma), MAPkk - Mitogen-Ac-
tivated Protein kinase kinase (Jnkk - Jnk kinase, Mek - MAP/ERK kinase), MAPk - Mitogen-Activated Protein kinase (Jnk - Jun
N-terminal kinase, Erk - Extracellular-signal-regulated kinase). Fosfataze (to¢ke): SHIP - Src Homology 2 domain-containing Ino-
sitol Phosphatase, Kalcineurin. Fosfolipaze (isprekidane crte): PLCy - Phospholipase Cy, cPLA, - Cytoplasmic Phospholipase A,
Oksigenaze (mrezasti uzorak): 5-LO - 5-Lipoxygenase, COX - Cyclooxygenase. Adaptorski proteini (uzorak cigle): LAT - Linker
of Activated T cells, Grb2 - Growth factor receptor-bound protein 2, Gads - Grb2-related adaptor downstream of Shc, SLP-76 - SH2
domain-containing leukocyte protein of 76 kDa, Gab2 - Grb2-associated binder 2. Produkti membrana (raster): PIP, - Phospha-
tidylinositol 4,5-bisphosphate, DAG - Diacylglycerol, IP, - Inositol trisphosphate, PIP, - Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate,
Arahidonska kiselina. GTP izmjenjivaci (bijela boja): Sos - Son of sevenless, Vav - Vav proto-oncogene. Gvanin nukleotidi (svije-
tlo siva boja): GTP - Guanosine triphosphate, GDP - Guanosine diphosphate. Male GTP-aze (tamno siva boja): Ras - rat sarcoma,
Rac - Ras-related C3 botulinum toxin substrate. Transkripcijski ¢imbenici (siva boja): NFAT - Nuclear factor of activated T-cells,
NF«B - Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells, Elk - Ets-like, Jun - Jun proto-oncogene.

Strelice: puna crta - pozitivan ucinak (aktivacija), isto¢kana crta - negativan u¢inak (inhibicija), iscrtkana crta - premjestanje
(translokacija).
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KLJUCNE KOMPONENTE SIGNALNOG PUTA
VISOKOAFINITETNOG IgE-RECEPTORA

Signalna kaskada visokoafinitetnog IgE-receptora sa-
stoji se od nekoliko klju¢nih komponenata cija akti-
vacija omogucava daljnje prenoSenje signala u stani-
cu (11-14). Aktivacija fosfolipaze Cy (PLCy) dovodi
do hidrolize fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfata (PIP,) u
dva sekundarna glasnika, diacilglicerol (DAG) i inozi-
tol 1,4,5-trifosfat (IP3). DAG aktivira protein-kinazu C
(PKC), dok IP, podize koncentraciju unutarstani¢nog
Ca*. Oba uc¢inka dovode do degranulacije odnosno
otpustanja prethodno sintetiziranih upalnih medija-
tora. Proces degranulacije ukljuc¢uje aktivaciju fosfo-
lipaze D (PLD), koja mijenjajuéi svojstva membrana
omogucava njihovu fuziju te egzocitozu sadrzaja gra-
nula, ali to¢an mehanizam njenog djelovanja nije po-
znat (15). Aktivirana PKC takoder dovodi do aktiva-
cije transkripcijskog ¢imbenika NF«B (engl. nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells),
dok povisena koncentracija unutarstani¢nog Ca*" ak-
tivira transkripcijski ¢imbenik NFAT (engl. nuclear
factor of activated T-cells). Aktivacija malih GTP-aza
dovodi do aktivacije nekoliko MAP-kinaza (engl. mi-
togen-activated protein kinase) koje dalje aktiviraju ra-
zli¢ite dodatne transkripcijske ¢imbenike. Nakon akti-
vacije transkripcijski ¢imbenici prelaze iz citoplazme
u jezgru, gdje zapocinju transkripciju citokinskih gena
odnosno sintezu i otpustanje novostvorenih citokina i
kemokina. Kona¢no, aktivacija citoplazmatske fosfoli-
paze A, (cPLA)) dovodi do oslobadanja arahidonske
kiseline ¢ijim metabolizmom nastaju prostaglandini i
leukotrijeni.

Visokoafinitetni IgE-receptor (FceRI)

FceRI pripada skupini imunoreceptora. Na mastoci-
tima i bazofilima nalazi se u obliku tetramera grade-
nog od a-lanca, f-lanca i dva y-lanca, dok na drugim
stanicama poput eozinofila, monocita, Langerhanso-
vih i dendriti¢nih stanica ima oblik trimera i nedo-
staje mu P-lanac (11,12). Izvanstani¢ni dio a-lanca
sadrzi dvije imunoglobulinu sliéne domene koje viso-
kim afinitetom vezu Fc-fragment IgE-protutijela, dok
unutarstani¢ni dijelovi B-lanca i y-lanca sadrze slje-
dove aminokiselina nazvane aktivacijskim motivima
(engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif
- ITAM). Fosforilacija tirozinskih ostataka unutar ovih
aktivacijskih motiva nuzna je za zapocinjanje signal-
ne kaskade.

Budud¢i da receptor nema intrinzi¢nu enzimatsku ak-
tivnost povezan je s tirozin-kinazom Src obitelji, Lyn-
kinazom, ¢ija je uloga fosforilacija tirozinskih ostataka
aktivacijskih motiva nakon agregacije receptora aler-
genom (16). Fosforilirani tirozini postaju vezna mje-
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sta za molekule koje sadrze SH2 (engl. Src homology 2)
domenu. Tako vezanje SH2 domene Lyn-kinaze poja-
¢ava njenu aktivnost te ona pocinje fosforilirati i dru-
ge signalne molekule, dok vezanje SH2 domene drugih
kinaza (Fyn, Syk) dovodi do njihove aktivacije. Sve za-
jedno dovodi do prenosenja aktivacijskih signala u sta-
nicu. Vezanje pak SH2 domene fosfataza (SHIP, SHP-1,
SHP-2), kao enzima sa suprotnim uc¢inkom, kontrolira
nastanak i $irenje aktivacijskih signala ogranicavajuci
njihov intenzitet i trajanje (12, 16).

Syk-kinaza (Syk)

Syk-kinaza (engl. spleen tyrosine kinase) sredisnji je
pozitivni regulator signaliziranja putem IgE-receptora
(16, 17). Njena aktivacija zapocinje uzvodnim signali-
ma, nakon ¢ega se pojacava autofosforilacijom. Jednom
tako aktivirana, Syk-kinaza fosforilira druge molekule.
Najvaznija je fosforilacija uz stani¢nu membranu ve-
zanih adaptorskih proteina LATI i LAT2 (engl. lin-
ker of activated T cells - LAT), koja dovodi do stvara-
nja multimolekularnih signalnih kompleksa. Stvoreni
kompleksi sastoje se od razli¢itih citosolnih adaptor-
skih proteina (Grb2, Gads, SLP-76), GTP izmjenjivaca
(Sos, Vav) i enzima (PLCy1, PLCy2), koji zajedno osi-
guravaju prostorno-vremensku sredinu za transdukci-
ju signala. Syk-kinaza takoder fosforilira i tako aktivira
razlic¢ite nizvodno smjestene signalne molekule, od ko-
jih neke pripadaju LAT-ovisnom putu (SLP-76, PLCy),
dok su druge o njemu neovisne (Vav, Btk, PI3K, Gab2).
Na taj nacin dolazi do viSestrukog pojacanja signala
djelovanjem Syk-kinaze.

PI3K-kinaza (PI3K)

PI3K-kinaza (fosfatidilinozitol 3-kinaza) ima klju¢nu
ulogu u komplementarnom, LAT-neovisnom signal-
nom putu (15). Njeno djelovanje zapocinje vezanjem
uz staniénu membranu preko adaptorskog protei-
na Gab2 te fosforilacijom putem Fyn- i/ili Syk-kina-
ze. Ovako aktivirana, PI3K-kinaza fosforilira PIP, pri
¢emu nastaje fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat (PIPS).
PIP, ima sposobnost vezati razli¢ite molekule koje sa-
drze PH (engl. pleckstrin homology) domenu (PLCy,
Vay, Btk) te ih tako usmjeriti prema stani¢noj mem-
brani gdje dolazi do njihove aktivacije, a time i nizvod-
nog $irenja signala.

SHIP-fosfataza (SHIP)

Inozitol-fosfataza koja sadrzi SH2 domenu (engl. Src
homology 2 domain-containing inositol phosphata-
se - SHIP) jedan je od najvaznijih negativnih regula-
tora signaliziranja putem IgE-receptora (12, 18, 19).
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Usmjerava se prema stani¢noj membrani istodobno
s molekulama koje u stanicu prenose aktivacijske si-
gnale, kako bi svojim djelovanjem ogranicila njihov in-
tenzitet i trajanje. Djelovanje SHIP-fosfataze zasniva
se na defosforilaciji PIP, pri ¢emu nastaje fosfatidili-
nozitol 3,4-bisfosfat. Tako se smanjuje broj raspolozi-
vih molekula PIP,, a time i mogucnost vezanja i akti-
vacije molekula koje sadrze PH domenu, $to kona¢no
dovodi do slabljenja aktivacijskih signala. Na taj nacin
SHIP sprjecava degranulaciju mastocita vezanjem sa-
mog IgE-protutijela za receptor, ogranic¢ava degranu-
laciju do koje je dovelo premostavanje IgE-protutijela
vezanih na receptore alergenom te smanjuje de novo
sintezu upalnih citokina (20).

EKSPRESIJA KOMPONENATA SIGNALNOG PUTA
VISOKOAFINITETNOG IgE-RECEPTORA

Ve¢ je duze vrijeme poznato da broj raspolozivih mo-
lekula visokoafinitetnog receptora za IgE na povrsini
bazofila ovisi o koncentraciji IgE-protutijela u serumu
(21). Tako bazofili bolesnika s povisenom koncentraci-
jom IgE-protutijela, neovisno o njenom uzroku (aler-
gijska bolest, hipereozinofilni sindrom, hiper-IgE sin-
drom, infestacija helmintima i sl.), eksprimiraju vece
koli¢ine receptora, odnosno postoji znacajna podu-
darnost izmedu broja receptora na bazofilima i kon-
centracije IgE u serumu (22). Dobivena je i znacajna
podudarnost izmedu ekspresije FceRI na mastocitima
nosne sluznice bolesnika s cjelogodi$njim alergijskim
rinitisom i njihovih serumskih koncentracija ukupnih
odnosno specifi¢nih IgE-protutijela (23). Novija istra-
Zivanja pokazala su da IgE kontrolira ekspresiju recep-
tora tako da svojim vezanjem sprjecava njihov gubitak
sa stani¢ne povrsine, odnosno endocitozu i unutar-
stani¢nu razgradnju slobodnih receptora putem lizo-
soma (24, 25). Pritom IgE ne djeluje na proces sinteze
receptora te se ¢ini da se ravnoteza njihove ekspresije
u odredenim uvjetima postize regulacijom gubitka uz
konstantnu sintezu (24). Sinteza receptora povecava se
u prisustvu Th2 citokina poput IL-4 (23),a budu¢i da je
u takvim uvjetima pojacano i stvaranje IgE-protutijela
u B-limfocitima, dolazi do pomaka ravnoteze ekspresi-
je receptora na vi$u razinu. Na koji nacin dolazi do po-
maka ravnoteZe prema nizim vrijednostima pri snize-
nju koncentracije IgE, za sada nije razjasnjeno.

Regulacija ekspresije FceRI putem IgE-protutijela, a
time i reaktivnosti stanice prema alergenu, poznata je
u bazofila, mastocita, monocita i plazmocitoidnih den-
driti¢nih stanica. Suprotno tome, neutrofili kao stanice
koje imaju ulogu u odredenim podtipovima alergijske
astme, mogu eksprimirati FceRI, ali je ta ekspresija mi-
nimalna i neovisna o koncentraciji IgE (26).

Postoje dokazi da razina genske ekspresije, odnosno
koli¢ina stvorenih produkata gena za pojedine kompo-
nente signalnog puta IgE-receptora, utje¢e na funkci-
onalni odgovor mastocita i bazofila, a time i na teZinu
simptoma alergijske bolesti.

Bazofili u kojih nakon podrazaja alergenom izostaje
odgovor u obliku otpustanja upalnih medijatora (engl.
non-releaser basophils), imaju nemjerljivu ili vrlo nisku
razinu ekspresije Syk-kinaze (27, 28). Nastanak takvog
fenotipa smatra se posljedicom prisutnosti slabije po-
tentnog oblika IL-3 (IL-3/P8, koji kao osmu amino-
kiselinu u slijedu ima prolin umjesto serina), buduéi
da IL-3 regulira ekspresiju Syk-kinaze sprje¢avanjem
njene razgradnje na proteasomima. Znacajna je i po-
dudarnost izmedu koli¢ine otpustenog histamina iz
podrazenih bazofila i razine ekspresije Syk-kinaze u
njima (28). Istrazivanje meduodnosa tih dviju varija-
bli, pokazalo je da je ekspresija Syk-kinaze dobar pre-
diktor sekretorne funkcije bazofila (29).

Podrazaj bazofila alergenom dovodi do smanjenja eks-
presije Syk-kinaze (30). Smanjenje je postupno i na-
stavlja se tijekom nekoliko sati nakon podrazaja, ¢ak i
nakon prestanka izlu¢ivanja upalnih medijatora. Sma-
tra se da takav nestanak Syk-kinaze, a mozda i dru-
gih signalnih elemenata, dovodi do refraktornog stanja
bazofila i mastocita, odnosno tolerancije daljnjih po-
drazaja. Tim se procesom obja$njava nestanak klinicke
reaktivnosti u bolesnika tijekom brze (engl. rush) de-
senzibilizacije.

Bududi da inhibira signaliziranje putem PI3K-kinaze,
SHIP-fosfataza pokazuje inhibitorni u¢inak na aktiva-
ciju mastocita i bazofila. Taj je u¢inak posebno izrazen
kod vi$ih (supraoptimalnih), ali je prisutan i kod ni-
zih (optimalnih i suboptimalnih) koncentracija alerge-
na (31). Inhibitorni u¢inak SHIP-fosfataze na aktivaci-
ju mastocita potvrden je i rezultatima in vivo pokusa:
misevi koji ne eksprimiraju SHIP-fosfatazu (Shipl™")
imaju sistemsku hiperplaziju mastocita (kao posljedi-
cu pojacanog stvaranja IL-6 i TNE ¢imbenika vaznih
za razvoj mastocita) te pojacanu sklonost anafilaksiji,
dok misevi kojima nedostaju mastociti (Kit"""=") pri
rekonstituciji Ship1™~ mastocitima pokazuju teze obli-
ke astmatskih reakcija nego pri rekonstituciji Ship1**
mastocitima (32). Iz tih je istrazivanja vidljivo da i jaci-
na signala koji nastaje nakon podrazaja IgE-receptora
alergenom i ekspresija signalnih enzima utjece na ki-
netiku stvaranja citokina, a time i na konacni stupanj
stani¢ne aktivacije.

Ranije spomenuto istrazivanje Syk-kinaze kao dobrog
prediktora sekretorne funkcije bazofila (29), pokazalo
je takoder da ekspresija SHIP-fosfataze utjece na oslo-
badanje histamina, ali je njen doprinos kao prediktora
nesto slabiji. U istrazivanju bolesnika s kroni¢nom idio-
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patskom urtikarijom, mastociti koji su nakon senzi-
bilizacije IgE-protutijelima pokazivali pojacano spon-
tano otpustanje histamina, eksprimirali su vece koli-
¢ine Syk-kinaze te manje koli¢cine SHIP2-fosfataze u
odnosu na mastocite koji nisu pojacano otpustali hi-
stamin kao i na mastocite zdravih osoba (33). SHIP2
je fosfataza po strukturi i enzimatskoj aktivnosti vrlo
slicna SHIP-fosfatazi. U mastocitima takoder djeluje
kao negativni regulator aktivacije stanica pri signali-
ziranju putem IgE-receptora, ali neovisno i razli¢itim
mehanizmima u odnosu na SHIP (34). Rezultati tih
istrazivanja ukazuju na vaznost ravnoteze kinaza kao
pozitivnih i fosfataza kao negativnih regulatornih ele-
menata signalnog puta IgE-receptora za normalnu ak-
tivaciju mastocita i bazofila.

Nedvojbeno je da Syk, PI3K i SHIP imaju klju¢ne ulo-
ge u signaliziranju putem IgE-receptora. Medutim,
te su komponente signalnog puta rasprostranjene i u
drugim hematopoetskim, pa ¢ak i nehematopoetskim
stanicama, gdje obavljaju niz razli¢itih zadaca. Tako
Syk-kinaza sudjeluje u signaliziranju putem razli¢itih
vrsta imunoreceptora, posredujuéi stani¢ne procese
poput proliferacije, diferencijacije i fagocitoze, kao i u
signaliziranju putem integrinskih receptora, regulira-
ju¢i odgovor fagocitnih stanica na okolisne podraza-
je (35). Medu nehematopoetskim stanicama Syk-kina-
za je pronadena u fibroblastima, epitelnim stanicama,
hepatocitima, neuronima i stanicama endotela krvnih
zila, gdje takoder ima jo$ uvijek nedovoljno istraZene
uloge u diferencijaciji, proliferaciji, migraciji i stanic-
nom prezivljavanju (36). Syk i PI3K zajedno sudjelu-
ju u aktivaciji trombocita putem receptora vezanih uz
G protein (37). Prisutnost u razli¢itim tipovima stani-
ca i regulatorna uloga u procesima stani¢nog preziv-
ljavanja, kretanja stani¢nih vezikula, morfologije stani-
ce, kemotaksije, proliferacije i diferencijacije dokazani
su i za PI3K-kinazu (38, 39). Rasprostranjenost SHIP-
fosfataze (SHIP1) ogranicena je na stanice imunolo$-
kog, odnosno hematopoetskog sustava, dok je homolo-
gna SHIP2-fosfataza znatno $ire rasprostranjena te se
moze naéi i u nehematopoetskim stanicama (40). Ve-
zanjem na fosforilirane tirozinske ostatke inhibicijskih
motiva (engl. immunoreceptor tyrosine-based inhibition
motif - ITIM), razli¢itih inhibitornih receptora, SHIP
ostvaruje svoju ulogu negativnog regulatora prolifera-
cije, diferencijacije, prezivljavanja i aktivacije mijeloid-
nih stanica (40, 41). Dokazane su i uloge SHIP-fosfa-
taze u diferencijaciji makrofaga u klasi¢ni M1-fenotip
odgovoran za ubijanje mikroorganizama (41, 42), u re-
gulaciji Th1/Th2 odgovora T-limfocita, kao i u izotip-
skom prekapc¢anju u B-limfocitima (42).
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SIGNALNI PUT VISOKOAFINITETNOG IgE-
RECEPTORA KAO ZAHVATNA TOCKA U
LIJECENJU ALERGIJSKIH BOLESTI

Bududi da simptomi alergijske bolesti nastaju kao po-
sljedica oslobadanja upalnih medijjatora, u lije¢enju
se tradicionalno koriste lijekovi koji blokiraju njihov
ucinak (antihistaminici, antileukotrijeni), odnosno li-
jekovi koji inhibiraju njihovo stvaranje (kortikostero-
idi). Nedostatak je usmjerenost spomenutih lijekova
na jedan medijator ili jednu skupinu medijatora pa je
za potpuni terapijski uc¢inak cesto potrebna istodob-
na primjena vise lijekova. Osim toga, kortikosteroidi
vrlo potentno inhibiraju stvaranje ¢itavog spektra pro-
upalnih citokina u mastocitima i bazofilima te blokira-
ju niz upalnih zbivanja u drugim efektorskim stanica-
ma, ali ne djeluju na degranulaciju i posljedi¢nu ranu
fazu alergijske reakcije. Podetak djelovanja im je od-
goden pa je za potpuni u¢inak potrebno nekoliko sati
do nekoliko dana, a pri sistemskoj primjeni mogu do-
vesti i do ozbiljnih nuspojava. Noviji pristup lije¢enju
je djelovanje na visokoafinitetni IgE-receptor i njegov
signalni put, ¢ime se nastoji posti¢i inhibicija stvara-
nja i oslobadanja svih upalnih medijatora iz mastoci-
ta i bazofila.

Monoklonsko protutijelo omalizumab (anti-IgE)

Monoklonsko protutijelo omalizumab vezanjem za
konstantnu regiju cirkuliraju¢ih IgE-protutijela sprje-
¢ava njihovo vezanje za IgE-receptor (43). Smanjuje
se koncentracija IgE u serumu i posljedi¢no ekspresi-
ja FceRI na povr$ini mastocita i bazofila (44, 45), ali i
drugih FceRI" stanica, poglavito dendriti¢nih (46). Ta-
kav u¢inak na mastocite i bazofile smanjuje efektorsku
fazu alergijske upale, dok u¢inak na dendriti¢ne stani-
ce smanjuje fazu alergijske senzibilizacije (smanjena
obrada i prezentacija alergena T-limfocitima i poslje-
di¢no diferencijacija i aktivacija Th2-limfocitnog od-
govora). Kombiniranom djelovanju na obje faze imu-
noloskog odgovora pripisuje se povoljan terapijski
ucinak lijeka u bolesnika s alergijskom astmom te se-
zonskim i cijelogodi$njim alergijskim rinitisom (43).
Omalizumab se danas s potvrdenom ucinkovito$éu
i sigurnos$¢u primjenjuje u $kolske djece, adolescena-
ta i odraslih osoba s umjerenom do teskom trajnom
alergijskom astmom koja nije uspje$no kontrolirana
kombinacijom visoke doze inhalacijskog kortikostero-
ida i dugodjelujuceg 2-agonista (47). Medutim, opisa-
ni mehanizmi djelovanja upu¢uju na mogucu korist i
kod drugih IgE-posredovanih alergijskih bolesti poput
alergijskog rinitisa, alergije na hranu, urtikarije, alergi-
je na otrove insekata i drugih. U tijeku su istrazivanja
kojima bi se indikacije za njegovu primjenu potencijal-
no proéirile i na neka od tih stanja (48, 49).
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Inhibitori Syk-kinaze

Medu komponentama unutarstani¢ne signalne kaska-
de, zbog svoje uloge sredi$njeg pozitivnog regulatora
signaliziranja, Syk-kinaza bila je prvi izbor kao zahvat-
no mjesto prema kojemu ¢e se usmjeriti djelovanje po-
tencijalnih lijekova. Tako su se najprije razvili upravo
inhibitori ovog enzima (50). Najbolje je upoznat R112,
spoj iz skupine 2,4-diaminopirimidina, koji selektivno
blokira aktivnost Syk-kinaze. U pokusima in vitro do-
veo je do potpune inhibicije degranulacije te stvaranja
metabolita arahidonske kiseline i citokina u humanim
mastocitima aktiviranim putem FceRI receptora (51).
Ucinak na inhibiciju stvaranja citokina bio je prisutan i
kada je R112 primijenjen nakon zavr$ene degranulaci-
je. U klini¢kim istrazivanjima na bolesnicima s alergij-
skim rinitisom, izlozenim alergenu tijekom provoka-
tivnog nazalnog testa (52) ili tijekom boravka u parku
(53), lokalno primijenjen R112 doveo je do brzog i
znatnog pobolj$anja simptoma te znac¢ajnog smanjenja
stvaranja upalnih medijatora. Medutim, zbog kratkoce
djelovanja, ovaj spoj nije pogodan za klini¢ku upotre-
bu (50). U tijeku su istrazivanja srodnih i jo§ potentni-
jih inhibitora Syk-kinaze (54).

Inhibitori PI3K-kinaze i aktivatori SHIP-fosfataze

Regulacija koli¢ine PIP, u stanici, a time i nizvod-
nog $irenja signala, ovisi o dinami¢nom meduodnosu
PI3K-kinaze odgovorne za njegovo stvaranje i fosfata-
za SHIP, SHIP2 i PTEN (engl. Phosphatase and TEn-
sin Homolog) odgovornih za njegovu razgradnju. Tako
se Sirenje aktivacijskog signala u stanicu moze sma-
njiti inhibicijom PI3K-kinaze ili aktivacijom fosfa-
taza. Medu fosfatazama koje razgraduju PIP,, najbo-
lji kandidat za aktivaciju potencijalnim lijekovima je
SHIP. Zbog njene ogranicene rasprostranjenosti unu-
tar hematopoetskog sustava, djelovanje lijekova biti ¢e
usmjereno upravo na ciljne stanice, dok ¢e nezeljeni
ucinci na druga tkiva biti minimalni (55).

Inhibitor PI3K-kinaze LY294002 istraZen je na mode-
lu astme u mi$a (56). Primijenjen intratrahealno na-
kon provokacije alergenom, LY294002 doveo je do
smanjenja koli¢ine Th2 citokina (IL-5, IL-13, ali ne i
IL-4), eotaksina i posljedi¢no broja eozinofila u bron-
hoalveolarnom lavatu, smanjenja tkivne eozinofilije i
produkcije sluzi te smanjenja bronhalne hiperreaktiv-
nosti na udahnuti metakolin. Klasi¢ni inhibitori PI3K-
kinaze, LY294002 i vortmanin, nisu se uspjeli razviti za
Kklini¢ku primjenu (57). Mogué¢im razlogom neuspjeha
smatra se ¢injenica da neselektivno inhibiraju sve izo-
oblike ovog Siroko rasprostranjenog enzima. U tijeku
su istrazivanja inhibitora specifi¢nih za pojedine izo-
oblike PI3K.

Nedavno su sintetizirana dva selektivna aktivatora
SHIP-fosfataze, AQX-016A i AQX-MN100 (55). Oba
spoja su u pokusima in vitro inhibirala alergenom po-
taknutu aktivaciju mastocita, dok su u misjim modeli-
ma in vivo pokazala protuupalno djelovanje. Inicijalni
pokusi toksi¢nosti pokazali su njihovu dobru podno-
8ljivost. Dodatna istrazivanja su u tijeku.

Specifina imunoterapija

Vaznost signalnog puta IgE-receptora dokazana je i
prilikom istrazivanja mehanizama specificne imu-
noterapije, jedinog uzro¢nog oblika lijecenja alergi-
ja. Rezultati nase istrazivacke skupine pokazali su da
uspje$na specifi¢cna imunoterapija smanjuje bazalnu
ekspresiju gena za pozitivne i povecava ekspresiju gena
za negativne regulatorne elemente signaliziranja, a po-
stignute promjene odgovaraju razini ekspresije opaze-
noj u zdravoj populaciji (58). Takvi rezultati u skladu
su s ranijim opaZzanjima da razina ekspresije pojedinih
gena signalnog puta IgE-receptora utjece na funkcio-
nalni odgovor mastocita i bazofila te posredno i na te-
zinu simptoma alergijske bolesti.

ZAKLJUCAK

Farmakolosko lijecenje alergijskih bolesti usmjereno
je na supresiju upalnih medijatora efektorskih stanica.
Nastoje se pronaci lijekovi koji bi u¢inkovito inhibira-
li kompletnu kaskadu stvaranja i oslobadanja medija-
tora tijekom alergijske reakcije, pri ¢emu istrazivanja
usmjerena na signalni put IgE-receptora zauzimaju
vazno mjesto. Za buduca istrazivanja vazna je i spo-
znaja da specifi¢na imunoterapija dovodi do promjena
genske ekspresije pojedinih komponenata ovoga puta.
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SUMMARY

THE HIGH-AFFINITY IgE-RECEPTOR SIGNALING PATHWAY IN THE TREATMENT
OF ALLERGIES

B.PEVEC, M. RADULOVIC PEVEGC, A. STIPIC MARKOVIC AND I. BATISTA!

Department of Clinical Immunology, Pulmology and Rheumatology, and
Immunological Laboratory, Sveti Duh University Hospital, Zagreb, Croatia

The rise in a prevalence of allergic diseases observed in industrialized countries over many years, and generally a rising number
of the patients, require constant searching for newer and better ways of treatment. The central event in the formation of the al-
lergic inflammation, the activation of mast cells and basophils, is mediated by signaling through the high-affinity IgE receptor,
FceRI. The signaling starts by cross-linking of receptor-bound IgE with an allergen. This initiates a cascade of signaling events
that activates the cell and ultimately causes the release of mediators responsible for allergic responses. The major flaw of medi-
cations traditionally used for the treatment of allergies is their orientation to single mediators, and not to the whole sequence of
complex events leading to the onset of early and late symptoms. The aim of this paper was to review a complex sequence of
events from the allergen binding to the onset of symptoms, highlighting the importance of the IgE-receptor signaling pathway in
searching for new therapeutic modalities.

Key words: IgE-receptor, PI3K, FceRI, SHIP, allergy, mast cell, basophil
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